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Zusammenfassung

Biofilme sind Aggregationen von Mikroorganismen, die in einer Matrix aus extrazelluliren polymeren
Substanzen (EPS) eingebettet sind und hauptsachlich an Grenzflachen in wassrigen Umgebungen auftreten.
Die Biofilmforschung ist von grofem Interesse, um operative Parameter in Tropfchen-
Bewaisserungssystemen, Klaranlagen, Trinkwasseraufbereitungssystemen oder auch in Reaktorsystemen
zur Produktion von Chemikalien bestimmen zu kénnen.

In der vorliegenden Dissertation wurde deshalb auf die Biofilmentwicklung sowie auf die Interaktion des
Biofilms mit seiner Umgebung (Fluid-Struktur-Dynamik) unter dem Einfluss verschiedener
Eisenkonzentrationen (f = 0,25 und 2,5 mg/L Fe2*) sowie Volumenstréomen (Q = 1 und 5 mL/min) niher
eingegangen. Dabei fanden Wachstumsexperimente im Hinblick auf strukturelle Biofilmeigenschaften
sowie Deformationsstudien unter dem Aspekt der Analyse mechanischer Biofilmeigenschaften in
Flief3zellen statt. Weiterhin wurde die Automatisierung von Laborabldufen sowie die Automatisierung der
Versuchsauswertung niaher betrachtet.

Die Untersuchungen erfolgten dabei mittels optischer Kohirenztomographie (OCT). Die OCT ist ein
Verfahren, welches die Biofilmstruktur in situ, nicht-invasiv und hochauflésend abbildet. Die Integration
der OCT in ein neues und automatisiertes Kultivierungs- und Monitoringsystem zeigte hier die
Notwendigkeit einer Mindestanzahl von statistisch relevanten Biofilmreplikaten und die Moglichkeit diese
mit dem System simultan abzubilden.

Eine Differenzierung der Biofilmentwicklung bzw. -stabilitat unter verschiedenen Wachstumsbedingungen
konnte unter Anwendung des Kultivierung- und Monitoringsystems beurteilt werden. Die vorliegende
Arbeit zeigt dabei, dass eine Zugabe von Fe2* zum Kultivierungsmedium die Differenzierung zu voll
entwickelten Biofilmen mafdgeblich beeinflusst. Es wurde nachgewiesen, dass erh6hte Mengen an Fe2+
(2,5 mg/L) das Biofilmwachstum bezogen auf die Biofilmdicke, Flief}kanalbedeckung sowie weitere
Strukturparameter forderte. Es konnte demonstriert werden, dass das Fe?+* sich in die Biofilmmatrix
einlagert und in Form von Eisenoxidhydroxiden (x-FeO(OH)) vorliegt.

Innerhalb der Deformationsstudien wurde weiterhin illustriert, dass auch nach hohen
Wandschubspannungen Ty, noch Biofilmmasse in den Fliefdzellen vorhanden war, was vor allem fiir
Aufreinigungsprozesse in Trinkwassersystemen von Bedeutung ist. Weiterhin zeigten die Versuche, dass
ein erhdhtes Vorkommen von Fe2+ im Nahrmedium zu einer erh6hten Kompressibilitit der Biofilme fiihrt.
Die Dissertation begriindet die Notwendigkeit der Durchfithrung von Replikaten in der Biofilmforschung.
Weiterhin zeigt sie auch die Notwendigkeit der Nutzung einer Vielzahl von Strukturparametern zur
vollstdndigen Analyse der Fluid-Biofilm-Interaktion und der Biofilmentwicklung. Auch demonstriert sie,
dass eine Automatisierung der Analyse mechanischer Biofilmeigenschaften sinnvoll ist. Da die
physikalische Struktur eines Biofilms die Interaktion mit seiner Umgebung determiniert, sind die hier

dargestellten Ergebnisse von immenser Bedeutung fiir den Forschungsbereich Biofilmkontrolle.
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Abstract

Biofilms are aggregations of microorganisms that are embedded in a matrix of extracellular polymeric
substances (EPS) and which mainly occur at interfaces in aqueous environments.

Biofilm research is of great interest in order to be able to determine operational parameters in drip
irrigation systems, sewage treatment plants, drinking water treatment systems or in reactor systems for
the production of chemicals.

In the present thesis, therefore, biofilm development and the interaction of the biofilm with its environment
(fluid-structure-dynamics) under the influence of different iron concentrations (f = 0.25 and
2.5 mg/L Fe?+) and volume flows (Q = 1 and 5 mL/min) are discussed in more detail. Growth experiments
with regard to structural biofilm properties as well as deformation studies under the aspect of the analysis
of mechanical biofilm properties in flow cells took place. Furthermore, the automation of laboratory
processes and the automation of the test evaluation were examined more closely.

The examinations were carried out using optical coherence tomography (OCT). OCT is an imaging modality
that maps the biofilm structure in situ, non-invasively and with high resolution. The integration of the OCT
into a new and automated cultivation and monitoring setup showed the necessity to carry out a minimum
number of statistically relevant biofilm replicates and the possibility to display them simultaneously with
this system.

A differentiation of the biofilm development and biofilm stability under different growth conditions could
be assessed using the cultivation and monitoring system. The present study shows that an addition of Fe+
to the cultivation medium significantly influences the differentiation into fully developed biofilms. It was
proven that increased amounts of Fe2+ (2.5 mg/L) promoted biofilm growth in relation to the biofilm
thickness, surface coverage and further structural parameters. It could be demonstrated that Fe2* is stored
in the biofilm matrix and that it is present in the form of iron oxide-hydroxides (x-FeO(OH)).

Furthermore, the deformation studies illustrated that biomass was still present in the flow cells even after
high shear stress, which is particularly important for purification processes in drinking water systems. The
experiments also showed that an increased occurrence of Fe2* in the nutrient medium leads to an increased
compressibility of the biofilms.

The thesis justifies the need to carry out replicates in biofilm research. Additionally, the study verifies the
need to use a variety of structural parameters for a complete analysis of the fluid-biofilm interaction and
for biofilm development. It demonstrates that automating the analysis of mechanical biofilm properties
makes sense. Since the physical structure of a biofilm determines the interaction with its environment, the

results presented here are of enormous importance for the research area of biofilm control.
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Einleitung

1

Einleitung

Biofilme sind sessile Lebensgemeinschaften, die sich bevorzugt in wassrigen Umgebungen an Grenzflachen
ausbilden. Sie bestehen aus Mikroorganismen, extrazelluldren polymeren Substanzen (EPS; Proteine und
Polysaccharide), extrazellulirer DNA und Wassereinlagerungen.! Im Vergleich zu suspendierten Zellen
bietet die Lebensweise als Biofilm sowohl rdumlichen als auch biochemischen Schutz vor dufieren
Einfliissen (z. B. abiotische und biotische Faktoren oder auch Antibiotikazugabe). Aus diesem Grund kénnen
sich Ablagerungen solcher Mikroorganismen unter extremen Bedingungen ausbilden und einen grofien
Einfluss auf ihre Umgebung ausiiben.!2 Dies macht die Biofilmentwicklung und ihre Charakterisierung zu
einem bedeutenden Forschungsfeld in der Wasserforschung sowie in der Produktion (z. B. Biofilmreaktor

oder auch Schadigung industrieller Apparate).

1.1 Biofilmstruktur - und entwicklung

Zur Kontrolle eines Biofilms in einem Produktionsreaktor oder in der Abwasseraufreinigung ist es zur
Effizienzsteigerung notwendig, deren Entwicklung und Verhalten unter bestimmten Bedingungen zu
kennen bzw. zu verstehen.

Seit einigen Jahren werden deshalb Studien durchgefiihrt, die die Auswirkungen von verschiedenen
Elementen bzw. Kationen und Anionen auf das Biofilmverhalten untersuchen, da verfligbare Nahrstoffe und
vorliegende hydrodynamische Bedingungen die Haupteffektoren im Lebenszyklus eines Biofilms
reprasentieren.3-10 Des Weiteren ist das Verstdndnis der umgebungsbedingten Faktoren wie pH-Wert,
Temperatur etc. eine wichtige Herausforderung, um die Adhasion von Biofilmen und die Biofilmformation
zu beurteilen.10.11

Von bivalenten Kationen wie Calcium oder Magnesium ist bekannt, dass diese das Wachstum und die
Stabilitdit von Biofilmen positiv beeinflussen.6?12 Untersuchungen zufolge liegt die Ursache dafir
hauptsachlich darin, dass beispielsweise Magnesium ein molekularer Schliissel ist, der wichtige Enzyme in
biochemischen Reaktionen in lebenden Zellen aktiviert.%13-15 Auch Calcium dient in prokaryotischen Zellen
als Zellregulator und tritt in einigen Membranstrukturen, wie Kanalen, Antiportern und ATP-abhangigen
Pumpen, auf.16 In Biofilmen wurde zudem eine erhéhte Calciumkonzentration mit einer starkeren Bindung

zwischen den geladenen extrazelluldren Polymeren indiziert.17.18

Weiterhin wurde durch Mohle et al (2007) der positive Effekt von Eisen auf die Biofilme bzw. die
Biofilmstabilitdt beschrieben.18 Eisen ist essenziell fiir nahezu alle lebenden Organsimen und bildet einen

Co-Faktor in vielen zelluldren Proteinen, die in Elektronentransport, Detoxifikation von reaktiven
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Sauerstoffspezies (ROS) oder auch DNA-Synthese involviert sind.!? Einige Studien zeigten, dass sowohl eine
Limitation2°21 als auch ein Uberschuss von Eisen in der Umgebung?2-24 die Formation und Entwicklung von
Biofilmen gegeniiber suspendierten Zellen inhibiert. In Studien mit Pseudomonas aeruginosa Biofilmen
liegt der Zusammenhang nahe, dass Eisen die Oberflichenbewegung der Bakterien und die
Biofilmformation durch Stabilisierung der Polysaccharidmatrix reguliert.23.25.26

Beziiglich Konzentrationen, Reaktortyp und Organismus weisen diese Studien jedoch unterschiedlichste
Resultate auf. Musk et al (2005) definierten beispielsweise einen optimalen Wachstumsbereich von
P. aeruginosa bei Zugabe von 1-100 uM Eisen. Unter bzw. {iber diesem Bereich konnte der Organismus
lediglich in planktonischem Zustand in den Titerplatten existieren.22 Mohle et al. (2007) hingegen nutzten
bis zu 10 mg/L Eisensulfat zur Stabilisierung ihrer Biofilme im Rotationsscheiben-Bioreaktor.18

Ebenso in wasserfilhrenden Systemen wie Eisenrohren werden, woméglich durch eine sukzessive
Biokorrosion, massive Ablagerungen bzw. Biofouling erzeugt. Eine Analyse der vorliegenden
physikalischen Biofilmstrukturen ist dabei essenziell, da diese die Interaktion mit der Umgebung

determinieren.2?

Die Persistenz der Zellaggregate unter verschiedenen hydrodynamischen Bedingungen ist ein weiterer
fundamentaler Faktor in der Adhésion von Biofilmen zu deren Grenzflache sowie in dessen Lebenszyklus.
Biofilme bilden sich bevorzugt in wassrigen Umgebungen aus. Dabei modifizieren auch lokale
hydrodynamische Bedingungen die Struktur von Biofilmen, indem sie die Ausbildung von sogenannten
Biofilm-Streamern verursachen kénnen. Diese Strukturen bewirken ein rapides Zusetzen bzw. Verstopfen
von industriellen und medizinischen Fliefdsystemen.828 Unter anderem fiir Reinigungsverfahren von
Rohrleitungen ist die Untersuchung der hydrodynamischen Bedingungen und der Mineralien fiihrenden

Medien mit Korrelation zur Biofilmstruktur zur erweiterten Biofilmkontrolle wichtig.

1.2 Optische Kohdrenztomographie

Biofilme wurden erstmals im Jahr 1943 beschrieben,?? im Jahr 1975 als solche deklariert30-32 und bis zum
Beginn der 1980er Jahre wurde kaum in diese Richtung weitergeforscht. Danach stieg die Untersuchung
dieser sich an Grenzfldchen ausbildenden Akkumulationen stetig an, was an der Anzahl der Publikationen
pro Jahr zu erkennen ist (Abb. 1). Auch die optische Kohdrenztomographie ist eine relativ junge
Analysemethode, die im Jahre 1991 erstmals beschrieben wurde.3334 Sie wird hauptsachlich in der
Augenheilkunde angewandt, seit ca. 2005 erlangt sie jedoch auch hinsichtlich der Untersuchung von
Biofilmen immer mehr Aufmerksamkeit.35-37 Dennoch werden jahrlich nicht mehr als 10-20 Publikationen
in Kontext mit Biofilmen ver6ffentlicht. Dabei bietet die OCT gegeniiber anderen (optischen)
Analysemethoden eine zerstorungsfreie, realgetreue und dreidimensionale Visualisierung von

mesoskopischen Biofilmen (im mm-Bereich).37
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Abb. 1 Anzahl an Publikationen, die seit 1975 jdhrlich mit den Begriffen ,Biofilm“, ,0CT“ und ,automated” in der
Datenbank  Pubmed3?  verdffentlicht wurden. Hellgraue (Biofilm+OCT) und gelbe Datenpunkte
(Biofilm+0CT+automatisiert) befinden sich auf der Sekundarachse (rechte y-Achse).

Automatisierung von OCT-Aufnahmen
Ein Nachteil der bewahrten optischen Messgerite, wie z. B. dem konfokalen Laserscanning-Mikroskop

(CLSM) oder dem Rasterelektronenmikroskop (REM), sind die Wege der Probe (hier: Biofilm in
Flief3zellen) zu den Systemen.

Das bedeutet: (i) das Biofilm-Experiment muss abgebrochen werden, die Bestimmung des
Biofilmverhaltens unter Stromungsbedingungen ist selten moglich; (ii) der Biofilm wird verandert, durch
Zugabe von Farbstoffen bzw. Destruktion seiner Mikroumgebung; (iii) durch Lésen der fiir das Experiment
wichtigen Utensilien wie Schlauche und Pumpen kann ein Biofilm abreifien — demnach kann eine Analyse
der tatsachlich im Biofilm vorherrschenden Bedingungen nicht realisiert werden.3” Da Biofilme einer
kontinuierlichen Verdnderung unterliegen, ist es sinnvoll, diese Situationen zu umgehen. Aus diesen
Griinden ist die Automatisierung von Handlungsabldufen und die Routine von Messmethoden ein wichtiger
Aspekt, um Unterschiede innerhalb der Experimente auf die tatsdchlich vorliegenden Bedingungen
beziehen zu kénnen und Fehler durch die Handhabung des Nutzers/Wissenschaftlers zu minimieren.

Im Vordergrund steht dabei, das Messgerat zur Probe zu bringen, vor allem, um einen Abriss des Biofilms
zu vermeiden. Mikroskope sind meist schwer und grof3.38 Es ist problematisch sie zu bewegen und einige
Instrumente miissen justiert sein. Weiterhin kénnen Aufnahmen bei kleinsten Erschiitterungen ungenau
und unscharf werden.

Die OCT gibt es beispielsweise als Variante, bei der der Probenarm mit Linse mobil und nicht am Geratefuf3
fixiert ist. Der Probenarm wiegt lediglich ca. 1,5 kg und kénnte demnach in ein Automatisierungssystem
integriert werden, bei dem die zu untersuchenden Proben fixiert bleiben.3 Aktuell sind einige Systeme
kommerziell verfiigbar, die mit der OCT-Bildgebung kombiniert werden kénnen, wie z. B. 3D-Drucker oder
CNC-Systeme.*9-42 Diese Systeme sind zwar robust und akkurat, jedoch haben sie unterschiedliche
Nachteile, beispielsweise Preis, Quelltextoffenheit, spezifische Hard- und Software, oder sie kdnnen den
Probenarm des OCTs mit 1,5 kg nicht tragen (geringe Belastungsmadglichkeit).4?

Seit einigen Jahren ist jedoch die robotische Plattform ,EvoBot” verfiigbar, die innerhalb des EVOBLISS

Projektes*3 entwickelt wurde und die keine Limitation in den gelisteten Nachteilen aufweist.*4*> Diese
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Plattform erlaubt eine einfache Konvertierung von Befehlen in Funktionen, ist quelltextoffen und kann den
Probenarm der OCT tragen.*¢ Sie konnte mit der OCT kombiniert, als Alternative dienen, Gegenmafinahmen
zu den oben genannten Nachteilen i)-iii) der allgemein vertretenen Messsysteme (CLSM, REM) zu treffen.

Ein weiterer wichtiger Vorteil gegeniiber den derzeit verfiigbaren Methoden*!47 ist die Moglichkeit zum

Aufbau von Statistiken durch das automatisierte Anfahren mehrerer Positionen.

1.3 Aktueller Forschungsstand

Aktuell werden kaum statistische Analysen innerhalb der Biofilmforschung durchgefiihrt. Dies kann zu
hohen Standardabweichungen der Ergebnisse sowohl innerhalb als auch zwischen verschiedenen
Forschungsinstituten fiihren. Weiterhin kann eine Fehlinterpretation von Ergebnissen erhebliche
Auswirkungen auf die Aussagen von beispielsweise Antibiotikaeffizienz, auf die Wahl von
Optimierungsparametern eines Biofilmreaktors zur Abwasserbehandlung, oder zur Anwendung der
bestmoglichen Losung zur Verhinderung von Schdden in industrieller Umgebung haben.#248 Bislang
wurden (2019) lediglich zwei mit OCT kombinierte, automatisierte Systeme vorgestellt, die den Faktor der
Replizierung bisher nicht ausreichend berticksichtigen bzw. nicht auf mesoskopische Biofilme in Flief3zellen
angewandt wurden.4147

Der Effekt des Eisens auf suspendierte und akkumulierte Bakterienzellen wurde in einigen Studien
untersucht. Dabei fanden die Studien in verschiedenen Reaktorsystemen und Modellorganismen, unter
anderem mit genetischen Mutationen, statt.1820.22-24264950 Eine realgetreue Betrachtung des Effektes auf
Biofilme in Fliefzellen und auf die Erforschung des Einflusses auf die Biofilmstabilitit bei
Scherbeanspruchung ist bisher noch nicht gegeben. Unter anderem fehlen Daten zur physikalischen
Struktur der Biofilme, die die Interaktion mit der Grenzflache determinieren. Ausschliefllich Mohle et al.
(2007) korrelierten eine erhohte Eisensulfatkonzentration in der Substratlésung mit erhéhter Stabilitat

bzw. Biofilmdicke von Mischkultur-Biofilmen in einem Rotationsscheiben-Bioreaktor.18

Zur Analyse der Materialeigenschaften bzw. der Stabilitit von Biofilmen unter erhohten
Flief3geschwindigkeiten in wasserfithrenden Systemen eignen sich Deformationsversuche als sinnvolle
Analysemethode.

Bisher wurden diese Deformationsversuche in Flief3zellen hauptsiachlich von Blauert et a/ (2015) und
Stoodley et al. (1999) umgesetzt, wobei die Anwendung mittels OCT-Bildgebung erstmals durch Blauert im
Jahr 2015 stattfand.>!-53 Die manuelle Auswertung dieser Bilddaten gestaltet sich dabei jedoch als
fehleranfallig, problematisch und nutzerabhangig. Aus diesem Grund werden selten Deformationsversuche
durchgefiihrt, die Anwendung von Rheometern, der Rasterkraftmikroskopie oder computergestiitzten
Modellierungen tritt immer mehr in den Vordergrund.54-5¢ Allerdings sind auch die Simulationen nicht
fehlerfrei und konnen durch die Wahl der Parameter leicht manipuliert werden. Weiterhin sind Rheometer
oder Rasterkraftmikroskope destruktive Methoden, die teilweise nur eine separate Untersuchung von

Bakterien bzw. EPS-Matrix ermoglichen.>1



Einleitung

1.4 Motivation

Biofilme geraten immer mehr in den Fokus der Wissenschaft, da sie sowohl den Bereich Wassertechnologie
als auch die chemische Produktion divers beeinflussen. Beispielsweise sind diese Aggregationen, nach
erfolgter Etablierung, nur schwer von ihrer Grenzfliche zu entfernen. Dies kann sich massiv durch
Schadigung von industriellen Apparaten auswirken, die oft oder unentwegt im Kontakt mit Wasser stehen.>¢
Sie konnen damit die Effizienz von Warmetauschern reduzieren oder auch zu Druckverlust von Apparaten
fiihren. Darliber hinaus sind chronische Infektionen des menschlichen Koérpers moglich, wenn
beispielsweise medizinische Implantate kontaminiert sind.4256-58

Biofilme haben aber auch positive Eigenschaften. Aktuelle Forschungsfelder beziehen sich auf durch Biofilm
generierte Bioelektrizitat, die Produktion von Bioplastik, Milchsdure oder Methan. Auch die Konvertierung
beziehungsweise die Produktion von (Plattform-) Chemikalien wie Propionsdure aus biologischen Abfaillen
ist durch die Nutzung von Biofilmsystemen moglich.5°

Fir alle genannten Anwendungen ist es von Bedeutung, sowohl die Biofilmentwicklung als auch das
Biofilmverhalten unter bestimmten Bedingungen zu verstehen. Eine bedeutende Rolle spielen hierbei die
strukturellen und die mechanischen Eigenschaften der Biofilme, die sich mittels optischer
Koharenztomographie in 3D und nicht-invasiv analysieren lassen.3”

Die Forschungsgruppe um Roland Mdhle der TU Braunschweig kam vor einigen Jahren zu dem Ergebnis,
dass die Zugabe von Eisensulfat das Wachstum ihrer Biofilme in einem Rotationsscheiben-Biofilmreaktor
vor Abriss bzw. Abscherung (engl. erosion/sloughing) bewahrt.1® In der vorliegenden Arbeit wurde
demnach die Fragestellung untersucht, ob Fe?+ das Wachstum von Biofilmen in Flief3zellen férdert. Des
Weiteren wurde ermittelt, ob Fe2+ einen positiven Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften (z. B.
Stabilitat) der Biofilme besitzt. Die Ergebnisse konnen bedeutend sein, um das Wachstum gewiinschter
Biofilme zu unterstiitzen (Produktion im Bioreaktor) oder die Entwicklung ungewiinschter Biofilme zu

vermeiden (Trinkwasser, industrielle Apparate).

1.5 Fragestellungen und Ziele

1 Eignet sich die optische Kohdrenztomographie fiir die Untersuchung der Biofilmstruktur bzw. des
mechanischen Biofilmverhaltens?

2 Wie wichtig ist eine statistische Betrachtung der Biofilmkultivierung?

3 Wie wirkt sich die Anwendung von Fe?+-Ionen im Medium auf die Struktur und mechanischen
Eigenschaften der Biofilme aus?

4  Gibt es Unterschiede beziiglich der Biofilmstabilitat?
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2.1 Optische Koharenztomographie

Die optische Kohdrenztomographie (kurz OCT) ist eine nicht-invasive 3D-Visualisierungstechnik, die es
ermoglicht, bis 3 mm tief in lichtdurchlassige Gewebe zu messen. Die Vorteile der OCT liegen hauptsachlich

in der zerstorungsfreien 3D-Visualisierung sowie in der hohen Auflésung und Messgeschwindigkeit.

Genereller Uberblick

Die OCT wendet eine Superlumineszenzdiode (SLD) an. Der von der SLD generierte Lichtstrahl
(930 + 80 nm) gelangt iiber die Lichtwellenleiter zu einem Strahlteiler, welches das Licht in einen
Referenz- und Probenarm teilt. Das Licht des Probenarms penetriert dabei die lichtdurchlassige Probe und
wird zum Referenzarm zuriick reflektiert. Dadurch entsteht ein Interferenzmuster, welches im Michelson-
Interferometer mittels Fourier-Transformation zu einem tiefenaufgeldsten Intensitatsprofil konvertiert
wird. Diese Punktmessung definiert den sogenannten eindimensionalen A-Scan, der entlang der z-Achse
(Hohe bzw. Tiefe) einer Probe generiert wird. Mehrere dieser A-Scans entlang der xz-Flache bilden dabei
einen zweidimensionalen B-Scan, der eine Aufnahme des Querschnitts der Probe erzeugt. Um eine
volumetrische (3D) Aufnahme der Probe oder des Biofilms zu erhalten, ist es notwendig, eine Vielzahl der
B-Scans in y-Richtung durchzufiihren.

Mit aktuellen SD-OCTs (aus dem Jahr 2018/19) ist es heutzutage moglich, bis zu 248.000 A-Scans pro

Sekunde zu erreichen.3

Aufnahmen

Fiir die Analyse der Biofilme wurde ein spectral domain (SD-) bzw. frequency domain (FD-) OCT
(Ganymede 1, Thorlabs GmbH, Liibeck, Deutschland) verwendet, bei der die Interferenzen der einzelnen
spektralen Komponenten unabhdngig vom Signal im Zeitbereich (engl. time domain, TD-OCT) erfasst
werden. Das Ganymede | besitzt eine optische Auflésung von 8 X 8 X 2,1 um3 (LSM 03) in Wasser
(n=1,33), bei einer maximalen Aufnahmegroéfie von 10 X 10 X 2,14 mm3.

Innerhalb der Experimente A2-C wurden je einmal téglich 3D-Aufnahmen vom Zentrum der Flief3zellen mit
7 X 6 X 0,5mm3 (A-Scan Averaging = 3) und einer Pixelauflosung von 10 X 10 X 2,1 um3 generiert.
Zusatzlich wurden bei den Deformationsversuchen (Experiment C) nach jeder Steigerung des
Volumenstroms 3D-Aufnahmen von 5 X 5 X 0,5 mm?3 (mit einer Pixelauflésung von 7 X 7 X 2,1 um3) nach
einer Wartezeit von t = 30 s generiert (A-Scan Averaging = 3; Zusammenstellung der Experimente siehe

Tab. 3).
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2.2 Auswertung der Bilddaten

Die aufgenommenen Bilddatensitze wurden mittels quelltextoffener Software Fiji®%6! zugeschnitten und
ausgewertet. Fiji ermoglicht die Erstellung von Makros, die eine semi-automatisierte Bearbeitung der
Aufnahmen und Analyse der Biofilm-Strukturparameter erlauben. Durch ein institutseigenes Makro
wurden die 3D-Datensatze in 7/FF (Tagged Image File Format) Dateien konvertiert.

Zum besseren Verstandnis der Arbeit sind die durchgefiihrten Experimente, die weiterhin mit A1-C betitelt

sind, am Ende dieses Kapitels unter 2.5 Biofilmkultivierung (Tab. 3) gelistet.

Al - Analyse der Positioniergenauigkeit

Die Analyse der Mikroskop-Datensitze erforderte zunachst die Anwendung eines Rangordnungsfilters mit

einem Radius von 2 Pixeln (,mean filter”), um Stérungen der Bildintensitaten zu reduzieren.62-65 [n einem

zweiten Schritt wurden die Aufnahmen zu 8-bit Graustufenbildern konvertiert und das Zielobjekt durch

Binarisierung (weif3, Vordergrund) vom Hintergrund (schwarz) mittels des ,converting to mask“ Plugins

(Schwellenwert = 120) separiert. Unter Nutzung des integrierten Plugins ,analyze particles“ konnten

Artefakte im Bild (z. B. Sand, Staub, Partikel) ausgeschlossen und das Zentrum der Masse (engl. Center of
Mass, kurz CoM) berechnet werden. Einfache geometrische Formen wie das Zielobjekt haben ihr CoM im

Zentrum, was auch als Mittelpunkt des Objekts beschrieben wird.66

Die Mittelwerte X,y und Vc,p aller Mittelpunkte wurden berechnet und wie folgt von den einzelnen

Messungen X, ; und Yeop ; Substrahiert:
AXcom = Xcom,i — Xcom ey

AYcom = Ycom,i — Ycom (2)

wobei Ax;,p und Ayc,p die Abweichungen des Mittelwerts des CoM in x- und y-Richtung beschreiben. Die
Messungen sind in pm.

Je hoher die Werte von Ax,y and Ayq,y, desto geringer ist demnach die Positioniergenauigkeit.

A2 - Replikatanalyse

Die OCT-Aufnahmen wurden auf die Mafde bzw. das Zentrum des Fliefkanals zugeschnitten
(7 x5 x 0,45 mm3) und es erfolgte die weitere Bearbeitung wie oben beschrieben (A1l - Analyse der
Positioniergenauigkeit). Nach der Bindrisierung der Datensitze wurden folgende Strukturparameter der
Biofilme berechnet: mittlere Biofilmdicke Ly, FlieRkanalbedeckung SC, interne Porositit ®;,, und
(texturelle) Entropie (engl., textural entropy) TE. Die Auflistung und Berechnung der einzelnen Parameter
ist unter B - Strukturelle Biofilmeigenschaften gegeben. Aufgrund der Entstehung von
Autokorrelationsartefakten, konnte lediglich der halbe FliefSkanal (bis H = 225 pm) analysiert werden.
Autokorrelationsartefakte entstehen generell bei Proben mit mehreren reflektierenden Schichten. Dabei
kommt es zu sogenannten Kreuzkorrelationen des reflektierten Lichts aus unterschiedlichen Probentiefen;

der abgebildete Probenbereich wird spiegelverkehrt gedoppelt - wie Abbildung 2 beispielhaft zeigt.
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Abb. 2 Autokorrelationsartefakte in einem 2D-Scan. Der Maféstab betrdgt 500 pm.

