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1. Einfihrung und Zielstellung

Die Anlagerung von Mikroorganismen an feste Oberflachen und die Ausbildung von
Biofilmen sind in der Natur ubiquitar. Bisher ist kein Werkstoff bekannt, der auf Dauer
einer mikrobiellen Besiedelung widersteht [1. 5]

Die Fahigkeit der Bakterien zur dauerhaften Ansiedlung auf unterschiedlichsten
Materialien fiihrt einerseits zu unerwiinschten Beeintrdchtigungen technischer Anlagen
(Biokorrosion, Biofouling, Verblockung von Membranen, Keimanreicherung in
Rohrleitungssystemen etc.) [1. 7]. Andererseits werden immobilisierte Mikroorganismen
seit langem gezielt und erfolgreich fur verschiedene technische Prozesse, z.B. als
Biofilmtechnologien in der Abwasserreinigung, verwendet [1. 4, 1. 9].

Die in Biofilmen angeordneten Mikroorganismen zeigen gegeniber frei suspendierten
eine Reihe von Vorzugen. So werden oftmals deutlich hdhere Raum-Zeit-Ausbeuten
erzielt, als mit konventionellen Verfahren, was wu.a. die Eliminierung hoher
Konzentrationen und extremer Frachten von Umweltschadstoffen erméglicht [1. 6, 1. 12].
Biofilme, insbesondere solche auf adsorptionsfahigen Tragern sind dabei meist wenig
empfindlich gegeniber Stol3belastungen [1. 11] und besitzen vielfach eine herausragende
Resistenz gegeniiber toxischen Substraten und bakteriziden Wirkstoffen [1. 8]. Weiterhin
werden durch adsorptive Anreicherung von Substraten auch Verbindungen aus
vergleichsweise gering konzentrierten Lésungen mit genigend hohen Umsatzraten
abgebaut [1. 15, 1. 17]. Besonderes Interesse erlangten Biofilmtechnologien jedoch vor
allem fur den biologischen Abbau stark persistenter Verbindungen [1. 2, 1. 9].

Die beachtliche Leistungsfahigkeit immobilisierter Mikroorganismen fiihrte in den
vergangenen Jahren zu intensiven Forschungsaktivitaten, welche zu einem gréf3eren
Verstandnis der diesen Effekten zugrunde liegenden Mechanismen beigetragen haben.
Aus einer Reihe von Untersuchungen verschiedener Autoren wurden dabei bisher
mehrere Hypothesen abgeleitet. So kann davon ausgegangen werden, dal3 inshesondere
in pordsen Materialien spezifische ,Mikrokonsortien* existieren, die untereinander in
Wechselwirkung treten und in denen ein Wachstum empfindlicher Spezialisten ermdglicht
wird, welche zum Abbau persistenter Verbindungen befahigt sind [1. 10, 1. 16]. Fur
reversibel adsorbierbare Organika tritt ein als ,Bioregeneration” bezeichneter Prozel} ein,
bei dem an der Trageroberflache adsorbierte Substanzen aufgrund sinkender
Konzentration im Biofilm oder unter dem EinfluR extrazellularer Enzyme desorbieren, an
die duRBere Oberflache des Adsorbenskornes diffundieren und anschlie3end mikrobiell
umgesetzt werden [1. 14]. Der Wechselwirkung von Adsorption und Abbau wird z.B. eine
wesentliche Bedeutung fur die bekannte hohe Prozelstabilitat von Biofilmsystemen

beigemessen [1. 18].



Die Immobilisierung der Mikroorganismen erfolgt in oder auf Tragern mit
unterschiedlichen Eigenschaften. Die dabei verwendeten Trager werden gegenwartig
tberwiegend anhand verfahrenstechnischer Kriterien oder durch Voruntersuchungen mit
potentiell verfigbaren Materialien ausgewahlt [1. 1].

Fir die technische Anwendung als besonders geeignet erwiesen sich bisher vor allem
multifunktionale Tragermaterialien mit einem hohen Anteil an Makroporen, insbesondere
solche natirlichen Ursprungs, wie Aktivkohlen, Anthrazite, Kokse, Tone oder Zeolithe
[1. 4, 1. 13]. Die universelle Verwendbarkeit dieser Trager beruht auf einer Vielzahl von
Wechselwirkungen im einem System Trager-Biofilm-Substrat. Diese Universalitat der
Tragermaterialien beinhaltet jedoch einen erheblichen Nachteil und zwar eine geringe
Selektivitat gegentber bestimmten Organismengruppen. Damit sind diese Trager kaum
geeignet, gezielt Einflull auf die Anreicherung von Organismen mit bestimmten
Stoffwechselleistungen zu nehmen. Entsprechend werden bei Biofilmprozessen,
insbesondere dann, wenn die gewiinschte Leistung nur von wenigen Arten realisiert wird,
immer wieder Instabilititen bzw. Verluste der gewilnschten Leistung festgestellt [1. 11,
1.19].

Untersuchungen verschiedener Autoren zeigen, dall z.B. in industriellen
Abwasserbehandlungsanlagen eine Reihe von haufig eingesetzten Substanzen nicht
abgebaut wird, obwohl natirlich vorkommende Organismen bekannt sind, die die
Fahigkeit zur Mineralisierung dieser Verbindungen besitzen [1. 3, 1. 20]. So gelten u.a.
Morpholin, Tetrahydrofuran, Dioxan und Glykolether als weitgehend persistent. Fiir diese
Verbindungen kénnte durch Etablierung geeigneter Mikroorganismenpopulationen eine
wesentliche Entfrachtung des Abwassers und damit eine deutliche Entlastung der Umwelt
erzielt werden.

Fur eine gezielte Integration von eingesetzten Spezialisten oder gentechnisch optimierten
Organismen in die mikrobielle Population eines Biofilmes ist die bewul3te Gestaltung des
Systems Trager-Biofilm-Substrat eine wesentliche Voraussetzung. In der vorliegenden
Arbeit wurden deshalb an ausgewahlten Modellsystemen die Wechselwirkungen von
verwerteten Substraten, der Oberflachenstruktur der Mikroorganismen und den
Eigenschaften der verwendeten Tragermaterialien in ihrer Abhangigkeit von
verschiedenen aufReren Faktoren untersucht. Dabei bestand das Ziel der Arbeiten darin,
mindestens flr solche Systeme, die mit den charakterisierten vergleichbar sind,
Voraussagen Uber deren Leistungsfahigkeit und Prozefstabilitdét zu ermdglichen bzw.
Kriterien fir die Auswahl geeigneter Tragermaterialien zu definieren. Verschiedene der
optimierten Trager-Biofilm-Systeme wurde mit natlrlichen Medien oder unter technischen

Bedingungen hinsichtlich ihre Leistungsfahigkeit getestet.



2. Definition

Biofilme entstehen, wenn Mikroorganismen sich an Grenzflachen anlagern und dort
wachsen [2. 2]. Sie bestehen aus funktionalen bakteriellen Konsortien, welche in eine
Matrix aus extraplastidaren Substanzen (EPS), der Glycocalyx eingelagert sind und
aneinander und/oder an Oberflachen oder Grenzflachen haften [2. 1]. In die Glycocalyx
konnen gleichermal3en weitere geltste oder partikulére Stoffe eingelagert sein.
Entsprechend dieser Definition kdénnen auch mikrobielle Aggregate (z.B.
Belebtschlammflocken) und mikrobielle Populationen Innerhalb der Porenrdume poréser
Medien im weiteren Sinne als Biofilme betrachtet werden.

3. Die Bedeutung von Biofilmen in Natur und Technik

Die sessile Lebensweise, also das Wachstum auf abiotischen oder biotischen
Oberflachen ist die alteste bislang bekannte Daseinsweise von Leben auf der Erde [3. 30].
Die ersten bekannten Funde datieren etwa 3,5 Mrd. Jahre zuriick und sie zeigen
versteinerte Biofilme in stromatolitischen Gesteinsformationen [3. 73]. Im weiteren Verlauf
der Erdgeschichte haben sich im mikrobiellen Bewuchs von Oberflachen, den ,microbial
mats* Mikroorganismen entwickelt, die zu einfachen Formen der Photosynthese befahigt
waren. Sie werden fir die Umstellung der Erdatmosphare von anaeroben zu aeroben
Verhaltnissen verantwortlich gemacht [3. 81]. Durch Anheftung von Mikroorganismen an
zerfallendes organisches Material und dessen teilweisen Abbau haben Biofilme auch
entscheidend zur Bildung fossiler Brennstoffe beigetragen [3. 41] und wirken in
geologischen Dimensionen bei der Verwitterung von Gesteinen mit [3. 24, 3. 48]. Auch
heute noch spielen Microbial mats eine bedeutende Rolle z.B. bei der Fixierung von

atmosphéarischem CO, [3. 15].

In der Geschichte der Mikrobiologie wurden die Wechselwirkungen zwischen
Mikroorganismen und Oberflachen erst spat erkannt. Obwohl bereits Anfang unseres
Jahrhunderts erste Beobachtungen Uber stimulierende Effekte von Partikeln auf
mikrobielles Wachstum beschrieben wurden, hat erst Zobell [3. 84] vor etwas mehr als 50
Jahren die Bedeutung des sessilen Wachstums von Mikroorganismen erkannt und
begonnen, dieses systematisch zu untersuchen. In der klassischen Mikrobiologie wurde
das sogenannte ,Wandwachstum* bei der submersen Kultivierung von Mikroorganismen
eher als Storung betrachtet und blieb lange Zeit ein Randgebiet der mikrobiologischen
Forschung [3. 30]. DalR die so entstandenen Biofilme andere Eigenschaften aufweisen als

die Ublicherweise verwendeten Suspensionskulturen, wurde lange Zeit wenig beachtet.



Erst in den sechziger und siebziger Jahren nahm das Interesse an der Erforschung des
mikrobiellen Lebens in Biofilmen deutlich zu. An dieser Entwicklung haben vor allem zwei
Forschungsgebiete wesentlichen Anteil. Dies waren zum einen die Forderungen nach
geeigneten Methoden zur Eliminierung bakterieller Belage im medizinischen und
zahnmedizinischen Bereich und zum anderen die neuen Anforderungen an die

Leistungsfahigkeit umwelttechnischer Verfahren.

In unserer heutigen Umwelt sind Biofilme ubiquitar. Es gibt praktisch keine Oberflache, die
nicht von Mikroorganismen besiedelt wird oder — unter geeigneten Bedingungen —
besiedelt werden kann. Es sind auch keine Werkstoffe bekannt, die dauerhaft einer
mikrobiellen Besiedelung widerstehen [3. 12]. Die Voraussetzungen fur die Existenz von
Biofilmen sind gering: Grenzflachen, Mikroorganismen, hinreichende Feuchtigkeit und
Nahrstoffe [3. 30]. Entsprechend weit ist die Spannweite der Existenzbedingungen fir
Mikroorganismen in Biofilmen. Auch extreme und eher lebensfeindliche Lebensrdume
konnen besiedelt werden. Einen Uberblick (ber die Bedingungen, unter denen

mikrobielles Leben angetroffen wird, gibt Flemming [3. 32] (Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Spannweite mikrobieller Existenz in Biofilmen nach Flemming [3. 32]

Milieufaktor Spannweite
Temperatur von -12°C (kalte salzhaltige Loésungen)

bis >110°C (heiRe Schwefelquellen im Meer)
pH-Bereich von O (Thiobacillus ferrooxidans)

bis >13 (Plectonema nostocoum, Natronbakterien)
Hydrostatischer Druck von 0

bis > 1400 bar (,barophile Bakterien®)
Redoxpotential von — 450 mV (methanogene Bakterien)

bis +850 mV (Eisenbakterien)
Salinitat von O (aqua bidest.)

bis zu gesattigten Salzlésungen (obligat halophile
Bakterien in Salzseen)

Nahrstoffangebot von > 10 pg/l Cog. (Systeme mit hochreinem Wasser)
bis Leben direkt auf Nahrstoffquellen
Oberflachenmaterialien Metalle, Beton, Kunststoffe, Glas, Mineralien, Ole,
pflanzliche und tierische Gewebe
Strahlenbelastung Biofilme auf Quarzhillen von UV-Lampen
Biofilme auf radioaktivem Material (> 500 krad)
Biozidkonzentrationen >2 mg/l freies Chlor

Biofilme in Desinfektionsmittelleitungen

Biofilme spielen eine entscheidende Rolle bei der Selbstreinigung von Gewassern und
Boden. In aquatischen Okosystemen sind Mikroorganismen die ersten, die neue Habitate
kolonisieren. Ihnen folgen Mikroalgen und Invertebraten.

4



In Auswertung detaillierter Analysen von zahlreichen aquatischen Systemen kamen
Costerton et al. [3. 20] zu dem Ergebnis, daB in nahezu allen natirlichen Okosystemen
Biofilme die dominante Daseinsweise des mikrobiellen Lebens sowohl im Hinblick auf die
Zahl der Organismen, als auch hinsichtlich ihrer metabolischen Aktivitat darstellen. Der
weitaus grol3te Teil der Mikroorganismen auf der Erde lebt offensichtlich an Oberflachen
gebunden, und zwar im Boden, in Sedimenten, in Gesteinsporen und auf Schwebstoffen
im Wasser. Auch in der Grenzflachenschicht zwischen Wasser und Luft bilden sich
Biofilme in Form von Microlayer, Kamh&auten oder Schwimmschichten.

Das Leben in Biofilmen bietet fir Mikroorganismen offensichtlich eine Reihe von Vorteilen
gegenuber der Existenz als Einzelorganismen in suspendiertem Zustand. So kénnen in
der gelartigen Matrix Nahrstoffe angereichert werden. Gleichzeitig bietet der Biofilm einen
gewissen Schutz vor hydraulischen Belastungen, pH-Schwankungen, osmotischem Strel3
und Bioziden. Die Existenz verschiedener Organismen auf engem Raum und in engem
Kontakt bildet einen Pool genetischer Information mit der Méglichkeit zum Gentransfer.
Die vorhandenen Mikrokonsortien sind zur konzertierten Aktion verschiedener
Spezialisten z.B. bei der Nutzung schwer abbaubarer Substrate befahigt. Gleichzeitig
kbnnen fur bestimmte Gruppen 0©kologische Nischen durch lokal veranderte
Umweltbedingungen (z.B. anaerobe Bereiche in tieferen Biofilmschichten) entstehen.
Zonen verminderter Diffusion verhindern einen schnellen Abtransport abbaubarer
Stoffwechselprodukte, die dann als Nahrstoffe flr andere Bakterienarten zur Verfligung
stehen. Auch der Verlust extrazellularer Enzyme an die Wasserphase wird durch das
Vorhandensein der EPS vermindert. Verschiedentlich wurde auch die Fixierung und
Stabilisierung extrazelularer Enzyme in der Biofilmmatrix beschrieben [3. 34].

Besonders unter oligotrophen Bedingungen stellt die Bildung von Biofilmen eine wichtige
Uberlebensstrategie dar. Auch heute noch kénnen viele natiirliche Wasser weltweit als
oligotroph bezeichnet werden, d.h. sie haben einen NahrstofffluR von weniger als
1 mg C,y. /I*d. Die Besiedelung von Oberflachen unter solchen oligotrophen Bedingungen
erfolgt in einer charakteristischen zeitlichen Abfolge. Zuerst siedeln sich wenige
anspruchslose Arten (wie z.B. einige Pseudomonaden) [3. 30] an und bilden einen
Biofilm. Durch ihre F&ahigkeit, dem Medium Na&hrstoffe zu entziehen, diese in der
Gelmatrix lokal zu akkumulieren und sie durch Zellwachstum im Biofilm zu fixieren, bieten
sie mit der Zeit auch solchen Arten eine dkologischen Nische, die unter dem vorhandenen
Néahrstoffangebot sonst nicht wachsen kénnten. Diese leben dann als Destruenten von
der Biomasse der urspringlichen Flora [3. 12].

Ein klassisches Beispiel fur die Ausbildung von Biofilmen in nattrlichen aquatischen
Medien ist der Bewuchs an Schiffsrtumpfen. Der mikrobielle Biofilm bildet hier die

entscheidende Voraussetzung fir die Ansiedlung von hoheren Organismen, wie Algen
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oder Muscheln. Da die Erhohung des Reibungswiderstandes durch den Bewuchs zu
erheblichen Einbul3en bei der Geschwindigkeit bzw. zu entsprechenden
Mehraufwendungen fur Treibstoff fuhrt [3. 14], wurden in der Vergangenheit erhebliche
Anstrengungen unternommen, um den Oberflachen der Schiffsrumpfe weitgehend
antibakterielle Eigenschaften zu verleihen. Dazu wurden den Anstrichen vor allem
bakterizide Substanzen, wie Tributylzinn (TBT) beigemischt. Wie Ergebnisse aktueller
Untersuchungen zeigen, blieb der Einsatz dieser Bakterizide insbesondere bei TBT
jedoch nicht ohne Auswirkungen auf die nattrliche Umwelt [3. 62, 3. 82]. Die Suche nach
Alternativen besitzt daher gerade auf diesem Gebiet eine hohe aktuelle Brisanz.

Auch in hochst oligotrophen Umgebungen, wie bidestiliertem Wasser und
Reinstwasseranlagen werden Mikroorganismen in Form von Biofilmen festgestellt [3. 58].
Die Entwicklung von Biofilmen in solchen Anlagen kann zu erheblichen Stérungen und zu
Einschrankungen der Wasserqualitat fihren. Diese unerwiinschte Ausbildung von
mikrobiellen Belagen wird allgemein als ,Biofouling” bezeichnet [3. 13]. Biofouling tritt in
allen Wasser fuhrenden Systemen auf und kann zur Beeintrachtigung von Gewinnung,
Aufbereitung, Transport, Lagerung und Nutzung von Wasser beitragen [3. 33]. Durch
Biofouling wird die Leistungsfahigkeit von Anlagen verringert und die Lebensdauer von
Anlagenteilen z.T. erheblich verkirzt. So kdénnen Biofilme in Rohrleitungen durch
Erhdhung des Reibungswiderstandes und Verminderung der Querschnittsflache deren
Transportkapazitat wesentlich vermindern. Der dabei auftretende Bewuchs erreicht eine
Dicke von teilweise mehreren Zentimetern und kann bei geringen Querschnitten auch
zum vollstandigen VerschlieBen von Rohrleitungen und Schlauchen fihren. Durch
abgerissene Biofilmteile und Belege entstehen zusatzlich ernste Sicherheitsprobleme
durch Verstopfungen an Pumpen, Ventilen und Grenzwertgebern [3. 66, 3. 68].

Auf Grund ihrer Struktur beeintrachtigen Biofiime auch die Effektivitat von
Warmetauschern. Dabei macht sich nicht nur der héhere Reibungswiderstand bemerkbar.
Durch Verringerung des konvektiven Warmetransportes hin zur Metalloberflache wird
auch der Warmeaustausch mit der Umgebung erheblich eingeschrénkt [3. 16].
Besondere Aufmerksamkeit erlangte das Problem des Biofouling bei Ultrafiltrations- und
Umkehrosmoseanlagen. Die Ausbildung gelartiger Biofilmschichten auf der Membran
verhindert hier die direkte tangentiale Anstrdomung der Oberflache. Dadurch kommt es zu
einer Konzentrationspolarisation auf der Rohwasserseite, wodurch der transmembrane
Druck ansteigt, die Permeatausbeute sinkt und schliel3lich auch die Salzriickhaltung
verschlechtert wird [3. 69]. Mikrobielle Belage auf Membranen kénnen bis zur

vollstandigen und irreversiblen ,Verblockung“ fihren.



Die Ausbildung von Biofilmen fihrt jedoch nicht nur zur Einschrankung der Funktion
technischer Anlagen. Mikrobielle Belage sind in vielen Fallen auch direkt an der Alterung
und Zerstorung der von ihnen besiedelten Materialien beteiligt. Die Eigenschaft von
Biofilmen, Wasser zu binden, Stoffwechselprodukte (z.B. organische und anorganische
Sauren, Chelat- und Komplexbildner, Exoenzyme) zu erzeugen und u.U. auch
Bestandteile ihrer Unterlage als Néhrstoff zu verwenden, fihrt regelmafiig zu erheblichen
Schaden an Kunststoffen, mineralischen Baumaterialien und Metallen. So kdnnen
Mikroorganismen durch den Abbau von Polymerbestandteilen und Zusatzen (z.B.
Weichmachern) zur Alterung und Versprodung von Kunststoffen beitragen [3. 10]. Auch
die Bildung von verschiedenen Sauren durch Mikroorganismen kann Schadigungen von
Kunststoffen verursachen [3. 1].

Die Bildung von Sauren ist gleichfalls eine wesentliche Ursache fir mikrobiell verursachte
Schaden an mineralischen Werkstoffen. Auf der Oberflache der Baustoffe kdnnen sich
epilithische Biofilme ausbilden, die durch Nahrstoffe aus der Luft versorgt werden. Durch
Ausscheidung von anorganischen (lithoautotrophe Bakterien) bzw. organischen S&uren
(chemoorganotrophe Mikroorganismen) wird dabei karbonatisches Bindematerial
aufgeldst und so das Gesteinsgeflige geschwéacht [3. 71]. Von den anorganischen Sauren
sind dabei vor allem Schwefelsaure und Salpetersaure von Bedeutung. Als Verursacher
der Bildung von Schwefelsdure wurden hauptsachlich Organismen der Gattung
Thiobacillus [3. 72] identifiziert. Die Akkumulation von Salpetersdure erfolgt durch
verschiedene Nitrifikanten wie Nitrosomonas, Nitrosovibrio und Nitrobacter [3. 5]. Als
wichtige organische Sauren wurden u.a. Acetat, Gluconat, Oxalat, Citrat und Succinat
festgestellt. Die chelatisierende Wirkung vieler organischer Sduren und die Ausscheidung
weiterer komplexbildender Substanzen (z.B. Aminosauren und Zuckersduren) fihrt
zusatzlich zu einer Mobilisierung von Metallen, wodurch die Stabilitdt der Baumaterialien
weiter geschwéacht wird.

Die mineralzerstorende Wirkung von Biofilmen beschréankt sich jedoch nicht nur auf die
Oberflache der betroffenen Materialien. Mit Hilfe der EPS fillen Biofilme auch die
Porenraume von Gesteinen und Mineralien aus und reichern so in der Tiefe des Materials
Wasser an, welches bei Temperaturanderungen zu starken mechanischen

Beanspruchungen fihrt [3. 31].

Biofilme sind in erheblichem Umfang auch an der Korrosion von Metallen beteiligt. Diese
Wirkungen werden als mikrobiell induzierte Korrosion (MIC) oder Biokorrosion bezeichnet.
Die MIC kann nahezu alle Metalle betreffen, einschlief3lich der als bakterientoxisch
bekannten Schwermetalle. AuRer Titan und Nickel-Cadmium ist praktisch kein Metall

gegen Korrosion unter der Einwirkung von Mikroorganismen resistent [3. 31].



Korrosion ist kein primar mikrobieller Prozel3, sondern sie findet auch ohne das Zutun von
Mikroorganismen unter abiotischen Bedingungen statt. Dabei werden Atome der
Metalloberflache durch elektrochemische Grenzflachenprozesse in ionische Form
Uberfuhrt. Die ablaufenden Reaktionen werden durch lokale Heterogenitaten, durch
Redoxverhéltnisse, durch den pH-Wert, durch die Konzentration an Elektrolyten und die
Weiterreaktion primérer Korrosionsprodukte beeinfluf3t. Diese Faktoren kdnnen jedoch
durch mikrobielle Aktivitaten mafigeblich veréndert werden. Die Struktur der gelartigen
Belage auf der Metalloberflache ermoglicht die Bildung von Diffusionsbarrieren und
Konzentrationszellen fur Stoffwechsel- und Korrosionsprodukte. Damit kdnnen
Mikroorganismen Korrosion induzieren. Sie greifen jedoch auch in die Kinetik der
Korrosionsprozesse ein [3. 9, 3. 33]. Die dabei ablaufenden Mechanismen sind je nach
Umweltbedingungen und beteiligten Organismen unterschiedlich.

Eine bedeutende Rolle bei der Biokorrosion spielen sulfatreduzierende Bakterien. Sie
gelten als Leitorganismen fir das Vorliegen von MIC. Sulfatreduzierende Bakterien
produzieren in groBem Umfang Sulfide, welche durch Ausféllung von schwerldslichen
Metallsulfiden die anodische Dissoziation der Metalle beschleunigen [3. 63]. Die
gleichzeitig entstehenden H* lonen bewirken eine kathodische Depolarisation. Durch das
Vorhandensein von Biofilmen wird zuséatzlich die Kathodenoberflache erheblich
vergroRRert. Die damit verbundene Erhéhung der Stromdichte an der Anode beschleunigt
die Korrosion. Bei der korrosiven Wirkung der Sulfatreduzierer wird das Zusammenwirken
verschiedener Organismen in mikrobiellen Konsortien besonders deutlich. Die
sulfatreduzierenden Bakterien (z.B. der Gattungen Desulfibrio, Desulfobacter) sind obligat
anaerob. Viele Arten weisen zusétzlich ein begrenztes Nahrstoffspektrum auf (bevorzugt
kurzkettige organische Sauren und Alkohole). Sie sind deshalb in hohem Mal3e abhangig
von anderen Organismen des Biofilmes, welche geeignete organische Nahrstoffe
bereitstellen und bendtigen fur ihre Entwicklung eine intakte Biofilmstruktur, die den
notwendigen Stoffaustausch ermdglicht [3. 23].

Auch saurebildende Bakterien verursachen MIC. Durch starke lokale pH-Absenkung im
Biofilm wird die kathodische Reduktion von Wasserstoffionen stark beginstigt. Zusatzlich
besitzen organische S&uren eine komplexierende Wirkung auf die Metallionen und
beschleunigen so die anodische Depolarisierung.

Komplexierende Eigenschaften besitzen auch verschiedene Bestandteile der EPS (z.B.
einige saure Polysaccharide). Durch die unterschiedliche Wirkung der EPS verschiedener
Organismen kdnnen Konzentrationsgradienten der Metallionen an der Metalloberflache
entstehen. Die Strukturiertheit des Biofilmes ermoéglicht auch Gradienten der

Sauerstoffkonzentration, des Redoxpotentials und von verschiedenen Korrosions-



produkten. Damit werden Voraussetzungen fir die Korrosion auch widerstandsfahiger
Materialien wie Kupfer und einiger Edelstahle geschaffen [3. 3].

Neben technischen Problemen kdnnen Biofilme insbesondere bei Trinkwasser auch die
asthetische oder gar die hygienische Qualitdt des Produktes beeintrachtigen.
Mikroorganismen, die in geringer Zahl bei der Herstellung im Wasser verbleiben, siedeln
sich an Rohrleitungswanden an und bilden Biofilme [3. 59, 3. 60]. Diese Biofilme
erwiesen sich in vielen Fallen als Habitat fir verschiedene pathogene Keime [3. 52,
3. 32]. So wurden u.a. Mycobakterien, Klebsiellen, Legionellen, sowie E. coli bzw.
coliforme Keime in mikrobiellen Belagen von Trinkwasserleitungssystemen nachgewiesen
[3. 31, 3. 45]. Jedoch tragen auch nicht pathogene Organismen durch kontinuierliche

Abgabe oder stol3weisen Abrif3 von Belagfetzen zur Minderung der Wasserqualitat bei.

Um den Aufwuchs von Mikroorganismen wahrend des Transportes in
Trinkwasserleitungen zu begrenzen, werden dem Wasser haufig antibakterielle
Wirkstoffe, z.B. Chlor beigemischt [3. 38]. Die Minderung von Belagen oder auch die
Beseitigung von pathogenen Organismen in Trink- und Brauchwasserleitungen wird
jedoch erheblich erschwert durch die Tatsache, daf} Bakterien in Biofilmen in vielen Fallen
eine wesentlich héhere Resistenz gegenilber bakteriziden Wirkstoffen aufweisen als
planktonisch lebende Organismen der gleichen Art. So fanden LeChevallier et al. [3. 51] in
Biofilmen eine bis zu 3000fach hbéhere Resistenz gegeniber freiem Chlor als bei
vergleichbaren Organismen in freier Suspension. Diese herausragende Resistenz
gegeniiber den verschiedensten antimikrobiellen Agenzien ist seit langem bekannt und
vielfach beschrieben worden [3. 38, 3. 53, 3. 67]. Sie wird durch eine Reihe
unterschiedlicher Mechanismen bedingt, die sich aus der Struktur des Biofilmes und
seiner heterogenen Zusammensetzung ergeben [3. 35]. Einen Uberblick iiber die
verschiedenen Wirkmechanismen geben Foley und Gilbert [3. 35]. Sie werden im
wesentlichen durch zwei Modelle widergespiegelt. Dies ist zum einem das sogenannte
Reaktions-Diffusions-Modell [3. 18, 3. 78]. Dieses Modell geht davon aus, das
antibakterielle Wirkstoffe auf ihrem Weg durch den Biofilm aufgrund einer verminderten
Diffusionsgeschwindigkeit im Vergleich zur freien Wasserphase wesentlich langsamer
transportiert werden. Gleichzeitig kénnen sie wahrend des Transportes sukzessive
abgebaut oder deaktiviert werden. Dabei wird die Beteiligung von extrazellularen
Polysacchariden und Exoenzymen diskutiert [3. 35, 3. 39]. Das verwendete Modell
schliel3t auch die feste Adsorption der Wirkstoffe an Biofilmkomponenten ein.

Eine andere Theorie geht davon aus, dal3 durch die rAumliche Heterogenitat im Biofilm

auch der Wachstumszustand der einzelnen Zellen deutlich variiert. Viele Organismen
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weisen dartber hinaus deutlich geringere Wachstums- und Vermehrungsraten auf, als in
suspendierter Kultur. Auch vollig inaktive Zellen kénnen vorhanden sein. Demzufolge sind
auch die Umsatzraten mit antimikrobiellen Substanzen teilweise stark vermindert,

wodurch die Einwirkzeiten fir eine ausreichende Wirkung deutlich verlangert werden.

Die erhebliche Resistenz von Bakterien in Biofilmen fuhrt in zunehmendem Mal3e zu
medizinischen Problemen. Seit langerem bekannt ist die Ubertragung von
Infektionskrankheiten durch Ansiedlung von pathogenen Organismen (z.B. Legionella
pneumophila) in wasserfuhrenden Armaturen [3. 70]. Intensiv diskutiert wird die
Bedeutung von Biofilmen auch fir die Etablierung und Ausbreitung von
antibiotikaresistenten  Bakterienstdammen in  medizinischen Einrichtungen. Das
Vorhandensein eines subinhibitorischen Levels antibiotischer Wirkstoffe in der Tiefe des
Biofilmes erzeugt einen Selektionsdruck auf die Organismen, welcher letztendlich zur
Entwicklung resistenterer Phanotypen, sowie zur Selektion und Expression von
Resistenzplasmiden beitragt [3. 35]. Durch diese Selektion antibiotikaresistenter Typen
erlangen auch bisher als harmlos geltende Bakterienarten klinische Relevanz. Biofilme
auf Implantaten, Prothesen oder Kathedern fiihren zu chronischen Infektionen und
Bakteraemien. Solche ,Biofilminfektionen” kénnen in vielen Fallen aufgrund der erhéhten
Resistenz auch durch solche Antibiotika nicht behandelt werden, die fir diese Bakterien in

Suspension eine ausreichende Wirksamkeit zeigen [3. 19].

Besondere Aufmerksamkeit erlangten Biofilme im Zusammenhang mit der Entstehung
des dentalen Plaque in der Zahnmedizin. Bereits friihzeitig wurde der Zusammenhang
von mikrobiellen Ablagerungen auf der Zahnoberflache und der Entstehung von Karies
erkannt. Entsprechend hoch ist der Anteil, den Forschungsarbeiten tUber die Entstehung
von Biofilmen auf Zahnoberflaichen zum Verstandnis der Biofilmbildung allgemein

beigetragen haben [3. 8].

Die Beschéaftigung mit der Entstehung und Struktur von Biofilmen wurde in der
Vergangenheit vor allem durch zwei Forschungsgebiete gepragt. Dies waren zum einen
die bereits dargestellten unerwiinschten Wirkungen mikrobieller Ablagerungen. Zum
anderen werden Biofilme aber auch seit mehreren Jahrzehnten erfolgreich und in
zunehmendem Male in der Umwelttechnologie eingesetzt. Gerade jene Eigenschaften,
die bei unerwinschten Biofilmen zu erheblichen Problemen fiihren, ermdglichen in der
biotechnologischen Anwendung herausragende Leistungen.

Ein wesentlicher Vorteil wurde zunéchst in der vergleichsweise einfachen Entkopplung

von hydraulischer Verweilzeit des Substrates und der mittleren statistischen Verweilzeit
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der Mikroorganismen, dem Schlammalter, gesehen [3. 17]. Haufig wird dabei auch eine
absolute Erhéhung der Biomassedichte diskutiert [3. 6, 3. 27, 3. 29]. Jedoch ist gerade bei
Hochleistungsanlagen die absolute Biomassekonzentration in den Reaktoren in vielen
Fallen vergleichbar oder gar geringer als bei konventionellen Anlagen mit suspendierten
Organismen [3. 65, 3. 77, 3. 79]. Hohe Biofilmdicken (>100 um) erwiesen sich wegen der
verminderten Na&hrstoffversorgung in der Tiefe des Filmes, wegen des erh6hten
Diffusionswiderstandes [3. 2, 3. 74] und der mdglichen Verblockung freier
Stromungskanéle [3. 83] sogar eher als nachteilig fir die Leistungsfahigkeit der
Reaktoren. Aber auch bei vergleichbaren Biomassekonzentrationen werden mit
Biofilmreaktoren z.T. erheblich groRere Raum-Zeit-Ausbeuten erzielt, als dies mit
konventionellen Belebtschlammanlagen der Fall ist [3. 22, 3. 46]. Dies ermdglicht die
Realisierung kompakterer Bauformen mit geringerem Raumbedarf und z.T. auch
verminderten Kostenaufwendungen. In verschiedenen Fallen wurden Uberlastete und
erweiterungsbedirftige  Abwasserbehandlungsanlagen durch den Einsatz von
Biofilmtragern stabilisiert und damit die Leistungsfahigkeit der vorhandenen baulichen
Substanz ohne nennenswerte zusatzliche Kosten deutlich erhéht [3. 25, 3. 75].

Hohe Raum-Zeit-Ausbeuten wurden mit tragerfixierten Organismen auch auf dem Gebiet
der weitergehenden Abwasserbehandlung, insbesondere bei der biologischen
Stickstoffelimination mittels Nitrifikation und Denitrifikation beschrieben. So erzielten
Garrido et al. [3. 37] mit einem Biofilm-Airlift-Suspensions-Reaktor eine mehr als 99%ige
Ammoniumoxidation bei einer Raumbelastung von 5 kg/m3*d. Ein von McDonald [3. 57]
untersuchter Wirbelschicht-Biofilm-Reaktor im technischen Maf3stab (7500 m3/d) wurde
fur eine N-Eliminationsleistung von 3 kg/m3*d ausgelegt und erreichte bei dieser
Belastung stabil eine Nitrat-Elimination zwischen 95 % und 100 %. Im Vergleich mit
konventionellen Systemen, die N-Eliminationsraten von kaum mehr als 0,2 kg/m3*d
erreichen, ergibt sich somit fiir diese konkrete Anlage eine Leistungssteigerung auf das
10-15fache.

Obwohl die Prozesse Nitrifikation und Denitrifikation sehr unterschiedliche
Umweltbedingungen verlangen und deshalb normalerweise raumlich oder zeitlich getrennt
realisiert werden, wurden Biofilme auch bereits fir eine recht effektive quasi simultane
ProzeRfuhrung verwendet, bei der Nitrifikation und Denitrifikation gleichzeitig, jedoch in

unterschiedlichen Kompartimenten des gleichen Biofilmpartikels ablaufen [3. 11] .

Besondere Beachtung erlangten Biofilmtechnologien fir den Abbau von Verbindungen,
die unter konventionellen Bedingungen als biologisch schwer oder nicht abbaubar gelten
[3. 76]. Da viele dieser Substanzen nur durch das Zusammenwirken verschiedener

Organismenarten mineralisiert werden kénnen, besitzen Biofilme gerade auf diesem

11



Gebiet besondere Vorteile. Die Ausbildung hochspezialisierter Mikrokonsortien erlaubt
ein enges und konzertiertes Zusammenwirken unterschiedlicher Mikroorganismen beim
Abbau solcher persistenter Verbindungen. So wurden u.a. fir heterozyklische Aromaten
[3. 44] oder auch polycyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAH) [3. 47] mit
Biofilmtechnologien deutlich bessere Abbauleistungen erzielt, als mit konventionellen
Verfahren. Auch zahlreiche andere wéalrige Medien mit persistenten Inhaltsstoffen, wie
Sickerwasser aus Deponien, Abwasser der chemischen Industrie oder kontaminierte
Grundwasser konnen durch Verwendung immobilisierter Organismen mit hoher
Effektivitdt behandelt werden [3. 43, 3. 54, 3. 55].

Fir die technische Anwendung von Interesse ist neben der hohen Leistungsfahigkeit der
Technologie auch die herausragende Stabilitat gegeniiber sogenannten Stol3belastungen,
die durch extreme Anstiege der Substratkonzentration oder schnelle Anderungen der
Zusammensetzung des Substrates, aber auch durch Eintrage toxischer Stoffe oder starke

pH-Schwankungen verursacht werden kénnen [3. 4, 3. 40, 3. 50].

Biofilme gewahrleisten nicht nur das Zusammenwirken unterschiedlicher Organismen in
Form von Mikrokonsortien, sondern sie ermdglichen auch die nahezu simultane
Kombination des biologischen Abbaus mit anderen, insbesondere chemischen und
physiko-chemischen Wirkmechanismen. So schafft die adsorptive Anreicherung von
Substraten die Voraussetzung dafiir, daf auch Verbindungen aus vergleichsweise gering
konzentrierten Lésungen mit gentigend hohen Umsatzraten abgebaut werden kdnnen
[3. 49, 3. 64]. An dieser adsorptiven Bindung von Substraten kénnen sowohl die
Biofilmmatrix selbst [3. 21], wie auch die eingesetzten Tragermaterialien [3. 42] beteiligt
sein. Das hohe Adsorptionsvermdgen fiir gering konzentrierte Substrate ist z.B. eine
wichtige Voraussetzung fir die Verwendung von Biofilmprozessen in der Abluftreinigung,
wo z.B. Biofilter seit vielen Jahren zum Stand der Technik bei der Eliminierung
organischer Schadstoffe gehdéren [3. 80].