B - Strukturelle Biofilmeigenschaften

Es wurde wie unter A2 - Replikatanalyse vorgegangen.

Eine Auflistung der ermittelten Strukturparameter erfolgt in Tab. 1.

Tab. 1 Ubersicht der ausgewerteten Strukturparameter.

Parameter (deutsch) Parameter (englisch) Kiirzel Einheit
Mittlere Biofilmdicke Mean biofilm thickness Lr pm
FliefSkanalbedeckung Substratum coverage SC %
Interne Porositét Intrinsic porosity Dine %
Globale Porositat Global porosity Dgiobal %
Textur-Entropie Textural entropy TE -
Fraktaldimension Fractal dimension FD -
Schiefe Skewness Rk -
Wolbung Kurtosis Ryy -
Flachenmoment 2 Average second moment ASM -

Inverses Differenzmoment Inverse difference moment IDM -
Mittlere Aggregatbreite Avg. vertical run length AVRL pum
Mittlere Aggregatlange Avg. horizontal runlength  AHRL pum

Die mittlere Biofilmdicke L wurde vom Substratum (Boden) der FlieRzelle bis zur Grenzschicht von Biofilm

und Flissigphase (z-Richtung) unter Nutzung von Gleichung 3 ermittelt:

1 3)
Lp = NZ Lp;
i=1

Lg; ist dabei eine lokale Biofilmdickenmessung bei Position i (x,y), und N entspricht der Anzahl der
Dickenmessungen (bei kompletter Analyse eines C-Scans entspricht N der Anzahl von A-Scans37).
Sind die Lagen i zu deren Positionen im z-Bilderstapel (Az) bestimmt und im Binérbild (0,255) gesetzt, so

ist es moglich, Lg ; zu ermitteln (Gleichung 4, Generierung der MIPs/ Topographien):

[ = i-Az ©))
Ft— 255
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Die Bedeckung des Flief3kanalbodens SC wurde von diesen Maximumintensitdtsprojektionen (MIPs) in xy-
Richtung berechnet.

Alle Pixel mit Pixelwerten > 0 wurden im Histogramm als auf dem Substratum wachsende Biofilmmasse
definiert. Pixel mit Pixelwerten = 0 werden als Substratum determiniert.

Die farbkodierten Pixel wurden demnach gezahlt und von der Gesamtanzahl an verfiigbaren Pixeln im

Bilddatensatz, wie in Gleichung 5 gezeigt, subtrahiert:

SC = ZBiofim 10 [9] (5)

Agesamt

wobei Ap;orim die mit Biofilm bedeckte Flache bezeichnet und Agesqm: die abgebildete Gesamtfliche (mit

Hintergrund) ist. Die Projektion ist beispielhaft in Abbildung 3 gezeigt.

Abb. 3 Generierung der MIPs aus dem Bindrdatensatz. Gezeigt sind einzelne bindre 2D-Scans (= B-Scans) und ihre
Summation in y-Ausrichtung (A) bzw. in z-Ausrichtung (B). Zur Vereinfachung sind nur je fiinf 2D-Scans gezeigt. Die
Topographien entstehen aus der Summation der B-Scans in xy-Ausrichtung (B). Dabei ist der FlieRkanalboden schwarz
und die Farbe nimmt mit der Hohe der Biofilmaggregate ab (200 um = weifd).
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Die interne Porositit @;,; wurde in xz-Richtung der Flief3zelle (longitudinal, B-Scan Analyse) und nach
Blauert et al (2015) berechnet.>2

In der Studie von Blauert et al (2015) sowie in der vorliegenden Arbeit wurden Hintergrundsignale
auflerhalb der Struktur ausgeschlossen.*? Durch Nutzung eines institutseigenen Makros konnten die
Struktur (i), Hohlrdume innerhalb der Struktur (ii) sowie der Hintergrund (iii) automatisch durch drei
verschiedene Schwellenwerte (150, 50, 0) bestimmt und demnach die interne Porositit, wie in Gleichung 6

erklart, errechnet werden:

AHohlraum (6)
e ABiofilm + AHohlraum

A indiziert dabei die entweder mit Biofilm oder Hohlrdumen (Wasserkandle, Poren) ausgefiillte Flache. Die

Berechnung wurde auf alle B-Scans angewendet und darauffolgend gemittelt.

Zur Berechnung der texturellen Entropie TE wurden die MIPs mittels des Fiji MiToBo Plugin analysiert,
welches von Moéller et al (2016)%7 generiert und von Markus Glaf3 (Universitat Halle, 2018) um zusatzliche

Biofilm-Strukturparameter erweitert wurde (Gleichung 7):

N(a) N(b) 7
TE == py(a,b)n(u(a,b)

wobei jedes Element p(a, b) in einem Bild die Wahrscheinlichkeit des Wechsels von Pixelintensitit/-wert
von a zu b definiert. Der natiirliche Logarithmus In des Ubergangs beschreibt den strikt monotonen Anstieg
des Farbwechsels mit der Anzahl der Messungen. Die texturelle bzw. strukturelle Entropie ist somit ein Maf3
der Zufalligkeit der Pixelintensitatsverteilung, demnach der Heterogenitiat des Biofilms. Weiterfiihrende

Informationen sind in Beyenal et al. (2000)68 zu finden.

Die Fraktaldimension FD ist ein Strukturparameter, der die Irregularitit der Aggregatoberflichen
beschreibt. In zweidimensionalen Aufnahmen variiert der Faktor zwischen 1 und 2, bei dreidimensionalen
Datensatzen zwischen 1 und 3. Je hoher dabei der Wert, desto hoher die Irregularitidt des Umfangs bzw. des
Perimeters der Kolonien. Innerhalb der Dissertation wurde dieser Parameter von der Projektion mittels
euklidischer Abstandskartierung (engl. Abk. EDM von euclidean distance mapping) unter Zuhilfenahme des
MiToBo Plugins ermittelt. Das Plugin differenziert dabei Hintergrund von Biofilm und konvertiert die Pixel
dieser Grenzphasen mit vier mdglichen Pixelradien (dilation radius values) zu 0 (Grenzphase) und 1
(innerhalb der Kolonie und Hintergrund). Per EDM wird ein Datenfeld/Matrix generiert, in welcher jeder
Pixel einem Wert entsprechend der Distanz zur Grenzphase entspricht. Die Anzahl der Pixelwerte innerhalb

der gewdhlten Pixelradien wird summiert und als In vom Umfang gegeniiber dem In des Durchmessers
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eines Aggregats aufgetragen. Die Steigung der Punkte auf einer Geraden wird von 1 (2D) oder von 2 (3D)

subtrahiert und resultiert im Parameter FD.68

Die Schiefe (Skewness) Rgy definiert die Unregelmafigkeit oder Asymmetrie innerhalb des MIP-
Histogramms. Sie determiniert somit das Auftreten von kleineren (Taler) und hdheren Kolonien (Berge)
innerhalb des Biofilms bzw. Abweichungen von der mittleren Biofilmdicke Lp. Dabei bedeutet ein

Quantilskoeffizient Rgx der Schiefe®?:

- Rg <0 Asymmetrie in Richtung vermehrt auftretender Téler
- Rg=0 Symmetrie, d.h. eine dhnliche Hohenverteilung
- Rg>0 Asymmetrie in Richtung vermehrt auftretender Berge

Die Berechnung der Schiefe erfolgte nach Gleichung 8:

R ‘1i Lei — Le)’ ®)
SK_N. s

wobei s als Standardabweichung der lokalen Biofilmhéhen Ly ; von der mittleren Biofilmhéhe Ly definiert

wird.

Die Wélbung oder auch Kurtosis Rk beschreibt die Steilheit einer Haufigkeitsverteilung, im vorliegenden
Fall der Verteilung der farbkodierten Werte in der MIP. Zur Beurteilung des Ausmafies der
Haufigkeitsverteilung (Exzess Ryg;) wird ein Vergleich zur Normalverteilung angestellt. Liegen die Werte
der Haufigkeitsverteilung nahe einer Normalverteilung, so gilt das Ausmaf Ry, = 0, die Verteilung gilt als
normalgipflig. Bei Rg; > 0 handelt es sich um Steilgipfligkeit, bei Rx; < 0 liegt Flachgipfligkeit vor. Der
Parameter beschreibt somit die Verteilung von Téalern und Bergen in der Biofilmoberfliche, die

folgendermafden ermittelt wurde®?:

R ‘1i Lei — Le)’ ©)
KU_N. S
i=1

Abbildung 4 veranschaulicht anhand von ausgewahlten Topographien beispielhaft die Anderung der Werte
fiir SC, Rgx und Rgy.
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SC=50% SC=479% SC=726%

RSK = 13,2 RSK =i 2,6 RS}( = 2,2
Rgy = 214,7 Rgy =84 Rgy =74

Abb. 4 Darstellung von Topographien und Anderung der Parameterwerte SC, Rgx und Rk, durch das Wachstum von
Biofilm. A) Tag 1; B) Tag 5; C) Tag 10. Der Mafdstab betrdgt 1 mm fiir die x-Achse und 1,4 mm fiir die y-Achse. Deutlich
wird die Bedeckung des Flieffkanalbodens SC iiber den zeitlichen Verlauf. Eine hohe Schiefe Rgx an Tag 1 determiniert
wenige hohe Aggregate, die Abnahme der Kurtosis Rgy definiert ein gleichmifiges Streuen der Pixelverteilungen zu Tag
10 hin. Da der Wert dennoch > 0 bleibt, treten Verteilungen mit starken Peaks (helle Aggregate) auf.

Das 2. Flichenmoment (average 2" moment) ASM ist wie die TE ein weiterer Indikator zur Beschreibung
der Zellcluster, jedoch richtungsorientiert. Hohere Werte indizieren direktionale Uniformitét, ein Absinken
der Werte beschreibt eine Richtungsinderung der Kolonien innerhalb des FliefRkanals, bzw. hier das

erweiterte Wachstum in die Breite.68

N(a) N(b) (10)

AsM =" (pu(a,h)?)

Das Inverse Differenzmoment /DM gleicht ebenfalls der Berechnung von der TE, ist aber gegentiber dem
ASM distanzorientiert. Sinken die Werte der /DM, bedeutet dies die Anderung der Koloniegrofien, d. h. die

Distanzen zwischen den Aggregaten verkleinern sich; die Biofilmkolonien wachsen.68

N(a) N(b)
IDM = Za: Z ! b b
B — £ 1+(a+b)2p"’(a' )

Die Durchschnittsldngen und -breiten der Biofilmkolonien AHRL und AVRL (engl. average horizontal und

vertical run lengths) wurden wie folgt berechnet:

Y x. (12)
AHRL = ———
Anzahl x,

AVRL = —2Ye (13)
Anzahl y,
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Dabei wird die Summe der zusammenhdngenden Pixel mit Werten > 1 im Binar-Bildstapel in x- bzw. y-
Richtung (3 x, bzw. . y,) durch die Anzahl der Pixelreihen (Anzahl x, bzw. Anzahl y,), in denen diese
zusammenhdngenden Clusterpixel auftreten, geteilt. Beyenal et al (2004) geben ein erlduterndes

Ubersichtsbild zu dieser Berechnung.”

Statistische Auswertung
Innerhalb der Versuche A1-B wurden Ausreifdertests nach Grubbs und Normalitatstests nach Shapiro-Wilk
mittels Origin (OriginPro, Version 2018G, OriginLab 275 Corporation, Northampton, MA, USA)
durchgefiihrt. Ausreifder wurden nicht in die Wertung mit aufgenommen.
Zusatzlich wurden in Experiment B zweifaktorielle Varianzanalysen ausgefiihrt, um mdgliche Unterschiede
zwischen den Versuchsbedingungen statistisch zu belegen bzw. zu verifizieren. Bei Normalverteilung fand
die Anwendung der ANOVA mit Messwiederholung statt, bei nicht vorhandener Normalverteilung der
Scheirer-Ray-Hare-Test. Dabei sollte der Einfluss des Spurenelements Fe?+ und der hydrodynamischen
Bedingungen auf die Biofilmformation, -entwicklung und -struktur differenziert werden. Dazu wurden drei
Hypothesen mit folgender Pradikation aufgestellt:

- Hi: Keine Unterschiede durch verschiedene Flief3geschwindigkeiten

- Hz: Keine Unterschiede durch verschiedene Eisenkonzentrationen

- Hs: Keine Korrelation zwischen den beiden Parametern
Zur Bestimmung der Annahme oder des Verwurfs der Hypothesen wurden die p-Werte zur
Wahrscheinlichkeit von p < a bei @ = 0,01 verglichen. Werte p < a beschreiben dabei den Verwurf der

individuellen Hypothese.

C - Mechanische Biofilmeigenschaften

Die Analyse mechanischer Eigenschaften ist notwendig, um Wechselwirkungen eines Materials (Biofilm)
mit den von aufien darauf einwirkenden Kréfte verstehen zu konnen. Zur Ermittlung der mechanischen
Biofilmeigenschaften (z. B. Elastizitit oder Scherung unter Strémung) mittels optischer
Koharenztomographie wurden Experimente mit stetig erhohter Fliefgeschwindigkeit durchgefiihrt. Nach
jeder Steigerung der Stromung gab es eine Wartezeit von 30 s, nach der eine 3D-Messung durchgefiihrt
wurde. Die Wartezeit diente dabei dem Biofilm zur Adaption an die erhéhte Scherbeanspruchung. Somit lag
die Zeit zwischen den Stufen bei ca. 90 s.

Die Durchfiithrung erfolgte nach Blauert (2017)5! und ist am Ende des Kapitels illustriert (Tab. 4 und
Abb. 9).

Die Auswertung der mechanischen Biofilmeigenschaften ist in Kapitel 5 beschrieben.
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2.3 Monitoring- und Kultivierungsplattform

Fiir die Wachstums- und Deformationsversuche mit Biofilmen in Fliefizellen wurde die robotische
Plattform EvoBot genutzt, die eine parallele Kultivierung und Analyse mehrerer Flief3zellen ermdoglichen
sollte.”! Durch die Anwendung dieser Plattform kénnen somit statistisch relevante Replikate gebildet und
simultan gemessen werden. Dariiber hinaus wird ein ungewiinschter Abriss der Biofilme durch Bewegung
der Flief3zellen gemindert werden.

Die genutzte Plattform bestand aus einem Aluminiumgeriist, welches zwei Ebenen aufweist. Die obere
Ebene hat eine Flache von 60 X 90 cm? und gilt als sogenannte Observationsebene. Von dieser Ebene aus
war es maoglich ein Kamera- oder Mikroskop-Modul automatisiert iiber die zweite (= experimentelle)
Ebene zu steuern. Auf der experimentellen Ebene wurden die Fliefdzellen auf einer Platte aus

Polyvinylchlorid (PVC) installiert (siehe Abb. 5).

Abb. 5 Kombination aus der experimentellen und der Observationsebene. Der dufiere Rahmen (1) und die Halterungen
(2) dienen zur Fixierung und Stabilisierung der experimentellen Ebene. Innerhalb der Abbildungsflache (3) kénnen bis
zu N = 32 FliefRzellen (4) in Platzhaltern mit Schrauben fixiert werden. Dabei ist ausreichend Platz (5) fiir Schlduche
gegeben. Der Stellkopf (payload module) (6) dient der Positionierung des OCT-Scankopfes (7). Die rot gestrichelten
Linien illustrieren die generelle Fliche, die notig ist, um die Flief3zellen mit Schlauchen, Schrauben und ausreichend Platz
zwischen benachbarten Zellen zu montieren. *P1: xy-Verfahrweg. Der Ursprungspunkt U (0/0/0) befindet sich im
unteren rechten Eck der Plattform, wo die Positionierkalibrierung des Systems (2oming) realisiert wird.

Der Raum unter der experimentellen Ebene bot Platz fiir Magnetriihrer, Pumpen und weitere Gerate.*2

Software (nach Gierl etal (2020))
Auf der Observationsebene war ein Stellglied/Antriebselement (engl. actuator head) implementiert,
welches sich in horizontaler Ebene (x, y) bewegen lief? und das OCT-Modul trug. Weiterhin war ein Modul

installiert, welches die schwere Nutzlast des OCT-Scanner tragen sollte und in alle Raumrichtungen
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positionierbar war. Die Positionierung fand iiber Schrittmotoren statt, die ein stufenloses und prazises

Positionieren gewahrleisten sollten.

Die Ansteuerung des Stellglieds wurde durch ein Arduino Mega Microcontroller Board (Arduino S.r.l, Ivrea,
Italien) kontrolliert, welches mit einer RAMPS Steuerplatine (Version 1.4, Pololu electronics,
Massachusetts, USA) verbunden war. Der Arduino Mega nutzte dabei eine angepasste Marlin Firmware. Es
bot durch eine nutzerfreundliche Programmierschnittstelle (engl. API) einfache Befehle fiir die
Positionierung des OCT-Scanners in alle drei Dimensionen (x, y, z). Die Programmierung und Kontrolle fand
dabei durch einen kostengiinstigen Einplatinencomputer (Raspberry Pi3B, rev.1.2, Raspberry Pi
Foundation, GB) statt, welcher Raspbian als Betriebssystem nutzte. Die Programmierung erfolgte in Python
(Python 2.7, Python Software Foundation, USA).

Die Aufnahme der 3D-OCT-Datensitze erfolgte bei der Replikatanalyse (A2) durch eine
Kommandozeilenschnittstelle (engl. CLI) fiir das Thorlabs Software Entwicklungskit (engl. SDK). Der
Einplatinencomputer war mit dem OCT Computer (Thorlmage Version 4.3) tiber ein lokales Netzwerk
verbunden, um die 3D-Aufnahme durch Aufrufen und Ausfiithren der OCT-CLI auszuldsen (separates
Pythonskript; s. Abb. 6). Dies fiihrte zur automatisierten, nicht-invasiven 7n situ Visualisierung der Biofilme
mittels OCT. Neben der Kommandozeilen-basierten Visualisierung bot eine graphische Benutzeroberflache

(engl. GUI) eine manuelle Bedienung der Plattform und Aufnahme der OCT-Daten an.*2

EvoBot

- Raspberry Pi 38
robotic platform V12

OCT probe

Arduing Mega with !
stepper motors '
1

OCT computer

------------)

Abb. 6 Schema der robotischen Plattform und Interaktion der einzelnen steuerbaren Systeme.

Zur Validierung der Nutzbarkeit der Plattform fiir die Optische Kohdrenztomographie und zur Analyse der
Biofilme wurden zundchst Tests zur Positioniergenauigkeit sowie zur Anwendbarkeit auf Flief3zellen

vorgenommen.
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Ermittlung der Positioniergenauigkeit

Um die Positioniergenauigkeit der Plattform zu priifen, wurde ein vereinfachtes Zielobjekt (roter Kreis auf
weifdem Papier, Durchmesser = 1 mm) auf der experimentellen Ebene der Plattform fixiert. An das
Antriebselement der Observationsebene wurde ein hochauflésendes USB-Mikroskop (1600 px x 1200 px)
befestigt.

Die Aufgabe des Einplatinencomputers (Raspberry Pi) bestand darin, das USB-Mikroskop iiber vier
potenzielle horizontale Verfahrwege P1-P4 zum Zielobjekt zu leiten und danach ein Bild von genanntem
Objekt aufzunehmen. Dies wurde dann fiir jeden der folgenden Verfahrwege 100-mal wiederholt (Details s.

Anhang Teil A):

P1 Direkte xy-Bewegung vom Ursprungspunkt (0/0/9,05) zum Zielobjekt
P2 Direkte xy-Bewegung eines zufalligen Ausgangspunkts zum Zielobjekt
P3 Sukzessive Bewegung vom Ursprungspunkt zum Zielobjekt (x — y)
P4 Sukzessive Bewegung vom Ursprungspunkt zum Zielobjekt (y — x)

Nach Erreichen des Zielobjektes wurden, durch Verwendung des USB-Mikroskops, Fotos von diesem

generiert und anschlieflend ausgewertet.

2.4 Eisenbestimmung im Biofilm

Zur Bestimmung der Eisengehalte und des zeitlichen Verlaufs der Eisenakkumulation wurden zwei
Aufschlussmethoden angewandt. Weiterhin wurden die vorliegenden Eisenverbindungen genauer

bestimmt.

Quantifizierung von Eisen (Fe) im Biofilm

Zur Gehaltsbestimmung von Eisen im Biofilm wurde die optische Emissionsspektrometrie mittels induktiv
gekoppeltem Plasma (kurz: ICP-OES) angewandt (ICP-OES 5110, Agilent Technologies Incorporation, Santa
Clara, CA, USA). Die ICP-OES wird zur quantitativen Ermittlung von Ionenkonzentration in einer Probe

verwendet.

Methode 1: Endpunktmethode

Vor der Kultivierung mit Biofilm wurden die leeren Fliefdzellen gewogen. Kultivierte Flief3zellen (N = 3)
wurden nach Beendigung der Wachstumsversuche (Tag 10) bei 105 °C getrocknet (Universalschrank UN,
Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, Deutschland) und abermals gewogen (Sartorius MC 1 RC 210 P,
Sartorius AG, Gottingen, Deutschland). Nach Offnen der Zellen wurden diese in spezielle, mit Teflon
beschichtete, Behdlter fiir den Mikrowellen-Aufschluss gegeben (XP 1500 Plus Liner, CEM GmbH, Kamp-
Lintfort, Deutschland), um ein riickstandfreies Losen des Biofilms zu gewahrleisten. Die darin enthaltenen
Substanzen, wie das Eisen, wurden mit 3 mL HNOs (Salpetersdaure) und 9 mL HCl (Salzsaure) in der
Mikrowelle (Mars 5, CEM GmbH, Kamp-Lintfort, Deutschland) fiir 20 min bei 181 °C und 50 Watt extrahiert

und anschliefiend gemessen.
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Die Leergewichte wurden im Nachhinein vom Gesamtgewicht der Probe abgezogen.

Methode 2: Zeitlicher Verlauf der Akkumulation

Das Leergewicht der Fliefzellen wurde bestimmt. Um den Verlauf der Eisenakkumulation
nachzuvollziehen, wurden Wachstumsversuche nach Schema von Experiment B durchgefiihrt. Es wurden
je N = 4 Flief3zellen je Bedingung (V1-V4) auf der Plattform installiert. Dabei wurden die Flief3zellen an Tag
1, 3, 6 und 9 entnommen, gewogen und danach mit 10 mL zehnprozentiger Salzsaure gespiilt. Der Eluent
wurde per ICP-OES gemessen und die leeren Flief3zellen abermals getrocknet und gewogen.

Die Leergewichte wurden im Nachhinein vom Gesamtgewicht der Probe abgezogen.

Chemische Charakterisierung der Eiseneinschliisse
Die Infrarotspektroskopie ist eine Messtechnik, die zur Identifikation von meist organischen Stoffen

eingesetzt wird. Durch das Aufbringen der Probe auf einen Kristall (hoher Brechungsindex) wird ein auf
diese Probe gerichteter Lichtstrahl durch Interaktion mit der evaneszenten Welle abgeschwacht reflektiert.
Evaneszente Wellen entstehen durch interne Reflexionen im optisch dichten Kristall. Die Intensitit der
abgeschwachten Totalreflexion (engl. attenuated total reflexion, ATR) ist fiir jedes Molekiil spezifisch,
wodurch ein Material auf dessen Komponenten hin bestimmbar ist.

Vor Nutzung des Spektrometers mit Diamant-Kristall (Vertex 70, Bruker Corporation, Billerica, MA, USA)
wurde die ATR-Einheit fiir ca. 30 min mit Stickstoff gespiilt. Jede Messung beinhaltete einen PQ- und 0Q-
Softwaretest (performance & operational qualification tests). Je N = 1 Flief3zelle pro Versuchsbedingung
(V1-V4) wurde tber Nacht bei 105 °C getrocknet und die Flief3zellen geoffnet. Die getrockneten Biofilme
wurden vorsichtig abgetragen und auf den Kristall aufgebracht. Dasselbe wurde mit einem Gemisch aus
FeClz - 4 H20 und Wasser in einer separaten Flief3zelle durchgefiihrt, um einen Vergleichswert bzw. eine
Basislinie zu erstellen.

Pro Versuch wurden Aufnahmen mit einem Averaging von je 30 Scans bei Wellenzahlen von 4000-200 cm'!
gemacht.

Die Auswertung der Messdaten erfolgte in der Spektroskopiesoftware OPUS (Version 7.5, Bruker
Corporation, Billerica, MA, USA).

2.5 Biofilmkultivierung

Fiir die Kultivierung der Biofilme zur Analyse struktureller sowie mechanischer Eigenschaften wurde wie
folgt vorgegangen: Glyzerol-Stammldésungen von Bacillus subtilis wurden aus dem -80 °C Gefrierschrank
(Tiefkiihlschrank EW-V86-120.1, Ewald Innovationstechnik GmbH, Rodenberg, Deutschland) entnommen
und aufgetaut (siehe Tab. 2). Unter der Sterilbank (HERAsafe® KS, Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland)
wurde die Spitze einer Impfose in die Stammldsung gestochen und die anhaftende Fliissigkeit danach
vorsichtig auf einer LB-Platte (Luria-Broth Medium, Tab. 2) ausgestrichen, um einen Verdiinnungsausstrich
zu erhalten. Die Bakterien wurden danach iiber Nacht bei 37 °C kultiviert. Am nachsten Tag wurde die
Kulturplatte entnommen, und eine einzelne Kolonie wurde wiederum unter der Sterilbank mit der Impfose

gepickt und in einen mit fliissigem LB-Medium gefiillten Erlenmeyerkolben iiberfiihrt. Die Kolonien wurden
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abermals bei 37 °C und 150 Umdrehungen pro Minute (2 orbital Schiittler, New Brunswick™ Innova ®44,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) iiber Nacht kultiviert (nach Dervaux et al (2014)).72 Diese
Kulturlésung diente in allen gelisteten Versuchen zur Inokulierung und wurde jeweils am Anfang der
Versuche einmalig zugegeben.

Die verwendeten Chemikalien sowie deren Konzentration fiir die Nahrmedien sind in Tab. 2 aufgefiihrt
(abgeédndert aus Wang et al. (2015); Si et al. (2016)).7374 Um die Bakterien mit ausreichend Nahrstoffen zu

versorgen, wurde wiederholt neues Nahrmedium hinzugegeben, sobald das Vorhandene aufgebraucht war.

Tab. 2 Verwendete Nahrmedien (Kultivierungsmedien). Das LB-Medium wurde bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert. Alle
Losungen wurden zu einem pH-Wert = 6,8 gepuffert. *Agarzugabe erfolgte bei der Herstellung von festem Medium
(Agarplatten). Inhaltsstoffe des Karlsruher Leitungswassers sind dem Anhang zu entnehmen (Abb. B1 und B2).

Medium Chemikalie Konzentration/
Volumen
Glyzerol- Fliissige Bakteriensuspension 1 mL
Stammlésung Glyzerin, 1:1 verdiinnt mit Wasser 1 mL
Luria Broth Trypton 10 g/L
(LB) NaCl 10g/L
Hefeextrakt 5g/L
NaOH (5 M) ~ 0,1 mL
*Agar 15g/L
VE-Wasser ad 1000 mL
Nahrmedium I MgClz- 6 H20 410 mg/L
CaClz - 2 H20 110 mg/L
MnClz - 4 H20 9,9 mg/L
Glyzerin 5mg/L
Phenylalanin 5mg/L
Tryptophan 5mg/L
FeClz - 4 H20 8,9 mg/L
Thiaminhydrochlorid 0,67 mg/L
ZnCl2 0,14 mg/L
VE-Wasser ad 1000 mL
Nahrmedium II MnClz - 4 H20 10 mg/L
Phenylalanin 5mg/L
Glyzerin 5mg/L
MgClz- 6 H20 4 mg/L
Tryptophan 3,5mg/L
FeClz - 4 H20 je nach Versuch:
0,89 mg/L
8,9 mg/L
Leitungswasser ad 1000 mL

Die Zugabe von Eisen(Il)-chlorid-Tetrahydrat resultierte in Fe-Konzentrationen von 0,25 und 2,5 mg/L.
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Genereller Aufbau (abgedndert von Sternberg & Tolker-Nielsen (2005))75
In den Experimenten A-C wurden sticky-Slides I Luer 0.4 (ibidi GmbH, Grafelfing, Deutschland) mit
Fliefkanal-Dimensionen von 5 X 0,45 X 50 mm3 als Flief3zellen verwendet (Abb. 7). Als Substratum bzw.

Flief3kanalboden dienten dunkelgraue PVC-Zuschnitte mit Dimensionen von 25 X 2 X 75 mm3.

Abb. 7 3D-Rendering und Foto der sticky-Slides I Luer 0.4 FlieRzellen der ibidi GmbH. Das Modell wurde mittels
SolidWorks generiert.

Die minifluidischen Flief3zellen wurden auf der EvoBot Plattform installiert und mittels L-férmigen
Verbindern (Elbow connector 0.8, ibidi GmbH, Gréfelfing, Deutschland) mit Schlauchen (@ = 1,5 mm)
verbunden. Mittels peristaltischen Pumpen (IPC, Ismatec®, Cole-Parmer GmbH, Wertheim, Deutschland)
wurde das in einem 60 L groflen Tank angesetzte Nahr- bzw. Kultiviermedium iiber einen
Reservoirbehélter (5L Flasche) zu den Blasenfallen (design copyright Biocentrum-DTU, 2005) und
letztendlich zu den Flief3zellen gepumpt (Abb. 8). Wasserpegelschalter (WPS 3000plus, H-Tronic GmbH,
Hirschau, Deutschland) dienten hierbei als Schutz vor Uberlaufen/Leerlaufen des Reservoirbehilters. Fiir
die stetige Durchmischung des Nahrmediums dienten Magnetriihrer (IKA C-MAG HS 7, IKA Werke GmbH &
Co. KG, Staufen, Deutschland).
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Abb. 8 Aufbau der Kultivierung mit Monitoringsystem. Ein Magnetrithrer (1) sorgt fiir die Durchmischung des
Kultiviermediums (2), welches mittels peristaltischer Pumpe (3) liber den Reservoirbehélter (4) zu den Blasenfallen (5)
gepumpt wird. Von dort gelangt das Kultiviermedium sowie die zugesetzte Inokulationslésung zu den FliefRzellen (6), die
auf der EvoBot Plattform (7) installiert sind. Mittels OCT-Scankopf (8) werden Aufnahmen vom FlieRkanal durchgefiihrt.
Die Bewegung des Scankopfes iiber den FlieRzellen erfolgt iiber den Raspberry Pi (9), die Aufnahmen erfolgen durch die
Thorlabs Software (Base Unit (10)). Das verbrauchte Ndhrmedium wird gesammelt (11).

Die Experimente wurden im Durchflussmodus ausgefiihrt, weshalb der Ablauf verworfen wurde.

Zu Beginn jeder Kultivierung wurden 10 mL der Inokulierlésung zum Reservoirbehélter zugegeben
(OD6oo = 0,5) und das Medium fiir 15 min durch die Flief3zellen geleitet. Die Strémung wurde danach fiir
eine Stunde gestoppt, um den Bakterien die Moglichkeit zur Sedimentation zu geben. Nachfolgend

begannen die jeweiligen Versuche im Durchflussmodus.

Die Einordnung der Experimente ist in Tabelle 3 aufgefiihrt. Insgesamt wurden in den Experimenten B und

Cje zwei unterschiedliche Eisenkonzentrationen und zwei Flief3geschwindigkeiten miteinander verglichen.
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Tab. 3 Ubersicht der Experimente.

Fe2+
Experiment Zielsetzung Ndhrmedium Versuch Q .
(mL/min) | (mg/L)
Al Positioniergenauigkeit - - - -
Replikatanal ittel
A2 epiikatana’yse mittels Nihrmedium I - 0,8 2,5
robotischer Plattform
Vi 1 2,5
R . V2 1 0,25
B Wachstumsversuche Nahrmedium II
V3 5 2,5
V4 5 0,25
V5 1 2,5
) . ) V6 1 0,25
C Deformationsversuche Nahrmedium II
\'/ 5 2,5
V8 5 0,25

A2 - Kultivierung zur Replikatanalyse

Zur Evaluierung der Monitoring-Plattform und zur Analyse der Notwendigkeit von Replikaten wurden
Versuche mit dem Nadhrmedium I durchgefiihrt. Mit diesem Medium sollte ein schnelles Biofilmwachstum
durch alle vorhandenen Nahr- und Spurenstoffe gefordert werden. Des Weiteren wurde der Volumenstrom
auf 0,8 mL/min gesetzt, um einen Abtrag des Biofilms durch erhohte Scherkrifte zu vermeiden und
ebenfalls eine schnelle Akkumulation zu begilinstigen. Insgesamt wurden 24 Flief3zellen auf der Plattform

installiert und entsprechend N = 24 Biofilme iiber 6 Tage hinweg analysiert.

B - Wachstumsversuche

Der Einfluss des Eisens auf die strukturelle Entwicklung der Biofilme wurde per Wachstumsversuche
untersucht. Um eine in gewo6hnlichen Trinkwassersystemen realgetreue Nahrstoffversorgung zu etablieren
und ein langsames Biofilmwachstum vorauszusetzen, wurde Karlsruher Leitungswasser (s. Anhang B) mit
wenigen weiteren Nahr- und Spurenstoffen versetzt (Nahrmedium II, s. Tab. 2).

Dabei wurden je N = 10 Flief3zellen pro Versuch (V1-V4) fiir 10 Tage analysiert.

C - Deformationsversuche

Fir die Ermittlung des Biofilmverhaltens bei Scherbeanspruchung, d. h. erh6hter Stromung, dienten die
Deformationsversuche (V5-V8). Die Kultivierbedingungen waren dabei denen der Wachstumsversuche
gleich. Jedoch wurden die gewachsenen Biofilme nach einer Kultivierdauer von sechs Tagen (V5 + V7)
sowie nach einer Kultivierdauer von 13 Tagen (V6 + V8) erhohten Flief3geschwindigkeiten ausgesetzt (s.
Tab. 4). Die Differenzierung beim Biofilmalter lag hauptsédchlich am verlangsamten Wachstum der Biofilme
in den Versuchen V6 und V8.

Die Wandschubspannung wurde nach Blauert (2017) berechnet.5!
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Tab. 4 Entsprechende Wandschubspannung bei angegebenem Volumenstrom

Einstellung der Volumenstrom Fliegeschwindigkeit = Wandschubspannung
Pumpe Q (mL/min) u (cm/s) 7,, (Pa)
1 21,1 15,6 1,1
2 42,3 30,6 2,2
3 72,2 53,5 3,9
4 90,0 66,7 4,8
5 118,6 87,8 6,4
6 143,6 106,4 7,7
7 168,0 124,5 9,0
8 195,8 145,0 10,5
9 2151 159,4 11,6
10 240,0 177,8 12,9
11 254,2 188,3 13,7
12 278,1 206,1 14,9
13 300,2 222,4 16,2

Nach jeder Erh6hung der Scherrate wurde eine Wartezeit von t = 30 s eingehalten und danach fiir 60 s ein
C-Scan vom Zentrum des jeweiligen Flief3kanals aufgenommen. Somit hatten die Biofilme stets 90 s Zeit,
sich an die vorliegende Stromung zu gewdhnen, bevor dieser erhdht wurde (s. Abb. 9).

Es wurden je Versuch (V5-V8) N = 4 Flief3zellen untersucht.

16,2 - C-Scan

Adaptionsintervall
14,9

13,7 4
12,9+

11,6 1
= 10,5
9,0
7,7 1
6,4

(Pa)

Scherstress t

4,8 -

3,9
1.1+
T T T T T T T T T T T

T T T
0 90 180 270 360 450 540 630 720 810 900 990 10801170
Zeit (s)

Abb. 9 Schema der Deformationsversuche. Eine Erhéhung der Wandschubspannung 7, wurde alle 90 Sekunden gesetzt,
wobei die Biofilme stets 30 Sekunden Zeit zur Adaption an die Scherbelastung hatten und ein C-Scan mit einer
Aufnahmedauer von 60 Sekunden folgte.

22



Material und Methoden

Zur Berechnung der viskoelastischen Eigenschaften der Biofilme wurden weiterhin C-Scans durchgefiihrt,
die das Biofilverhalten zuriick zum Ausgangszustand bei 7, = 0 Pa nach einer Wartezeit von t = 60 s

erfassen sollten (z. B. Relaxation der elastischen Biofilmanteile).
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3

Statistische Betrachtung der Biofilmentwicklung in

Biofilmreplikaten

Im vorliegenden Kapitel wird die Notwendigkeit der Analyse im Hinblick auf eine Mindestanzahl an
Biofilmreplikaten beschrieben. Des Weiteren werden die Ergebnisse zur Anwendbarkeit der robotischen
Plattform EvoBot als Kultivierungs- und Monitoringplattform fiir eine statistische Untersuchung von

Biofilmreplikaten diskutiert.

3.1 Positioniergenauigkeit (Experiment A1)

Um die Plattform zum Monitoring von Biofilmentwicklungen in Flief3zellen nutzen zu kdnnen, ist es
notwendig, dass die Positionierabweichungen unter der optischen Auflésung des OCTs (8 um axial) liegen
bzw. unter der gewahlten Pixelauflosung. Dadurch kénnen Abweichungen optisch nicht mehr aufgeldst
werden.

Vier unterschiedliche Verfahrwege wurden mit dem Positionierungssystem getestet:

P1 Simultane xy-Bewegung vom Ursprungspunkt zum Zielobjekt

P2 Simultane xy-Bewegung von unterschiedlichen Positionen zum Zielobjekt
P3 Sukzessive Bewegung vom Ursprung, beginnend mit der x-Bewegung

P4 Sukzessive Bewegung vom Ursprung, beginnend mit der y-Bewegung

In Abbildung 10 sind dabei die Abweichungen vom Mittelpunkt des Zielobjekts abgebildet.
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Abb. 10 Abweichungen Ax bzw. Ay der je N = 100 Positionierungen vom jeweiligen Mittelwert X bzw. y dieser N =100
Positionierungen fiir die Verfahrwege P1-P4 im Boxplot. Die Box zeigt den Wertebereich des Interquartilsabstands, kurz
IQR, an. Der kleinste und der grofte Datenwert des Datensatzes werden durch das Ende der Antennen bzw. die Werte
auferhalb 1,5XIQR (,Ausreifler”) definiert. Der Querstrich determiniert den Median (—), der unabhangig von Ausreifdern
ist und die Verteilung in zwei gleich grofRe Hilften teilt. Der Mittelwert ist als Kreuz (X) dargestellt.

Tabelle 5 reprasentiert die genauen Werte des Boxplots inklusive der Anzahl an Werten aufderhalb des

Interquartilabstands (1,5XIQR).

Tab. 5 Detaillierte Werte der Positioniergenauigkeit der robotischen Plattform in pm. IQR = Interquartilsabstand;
N ausreiter = Anzahl der Werte auf3erhalb der Antennen; — = es traten keine Werte auf3erhalb der Antennen (1,5XIQR) auf.
P1-P4 geben den Verfahrweg der jeweiligen Positionierungen an.

Achse Positionierung IQR 1,5%IQR N ausreifer
X P1 -1,3-11 -4,3-3,6 -
P2 -5,4-8,6 -25,6-16,8 6
P3 -1,1-1,8 -5,3-4,5 2
P4 -1,4-21 -5,6-6,2 3
y P1 -4,6 - 4,6 -8,0-10,7 -
P2 -6,3-5,2 -13,6 - 15,3 -
P3 -6,3-7,6 -20,6 - 10,7
P4 -2,1-1,4 -5,6 - 4,0
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Im Positionierungsversuch P1 waren die geringsten Abweichungen von der x-Achse mit Ax =-4,3 - 3,6 um
vom Mittelwert X,y fiir 100 % der Daten gegeben. Demnach waren die Abweichungen aller N = 100
Positionierungen hier kleiner als 8 um. Mit Ay = -8,0 - 10,7 um Abweichung vom Mittelwert y.,, war die
Positionierung auf der y-Achse weniger prazise. Dennoch lag der Grofiteil der Daten (= interquartile range,
kurz: IQR) fiir Ax mit-1,3 - 1,1 pm und Ay mit -4,6 - 4,6 pm unter der optischen Auflésung des verwendeten
Ganymede I OCT. Bei P2 und P3 waren die Abweichungen deutlich hoher. P2 und P3 wiesen mit Daten
auflerhalb der Whisker von Ax = -36 pm und -40 pm die grofdten Positionierungenauigkeiten Ax auf.
Dennoch lagen auch hier 50 % der Positionierungen in P2 und P3 unterhalb von 8,6 pm Abweichung, der
gleiche Trend war bei Ay zu erkennen. Hier traten fiir die Gesamtzahl der Datenpunkte Abweichungen von
bis zu Ay = -20,6 pm (1,5%IQR) bei P3 auf. Verglichen mit P2, war die Anzahl der Ausreifder aufierhalb
1,5%IQR mit N = 2 fiir Ax bei P3 geringer, dagegen mit N = 2 fiir Ay hoher als bei P2.

P4 wies einen dhnlichen Trend wie P1 auf, der 1,5XIQR war mitje Ax =-5,6 - 6,2 um und Ay =-5,6 - 4,0 um
entsprechend gering. Lediglich N = 3 (x-Achse) und N = 2 (y-Achse) Werte aufderhalb des 1,5XIQR
erhohten die Abweichung aller aufgenommenen Daten in P4 auf maximal Ax =-12,7 ym und Ay = 14 pm.
Letztendlich war die aufalle Positionierversuche und -richtungen (P1-P4) bezogene maximale Abweichung
mit -40 um gering. Bei der Quantifizierung der Mesoskala (mm-Bereich) eines Biofilms im gesamten
Flief3kanal wiirde solch ein Fehler bei 8 um Pixelauflésung lediglich 5 Pixel entsprechen. Diese Abweichung
betragt bei einem, wie in dieser Arbeit genutzten, Flief3kanal von 5 mm Breite weniger als 1 %.

Durch die Lage der Flief3zellen im Experiment war es ndtig, alle 4 Positionierwege zu kombinieren.

Zusammengefasst demonstrieren die Ergebnisse der statistischen Evaluierung die Tauglichkeit des
EvoBots zur kontinuierlichen und automatisierten Untersuchung der Biofilmstruktur und -entwicklung.42
Die praziseste Positionierung findet dabei statt, wenn der OCT-Scanner vor Bewegung zur Zielposition
einem hAoming (Kalibrierung am Ursprungspunkt, = P1) unterzogen wird.

Die Ursache der Differenzen zwischen den Positioniermdglichkeiten innerhalb der vorliegenden Arbeit
besteht definitiv in der Art des Verfahrweges. Zusammengefasst war die Positionierung auf der y-Achse in
drei Szenarien unpraziser als auf der x-Achse (Tab. 5, P1-P3), was auf die Geometrie der Plattform zuriick
zu fithren sein konnte.

Verglichen mit der Studie von Nejatimoharrami et al (2016), den Entwicklern des EvoBots, ist die
Positionierung in der vorliegenden Arbeit dennoch praziser.4* Depetris et al (2019) zeigen mit ihrem
automatisierten System zur Nutzung der OCT fiir die Untersuchung von Biofilmen mit einer
Positioniergenauigkeit von + 50 um &hnliche Abweichungen.*! Hansen et al (2019) wiesen fiir ihr
automatisiertes Probenahmesystem +25 pm in x- und 10 um Abweichung in y-Richtung nach.#”

Eine Ursache fiir die unprazisere Positionierung auf der y-Achse liegt im Aufbau des EvoBots und der Wahl
der Schrittmotoren. Durch die Dimensionen des EvoBots mit 60 X 90 cm? (x, y-Achse), war fiir die y-Achse
ein distanzbezogen weiterer Verfahrweg notig. Dadurch kann es bei nicht-konstanter Einhaltung der
Schrittlinge zu einer Summation der Abweichungen pro Schritt kommen. Des Weiteren gibt es einige
Stellgrofien der Schrittmotoren, die beachtet werden miissen, da sie unterschiedliche Auswirkungen auf die

Positioniergenauigkeit haben konnen, wie beispielsweise die Wahl der Mikroschritte, die Resonanz,
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zusatzliche Kodierer, das Drehmoment der Schrittmotoren, die Geschwindigkeit, Auflésung und weitere.
Einige sind in Gierl et al (2020) gelistet und ndher beschrieben.*2
Insgesamt sind die genannten Positionierungen schneller und genauer als eine manuelle Ausrichtung von

optischen Messgerdten wie dem USB-Mikroskop oder auch dem OCT-Scanner.

Die gewdhlten Optionen erfiillten dadurch die Notwendigkeiten, um den EvoBot fiir die Charakterisierung

von Biofilmen und deren Entwicklung mittels OCT zu nutzen.

3.2 Notwendigkeit der Analyse von Biofilmreplikaten (Experiment A2)

Aufgrund eingeschrankter Ressourcen und der Handhabung bzw. dem Aufwand von Biofilmreplikaten
werden diese oft nicht durchgefiihrt. In vielen Studien kommt deshalb oft nur eine Mindestmenge von N < 3
Replikaten zur Anwendung.’¢-78 Abbildung 11 zeigt bereits bei acht Biofilmreplikaten aus einer
Gesamtmenge von N,,,, = 24 deutlich sichtbare Unterschiede in der Biofilmentwicklung bei den gleichen

Wachstumsbedingungen.
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Tag 1

Tag 2 Tag 3 Tag 4 Tag 5

0 50 100 150 200pm

Abb. 11 Maximumintensititsprojektionen (MIPs) einzelner Biofilme iiber die Versuchsdauer von sechs Tagen. Gezeigt ist
beispielhaft jede dritte Flief3zelle (FZ). Fluss von links nach rechts. Der Maf3stab betrdgt 1 mm. Zur besseren Darstellung
wurde ein LUT (,fire“) angewendet.

An Tag 1 des Versuches war der Flief3kanalboden (schwarz) kaum mit Biofilmmasse bedeckt. FZ 7 und 19
deuteten im Vergleich zu den restlichen Flief3zellen bereits erste Akkumulationen von Biofilm an. Bereits
an Tag 2 waren grofere Anlagerungen zu sehen. Die Ausbildung von Streamern war in allen Flief3zellen
ersichtlich, die Biofilme in FZ 1 und in FZ 16 wiesen dabei frithzeitig 1 bis 2 mm lange Patches auf. In den
darauffolgenden Tagen fand dann vermehrtes Wachstum in laterale Richtung (x, y) und vor allem in die
Hohe statt. Am Ende der Versuchsdauer war der Kanal vollstdndig mit nahezu 200 um hohen Kolonien

bedeckt (weifie Farbkodierung) und es gab kaum Variation innerhalb der einzelnen Flief3zellen, was auf die
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Darstellung von lediglich N = 8 aus N4, = 24 zuriick zu fiihren ist. Die mit dem Auge erfassbaren
Unterschiede in den MIPs sind vor allem in den ersten vier Tagen auszumachen.

Um die Unterschiede zu quantifizieren, wurden die vier Strukturparameter mittlere Flief3kanalbedeckung
SC, mittlere Biofilmdicke Lg, interne Biofilmporositit @;,, und die texturelle Entropie TE analysiert

(s. Abb. 12).
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Abb. 12 Entwicklung der Biofilmstruktur. Gezeigt sind die FlieRkanalbedeckung SC, die mittlere Biofilmdicke Ly, die
interne Porositit @;,,; und die texturelle Entropie TE fiir N = 8 aus N,,,, = 24 Biofilme {iber die Dauer des Experiments.
Rote Kreuze indizieren Ausreifier in FZ 19. Fehlende Werte beruhen auf Abbildungsartefakten (z. B. L an Tag 1in FZ 22)
und wurden von den Berechnungen ausgenommen.
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Abb. 12 illustriert dabei den Entwicklungsverlauf der strukturellen Parameter liber die Versuchsdauer. Wie
bereits in den Topographien offensichtlich (s. Abb. 11), war der Flief}kanalboden an Tag 1 noch nicht mit
Biofilm bedeckt (SC = 0 %). An Tag 2 variierten die Bedeckungen des Kanals mit Biofilmmasse zwischen
ca. 25 % (FZ 7 und 16) und 50 % (FZ 19 und 22). Wahrend die Biofilme in FZ 13 und 19 ein logarithmisches
Wachstum mit typischer Plateauphase zu Tag 6 hin aufwiesen, zeigten die iibrigen Flief3zellen
unterschiedlichste Entwicklungen. Bei FZ 1 fand wahrend Tag 2 und 3 womadglich ein Verlust an Biofilm
statt, da die Flieflkanalbedeckung um einige Prozent sank.

Die Biofilme in FZ 1 bis 10 illustrierten einen dhnlichen Trend mit beginnender Plateauphase an Tag 5 und
6. Die Zunahme der FlieRkanalbedeckung in FZ 16 deutete kein Plateau an, FZ 22 wiederum begann

aufgrund der rapiden Akkumulation friih, ein Plateau auszubilden.

Betrachtet man die Wachstumsverlaufe der mittleren Biofilmdicke L, ist eine entsprechende Tendenz im
Entwicklungsverlauf zu erkennen. FZ 13 und 19 wiesen, wie bei dem Parameter SC ersichtlich, den
typischen Wachstumsverlauf von Bakterien mit /ag- (verzogerte), log- (exponentieller) und stationdrer
Phase (Plateau) auf. Im Vergleich zur SC in FZ 1 ist bei der L zwischen Tag 2 und 3 kein Biofilmabriss bzw.
keine Dickenabnahme erkennbar. Das bedeutet, dass trotz Abnahme der FlieRkanalbedeckung, die mittlere
Biofilmdicke im Kanal zunahm (bis 200 um an Tag 6). Die Plateauphase war in jeder FZ zwischen Tag 5 und
6 erkennbar, lediglich FZ 16 schien, wie auch bei der SC, geringfiigig abzuweichen. Der Parameter ®;,,
determiniert die interne Porositit des Biofilms, demnach ob und wie viele Hohlrdume vorhanden sind.
Generell nahm die Porositat in allen Biofilmen ab. Eine Abweichung liefd sich in FZ 1 feststellen. Hier begann
die Porositat zunachst zu steigen (an Tag 1 ca. 20 %). Im Vergleich dazu waren die anderen Biofilme mit 60
bis 80 % an Tag 1 poréser. Uber die Versuchsdauer hinweg wurde in allen 8 Biofilmen eine Porositit von
20 % an Tag 6 erreicht. Unterschiede zwischen den FZ sind aus den Kurven ersichtlich. Grundsatzlich

stimmte die Zunahme der SC und Ly mit der Abnahme von ®;,, iiberein.

Die texturelle Entropie TE stieg in allen Zellen mit Ausnahme von FZ 22 mit der Kultivierungsdauer an. Ein
Anstieg der TE ging mit einer Erhéhung der Heterogenitiat des Biofilms einher. In den MIPs in Abb. 11
wurden in den ersten 3 bis 4 Tagen die grofiten Unterschiede in der Biofilmentwicklung ersichtlich. Dies
bewies der starke Anstieg der TE in den FZ 1 bis 19. Da sich an Tag 5 und 6 bauschige, den ganzen Kanal
bedeckende und hohe Kolonien ausgebildet hatten (s. Abb. 11), stagnierte die TE bei einem Wert von ca. 4
und die Biofilme hatten rdumlich gesehen, keine Mdglichkeit sich weiter zu differenzieren.

Insgesamt konnten kleinere und auch grofiere Abweichungen in den Verlaufen der einzelnen Parameter
ausgemacht werden, weshalb eine vollstandige Betrachtung aller N = 24 Biofilmreplikate sinnvoll und auch

notwendig ist. Dies ist in Abb. 13 illustriert.
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Abb. 13 Heatmaps der Biofilmparameter aller N = 24 kultivierten Biofilme. Mittelwerte (x), Mediane (¥) und
Standardabweichungen (s) sind gegeben. Die Spalten determinieren dabei die Tage des Versuchs (Tag 1-6). Graue Zellen
definieren fehlende Werte (z. B. durch Abbildungsartefakte); , 0 reprasentiert AusreifRer. Nach Gierl et al (2020).42

In den Heatmaps sind die Parameterwerte intensitatskodiert aufgetragen. Werte nahe 0 sind dabei weif3
gekennzeichnet. An Tag 1 lagen die Werte fiir die Strukturparameter SC, L und TE fiir alle Flief3zellen bei
0 und nahmen in der Intensitét, also in Bedeckung, Hohe und Heterogenitit, zu. Der Strukturparameter @;,,;
besafd bei Kultivierungsbeginn die hochsten Werte, die Kolonien waren, wie bereits in Abb. 11 zu sehen war,
eher bauschig und schwammahnlich. Sie wurden zum Ende der Kultivierungsdauer hin kompakter, was
bedeutet, dass Poren oder Wassereinlagerungen durch die Volumeneinnahme der Biofilme verdrangt bzw.
kleiner wurden. Was die Grafik belegt, sind die starken Schwankungen in der Mitte des Experiments (Tage
2-4). Wahrend beispielsweise bei der Flief3kanalbedeckung SC die FZ 5, 6, 10 und 11 an Tag 2 ein gleiches
Farbschema einnahmen, kodierten die FZ 8, 17, 21 und 22 in weit hoherer Farbintensitit. Entsprechende
Abweichungen wurden ebenso an Tag 3 und 4 deutlich. Die mittlere Biofilmdicke Ly variierte weniger,
einzelne Abweichungen, wie hauptsachlichin FZ 3, 8,11, 19 und 22, reprasentierten hohere Werte zwischen
dem zweiten und vierten Tag des Versuchs. Die Porositit &;,; zeigte das weiteste Spektrum der
Farbintensitat. Die Heterogenitit TE dagegen wies wieder eine eher homogene Intensitatsverteilung auf.
Diese Beobachtung widerspricht der Abbildung 12, bei der die Hauptunterschiede zwischen den Biofilmen
bei @;,; und TE auftraten. Die Ursache liegt in der willkiirlichen Selektion der Fliefdzellen in Abbildung 12

(die erste FZ wurde als FZ 1 deklariert). In der Betrachtung der Mittel- und Medianwerte sowie der
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Standardabweichung spiegeln sich die Kodierungen wider: Die Tage 2 bis 4 wiesen die hdchsten
Abweichungen der Mittelwerte vom Median bei SC, Lr und ®;,,; auf. Die Standardabweichungen lagen an
den Tagen 2 bis 4 am hdochsten und nahmen zum Ende des Versuchs hin ab, was mit einer Annaherung der
Parameterwerte zwischen allen Biofilmen einherging und durch die MIPs in Abbildung 11 belegt wird. Es
konnte beobachtet werden, dass sich die Biofilme insoweit entwickelten, dass eine raumliche Heterogenitat
sowie eine Differenzierung in den Parametern SC, L und ®;,,; aufgrund der vollen Volumeneinnahme des

Fliefékanals nicht mehr mdglich war.

Die vorliegenden Versuche zeigen, dass unter gleichen Kultivierungsbedingungen Unterschiede in der
Biofilmentwicklung und -struktur zwischen den Replikaten quantifiziert werden konnen. Diese Variationen
waren bei Biofilmen in der Mitte des Experiments am grofdten (Tag 2-4) und wurden zum Ende des
Versuchs aufgrund der Volumeneinnahme hin verringert und gleichten sich an. Aus diesem Grund ist es
notwendig, ausreichend Replikate fiir eine Analyse zur Verfiigung zu stellen, da eine geringe Anzahl an
Replikaten (N < 2)76-78 zu fehlerhaften Schlussfolgerungen bzw. Fehlinterpretation von Ergebnissen
fihren kann. Eine mogliche Unrichtigkeit ist zudem nicht erkennbar, da der ,richtige” Wert eines
Parameters aufgrund fehlender Statistik nicht bestimmt werden kann.

Ein Beispiel ergibt sich aus Abb. 13 fiir den Parameter L, bei der die Fliefizellen 1, 3, 5 und 9
unterschiedlichste Farbkodierungen an Tag 4 liefern. In diesen Fallen kann die reale mittlere Biofilmdicke
Lpvon je N =2, N =3 oder N = 4 Replikaten je nach Auswahl der FlieRzellen unter- oder iiberschitzt
werden, da notwendige Replikate fehlen. Veranschaulicht wird dieser Zusammenhang in Abbildung 14. Je
mehr Biofilmreplikate dabei durchgefiihrt werden, desto mehr nihern sich die Werte dem Mittelwert aus

N = 24 an. Eine Probenanzahl von N = 10 bis N = 12 scheint fiir die Parameter L und TE ausreichend zu

sein.
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Abb. 14 Unter- bzw. Uberschitzung bei unterschiedlicher Anzahl an Replikaten fiir die mittlere Biofilmdicke Ly (A) und
die texturelle Entropie TE (B). Gezeigt sind jeweils die Mittelwerte aus N = 2 bis N = 12 Replikaten und der Mittelwert
aus N = 24 in Relation dazu.
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In der Wissenschaft bzw. Statistik ist allgemein bekannt, dass eine erh6hte Anzahl an Replikaten mit der
Sicherheit bzw. Scharfe und Prazision des zu bestimmenden Parameters einhergeht.”980 Dennoch werden
Experimente oft nur mit wenigen unabhingigen Wiederholungen durchgefiihrt.