Ein weiterer wichtiger Vorteil der Kopplung von Adsorption und biologischem Abbau ist die
vergleichsweise hohe Geschwindigkeit, mit der Schadstoffe durch Adsorption gebunden
werden kénnen. Damit ermdglicht die adsorptive Bindung gerade in Abluftstromen, wo
allgemein hohe Durchsétze bei geringer Konzentration der Inhaltsstoffe zu beherrschen
sind, die erforderlichen kurzen Kontaktzeiten. Die zunachst adsorptiv gebundenen
Schadstoffe kénnen anschlieBend durch die wesentlich langsameren mikrobiellen
Abbauprozesse mineralisiert werden.

Auch katalytische und biokatalytische Umsetzungen sind in Biofilmen mdglich. Dies kann

sowohl durch extrazellulare Enzyme erfolgen, welche in die Biofilmmatrix ausgeschieden
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werden, aber auch durch den gezielten Einsatz katalytisch aktiver Tragermaterialien
[3. 56].

Auf Grund ihrer guten adsorptiven Eigenschaften eignen sich Biofilme auch fir den
Einsatz als Biosorber fir nicht abbaubare Verbindungen. Dabei kommen sowohl
Mechanismen der passiven Biosorption [3. 61], wie auch aktive Biosorptionsprozesse
[3. 36] in Betracht. Durch Biosorption kénnen z.T. erhebliche Anreicherungen realisiert
werden. So erreichten Morper und Furst [3. 61] mit einer anaeroben Schlammbettanlage
eine Kupferanreicherung auf bis zu 20 % der Biomasse. Bei eigenen Untersuchungen
wurden mit einem Wirbelschichtreaktor fir Blei Anreicherungen von bis zu 100 mg/g BTS
festgestellt [3. 26]. Auch in der technischen Anwendung hat sich dieses Verfahren z.B. fir

die Rickgewinnung edler Metalle in der Mikroelektronik bewahrt [3. 61].

Fur die technische Umsetzung von Biofilmverfahren stehen eine Reihe von
unterschiedlichen Prinzipien zur Verfiigung. Der vermutlich alteste technisch genutzte
Biofilmprozel? ist der Festbettreaktor in Form von Tropfkérpern. Auch Tauchkérper in
Form von Scheiben oder Walzentauchkorpern sind seit mehreren Jahrzehnten im Einsatz.
Leistungfahiger aber mit groRerem steuer- und regelungstechnischem Aufwand zu
betreiben sind Wirbelschichtreaktoren und Airliftreaktoren. Fir einzelne Aufgaben werden
auch Membranreaktoren oder Verfahren unter Verwendung der EinschluBimmobilisierung
verwendet. Einen Uberblick tiber den aktuellen Stand geben Brower und Barford [3. 7],
sowie Fitch et al. [3. 28].

4. Prinzipien fur die Immobilisierung von Mikroorganismen

Die technische Nutzung der Leistungen immobilisierter Mikroorganismen setzt voraus,
dalR diese gezielt an Oberflachen gebunden werden kdénnen und stabile mikrobielle
Populationen fir die Realisierung der gewiinschten Prozesse bereitgestellt werden. Daflr
stehen grundsatzlich mehrere verschiedene Prinzipien zur Verfigung. Einen Uberblick
tber mogliche Methoden der Immobilisierung gibt Abbildung 4.1.

Die verbreitetste Form der Immobilisierung von Mikroorganismen ist die Anlagerung an
Oberflachen oder in den Poren der Tragermaterialien. Jedoch kdnnen Mikroorganismen
auch durch Einschlu3 in geeigneten Materialien immobilisiert werden. Wachsende
Bedeutung erlangt die Zellriickhaltung durch den Einsatz von Membranen. Letztlich
stellen auch mikrobielle Zellaggregate und Belebtschlammflocken eine Form der
Immobilisierung fiir Mikroorganismen dar. Einen Uberblick tiber die Leistungen, welche

mit unterschiedlichen Verfahren erzielt werden, geben u.a. Fitch et al. [4. 4]
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Abbildung 4.1: Die grundlegenden Prinzipien fur die Immoblilisierung von
Mikroorganismen

A Oberflachenimmobilisierung
B: Immobilisierung in porésen Matrices
C: Mikrobielles Zellaggregat
D: EinschluBimmobilisierung bzw. Zellrickhaltung durch Barrieren
E: Hydrodynamische Zellriickhaltung
4.1 Oberflachenimmobilisier ung

Das Prinzip der Oberflachenimmobilisierung ist in der Umwelttechnik weit verbreitet und
bildet die Grundlage fir eine Reihe von Biofilmsystemen. Diese Technologien nutzen den
spontan ablaufenden Prozel3 der Adsorption von Mikroorganismen an nattrliche oder
synthetische Oberflachen (vgl. Abbildung 4.1.A). Die oberflachenimmobilisierten
Organismen stehen in unmittelbarem Kontakt mit ihrer Umgebung, eventuell vermittelt
durch die Biofilmmatrix oder andere Organismen des Biofilmes. Dies ermdglicht einerseits
einen hohen Stoffaustausch zwischen den Organismen und dem sie umgebenden
Medium, bedingt aber auch einen regelmaRigen Austrag von Organismen, entweder
durch Abldsung einzelner Zellen oder durch Abscheren ganzer Aggregate. Systeme mit
Oberflachenimmobilisierung sind somit wenig geeignet, wenn ein zellfreier Ablauf
gefordert wird.

Neben der Umwelttechnik liegt ein weiteres Hauptanwendungsgebiet der
Oberflachenimmobilisierung auf dem Gebiet der tierischen [4. 8] und pflanzlichen [4. 10]
Zellkulturen. Insbesondere flr viele tierische Zellen ist die Anheftung an Oberflachen eine

zwingende Voraussetzung fir normales Wachstum. Jedoch ist die Mdglichkeit des
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intensiven und effektiven Stoffaustausches eine wichtige Voraussetzung fir die
erfolgreiche Kultivierung. Deshalb gewinnt neben der traditionellen Kultivierung in
Kulturflaschen vor allem der Einsatz sogenannter ,Mikrocarrier® zunehmend an
Bedeutung. Das Wachstum der Zellen erfolgt dabei auf innerten Partikeln von 100 bis 200
pm Durchmesser, die als Aufwuchskorper fur die Zellkulturen eingesetzt werden. Dabei
kommt der Struktur der Carrieroberflache eine wesentliche Rolle zu [4. 8].

In der Vergangenheit sind auch verschiedene Versuche unternommen worden, Zellen auf
chemischem Wege an Oberflachen zu binden, beispielsweise durch Chelatisierung mit
Metalloxiden oder kovalente Bindung mittels Glutaraldehyd. Diese Formen der
Immobilisierung sind jedoch einer sehr begrenzten Anzahl von Anwendungsfallen

vorbehalten geblieben.

4.2 Immobilisier ung in porésen Matrices

Die Immobilisierung von Zellen ausschliel3lich auf der Oberflache der Trager beinhaltet
einige Nachteile. Diese bestehen zum einen darin, dal? die verwendeten Partikel nur eine
begrenzte Oberflache aufweisen und damit die Einhaltung einer optimalen Biofilmdicke
nur geringe Biomassekonzentrationen zuldRt. Hinzu kommt, daR vor allem die
Organismen an der Oberflache des Filmes unmittelbar der Partikelkollision, sowie einer
starken hydrodynamischen und Scherbelastung ausgesetzt sind. Dies kann zur
Schadigung von Zellen fihren und begiinstigt die Auswaschung vor allem schwach
adsorbierter Organismen.

Deshalb kann durch den Einsatz makroporéser Tragermaterialien, wie pordsen Glasern,
Keramiken, Lava oder Kohlematerialien, in vielen Fallen eine Leistungssteigerung erzielt
werden [4. 6]. Makroportse Trager ermoglichen nicht nur die Ausbildung einer deutlich
groBeren Biofilmoberflache [4. 7], im Innern der Makroporen kdnnen sich auch
spezialisierte Mikrokonsortien geschitzt vor auBerem Scheerstrel3 entwickeln. Nachteilig
wirkt sich dabei aus, dal3 die vorhandenen Makroporen mit zunehmender Besiedelung
verstarkt vom &aufReren Medium abgeschirmt werden und dann u.U. nur noch
eingeschrankt fur den Stoffaustausch zur Verfigung stehen. Eine mechanische
Abtrennung von UberschuRschlamm, wie dies bei oberflachlich besiedelten Tragern

erfolgt, ist hier nur begrenzt méglich.
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4.3 EinschluBimmobilisier ung

Immobilisierung durch Einschluf3 in einen begrenzten Reaktionsraum kann auf mehreren
verschiedenen Wegen erfolgen. Einerseits durch Einbettung in eine Gelmatrix und zum
anderen durch Begrenzung des Reaktionsraumes mittels permeabler Membranen. Auch
der Einsatz stabiler Emulsionen stellt eine Form der EinschluZimmobilisierung dar. Solche
.Mikroemulsionen* kénnen u.a. fir den Abbau stark hydrophober Substrate mit geringer
Wasserloslichkeit verwendet werden [4. 2]. Fir den Einschluf3 in pordsen Gelen wurden
bisher verschiedene Materialien verwendet, die sowohl einer gewissen Bioverfugbarkeit
unterliegen kénnen (Alginat, Kollagen, Chitosan) oder widerstandsfahig gegeniiber einem
mikrobiellen Abbau sind (Polyacrylamid, Polyvinylakohol — PVA, Polyurethan,
Polyethylenglycol, x-Carrageenan) [4. 5, 4. 11, 4. 12, 4. 13, 4. 14]. Beide Materialgruppen
haben fur bestimmte Anwendungen Vorteile oder auch Nachteile. Ein schneller Abbau
des EinschluR3polymers ist vor allem dort erwiinscht, wo die Immobilisierung vor allem der
Konservierung einer mikrobiellen Kultur dient. Bei intensiver Vermehrung stof3en die
eingeschlossen Organismen schnell an die Grenze ihres Reaktionsraumes und kénnen
dann eher wirksam werden, wenn sie innerhalb einer kiirzeren Zeit den Polymerpartikel
verlassen. Haufig wird eine EinschlulZimmobilisierung jedoch mit dem Ziel verwendet,
besonders spezialisierte Organismen Uber l&Angere Zeit in einem System zu halten. In
solchen Fallen sind bioinnerte Materialien von Vorteil. Wie Boley et al. [4. 1]
demonstrierten, laRt jedoch auch der Einschlul3 in abbaustabilen Polymeren einen
Austrag von Organismen in das umgebende Medium zu. Nachdem die Organismen den
Raum innerhalb der verwendeten PVA-Partikel weitgehend ausgefillt hatten, erfolgte in
den beschriebenen Versuchen ein Austrag von Zellaggregaten durch Abschnirung. Die
immobilisierten Organismen dienten so vor allem als Reservoir fir die Bereitstellung der
gewlinschten Abbauleistung.

Zunehmendes Interesse erlangt der Einsatz von einschluBimmobilisierten Organismen
durch die Verfligbarkeit von ausreichend stabilen Membranen fir die Zellrickhaltung. In
sogenannten Membranbiofilmreaktoren besiedeln die Organismen die innere Oberflache
z. B. von Hohlfasermodulen. Der Stoffaustausch erfolgt limitiert durch die Diffusion an der
Membran. Zusatzlich kdnnen die Organismen Uber den Modulinnenraum mit fehlenden
Nahrstoffen versorgt werden. Durch die raumliche Trennung der Organismen von dem zu
reinigenden Wasser eignet sich diese Form der Immobilisierung vor allem flir den Abbau
von Organika aus stark toxischen Wassern. Aber auch geringe Konzentrationen leicht

fluchtiger Stoffe kdnnen erfolgreich eliminiert werden [4. 3, 4. 9].
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4.4 Hydrodynamische Zellriickhaltung

Die hydrodynamische Zellrickhaltung ist eine vergleichsweise selten angewandte
Methode der Immobilisierung. Bei dieser Methode werden hohle Mikropartikel mit
unterschiedlich groRen Offnungen verwendet (vgl. Abbildung 4.1.E). Die mehre pm
grofRen Makroporen kdnnen sowohl von Bakterien wie auch von geldsten Substanzen
passiert werden, wahrend zahlreiche Mikroporen im Nanometerbereich lediglich die
Passage von geldsten Verbindungen zulassen. In einer Kolonne, gefillt mit derartigen
Mikropartikeln entsteht an der Partikelinnenflache eine hydrodynamische Druckdifferenz,
welche erhebliche Anteile mitgefiihrter Organismen im Inneren der Partikel festhalt. Nach
Salter et al. [4. 11] bietet dieses Verfahren erhebliche Vorteile hinsichtlich des
Stromungsverhaltens der verwendeten Reaktoren und in Bezug auf die Homogenitat der
Biomasseverteilung. Entsprechend wurden z.B. fir die Produktion von Ethanol sehr gute
Umsatzraten erzielt.

Aufgrund der aufwendigen Tragergestaltung ist die Anwendung dieser Methode jedoch
eher auf Spezialfédlle, wie die Herstellung kostenintensiver mikrobieller Produkte

beschrankt.

4.5 Mikrobielle Zellaggregate

Im weiteren Sinne stellt auch die Bildung mikrobieller Zellaggregate eine Form der
Immobilisierung von Zellen dar. Die Bildung von Belebtschlammflocken, d.h. die
Anlagerung von Mikroorganismen aneinander, folgt im wesentlichen den gleichen
Mechanismen wie die Immobilisierung auf einer innerten Oberflache. Unter einigen
Bedingungen, z.B. bei der Verwendung von pulverférmiger Aktivkohle zur Verbesserung
der Abbauleistung und der Schlammstruktur in der Abwasserbehandlung (PAC-
Verfahren), ist eine eindeutige Trennung zwischen der Aggregation von Bakterien und der
Ansiedlung auf der Oberflachedes Tragers ohnehin nicht mdglich.

Die Bildung von Belebtschlammflocken erfolgt normalerweise spontan in Abhangigkeit
von der Zusammensetzung der Mikroorganismenpopulation und den vorhandenen
Umweltbedingungen. Jedoch kann die Aggregation der Organismen z.B. durch den

Zusatz von Polyelektrolyten auch gezielt beeinflu3t werden.
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5. Entstehung und Aufbau von Biofilmen

Die Bildung eines Biofilmes auf einer innerten Oberflache ist ein komplexer Vorgang, der
von einer Reihe verschiedener Umweltfaktoren beeinflu3t wird. Obwohl Biofilme sehr
heterogene Systeme darstellen und hinsichtlich ihrer Zusammensetzung und Struktur eine
grof3e Variabilitat aufweisen, kann fir die Abfolge der Biofilmbildung ein charakteristisches
Schema angegeben werden. Diese Abfolge wurde bereits Anfang der 90iger Jahre von
verschiedenen Autoren beschrieben. Van Loosdrecht et al. [5. 100] geben dabei vier
charakteristische Etappen fur die Besiedelung einer Oberflache an (Abbildung 5.1).

1. TRANSPORT

/

active movemenf
[

2. INITIAL ADHESION

(diffusion convection | reversible irreversible
e .| ''SeC. minimum’*  "prim. minimum"’
---------------- diffusion
layer | e ————
3. ATTACHMENT L. COLONIZATION
micro- biofilm
fibrits colonies QIR

o
-

polymers

:f:?.'-.
A IS 2N

Abbildung 5.1:  Verlauf der Biofilmbildung in 4 Phasen (nach van Lossdrecht et al.

[5. 100]).

In einem ersten Schritt werden die Organismen zur Oberflache hin transportiert. Dieser
durch So

infolge der Molekularbewegung durch Diffusion

Transport kann unterschiedliche Mechanismen erfolgen. kénnen

Mikroorganismen Brownschen
transportiert werden. Diese Bewegung erfolgt zwar nur langsam (ca. 40 um/h), sie
ermdglicht aber beispielsweise auch die Passage von Diffusionsgrenzschichten, in denen
kein konvektiver Transport stattfinden kann. Da diese Diffusionsgrenzschichten
(10-100 um) in technischen Systemen die Ausmalle der Mikroorganismen deutlich
Uberschreiten, ist der diffusive Transport eine wichtige Voraussetzung fir die Herstellung
eines direkten Kontaktes zwischen Organismen und Substratum. Dabei entsteht ein
unspezifischer Kontakt von Bakterien und Oberflachen.

Um mehrere GroRenordnungen schneller als die Diffusion ist der konvektive Transport
infolge von Stromungen des flissigen Mediums. Er stellt in den meisten technischen

Systemen den Hauptmechanismus der mikrobiellen Fortbewegung dar. Diese Form des
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Transportes ist jedoch nicht geeignet, um die unmittelbare Diffusionsgrenzschicht an der
Oberflache eines Tragers oder anderer Organismen zu passieren.

Einen bedeutenden Beitrag zum Transport von Mikroorganismen kann in ruhenden
Gewassern auch die Sedimentation leisten. Schlie3lich verfigen viele Bakterienarten
Uber verschiedene Zellanhange (Fimbrien, Flagellen) die ihnen eine aktive Fortbewegung
ermoglichen.

Dem Transport der Organismen zur Oberflache hin folgt die initiale Adhasion. Diese kann
sowohl reversibel, wie auch irreversibel verlaufen und wird meist als rein physiko-
chemischer Prozel} betrachtet [5. 28, 5. 103]. An die initiale Adh&sion schliel3t sich nach
dem Modell von van Loosdrecht et al. [5. 100] eine feste, irreversible Anheftung der Zellen
an die Trageroberflache an, die haufig durch Strukturen der Zelloberflache, wie Fimbrien
oder spezifische Polysaccharide, vermittelt wird. Die Unterscheidung zwischen dem
Stadium der initialen Adh&sion und der festen Anheftung kann nach Marschall et al.
[5. 52] experimentell durch Beobachtung der Brownschen Molekularbewegung getroffen
werden. Im Stadium der initialen Anheftung ist danach die Brownsche
Molekularbewegung deutlich vorhanden. Gleichzeitig ist die Wechselwirkung zwischen
den Organismen und der Oberflache gering, so dalR die Wechselwirkung bereits durch
leichte Scherkrafte (z.B. flieRendes Wasser) wieder aufgehoben werden kann. In der
zweiten Phase sind die Mikroorganismen hingegen fest an der Oberflache fixiert. Nach
Untersuchungen von Sjolema et al. [5. 83] ist die Phase der reversiblen Adh&sion nur sehr
kurz (etwa 5-10 s). Im Einzelfall ist eine eindeutige Unterscheidung zwischen initialer
Adhasion und der Herstellung einer festen Bindung an die Trageroberflache nicht immer
mdglich (vgl. Abschn. 5.1.2). Deshalb werden in den folgenden Ausfiihrungen die Phasen
der initialen Adhasion und der irreversiblen Anheftung unter dem Begriff primare Adhasion
zusammengefafllt. Damit folgt die hier verwendete Nomenklatur in diesem Punkt dem

Modell von Flemming [5. 27].