Selbst Studien mit einer hoheren Anzahl an Replikaten von N =6 bis N =12 konnen noch hohe
Standardabweichungen fiir die gleichen Kultivierungsbedingungen aufweisen. Dies ist beispielsweise in der
Studie von Ahimou et al (2007) der Fall, wo hohe Standardabweichungen der Biofilmdicke von
ca. + 200 um (£ 17 %) bei 12 Tage alten Biofilmen (N = 6) auftraten.!! Auch Turonova et al (2012) nutzten
in deren Studie Triplikate, wobei die maximalen Biofilmdicken Standardabweichungen von bis zu + 100
um (2 29 %) aufzeigten.8! Ahnliche Ergebnisse wurden bei Bester et al. (2013) bei der Nutzung von
Duplikaten®?, Sauer et al. (2009) bei der Nutzung von Triplikaten83, sowie bei Koseki et al (2014) bei der

Nutzung von N = 12 Replikaten8* dokumentiert.*2

Zum Teil kénnen hohe Abweichungen abhédngig vom Strukturparameter sein. Beispielsweise kdnnen bei
einem speziellen Parameter bereits Triplikate den realen Wert widergeben, wahrend ein anderer
Strukturparameter hohe Diskrepanzen aufweist. Geringe Standardabweichungen koénnen dabei
zufallsbedingt oder kultivierbedingt entstehen. Ein Exempel zeigt der Parameter SC an Tag 2 fiir die
Flief3zellen 8, 17 und 19, die kaum untereinander variieren (s. Abb. 13). Bei Betrachtung von N = 24
Flief3zellen wird jedoch indiziert, dass der reale Wert des Parameters SC in einem anderen Bereich liegt.
Solche fehlerhaften Bewertungen der Strukturparameter des Biofilms koénnen entscheidende
Konsequenzen haben. Da die physikalische Struktur eines Biofilms die Interaktion mit dessen Umgebung
determiniert, kann eine zu kleine Stichprobe zur Fehlinterpretation der Ergebnisse fiihren. Werden
Ergebnisse aus Daten eines Versuchs mit fehlender Statistik gewonnen und unter- bzw. iberschatzt, so
kann dies beispielhaft die Effektivitit eines Antibiofilmmittels oder auch die Wahl von
Optimierungsparametern eines Biofilmreaktors zur Abwasserbehandlung in der Klaranlage beeinflussen.*8
Weiterhin kann eine Fehlkalkulation durch eine zu geringe Probenanzahl die geeignetste Maffnahme zum
Verhindern von Verblockung durch Biofilm, mit darauffolgenden Schaden in industriellen Apparaten,

einschrianken.
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Zwischenfazit
Durch Nutzung der Monitoringplattform (EvoBot + OCT) kann eine hohe Anzahl an mikro- oder
minifluidischen Flief3zellen (hier: N = 24 Flief3zellen) montiert, betrieben und on-line sowie automatisiert

abgebildet werden kdnnen.*2

Die vorliegenden Experimente zeigen die Notwendigkeit und Relevanz von Replikaten und dem Aufbau
einer statistischen Analyse in der Biofilmforschung, um Falschaussagen zur Biofilmstruktur zu vermeiden.
Die simultane Analyse der N = 24 Flief3zellen demonstrierte, dass strukturelle Unterschiede zwischen den
Biofilmen fiir bestimmte Parameter bereits bei gleichen Bedingung auftreten kénnen. Es liegt in der Hand
des Wissenschaftlers, die Anzahl der Replikate sowohl an die Messgrofie als auch an die Forschungsstudie
anzupassen. Generell steigert eine hohere Probenanzahl auch die statistische Aussagekraft bzw. Teststirke

einer Studie.42:80

Die Vorteile des Monitoringsystems sind:
e ein akkurates und zuverlissiges Positionieren des OCT-Scanners mit Abweichungen auf dem
Niveau der optischen Auflésung (Pixelgrofie: 8 um)
e eine semi-automatisierte und nichtinvasive Abbildung der Biofilmentwicklung
o statistisch verifizierte Riickschliisse liber die Biofilmentwicklung

o Replikatanalyse mit Zeitersparnis
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4

Manipulation der Biofilmentwicklung und -struktur unter dem

Einfluss von Fe2+ im Medium

Die Robotik-Plattform EvoBot hatte sich in Kombination mit der OCT in Kapitel 3 als geeignetes
Kultivierungs- und Monitoringwerkzeug erwiesen und wurde im folgenden Kapitel zur Analyse von
Biofilmreplikaten genutzt, um den Effekt von Fe2+ auf die Biofilmentwicklung mit statistischer Sicherheit
zu untersuchen.

Dazu wurden Versuche mit den in Tabelle 6 gelisteten Wachstumsbedingungen durchgefiihrt.

Tab. 6 Versuchsiibersicht zur Analyse struktureller Biofilmeigenschaften unter dem Einfluss von Fez+,

Versuch Q Fezt+
(mL/min) | (mg/L)
Vi 1 2,5
V2 1 0,25
V3 5 2,5
V4 5 0,25

4.1 Primare Biofilmentwicklung

In Kapitel 3 sind die Biofilme aufgrund eines optimalen Nahrstoffangebotes und geringer
Flief3geschwindigkeiten rapide gewachsen und bereits friihzeitig (Tag 5 und 6) konnten Unterschiede nur
noch schwer differenziert werden. Zur Beurteilung des Einflusses von Fe2+ auf die Biofilmkolonien wurde

demnach ein Nahrmedium gewahlt, welches ein langsameres Wachstum begiinstigte.
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Abb. 15 zeigt die optischen Unterschiede zwischen den Versuchen V1-V4 an Tag 10.

Q =1 mL/min Q@ =1 mL/min @ =5 mL/min Q =5 mL/min
B =2,5mg/L Fez* B = 0,25 mg/L Fe?* B =2,5mg/L Fez* B =0,25 mg/L Fe?*

Abb. 15 Ubersichtsbilder von je N = 3 Fliefzellen nach Beendigung der Versuche an Tag 10. Gezeigt sind der FlieRkanalein
und -ausgang sowie der Flieffkanal mit innewohnendem Biofilm. FlieRrichtung von oben nach unten.

In allen je N = 10 Flief3zellen war iiber die Dauer des Wachstumsversuchs Biofilmmasse angewachsen.
Dabei wurde eine rostbraune Farbung vor allem in V1, V3 und V4 deutlich. In V2 dagegen ist ein eher
weifdlicher Film ersichtlich. Durch die partielle Triibung des Mediums konnten primar keine Riickschliisse
auf die Starke und/oder Art des Wachstums gezogen werden. In Abb. 16 sind MIPs der OCT-Aufnahmen
dargestellt, die die ersten Unterschiede innerhalb der Versuchsbedingungen iiber eine Dauer von 10 Tagen
nachweisen. Im Anhang C sind die Aufnahmen aller Flief3zellen jeden Versuchs an jedem Tag im Detail

gezeigt.
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Abb. 16 Hohenkartierungen (MIPs) der Biofilme jeder Bedingung iiber die Dauer des Experiments. A)-D) = V1-V4. Es
wurde ein LUT angewendet, die Héhenangabe mittels Kalibrierbalken (z) ist dabei in um gegeben. Die Aufnahmen
besitzen die Dimensionen 5 X 7 mma2. Fluss von links nach rechts. Jede Aufnahme bildet einen Tag des Experiments ab

(Tag 1-10).
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In den ersten zwei Tagen konnte lediglich bei V1 Wachstum ausgemacht werden. Hier waren schon
frithzeitig einzelne Aggregate von geringer Hohe (< 50 um) erkennbar. Uber die Dauer des Versuchs nahm
die Anzahl sowie die Grofie dieser Kolonien (bis 100 uym an Tag 3) zu. An Tag 3 wurden ebenso erste,
dagegen grofiere Anlagerungen in V3 sichtbar. Deutlich wurde vor allem das spét einsetzende Bewachsen
des FliefRkanals in V2 und V4 (8 = 0,25 mg/L Fe?+). Der Vergleich von V1 (@ = 1 mL/min) mit V3 (Q =
5mL/min) und V2 (Q@= 1 mL/min) mit V4 (Q = 5mL/min) offenbart einen Trend der
Wachstumsgeschwindigkeit der Biofilme. Durch die niedrige FliefRgeschwindigkeit, gekoppelt mit der
hohen Eisenverfiigbarkeit (V1), wird das Biofilmwachstum positiv beeinflusst. Niedrige
Eisenkonzentrationen mit niedriger Flief3geschwindigkeit (V2) und hohe Eisenkonzentrationen mit hoher
Fliefdgeschwindigkeit (V3) schienen zu Beginn dhnliche Auswirkungen auf den Biofilm zu besitzen, da die
Akkumulation hier zunachst an Tag 3 und Tag 4 deutlich wurden.

Innerhalb der Topographien in Abb. 16 wird angedeutet, dass V4 mit den Bedingungen einer niedrigen
Eisenkonzentration und einem hohen Volumenstrom das geringste Aufwachsen auf das Substratum
verursachte. Bei genauerer Betrachtung zeigte sich zudem, dass die Biofilme in V1 und V3 (f = 2,5 mg/L
FeZz+) zum Ende der Versuchsdauer hin zusammenhingende Aggregate ausbildeten. Hingegen entstanden
bei V2 und V4 (8 = 0,25 mg/L Fe2*) eher einzelne und in Breite sowie Lange kleinere Kolonien. Die
Entwicklung zeigte einen nahezu vollstandig bedeckten Flief3kanalboden an den Tagen 9 und 10 innerhalb
der Versuche V1 und V3 (B = 2,5 mg/L Fe?+). Im Gegensatz dazu war das Substratum innerhalb der
Versuche V2 und V4 (f = 0,25 mg/L Fe?*) nur partiell bedeckt. Mit ca. 200 um maximaler Biofilmhéhe L ;
illustrierte V1 (f = 2,5 mg/L Fe2*, Q = 1 mL/min) zudem einen der héchsten und langsten Patches (weifde
Farbkodierung). Danach folgte V3 (8 = 2,5 mg/L Fe?*, Q = 5 mL/min) mit ebenso ldngeren und
zusammenhidngenden Kolonien, die ein Wachstum von den FliefSkanalwdnden zur Kanalmitte zeigten. Bei
V4 (f = 0,25 mg/L Fe2*, Q = 5 mL/min) findet sich ein einzelnes Aggregat mit ca. 100-150 pm Hoéhe ab Tag
7 des Experiments. Durch das plétzliche Auftreten des Aggregats zwischen Tag 6 und Tag 7 wird dieses eher
als Ablagerung statt Wachstum interpretiert, da dies dem Flief3kanal nach zu urteilen eher der Ausnahme

entsprach.

Mittels OCT konnten erste Unterschiede der Biofilme bei den verschiedensten Bedingungen ausgemacht
werden. Um diese primaren Differenzierungen mit statistischer Sicherheit zu belegen, wurden alle N = 10
Biofilme je Versuch mittels Fiji hinsichtlich derer Strukturparameter analysiert (s. Abb. 17 und 18) und im

Anschluss in einer statistischen Varianzanalyse beurteilt.
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Abb. 17 Vergleich der strukturellen Biofilmparameter mittlere Biofilmdicke L, FlieRkanalbedeckung SC, texturelle
Entropie TE, Schiefe (skewness) Rsx und Wolbung R i, (kurtosis) im Wachstumsversuch iiber 10 Tage. N = 10 Replikate;
O® 2 B =2,5mg/L Fe2+; (1l 2 B = 0,25 mg/L Fe2+; getffnete Datenpunkte £ Q = 1 mL/min; geschlossene Datenpunkte
2 @ = 5 mL/min. Die Tendenzen von f und Q sind gegeben.
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An Tag 1 besaflen die Biofilme unter allen Bedingungen nahezu gleiche mittlere Biofilmdicken L von
wenigen pm. An den Tagen 3 und 4 wurde die deutliche Zunahme der Biofilmmasse, wie in den MIPs
(s. Abb. 16) gezeigt, fir V1 (8 = 2,5 mg/L Fe2*, Q = 1 mL/min) ersichtlich. An den Tagen 5 und 6 war
zunachst auch das verstarkte Wachstum der Biofilmmasse in V3 (8 = 2,5 mg/L Fe?t, Q = 5 mL/min)
erkennbar. Besonders an Tag 6 ist die hohe Variation der mittleren Biofilmdicken von V1 illustriert. Hier
entwickelten sich die Biofilme mit bis zu Lx = 12,4 + 7,7 um Biofilmdicke. Innerhalb der Kultivierungstage
7 bis 10 wurden vor allem der Zuwachs in V1 und V3 (f = 2,5 mg/L Fe2*) und deren hohe
Standardabweichungen von bis zu Ly = + 15,4 um fiir V3 ( Q = 5 mL/min) deutlich. Die Entwicklung der
Biofilme in V2 und V4 (8 = 0,25 mg/L Fe?*) war verlangsamt, und die maximalen mittleren Dicken der
Kolonien betrugen lediglich Lr = 5,5 &+ 4,2 um am Ende der Kultivierungsdauer.

Der Zuwachs an Aggregaten wurde auch in Abb. 17 anhand der FliefRkanalbedeckung SC offensichtlich, die
einen dhnlichen Trend fiir je V1 und V3 (8 = 2,5 mg/L Fe2*) und je V2 und V4 (8 = 0,25 mg/L Fe?*) aufwies.
Ebenso wie bei der Lp waren fiir V1 und V3 an Tag 10 die héchsten Standardabweichungen mit
SC = * 14,3 % FliefRkanalbedeckung eindeutig. Innerhalb der Versuche V2 und V4 (f = 0,25 mg/L Fe?*)
war die FliefSkanalbedeckung mit bis zu SC = 16,2 + 6,9 % am Versuchsende (Tag 10) im Vergleich zur
Akkumulation in V1 und V3 (f = 2,5 mg/L Fe2*) von bis zu SC = 81,9 + 7,2 % niedrig und betrug rund ein
Flinftel.

Erneut wurde auch in der texturellen Entropie TE der gleiche Entwicklungsverlauf offenbart. Eine Zunahme
der texturellen Entropie ging dabei mit einer steigenden Heterogenitit des abgebildeten
Flieffkanalvolumens einher. Das bedeutet, dass sich die ausgebildeten Kolonien zunehmend in ihrer Form,
Struktur sowie Verteilung unterscheiden. Hier jedoch wurden die hochsten Differenzen innerhalb der
Entropie fiir V1 (8 = 2,5 mg/L Fe2+, Q = 1 mL/min) an den Tagen 5 und 6 gezeigt, welche zum Ende der
Versuchsdauer hin abnahmen. Dies ist konform mit den MIPs (Abb. 16), an denen nach Tag 6 fiir V1 und V3
(B = 2,5 mg/L Fe2*) optisch kaum Unterschiede auszumachen sind, ausgenommen des Zuwachses in die
Héhe (Lg).

Vor allem fiir V2 (f = 0,25 mg/L Fe2*, Q = 1 mL/min) und erweitert auch fiir V4 (§ = 0,25 mg/L Fe2+,
Q =5 mL/min) zeigte die texturelle Entropie TE an den Tagen 9 und 10 die hochste Standardabweichung
von bis zu zwei Einheiten. Die Biofilmaggregate aus V2 und V4 (8 = 0,25 mg/L Fe2*) waren homogener als
die Aggregate aus V1 und V3 (S = 2,5 mg/L Fe?+). Dies spiegelt sich in den MIPs (s. Abb. 16) wider, in denen
die Aufnahme von V2 (f = 0,25 mg/L Fe2*, Q = 1 mL/min) an Tag 10 der Aufnahme von V1 (f = 2,5 mg/L
Fe?+, Q = 1 mL/min) an Tag 3 und die Aufnahme von V4 (f = 0,25 mg/L Fe2*, Q = 5 mL/min) an Tag 10
der Aufnahme von V3 (8 = 2,5 mg/L Fe2*, Q = 5 mL/min) an Tag 5 hinsichtlich TE, SC und Ly dhnelt.

Die Schiefe Rgy der Farbverteilung, also der Verteilung der verschiedenen Koloniehdhen, in Abb. 17 Rg
dokumentiert im Vergleich zu den ersten drei Strukturparametern eine Abnahme unter allen vier
Bedingungen V1-V4.

Auch zwischen den Bedingungen war die Anordnung der Datenpunkte spiegelverkehrt. Hier lagen die
Datenpunkte fiir die Biofilme in V4 (f = 0,25 mg/L Fe2*, Q = 5 mL/min) an Tag 1 mit bis zu Rgx =
104,8 + 41,6 Einheiten am hochsten, da voraussichtlich nur wenige Pixel in den C-Scans vorhanden waren.
Dies kann durch die geringe Biofilmdicke L; und die geringe Kanalbodenbedeckung SC in Abb. 17 belegt
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werden. Danach folgten V2 (f = 0,25 mg/L Fe?*, @ = 1 mL/min) und V3 (8 = 2,5 mg/L Fe?+, Q = 5 mL/min)
und letztlich V1 (8 = 2,5 mg/L Fe2+, Q = 1 mL/min) mit einem Rgx Wert von Rg,x = 10, da sich an Tag 1
bereits mehrere kleine Aggregate mit fast symmetrischer Verteilung (Rgy, s. Abb. 17) in den FZ entwickelt

hatten.

Die Asymmetrie der Hohenverteilung nahm iiber die Kultivierungsdauer hinweg bis zu einer
symmetrischen Verteilung der Kolonieh6hen hin ab (Rgx = 0). Dementsprechend sollten genauso viele
kleine wie auch hohe Aggregate in den Biofilmen vorhanden gewesen sein. Die Struktur des Bulk-Biofilm-
Interface wurde folglich gleichmafiger. Ausschliefilich die Biofilme in V2
(B = 0,25 mg/L Fe2+, Q = 1 mL/min) wiesen einen geringfiigig erh6hten (= positiven) Rsx Wert auf, da die
Kolonien kein zusammenhdngendes Aggregat ausbildeten und nur einzelne hdhere Kolonien
charakterisiert waren (vgl. Anhang C).

Der Parameter Ry zeigt jedoch nicht den gleichen Trend (8 = Q) wie die Parameter L, SC und TE (f >
Q). Er wird womaoglich gleichermafden von der Fe2+-Konzentration g als auch von der Flief3geschwindigkeit
bzw. dem Volumenstrom Q beeinflusst.

Beim Strukturparameter der Wolbung Rg; war diese Tendenz (S = Q) entsprechend vorhanden
(s. Abb. 17 Rgy). Der Parameter beschreibt die Verteilung der Berge und Téler in der Biofilmoberflache und
verdeutlicht, dass in V4 (f = 0,25 mg/L Fe?+, Q = 5 mL/min) eher einzelne grofiere Aggregate auftraten.
Unter den Versuchsbedingungen V1-V3 lag somit eine relativ symmetrische Ausrichtung der Kolonien vor,
die ab Tag 6 auch fiir die Biofilme in V4 auftrat.

Da die beiden Parameter Rgy und Ry, an den letzten 5 Tagen (Tage 6-10) die geringsten Unterschiede
aufwiesen, war eine Differenzierung des Einflusses von fr.2+ und Q ausschliefdlich durch diese

Strukturparameter nicht moglich.
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Abb. 18 Vergleich der strukturellen Biofilmparameter Fraktaldimension FD, zweites Flichenmoment ASM, Inverses
Differenzmoment DM, mittlere Kolonieldnge AHRL und mittlere Koloniebreite AVRL im Wachstumsversuch iiber 10
Tage. N = 10 Replikate; O@® 2 B = 2,5 mg/L Fe2+; (Il 2 B = 0,25 mg/L Fe2+; getffnete Datenpunkte £ Q = 1 mL/min;
geschlossene Datenpunkte 2 Q =5 mL/min. Die Tendenzen von  und Q sind gegeben.
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Der Strukturparameter Fraktaldimension FD definiert die Irregularitit der Biofilmaggregate im Fliefkanal.
Je hoher dabei die Werte, desto hoher ist die Irregularitit (s. Abb. 18). Auch hier war iiber die
Versuchsdauer hinweg ein dhnlicher Trend (8 > Q) wie bei den Strukturparametern Lz, SC und TE in
Abb. 17 zu erkennen. Dennoch waren die Unterschiede nicht so stark ausgepréagt wie in den Parametern
von Abb. 17 und gerade zu Beginn der Experimente korrelierten eher V1 und V2 (Q = 1 mL/min) sowie V3
und V4 (Q = 5 mL/min), was auf die genutzte Flief3geschwindigkeit zuriick zu fiihren ist.

Das 2. Flachenmoment ASM und das Inverse Differenzmoment /DM nahmen tliber die Kultivierungsdauer
hinweg fiir je V2 und V4 ( = 0,25 mg/L Fe2+) um 10-30 % ab. Hingegen lagen fiir V1 und V3 (f = 2,5 mg/L
Fe2+) Werte von ASM = 0,05 + 0,01 (V3) bis zu IDM = 0,37 + 0,14 (V1) vor, entsprechend bestitigte sich
eine Abnahme von bis zu 60-100 % von Tag 1 zu Tag 10. Dies bedeutet, dass sich sowohl die Richtung der
Kolonien (ASM) als auch die Distanz zwischen den Aggregaten (IDM), vor allem fiir die Biofilme in V1 und
V3 (B = 2,5 mg/L Fe?*), verstarkt geandert haben. Dies deutet darauf hin, dass die Biofilme in V1 und V3
zusatzlich zum Wachstum in die Lange (AHRL, s. Abb. 18) auch in die Breite (AVRL) gewachsen und somit
lateral gesehen grofier geworden waren. Durch diese Entwicklung sank folglich auch die Distanz zwischen

den Kolonien (IDM). Die vier Parameter ASM, IDM, AHRL und AVRL stimmen in ihrer Aussage liberein.

Erst die gemeinsame Betrachtung aller ausgewerteten Strukturparameter fiihrt zu einer vollstindigen
Ubersicht der Biofilmentwicklung iiber die Kultivierungsdauer von 10 Tagen. Generell konnten
Unterschiede zwischen den Fliefbedingungen @ (1 und 5 mL/min) schwer differenziert werden (V1 und
V3; V2 und V4). Dennoch deuten die Strukturparameter ASM und IDM an, dass die Werte der Versuche mit
der erhohten Flief3geschwindigkeit (V3, V4) generell unter denen mit der niedrigen Flief3geschwindigkeit
(V1, V2) lagen (V3 < V1 und V4 < V2). Die restlichen Strukturparameter (ausgenommen Rgy und Ryy)
zeigten eine entgegengesetzte Tendenz (V3 > V1 und V4 > V2). Somit lasst sich auch der Einfluss der
Flief3geschwindigkeit auf die Biofilmaggregate interpretieren.

Gezeigt wurde, dass sich die Biofilme bei @ = 5 mL/min (V3, V4) zu Beginn aufgrund der erhdhten
Wandschubspannung langsamer entwickelten, zum Ende des Experiments hin (Tage 8 bis 9) aber stabiler
hinsichtlich L, SC,ASM und IDM gegeniiber denen mit Q = 1 mL/min (V1, V2) waren. Hinsichtlich der
unterschiedlichen Eisenkonzentration konnten eindeutigere Unterschiede in allen Parametern ausgemacht

werden (Korrelation von V1 + V3 und V2 + V4).

Zusammengefasst, entwickelten sich die Biofilme bei der erhéhten Eisenkonzentration schneller und
bildeten allgemein grofiere Kolonien aus. Auch die Fliefgeschwindigkeit hatte einen geringfiligigeren
Einfluss auf die  Entwicklung der  Biofilme. Erhohte  Geschwindigkeiten in V3
(B = 2,5mg/L Fe2+, Q =5 mL/min) beeinflussten die Kolonien ebenso positiv, da hier sowohl hohere
Biofilmdicken als auch vollstindigere und symmetrische Flief3kanalbedeckungen gegentiber der geringen
Stromungin V1 (f = 2,5 mg/L Fe2*, Q = 1 mL/min) bei reifen Biofilmen (Alter: ca. 8 bis 10 Tage) aufgezeigt

werden konnten.

Die Ergebnisse bestétigen die Hypothese, dass Fe?+ einen positiven Einfluss auf die Biofilmakkumulation
ausiibt. Innerhalb der Literatur konnten sich dhnliche Resultate finden. Bereits Korstgens et al. (2001)
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konnten zeigen, dass bivalente Kationen wie Ca2* die Stabilitit der Biofilmmatrix in Pseudomonas
aeruginosa Biofilmen steigern, was die erh6hte Adhadsion und eine vermehrte Biofilmakkumulation in den
Versuchen V1 und V3 (f = 2,5 mg/L Fe2*) bestatigt.1718 Auch in der Studie von Mohle et al (2007)
verhinderten erhdhte Konzentrationen von Eisensulfat im Nahrstoffmedium (f = 10 mg/L) ein Abreifien
mikrobieller Biofilme (Belebtschlamm) vom Substratum in einem Rotationsscheibenreaktor. Des Weiteren
belegen die Autoren die Abhangigkeit der Biofilmdicke von der Substratkonzentration f und der
Scherbeanspruchung an der Biofilmoberflache. Dabei erzielte eine hohe Substratkonzentration (30 mg/L
Glucose) mit niedriger Schergeschwindigkeit (3 Rotationen pro min) dicke Biofilme (L = 412 + 129 um)
und eine niedrige Substratkonzentration (5 mg/L Glucose) mit hoher Schergeschwindigkeit (9 Rotationen
pro min) diinne Biofilme (Lr = 103 + 10 ym).18

Ein dahnlicher Zusammenhang stellte sich bei den hier gezeigten Experimenten ein, bei denen dickere und
,bauschigere” Biofilme (s. Abb. 16) bei hoher Eisenkonzentration und niedriger Flief3geschwindigkeit (V1)
auftraten und diinnschichtige Biofilme bei hoher Eisenkonzentration und hoher Flief3geschwindigkeit (V3).
Weiterhin wurde in Studien mit Eisenkomplexbildnern herausgefunden, dass eine minimale Konzentration
von freiem Eisen fiir die Bildung von P. aeruginosa Biofilmen in Flief3zellen notwendig ist.21.2450 Das Eisen
reguliert dabei die Oberflaichenbeweglichkeit der Bakterien und férdert die Biofilmformation erneut durch
Stabilisierung der EPS-Matrix, die hauptsachlich aus Polysacchariden besteht.20.23,25,26

Dennoch zeigen diese Studien auch, dass zu hohe Eisenkonzentrationen die Biofilmbildung inhibieren, da
eine Freisetzung von DNA aus toten P. aeruginosa Zellen unterdriickt wird. Diese Freisetzung stellt dabei
eine wichtige strukturelle Komponente der Biofilme dar.2324 Beziiglich einer optimalen
Konzentrationsangabe von Eisen im Medium unterscheiden sich die Studien dennoch stark, was auf die
gewdhlten Reaktorsysteme zuriick zu fithren ist. Wahrend Berlutti et al (2005) ,hohe“
Eisenkonzentrationen von 10-100 pM als positiv beziiglich Aggregation und Biofilmformation in
unterschiedlichen Reaktorsystemen und -tests definieren, berichten Yang et al. (2007) von einer Inhibition
des Biofilmwachstums in Mikrotiterplatten sowie Fliefdzellen in diesem Konzentrationsbereich.2426

Diese Inhibition der Biofilmbildung durch hohe Eisenkonzentrationen konnte in der vorliegenden Arbeit
nicht nachgewiesen werden. Vermutlich wirkt nicht fiir jedes bakterielle Biofilmsystem die Zugabe von
Eisen bzw. Fe?+ stimulierend bzw. sind fiir unterschiedliche Arten differenzielle Eisenmengen fiir die
Differenzierung zum Biofilm von Bedeutung. Jedoch bestdtigt Weinberg (2004), dass Zink, Mangan und
Eisen Schliisselfunktionen in der biochemischen als auch morphologischen Konversion von Pro- und
Eukaryoten besitzen.20 Gerade in Erdboéden kommen hohe Mengen an Eisen vor, was den positiven Einfluss
auf das, auch hier verwendete, Bodenbakterium Bacillus subtilis manifestiert.49.8586

Auch der Einfluss der hydrodynamischen Bedingungen auf die Biofilme ist weitreichend bekannt und in
einigen Studien dokumentiert.3-887.88 Durch diese Studien kann die Ausbildung von Streamern, d. h. ein
vermehrtes Wachstum in die Lange (AHRL), vor allem fiir die Biofilme in V3
(B = 2,5 mg/L Fe?*+, Q = 5 mL/min), belegt werden. Aussagen iiber die viskoelastischen Eigenschaften
sowie die Stirke des Zellverbunds charakterisieren den positiven Einfluss erhéhter hydrodynamischer

Bedingungen weiterhin.3.53:89-93
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Zur Verifizierung der Ergebnisse aus V1-V4 in Abb. 17 und 18 wurden mit den Strukturparametern
zweifaktorielle Varianzanalysen durchgefiihrt. Diese Analysen stellen mit statistischer Sicherheit fest, ob
und in welchem Ausmaf$ die folgenden Bedingungen untereinander korrelieren bzw. Grund fiir einen
Unterschied in den Strukturparametern darstellen. Dazu wurden drei Hypothesen mit folgender

Pradikation aufgestellt:

- Hi: Keine Unterschiede durch verschiedene Fliefigeschwindigkeiten
- Hz: Keine Unterschiede durch verschiedene Eisenkonzentrationen

- Hs: Keine Korrelation zwischen den beiden Parametern

Dies ist vor allem fiir den Einfluss des Volumenstroms Q von Bedeutung, da die Versuche mit gleicher
Eisenkonzentration (V1 + V3 und V2 + V4) jeweils dhnliche Werte und zudem hohe, sich iiberlagernde

Standardabweichungen in Abb. 17 und 18 aufwiesen.

Generell beweist ein p-Wert tiber dem Signifikanzniveau a, 4;, dass die Hypothese angenommen und keine
durch den vorliegenden Parameter hervorgerufenen Differenzen in den Strukturparametern festgelegt
werden konnen. Dies zeigte sowohl die ANOVA als auch der Scheirer-Ray-Hare Test fiir alle
Strukturparameter in der H1 (s. Tab. 7).

Tab. 7 Zweifaktorielle Varianzanalyse der ermittelten Strukturparameter. p < a entspricht einer Ablehnung der
Hypothesen. H1: kein Unterschied zwischen den Volumenstromen Q; H2: kein Unterschied durch variiertes 8 (Fe2t); H3:

keine Korrelation zwischen den beiden Parametern Q und B. Rot markierte Werte zeigen zum besseren Verstindnis
Datenpunkte nahe dem Signifikanzniveau « an.

Zweifaktorielle Varianzanalyse (a = 0,01)

ANOVA

Strukturparameter H1 H2 H3
Lp 0,45 0,90-10* 0,24

SC 0,84 0,10-10* 0,57
TE 0,35 0,30-105 0,24

Rex 0,07 018102 0,61

FD 0,11 0,12-104 0,43

ASM 0,63 0,27-105 0,32

IDM 0,79 0,97-10-5 0,55

Scheirer-Ray-Hare

Strukturparameter H1 H2 H3
Ryu 0,16 0,56:105 0,21
AHRL 0,17 0,12-10-6 0,04
AVRL 0,78 0,17-10* 0,21
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Mit einem Minimalwert des Schiefeparameters Rgx (p =0,07 > ) bis zu einem Hochstwert der
Flief(kanalbedeckung SC (p = 0,84 > ) gab es keine statistisch signifikanten Differenzen zwischen dem
niedrigen (1 mL/min) und dem hohen Volumenstrom Q (5 mL/min).

Bei Betrachtung der Schiefe Rgy in Abb. 17 wird ersichtlich, dass der Parameter deshalb den in der H1
niedrigsten p-Wert zeigte, da hier keine Uberschneidungen der Standardabweichungen von V1 + V3 sowie
V2 + V4 zum Versuchsende hin vorlagen. Dies belegt, dass der Volumenstrom geringfiigig Einfluss auf die
Biofilme hinsichtlich Rgx und der Fraktaldimension FD nimmt. Im Vergleich zum Einfluss von Fe2+ auf die
Biofilmaggregate, konnte dies jedoch nicht mit statistischer Signifikanz bestatigt werden (vgl. Tab. 7 H2).
Die Flief3kanalbedeckung SC zeigt mit den Hochstwerten der ANOVA in der H1, was bereits aus Abb. 17
erkennbar wurde: die hohen Standardabweichungen innerhalb der Experimente mit gleichen
Eisenkonzentrationen erschweren eine statistische Verifizierung der Einflussnahme von Q auf die Biofilme.
Die p-Werte der H2 lagen im Gegensatz dazu weit unter dem Signifikanzniveau a. Aus diesem Grund kann
bestétigt werden, dass Fe?+ die Struktur mit statistischer Signifikanz beeinflusst. Im Vergleich mit Abb. 17
hat das Fe?* einen positiven Effekt auf die mittlere Biofilmdicke Ly und die Flie2kanalbedeckung SC, also
grundsatzlich auf die Biofilmakkumulation.

Dagegen haben die Diagramme der Schiefe der Hohenverteilung Rgx und der Wélbung Ry, die geringsten
Unterschiede zwischen den Bedingungen zum Versuchsende aufgezeigt. Dies wird durch die ANOVA mit
dem an a nahe gelegenstem Wert (p = 0,18:102 < a) flir Rgg bestatigt. Der Wert der Wolbung Ry, hingegen
liegt weit entfernt vom Signifikanzniveau (p = 0,56-10-5 < a), obwohl er dem der Schiefe nach dem Verlauf
in Abb. 17 &hneln sollte. Die Ursache konnte in der Nutzung des Scheirer-Ray-Hare-Tests liegen, der
allgemein als ungenauer gegentiber der ANOVA definiert wird.?*

Die Ergebnisse der H3 wiesen erneut, wie bei der H1 offensichtlich, p-Werte iiber dem Signifikanzniveau a
auf. Dies bestatigt die Annahme, dass der Einfluss des Volumenstroms Q und die Zugabe von Fe?+ nicht
miteinander korrelieren. Ausschliefilich der Wert der AHRL liegt relativ nahe am Signifikanzniveau «
(p =0,04 > ). Eine Begriindung findet sich in der sich nicht dndernden FliefRrichtung im Kanal: die
Aggregate wachsen bei ausreichender Zugabe von Fe2+ (f = 2,5 mg/L Fe2+) bevorzugt in x-Richtung, da der
Fluss unidirektional ist.

Die Betrachtung der Fluid-Struktur Interaktion manifestiert die Notwendigkeit der Analyse einer Vielzahl
der Strukturparameter, da die Auswertung eines Parameters (moglicherweise) nicht geniigt, um

Unterschiede bzw. Abhidngigkeiten oder auch Korrelationen festzustellen (z. B. Rgx und Rgy).%5

Zwischenfazit

Mittels Wachstumsversuchen unter der Nutzung der Monitoringplattform konnte demonstriert werden,
dass Eisen (hier Fe2*) einen Effekt auf die Biofilme ausiibt. Biofilme, angewachsen mit einer erhdhten
Eisenkonzentration, konnten schneller an Volumen zunehmen und waren zum Ende des Versuchs hin
stabiler. Trotz hoher Standardabweichungen in den Strukturparametern konnte dieser Effekt des Fe2+
mittels statistischer Analysen manifestiert werden. Beziiglich der Auswirkung des Volumenstroms Q,
scheint sich diese bei ausreichender Zugabe an Fe2* positiv auf die Stabilitdt auszuwirken (0,25 mg/L <
Brez+ < 2,5mg/L).
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Die Wachstumsversuche beweisen somit:

e eine genutzte Probenanzahl von N = 10 Replikaten gewahrleistet die Unterscheidung der Biofilme
unter verschiedenen Kultivierungsbedigungen

e eine statistische Verifizierung der Ergebnisse mittels ANOVA und Scheirer-Ray-Hare-Test

e ceinen positiven Effekt von Fe?+ anhand von ausgeprigten Biofilmakkumulationen
und -entwicklungen

e einen positiven Effekt der erhohten Fliefgeschwindigkeit bei ausreichend vorhandenem FeZ+
bezogen auf die Biofilmdicke, FlieRkanalbedeckung sowie Stabilitat der Biofilme

e dass eine Biofilmkontrolle demnach moglich ist (Produktion/wasserfiihrende Systeme)

4.2 Steigende Akkumulation von Eisen im Biofilm

Da die OCT ausschliefdlich Aufnahmen in Form von Grauwerten abbildet, wurden CLSM-Aufnahmen
generiert, um die Biofilme als solche zunachst zu identifizieren. Mittels CLSM wurde das Vorkommen von
DNA und EPS in den FZ bestatigt und die alleinige Ablagerung von Eisen bzw. Fe2+-Prazipitaten widerlegt
(s. Anhang D).

Um eine Ubersicht tiber die Akkumulation und den Einlagerungsverlauf von Eisen in der Biofilmmatrix zu

erhalten, wurde mittels ICP-OES der Eisengehalt bezogen zur Biofilmmasse ermittelt (s. Abb. 19).
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Abb. 19 Im Biofilm eingelagertes Eisen an Tag 10 der Wachstumsversuche. Dargestellt sind die Mittelwerte sowie die
Standardabweichungen von N = 3 Flief3zellen fiir die Berechnung des Gesamt-Eisens und N = 2 Flief3zellen fiir die
Berechnung der Trockensubstanz (TS).

Dabei wurde die Hypothese aufgestellt, dass sich das Fe?+ in der Biofilmmatrix einlagert und nicht wieder
mit dem durchlaufenden Nahrmedium ausgespiilt wird. Dies konnte durch die gravimetrische Bestimmung

(siehe Abb. 19) bestatigt werden. Dabei betrug der Anteil des Gesamteisens im Biofilm unter der
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Versuchsbedingung V3 (f = 2,5 mg/L Fe?+, Q = 5 mL/min) ca. 50 % der Biofilmmasse, gefolgt von der
Einlagerung des Eisens in den Biofilmen in V1 (21 % Eisen; § = 2,5 mg/L Fe2*, Q = 1 mL/min). In den
Versuchen mit den niedrigen Eisenkonzentrationen (V2, V4) wurde entsprechend wenig Eisen vom Biofilm
inkorporiert. In den Biofilmen unter V2 (Q =1 mL/min) wurden nur ca. 2 % des Eisens an Tag 10
eingelagert. Dies entsprach [ =0,23 + 0,22 mg Eisen, obwohl tber die Kultivierungsdauer hinweg
mindestens 3,3 mg Eisen den Flieffkanal passiert hatten. Auch in V4 (Q =5 mL/min) wurde mit 7 %
vergleichsweise wenig Eisen akkumuliert. Da die Biofilme in V4 wiederum héhere Werte als die in V2
aufwiesen, wird davon ausgegangen, dass die interne Biofilmstruktur (Dichte, Diffusion) und die
durchgeflossene Menge der Eisenionen (Beladung) eine Auswirkung auf das Mafl der Akkumulation im
Biofilm haben.

Da am Ende der Experimente jeweils weniger Eisen integriert als im Versuch zugegeben wurde, wird
abgeleitet, dass sich das Eisen in der FZ nicht nur ablagert, sondern erst mit der Akkumulation von
Biofilmmasse in den FZ verbleibt und in die Matrix eingebaut wird.

Um dies zu beurteilen, wurde der Akkumulationsverlauf von Eisen ermittelt. Dieser ist in Abb. 20

abgebildet.
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Abb. 20 Akkumulationsverlauf von Eisen im Biofilm iiber eine Kultivierungsdauer von 10 Tagen. N = 1. Leere Zellen
definieren das Gewicht der Biofilme, schraffierte Zellen das Gewicht des Eisens.

Unter allen Versuchsbedingungen war iiber die Zeit hinweg sowohl eine kontinuierliche Akkumulation von
Biofilmmasse als auch eine Einlagerung von Eisen in der Biofilmmatrix feststellbar. Deutlich wurde, dass
bereits an Tag 1 bis zu 2 mg Biofilmmasse produziert wurden. Dabei wiesen die Biofilmaggregate unter
V1 (B =2,5mg/L Fe2+, Q =1 mL/min) die hochste Masse auf, gefolgt von V3 (f = 2,5 mg/L Fe?t,

Q =5mL/min) > V2 (f = 0,25 mg/L Fe2*, Q = 1 mL/min) > V4 (f = 0,25 mg/L Fe2*, Q = 5 mL/min).
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Diese lineare Akkumulationsrate ist vergleichbar mit den Wachstumskurven in Abb. 17 L und SC. Der
Grund fir die bereits erh6hte Biofilmmasse liegt voraussichtlich an Riickstinden vom Inokulat.

An Tag 3 hatte das Gewicht des Biofilms in V1 (B =2,5mg/LFe2*,Q =1 mL/min) um 0,47 mg
zugenommen, jedoch schien das Eisen zwischen Tag 1 und 3 ausgespiilt worden zu sein, da die Werte hier
um ca. 0,67 mg abnahmen. Beachtet werden muss, dass jeder zweite Datenpunkt je einer individuellen,
parallel geschalteten FZ entsprach (je Versuch V1-V4 wurden vier FZ aufgebaut: die erste wurde an Tag 1
entnommen, die zweite an Tag 3, die dritte an Tag 6 und die vierte an Tag 9). Aufgrund dessen kann es zu
geringfligigen Abweichungen in der angenommenen Steigung der Wachstumskurve gekommen sein. Die
Kolonien in V2 und V4 (f = 0,25 mg/L Fe2+) wiesen wiederum eine Gewichtszunahme von bis zu 1,21 mg

an Tag 3 auf, lagen dennoch unter dem Gewicht in V1 (f = 2,5 mg/L Fe?+, Q = 1 mL/min) mit 2,47 mg.

Nach drei weiteren Tagen hatte das Gewicht des Biofilms in V1 (Tag 6, § = 2,5 mg/L Fe?*, Q = 1 mL/min)
im Vergleich zu Tag 1 um das Doppelte zugenommen, ahnlich in V2 (f = 0,25 mg/L Fe?+, Q = 1 mL/min).
Die Biofilme in V3 und V4 (Q =5 mL/min) wiesen dabei mit bis zu + 230 % den hdchsten Zuwachs an
Biofilmmasse auf. Die Inkorporation von Eisen fiel geringfiigiger aus, eine deutliche Steigung ist dennoch
offensichtlich. Tag 9 zeigte die hochsten Akkumulationsraten an Biofilmmasse. Die Ergebnisse aus dem
Akkumulationsverlauf von Eisen und Biofilm an Tag 9 in Abb. 20 korrelieren nicht exakt mit den
Ergebnissen aus Abb. 19 an Tag 10. Hypothetisch sollte die Akkumulation von Eisen in V1 21 %, in V2 2 %,
in V3 50 % und in V4 93 % entsprechen. Dennoch ist eine dhnliche Tendenz erkennbar.

Grinde fiir die Differenzen liegen in den unterschiedlichen Kultiviertagen zwischen den Diagrammen
(Abb. 19 Tag 10; Abb. 20 bis zu Tag 9) und in der Einzelanalyse des Akkumulationsverlaufs ohne Replikate.
Eine weitere Ursache fiir die hohen Biofilmgewichte in V2 und V4 (f = 0,25 mg/L Fe2*) in Abb. 21 im
Vergleich zu der Entwicklung der Strukturparameter L und SC in Abb. 17 liegt in der vollstindigen
gravimetrischen Bestimmung der vorhandenen Materie im gesamten Fliefkanal. Wahrend die OCT-
Aufnahmen zur Analyse der Fluid-Struktur-Interaktion die Mitte des Kanals abbildeten, wurden bei der
Gewichtsbestimmung auch die Ablagerungen in den Ecken am FliefRkanalein- und ausgang mit
einkalkuliert. Diese Begriindungen rechtfertigen erneut, dass eine Mindestanzahl an Replikaten
durchzufiihren sowie eine standardisierte Extraktion der Biofilmmasse aus den Flief3zellen anzuwenden
ist.

Trotz weniger Diskrepanzen konnte durch die OCT-Aufnahmen mit N = 10 Biofilmreplikaten der Zuwachs
von Biofilmvolumen und durch Analyse mittels ICP-OES (N = 1-3) die zunehmende Eiseneinlagerung in die
Biofilmmatrix verifiziert werden.

Kang & Kirienko (2018) bestiatigen sowohl die Aufnahme des Eisens durch sogenannte Siderophoren
(Eisentrager) als auch die Speicherung von Eisen in Pseudomonas aeruginosa Biofilmen.?¢ Auch das hier
verwendete Bakterium Bacillus subtilis nutzt die Bildung von Biofilmen und die Produktion von
Siderophoren, um Eisen (Fe) aus dem Medium aufzunehmen und ein normales Wachstum zu gewahrleisten,
wie Rizzi et al (2019) berichten. Dabei definieren sie Eisen (Fe) als das wichtigste Metall in der Biologie.*®
Oh et al. (2018) fanden weiterhin heraus, dass Eisen die Biofilmformation durch oxidativen Stress férdert
und die EPS-Produktion in Campylobacter jejuni durch Eisen angeregt wird. So forderte eine Eisenzugabe
in deren Studien signifikant die Ausbildung von Mikrokolonien im frithen Stadium sowie die
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Differenzierung zu reifen Biofilmstrukturen?®’, was hier sowohl durch die Analyse der OCT-Daten als auch
durch die gravimetrische Bestimmung von Eisengehalt und Biofilmmasse belegt werden kann. Dabei sollen
Komponenten der Biofilmmatrix die Regulation zwischen essenzieller und tiberschiissiger Eisenaufnahme

(toxische ROS-Produktion) unterstiitzen.?6.97

Fir die Ermittlung des Einflusses von Fe?* auf die Biofilmmatrix bzw. Stabilitit der Biofilme war es
demnach notwendig, dessen Derivate und Struktur zu untersuchen, um die Interaktion mit der

Biofilmstruktur genauer zu definieren. Die Ergebnisse sind in Abschnitt 4.3 beschrieben.

4.3 Einlagerung in Form von Eisenoxidhydroxiden

Mittels der ATR-IR-Spektroskopie wurden die vorliegenden Molekiile und chemischen Verbindungen
innerhalb der FZ von V1-V4 (je N= 1) determiniert. Abbildung 21 stellt die gemessenen Absorptionen bei

den bestimmten Wellenzahlen grafisch dar.
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Abb. 21 ATR-IR-spektroskopische Aufnahmen der Biofilme aus den Versuchen 1-4 an Tag 10. Die Teilbereiche a)-c)
markieren charakteristische Wellenzahl-Bereiche (1500-250 cmt) mit nahezu identischer Lage an Absorptionen
zwischen den Versuchen.
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In allen Versuchsbedingungen V1-V4 diente Eisen(Il)chlorid-Tetrahydrat als Spurenelement zur
Ermittlung des Eiseneffekts, weshalb dieses zur Signalfindung im ATR genutzt wurde. Erkennbar war bei
der Referenzchemikalie die Absorption bei einer Wellenzahl zwischen 3000 und 3500 cm, die bei den
Messungen der Biofilme (V1-V4) ausblieb. Bei Betrachtung des Bereichs a) von 1700-1200 cm! traten
hingegen fiir alle vier IR-Analysen Absorptionsbanden auf, die sich in einem Bereich um 1500 cm!
befanden. Dabei bestand die Bande beim Eisenchlorid im Gegensatz zu den Banden aus V1-V4 aus zwei
kleineren Banden. Auch die Intensititen variierten zwischen den Experimenten, da es aufgrund der
Funktionsweise der ATR-IR-Spektroskopie zu Schwankungen kommen kann.?8 In Bereich b) zwischen
1200-600 cm! traten Absorptionen bei nahezu identischen Wellenzahlen auf, ausgenommen beim
FeClz- 4 H20, welches allgemein Richtung links verzerrt erschien (s. auch Bereich c)). Der
Wellenzahlenbereich c) ab 500 cm-! wies vor allem fiir V1, V3 und V4 charakteristische Absorptionen auf.
Fiir das Eisenhydrat wurde eine mafdgeblich flachgipflige Bande illustriert, V2
(B =0,25 mg/L Fe2*, Q = 1 mL/min) dagegen stellte die steilste Bande in Bereich c) dar.

Allen Messungen gemeinsam war die Detektion einer Absorption im negativen Bereich bei einer Wellenzahl
von ca. 2300 cmL. Diese Bande determinierte das Vorkommen von geléstem COz aus der Raumluft.98

Eine detaillierte Ubersicht beziiglich der Absorptionen bei exakter Wellenzahl und deren Charakterisierung

findet sich in Tab. 8.
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Tab. 8 Ubersicht der aufgetretenen Absorptionen bei der ATR-FTIR. RC = Referenzchemikalie FeClz - 4 H20; stretch =

Dehnung; bend = Beugung; shift = Verschiebung.

Bande Mogliche Aufgetret.en Literaturbande
(1/cm)  Zuordnung u. a. bei (1/cm) Quelle
(Literatur)
RC 3378 OH-stretch Fe-OH 3378 Wei et al. (2012)%°
3369 Wan Nor et al. (2018)100
RC 1641 OH-stretch Fe-OH 1660 Mei et al. (2015)101
FeOOH 1630 Dutcher et al (2011)102
RC 1595 OH-shift Romanit 1595 Litescu et al (2012)103
V3 1585 COO-Fe Fe304-Nanopartikel 1587 Wei etal (2011)
V4 1479 CH: 1479 Unger (2009)104
V2 1468 CH: 1466 Litescu et al (2012)
V3 1416 COO-Fe Fes04-Nanopartikel 1393 Wei et al. (2012)
VA 1392 -CH=CH- Fes04-Nanopartikel 1412 Wei et al. (2012)
1384
V2 1083 P-O-stretch Eisenoxid-Nanopartikel 900-1200 Benyettou et al (2012)105
C-0-C-stretch 1080 Filip et al. (2004)106
Fe-OH-bend 1076
C-0 Eisen(Ill)phthalocyanin  1050- Luther & Glinzler
1100 (1955)107
V4 871 OH-bend 865-894 Namduri & Nasrazadani
(2008)108
Vi 870 OH---0 a-FeOOH 883 Mei etal (2015)
V3 870 960-870 Salzer et al. 109
Fe-O-Fe Fez03 863 Ulfa & Ulfa (2019)110
V2 853 OH-bend B-FeOOH 847 Mei etal (2015)
V4 853 -H- 850 Luther & Giinzler (1955)
C-N 830-920
V3 716 C=0 750-620 Litescu etal (2012)
V4 714 C-C=0
vl 713
V2 713
V2 700 C-H 900-700 Luther & Glinzler (1955)
NO2 680-740
OH-bend B-FeOOH 696 Mei et al. (2015)
RC 582 Fe-0 Fe304-Nanopartikel 583 Sodipo & Azlan (2015)111
580 Wei etal. (2011)
577 Hwang et al. (2014)112
V3 493 Fe-0O-stretch a-FeOOH 499 Malathi et al (2017)113
RC 477 Fe-F Eisen(Ill)phthalocyanin 475 Kalz & Homborg
(1983)114
vl 297 Fe-Cl Eisen(Ill)phthalocyanin 303 Kalz & Homborg (1983)
V3 286
V4 286
V2 236 Fe-Br Eisen(Ill)phthalocyanin 221 Kalz & Homborg (1983)
vy 217
RC 203 Fe-1 Eisen(Ill)phthalocyanin 193 Kalz & Homborg (1983)
vl 203
V2 203
V4 203
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Die Messungen der einzelnen Biofilme aus den Versuchen V1-V4 wiesen unterschiedliche Banden auf. Dabei
war zu erkennen, dass sich die Banden der Versuche V1 + V3 (f = 2,5 mg/L Fe?*) und wiederum der
Versuche V2 + V4 (f = 0,25 mg/L Fe?*) dhneln. Alle analysierten Biofilme wiesen sowohl Deformationen
in den OH-Bindungen als auch Schwingungen der Fe-Banden auf. Des Weiteren waren auch Vibrationen
unterschiedlichster Kohlenstoffverbindungen (C-H, C-O, C=0, COO-Fe, CH2) vorhanden. Da Proteine und
Polysaccharide zusatzlich in einem Bereich von 1200-1700 und 900-1150 cm-! absorbieren, kann zudem
das Vorkommen von EPS in allen FlieRzellen (V1-V4) belegt werden.115

Bei genauerer Betrachtung war zu sehen, dass auch die Proben Beugungen der Hydroxylgruppe (OH-)
aufwiesen, die im Vergleich zur Referenzchemikalie (Bereich a)) im Bereich b) lagen (870, 853 und
700 cm1).

Generell deuteten die Banden darauf hin, dass das FeZt in Form von Eisenoxidhydroxiden (x-FeOOH)
auftritt bzw. im Biofilm eingelagert wurde. Hier konnte zundchst beobachtet werden, dass V1 + V3
(B =2,5mg/L Fe?+) sowie V2 + V4 (f = 0,25 mg/L Fe?*) erneut miteinander gruppierten.

Die Schwingungen der Hydroxylgruppen (OH---O) der Biofilme in V1 und V3 traten bei einer Wellenzahl
von 870 cm! auf. Absorptionen in diesem Bereich finden sich laut Literatur auch bei a-FeOQH.101.109
Dagegen fanden sich die OH-Beugungen bei V2 und V4 bei einer Wellenzahl von 853 cm! und fiir V2

zusatzlich bei 700 cm1, was sich mit den Schwingungen der Hydroxylgruppen von 8-FeOOH deckt.101,107

Auch bei den Fe-Schwingungen machte sich ein dhnlicher Trend bemerkbar. Hier wiesen V1 und V3 bei
1585 und 1392 cm! Vibrationen auf, die COO-Fe-Verbindungen zugeordnet werden kénnen.?® Der Biofilm
in V3 zeigte zusatzlich eine Streckung der Fe-O-Molekiilgruppe bei 493 cm!, die auch beim a-FeOOH
auftritt.113 V2 dagegen wies lediglich eine Absorption in Ndahe der Fe-OH-Beugung auf (1083 cm), die
schon im Jahr 1955 durch Luther & Giinzler beim Eisen(IIl)phthalocyanin beschrieben wurde.1°7 Bei den
Biofilmen in V1, V3 und V4 wiederum konnte das Vorkommen von Fe-O-Fe-Bindungen nachgewiesen
werden, welche sich jedoch mit den Banden der OH-Beugung bzw. OH---O-Verbindungen (870 cm)
iiberlagerten.109.110

Banden der Hydroxyl(OH-)beugung im FTIR bei y-FeOOH und §-FeOOH treten laut Mei et al. (2015) bei
1020 und 750 cm-! sowie bei 1120 und 975 cm-! auf.10t

Auf den Bereich von 400-100 cm'! wird in der Literatur kaum eingegangen, da die Untergrundabsorption
dort meist zu hoch ist.114 Kalz & Homborg beschrieben in diesem niederwelligen Bereich im Jahr 1983 das
generelle Auftreten von Ringdeformations-Schwingungen und asymmetrischen Fe-N-Schwingungen.114
Weiterhin treten dort unterschiedlichste Valenzschwingungen von Fe-X-Gruppen auf, die in der Tabelle 8
ausgewiesen sind. Die Fe-F-Bande bei 477 cm! bei der Referenzchemikalie hat moglicherweise ihren Grund
in der Auflésung mit Leitungswasser (Karlsruher Leitungswasser: Fluoridgehalt = 0,3 mg/L, s. Anhang B).
Auch die weiteren Fe-X-Bindungen kénnen aufgrund der Versorgung des Biofilms mit Nahrstoff versetztem

Leitungswasser zustande gekommen sein.

Generell ist die Identifizierung der eingelagerten Eisenverbindungen in die Biofilmmatrix komplex. In
Tab.8 konnte anhand der Banden nachgewiesen werden, dass die Versuche V1 mit V3

(B =2,5mg/L Fe?t) sowie V2 mit V4 (8 = 0,25 mg/L Fe?+) korrelieren, was mit den Ergebnissen der
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Wachstumsversuche in Abb. 17 und 18 iibereinstimmt. Allgemein sollte dabei die Intensitat der Absorption
nicht beachtet werden, da beim ATR-FTIR hohe Schwankungen, je nach Menge oder Dichte der
pulverisierten Probe, auftreten konnen.

Laut Literatur findet die Einlagerung von Fe in den Biofilm hauptsiachlich iiber polymorphe
Eisenoxidhydroxide (x-FeOOH) statt.116-119 Dies wurde auch in Wagner (2011) und Ivleva et al. (2010)
gezeigt, wobei die analysierten Abwasser-Biofilme geringste Mengen von Eisen in Form von y-FeOOH
einlagerten.t®120 Laut Wagner (2011) und Méhle et al (2007) sorgt die Vernetzung von Eisen mit der
Biofilmmatrix fiir eine erhdhte Stabilitat der Biofilme.18:6°

Nach den aktuellen Analysen spricht fiir V1 und V3 (8 = 2,5 mg/L Fe?+) die Inkorporation von a-FeOOH in
die Biofilme und fiir V2 und V4 (8 = 0,25 mg/L Fe2+) die Einlagerung von B-FeOOH. Méglicherweise sind
die x-FeOOH-Modifikationen konzentrationsabhéngig und auch abhidngig vom bakteriellen Organimus bzw.
dessen (Zell-)Oberflache, da die Banden, wie auch in Mei etal. (2015) gezeigt, deutlich voneinander entfernt
liegen.101

Da aber auch andere Eisenformen wie Fe20s (Hamatit/Maghemit) oder Fe304 (Magnetit) moglich sind,
erfolgt die genauere Identifikation der Eisenverbindungen zusatzlich iiber deren charakteristische Farbung
(s. Tab.9).

Tab. 9 Am hiufigsten vertretene Eisenverbindungen und deren charakteristische Farbe. *Gunawardana et al. (2011)121,
**Anthony et al. (2001)122,

Formel* Name* Farbe**
2-FeOOH Goethit schwarzlich braun; gelblich- bis rétlich-braun
in massereichen Aggregationen
34@?)?813 cny* Akaganeit gelblich-braun
y-FeOOH Lepidokrokit rubinrot bis rétlich-braun
6-FeOOH Feroxyhit braun, gelb-braun
2-Fes0s Hamatit stahlgrau, eventuell schimmernde Schatten,
matt bis hellrot
y-Fe203 Maghemit braun, blaulich-schwarz
FeO Wiistit schwarz bis braun
Fe(OH)3 Bernalit dunkelgriin bis gelb-griin
Fe304 Magnetit schwarz
Fe3*100.4(0H), Ferrihydrit gelb-braun bis dunkelbraun

Bei Betrachtung der Ubersichtsbilder am Anfang des Kapitels (s. Abb. 15) trat hauptsichlich die
charakteristisch rote Farbung von Eisen(IIl) auf (V1, V3, V4). Dies liegt der Oxidation von Eisen(Il) zu
Eisen(IIl) in wéssrigen Losungen zugrunde.69.123

V2 (8 = 0,25 mg/L Fe?+, Q = 1 mL/min) zeigte dagegen eher eine weifdliche Farbung des Flief3kanals, die

auf die Farbe des Biofilms (B. subtilis) bei geringer Oxidation von Fe?+ zuriickzufiihren sind.