Die letzte Etappe der Biofilmbildung wird als Kolonisation bezeichnet und beschreibt die
Ausbildung des ,reifen Biofilmes". Die Phase der Kolonisation wird bei Flemming [5. 27]
nochmals unterteilt in eine Wachstumsphase (eine Phase der logarithmischen
Biofilmakkumulation) und eine Plateauphase in der die Biofilmdicke konstant bleibt
(Phase, in der Biofilmwachstum und Abtrennung von Biofilmbestandteilen ein
Gleichgewicht bilden). Eine solche Unterteilung gilt jedoch streng genommen nur fr
Biofilme unter relativ konstanten Umweltbedingungen z.B. im kommunalen Bereich.
Gerade in Hochleistungsanlagen mit teilweise erheblichen Anderungen in der organischen

Fracht und ihrer Zusammensetzung unterliegen auch die ,reifen Biofilme* einer stetigen
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Verdanderung mit einer unregelmaRigen Abfolge von Wachstums- und Plateauphasen
(vgl. Abschn. 7).

Sowohl der Zeitraum, der erforderlich ist, bis die Besiedelung einer Oberflache beginnt,
wie auch Geschwindigkeit und Ausmal3 der Biofilmbildung werden von einer Reihe von
Faktoren bestimmt. Ein wichtiger EinfluRfaktor ist die zu besiedelnde Oberflache selbst.
Seine  chemische  Zusammensetzung, Hydrophobizitat, Oberflachenenergie,
Oberflachenladung und seine Oberflachenstruktur (Porositat, Rauhigkeit) entscheiden
wesentlich nicht nur Uber die Geschwindigkeit der Besiedelung, sondern auch Uber die
Struktur des Biofilmes (vgl. Abschnitt 5.2.1) und nach Angaben von Busscher et al. [5. 7]
auch uber seine Festigkeit. Die zweite wichtige Komponente sind die Organismen,
gekennzeichnet durch ihre  Hydrophobizitat, ihre  Oberflachenenergie und
Oberflachenladung, sowie die spezifische Struktur der Zelloberflache. Diese
Eigenschaften werden in gewissen Grenzen durch die beteiligten Spezies festgelegt.
Dabei ist jedoch zu bericksichtigen, dal3 die Oberflacheneigenschaften der Organismen
kein feste GroRRe darstellen. Sie kdnnen in Abh&angigkeit von der Wachstumsphase, vom
Erndhrungszustand der Zellen und unter dem EinfluR verschiedener Umweltfaktoren
erheblich variieren. Auch die Bildung von EPS kann die Eigenschaften sowohl der
Organismen, wie auch des Tragers wesentlich verandern. Die dritte wichtige Komponente
fur die Biofilmbildung ist das umgebende Medium. Die fliissige Komponente beeinflul3t
durch seine Zusammensetzung, durch das Vorhandensein gel6ster organischer und
anorganischer Verbindungen, seine Oberflachenspannung und Viskositat, seinen pH-Wert
und seine Temperatur, sowie durch hydrodynamische Wirkungen, wie Druck und
Scherkraft den Aufbau und die Struktur der Biofilme.

Bei der Ausbildung des Biofilmes treten die einzelnen Komponenten in unterschiedlicher

Weise in Wechselwirkung.

5.1 Die primare Adhéasion

5.1.1 Theoretische Grundlagen

Die Entwicklung eines Biofilmes wird durch die primare Adhasion eingeleitet. Sie ist
gekennzeichnet durch die Annaherung und Anheftung von einzelnen Organismen an eine
Oberflache. An diesem Prozel3 ist eine Reihe verschiedenartiger Wirkmechanismen
beteiligt, die in Abhéangigkeit von den Eigenschaften der Partner, ihrem Abstand
zueinander und von verschiedenen &aufleren Einflu3faktoren einen unterschiedlichen

Beitrag zur Anziehung oder AbstoBung zwischen Organismen und Substratum leisten
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konnen. Einen Uberblick Gber die Moglichkeiten der Wechselwirkung zwischen einer
innerten Oberflache und den sich anlagernden Organismen gibt Abbildung 5.2.

>50 nm Lifshitz-van der Waals
Krafte

10-20 nm
unspezifische elektrostatische

+
Wechselwirkungen B @ -
(meist repulsiv) +

2-10 nm
spezifische elekirostatische
Wechselwirkungen

Positive Ladungen

(repulsiv oder atfraktiv) + )
— Negative Ladungen
0,5-2 nm Verdrangung des o( Wassermolekulle
Wasserfilmes durch e Hydrophobe
hydrophobe Gruppen =  Strukturen
Spezifische
<1 nhm

Strukturkomponenten
sperzifische Wechselwirkungen

Abbildung 5.2: Wechselwirkungen zwischen Bakterien und Oberflachen in ihrer
Abhéngigkeit vom Abstand der wechselwirkenden Partner zueinander

Die priméare Adhasion wird allgemein als physiko-chemischer Prozel3 betrachtet. Danach
lassen sich die ablaufenden Adsorptionsprozesse, sowohl auf molekularer Ebene wie
auch im makroskopischen Bereich (innerte kolloidale Partikel oder auch Bakterien) auf die
Wirkung weniger grundlegender Krafte zurlckfuhren. Dies sind neben den stets
vorhandenen Lifshitz - Van der Waals Kréaften elektrostatische Wechselwirkungen,
hydrophobe Wechselwirkungen und die Brownsche Molekularbewegung [5. 7].

Lifshitz - Van der Waals Krafte beruhen auf dem elektrischen Moment der Elektronen,
welches in den Atomen anderer Molekiile ein entgegengesetztes elektrisches Moment
induziert und beinhalten eine Dispersions, Induktions- und eine Orientierungskomponente.
Durch dieses elektrische Moment entstehen zwischen den Molekilen Anziehungskrafte.
Diese Anziehungskrafte sind ubiquitar und nur von der Zahl der Elektronen abhangig.
Lifshitz - Van der Waals Kréafte sind vergleichsweise schwach [5. 11]. Sie wirken aber tber
relativ grof3e Distanzen (> 50 nm).

Nahern sich die wechselwirkenden Partner einander weiter an und erreichen einen
Abstand von 10 bis 20 nm, so werden zunehmend ektrostatische Krafte wirksam. Diese
Wechselwirkungen im ,long range“ Bereich sind makroskopischer Natur und von der

Nettoladung der wechselwirkenden Oberflachen abhangig. Auf der Bakterienoberflache
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liegen normalerweise sowohl negative, wie auch positive Ladungszentren nebeneinander
vor. Ist das Verhdltnis von negativen zu positiven Ladungen ausgeglichen, so ist die
Nettoladung dieser Organismen gering. Solche Organismen kénnen dann trotz hoher
Ladungsdichte auf der Oberflache stark hydrophobe Eigenschaften aufweisen. Da die
meisten Organismen zumindest in physiologischen Bereich eine negative Nettoladung
besitzen und auch die meisten natirlichen Oberflachen negativ geladen sind, wirken long
range elektrostatische Kréfte Uberwiegend repulsiv. Bei der weiteren Anndherung
(<10 nm) kdnnen jedoch auch lonen direkt miteinander in Wechselwirkung treten. Aus der
Anziehung gegensatzlicher Ladungen kann dann eine Erh6hung der Bindungsstarke
resultieren.

Die Nettoladungen und damit das Ausmal3 der elektrostatischen Wechselwirkungen sind
stark abh&ngig von der lonenstarke und vom pH-Wert des umgebenden Mediums (vgl.
Abschn. 5.1.2.1.1).

Eine wichtige Rolle fur den Prozel3 der priméren Adsorption wird von vielen Autoren den
hydrophoben Wechselwirkungen zugesprochen [5. 89, 5. 103]. Sie beruhen letztendlich
auf dem Ordnungszustand des Wassers, der durch Wasserstoffbriickenbindungen
stabilisiert wird und dadurch zu einer Minimierung der freien Energie des Systems flihrt.
Durch hydrophobe Gruppen wird dieser natirliche Ordnungszustand des Wassers gestort
und die freie Energie des Systems erhdht. Der energetisch glnstigste Zustand wird
erreicht, wenn die hydrophoben Gruppen aggregieren und eine ,hydrophobe Zone* bilden.
Die dabei gewonnene freie Energie stellt die energetische Basis der hydrophoben
Bindung dar.

Der direkte Kontakt zwischen Bakterien und Oberflachen wird haufig durch den
vorhandenen Wasserfilm auf der Oberflache von Bakterien und Substratum verhindert.
Die Beseitigung dieses Wasserfilmes fihrt zwar allgemein zu einer deutlichen
Verstarkung der adsorptiven Bindung, ist aber selbst zunachst mit einem hohen
energetischen Aufwand verbunden. Bei der Eliminierung des Wasserfilmes leisten
deshalb hydrophobe Strukturelemente auf der Bakterienoberflaiche einen wichtigen
Beitrag. Sie kdnnen den vorhandenen Film durchdringen und hydrophobe Bindungen mit
entsprechenden Strukturelementen des Substratums eingehen.

Wird der Wasserfilm in genigendem Umfang verdrangt, so kénnen im ,short range“
Bereich (<1 nm) weitere Bindungsformen, wie Wasserstoffbriickenbindungen oder
lonenbeziehungen aufgebaut werden. Auch echte Ligand-Rezeptor-Beziehungen werden
beobachtet. Diese Wechselwirkungen, die im mikroskopischen Bereich wirksam sind und
zwischen stereochemisch komplementéaren Oberflachenkomponenten stattfinden, werden

im folgenden als ,spezifische Wechselwirkungen“ bezeichnet. Obwohl auch diese
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Beziehungen letztendlich auf die bekannten nicht kovalenten Bindungen zurtckgefuhrt
werden konnen [5. 10, 5. 103], lassen sie sich bisher nicht mit gentigender Genauigkeit
aus den makroskopischen physiko-chemischen Parametern ableiten. Dies beruht zum
einen darauf, das spezifische Strukturen, z.B. Polysaccharide oder andere ,Adhasine” auf
der Bakterienoberflache ungleichmallig verteilt vorliegen. Das Auftreten solcher
Strukturen fuhrt damit zwar zu einer Veranderung der makroskopischen
Zelloberflacheneigenschaften wie Hydrophobizitat und Nettoladung. Da jedoch diese
Anderungen auf wenige Bereiche der Zelloberflache begrenzt bleiben, kdnnen sie mit den
vorhandenen Methoden nicht mit gentigender Genauigkeit mef3technisch erfaf3t werden.
Weiterhin ist zu berucksichtigen, dal3 bei spezifischen Wechselwirkungen sterische
Effekte eine wichtige Rolle spielen. Diese werden von den bisher beschriebenen Modellen
gleichfalls nicht bertcksichtigt.

Spezifische Wirkmechanismen kdnnen eine erhebliche Bedeutung fir die
Zusammensetzung und Leistungsfahigkeit von Biofilmpopulationen besitzen (vgl.
Abschnitt. 5.1.2.1.2). Deshalb ist die Betrachtung dieser Wechselwirkungen als eine

separate Gruppe, obwohl nicht unumstritten, unserer Auffassung nach gerechtfertigt.

Obwohl die verschiedenen Mechanismen, die die Anlagerung von Bakterien an innerte
Oberflachen beeinflussen, weitestgehend bekannt sind, existiert bis heute keine
allgemeingiiltige Theorie, um das komplexe Gefiige von Wechselwirkungen zwischen
Bakterien und Oberflachen vollstandig zu beschreiben. Jedoch werden im wesentlichen
zwei Modelle diskutiert die beide auf den Gesetzen der Kolloid- und Grenzflachenchemie
beruhen; die DLVO-Theorie und das thermodynamische Modell.

Die Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO) Theorie [5. 77] der kolloidalen Stabilitat
beschreibt die Wechselwirkung eines kolloidalen Partikels bei der Anndherung an eine
Oberflache als Anderung der freien Enthalpie (Gibbssche Energie) in Abhangigkeit vom
Abstand der beiden Oberflachen zueinander. Die totale Gibbssche Energie der
Wechselwirkung (Gi) wird dabei als Summe aus Van der Waals (Gy) und
elektrostatischer (Gg) Wechselwirkung betrachtet. Je nach GréRe der beiden
Komponenten ergibt sich ein charakteristischer funktionaler Zusammenhang, der
schematisch in Abbildung 5.3 wiedergegeben wird. Eine starke elektrostatische
AbstolRung (Abbildung 5.3A) bedingt danach die Ausbildung einer hohen Energiebarriere,
die eine Annaherung von Partikeln in den short range Bereich (Priméares Minimum,
Abstand <1 nm) verhindert. Diese Energiebarriere kann mehrere 100 KT
(K: Boltzmannkonstante; T: Temperatur in °K, 1 KT=4*10?' J/Bakterium) betragen. Mit
abnehmender elektrostischer AbstofRung vermindert sich die Hohe dieser Energiebarriere.
Ab einem bestimmten Level kann sie durch die kinetische Energie zumindest einiger
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Partikel Uberwunden werden. Es erfolgt ein Ubergang dieser Partikel in das priméare
Minimum und damit eine irreversible Adhasion. Mikroorganismen Uberwinden diese
Energiebarriere auch durch Ausbildung spezifischer Strukturen der Zelloberflache
(Fimbrien oder Flagellen), die beispielsweise hydrophobe Wechselwirkungen mit der
Trageroberflache oder lectinartige Bindungen eingehen [5. 45, 5. 72]. Vermindert sich die
elektrostatische Abstof3ung weiter oder existiert gar eine attraktive elektrostatische
Beziehung, so kdnnen alle Partikel in den Bereich des priméaren Minimums vordringen und
irreversibel adsorbieren (Abbildung 5.3C). Bei bestimmten Verhéltnissen von Van der
Waals und elektrostatischen Kraften existiert in einer Distanz zwischen 10 und 20 nm
neben dem primdren ein zweites weniger tief ausgepragtes Energieminimum, das
sogenannte sekundare Minimum. Dieses sekundare Minimum betrdgt nach
Berechnungen von Busscher und Weerkamp [5. 12] ca. 3-4 KT. Die reversible oder
initiale Adhé&sion [5. 100] wird durch die DLVO-Theorie als Anlagerung in diesem
sekundaren Minimum verstanden. Bei statischen Adsorptionsversuchen (zur
experimentellen Durchfihrung vgl. Abschn. 6) berechneten van Loosdrecht et al. [5. 99]
Adhéasionsenergien von 2-3 KT, was eine primare Adhasion im sekundéren Minimum zu
bestatigen scheint. Das sekundare Minimum ist nach van Loosdrecht et al. [5. 100]
besonders stark ausgepragt bei Systemen mit hoher Van der Waals Attraktion, bei

groBBeren Partikeln und bei mittlerer lonenstarke des Mediums.

tot

Abbildung 5.3: Schematische Darstellung der Anderung der Gibbssche Energie bei der
Annaherung eines Partikels an eine plane Oberflache.
A: Gg>> Gy, B: Ge> Gy, C: Ge< Gy
Ge: elektrostatische Komponente, Gy: Van der Waals Komponente,
Gt resultierende Gibssche Energie, H: kiirzeste Entfernung zwischen
den wechselwirkenden Partnern
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In der DLVO-Theorie werden die Wechselwirkungen zwischen Partikeln im ,short range*®
Bereich nicht betrachtet. Das bedeutet, daf? beispielsweise Wasserstoffbriicken, ionische
Wechselwirkungen oder sterische Effekte, die fir die Starke der adsorptiven Bindung von
erheblicher Bedeutung sind, nicht beschrieben werden kénnen. Diese Theorie ist somit
zwar in der Lage, eine Vorhersage uber die Mdglichkeit einer irreversiblen Adsorption im
primaren Minimum zu treffen, sie gestattet jedoch keine Aussage uber die Bindungsstéarke
in diesem Bereich. Deshalb wird von vielen Autoren ein weiteres, das thermodynamische
Modell verwendet. Die Theorie von van Oss [5. 102] beschreibt die Adsorption von
Mikroorganismen an eine Oberflache als einen Prozeld der Minimierung der Gibsschen
Energie eines Systems und beruht damit auf den gleichen Grundlagen, wie die
Betrachtung des Verhaltens fester Partikel in einer Suspension. Im Falle der mikrobiellen
Adsorption ist die flissige Phase dabei tUblicherweise Wasser und nach den Gesetzen der
physikalischen Chemie laf3t sich die freie Enthalpie der Wechselwirkung zweier Partikel in
Wasser (AGii ) aus der Grenzflachenspannung dieser Partikel mit Wasser berechnen

als:

AGiwi = -2¥w (Gleichung 5.1)

wobei vy die Grenzflachenspannung zwischen den Partikeln und Wasser beschreibt. Die
Grenzflachenspannung zweier unterschiedlicher Partikel i und j (y;) in Wasser kann
allgemein aus den Grenzflachenspannungen der beiden Komponenten berechnet werden.
Die entsprechende Beziehung ist in Gleichung 5.2 dargestellt.

AG‘iwj =Yi - Yiw -Yjw (Gleichung 52)

Nach dieser Theorie sollte eine adsorptive Anlagerung stattfinden, sobald AG,;< O ist.

Die Grenzflachenspannung wird Ublicherweise durch Bestimmung des Kontaktwinkels
einer Flussigkeit auf einer ebenen Oberflache ermittelt und nach der Formel von Young
(Gleichung 5.3) berechnet. Die dabei wirkenden Krafte sind in Abbildung 5.4 dargestellt.
(vgl. auch Abschn. A.1.r, S. xi im Anhang)

YLv COSO = Ysy - Ysi (Gleichung 5.3)

yv: Grenzflachenspannung zwischen Luft und Mef3flussigkeit
Ysv: Grenzflachenspannung zwischen Luft und Oberflache

ysi: Grenzflachenspannung zwischen Mel3flissigkeit und Oberflache
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Abbildung 5.4: Die Beziehung zwischen den wirksamen Kréften und dem Kontaktwinkel
bei der Ausbreitung eines Wassertropfens auf einer ebenen Oberflache

Steht eine Flissigkeit mit bekannter Oberflachenspannung zur Verfligung (Bei der
mikrobiellen Adsorption Ublicherweise Wasser), so kann fir beliebige Oberflachen die
Grenzflachenspannung berechnet werden. Dazu kdnnen die von Neumann et al. [5. 67]
entwickelten  empirischen  Rechenformeln  bzw. die fur  unterschiedliche

Grenzflachenspannungen tabellierten Werte herangezogen werden.

Die Obeflachenspannung eines Partikels yi enthalt nach der Theorie von van Oss eine
apolare Komponente y" (Lifshitz-van der Waals Komponente), die im long range Bereich
wirksam wird, und eine polare short range Komponente y*® (Gleichung 5.4). Letztere
bericksichtigt den Lewis-Saure-Base-Charakter der wechselwirkenden Partner
(Elektronen-Donor-Akzeptor Eigenschaften der Dbeteiligten Komponenten). lonische
Wechselwirkungen (Bronsted-Saure-Base-Beziehung) sind dabei als integraler Teil in der
polaren Komponente enthalten.

yvi= v+ e (Gleichung 5.4)

Die polare Komponente enthélt 2 Parameter; den Elektronen-Akzeptor-Parameter y;” und
den Elektronen-Donor-Parameter V®. Daraus ergibt sich fir den polaren Anteil der

Oberflachenspannung eines Partikels in Wasser:

v =24/ v 8., (Gleichung 5.5)

Entsprechend sind fur die separate Bestimmung der Van der Waals Komponente, sowie
des Beitrages von Elektronen-Donor und Elektronen- Akzeptorkomponente mindestens
3 verschiedene Losungsmittel mit unterschiedlichen Lewis-S&ure-Base-Eigenschaften

erforderlich. Fiir eine Reihe von Lésungsmitteln sind die Werte fiir v, v*®, sowie y” und

26



y° bekannt. Einen Uberblick tiber die gebrauchlichsten fur die Kontaktwinkelmessung
verwendeten Verbindungen gibt Tabelle 5.1. Anhand der ermittelten Kontaktwinkel kann
die Bestimmung von AGi,; entsprechend der mathematischen Ableitung von van Oss
[5. 103] erfolgen.