Da die Biofilme in V1, V3 und V4 eine eher rostbraune Farbung zeigten, lieRen sich die vorliegenden

Eisenverbindungen zunichst auf die polymorphen Eisenhydroxidoxide (x-FeOOH), sowie auf Maghemit
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und Ferrihydrit eingrenzen. Die Biofilme in V2 zeigten mit ihrer weifdlichen Farbung geringes
Eisenvorkommen auf und kénnen somit nur iiber die Ergebnisse aus der ATR charakterisiert werden.
Uberdies sind im Anhang Abb. E REM-Aufnahmen aus Vorversuchen illustriert, die bei unterschiedlichen
Eisenkonzentrationen und auch Fliefgeschwindigkeiten stets die gleiche kornige, den Biofilm umgebende
Struktur aufwiesen. Die EDX-Analyse (Anhang F) veranschaulichte das Vorhandensein hoher Eisen (Fe-)
und Sauerstoff (0-) Peaks in der die Bakterienzellen umgebenden Matrix, die bei Bestrahlung einer
einzelnen Zelle nicht auftraten. Auch dies deutet auf Akkumulation von Eisenverbindungen hin, die einen
hohen Anteil an Sauerstoff aufweisen, wie es beispielsweise bei den polymorphen x-FeOOH der Fall ist.119
Beim Vergleich mit der Literatur zeigen Rasterelektronen-Aufnahmen diese kérnige und granulare Struktur
bei a-FeOOH. Bei f-FeOOH wird dagegen eine stdbchen- bis keulenférmige Struktur nachgewiesen,
wohingegen y-FeOOH eher nadelférmige Strukturen aufweist.101

Durch den Nachweis der gelb- bis rétlich-braunen Farbe der Oberflache, die Messungen mittels ATR und
die Strukturgebung im REM wird davon ausgegangen, dass sich in den Versuchen mit hoher
Eisenkonzentration = 2,5 mg/L Fe?* (V1 und V3) eher das a-FeOOH in die Matrix einlagerte. Innerhalb
der Versuche mit niedriger Eisenkonzentration f = 0,25 mg/L Fe2* (V2 und V4) manifestierte sich die
Inkorporation von f-FeOOH.

Das a-FeOOH ist hochreaktiv, und bereits Omoike et al (2004) konnten eine Interaktion von Bacillus
subtilis Biofilmen mit a-FeOOH nachweisen, die fiir eine energetisch stabile Verbindung fiir weitere EPS-
bzw. Zelladhdsionen sorgte.118 Dies ermoglichte es den Biofilmen in V1 und V3, stark anzuwachsen und auch
bei einer hohen Stromungsgeschwindigkeit stabil zu bleiben, ohne dass eine Abscherung von
Mikrokolonien auftrat. Weiterhin deuteten die zusatzlichen Absorptionen bei 1585 und 1393 cm! in V3
(B =2,5mg/LFe?t,Q =5 mL/min) eine Eisen-Carboxyl-Verbindung (COO-Fe) an, die innerhalb der
anderen Versuchen nicht aufzufinden war und eine Interaktion von organischer Masse bzw. der

Biofilmmatrix und Eisen bestarkt.124

Das B-FeOOH zeigte mit seiner losen Struktur eher die Fahigkeit zur Einlagerung von hohen Anteilen an
Wasser in Studien von Mei et al (2015).191 Die geringe Eisenzugabe in V2 und V4 (f = 0,25 mg/L Fe2*)
sowie die Einlagerung von f-FeOOH konnte demnach fiir die verminderte Akkumulation der Biofilme

verantwortlich sein.

Die Komplexitit des genauen Nachweises eines x-FeOOH-Polymorphs ergibt sich aus den potenziellen
Transformationsprozessen in Wasser und mit den EPS.117.119,123,125

Die Modifikationen sind, wie in Abb. 22 beispielhaft gezeigt, sowohl vom umgebenden Wasser als auch von
den darin gelosten lonen (z. B. Cl-) abhdngig. Dabei wurde in der Literatur nicht auf eine Grenzkonzentration

des Chlorid-lons, das die Transformation in eine bestimmte Richtung lenkt, verwiesen.
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A Fe* + H,0 > Fe(OH)} + 2H™* (1)
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Abb. 22 Potenzielle Transformationsprozesse von Eisen in A) wissriger Umgebung und B) in B6den mit unterschiedlichen
Chlorgehalten.117.125

Im Vergleich zu Wagner et al (2010)%° bzw. Ivleva et al (2010)120 mit 1,8 mg/L Cl- waren in der
vorliegenden Arbeit Chlorid-Konzentrationen von 27,5 bis 28,3 mg/L Cl- im Nahrmedium vorhanden, was
die Chlorierung von y-FeOOH zu 5-Fes0s(OH)sCli3s (f-FeOOH) begriindet (V2, V4). Die Transformation zu
a-FeOOH (V1, V3) kann durch das grofere Biofilmvolumen entstanden sein.

Weinberg (2004) beschrieb die Notwendigkeit von Eisenvorkommen zur Bildung eines Biofilms aus
suspendierten Zellen.20 Ergdnzend wurde in den Studien von Oh et al (2018) berichtet, dass das Eisen die
Biofilmformation durch oxidativen Stress fordert, wodurch das Vorliegen von sauerstoffreichen x-FeOOH-
Verbindungen bestétigt werden kann.®” Dariliber hinaus zeigten Kang & Kirienko (2018), dass die EPS-
Matrix die Aufnahme von sauerstoffreichen Eisenverbindungen reguliert, um die Bildung von ROS zu

unterbinden, was wiederum die Hypothese der Einlagerung von Eisen in die EPS stiitzt.?¢

Zwischenfazit
Durch die Untersuchung des Eisenanteils im Biofilm sowie die Inkorporation der Eisenverbindungen
konnten die folgenden Schlussfolgerungen gezogen werden:
e Das Fe?* im Nahrstoffmedium wird vom Biofilm aufgenommen und verbleibt zu einem gewissen
Anteil im Biofilm
e Je hoher die Eisenkonzentration im Kultivierungsmedium ist, desto mehr Eisen wird im Biofilm
akkumuliert
e Die Integration von Fe2* in die Biofilme erfolgt in Form von x-FeOOH-Polymorphen
e Je nach Konzentration im Kultivierungsmedium liegen zwei potenzielle Formen von x-FeOOH vor:
a-FeOOH (V1 + V3) und B-FeOOH (V2 + V4)
e Verlinkung und/ oder Prézipitation von Fe?+ im Biofilm erfolgt tiber die Matrix und férdert die EPS

Produktion
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Biofilmstabilitat

Mit Hilfe von Deformationsversuchen wurden mechanische bzw. materielle Eigenschaften der Biofilme
untersucht. Betrachtet wurden dabei die Auswirkungen von erhéhten FliefRgeschwindigkeiten (s. Tab. 4)
auf einzelne Biofilmaggregate - auf den Grad der Scherung (a, G-Modul) sowie auf die Lidngendnderung
(Kompression, Elongation, L, E-Modul) der Aggregate. Die mechanischen Parameter wurden mittels OCT-
Aufnahmen bestimmt und dienen zur Beurteilung von Biofilmstabilitat. Im nachfolgenden Kapitel sind die
Parameter detailliert beschrieben.

In Tab. 10 ist die Ubersicht der Experimente gegeben.

Tab. 10 Versuchsiibersicht zur Analyse der mechanischen Biofilmeigenschaften unter dem Einfluss von Fe2+,

Versuch Q Fe2+
(mL/min) | (mg/L)
V5 1 2,5
Ve 1 0,25
V7 5 2,5
V8 5 0,25

5.1 Semi-automatisierte Analyse mechanischer Biofilmeigenschaften

In der Vergangenheit wurden das Elastizitdtsmodul (E-Modul) sowie das Schubmodul (G-Modul) von
Biofilmen in Flief3zellen mittels Rheometrie oder anhand von stereomikroskopischen 3D-Aufnahmen bzw.
2D-OCT-Aufnahmen manuell bestimmt.52.53,93,126

Abb. 23 illustriert dabei die Vorgehensweise zur Bestimmung der beiden Parameter « und L mittels OCT,

iiber die es moglich ist, das Elastizitats- und Schubmodul zu berechnen.
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A
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Abb. 23 Verfahren zur Bestimmung der beiden Parameter a und L bzw. Aa und AL. A) Schematische Darstellung; B)
Darstellung anhand von B-Scans. Der Mafsstab betrdgt 100 pm fiir die x-Achse und 65 pm fiir die y-Achse.

Deutlich zu erkennen sind dabei die Scherung sowie die Elongation des Aggregats in Abb. 23 B. Generell
wird die Evaluation mechanischer Eigenschaften von Hand ausgefiihrt (Messen von Aa und AL). Um eine
manuelle Auswertung nur teilweise zu gestatten, wurden Auswertealgorithmen angenommen, um mogliche

(subjektive) Kalkulationsfehler zu reduzieren.

Methodik:

Fiir alle Berechnungen wurden zunachst die MIP-Aufnahmen zur Selektion geeigneter Biofilmkolonien
gesichtet. Danach erfolgte fiir die Berechnung von AL die Anwendung einer ,Bounding Box“, die das das
Aggregat umgebende minimalste Rechteck darstellt.!?” Die Bounding Box wurde dabei mittels des

Biovoxxel-Plugins , Extended Particle Analyzer” (EPA) in Fiji generiert (s. Abb. 24).61
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A 1. Generierung der MIPs B 1. Generierung der MIPs
2. Selektion von Kolonien 2. Selektion von Kolonien

| |

3.1 Bounding Box 3.2 Analyse des Hohenprofils

.

|

4.1 Wertetabelle
wPa) BX  BY ™ hone
1 10 120 300 400
2 11 120 320 370
3 1 120 325 368
4 11 121 330 368
5 12 121 370 367 x-Position (um)
5.1 Berechnung von E 5.2 Berechnung von G

T T

E = G=—

AL/L a

Abb. 24 FlieRschema der semi-automatisierten Analyse mechanischer Biofilmeigenschaften. A) Flieffschema zur
Berechnung der Elongation bzw. des E-Moduls; B) FlieRschema zur Berechnung des Schergrades bzw. des G-Moduls. Das
rot markierte Rechteck unter Schritt 3 kennzeichnet die Bounding Box, die weiff markierte Linie illustriert das
Hohenprofil. BX und BY entsprechen den Koordinaten der oberen linken Ecke der Bounding Box.

Der Vorteil einer umgebenden Box (Abb. 24 A) liegt darin, die Gesamt-Elongation bzw. -Kompression eines
Aggregats ermitteln zu konnen und manuelle bzw. willkiirliche Messfehler zu reduzieren. Des Weiteren
wird eine Verschiebung der Kolonie in x-Richtung mit einkalkuliert. Per ,Extended Particle Analyzer”
innerhalb des Biovoxxel-Plugins werden mehrere Parameter bestimmt, die Aufschluss iiber die
Deformation bzw. das Verhalten der Aggregate unter Scherbeanspruchung liefern, z. B. die analysierte
Flache, die Dichte der lateralen Pixel-Verteilung sowie der Startpunkt und die Ausdehnung der Bounding
Box.

Zur Berechnung des Elastizititsmoduls E bzw. der Elongation/Kompression bedarf es zunachst lediglich
der Werte fiir die Weite der Box in x-Richtung (= L, AL) und der Kenntnis {iber die angewandte
Wandschubspannung ty,. Die Berechnung des Elastizititsmoduls E kann dann nach Stoodley et al (1999)
und Blauert et al. (2015) erfolgen (s. Abb. 24).652

Bei der Kalkulation des Schubmoduls G bzw. des Schwerwinkels a (Abb. 24 B) hingegen findet ein 2D-Scan

(xz-Ausrichtung) aus der MIP einer Kolonie Anwendung. Hierfiir wird mittels Fiji ein Hohenprofil durch die
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Mitte des Aggregats generiert. Parallel dazu wird eine Tabelle mit allen x- und y-Werten des Hohenprofils
erstellt. Somit kann vereinfacht vom Beginn der Box bei BX,BY bis hin zum hdchsten Punkt des
Biofilmaggegrats (Lpmq.) €ine Linie gezogen werden, die mittels ,Measure” den Winkel a in Grad (°)
widergibt. Hier wurde von einer Einberechnung der Verschiebung Ax abgesehen. Die Ermittlung des

Schubmoduls G findet erneut nach Stoodley et al. (1999) und Blauert et al. (2015) statt.652

Durch die semi-automatisierte Methode wird die Nutzung von 2D- als auch 3D-Daten zusammengefiihrt,
um ein detailliertes Bild iiber das Verhalten des Biofilms zu erlangen.
Durch die Methode kann:
e eine exakte Bestimmung des Scherwinkels « (Hoéhenprofil) auch bei einer heterogenen
Biofilmstruktur erfolgen
e die Gesamtelongation bzw. -kompression (Bounding Box) ermittelt werden, ohne Spezifikation auf
ein bestimmtes Strukturareal
e eine Verschiebung der Position des Aggregats in Flief3richtung (Ax) mit einkalkuliert werden

e eine Betrachtung mehrerer Biofilmaggregate (C-Scan) vereinfacht realisiert werden

5.2 Unterschiede in der Biofilmdeformation

Langen- und Winkeldnderung der Aggregate
Zunachst wurde die Langendnderung der Biofilmkolonien bei erhdhten Flief3geschwindigkeiten untersucht.

Dabei wurde analysiert, in wie weit die Aggregate elongieren bzw. komprimieren. Dies liefert Hinweise auf

die Elastizitat der Biofilme bei mechanischer Beanspruchung (s. Abb. 25).
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Abb. 25 Vergleich der Liangeninderungen von Biofilmkolonien aus V5-V8. Gezeigt ist der Bereich zwischen der minimalen
und der maximalen Lidngendnderung von je N = 10 ausgewerteten Aggregaten (ausgenommen V8: N = 3).
Tw Kultivierung= 0,05 Pa (V5+V6) und 0,27 Pa (V7+V8).

Zunachst war aus den MIPs aller Versuche ersichtlich, dass ein vollstindiges Versagen bzw. Abreifsen der
Biofilme selbst bei 16,1 Pa Wandschubspannung nicht auftrat und dass auch die Biofilmdicken L ;,,4, (A2)
einzelner Aggregate keine grofien Abnahmen aufwiesen. Dennoch konnten einige Kolonien der
mechanischen Scherbeanspruchung nicht standhalten. Bei Betrachtung von Abb. 25 wird deutlich, dass sich
die Biofilme bei den diversen Bedingungen unterschiedlich verhielten. Auch fand vermehrt Kompression
der  Biofilmaggregate  gegeniiber = Elongation in  die  Fliefrichtung statt. In V5
(B =2,5mg/LFe?t,Q =1 mL/min) fand sich in einem Bereich von 7, = 6,3 - 7,7 Pa ein dhnliches
Elongations- und Kompressionsverhaltnis. Je hoher die Wandschubspannung, desto eher begannen sich die
Kolonien in x-Richtung zu verldngern. Ab ca. 12-13 Pa traten demnach vermehrt Kompressionen oder
Abrisse der Kolonien auf. V6 (f = 0,25 mg/L Fe2+, Q =1 mL/min) reprédsentierte hingegen zu Beginn,
zwischen t,, = 1,1 - 3,8 Pa, die hochste Kompressionsrate mit bis zu 150 pm Kompression in x-Richtung.
Danach folgten nur geringfiigige Anderungen in der Biofilmdeformation. Die Biofilme in V7
(B =2,5mg/L Fe?t, Q = 5 mL/min) wiesen wiederum die hdchsten Kompressionen von bis zu 350-400 pm

(tw = 7,7 - 11,5 Pa) auf. Auch hier fand Elongation nur bis 50 pm statt.

61



Biofilmstabilitat

V8 (B8 = 0,25 mg/L Fe2*, Q = 1 mL/min) zeigte die geringsten Deformationen.

Eine erste Interpretation der Ergebnisse erfolgt iber die eingelagerten Eisenverbindungen. In Kapitel 4
konnte gezeigt werden, dass vor allem in den Wachstumsbedingungen von V1
(B =2,5mg/LFe?t,Q =1mL/min) bzw. V3 (8 =2,5mg/LFe?, Q=5mL/min) die hdchsten
Eisenkonzentrationen eingelagert wurden, was generell mit der Kultivierung konform ist.

Mei et al. (2015) beschrieben in ihrer Studie {iber die polymorphen Eisenhydroxidoxid-Verbindungen, dass
vor allem - und y-FeOOH durch deren lose Struktur die Eigenschaften besitzen, grofde Wassermengen zu
speichern.?? Es liegt nahe, dass die Biofilme in V6 (8 = 0,25 mg/L Fe?+, @ = 1 mL/min), in denen generell
das f-FeOOH akkumuliert, demnach zu Beginn stark komprimierten. Das vom Biofilm gespeicherte Wasser
wurde unter der erh6hten Wandschubspannung aus den Hohlrdumen des Biofilms (Poren, Wasserkanile)
herausgedriickt und das Biofilmvolumen verringerte sich. Nachfolgend veranderten die Biofilme in V6 und
V8 (f = 0,25 mg/L Fe?*) kaum ihre Lange, was dem hohen Druckwiderstand von -FeOOH zugeschrieben
werden kann.'?8 Zusatzlich definierten Mei et al. (2015) fiir a-FeOOH (V5 + V7, f = 2,5 mg/L Fe?*) eine
granulare und relativ stabile Struktur.191 Aber auch das a-FeOOH kann hohen Driicken Stand halten sowie
stabile Verbindungen mit EPS aufbauen.!18128 Da das a-FeOOH die Produktion der EPS-Matrix fordert,
koénnen die Kompressionen in V5 und V7 auf die Elastizitit von Polymeren zurtickzufiihren sein.97.117.118

Es wird vermutet, dass eine Heterogenitit an x-FeOOH in den verschiedenen Teilstrukturen des Biofilms
vorliegen konnte, da moglicherweise auch die Nahrstoffe mit der Kultivierungsdauer heterogen verteilt

werden (z. B. Transfer in lose und dichtgepackte Kolonien).

Zur weiteren Analyse der mechanischen Biofilmeigenschaften wurde der Deformationswinkel a ermittelt.

Er illustriert den Grad der Neigung einer Kolonie unter erh6hter Wandschubspannung t,, (s. Abb. 26).
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Abb. 26 Korrelationen der Winkeldnderung Aa und der Lingendnderung AL. Gezeigt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von N = 10 Kolonien bzw. Aggregaten (ausgenommen V8: N = 3) bei Tyyy = 3,8, 6,3,9, 11,5, 13,6
und 16,1 Pa.

Unter Berticksichtigung des Scherwinkels konnen konkretere Ergebnisse dargestellt werden. In V5
(B =2,5mg/L Fe2+,Q =1 mL/min) nahm mit zunehmender Kompression AL auch das Ausmaf} der
Winkelanderung Aa zu. Letztendlich wurden Elongationen bis AL = 52,3 uym und Kompressionen bis AL =
-66,6 um bei einer Winkeldnderung von bis zu @ = 5,4 + 3,9 ° erreicht. Die Biofilme mit der geringsten
Eiseneinlagerung (V6, pB =0,25mg/LFe?+,Q =1mL/min) zeigten mit bis zu Aa = +20°
Standardabweichung hohere Neigungen in Stromungsrichtung. Hier korrelierten die gréften Anderungen
in der Kolonieldnge (AL = + 57,2 um) mit dem Mittelwert der kleinsten Anderung im Deformationswinkel
(Aa = 2,2 + 9,3 °). Kolonien zeigten mit Winkeldnderungen bis zu Aa = 11,3 + 7,8 ° wiederum kleinere
Langendanderungen von AL = -15,4 + 23,5 pm auf.

Eine andere Darstellung ergab sich fiir V7 (f =2,5mg/LFe?t,Q =5 mL/min). Hier ahnelte die
Groflenordnung AL /Aa der Groflenordnung aus V5 (S = 2,5 mg/L Fe2+, Q = 1 mL/min), jedoch mit einer
erhohten Spannweite der Langendnderung. Bereits geringe Winkeldnderungen korrelierten mit hohen

Langendanderungen der Aggregate. Bei einer mittleren Winkeldnderung von Aa = 8,1 + 9,2 ° zeigten sich

beispielsweise grofe Anderungen in der Aggregatlinge von AL= -67,8 4+ 1389 um. Héhere
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Deformationswinkel von bis zu Aa = 18,7 + 12,9 ° gruppierten wiederum mit geringen Kompressionen bis
zu AL = -79,9 + 71,8 um. Generell reprasentiert die Grafik fiir V7 die hdchsten Anderungen in der
Aggregatlange sowie —neigung.

V8 (B = 0,25 mg/L Fe?+, Q = 5 mL/min) zeigte die geringsten Modifikationen beziiglich Langendnderung.
Hier traten vorwiegend Winkeldnderungen bis zu Ad,,,4,, = 19,1 ° auf.

Zusammengefasst zeichneten sich die Biofilme durch ihr unterschiedliches Verhalten bei

Scherbeanspruchung aus (s. Tab. 11).

Tab. 11 Zusammenhang zwischen den unterschiedlichen Wachstumsbedingungen und den mechanischen Eigenschaften
der Biofilme. 4 = hoch; ® = mittel; # = niedrig. Die Farben zeigen die korrelierenden Parameter.

Parameter

Versuch Eisenzugabe Volumenstrom Winkeldnderung Langenanderung

Brez+ Q Aa AL
V5
B = 2,5 mg/L Fe2+ f ‘ ‘ »
Q =1 mL/min
V6
B = 0,25 mg/L Fez+ \ 4 \ 4 » »
Q =1 mL/min
V7
B = 2,5 mg/L Fe2+ f f ' t
Q = 5mL/min
V8
B = 0,25 mg/L Fez+ ‘ f » ‘
Q = 5mL/min

Tabelle 11  indiziert, dass sich eine Korrelation zwischen  zugegebenem  Eisen
Bre2+ und angewandtem Volumenstrom Q im Zusammenhang mit einer Winkel- und Langendnderung der
Biofilmaggregate als komplex darstellt. Biofilme, kultiviert mit Q = 1 mL/min (V5 und V6) waren im
Deformationsversuch beispielsweise einer mittelmiRigen Anderung in der Aggregatlinge AL
untergeordnet (gelbe Felder). Biofilme mit geringer Eisenzugabe (V6 und V8, f =0,25mg/L Fe2+)
tendierten weiterhin zu einer mittelmafdigen Winkeldnderung Aa (rotliche Felder). Wahrend eine
Eisenzugabe von f = 2,5 mg/L Fe?+ (V5) zu einer geringen Winkeldnderung A« flihrte, zeigte ein erhéhter
Volumenstrom von Q =5 mL/min (V8) eher eine geringe Langendnderung AL der Kolonien (graue Felder).
Hauptsachlich schien die Kultivierung der Biofilme in V7 (8 =2,5mg/LFe?t, Q = 5 mL/min) grofde
Auswirkungen auf die Winkel- und Langendanderung der Aggregate zu besitzen (blaue Felder).

Insgesamt waren die Biofilme in allen vier Versuchen V5-V8 relativ stabil. Dem liegt moglicherweise die
Wahl des Fliefdkanalbodens zugrunde, bei der die Hydrophobizitdt des Substratums (PVC) das Wachstum
von Bacillus subtilis in Fliefdzellen unterstiitzt, was iiber Jahre hinweg ausgeschlossen wurde.129-131

Ferner erhoht ein vermehrtes Vorkommen von Eisenressourcen (V5, V7) auch die Stabilitat von Biofilmen.
Dies wurde unter anderem fiir Biofilme in einem Rotationsscheiben-Biofilmreaktor mit 10 mg/L Eisensulfat

innerhalb einer Studie von Mohle et al (2007) gezeigt.'® Auch Grumbein et al. (2014) konnten mit der
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Untersuchung der Erosionsstabilitiat von Bacillus subtilis im Rheometer die positiven Eigenschaften von
Eisen(Il) und Eisen(III) belegen.10.132

Eine direkte Korrelation von f;,2+ und Q hinsichtlich mechanischer Biofilmparameter (bzw. Aa, AL) kann
im Vergleich zur Auswirkung von .2+ und Q auf die strukturellen Biofilmparameter zunéchst jedoch nicht
mit Sicherheit ausgemacht werden. Jafari et al. (2019) zeigten in deren Studie, dass ein Dichte-Gradient im
Biofilm auftritt, der sich bei den Berechnungen schwer beriicksichtigen lasst.133 Aus der Studie wurde
deutlich, dass der ,altere” Biofilm, der sich am Substratum befindet, eine dichtere Struktur aufwies als der
Biofilm an der Oberfliche (Bulk-Biofilm-Interface). Diese Eigenschaft eines Biofilms verweist auf das
Grundproblem der beiden Parameter Aa und AL. Wahrend sich die Langenidnderung AL auf die Grundflache
des Biofilmaggregats bezieht (,alte“, dichtere Biofilm-Basisschicht am Substratum), wird bei der
Winkeldnderung Aa die ,neue”, pordsere Biofilm-Deckschicht (Bulk-Biofilm-Interface) analysiert, was zu

einer Unbestandigkeit der mechanischen Parameter fiihren kann.

Im Vergleich zu Blauert (2017) sind die Winkelanderungen in der vorliegenden Arbeit mit bis zu Aa = 31,6 °
relativ hoch.5! Dies liegt womaoglich an der Anwendung von Wandschubspannungen bis zu Ty = 16,1 Pa,
die eine dreifach hohere Scherbeanspruchung darstellen als die von Blauert (2017) genutzte
Wandschubspannung von bis zu Ty, = 5Pa, bei denen Winkeldnderungen lediglich im Bereich von
Aa = 3,0 - 9,8 ° auftraten. Mit Ty = 10,11 Pa und Aa = 21,4 £+ 0,7 ° zeigten Stoodley et al. (1999) durch die
hohen Wandschubspannungen bereits hoher liegende Winkeldnderungen des Biofilms unter mechanischer
Scherbeanspruchung.>3

Bei Betrachtung der Biofilmaggregate in der vorliegenden Arbeit wurden bei Ty, = 11,5 Pa geringere
Winkeldnderungen Aa im Vergleich zu Stoodley et al (1999) ausgemacht (V5: Aa = 3,1+ 2,3 °; Vé:
Aa=73+25%V7:Ad=8,1+9,1° V8:Aa =8,14+9,3°).

Unterschiede in den Werten kénnen durch viele Faktoren hervorgerufen werden, wie z. B. Biofilmalter,
Wachstumsbedingungen (+ Nahrstoffe), Dimensionen der Flief3zellen, Mono- und Mischkultur oder auch
Dichteunterschiede innerhalb der Biofilmaggregate. Wahrend Stoodley et al. (1999) Mischkulturen aus vier
gramnegativen Umwelt- bzw. industriell angelagerten Bakterien mit einem Biofilmalter von 23 Tagen fiir
deren Deformationsstudie nutzte, einigten sich Blauert et al (2015) auf Mischkulturen aus Belebtschlamm
(aus Klaranlagen) ohne eindeutige Alterszuweisung. Des Weiteren waren auch die angegebenen
Adaptionszeiten zwischen den Fliefd3geschwindigkeiten mit 90 s (Blauert et al (2015)) bzw. 30 - 60s
(Stoodley et al (1999)) unterschiedlich.5253

In weiteren Studien sind anderweitige Adaptionszeiten, Anzahl an Replikaten, Biofilmkulturen und -alter,
Wandschubspannungen und andere Messsysteme beschrieben, die vor allem auf die Beurteilung der

Module E und G eingehen, auf die spater im Kapitel ndher eingegangen wird.?1.93.134

Generell ist die Auflésung des OCTs mit ca. 8 pm als hoch anzusehen. Durch den hohen Volumenstrom Q
durch die Flief3zelle kann es jedoch zu Abbildungsproblemen (Signal-Rausch-Verhaltnis) kommen, die eine
prazise Analyse erschweren.5! Dadurch traten bei einigen Kolonien minimale Schwankungen im Bereich

der Langenanderung auf.
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Da die Abbildungen 25 und 26 nicht nachweisen kdnnen, ob Abrisse oder lediglich Kompressionen
auftraten, sind zusatzlich in Abb. 27 und 28 ausschlielich die N =5 Kolonien dargestellt, die einer

Wandschubspannung von bis zu Ty, = 16,1 Pa standhielten.

vs
i /=25 mall
100 Q=1 mbL/min
Jve
. B=10,25 mg/L
- Q=1 mlL/min
50 N Ev7
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Abb. 27 Lingendnderungen der N = 5 Kolonien, die einer Scherbeanspruchung bis Ty, = 16 Pa gegeniiber stand hielten;
*V8: N = 3. Die Antennen im Boxplot zeigen den 1,5X%IQR.

Aus dem Boxplot wird die zunehmende Kompression der Biofilme aus V5 und V7 (f = 2,5 mg/L Fe2+) mit
zunehmender Scherbeanspruchung bis Ty, = 16,1 Pa deutlich. Vor allem bei den Aggregaten in V7
(B = 2,5 mg/L Fe?+, Q =5 mL/min) begannen die Deformationen bei 6,3 Pa schon frithzeitig. Biofilme unter
den Bedingungen aus V6 und V8 (8 = 0,25 mg/L Fe?+) zeigten dabei die geringsten Modifikationen in der

Lange.

Bei Betrachtung der Winkeldnderung Aa unter Scherbeanspruchung sind die Ergebnisse vergleichsweise

weniger eindeutig (Abb. 28).
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Abb. 28 Winkeldnderungen der N = 5 Kolonien, die einer Scherbeanspruchung bis Ty = 16 Pa gegeniiber stand hielten;
*V8: N = 2; ¥*N = 3; **N = 4, Der Verlust an Replikaten entstand durch niedrige Signal-Rausch-Verhiltnisse. Die
Antennen im Boxplot zeigen den 1,5XIQR.

Die Replikate aller Versuche neigten sich mit zunehmender Wandschubspannung tiber die Dauer des
Deformationsexperiments in Flussrichtung (s. Abb. 28). Die Biofilme von V5 (f = 2,5 mg/L Fe?+, Q =
1 mL/min) und V8 (f = 0,25 mg/L Fe?+, Q = 5 mL/min) wiesen mit bis zu Aa =5 ° bei Ty = 3,8 Pa die
ho6chsten Winkeldnderungen auf. Bei Ty = 6,3 Pa lag die Winkeldnderung fiir die Biofilme in V8 mit bis zu
Aa = 20 ° weiterhin am hochsten, gefolgt von V7 (f = 2,5 mg/L Fe?+, Q = 5 mL/min) mit ca. Aa = 18 ° bei
1,5XIQR. Zum Ende des Deformationsexperiments hin zeigte V7 die hochste Winkeldnderung mit bis zu
Aa =40 °, gefolgt von V8, V6 und V5. Dies ist nahezu konform mit den Korrelationen, die in Abb. 26 gezeigt

sind.

Zusammengefasst charakterisieren sich die Aggregate aus V7 (f = 2,5 mg/L Fe2*, Q = 5 mL/min) als die
Biofilme mit der grofiten Deformation. Beziiglich Liangendnderung AL folgen die Biofilme aus V5
(B =2,5mg/L Fe?t, Q = 1 mL/min), danach V6 und V8 ( = 0,25 mg/L Fe?+).

Die Winkeldnderung Aa der Kolonien betrachtet, liegt die Reihenfolge bei V7 > V8 > V6 > V5, wobei hier
die Anzahl an Replikaten mit erhéhtem Volumenstrom aufgrund eines geringen Signal-Rausch-
Verhaltnisses sank und in der Interpretation bedacht werden muss. Blauert (2017) bestatigt dabei, dass
eine Selektion der Kolonien erfolgen muss, da nicht jedes Aggregat fiir die mechanischen Biofilmparameter
auswertbar ist, und dass es zu optischen Abbildungsfehlern aufgrund von Partikelstrémung (N&hrstoffe,
abreiffende Biofilmpatches) kommen kann.5! Blauert (2017) hat zudem in seiner Dissertation Kolonien von
s2ausreichender Groéfle” untersucht und beschrieb diese als i) rund und ,patchy“ bzw. ii) flach und
stromlinienférmig, was die Heterogenitit an Biofilmkolonien belegt.

Die Selektion geeigneter bzw. strukturell vergleichbarer Kolonien stellt dabei die Herausforderung der

Analyse dar. Abbildung 29 zeigt beispielhaft die Diversitat der hier genutzten Aggregate.
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Abb. 29 Maximumintensititsprojektionen (MIPs) einzelner Biofilmkolonien zeigen die Diversitit struktureller
Teilbereiche. Der Kalibrierbalken zeigt die Biofilmdicke in pm an.

Die MIPs der genutzten Biofilmkolonien (Abb. 29) illustrieren unter anderem diverse Formen und
unterschiedliches Verhalten mit der Zunahme der Wandschubspannung Ty. Weiterhin sind die Aggregate

beziiglich ihrer Struktur heterogen und auch die Dimensionen der einzelnen Biofilmkolonien variieren.

Die Beurteilung des Biofilmverhaltens unter mechanischen Einfliissen bzw. unter Scherbelastung findet
meist durch die Berechnung der elastischen Konstanten statt. Im Vordergrund stehen dabei das Elastizitats-
(E) sowie das Schubmodul (G), aus denen sich weitere Parameter wie das Kompressionsmodul (K), die
Querdehnungszahl (Poissonzahl, ) sowie die Kompressibilitat (8) kalkulieren lassen.5!

Die Berechnung dieser elastischen Konstanten konnte in der vorliegenden Arbeit aufgrund der
nichtlinearen Elastizitat (nichtlineares Spannungs-Dehnungs-Diagramm, z. B. Gummi oder auch elasto-
plastische Materialien!3%) und der vermehrten Kompression der Biofilme nicht durchgefithrt werden. In
fritheren Studien wurde meist davon ausgegangen, dass Biofilme isotrope, homogene und moglicherweise
auch auxetische Materialeigenschaften aufweisen.5! Aktuell kann eine Homogenitat angesichts der Nicht-
Linearitat im Elastizitatsverhalten nicht bestitigt werden. Aus diesem Grund war oftmals auch nur eine
Anndherung an das E-Modul berechenbar.525455 Da allgemein bekannt ist, dass Biofilme heterogene

Strukturen bzw. partiell unterschiedliche Verteilungen von Polymeren, Mikroorganismen etc. aufweisen,
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stellt diese Anndherung an das E-Modul ein Problem dar. Im vorliegenden Fall wurde deshalb von einer
willkiirlichen Betrachtung einzelner Bereiche der Biofilmkolonien abgesehen und die gesamte
Biofilmkolonie bei der Berechnung beriicksichtigt. Durch die Analyse konnte das Verhalten dieser
Aggregate weitestgehend deskriptiv beschrieben werden und diejenigen Parameter selektiert werden, die
generell auch fiir die Berechnung der mechanischen Module genutzt werden (Scherwinkel a und
Langendnderung AL). Da die Kalkulation der elastischen Konstanten jedoch in jedem Falle eine positive
Langendnderung und Linearitdt voraussetzen, konnte die Berechnung mit Hilfe der Formeln aus Stoodley
etal. (1999) selbst fiir die Kompressibilitit § nicht verwirklicht werden.53

Weitere Griinde fiir das nichtlineare Elastizitdtsverhalten und somit fiir die Unberechenbarkeit der
elastischen Konstanten konnen in der Wahl des Reaktorsystems, des Biofilmalters, der Adaptionszeit, der

gewahlten Flief3geschwindigkeiten und anderweitigen Versuchsbedingungen liegen.

Kompressibilitit und Relaxation

Qian (2017) kam ebenso zu dem Schluss, dass eindeutige Ergebnisse zur Kompressibilitat £ in der Literatur
fehlen. Demnach nutzte sie in ihrer Studie liber die Untersuchung von Fouling-Faktoren in Tropfchen-
Bewadsserungssystemen eine selbst erstellte Formel, die die Kompressibilitiat S in Zusammenhang mit der
Biofilmdicke L stellt.13¢ Da in der vorliegenden Arbeit die Kolonien in der Linge komprimierten, wurde die

Berechnung der Kompressibilitit S aus Qian (2017) abgedndert und folgendermafien berechnet:

1 AL (14)
= - — . 0,

wobei L, die Ursprungslange der Biofilmkolonie und AL die Langendnderung dieser Kolonie bei erhohter

Wandschubspannung A1y, bezeichnet. Die Werte AAT—L wurden im Diagramm tiber die Wandschubspannung
w

Ty aufgetragen und der negative Anstieg der linearen Korrelation als Wert der Kompressibilitat g

festgesetzt. Des Weiteren wurde die Relaxation der Biofilme (z),, = 0 Pa) nach einer Relaxationszeit von

t = 1 min bestimmt (Tab. 12):

Ly 15
Lyetax = 2 L -100 [%] (15)
Tw=1,1
Az, =
Arelax = =2 100 (16)
Tw=1,1

Dabei stellen L _, und a, -, die Werte der Lange und des Scherwinkels ohne Strémung, nach gegebener
Relaxationszeit, dar. L;, -, und @; -, entsprechen den Anfangswerten des Deformationsversuchs bei

Ty = 1,1 Pa (s. Tab. 12).
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Tab. 12 Kompressibilitit fx berechnet aus der Steigungsgeraden der Lingendnderungen von N =5 Kolonien (V8: N =3
Kolonien). Die Relaxationen der Lange L,¢;,, und des Scherwinkels &,.¢;,, wurden aus den N = 3 Kolonien berechnet, mit
denen eine Reformierung ohne Abriss moglich war. Je kleiner a,..;,,, desto hoher ist die Relaxation des Scherwinkels. Die
Grafik zeigt beispielhaft ein Biofilmaggregat aus V5 mit und ohne Scherbeanspruchung 7,,. Dabei verweist 7,, = 0 Pa auf
die Relaxation nach Beendigung des Deformationsversuchs (nach ¢ = 1 min).

V5 V6 V7 V8
Parameter f=25mg/LFe® [=025mg/LFe’ B =25mg/LFe* B =025mg/LFe*
Q@ =1 mL/min Q@ =1 mL/min Q@ =5 mL/min Q@ =5 mL/min
Kompressibilitat S (Pa'l) 0,64 0,82 1,15 0,34
Lyetax (%) 117 + 48 104 + 13 106 + 13 111+ 16
Uretax (7) 0,7£3,0 22409 -1,0+29 -93+-13,4

35
B -, =0 Pa
[ 7., = 12,9 Pa ' p
30 |[El s, =4,1Pa [ g

25

] f IR -

L (um)

T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350

x-Position (um)

Dabei wiesen die Biofilme aus V7 (f = 2,5 mg/L Fe?*,Q = 5 mL/min) mit S; = 1,15 Pa-l die hochste
Kompressibilitat auf, was auch mit der Grafik in Abb. 27 konform ist. Danach folgten die Aggregate aus V6
(B =0,25 mg/L Fe2*, Q = 1 mL/min) mit Sx = 0,82 Pa't und V5 (f = 2,5 mg/L Fe2*, Q = 1 mL/min) mit Sy
= 0,64 Pa’l, obwohl die Kolonien in V5 starker der Langenkiirzung unterlegen waren. Generell wird davon
ausgegangen, dass die Biofilme mit hoherer Konzentration an anorganischen Partikeln starkere
Kompressionseigenschaften besitzen, wie auch Qian (2017) zeigen konnte.13¢ Méglicherweise kommt die
um 22 % geringere Kompressibilitit in V5 (f =2,5mg/LFe?,Q =1mL/min) gegeniiber V6
(B =0,25 mg/L Fe2*, Q = 1 mL/min) durch das hohere Biofilmalter in V6 zustande, da nach 6 Tagen in V6
nicht ausreichend grofde Kolonien fiir die Deformationsstudie gewachsen waren. Ein Vergleich zu weiteren
Studien hinsichtlich der Kompressibilitit Sy ist schwierig, da die meisten Studien die mechanische Stabilitat
bzw. die viskoelastischen Eigenschaften von Biofilmen untersuchen, ohne einen genauen Wert fiir Sy
anzugeben.5136,137

Derlon et al (2016) und Jafari et al (2019) bestatigen jedoch, dass Biofilme hoch kompressible Strukturen
darstellen.133138 In der Studie von Derlon et al. (2016) konnte eine direkte Korrelation zur Steigung der
hydraulischen Widerstandsfahigkeit mit der Biofilmkompression hergestellt werden. Weiterhin sagen die
Autoren aus, dass hydraulische Resistenz in Membranbiofilmen durch drei Parameter bestimmt wird: i) die
Biofilmkomposition, ii) die unmittelbaren Krafte, die auf den Biofilm wirken, sowie iii) die

Wachstumshistorie.13813% Diese Resultate decken sich mit den hier gezeigten Wachstumsversuchen, der
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Bestimmung der Strukturparameter und auch den Ergebnissen aus Studien, die die hydrodynamischen
Bedingungen und das Nahrstoffangebot auf das Biofilmwachstum untersuchten.6?

Jafari et al. (2019) belegten weiterhin, dass die anfangliche Wachstumsgeschwindigkeit bzw. ein erhéhter
Druck in der Wachstumshistorie von Flief3zellenbiofilmen (isoliert aus Flusswasser) mit hoherer
hydraulischer Widerstandsfahigkeit assoziiert werden kann.133 Dies korrespondiert mit den Biofilmen in
V7 (8 =2,5mg/LFe?, Q =5 mL/min), die mit einer hoheren Strémungsgeschwindigkeit kultiviert
wurden. Zuséatzlich hat das Biofilmalter einen Einfluss, was die erhohte Kompressibilitit aus V6
(B = 0,25 mg/L Fe2+, Q = 1 mL/min) belegen konnte.

Bei Betrachtung der Kompressibilitat Sy in Blauert (2017) stellt sich heraus, dass dessen Biofilme mit
Bx =0,01-0,92 Pal vergleichsweise &dhnliche Kompressionen zeigten. Eine Kalkulation weiterer
Kompressibilitdten Sy aus anderen Studien gestaltet sich vor allem daher schwierig, da unterschiedliche
Messmethoden wie das Rasterkraftmikroskop, Rheometer und weitere zur Anwendung kommen.8%140
Weiterhin liegen die Werte der elastischen Moduli in Bereichen von wenigen Pa bis einigen kPa, was eine
eindeutige Aussage lber den Effekt von Eisenzugabe f,2+ und Volumenstrom Q beziiglich mechanischer

Biofilmeigenschaften erschwert.5!

Innerhalb der Analyse des (visko-)elastischen Verhaltens (Relaxation) konnte fiir alle Biofilme in V5-V8 ein
elastisches bzw. elastoplastisches Verhalten nachgewiesen werden, da sich die N = 3 Kolonien zum Teil
nach Stoppen der Stromung relaxierten (Tab 12). Aus den Profilplots wurde deutlich, dass der Scherwinkel
abnimmt und auch die Kompression teilweise aufgehoben wurde.

Hier war die hochste Relaxation der Biofilmaggregate nach Stoppen der Stromung in V5
(B =2,5mg/LFe2t,Q =1mL/min) mit L,o, = 117 + 48% gegeben. Die Kolonien in V8
(B =0,25 mg/L Fe2+, Q =5 mL/min) wiesen mit L., = 111 + 16 % die zweithdchste Relaxation
beziiglich Kolonieldnge auf, danach folgten V7 und V6. Die Reihenfolge unterscheidet sich von der
Kompressibilitat, wobei die Standardabweichungen hoch sind und sich die Werte zwischen den Versuchen
iiberschneiden. Die Ursache liegt darin, dass sich einige Kolonien nach der kurzen Relaxationszeit kaum
reformierten, wahrend andere einen starken Riickgang zur Ursprungsform aufwiesen.

Bei Betrachtung der Relaxation des Scherwinkels a konnte wiederum eine andere Reihenfolge bestatigt
werden. Die Biofilmkolonien aus V8 (f = 0,25 mg/L Fe?+, Q = 5 mL/min) wiesen mit @;;q, =-9,3 +-13,4°
die hochster Relaxation auf, gefolgt von den Aggregaten aus V7 (f = 2,5 mg/L Fe2*, Q =5 mL/min) mit
Aretax =-1,0+2,9°und V5 (B = 2,5 mg/L Fe2+, Q = 1 mL/min) mit @,.¢;o, = 0,7 + 3,0 °. Die geringe mittlere
Biofilmdicke L und die geringen Winkelinderungen Aa in V8 (8 = 0,25 mg/L Fe?+, Q =5 mL/min)
schienen diese hohe Relaxation @, Zu verursachen.

Demnach lasst sich, wie auch bei der Kompressibilitit B, ein genauer Zusammenhang zwischen
Eisenzugabe 3,2+ und Volumenstrom @ nicht beurteilen. Die Ergebnisse belegen das viskoelastische bzw.
viskoplastische Verhalten der Biofilme.l¥! Zudem zeigen sie ein unterschiedliches Verhalten, je nach

berechnetem Parameter.

Nach den Prinzipien der elastischen Konstanten bzw. dem Hookeschen Gesetz, stellen die geringsten
Winkeldnderungen Aa sowie die geringsten Lingendnderungen AL der Biofilmkolonien die hochste

71



Biofilmstabilitat

Widerstandsfahigkeit gegeniiber mechanischen Kriften dar.5! Dies bedeutet auch, dass Materialien wie
beispielsweise Gummi, die sich stark dehnen lassen, geringe Elastizititsmodule aufweisen, da sie schon bei
kleinsten physikalischen Krafteinwirkungen in deren Struktur beeinflusst werden (s. Abb. 30).142 Dabei

sagen die elastischen Konstanten jedoch nichts iiber die Elastizitit bzw. Harte eines Materials aus.143

Gummiband

E=5GPa dehnbar elastisch
- @ £
- -

plastisch
E =210 GPa starr
+F C briichig
—_—
\_____/’ \_____/’

Abb. 30 Elastizititen von Gummiband und Stahl. Beispielsweise besitzt Gummi ein geringes Elastizitats-Modul E, ist aber
hoch elastisch bis eine plastische, also irreversible Verformung auftritt. Stahl dagegen besitzt ein hohes E-Modul und ist
somit widerstandsfihig, zeigt aber schnell ein plastisches Materialverhalten.142.143 F = Kraft.

Fiir die Berechnung der Harte, Sprodigkeit oder auch Stabilitit findet die Anwendung weiterer Formeln
statt, die iiber eine Bildanalyse schwer zu ldsen sind. Ferner findet auch die Berechnung der elastischen
Konstanten im Falle eines nichtlinearen Verhaltens iiber computergestiitzte Methoden wie Simulationen,
z.B. der Finite Elemente Methode, statt. Diese sind jedoch mit einem hohen Rechenaufwand
verbunden.144145

Auch bei Polymeren, die Hauptbestandteil der EPS sind, wurden geringe Elastizititsmodule von E =
0,3 - 3,5 GPa bestatigt.1#6 Dies konnte die starke Kompression der Biofilme in V5, V6 und V7 belegen, da eine
Einlagerung von Eisenoxidhydroxiden wie dem a-FeOOH, eine Forderung der Biofilmentwicklung aus
suspendierten Zellen sowie der Produktion an EPS zugesprochen wird.?¢97.118 Aber auch die Eigenschaft
von -FeOOH, hohe Mengen an Feuchtigkeit einzulagern und eine lose Struktur zu besitzen, kann den Grund
fiir die starken Kompressionen darstellen, bei der durch den Volumenstrom hohe Mengen an eingelagertem
Wasser herausgedriickt werden.1°t Ob Kompressionen, dhnlich einer geringen Dehnung der Aggregatlange,

hohe E-Module mit sich bringen, ist derzeit unbekannt.

Eine generelle Aussage iiber die Stabilitidt der Biofilme unter verschiedensten Wachstumsbedingungen
gestaltet sich komplex, was auch durch das Alter der Biofilme begriindet sein konnte. Wahrend die Biofilme
bei V5 und V7 (8 = 2,5 mg/L Fe2*) schon an Tag 6 des Wachstums untersucht werden mussten, war eine
Analyse der Kolonien in V6 und V8 (f = 0,25 mg/L Fe?+) wegen der geringen Biomassen-Zunahme erst an
Tag 13 moglich. Wahrend Galy et al (2012) und Zrelli et al. (2013) eine Erhartung der Biofilme mit
zunehmendem Alter belegen, zeigten Pattem et al/ (2018) und Ohashi & Harada (1996) mit hoherem
Biofilmalter (Tag 5 gegeniiber Tag 3147) eher eine Abnahme in Zug- sowie Haftfestigkeit.147-151

Aufgrund der Flieffkanalgeometrien (H = 450 um) und der Autokorrelationsartefakte war eine ldngere
Wachstumszeit flir die Aggregate in V5 und V7 (f = 2,5 mg/L Fe2+) nicht méglich, da die Kolonien sonst

zligig iber die Kanalmitte (z-Richtung) hinausgewachsen bzw. zu dicht gewachsen wéren.
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In der Literatur finden sich keine Aussagen zur Berechnung von Kompressionen bei Nichtlinearitit,
abgesehen von computergestiitzten elastoplastischen Materialmodellen.152

Vergleicht man jedoch die zuvor getroffenen Resultate dieser Arbeit, kann die Hypothese angenommen
werden, dass Biofilme, angewachsen mit erhéhter Eisenkonzentration, elastischer bzw. komprimierbarer
sind und Fe2* einen stabilisierenden Effekt auf die EPS-Matrix ausiibt. Beispielsweise wurde in den
Wachstumsversuchen (Abb. 17) gezeigt, dass die hochste Biofilmmasseproduktion und die dicksten
Biofilme unter den hohen Eisenkonzentrationen (f = 2,5 mg/L Fe2+) gegeben waren, wobei eine hohe
Flief3geschwindigkeit (Q =5 mL/min) den Effekt verstirkte und zum Ende des Versuchs hin stabilere
Biofilme ausbildete. Diese positiven Effekte der hydrodynamischen Bedingungen und des Eisens wurden
auch in einigen vorherigen Studien nachgewiesen.61820.96

Weiterhin konnte die Literatur auch die Art der eingelagerten Eisenverbindungen als Eisenoxidhydroxide

(FeOOH) bestatigen, welche Auswirkungen auf die Stabilitdt der Biofilme verursachen.117.118

Adhasive und kohésive Eigenschaften

Um die Auswirkung des Eisens auf die Biofilme unter Scherbeanspruchung bestmdglich zu charakterisieren,
wurden die beiden Faktoren Abriss und Koloniehdhe einzelner Kolonien (Tab. 13), sowie die mittlere
Biofilmdicke Ly, FlieRkanalbedeckung SC und mittlere Aggregatlinge AHRL des gesamten
Flief3zellenausschnitts weiter beriicksichtigt. Der Faktor Abriss beschreibt dabei das Versagen kohasiver
bzw. adhédsiver Krafte des Biofilms. Die Koloniehohe koénnte weiterhin einen Einfluss auf das

Biofilmverhalten bei der angewandten Scherbeanspruchung Ty haben.

Tab. 13 Anzahl und gemittelte Wandschubspannung z,,, bei der die Biofilmkolonien abgetragen wurden. Mittelwert und
Standardabweichung der Koloniehdhen Ly bei N = 10 Aggregaten zu Beginn der Deformationsversuche (Zeitpunkt ¢,);
ausgenommen V8: N = 3 Kolonien.

V5 vé v7 V8
B =2,5mg/LFer* [ =0,25mg/LFe?* B =25mg/LFe?* p=0,25mg/LFe2+
Q =1 mL/min Q =1 mL/min Q =5 mL/min Q =5 mL/min
Hoéhe bei t, (um) 44,1 + 13,7 68,7 + 8,6 72,2 + 26,2 116,2 + 36,9
Abriss bei 7, (Pa) 14,4 13,5 13,5 16,1
Anzahl abgerissener Aggregate 3/10 4/10 5/10 0/3

Die Biofilmkolonien aller Versuche V5-V8 konnten im Mittel hohen Scherkraften von Ty, = 13,5-16,1 Pa
Stand halten. In fast allen Versuchen waren einige der betrachteten Aggregate abgeschert worden,
ausgenommen in V8 (f = 0,25 mg/L Fe2*, Q = 5 mL/min), in dem die Anzahl der analysierbaren Kolonien
moglicherweise zu gering war (vgl. auch Wachstumsstudien). V7 (f = 2,5 mg/L Fe?+, Q = 5 mL/min) zeigte
mit finf abgerissenen Kolonien bei Ty = 13,5Pa das hochste bzw. fritheste Versagen der
kohasiven/adhéasiven Kréfte. Danach folgten V6 (f = 0,25 mg/L Fe2*, Q = 1 mL/min) mit vier von zehn
Kolonien bei Ty = 13,5Pa und V5 (f = 2,5 mg/L Fe2*, Q = 1 mL/min) mit drei von zehn betrachteten

Aggregaten bei Ty = 14,4 Pa.
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Auf den ersten Blick schienen die gemittelte Koloniehdhe die Anzahl und das friihzeitige Abreifden der
Kolonien zu beeinflussen, da die Hohen mit der oben genannten Reihenfolge korrelierten (V7 > V6 > V5).
Dennoch zeigte gerade V8 (f = 0,25 mg/L Fe2*, Q =5 mL/min), dass sich auch Kolonien mit hohen
Biofilmdicken Ly von 116,2 + 36,9 um der erh6hten Scherbeanspruchung widersetzen konnten und eine
gewisse Festigkeit aufwiesen.

Auch hier ist die Betrachtung mehrerer Replikate notwendig. Bei der Untersuchung von N > 20 Aggregaten
konnte sich die Verteilung aus Tab. 13 divergent darstellen.

Trotz des Abrisses einiger Kolonien konnte in der viskoelastischen Analyse die Reformierung/Relaxation
und Stabilitat der Biofilme auch nach einer hohen Wandschubspannung von Ty, = 16,1 Pa gezeigt werden
(s. Tab. 12).

Abb. 31 A illustriert dabei, dass auch nach hohen Wandschubspannungen Ty, noch einige Biofilmkolonien

vorhanden waren, auch wenn diese nur noch wenige pm hoch waren (MIPs s. Anhang G und H).
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Abb. 31 Abnahme der mittleren Biofilmdicke L (A) sowie Reduktion der FlieRkanalbedeckung SC (B) im Verlauf des
Deformationsexperiments fiir die Versuche V5-V8. Das Biofilmalter betrug bei den Deformationsversuchen bei V5 und V7
sechs Tage und bei V6 und V8 dreizehn Tage. Gezeigt sind je die Mittelwerte aus N = 4 Flief3zellen; ausgenommen V8: N
= 3 FliefRzellen.

Deutlich wird hier auch das Biofilmalter, welches =zeigt, dass die Biofilme aus V6
(B = 0,25 mg/L Fe?+, Q = 1 mL/min) mit 13 Tagen Biofilmalter die Biofilmdicken L, aus V5 und V7
(B = 2,5 mg/L Fe2*+) mit 6 Tagen Wachstumsdauer iiberstiegen. V8 ( = 0,25 mg/L Fe?+, Q = 5 mL/min)
zeigte dabei, wie im Wachstumsversuch aus Kapitel 4, weiterhin geringe Biofilmdicken, was die hohen
Relaxationszahlen sowie den Abriss einer geringeren Menge an Biofilmmasse bestatigt. Hingegen ist in Abb.
32 B ein identischer Trend der Abnahme der Flief(kanalbedeckung fiir fast alle Biofilme unter den
unterschiedlichen Bedingungen gezeigt. Hier schien V8 die geringste Adhdsion zum Substratum

aufzuweisen.
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Abb. 32 A veranschaulicht, dass das Biofilmalter auf die Kolonieldngen AHRL keinen Einfluss ausiibt. Hier

zeigen V5 und V7 (f = 2,5 mg/L Fe2*) weiterhin die ldngsten Biofilmaggregate (vgl. Abb. 18).
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Abb. 32 Mittlere Aggregatlange AHRL (A) sowie relative Aggregatlinge AHRL/AHRL, in Prozent (B) im Verlauf des
Deformationsexperiments fiir die Versuche V5-V8. Das Biofilmalter betrug bei den Deformationsversuchen bei V5 und V7
sechs Tage und bei V6 und V8 dreizehn Tage. Gezeigt sind je die Mittelwerte aus N = 4 Flief3zellen; ausgenommen V8: N
= 3 FlieRzellen. a) anfangliche Elongation der Kolonien bzw. b) Kompression der Kolonien am Beispiel von V7.

Weiterfiihrend ist durch Abb. 32 B erkennbar, dass eine Bestimmung der mechanischen Eigenschaften mit
Hilfe von Strukturparametern ebenso komplex ist, da Abriss und Kompression unter Umstdnden nicht
unterschieden werden kénnen. Was jedoch deutlich wird ist, dass die Kolonien bis Ty = 9 Pa entweder i)
einer lediglichen Neigung (@) unterlagen oder ii) zundchst das Wasser aus Poren und Kanilen
herausgedriickt wurde, da die mittlere Aggregatlinge AHRL der Biofilme aus V7
(B = 2,5 mg/L Fe2+, Q = 5 mL/min) zundchst nochmal zunimmt (s. Abb. 32 B a)), bevor die vollstindige
Kompression einsetzt (s. Abb. 32 B b)). Dies wird anhand der relativen mittleren Aggregatlangendnderung
AHRL (gesamter Bildausschnitt) im Vergleich zur Langendnderung AL (einzelne Aggregate, Abb. 27)

offensichtlicher.

Die Ergebnisse der Deformationsstudien zeigen die Notwendigkeit von Replikaten und der
Automatisierung der Berechnung mechanischer Biofilmeigenschaften. In die Beurteilung des Verhaltens
eines Biofilms kénnen einige Parameter mit einflieRen. Ungeklart bleiben bis dato der Einfluss der
Koloniedimensionen oder auch des Biofilmalters, welches unterschiedliche Ergebnisse in anderen Studien
lieferte.147-151153 Weiterhin kann sich die Selektion der Aggregate aus der Mitte des Kanals schwierig

gestalten.
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Zwischenfazit

Die physikalische Struktur eines Biofilms bestimmt seine Interaktion mit der Umgebung bzw. der
Grenzfliche. Unterschiedliche Biofilmparameter, die das Biofilmverhalten bei Scherbeanspruchung
beschreiben, konnten erfolgreich berechnet werden. Das sind mechanische Biofilmparameter wie z. B. die
Kompressibilitat S oder die Relaxationen a,..;5, Und L,.;4,, 0der auch Biofilmstrukturparameter wie die
Flief3kanalbedeckung SC oder die mittlere Kolonielange AHRL. Weiterhin konnten der Scherwinkel @ und
auch die Elongation bzw. Kompression AL individueller Kolonien semi-automatisiert abgebildet werden.
Diese stellen die Ausgangsparameter fiir die Berechnung mechanischer Module (E, G) dar.

Da Biofilme eher heterogene Strukturen aufweisen, konnen sich unterschiedliche Teilbereiche divers
verhalten. Aus diesem Grund sollte eine selektive Darstellungsweise einzelner Parameter vermieden

werden. Auch hier wird eine gewisse Anzahl an Replikaten (N = 10 - 20) empfohlen.