Tabelle 5.1: Oberflachenspannungen der gebréauchlichsten Flissigkeiten fir die
Bestimmung der Oberflachenenergie von Bakterien und innerten
Oberflachen (mJ/m?2) nach [5. 5 und 5. 92]

Medium v Vi Viv" Viv®
Wasser 21,8 51 25,5 25,5
Formamid 39,0 19,0 2,3 39,6
Diethylether 16,7 0 0 16,4
Ethylacetat 23,9 0 0 19,4
Methylenjodid 50,8 0 0 0
1-Bromnaphthalen 44 4 0 0 0
Hexadekan 27,7 0 0 0
Chloroform 27,2 0 3.8 0

Die thermodynamische Beschreibung der bakteriellen Adh&sion ermdglicht eine Aussage
Uber die prinzipielle Moglichkeit der adsorptiven Bindung von Organismen an eine
Oberflache. Die theoretischen Berechnungen von van Oss [5. 103], sowie zahlreiche
experimentelle Resultate lassen den Schluf3 zu, daf3 die bakterielle Adsorption dabei vor
allem durch die im short range Bereich wirksamen polaren Wechselwirkungen beeinfluf3t
wird. Fir diese Annahme spricht einerseits der mit maximal etwa 7 mJ/m2 nur geringe
Anteil der Van der Waals Komponente am freien Energiepotential der Bakterien, eine
Annahme, die von mehreren Autoren experimentell bestatigt werden konnte [5. 12].
Andererseits ist der Anteil der Van der Waals Komponente an der Oberflachenspannung
fur viele haufig verwendete Tragermaterialien annahernd gleich [5. 104], so dal3 das
adsorptive Verhalten der Trager Uberwiegend durch die polare Komponente bestimmt

wird.

Die durch thermodynamische Betrachtungen gewonnenen Aussagen Uber das adsorptive
Verhalten von Bakterien an innerten Oberflachen entspricht in vielen Fallen der
experimentellen Erfahrung [5. 89, 5. 95, 5. 104, 5. 112]. Wieder andere Resultate kbnnen
jedoch bisher nicht mit diesem Modell erklart werden [5. 4, 5. 16, 5. 62, 5. 93]. Dafir

kommen mehrere Ursachen in Betracht. Dies ist einerseits die Tatsache, das die
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inhomogene Bakterienoberflache raumlich begrenzte Wechselwirkungen eingehen kann,
welche durch die makroskopischen Betrachtungen der Thermodynamik nicht ausreichend
widergespiegelt werden. Auch sind Konformationséanderungen von Oberflachenmolekdlen
wahrend des Adsorptionsprozesses maoglich. Schlie3lich ist zu bertcksichtigen, dal3 die
Thermodynamik davon ausgeht, daf3 sich Systeme im Gleichgewichtszustand befinden.
Lebende Organismen besitzen aber die Fahigkeit, gezielt metabolische Energie
aufzuwenden, um ihre adsorptiven Eigenschaften zu verdndern oder adsorptive
Bindungen zu verstarken. Solche aktiven metabolischen Prozesse sind dariiber hinaus
auch stark von Umweltfaktoren beeinflut und konnen somit je nach
Versuchsbedingungen zu unterschiedlichen Ergebnissen fihren.

51.2 EinfluRfaktoren auf die Primaradhésion

Die priméare Adh&sion von Mikroorganismen an eine innerte Oberflache wird von
verschiedenen Faktoren beeinflu3t. Dies ist zunéchst die Struktur der bakteriellen
Oberflache selbst, die je nach Stoffwechselsituation, Wachstumsphase und in
Abhangigkeit von verschiedenen aul3eren Faktoren auch Verdnderungen unterworfen
sein kann. Ein zweiter wesentlicher Einflu3faktor ist das Substratum. Dieses kann sich
unter der Einwirkung des umgebenden Mediums gleichfalls verédndern. Schlief3lich wirkt
auch das Medium, welches Organismen und Substratum umgibt in unterschiedlicher
Form auf das Adhasionsgeschehen ein. Bei der Betrachtung der Adhé&sion als komplexen
ProzeR kommt der Wechselbeziehung der unterschiedlichen EinfluRfaktoren eine

besondere Bedeutung zu.

5121 Die Struktur der bakteriellen Oberflache

Die bakterielle Oberflache ist eine heterogene, dreidimensionale Struktur mit
auBerordentlich komplexer chemischer Zusammensetzung. Dabei finden sich einerseits
Strukturelemente, die fir alle Organismen oder zumindest fur grél3ere Gruppen, wie den
Gram positiven oder Gram negativen Bakterien, charakteristisch sind (vgl. Tabelle 5.2).
Andererseits werden einige Strukturelemente nur bei wenigen Arten oder gar nur bei
einzelnen Stammen nachgewiesen.

Die erstere Gruppe bestimmt wesentlich die makroskopischen Eigenschaften der
Organismen, wie Hydrophobizitdt oder elektrostatisches Verhalten. So werden die
elektrostatischen Eigenschaften Gram positiver Bakterien meist durch Carboxylgruppen
(Peptidoglycan, Teichuronsauren und Protein) und die Phosphatgruppen der

Teichonsauren gepragt. Die makroskopischen Eigenschaften der Zellen kdnnen
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zusatzlich durch verschiedene Kapseln und Schleime, die sich auf der Zelloberflache

anlagern, beeinflu3t werden.

Tabelle 5.2: Charakteristische Komponenten der Zellwand Gram positiver bzw. Gram

negativer Bakterien nach [5. 39].

Verbindung Vorkommen in Struktur Makroskopisch
Gram+ oder wirksame
Gram- Organismen Gruppen
Murein Gram+ 20-80nm dick Peptidoglycan Carboxyl-
Gram- 10-15nm dick OH-
Amino-
Teichonséduren  Gram+ Ribitol- oder Glycerol- Phosphat,
zucker-Phosphate oder -OH
einfache N- stark hydrophil
Acetylhexosamin-Phosphat-
Polymere, kovalent
gebunden an Peptidoglycan anionisch
Teichuron- Gram+ kovalent an Petidoglycan Carboxyl-
sauren gebunden anionisch
Lipoteichon- Gram+ Teichonsaure (meist Phosphat
sauren Polyglycerol-Phosphate) an  -OH
Glycolipide gebunden,
verankert in der
Cytoplasmamembran amphiphil
Polysaccharide Gram+ hier kovalent an -OH
Peptidoglycan gebunden
Lipide Gram- Glucolipide, lipophile
(Phospholipide) Gruppen oder
amphiphil (apolar
oder polar)
Lipopoly- Lipide mit kovalent Alkyl-
saccharide gebundenem hydrophilen OH-
Polysaccharidanteil Phosphat-
Amino-
amphiphil
Proteine Gram+ kovalent oder nicht kovalent Carboxyl-
Gram- gebunden Amino-
amphiphil

Zu den art- oder gar zellinientypischen Zellwandstrukturen gehodren z.B. einige Saccharide
und Proteinstrukturen, die hochspezifisch sind und u.a. die Anheftung und den Abbau von
persistenten Verbindungen vermitteln. Solche spezifischen Mechanismen wirken im
mikroskopischen Bereich.

Die wohl am besten untersuchte spezifische Oberflachenstruktur, die direkt am Abbau von
Substraten beteiligt ist, ist das Cellulosom, ein multifunktionaler Proteinkomplex der
Zelloberflache, welcher fur Clostridium thermocellum beschrieben wurde [5. 3]. Dieser
Proteinkomplex vermittelt nicht nur die Anheftung der Bakterien an die Oberflache des zu
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verwertenden Substrates Zellulose, sondern er besitzt auch mehrere enzymatisch aktive
Untereinheiten, die die primére Spaltung der Zellulose in Zellobioseeinheiten realisieren.
Aber auch fir den pathogenen Charakter vieler Bakterien sind spezifische
Zelloberflachenstrukturen verantwortlich.

Die unterschiedliche Wirkung unspezifischer makroskopischer und spezifischer
mikroskopischer Mechanismen bestimmt letztendlich den Umfang und die Intensitat der
adsorptiven Bindung eines Bakteriums an eine Oberflache.

5.1.2.1.1 Makroskopische  Charakterisierung  mittels  Oberflachenladung,
Hydrophobizitat und freier Oberflichenenergie

Wie in Abschn. 5.1.1. erlautert, kann die bakterielle Zelloberflache mittels
makroskopischer Parameter, wie Hydrophobizitdt, Oberflachenladung oder der freien
Oberflachenenergie beschrieben werden. Diese makrokopische Charakterisierung laf3t
zwar bisher keine allumfassende und eindeutige Vorhersage uber das adsorptive
Verhalten der Organismen zu, sie kann jedoch wertvolle Hinweise fir die Optimierung des
Systems Bakterienzelle-Trager-Substrat geben. Dabei spielen vor allem zwei
charakteristische Kenngrdl3en eine wesentliche Rolle. Dies sind die Hydrophobizitat und
die Oberflachenladung. Die Hydrophobizitat eines Bakteriums steht in direktem
Zusammenhang mit der freien Energie bzw. der Grenzflachenspannung zwischen den
Organismen und dem sie umgebenden wafRrigen Medium (vgl. Abschn. 5.1.1.). Nach der
Theorie von van Oss [5. 102] sind danach solche Verbindungen hydrophob, fur die
AGji< 0 gilt. Diese Verbindungen sollten nach den Gesetzen der Thermodynamik
aggregieren bzw. sich an innerte Oberflachen anlagern, soweit dies nicht durch die
Eigenschaften des Tragers verhindert wird (vgl. Abschn. 5.1.2.2). Da sich die
Oberflachenspannung des Wassers im wesentlichen aus der kohasiven Wechselwirkung
der Wasserstoffbriickenbindungen mit yi” = y© = 25,5 mJ/m?ergibt, kdnnen Verbindungen,
deren Grenzflachenspannung zu Wasser = 45 mJ/m? betragt als hydrophob bezeichnet
werden. Alle Verbindungen, fiir die sowohl y' wie auch y°© bei 0 oder nahe 0 liegen,
werden als vollstandig hydrophob bezeichnet. Fur vollstdndig hydrophobe Verbindungen,
z.B. gesattigte Kohlenwasserstoffe liegt AGiyi bei -84 mJ/m? oder darunter. Alle anderen
mit einem AG;,; zwischen —84 mJ/m2 -45 mJ/m2 und sind partiell hydrophob. Eine der
starksten bekannten hydrophoben Oberflachen ist die Grenzflache zwischen Wasser und
Luft. Deshalb ist in technisch relevanten Anlagen die Passage dieser Grenzflache eine
wesentliche EinfluRgréRe auf die Adsorption von Mikroorganismen an Trageroberflachen.
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Zur Bestimmung der thermodynamisch definierten Hydrophobizitdt der mikrobiellen
Oberflache kommt gegenwaértig ausschliel3lich die Kontaktwinkelmethode in Betracht (vgl.
Abschn. 5.1.1). Da die Oberflache eines Bakteriums jedoch der Messung nicht direkt
zuganglich ist, erfolgt die Kontaktwinkelmessung ublicherweise durch Auftragen eines
Flussigkeitstropfens auf einen geschlossenen Film von Bakterien. Dieser Film wurde in
unseren Untersuchungen mittels Filtration auf einem Membranfilter (0,45 pum) erzeugt. Fur
die Messung des Kontaktwinkels ist eine moglichst glatte Oberflache erforderlich, weil die
Oberflachenrauheit die Ausbreitung der Flussigkeit auf dem Film behindern kann und
dann zu Verfalschungen der Mel3ergebnisse fihrt. Eine besondere Beachtung verlangt
auch die Feuchtigkeit des verwendeten Bakterienfiimes. Da die Bakterien
Wechselwirkungen mit Oberflachen im hydratisierten Zustand eingehen, mufl3 dieser
Zustand bei der Messung des Kontaktwinkels méglichst zuverlassig simuliert werden. Zu
starke Austrocknung, d.h. Dehydratisierung, fuihrt zu erheblichen Anderungen der
bakteriellen Oberflache und ermdglicht keine Ruckschliisse auf das Verhalten der
Organismen im nativen Zustand. Verbleibende Feuchtigkeit auf der Oberflache fihrt
ebenfalls zu falschen MeRergebnissen. Ublicherweise wird deshalb der sogenannte
Plateauwinkel angegeben. Dies ist der Kontaktwinkel der gemessen wird, nachdem sich
ein Gleichgewicht zwischen der Wasserphase im Bakterienfilm und der umgebenden
Luftfeuchtigkeit eingestellt hat. Unter diesen Bedingungen liegt Wasser nur noch als
Hydratwasser an der Bakterienoberfliche gebunden vor. Eine ausflhrliche
Methodenbeschreibung erfolgt im Anhang (Abschn. A.1.r, S. xi ).

Resultate aus Bestimmungen der Hydrophobizitat durch Kontaktwinkelmessungen liegen
von verschiedenen Autoren und fir zahlreiche Organismen vor. Den wahrscheinlich
umfassendsten Uberblick geben van der Mei et al. [5. 92].

Fur stark hydrophobe bzw. hydrophile Organismen l|aRt sich allgemein eine gute
Ubereinstimmung der thermodynamischen Voraussagen mit dem adsorptiven Verhalten
der Organismen feststellen (Tabelle 5.6) [5. 89, 5. 95, 5. 104, 5. 112]. Gleiches gilt fir
das Verhalten bestimmter Organismen und unterschiedlicher Trager mit bekannter
Oberflachenenergie [5. 12]. Allerdings ist die Korrelation der Ergebnisse der
thermodynamischen Betrachtungen gerade fur die héaufig auftretenden Organismen
mittlerer Polaritat in vielen Fallen eher gering [5. 104] oder das adsorptive Verhalten steht
sogar den thermodynamischen Annahmen entgegen. Ein charakteristisches Beispiel daftr
ist die Existenz tragerfixierter Nitrifikanten, obwohl die Anlagerung dieser Organismen an
die meisten der verwendeten Oberflachen thermodynamisch nicht favorisiert ist (vergl.
[5. 89] bzw. Abschn. 7.6.1.1 und 7.6.2).

Aufgrund des erheblichen apparativen Aufwandes aber auch wegen der bekannten

Einschrankungen dieser Methode bei der Vorhersage des Adsorptionsverhaltens, werden
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neben dem thermodynamisch exakten Verfahren der Kontaktwinkelmessung auch eine
Reihe von Methoden angewendet, die eine ndherungsweise Charakterisierung des
.nydrophoben Verhaltens® der Organismen ermoglichen. Die wohl am héaufigsten
angewandte Methode ist die von Rosenberg [5. 76] beschriebene Adsorption von
Mikroorganismen an einem unpolaren, d.h. vollstindig hydrophoben organischen
Losungsmittel, der sogenannte MATH-Test (microbial adsorption to hydrocarbons)
(vgl. Anhang Abschn. A.1.s, S. xii). Als organische Phase wird dafir meist Hexadekan
eingesetzt [5. 98], aber auch n-Oktan, p-Xylen und Toluol sind verwendet worden [5. 8,
5. 65]. Dabei diente der Anteil der an der organischen Phase gebundenen Organismen
lange Zeit als Mal} fur die Hydrophobizitat [5. 98]. Tats&chlich wurde auch bei einigen
Untersuchungen eine gute Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen im MATH-Test
und den Resultaten der Kontaktwinkelanalyse festgestellt (5. 98, 5. 94]. Van der Mei et al.
[5. 94] setzten neben dem apolaren Losungsmittel auch solche mit Lewis-Saure- oder -
Base-Eigenschaften ein und ermittelten auch hier eine gute Ubereinstimmung mit dem
thermodynamischen Ansatz von van Oss [5. 103]. Spatestens seit den Arbeiten von
Busscher et al. [5. 8] ist jedoch bekannt, dal3 alle Kohlenwasserstoffe, einschlief3lich
Hexadekan, im walrigen Medium eine erhebliche negative Nettoladung von bis zu
—-60 mV  bei pH 7 aufweisen. Die Adsorption an Hexadekan und anderen
Kohlenwasserstoffen  beruht also  nicht  ausschlieBlich auf hydrophoben
Wechselwirkungen, sondern stellt ein kompliziertes Geflige aus Lifshitz-van der Waals,
polaren und elektrostatischen Wechselwirkungen dar, wodurch die Interpretation von
Resultaten aus dem MATH-Test wesentlich erschwert wird. Zur Bewertung der
Hydrophobizitat der Organismen empfehlen van der Mei et al. [5. 94] deshalb die
Auswertung der zeitabhéngigen Abnahme der Zellzahl in der waldrigen Phase bei einem
pH-Wert, der dem isoelektrophoretischen Punkt der Organismen entspricht. Nach unseren
Erfahrungen ist der MATH-Test jedoch fur die Vorhersage des Adsorptionsverhaltens von
Mikroorganismen an hydrophoben Oberflachen eher geeignet als die thermodynamisch
exaktere Kontaktwinkelmessung (vgl. Abbildung 5.5) [5. 57]. Dies hangt moglicherweise
damit zusammen, dalR die meisten hydrophoben Materialien, einschlieBlich solcher, die
als vollstandig hydrophob gelten (z.B. Teflon), gleichfalls eine negative Nettoladung
aufweisen. Damit entspricht das komplexe Adsorptionsverhalten der Organismen an
Hexadekan der natdrlichen Situation besser, als die streng thermodynamisch
charakterisierte MeR3gréRe Hydrophobizitat. Fir Tragermaterialien, die selbst eine starke
Polaritat aufwiesen, oder gar ionische Gruppen enthielten, konnte in unseren Arbeiten
allerdings mit keiner der untersuchten Methoden eine zufriedenstellende Korrelation zum

Adsorptionsverhalten der Organismen festgestellt werden (vgl. Tabelle 5.6).
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Abbildung 5.5: Korrelation zwischen der Adsorption von Mikroorganismen an eine
hydrophobe Oberflache und ihrer Hydrophobizitat (Kontaktwinkelmessung)
bzw. ihrer Adsorption an Hexadekan (MATH-Test). [5. 57]
(O fur die Berechnung nicht verwendet)

Neben der Adsorption an hydrophobe Ldsungsmittel sind von verschiedenen Autoren
auch andere Systeme fur die Bewertung der Hydrophobizitat herangezogen wurden. So
erzielten van Loosdrecht et al. [5. 98] mit einem walrigen Zweiphasensystem vor allem
im sensiblen Bereich mittlerer Polaritat gute Ergebnisse.

Als weitere Methoden seien die hydrophobe Chromatographie z.B. an Phenyl -Sepharose
oder Oktyl-Sepharose oder der Salzaggregationstest genannt [5. 23, 5. 65]. Beide
Methoden wurden bisher vor allem zur Charakterisierung von pathogenen Organismen im
medizinischen Bereich eingesetzt. Mit dem von uns verwendeten Material Oktyl-
Sepharose und den in dieser Arbeit beschriebenen Organismen wurden mittels
hydrophober Chromatographie allerdings nur unbefriedigende Ergebnisse erzielt.
Offensichtlich wurde unter den von uns verwendeten Versuchsbedingungen ein
erheblicher Teil der Organismen unspezifisch zuriickgehalten, so dal3 die mef3baren
Unterschiede zwischen den Organismen keine Relation zu anderen Methoden erkennen
lieRen.

Verschiedentlich wurde auch die direkte Anlagerung von hydrophoben Substanzen, wie
Dodekansaure oder Mikropartikeln zur Bestimmung der Hydrophobizitat verwendet
[5. 23]. Diese Methoden eignen sich in Kombination mit einer radioaktiven oder besser

Fluoreszenzmarkierung auch zu Untersuchungen im mikroskopischen Bereich.
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Neben den hydrophoben sind fir das adsorptive Verhalten der Bakterien vor allem die
elektrostatischen Eigenschaften von Bedeutung. Zur Bewertung der Oberflachenladung
wird meist die elektrophoretische Mobilitdt bzw. das Zetapotential der Organismen
herangezogen. Die Bestimmung dieser Kenngrof3en erfolgt durch Partikelelektrophorese
in nativen oder verdinnten Elektrolytldsungen. Da bei dieser Methode die zu messenden
Partikel eine GroRe von mehreren pm aufweisen, kann im Gegensatz zu solchen
Techniken, die beispielsweise fur die Trennung von Proteinen oder Nucleinsduren
entwickelt wurden, keine stabilisierende Matrix verwendet werden. Deshalb stellt der
elektroosmotische Flussigkeitsstrom bei der Partikelelektrophorese ein erhebliches
Problem dar. Der elektroosmotische Effekt bewirkt in einer geschlossenen
Elektrophoresezelle eine konstante Flussigkeitsbewegung, die in der &uf3eren Zone zur
Kathode hin erfolgt. Im Inneren der Zelle findet eine entgegengesetzte Bewegung statt.
Die Migration der Partikel setzt sich also zusammen aus der Bewegung der Partikel im
elektrischen Feld und ihrem Transport mit dem elektroosmotischen Flissigkeitsstrom.
Lediglich in einem engen Bereich an der Grenze zwischen dem dufReren und dem inneren
Flissigkeitsstrom ist die Bewegung der Fiissigkeit vernachléassigbar. Da die Mobilitat der
Partikel nur in diesem Bereich von der Flussigkeitsbewegung unabhéangig ist, wird diese
Zone fir die Messung der elektrophoretischen Mobilitédt herangezogen. Die Vorgange in

der Elektrophoresezelle sind in Abbildung 5.6 schematisch dargestellt.
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Abbildung 5.6: Das MeR3prinzip der Partikelelektrophorese. V,: Flissigkeitsstrom.
Vp: Relativgeschwindigkeit der Partikel in verschiedenen Zonen der
Mel3zelle

Fur die Erfassung der Partikelbewegung in einem engen rdumlichen Bereich ist eine sehr
genaue MeRmethode erforderlich. Ublicherweise wird dafiir die Laser-Doppler-Technik
eingesetzt. Eine detaillierte Beschreibung der in unseren Untersuchungen verwendeten
Methode erfolgt im Anhang (Abschn. A.1.aa, S. xvii).
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Aus der elektrophoretischen Geschwindigkeit der Partikel im elektrischen Feld 4Rt sich
mit Hilfe der Helmholtz-Smoluchowski-Gleichung (Gleichung 5.6) das Zetapotential

berechnen.

Me 41n

&= c (Gleichung 5.6)

He: elektrophoretische Mobilitat (m3/V*s)
n: Viskositat (cp)
.. Dielektrizitdtskonstante der elektrischen Doppelschicht

& . Zetapotential (mV)

Das Zetapotential kann als MaR fir die Netto-Oberflachenladung eines Partikels bei einer

gegebenen lonenstarke verwendet werden. Dabei gilt:

N*e*Kk*T \/ —zi% +zjez7€ (Gleichung 5.7)
Oo=,—————* c(e -1+ e KT -1
P T Y oe " -1+ Y o™ -1

0o: Netto-Ladungsdichte T: Temperatur [K]

N: Avogadro-Konstante c: lonenkonzentration [mol/l]
K: Boltzmann-Konstante &. Zetapotential [V]

e: elektrische Elementarladung €: Dielektrizitatskonstante

Valenz

N

Die Definition des Zetapotentials geht auf das Modell von Stern aus dem Jahre 1924
zurick. Danach ordnen sich auf der Oberflache eines geladenen Partikels die
Gegenionen zunachst in einer fest gebunden (Stern- Schicht) und in gro3erer Entfernung
in einer diffusen Grenzschicht an, innerhalb der eine freie Bewegung der einzelnen
Gegenionen maoglich ist. Wird an einen solchen Partikel ein elektrisches Feld angelegt, so
bewegen sich nur die Gegenionen der Stern-Schicht mit dem Partikel zur Anode bzw.
Kathode, wahrend die lonen der diffusen Grenzschicht sich zur entgegengesetzten
Elektrode bewegen. Dabei entsteht zwischen der Stern- und der diffusen Grenzschicht ein
Potential, das Zetapotential.

Die Berechnung des Zetapotentials nach der Helmholtz-Smoluchowski-Gleichung ist an
enge Bedingungen geknipft. Sie gilt nur dann, wenn das Produkt aus dem kleinsten

Krimmungsradius des Partikels (r) und der reziproken Dicke der diffusen Grenzschicht
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(k) k*a >100 betragt. Diese Bedingung ist erfullt fir Partikel mit einem Radius > 10 nm
und verdunnte Elektrolytldsungen, jedoch z.B. nicht fir destilliertes Wasser.

Die Messung in verdiinnten Elektrolyten (z.B. 1 mM NacCl) stellt hohe Anforderungen an
die MefBmethodik. Da unter diesen Bedingungen der pH-Wert vor allem im neutralen
Bereich bereits durch geringe Mengen an CO, stark verandert wird, muf} die Messung
unter vollstédndig oder zumindest weitgehend CO,-freien Bedingungen erfolgen. Auch ist
der geringen Stabilitit der Organismen unter den Verhdaltnissen eines starken
osmotischen Stresses Rechnung zu tragen.

Unter physiologischen Bedingungen ist aufgrund der erh6hten Elektrolykonzentration die
diffuse Grenzschicht jeweils stark gestaucht. Unter diesen Bedingungen kann aus der
elektrophoretischen Mobilitdt nicht direkt auf das Zetapotential geschlossen werden. Die
Messung der elektrophoretischen Mobilitat erlaubt jedoch eine n&herungsweise
Berechnung der auf der Bakterienoberflache vorhandenen Ladungsdichte unter den
vorhandenen realen Bedingungen. Dabei ist zu bertcksichtigen, dal? die Nettoladung der
Mikroorganismen unter realen Bedingen stets deutlich geringer ist, als dies durch das
Zetapotential, gemessen in verdunnter Elektrolytldsung ausgedriickt wird. Diese Tatsache
beruht einerseits auf der Kompression der diffusen Grenzschicht, andererseits ist auch
der Dissoziationsgrad der Ladungstrager von der lonenstarke des umgebenden Mediums
abhangig und unter physiologischen Bedingungen stets geringer, als in stark verdiinnten
Elektrolyten. Weiterhin diskutieren verschiedene Autoren, dal3 durch die geringere Dicke
der diffusen Grenzschicht bei hoher Ilonenstdrke die Oberflachenrauheit der
Bakterienoberflache verstarkt zum Tragen kommt und unter diesen Bedingungen die
Ladungstrager in den ,Talern“ nicht vom elektrophoretischen Feld erfal3t werden kénnen
[5. 82].

Anhand von thermodynamischen Berechnungen kamen Giese et al. [5. 31] zu dem
SchluB, dald fur Partikel mit einem Zetapotential von weniger als -25 bis -30 mV die
elektrostatischen Wechselwirkungen gegeniber den polaren Lewis - Saure - Base- und
auch gegentber den Lifshitz - van der Waals - Wechselwirkungen vernachlassigbar sein
sollten. Die mefRbare Nettoladung von Mikroorganismen bewegt sich unter
physiologischen Bedingungen in diesem Potentialbereich und liegt meist zwischen 0 und
—-30 mV. Dennoch wurde in vielen Fallen eine deutliche Abhéngigkeit der primaren
Adsorption von elektrostatischen Wechselwirkungen festgestellt [5. 66, 5. 101]. Wie im
folgenden noch gezeigt werden soll, werden die Auswirkungen der bakteriellen
Oberflachenladung auf das Adsorptionsverhalten weniger von der Nettoladung, sondern
vielmehr durch die Art der Ladungstrdger und ihrer Anordnung auf der
Bakterienoberflache bestimmt. Fur die Charakterisierung der elektrostatischen

Eigenschaften ist deshalb nicht nur die mel3bare Nettoladung von Interesse, sondern
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auch ihre Abhéngigkeit vom pH-Wert. Da die Dissoziation geladener Gruppen auf der
Bakterienoberflache nicht nur von der lonenstéarke des umgebenden Mediums, sondern
auch vom pH-Wert abhangig ist, kbnnen die Zetapotentialkurven als Funktion des
pH-Wertes nach unseren Erfahrungen wertvolle Aufschliisse Uber die Art der
vorhandenen Ladungstrager geben. Die von uns ermittelten Nettoladungsprofile von
Organismen aus zahlreichen unterschiedlichen Systemen lassen den Schluf3 zu, daf3 die
Zetapotentialkurven starker als alle anderen Parameter mit den Substraten korreliert sind,
die von den jeweiligen Organismen verwertet werden kénnen [5. 57] (vgl. auch Tabelle
5.6). Einige charakteristische Beispiele sind in Abbildung 5.7 bis Abbildung 5.9
zusammengestellt. Abbildung 5.7 zeigt die Zetapotentialkurven von Denitrifizierern, isoliert
aus einem anaeroben Modellreaktor zur Elimination von Nitrat aus Sickerwasser [5. 57].
In der dargestellten Untersuchung zeigten alle isolierten Organismen ein vergleichbares
Zetapotentialprofil. Alle untersuchten Organismen verwerteten gleichfalls Methanol als

Hauptkohlenstoffquelle.
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Abbildung 5.7: Zetapotentialkurven denitrifizierender Organismen aus einer Modellanlage
zur Stickstoffelimination aus Sickerwasser [5. 57]. Die dargestellten
Potentialkurven zeigen den Durchschnitt aus 6 Messungen mit 2
unabhangig gewachsenen Kulturen. Die Standardabweichung lag jeweils
bei <5 %

Wurden in einem adaptierten System Organismen mit abweichender Potentialkurve
gefunden, so war in den meisten Fallen auch mit einem abweichenden Substratspektrum
dieser Organismen zu rechnen. In Abbildung 5.8 sind die Zetapotentialkurven von
verschiedenen Isolaten aus einer Versuchsanlage zum Abbau von Phenol, Kresolen und
Xylenolen aus Grundwasser dargestellt. Wahrend die Isolate SCH1 bis SCH4 und SCH8

sowohl vergleichbare Zetapotentialkurven wie auch ein vergleichbares Substratspektrum
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aufwiesen, waren die Isolate SCH5 und SCH7 nicht zum Abbau der untersuchten
aromatischen Verbindungen beféhigt. SCH6 hingegen verwertete auch hoherkondensierte
Aromaten. Zum Vergleich wurde der Stamm PheB2 in die Abbildung aufgenommen.
PheB2 reprasentiert die kultivierbaren Organismen der Population aus einer
kontinuierlichen Versuchsanlage zum Abbau von 3,4-Dimethylphenol als einzige
Kohlenstoff- und Energiequelle. Dieses Isolat zeigt erwartungsgemal ein vergleichbares
Zetapotentialprofil, wie die Aromatenabbauer aus der Versuchsanlage zur
Grundwasserreinigung.

Zeta potential (mV)

Abbildung 5.8:Zetapotentialkurven von Organismen aus einer Modellanlage zur
Eliminierung von Phenol und Kresolen bzw. Xylenolen [5. 57]. Die
dargestellten Potentialkurven zeigen den Durchschnitt aus 6 Messungen
mit 2 unabhangig gewachsenen Kulturen. Die Standardabweichung lag
jeweils bei <5 %

Auch Isolate aus Industrieklaranlagen mit einem breiter angelegten Substratspektrum
zeigten eine vergleichsweise geringe Variation der Zetapotentialprofile (Abbildung 5.9).
Die isolierbaren Organismen stimmten dabei weitgehend mit dem Potentialprofil der
Gesamtpopulation tberein.

Bemerkenswert ist, dal3 adaptierte Systeme eine deutlich geringere Variation aufweisen,
als solche die sich noch in der Adaptionsphase befinden. Abbildung 5.10 zeigt die
Anderung der Zetapotentialverteilung und der Halbwertsbreiten der Potentialverteilung
einer Modellklaranlagen, die mit dem gleichen Abwasser wie bei Abbildung 5.9 betrieben

wurde, wahrend der Adaptionsphase.
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Abbildung 5.9: Zetapotentialkurven von Organismen aus einer Industrieklaranlage, die
vornehmlich Kohlenwasserstoffe und Alkylsulfonate, aber auch
aliphatische Amine eliminiert [5. 57]. Die dargestellten Potentialkurven
zeigen den Durchschnitt aus 6 Messungen mit 2 unabhéngig
gewachsenen Kulturen. Die Standardabweichung lag jeweils bei <5 %
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Abbildung 5.10: Variabilitat des Zetapotentials der Organismen einer Modellklaranlage in
Abhangigkeit von der Betriebszeit der Anlage. A: Zetapotentialverteilung
zu Versuchsbeginn und nach 15 Tagen Betriebsdauer.

B: Zeitliche Anderung der Halbwertsbreiten der Zetapotentialverteilung
wahrend der Adaption.
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Im Gegensatz zu der relativ geringen Variationsbreite von Organismen mit
vergleichbarem Substratspektrum, zeigten solche mit stark unterschiedlichem
Abbauverhalten auch deutlich verschiedene Zetapotentialkurven (Abbildung 5.11).
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Abbildung 5.11:Zetapotentialkurven von Organismen mit unterschiedlichem
Substratspektrum [5. 57]. Die dargestellten Potentialkurven zeigen den
Durchschnitt aus 6 Messungen mit 2 unabhéngig gewachsenen Kulturen.
Die Standardabweichung lag jeweils bei <5%

F10: Methanol

PheAl: 3,4-Dimethylphenol
Ca 50: Chlornitrobenzole
K1: Tetrahydrofuran
KWS4: n-Alkane

Die festgestellte geringe Variation der Zetapotentialkurven von Organismen mit
vergleichbarem Substratspektrum weisen auf eine gewisse Ahnlichkeit der dissoziierbaren
Oberflachenstrukturen hin. Fur ein bestimmtes Substrat existierten in den untersuchten
Fallen jeweils nur ein oder wenige Typen von Zetapotentialkurven. So wurden fir eine
Reihe von Organismen, die zum Abbau von zyklischen Ethern befahigt waren, hinsichtlich
der Netto-Oberflachenladung zwei voneinander verschiedene Strukturtypen festgestellt
(Abbildung 5.12). Dabei ist bemerkenswert, dal} die untersuchten Organismen in
unterschiedlichen Laboratorien und aus verschiedenen Quellen isoliert wurden. Die
gefundenen Zetapotentialkurven waren jedoch nicht mit der Isolation oder den jeweiligen

Quellen korreliert.
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Abbildung 5.12:Zetapotentialkurven von Organismen, die zur Spaltung von
Etherstrukturen befahigt sind [5. 57]. Die dargestellten Potentialkurven
zeigen den Durchschnitt aus 6 Messungen mit 2 unabhéangig
gewachsenen Kulturen. Die Standardabweichung lag jeweils bei <5 %

Zu &hnlichen Ergebnissen kamen auch Pelletier et al. [5. 69], die bei der Analyse von
8 unterschiedlichen Lactobacillus-Stammen zwei charakteristische Strukturtypen
feststellten. Milsap et al. [5. 60] fanden eine Korrelation solcher Strukturtypen mit der
genetischen Verwandtschaft der Organismen. In jingsten Untersuchungen beschreiben
Reid et al. [5. 75] vier Lactobacillus-Stamme, von denen sich jeweils zwei hinsichtlich ihrer
Oberflacheneigenschaften deutlich von den beiden anderen unterschieden. Auffallend ist
auch fur diese Organismen ein charakteristisches Zetapotentialprofil. Bemerkenswert ist
dabei die Tatsache, dal? die beiden beschriebenen Strukturtypen jeweils mit dem
Vorhandensein bzw. dem Fehlen eines zusatzlichen Plasmides korreliert waren.
Erwahnenswert sind in diesem Zusammenhang auch die Ergebnisse von Groenink et al.
[5. 38] bei der Analyse der Oberflaicheneigenschaften von 4 Actinobaccilus
actinomycetemcomitans Stammen. Wéahrend die Zetapotentialkurven von zwei frischen
Isolaten weitgehend vergleichbar waren, zeigten zwei weitere aus Laborkulturen mehr
oder weniger deutliche Abweichungen von diesem Typus. Dieses Ergebnis bestatigt die
Resultate eigener Untersuchungen [5. 57], wonach eine langere Kultivierung in
komplexen Medien zu signifikanten Veranderungen der bakteriellen Oberflache und einer
zunehmenden Variabilitat der Oberflacheneigenschaften fihren kann (vgl. Abbildung 5.24
und Abbildung 5.25 in Abschn. 5.1.2.1.3).

Die offensichtlich geringe Variationsbreite der Netto-Oberflachenladung kann bei der
Etablierung von Abbaupotentialen in vorhandenen Populationen von erheblicher
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Bedeutung sein. Dabei spielen die Wechselbeziehungen von Substrat- und
Ladungseigenschaften sicher nicht nur zuféllig eine herausragende Rolle. Damit ein
bestimmtes Substrat von einem Bakterium verwertet werden kann, mul3 dieses zunéchst
genugend nahe an die Bakterienoberflache herankommen, um dann von spezifischen
Transportmechanismen oder auch unspezifisch durch Diffusion von der Zelle
aufgenommen zu werden. Dabei sind jene Organismen bevorteilt, die von einem
energetisch geringen Aufwand fir den Substrattransport profitieren. Gerade im long range
Bereich kommt jedoch, wie in Abschn. 5.1.1 gezeigt wurde, den elektrostatischen Kraften
eine wesentliche Bedeutung zu. Aus diesem Grunde ist es durchaus nicht verwunderlich,
dal3 die Freiheitsgrade fur eine mikrobielle Population und fir die Verwertung eines
bestimmten Substratspektrums vor allem in Bezug auf die elektrostatischen
Eigenschaften relativ begrenzt sind. Dieser begrenzten Variationsbreite mul3 bei der
Etablierung von Organismen mit bestimmten Abbaupotentialen in einer mikrobiellen
Population Rechnung getragen werden. Entsprechend kann die Anderung der
Oberflacheneigenschaften des Substrates oder der Organismen im Einzelfall auch
erhebliche Verschlechterungen der Abbauleistung nach sich ziehen. Das Vorhandensein
enger Wechselbeziehungen von Substrat und Oberflachenstruktur ist u.a. eine mogliche
Erklarung fir die sehr unterschiedlichen Effekte, die flir den Einsatz oberflachenaktiver
Substanzen bei der Mobilisierung hydrophober Verbindungen wahrend der
Bodensanierung beschrieben werden. Das primare Ziel dieser MaBnahmen besteht vor
allen darin, solche meist adsorptiv gebundenen Verbindungen in die wafdrige Phase zu
Uberfihren, wo sie fir die vorhandenen Mikroorganismen besser zuganglich sein sollten.
Die dabei erzielten Ergebnisse reichen jedoch von der Verbesserung bis hin zur
vollstandigen Einstellung des biologischen Abbaus [5. 105]. Bei diesen Malinahmen ist zu
bericksichtigen, dald durch den Tensideinsatz mittels Emulsions- bzw. Micellenbildung die
Oberflacheneigenschaften des Substrates verandert werden. Dies bedingt einerseits eine
verbesserte Wassermischbarkeit, kann aber andererseits die Kompatibilitat mit der
Oberflache der entsprechenden Organismen einschréanken und so den Transport des
Substrates hin zur Zelloberflache beeintrachtigen. Eine Bestéatigung dieser Annahmen
findet sich z.B. bei Stelmack [5. 84]. Die dort beschriebenen Untersuchungen zeigen eine
deutliche Verringerung des Kontaktes zwischen nicht wasserloslichen Substraten und
Mikroorganismen unter dem Einfluld von verschiedenen Tensiden. Selbst jene
Organismen, die bereits adsorptiv an den Substrattropfen angelagert waren, wurden unter
dem Einflul3 der Tenside wieder abgeldst.

In  einzelnen Fallen kdnnen zugesetzte Spezialisten zu Konflikten mit den
Oberflacheneigenschaften der vorhandenen Population fihren bzw. die energetisch

optimale Verwertung eines bestimmten Substrates kann Einschrédnkungen bei der
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Verwertung eines anderen verursachen. Besonders problematisch wird die Situation,
wenn die gewtlinschte Abbauleistung durch genetische Manipulation etabliert werden soll.
Haufig wird der gewahlte Target-Organismus hinsichtlich seiner Oberflachen-
eigenschaften nicht mit den fir dieses Substrat Ublichen Zelloberflachenstrukturen
Ubereinstimmen, was u.U. zu einem erheblichen Nachteil in Konkurrenz zu kooperativ
strukturierten Zellaggregaten fuhren kann.

Andererseits sind vor allem im medizinischen Bereich verschiedene Organismen bekannt,
die eine sogenannte ,Co-Adh&sion“ eingehen [5. 10]. Durch die Wechselwirkung
spezifischer Oberflachenstrukturen der co-aggregierenden Partner kénnen dabei die
Oberflacheneigenschaften der einzelnen beteiligten Organismen verandert werden.
Dadurch entstehen lokal begrenzt neue Bedingungen, die u.U. fur die beteiligten
Bakterien einen Selektionsvorteil bedeuten. Inwieweit die von uns aus verschiedenen
Biofilmen isolierten Organismen mit einem abweichenden Ladungsprofil und meist auch
abweichender Substratspezifitdt (vgl. u.a. Abbildung 5.8) die Aufgabe einer solchen
,Optimierung der lokalen Umweltbedingungen® der Organismen (beispielsweise durch
Stabilisierung der Festigkeit des Biofilmes) Ubernehmen, konnte bisher nicht geklart
werden. Versuche zur lIdentifizierung co-aggregierender Paare waren bisher nicht

erfolgreich.

Mit Hilfe des Zetapotentiales lassen sich wichtige SchlufZfolgerungen hinsichtlich der
elektrostatischen Eigenschaften und damit auch hinsichtlich des adsorptiven Verhaltens
von Mikroorganismen ableiten. In einigen Fallen kénnen aus der Kenntnis von freier
Oberflachenenergie und elektrostatischer Abstof3ung bereits gute Voraussagen lUber das
adsorptive Verhalten der jeweiligen Organismen an bestimmten Tragermaterialien
getroffen werden. In anderen Fallen zeigen jedoch Organismen mit ahnlicher
Hydrophobizitat und vergleichbarer Nettoladungsstruktur deutlich verschiedene adsorptive
Eigenschaften. Ein Beispiel fur unterschiedliche adsorptive Eigenschaften geben die
denitrifizierenden Organismen, deren Oberflacheneigenschaften in Abbildung 5.7 bzw.
Tabelle 5.6 ndher charakterisiert werden. Dieses unterschiedliche Adsorptionsverhalten
kann einerseits darin begriindet sein, dal3 einzelne Organismen spezifische Strukturen
ihrer Oberflache fur die Adsorption einsetzen (vgl. Abschn. 5.1.2.1.2.1), die durch die
makroskopischen physiko-chemischen Parameter nicht ausreichend erfal3t werden. Ein
charakteristisches Beispiel dafir ist der von uns charakterisierte Bacillus niacini WO.
Andererseits stellt das Zetapotential lediglich ein Mal fiir die Netto-Oberflachenladung
dar, gibt also keinerlei Aussagen uber Art und Dichte der tatsachlich vorhandenen
Ladungstrager. Weiterhin ist zu bertcksichtigen, daf3 nach Untersuchungen von Sherbert
und Lakshmi [5. 82] bei der zur Bestimmung des Zetapotentales verwendeten
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Partikelelektrophorese nur der &uf3ere Oberflachenbereich von ca. 1 nm Tiefe erfal3t wird.
Damit gestattet die mittels Zetapotentialmessung erfaflte Netto-Oberflachenladung
lediglich eine Einschatzung der elektrostatischen Wechselwirkungen im long range
Bereich. Bei der irreversiblen Bindung von Mikroorganismen an eine Oberflache kdnnen
jedoch auch direkte lonenbeziehungen eine Rolle spielen. Deshalb sind zusatzliche
Informationen Uber Art und Anzahl der tatséchlich fir adsorptive Wechselwirkungen
verfugbaren Ladungen von groBem Wert. Eine Mdoglichkeit, Aussagen uber diese
tatsachlich verfigbaren Ladungen zu gewinnen, bietet nach unseren Untersuchungen die
potentiometrische Mikrotitration.

Methoden der konduktometrischen oder potentiometrischen Titration wurden in den
siebziger Jahren vor allem bei der Charakterisierung der Oberflachenladung von
polymeren lonenaustauscherharzen eingesetzt [5. 87, 5. 91]. In Anlehnung an die
technischen Austauscherpolymere kdnnen auch Bakterien als allerdings sehr elastische
lonenaustauscher aufgefal3t werden, die zu einer reversiblen Adsorption von Kationen
und Anionen befahigt sind. Gegenwatrtig findet die Titration vor allem als Polymertitration
fur die technische Bewertung der Reaktion von Belebtschlammflocken mit ionischen
Flockungsmitteln Verwendung [5. 81].

In der klassischen Polymerchemie werden die erhaltenen Titrationskurven meist direkt
ausgewertet. Aufgrund der hohen Empfindlichkeit und Stéranfélligkeit der Methode ist es
jedoch nach unseren Erfahrungen besser, die Differenzkurve zwischen dem verwendeten
Medium und dem Versuchsansatz zu verwenden. Dazu ist ein effektives
Datenerfassungssystem fir die kontinuierliche Speicherung und Bearbeitung der
Titrationsdaten erforderlich, welches durch Kopplung des MelRsignals Uber eine
leistungsstarke AD-Wandlerkarte mit einer PC-gestitzten Auswertung realisiert wurde.
Die in dieser Arbeit dargestellten Untersuchungen wurden mittels potentiometrischer
Titration durchgefiihrt. Eine ausfihrliche Methodenbeschreibung findet sich im Anhang
(Abschn. A.1.j, S. vi). Charakteristische Titrationskurven von Medium und Organismen mit
unterschiedlichen Oberflacheneigenschaften sind in Abbildung 5.13 dargestellit.

Vorteile der Mikrotitration gegeniber der Partikelelektrophorese ergaben sich vor allem
hinsichtlich der hoheren Auflésung der Kurven. Eine meR3bare Nettoladung kann sowohl
durch eine geringe Anzahl gleicher Ladungstrager erzeugt werden, wie auch durch eine
Vielzahl gegensatzlich geladener Gruppen, deren Ladungen sich gegeneinander
aufheben. Weiterhin sind bei der Zetapotentialmessung in gering konzentrierten
Elektrolyten schon pH-Unterschiede von einer pH-Einheit vor allem im Bereich zwischen
pH 6 und 8 nur schwer einzuhalten. Dagegen konnten mittels Mikrotitration noch pH-
Unterschiede von 0,1 pH-Einheiten und Titrationsvolumina von 1 ul gut ausgewertet

werden. Damit war es auch mdglich, Dissoziationsbereiche verschiedener Ladungstrager
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relativ gut erkennen, die durch Zetapotentialkurven kaum auflésbar sind. Aminogruppen
(in Form von a- Amogruppen, s-Aminogruppen oder Guanidylgruppen) besitzen einen
pKa im Bereich von pH 7,5 bis 9, wurden also in pH-Bereichen >7 titriert. Dagegen wird
der pH-Bereich fur Carboxylgruppen ublicherweise mit 3,2 bis 4,5 angegeben [5. 82].
PO,%- und SO3- Gruppen dissoziieren in einem Bereich von pH < 3,5 und konnten mit der
dargestellten Methode nur teilweise oder gar nicht erfal3t werden. Gleiches gilt fur
aromatische Hydroxylgruppen, die erst oberhalb von pH 11 dissoziieren.
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Abbildung 5.13: Titrationskurven fir zwei ausgewahlte Organismen (Pseudomonas
pseudoalcaligenes F10, Pseudomonas spec. BT)

Ein weiterer wichtiger Vorteil der Mikrotitration gegeniber der Zetapotentialmessung
ergibt sich aus der Moglichkeit, die Messungen ohne erhebliche Stérungen unter
physiologischen Bedingungen durchzufiihren. Dennoch besitzt die Mikrotitration
gegeniber anderen Methoden auch erhebliche Nachteile, die bei der Bewertung der
Versuchsergebnisse beachtet werden muissen. Ein wesentlicher Nachteil ist die
vergleichsweise lange Versuchszeit. Da sich die Dissoziationsgleichgewichte nur langsam
einstellen, kann die Titration nur sehr langsam erfolgen, was je nach Organismen zu
Versuchszeiten zwischen 15 min und mehr als einer Stunde fihrte. In solchen ZeitrAumen
mufd auch mit einer Freisetzung von lonen aus dem Zellinneren gerechnet werden. Bei
der verwendeten 150 mM NaCl-Lésung als MeBmedium war die als Potentialanderung
mel3bare Zellschadigung jedoch gering. Desweiteren ist zu berticksichtigen, daf? durch
Anderungen des Dissoziationsgrades einzelner Ladungstrager Anderungen der
Oberflachenstruktur auftreten koénnen, wodurch sich die Verflugbarkeit anderer

Ladungstrager drastisch andern kann. Eine wesentliche Fehlerquelle ist der Eintrag von
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CO;, welches bei der hohen Empfindlichkeit des MeRRsystems mit erfal3t wird. Die Arbeit
mit CO,-freien Medien war daher eine Grundvoraussetzung der Methode.

Trotz dieser erheblichen Nachteile stellt die Mikrotitration eine wertvolle Erganzung der
elektrophoretischen Methoden dar. So wird erst durch die Mikrotitration deutlich, daf3 die
denitrifizierenden Organismen aus Abbildung 5.7 bei vergleichbaren Zetapotentialprofilen
in der Verteilung der Ladungstrager erhebliche Unterschiede aufweisen (Abbildung 5.14).
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Abbildung 5.14:Potentiometrische Differenztitrationskurven verschiedener
denitrifizierender Organismen. Die dargestellten Kurven zeigen den
Durchschnitt von 3 unabh&ngigen Messungen bei einer
Standardabweichung von < 3 %.

Die Gram positiven Kokken (Stapylococcus spec. W1 und Artrobacter spec. W2) wiesen
im titrierbaren Bereich kaum Ladungstrager auf. Dies deutet darauf hin, dal die
Nettoladung vornehmlich durch negative Ladungen und hier vor allem durch
Phosphatgruppen erzeugt wird. Hingegen zeigten die drei anderen Organismen (Bacillus
niacini WO, Pseudomonas pseudoalcaligenes F10 und Pseudomonas spec. BT) einen
deutlichen Anteil an Carboxylgruppen mit einer mel3baren Saurekapazitat im Bereich
< pH 4,5. Fir die Stamme WO und F10 kamen unterschiedliche Gehalte titrierbarer
Aminogruppen im pH-Bereich > pH7 hinzu. Diese unterschiedliche Zusammensetzung der
aulReren Oberflache wirkte sich erheblich auf das Adsorptionsverhalten der Organismen
aus. Dabei konnten durch Adsorptionsexperimente an definierten Modelloberflachen zwei
charakteristische Typen unterschieden werden. Fir Arten mit geringer Anzahl geladener
Oberflachengruppen, wie dem dargestellten Pseudomonas spec. BT (vgl. Abbildung
5. 14), stellen Ladungen auf der Trageroberflache in den meisten Fallen eher ein
Hindernis fur die adsorptive Anlagerung dar. Wie Abbildung 5.15 verdeutlicht, zeigten
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diese Organismen demzufolge im physiologischen Bereich zwischen pH 5 und pH 8 die
geringste Adsorption. In diesem Bereich liegen kationische Aminogruppen und auch die
anionischen Ladungstrager in dissoziierter Form nebeneinander vor. Dieses
Nebeneinander von Anionen und Kationen fihrte jedoch nicht zu einer
Ladungskompensation und damit zu verbesserten Adsorptionseigenschaften der
jeweiligen Organismen, sondern verringerte vielmehr die Anlagerung sowohl an
anionischen, wie auch an kationischen Oberflachen. Die Struktur der Oberflache dieser
Bakterien ist offensichtlich zu inhomogen und die Ladungsdichte zu gering, um eine
effektive Wechselwirkung anionischer und kationischer Gruppen zu erméglichen.
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Abbildung 5.15: Adsorption von Pseudomonas spec. BT an verschiedene Modelltrager.
Die Ladungstragerdichte der Organismen ist gering und tberwiegend
durch anionische Gruppen gepragt. Verwendete Trager: EP 63:
Polystyren unmodifiziert, KS10: Polystyren anionisch (modifiziert mit
—S03" ), SZ 30: Polystyren kationisch (modifiziert mit
Trimethylammoniumgruppen). Die Struktur der eingesetzten Modelltrager,
sowie die Methoden werden im Abschn. 6 (Tabelle 6.1) erlautert.

Eine Verringerung des Dissoziationsgrades sowohl der anionischen Ladungstrager im
Bereich pH < 6 , wie auch der kationischen im Bereich pH > 7,5 flihrte entsprechend zu
einer deutlichen Erh6hung der Anzahl der adsorbierten Organismen. Dabei war eine sehr
gute Korrelation zwischen der Anderung der Adsorption und der Anzahl der im jeweiligen
pH-Bereich titrierbaren Ladungen erkennbar (Abbildung 5.16). Wie Abbildung 5.15
weiterhin verdeutlicht, hat die Ladung der verwendeten Trager bei Organismen vom Typ
Pseudomonas spec. BT, die nur eine geringe Ladungsdichte aufweisen, nahezu keinen
Einflud. Die meRbaren Unterschiede der Adsorption dieser Bakterien an den
verschiedenen Modelltragermaterialien (vgl. Abschn. 6) waren nur gering und nicht
signifikant. Spezifische ionische Wechselwirkungen scheinen fur diese Organismen also
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im Gegensatz zu den repulsiven makroskopischen Wirkungen eine nur untergeordnete

Rolle zu spielen.
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Abbildung 5.16: Adsorptionsverhalten von Pseudomonas spec. BT. in Abh&ngigkeit vom
pH-Wert und die Differenztitrationkurve der Organismen. Die Anderung
der Anzahl der adsorbierten Organismen steht in guter Ubereinstimmung
mit der Dissoziation der geladene Gruppen der Bakterienoberflache.

Deutlich anders verhalten sich Organismen mit einer hohen Dichte anionischer und
kationischer Ladungen. Als Beispiel dieses Organismentyps ist in Abbildung 5.17 das
Adsorptionsverhalten von Bacillus niacini WO unter aeroben Bedingungen dargestellit.
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Abbildung 5.17:Adsorption von Bacillus niacini WO an verschiedene Modelltrager. Die
Ladungstragerdichte der Organismen ist vergleichsweise hoch und durch
anionische und kationische Gruppen gepragt. EP 63: Polystyren
unmodifiziert, KS10: Polystyren anionisch (modifiziert mit —SO3" ), SZ 30:
Polystyren kationisch (modifiziert mit Trimethylammoniumgruppen). Die
Struktur der eingesetzten Modelltrédger, sowie die Methoden werden im
Abschn. 6 (Tabelle 6.1) erlautert.
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Diese Organismen zeigten im gesamten pH-Bereich mit einem ungeladenen
Polystyrentrager eine geringe Adsorption. Die elektrostatische AbstoRung Uberwiegt hier
also deutlich die atraktiven Kréafte. Wurden jedoch negativ geladene Tragermaterialien
eingesetzt, so nahm die Menge der adsorptiv gebundenen Organismen oberhalb von pH
5 deutlich zu. Anderseits erhthte sich unterhalb von pH 6 die Adsorption an positiv
geladene Tragermaterialien. Diese Resultate lassen den Schluf’ zu, daR Organismen mit
hoher Ladungsdichte in ihrer Zelloberflache auch uber Bereiche verfiigen, die zu
spezifischen, d.h. ionischen Wechselbeziehungen mit der Trageroberflache beféhigt sind.

Die dargestellten Beispiele verdeutlichen, dal3 die elektrostatischen Eigenschaften der
bakteriellen Oberflache nicht nur in einem engen Wechselverhaltnis mit den verwerteten
Substraten stehen, sondern gleichzeitig auch erheblichen EinfluR auf das
Adsorptionsverhalten der Zellen ausiiben. Sie sind entsprechend bei der Optimierung von
Biofilmsystemen besonders zu bertcksichtigen. Wie gezeigt wurde, gentigt dabei jedoch
in vielen Fallen die Nettoladung allein nicht, sondern es sind vor allem die tatséchlichen

Ladungsverteilungen zu beachten.

Neben der aufwendigen Mikrotitration besteht eine weitere Moglichkeit, Einblicke in die
Ladungsverhdltnisse an der Oberflache von Mikroorganismen zu erlangen, in der
Messung der Adsorptionskapazitat fur ionische Farbstoffe. Von verschiedenen Autoren
wurden z.B. Kristallviolett fiir die Bestimmung der negativen Ladungszentren und Orange

I fir die Messung positiver Ladungen eingesetzt (Abbildung 5.18).

Kristallviolett Orarge Il

N'(CH
(CH3)2 OH

NaSQg—@—N: O
e\
(CH3)2N/©/ N (CH3)2

Abbildung 5.18: Strukturen von Kristallviolett und Orange Il

Wie jedoch Tabelle 5.6 verdeutlicht, war die Aussagekraft dieser Methoden in unseren
Untersuchungen vergleichsweise gering. Die Ergebnisse der Bestimmung der
anionischen Ladungstrager wiesen nur geringe Differenzen auf. Sie scheinen jedoch
hinsichtlich ihrer Aussage tendenziell mit denen der Zetapotentialmessung

Ubereinzustimmen. Kationische Ladungen waren hingegen kaum nachweisbar. Die
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verwendete Methode kann somit kaum als Maf3 fir die tats&chliche Dichte kationischer
Ladungen auf Bakterienoberflachen dienen. Die eingesetzten ionischen Farbstoffe
scheinen im wesentlichen nur mit Ladungstrdgern der &uf3eren Oberflache in
Wechselwirkung zu treten. Deshalb kann die Adsorption von Orange Il giinstigstenfalls
einen Hinweis auf die Anordnung kationischer Ladungstrédger im Bereich der &uf3eren
Bakterienoberflache liefern.

Auch andere bisweilen verwendete Methoden, wie lonenaustauschchromatographie oder
Chromatofoccusierung haben sich in unseren Untersuchungen wenig bewéhrt. Der hohe
Anteil unspezifischer Wechselwirkungen bei der Verwendung gepackter Saulen liel3 kaum
reproduzierbare Ergebnisse zu.

Eine gute Erganzung der bereits beschriebenen Methoden war dagegen die isoelektrische
Focussierung (IEF). Diese Form der Elektrophorese beruht auf der Trennung geladener
Teilchen in einem pH-Gradienten entsprechend ihrem isoelektrischen Punkt (IEP). Der
notwendige pH-Gradient wird dabei durch eine Anordnung titrierbarer amphoterer Peptide
erzeugt, die unterschiedliche pKa-Werte besitzen und sich selbst im elektrischen Feld
gemalR ihrer Ladung bewegen. Fiur die IEF gelten die gleichen elektrokinetischen
Gesetzmaligkeiten und Einschrankungen, wie fir die Bestimmung des Zetapotentials.
Auch hier muR aufgrund der Partikelgréf3e auf eine den Gradienten stabilisierende Matrix
verzichtet werden. Zur Verminderung des elektroosmotischen Elektrolytstromes und zur
Stabilisierung des pH-Gradienten wurde deshalb ein Gradient von 10-60% Glycerol
verwendet. Eine ausfiihrliche Beschreibung der von uns verwendeten Methode befindet
sich im Anhang (Abschn. A.1.g, S. x). Von anderen Autoren wurde auch Ficoll zur
Stabilisierung des Gradienten eingesetzt [5. 43]. Percoll ist hingegen nach den Angaben
von Jaspers und Overmann [5. 43] mit den erforderlichen extremen pH-Werten der
Elektrodenpuffer nicht kompatibel. Da die IEF Ladungstrager der bakteriellen Oberflache
in einer groReren Tiefe erfalit, als dies bei der Messung der elektrophoretischen Mobilitat
mdglich ist (Sherbert und Lakshmi geben eine Wirktiefe von ca. 6-7 nm gegeniber nur
1-3 nm bei der Zetapotentialmessung an [5. 82]), liefert diese Methode zusatzliche
Informationen Uber die Oberflachenladung eines Bakteriums. Generell ist dabei
festzustellen, dalR der isoelektrische Punkt, welcher bei der IEF gemessen wurde, fast
stets hoher lag als der isoelektrophoretische Punkt, ermittelt durch Messung der
elektrophoretischen Mobilitat im Zetameter (vgl. Tabelle 5.6).

Auf Grund der Erfassung tieferer Regionen der Bakterienoberflache werden Variationen in
der Oberflachenstruktur einer Population in der IEF besser wiedergegeben als durch die
elektrophoretische Mobilitat. Ein Beispiel daftr wird in Abschn. 5.1.2.1.3 néher erlautert.
Von einigen Autoren wurde die IEF auch zur Quantifizierung einzelner Gruppen von

Ladungstragern auf der bakteriellen Oberflache eingesetzt. So berechneten Sherbert und

50



Lakshmi [5. 82] durch Maskierung definierter Gruppen den Anteil von Amino- und
Carboxylgruppen auf der Oberflaiche von E. coli aus der durch die Maskierung
verursachten Verschiebung des IEP. Aufgrund des hohen Aufwandes und der meist nicht
vollstdndigen Umsetzungen bei der Maskierung der ionisierbaren Gruppen hat dieses
Verfahren jedoch kaum Verbreitung gefunden. Die bei der isoelektrischen Fokussierung
von Partikeln erzielbare hohe Trennschérfe hat jedoch in jingster Zeit ein neues
Anwendungsgebiet erschlossen. Seit die Arbeiten von Amann [5. 86, 5. 106] und anderen
Autoren durch den Einsatz von 16S-RNA spezifischen Sonden auf die erheblichen
Grenzen bei der Kultivierung der tatséchlich vorhandenen Vielfalt einer bakteriellen
Population aufmerksam gemacht haben, sind verschiedene Versuche unternommen
worden, das Spektrum der kultivierbaren Organismen zu erweitern. Die |IEF ist dabei als
Methode fir die Anreicherung und Vortrennung von Organismen, welche ansonsten in der

Masse der dominanten koloniebildenden Arten untergehen, anwendbar [5. 43].

5.1.2.1.2. Wirkungen einzelner Bestandteile der bakteriellen Oberflache

Die bakterielle Oberflache kann heute durch physiko-chemische Methoden in ihren
wesentlichsten Eigenschaften und als einheitliches Objekt beschrieben werden. Es wird
jedoch im einzelnen immer wieder deutlich, dal’ die gegenwartig mdgliche Betrachtung
der Zelle als physiko-chemische Einheit nicht alle Adsorptionsphanomene erklaren kann.
Eine Reihe von Untersuchungen zeigt, dal mafigeblich an der Adsorption beteiligte
Strukturen der Zelloberflache lokal begrenzt agieren und deshalb in ihrer spezifischen
Wirkung auch selektiv betrachtet werden miissen; zumindest solange, bis genauere
physiko-chemische Modelle fir die Einbeziehung dieser lokalen Phdnomene in das
Adsorptionsverhalten der Zelle zur Verfligung stehen.

Zu den wichtigsten Oberflachenbestandteilen, die zu spezifischen Wechselwirkungen mit
innerten Oberflache beféahigt sind, gehéren Polysaccharide, Lipopolysaccharide und
Proteine. Einer besonderen Betrachtung bedirfen auch die Zellanhdnge, Flagellen,
Fimbrien oder Fibrillen, die aufgrund ihrer Ausdehnung im Raum zu Wechselwirkungen

befahigt sind, die erheblich vom Verhalten des Zellkérpers abweichen kdnnen.

5.1.2.1.2.1. Extrazellulare Polysaccharide

Extrazellulare Polysaccharide (EPS) werden von vielen Bakterienarten synthetisiert. Die
Vielzahl der bisher untersuchten und beschriebenen mikrobiellen Polysaccharide zeigt
eine grof3e Variation in der Zusammensetzung dieser Substanzgruppe. Charakteristisch

fur alle Verbindungen scheint jedoch zu sein, daf3 es sich um Heteropolymere handelt, die
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Uberwiegend aus Neutralzuckern bestehen. Daneben sind unterschiedliche Mengen von
Uronsauren und Acetat- oder Pyruvatsubstituenten in den Molekilen enthalten. Einige
Bakterienarten produzieren gar ein ganzes Sortiment unterschiedlicher Verbindungen
[5. 26]. Die Strukturen von EPS ausgewahlter Organismen werden u.a. von Avaniti et al.
[5. 1], Grobben et al. [5. 35], Lemoine et al. [5. 49] und Mc Cornick et al. [5. 61]
beschrieben. Eine Ubersicht tber haufig auftretende Strukturelemente extrazellularer
Polysaccharide gibt Christensen [5. 17].

EPS konnen einerseits in Form von Kapseln und Schleimen mit der Oberflache der
Mikroorganismen mehr oder weniger fest assoziiert sein, oder frei in das umgebende
Medium abgeben werden. Die letztere Form ist vor allem bei der Modifizierung von
Trageroberflachen in Form des ,conditioning film“ von Bedeutung und wird in Abschn.
5.1.2.2. ndher betrachtet. Fir die adsorptiven Eigenschaften der Bakterienzelle sind im
wesentlichen jene Polysaccharide von Interesse, die mit der Bakterienoberflache
assoziiert bleiben. Diese koénnen in Form von Kapseln oder Schleimen die gesamte
Oberflache bedecken oder auch lokal angeordnet sein. EPS, die die Bakterienoberflache
vollstandig umschlieRen, beeinflussen durch ihre Eigenschaften in erster Linie die
makroskopischen physiko-chemischen Parameter. Diese Eigenschaften werden durch die
qualitative und quantitative Zusammensetzung der gesamten vorhandenen EPS
bestimmt.

Fur die Charakterisierung der EPS stehen mehrere unterschiedliche Methoden zur
Verfliigung. Dabei ist zu unterscheiden zwischen solchen, die auf der Abtrennung der
Polymere und ihrer nachfolgenden Analyse beruhen (extraktive Methoden) und denen, die
unter weitgehender Beibehaltung der Zellintegritat erfolgen kdénnen. Ein wesentlicher
Vorteil der extraktiven Methoden besteht darin, daR die isolierten Verbindungen einer
Vielzahl analytischer Methoden zugéanglich sind. Problematisch ist jeweils die
Unterscheidung zwischen oberflachengebundenen Polysacchariden und denen, die frei
im Medium vorliegen. In unseren Untersuchungen bewdhrt hat sich dabei eine Extraktion
in Anlehnung an die von Suci et al. [5. 88], sowie Cammarota und Sant’Anna [5. 14]
beschriebenen Methoden. Die Abtrennung der Bakterien mit den obeflachengebundenen
Polysacchariden von den EPS des Mediums und die Abtrennung der spater
gewaschenen, d.h. polysaccharidfreien Zellen erfolgte in unseren Arbeiten jedoch durch
Filtration bzw. Filterzentrifugation. Durch diese Modifikation wurde die mechanische
Beanspruchung wahrend der Extration minimiert und damit der Verlust an
Zelloberflachensacchariden gering gehalten. Die Methode wird im Anhang (Abschn. A.1.
p, S. ix) ausfihrlich beschrieben.

Die isolierten Polysaccharide wurden mittels photometrischer Methoden weiter

quantifiziert oder fur detailliertere Untersuchungen mittels HPLC eingesetzt. Da die
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oberflachengebundenen Polysaccharide meist einen hohen Anteil an Neutralzuckern
aufweisen, genigte in vielen Fallen bereits die relativ einfache Bestimmung mit der
klassischen Phenol-Schwefelsdure-Methode (vgl. Abschn. A.1.bb.13, S. xxiii im Anhang),
sofern nur der Gesamtgehalt an Polysacchariden betrachtet werden sollte. Fir eine
weitere Differenzierung der Polysaccharide wurden in unseren Untersuchungen zusatzlich
die Anteile von Hexosaminen und Uronsauren ermittelt. Hexosamine wurden dabei nach
einer modifizierten Elson-Morgan-Reaktion (vgl. Abschn. A.1.bb.11, S. xxii im Anhang)
und Uronsauren nach der Methode von Bitter und Muir [5. 6] (vgl. Abschn. A.1.bb.17, S.
xxiv) bestimmt. Da ublicherweise auch Proteine in der Gesamtmenge der
oberflachenassoziierten Substanzen enthalten sind, wurde bei der Charakterisierung von
oberflachengebundenen EPS zusatzlich der Proteingehalt herangezogen (Lowry-
Methode).

Eine detaillierte Analyse der Neutralzucker wurde mittels HPLC nach einer Hydrolyse der
Polymeren und Derivatisierung mit p-Aminobenzoesaure-Ethylester durchgefthrt (zu
Details der Methode vgl. Abschn. A.1. bb.5, S. xix).

Fur eine Quantifizierung unter nicht destruktiven Bedingungen kann die Bindung von
spezifischen Farbstoffen herangezogen werden. Als ,spezifisch* adsorbierbare Farbstoffe
wurden in der Literatur bisher vor allem Ruthenium Red und Alcian Blue beschrieben. Fir
Ruthenium Red hat sich die empirische Strukturformel von Fletcher et al. durchgesetzt,

die u.a. bei Figueroa und Silverstein [5. 29] wie folgt wiedergegeben wird:

[(NHS)SRU'O'RU(NH3)4-O_Ru(NH3)56+

Die Adsorption von Ruthenium Red gilt allgemein als Reaktion des kationischen
Farbstoffes mit sauren extrazellularen Polysacchariden und wurde bisher von
verschiedenen Autoren fir die Bestimmung des Polysaccharidgehaltes der
Bakterienoberflache verwendet [5. 29, 5. 40]. Mehrere Arbeiten weisen auch tatsachlich
eine hohe Spezifitat von Ruthenium Red fiir hochmolekulare EPS mit einer hohen Dichte
an ionisierbaren Carboxylgruppen aus. Jedoch sind auch unspezifische Reaktionen mit
anderen Komponenten der Zelloberflache bekannt [5. 40]. Die Adsorptionsmessung mit
Ruthenium Red stellt somit lediglich eine halbquantitative Methode fir die
Charakterisierung von Polysacchariden der Zelloberflache dar, die stark empirischen
Charakter tragt und deren Eignung in jedem Einzelfall zu Gberprifen ist. Dennoch zeigte
die Methode in unseren Untersuchungen eine gute Korrelation zu Ergebnissen, welche
mit differentieller Filtration und photometrischer Bestimmung (Phenol-Schwefelséare-
Methode) erzielt wurden (Abbildung 5.19).
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Abbildung 5.19: Bestimmung oberflachengebundener Polysaccharide. Korrelation von
Phenol-Schwefelsaure-Methode und halbquantitativer Bestimmung durch
Adsorption von Ruthenium Red.

Durch seine vergleichsweise hohe Spezifitdt fir saure Polysaccharide erlaubt die
Ruthenium Red Methode eine schnelle und relativ zuverldssige Prognose Uber den
Einflud der oberflachengebundenen Glycoside auf das Adsorptionsverhalten an
hydrophoben Oberflachen. Wie Abbildung 5.20 verdeutlicht, besteht eine signifikante
wenn auch schwache Korrelation zwischen dem Gehalt an (durch Ruthenium Red
erfalBbaren) Oberflachenpolysacchariden und der Adsorption der entsprechenden
Organismen an Hexadekan.
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Abbildung 5.20: Korrelation zwischen der Adsorptionskapazitat von Mikroorganismen fur
Ruthenium Red und der Adsorption der Organismen an Hexadekan.
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Sind neben elektrostatischen, wie beim Hexadekan ausschliellich hydrophobe
Wechselwirkungen zu bericksichtigen, so bedingen hohe Gehalte saurer Glycoside
erwartungsgemal eine Verringerung der Adsorption an die organische Phase infolge der
erhdhten elektrostatischen Abstol3ung (vgl. theoretische Betrachtungen in Abschn. 5.1.1),
wahrend die Lifshitz van der Waals Wechselwirkung weitgehend unbeeinfluf3t bleibt. Fir
Oberflachen mit zusatzlichen Lewis-Zentren sind jedoch auch die Lewis-S&ure-Base-
Eigenschaften der Polysaccharide zu berticksichtigen.

Entsprechend wurde, wie erwartet, kein Zusammenhang zwischen dem Gehalt an sauren
Polysacchariden und der thermodynamisch bestimmten Hydrophobizitat der Organismen,
die durch Kontaktwinkelmessung bestimmt wurde (vgl. Tabelle 5.6, Abbildung 5.21)
festgestellt.
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Abbildung 5.21: Korrelation zwischen der Adsorptionskapazitat von Mikroorganismen ftr
Ruthenium Red und der Hydrophobizitat bestimmt durch
Kontaktwinkelmessung.

Alcian Blue zeichnet sich wie Ruthenium Red durch seine kationische Struktur aus. Im
Gegensatz zu Ruthenium Red zeigt Alcian Blue jedoch eine wesentlich geringere
Spezifitdt und geht feste Bindungen mit Carboxylgruppen, Sulfatgruppen und
wahrscheinlich auch mit Phosphatgruppen ein. Die Adsorption von Alcian Blue gibt somit
nur einen groben Uberblick iiber die Menge an extraplastidaren Substanzen auf der
Oberflache eines Bakteriums. Entsprechend war in unseren Untersuchungen die
Korrelation der Resultate einer Adsorptionsmessung mit Alcian Blue und der mit
Ruthenium Red nur gering (Tabelle 5.6). Meist wurden mit Alcian Blue die héheren Werte

festgestellt, was die grol3ere Wirkungsbreite unterstreicht.
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Oberflachengebundene Polysaccharide kénnen sowohl in Form von Kapseln oder
Schleimen uber die gesamte Zelloberflache verteilt vorliegen und wirken dann vor allem
durch ihren EinfluR auf die makroskopischen physiko-chemischen Eigenschaften der
Organismen. In vielen Fallen sind sie jedoch asymmetrisch angeordnet und kdnnen dann,
eventuell im Zusammenwirken mit anderen Strukturen, eine funktionale Polaritdt der
Zelloberflachen bewirken. Dabei sind auch hochspezifische Wirkzentren, z.B. fur die
Anlagerung pathogener Organismen an tierische und pflanzliche Zelloberflachen bekannt
[5. 22, 5. 25]. Die Beschreibung solcher spezifischer Wirkmechanismen setzt die
Betrachtung der Zelloberflache in mikroskopischen Dimensionen voraus. Fur die
Auflésung der bakteriellen Zelloberflache in seine strukturellen Einzelheiten wurden in
unseren Untersuchungen vor allem die Licht- und die Transmissionselektronen-
mikroskopie verwendet. Dazu war es erforderlich, die auf der Bakterienoberflache
angeordneten Polysaccharide fir die jeweilige mikroskopische Methode sichtbar zu
machen. Fur die Elektronenmikroskopie stehen dabei eine Reihe etablierter Methoden zur
Verfigung. Weit verbreitet ist die Farbung mit Ruthenium Red, die auch bei unseren
Untersuchungen mit guten Ergebnissen eingesetzt wurde. Die verwendete Methode ist im
Anhang (Abschn. A.1.x, S. xv) dargestellt. Auch Alcian Blue ist prinzipiell fur die
Sichtbarmachung von Oberflachenglycosiden geeignet. Die Methode besitzt aber, wie
oben dargelegt, nur eine geringe Spezifitat und ist dariiber hinaus nach den Angaben von
Handley [5. 40] wenig reproduzierbar und neigt zur Bildung von Artefakten. Von
verschiedenen Autoren wurden weiterhin kationisches Ferritin, kolloidales Eisen oder
Thoriumhydroxid verwendet. Einen Uberblick tiber Einsatzmoglichkeiten und Leistungen
verschiedener Methoden gibt Handley [5. 40].

Eine auf Grund ihrer hohen Spezifitdt sehr elegante Methode ist die Verwendung von
Lectinen. Lectine sind nach der allgemein anerkannten Definition von Goldstein et al.
[5. 33] ,zuckerbindende Proteine oder Glucoproteine die keine Antikdrperstruktur
aufweisen und mit ganzen Zellen zur Agglutination bzw. mit Glucokonjugaten zur
Prezipitation fuhren“. Gegenwartig ist eine Vielzahl von Lectinen mit einer Spezifitat fir
ganz unterschiedliche Saccharidstrukturen bekannt. Einen Uberblick (iber bisher
beschriebene Lectine und ihre Spezifitat gibt Doyle [5. 22]. Da Lectine selbst zwar
hochspezifisch flr verschiedene Polysaccharide sind aber keine elek