Zusammengefasst, konnten die Deformationsstudien zeigen:

e dass eine semi-automatisierte Analyse zur Bestimmung mechanischer Module méglich ist

e dass die Analyse einer Mindestanzahl von Replikaten (N = 10 - 20) als auch umfassender
physikalischer Parameter (strukturelle und mechanische) notwendig ist, um das Verhalten von
Biofilmen unter Scherbeanspruchung bestmoglich zu beschreiben

e dassauch nach hohen Wandschubspannungen von Ty = 16 Pa noch Biofilmmasse vorhanden war

e dass anorganische Partikel wie Eisenoxidhydroxide zu einer vermehrten Kompression des Biofilms
fithren konnen und Eisen (Fe?+ bzw. Fe3*) somit das Verhalten des Biofilms beeinflusst154155

e dass die Parameter Kompressibilitat S, Relaxation «,..;4, und L,..;,, eine gute Naherung fiir die

Biofilmstabilitat darstellen

76



Zusammenfassung und Ausblick

6

Zusammenfassung und Ausblick

Anhand des Anstiegs zahlreicher Publikationen wurde gezeigt, dass die optische Kohdrenztomographie in
den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung fiir die Untersuchung von Biofilmen gewinnt. Die Analyse von
Biofilmen ist dabei sehr komplex und je nach Reaktorsystem treten Limitierungen in der Durchfithrung von
statistisch relevanten Replikaten auf.

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Dissertation ein Monitoringsystem eingesetzt, das eine nicht-
invasive und simultane (parallele) Untersuchung von mehreren Biofilmsystemen mittels OCT
gewahrleistete. Dabei fanden als Reaktorsystem mini-fluidische Flief3zellen Anwendung. Ferner sollten die
hier gezeigten Experimente Aufschluss tliber die strukturellen sowie mechanischen Biofilmeigenschaften
geben, um das Verstindnis der Biofilme sowie die Moglichkeiten zur Biofilmkontrolle weiter
voranzutreiben. Im Vordergrund stand hierbei die Untersuchung des in Mohle et al. (2007) beschriebenen
positiven Einflusses einer Fe2+-Zugabe auf die Biofilmstabilitat!8 sowie auf die Struktur und das Verhalten

mesoskopischer Biofilme.

Kapitel 1 und 2 beschreiben den aktuellen Forschungsstand in der Biofilmanalyse sowie die Etablierung

und Anwendung des automatisierten Monitoringsystems mit optischer Kohdrenztomographie.

In Kapitel 3 konnte anhand von Positionierungsversuchen gezeigt werden, dass diese Kultivierungs- und
Monitoringplattform ein akkurates und zuverldssiges Positionieren des OCT-Scanners gewahrleistete.
Dabei waren Abweichungen von maximal 8,6 um fiir 75 % der Daten (N = 300 von 400 Positionierungen,
IQR) und Abweichungen von maximal -40 um fiir 100 % der Daten (1,5XIQR) gegeben. Weiterhin konnte
ein vollautomatisiertes und nicht-invasives Abbilden der Biofilme durchgefiihrt werden. Die Plattform bot
dabei die Moglichkeit, bis zu N = 32 Flief3zellen in Grofie eines Objekttragers (76 X 26 mm?2) zu installieren
und somit statistisch verifizierte Riickschliisse iiber die Biofilmentwicklung zu ziehen. Weitere Vorteile
waren die durch Automatisierung einfachere Handhabung der Flief3zellen, die Zeitersparnis sowie die
Fixierung der Flief3zellen, die ein ungewolltes Abreifden der Biofilme verhinderte. War eine Flief3zelle
dennoch nicht quantifizierbar (Abrissereignisse, Auflosungsfehler, Luftblasen), musste das Experiment
aufgrund der Anzahl an Replikaten nicht unterbrochen werden. Die in Kapitel 3.2 beschriebene
Replikatanalyse zeigte dabei aufgrund hoher Standardabweichungen in den strukturellen
Biofilmparametern im Versuch bzw. in der Literatur diese Notwendigkeit einer Mindestanzahl an

Biofilmreplikaten.
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Der Einfluss der Konzentration an Fe2* auf die strukturellen Biofilmeigenschaften wurde in Kapitel 4
beschrieben. Dabei konnte die Monitoringplattform zur Differenzierung der Biofilme erfolgreich
angewendet werden. Eine genutzte Probenanzahl von N = 10 Replikaten und eine statistische Verifizierung
mittels zweifaktorieller Varianzanalyse konnte weiterhin eine Differenzierung der Biofilme bei den
verschiedenen Kultivierungsbedigungen gewahrleisten.

Die Wachstumsversuche demonstrierten einen positiven Effekt von Fe?+ auf die Biofilmentwicklung
(allgemein ,reifere”, weitgehend differenzierte Biofilme von hoher Biofilmdicke), womit eine
Biofilmkontrolle demnach méglich ist.

Mittels ATR-FTIR-Spektroskopie und gravimetrischer Ermittlungen wurde illustriert, dass das Fe?+ dabei
vom Biofilm aufgenommen wird und in Form von x-FeOOH-Polymorphen erfolgt. Je nach Konzentration im
Niahrmedium (f = 0,25 und 2,5 mg/L Fe2+) lagen dabei zwei potenzielle Formen von Eisenoxidhydroxiden
vor: a-FeOOH und [-FeOOH. Dabei kann die Konversion verschiedener Eisenverbindungen ineinander
durch das Vorhandensein weiterer Ionen wie Cl- beeinflusst werden.12> Weiterhin konnte belegt werden,
dass die Inkorporation von Fe-Verbindungen aus dem Nahrmedium mit der Entwicklung und
Differenzierung von Biofilmen aus suspendierten Zellen verkniipft ist. Ferner erfolgt die Aufnahme von Fe-

Derivaten iiber die Biofilmmatrix, wobei Fe zusétzlich die EPS-Produktion anregt.”

Die Deformationsversuche in Kapitel 5 zeigten, dass sich die Analyse mechanischer Biofilmeigenschaften
mit Hilfe optischer Messmethoden immer noch komplex gestaltet. Dennoch konnte demonstriert werden,
dass eine semi-automatisierte Analyse zur Bestimmung mechanischer Module mittels OCT moglich ist und
diese manuelle Fehler minimieren kann. Weiterhin gewdhrleistet diese Methode eine nicht-invasive
Untersuchung der mechanischen Biofilmparameter gegeniiber von Rheometern oder beispielsweise der
Rasterkraftmikroskopie.

Auch in diesem Kapitel wurde die Notwendigkeit sowohl von Replikaten als auch von physikalischen
Parametern behandelt. Dabei konnten die Parameter Kompressibilitidt S; und die Relaxationen von a4y
und L, €ine gute Naherung fiir die Biofilmstabilitdt darstellen. Es wurde deutlich, dass auch nach hohen
Wandschubspannungen von Ty, = 16 Pa noch Biofilmmasse in allen Experimenten vorhanden war, was
moglicherweise durch die Hydrophobizitat von Bacillus subtilisverursacht wird. Weiterhin zeigten erh6hte
Konzentrationen von 8 = 2,5 mg/L FeZ+ im Nahrmedium eine vermehrte Kompression des Biofilms. Somit
beeinflusst Fe2+ auch das Verhalten des Biofilms bei Scherbeanspruchung, wobei von einer erhéhten EPS-
Produktion ausgegangen wird.

Die Wachstums- sowie die Deformationsversuche beleuchteten die Diversitat physikalischer Parameter der
Biofilmstruktur, wobei nicht alle Parameter einen Zusammenhang zwischen der Kultivierungsbedingung
und dem Biofilmverhalten herstellen konnten. Aus diesem Grund sind weitere Methoden zur
Automatisierung physikalischer und vor allem mechanischer Biofilmeigenschaften wiinschenswert. Eine
Analyse weiterer Wachstumsbedingungen wie Biofilmalter oder Koloniedimensionen ware in
Deformationsstudien von Nutzen. Weiterhin wire eine Implementation von Biofilm-Simulationen zum
Abgleich mit experimentellen Ergebnissen sinnvoll, um die Fluid-Struktur-Dynamik genauer bestimmen zu
konnen. Hier ist ein Softwarepaket noétig, welches quelltextoffen und einfach zu erlernen ist, sowie die

Einbindung von Bilddaten ermdoglicht.
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Zusammenfassung und Ausblick

Ein weiteres Problem, welches nur schwierig behoben werden kann bzw. innerhalb dessen eine
Projektierung hilfreich wire, ist der Abgleich der mechanischen Biofilmeigenschaften mit der Literatur.
Durch die Nutzung verschiedener Reaktorsysteme und Messmethoden ist ein Vergleich mit den Daten
anderer Arbeitsgruppen schwierig. Eine allgemeine Automatisierung oder Modellierungsmdglichkeit mit
Anwendung auf unterschiedlichste Reaktorsysteme ware hier hilfreich. Eventuell kénnte eine Datenbank
mit allen bisher durchgefiihrten Deformationsstudien (mechanische Module, Druck- und Zugversuche) und
deren Stellparametern (Messmethoden, Wachstumsbedingungen, Biofilmalter, Mutanten und Organismen
etc.) ein detailliertes Bild verschiedener Organismen bei Scherbeanspruchung liefern bzw. voraussagen.

Dies konnte das Forschungsfeld der Biofilmkontrolle (z. B. Stellparameter im Biofilmreaktor) weiter

voranbringen und auch Reinigungsprozeduren verbessern.
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Anhang A

A) Schema der Verfahrwege zur Analyse der Positioniergenauigkeit. B) Skizze der Experimente P1-P4 zur
Erlduterung der individuellen Schritte. C) Bildbearbeitungsschritte der Aufnahmen: 1 = Original; 2 =
Bindrbild; 3 = analysiertes Zielobjekt; das rote Kreuz indiziert das determinierte Zentrum der Masse. Der
Maf3stab besitzt eine Lange von 0,5 mm.
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Anhang

Wasserqualitat des Trinkwassers

aus den Karlsruher Wasserwerken

Jahresmittelwerte 2018

Stadtwerke
Karlsruhe

Besser versorgt, weiter gedacht.

Untersuchungslabor: DVGW-Technologiezentrum Wasser, Karlsruhe
Die Grenzwerte entsprechen der aktuellen Fassung der Trinkwasserverordnung (TrinkwV)

Mikrobiologische Parameter (TrinkwV - Anlage 1: Teil I)

Grenzwert Mittelwert
Parameter {Anz./100 ml) (Anz./100 ml)
Escherichia coli (E. coli) 0 o]
Enterokokken 0 0

Chemische Parameter, deren Konzentration sich im Ver-
teilungsnetz einschlieBlich der Trinkwasser-Installation in
der Regel nicht mehr erhdht (TrinkwV - Anlage 2: Teil I}

Chemische Parameter, deren Konzentration im Vertei-
lungsnetz einschlieBlich der Trinkwasser-Installation
ansteigen kann (TrinkwV - Anlage 2: Teil Il)

Grenzwert Mittelwert Grenzwert Mittelwert
Parameter {mg/l) (mgfl) Parameter (ma/ly (mg/l)
Acrylamid 0,00010 na.’ Antimon 0,0050 < 0,001
Benzol 0,0010 < 0,000 Arsen 0,010 < 0,001
Bor 1,0 0,02 Benzo-(a)-pyren 0,000010 <0,000002
Bromat 0,010 < 0,001 Blei 0,010 < 0,001
Chrom 0050 <0,0005 Cadmium 00030 <0,0001
Cyanid 0,050 <001 Epichlorhydrin 0,00010 n.a.?
—Di <
1,2-Dichlorethan 0,0030 0,0001 KupFer 20 <0,01
Fluorid 15 0,06 .
Nickel 0,020 < 0,001
Nitrat 50 33
Nitrit 0,504 < 0,01
PFlanzenschutzmittel-Wirkstoffe und . -
Biozidprodukt-wirkstoffe 0,000102 n.b. Polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe 0,00010 n.b.
Pflanzenschutzmittel-Wirkstoffe und -
Biozidprodukt-wirkstoffe insgesamt 0,00050 n.b. Trihalogenmethane 0,050 n.a.
Quecksilber 0,0010 <0,00005 Vinylchlorid 0,00050 n.a.®
Selen 0,010 < 0,001
Tetrachlorethen und Trichlorethen 0,010 n.b.
Uran 0,010 00012 1 Im Trinlkewasser nicht enthalten, da kein Einsatz polyacrylamidhaltiger Flockungshilfsstoffe in
der Trinkwasseraufbereitung der Stadtwerke Karlsruhe.
2 Der Grenzwert gilt jeweils fiir die einzelnen PRlanzenschutzmittel-Wirkstoffe und
Biozidprodukt-wirkstoffe. Fur Aldrin, Dieldrin, Heptachlor und Heptachlorepoxid gilt der
Grenzwert von 0,000030 mg/l.
3 Rechnerische Uberprifung nach Trinkwasservererdnung.
4 Am Ausgang des Wasserwerks darf der wWert von 030 mgfl fiir Nitrit nicht Uberschritten werden.
5 Keine Untersuchung erforderlich, da in der Trinkwasserversorgung der Stadtwerke Karlsruhe keine
Chlordesinfektion durchgefilhre wird
6 Im Trinkwasser nicht enthalten, da kein Einsatz von PYC-Rohren in der Trinkwasserverteilung
der Stadtwerke Karlsruhe.
Anhang B1

Seite 1: Wasserqualitdt des Trinkwassers aus den Karlsruher Wasserwerken im Jahr 2018.
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Anhang

Allgemeine Indikatorparameter (TrinkwV - Anlage 3)

Grenzwert Mittel-
Parameter Einheit (Anforderung)  wert
Aluminium mg/l 0,200 < 0,02
Ammonium mg/l 0,50 < 0,01
Chlorid mg/l 250 22,6
Clostridium perfringens
(einschlieBl Sporen) Anzahll00mlL O na.”
Coliforme Bakterien Anzahl/l00mlL  © 0
Eisen ma/l 0,200 <0,01
Farbung
{spektraler Absorptions-
koeffizient Hg 436 nm) m? 0,5 <0,]
Geruch (als TON) . 3bei23°C <1
Fur den Verbraucher an-
nehmbar und chne anormale
Geschmack Verénderung ohne
ohne
anormale
Koloniezahl bei 22 °C AnzahUml Verénderung <1
ohne
anormale
Koloniezahl bei 36 °C Anzahl/ml Verdnderung <1
Elektrische 2.790
LeitFahigkeit psSiem bei 25 °C 661
Mangan mg/l 0,050 < 0,005
Natrium mo/l 200 n0
ohne
Organisch gebundener anormale
Kohlenstoff (TOC) ma/l Verdnderung 0,94
Oxidierbarkeit mg/l 0, 50 n.a.2
SulFat mg/l 250 49,5
Nephelo-
metrische
Tribungsein-
Tribung heiten (NTU} 10 0,09
Wasserstoffionen- >6,5und
Kenzentration pH-Einheiten <95 723
Calcitldsekapazitat 5 -
Calcitabscheidekapazitdt  mg/l CaCO, 19

Stadtwerke Karlsruhe GmbH

Daxlander Stake 72
76185 Karlsruhe
Telefon 0721592-3210

postbox@stadtwerke-karlsruhe.de

www.stadtwerke-larlsruhe.de

Anhang B2

Radioaktivitdtsparameter (TrinkwV - Anlage 3a)

Parameter Einheit Parameterwert Mittelwert
Radon-222 B/l 100 n.a.?
Tritium Bq/l 100 na.?
Richtdosis mSv/a 0,0 na.?
Zusdtzlich Gberwachte Parameter®

Parameter Einheit Mittelwert
Calcium mg/l 12
Magnesium mg/l 9,7
Gesamtharte °cdH 178
(Summe Calcium und Magnesium) mmal/l 318
Hartebereich™ - hart
Basekapazitst bis pH 8,2 mmol/l 0,66
Saurekapazitat bis pH 4,3 mmol/l 5,32
Hydrogencarbonat mag/l 322

°dH 14,8
Carbonathérte mmol/L 2,64
Sauerstoff mg/l 8,0
Phosphat, gesamt mg/l < 0,01
Silicium mgfl 54
Kalium mg/l 1,7
Spektraler Absorptionskoeffizient
(SAK) bei 254 nm m- 1,5

~

Dieser Parameter braucht nur bestimmt zu werden, wenn das Rahwasser von Oberflichenwasser

stammt oder von Oberflachenwasser beeinflusst wird. Dies ist beim Trinkwasser der Stadbwerke

Karlsruhe nicht der Fall.

v ®

Dieser Parameter braucht nicht bestimmt zu werden, wenn der Parameter TOC analysiert wird.

Bei der Erstuntersuchung des Trinkwassers der Stadtwerke Karlsruhe gemaR § 14a der Trink-

wasserverordnung lagen die Mittelwerte Fur Radon-222 bei 9,2 Bg/l und fir die Gesamt-Alpha-
Aktivitatskonzentration bei 0,039 Bg/l Entsprechend der Bewertung durch das Gesundheitsamt
Karlsruhe sind keine weiteren Untersuchungen erforderlich.

10 Nach Trinkwasserverordnung § 21 Absatz 1und sonstige.

n. a. = nicht analysiert

n. b. = nicht bestimmbar

Nach Wasch- und Reinigungsmittelgesetz vom 29.04.2007

(Mittelwert liegt unterhalb der analytischen Bestimmungsgrenze der Einzelstoffe)

Seite 2: Wasserqualitit des Trinkwassers aus den Karlsruher Wasserwerken im Jahr 2018.
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FZ7 FZ8 FZ9 FZ10

Anhang C1
Maximumintensitétsprojektionen (MIPs) aller Replikate aus Versuch 1 (f,2+= 2,5 mg/L; Q = 1 mL/min)
iber eine Versuchsdauer von 10 Tagen. Der Mafistab betragt 1 mm.
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Anhang C2

FZ2

FZ3

FZ 4

»
£
.
.
.
.
.

FZ9 FZ10

Maximumintensitétsprojektionen (MIPs) aller Replikate aus Versuch 2 (fz,2+= 0,25 mg/L; Q = 1 mL/min)

liber eine Versuchsdauer von 10 Tagen. Der Maf3stab betragt 1 mm.
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FZ1 FZ2 FZ3 FZ4 FZ5 FZ6 FZ7 FZ8
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Anhang C3

Maximumintensitédtsprojektionen (MIPs) aller Replikate aus Versuch 3 (f,2+= 2,5 mg/L; Q = 5 mL/min)
liber eine Versuchsdauer von 10 Tagen. Der Mafdstab betrdgt 1 mm. Die Artefakte in FZ 3 deuten auf
Luftblasen hin.
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FZ1 FZ2

Anhang
FZ3 FZ4 FZ5 FZ6 FZ7

FZ8 FZ9 FZ10
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Anhang C4

Maximumintensitétsprojektionen (MIPs) aller Replikate aus Versuch 4 (f 2+= 0,25 mg/L; Q = 5 mL/min)
liber eine Versuchsdauer von 10 Tagen. Der Maf3stab betragt 1 mm.
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Anhang D
CLSM-Aufnahmen aus dem Wachstumsversuch V1 an Tag 10 (Zeiss LSM 700). Griine Farbung = EPS-
Glykokonjugate. Rote Fiarbung = Nukleinsauren. Die Skalierungsbalken entsprechen 50 pm.

Anhang E
REM-Aufnahmen aus Vorversuchen. Der Mafistab betrigt 5 um. Die markierten Punkte 1 und 2 wurden in
einer nachfolgenden EDX-Analyse untersucht.
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Anhang F
EDX-Analyse zu den REM-Aufnahmen aus den Vorversuchen. 1 = Bakterielle Zellen. 2 = Mikroumgebung der
Zellen.
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Anhang

V5 V6 v7 V8
Q =1 mL/min Q =1 mL/min Q =5 mL/min Q =5 mL/min
B =2,5mg/L Fe?* B =0,25 mg/L Fe?* B =2,5mg/L Fe?* B =0,25 mg/L Fe?*

ce 9 q.

T, =1,1Pa

T, =6,3 Pa

11,5 Pa

3

Tw

stk

16,1 Pa

Ty =

Anhang G

Auswahl der Hohenprofile bei verschiedenen Scherbedingungen im ersten Deformationsversuch. Der
Maf3stab ist gegeben und betrdagt 100 pym. V5 und V7 zeigen die MIPs an Tag 6 der Kultivierung; V6 und V8
zeigen die MIPs an Tag 13 der Kultivierung.
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Anhang

V5 V6 v7 V8
Q =1 mL/min Q =1 mL/min Q =5mL/min Q =5 mL/min
B =2,5mg/L Fe?* B =0,25 mg/L Fe?+ B =2,5mg/L Fe2+ B =0,25 mg/L Fe?*

P N

11,5 Pa

Ty =

16,1 Pa

Ty =

Anhang H

Auswahl der Hohenprofile bei verschiedenen Scherbedingungen im zweiten Deformationsversuch. Der
Maf3stab ist gegeben und betragt 100 pm. V5 und V7 zeigen die MIPs an Tag 6 der Kultivierung; V6 und V8
zeigen die MIPs an Tag 13 der Kultivierung.
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Schriftenreihe des Lehrstuhls fur Wasserchemie und Wassertechnologie und
der DVGW-Forschungsstelle am Engler-Bunte-Institut

des Karlsruher Instituts fur Technologie (KIT)

Band 35: Symposium on Refractory Organic Substances in the Environment — ROSE, 1997, 248 S.,
12,80 €.

Band 36: Symposium on Refractory Organic Substances in the Environment — ROSE II, 2000,
265 S., 12,80 €.

Band 37: Thomas Brinkmann: Alkalischer und solarinduzierter Abbau von nattrlicher organischer
Materie, 2003, 212 S., 15,00 €.

Band 38: Andreas Gorenflo: Riickhalt und Fouling von natirlichen organischen Substanzen bei der
Nano- und Ultrafiltration, 2003, 219 S., 18,00 €.

Band 39: Philip Horsch: Einfluss der chemischen Oxidation auf das toxische Potenzial und das
biologische Abbauverhalten von Industrieabwassern, 2004, 210 S., 20,00 €.

Band 40: Margit B. Miller: Bewertung von Anreicherungs- und Fraktionierungsverfahren fur die
strukturelle Charakterisierung der gelosten organischen Substanz in Gewassern, 2004, 185 S.,
18,00 €.

Band 41: Fritz H. Frimmel, Gudrun Abbt-Braun: Praktikum Allgemeine Chemie und Chemie in
wassrigen Losungen — Qualitative und quantitative Bestimmungen, 2004, 158 S., 18,00 €.

Band 42: Tusnelda E. Doll: Photochemischer und photokatalytischer Abbau von Carbamazepin,
Clofibrinsaure, lomeprol und lopromid, 2004, 158 S., 18,00 €.

Band 43: Ayse B. Deger: Entfernung von organischen Schadstoffen aus Wasser mit Hilfe von Poly(e-
caprolacton), 2005, 205 S., 18,00 €.

Band 44: Fritz H. Frimmel, Gudrun Abbt-Braun: Wassertechnologisches und wasserchemisches
Praktikum, 2005, 201 S., 20,00 €.

Band 45-1, 45-1I: Fritz H. Frimmel, Gudrun Abbt-Braun (Eds.): Humic Substances — Linking Structure
to Functions. Proceedings of the 13" Meeting of the International Humic Substances Society, July
30 to August 4, 2006, Universitat Karlsruhe, 2006, 492 S. (45-1), 623 S. (45-11), 50,00 €.

Band 46: Fritz H. Frimmel, Gudrun Abbt-Braun: Praktikum Allgemeine Chemie und Chemie in
wassrigen Losungen — Qualitative und quantitative Bestimmungen I, 2. verbesserte und erganzte
Neuauflage 2007, 139 S., 20,00 €.

Band 47: Thomas Glauner: Aufbereitung von Schwimmbeckenwasser — Bildung und Nachweis von
Desinfektionsnebenprodukten und ihre Minimierung mit Membran- und Oxidationsverfahren, 2007,
233 S., 20,00 €.

Band 48: George Metreveli: Kolloidale Wechselwirkungen und kolloidgetragener Transport von
Metall(oid)en in porésen Medien, 2008, 215 S., 20,00 €.

Band 49: Florencia Saravia: Entfernung von organischen Spurenstoffen und Untersuchung von
Foulingprozessen in getauchten Membranen und Hybridverfahren, 2009, 213 S., 20,00 €.

Band 50: Markus Delay: Dynamische versus statische Elutionsversuche — Ein Beitrag zur
Beurteilung der Wiederverwertbarkeit von Abfallmaterialien, 2010, 206 S., 20,00 €.



Band 51: Luis A. Tercero Espinoza: Heterogeneous photocatalysis with titanium dioxide
suspensions containing bromide and dissolved organic matter, 2010, 172 S., 20,00 €.

Band 52: Ulrich-M. Metzger: Extrazellulare polymere Substanzen aus Biofilmen — Aufklarung von
Strukturen und ihr Einfluss auf die Foulingbildung in Membranbioreaktoren, 2011, 211 S., 20,00 €.

Band 53: Fritz H. Frimmel, Gudrun Abbt-Braun: Praktikum Allgemeine Chemie und Chemie in
wassrigen Losungen — Qualitative und quantitative Bestimmungen, 3. Uberarbeitete Neuauflage
2011, 139 S., 20,00 €.

Band 54: Markus Ziegmann: Beurteilung von Cyanobakterienbliiten und Untersuchung geeigneter
Verfahrenskombinationen zur Elimination cyanobakterieller Zellen und Toxine, 2011, 191 S., 20,00
€.

Band 55: Fritz H. Frimmel, Gudrun Abbt-Braun: Praktikum Allgemeine Chemie und Chemie in
wassrigen Losungen — Qualitative und quantitative Bestimmungen, 4. erganzte Neuauflage 2012,
137 S., 20,00 €.

Band 56: Angela Klupfel: Nanofiltration bei der Aufbereitung von Trink- und Schwimmbeckenwasser
— Foulingmechanismen und Rickhalt anthropogener Kontaminanten, 2012, 259 S., 20,00 €.

Band 57: Christina Schmalz: Bildung, Phasentransfer und Toxizitdt halogenierter
Desinfektionsnebenprodukte im Aufbereitungszyklus von Schwimmbeckenwasser — Schwerpunkt
stickstoffhaltige Verbindungen, 2012, 195 S., 20,00 €.

Band 58: Fritz H. Frimmel, Gudrun Abbt-Braun, Harald Horn: Praktikum Allgemeine Chemie und
Chemie in wassrigen LOsungen — Qualitative und quantitative Bestimmungen, 5. erganzte
Neuauflage 2013, 120 S., 20,00 €.

Band 59: Heiko Schwegmann: Wechselwirkungen zwischen anorganischen Nanopartikeln und
Mikroorganismen — Nutzungs- und Gefahrdungspotentiale, 2013, 149 S., 20,00 €.

Band 60: Fritz H. Frimmel, Gudrun Abbt-Braun, Harald Horn: Praktikum Allgemeine Chemie und
Chemie in wassrigen Losungen — Qualitative und quantitative Bestimmungen, 6. Uberarbeitete
Neuauflage 2014, 129 S., 20,00 €.

Band 61: Carsten Jobelius: Anaerobe Metabolite organischer Schadstoffe im Grundwasser -
Analytik, Bildung und Nutzung als Indikatoren, 2014, 247 S., 20,00 €.

Band 62: Eva M. Gilbert: Partielle Nitritation / Anammox bei niedrigen Temperaturen, 2014, 115 S.,
20,00 €.

Band 63: Aleksandr O. Kondrakov: Heterogeneous photocatalysis and sensitized photolysis for
enhanced degradation of bisphenol A and its analogues, 2015, 155 S., 20,00 €.

Band 64: Meijie Ren: TiOz: application in photocatalysis for the degradation of organic pollutants and
aggregation behavior in aquatic systems, 2015, 121 S., 20,00 €.

Band 65: Fritz H. Frimmel, Gudrun Abbt-Braun, Harald Horn: Praktikum Allgemeine Chemie und
Chemie in wassrigen Ldésungen — Qualitative und quantitative Bestimmungen, 7. Uberarbeitete
Neuauflage 2016, 126 S., 20,00 €.

Band 66: Chunyan Li: Using optical coherence tomography to quantify biofilm structure and mass
transfer in combination with mathematical modeling, 2016, 121 S., 20,00 €.

Band 67: Maria Pia Herrling: Nanoparticles in biofilm systems — assessment of their interactions by
magnetic susceptibility balance and magnetic resonance imaging, 2016, 132 S., 20,00 €.



Band 68: Elham Fatoorehchi: Sludge disintegration techniques — assessment of their impacts on
solubilization of organic carbon and methane production, 2016, 116 S., 20,00 €.

Band 69: Norman Hack: Refraktare organische Substanzen im Kapillarsaum: ihre Dynamik,
Gradienten und Reaktionen, 2016, 152 S., 20,00 €.

Band 70: Di Peng: Disinfection by-products and the application potential of nanofiltration in
swimming pool water treatment, 2016, 112 S., 20,00 €.

Band 71: Jueying Qian: Investigation of the fouling driving factors in drip irrigation systems, 2017,
112 S., 20,00 €.

Band 72: Florian Blauert: Investigating biofilm deformation using optical coherence tomography and
fluid interaction simulation, 2017, 105 S., 20,00 €.

Band 73: Johannes Ruppert: Méglichkeiten der quantitativen Korrosionsvorhersage fiir Baustéhle in
Gewassern mittels einer elektrochemischen Messzelle, 2017, 202 S., 20,00 €.

Band 74-1 (in Englisch), 74-11 (in Arabisch): Oliver Jung: Handbook: Brackish Water Desalination
In Water-Scarce Regions: The Jordan Valley, 2018, auf Anfrage (Copy On Demand).

Band 75: Marc Tuczinski: Applikation von keramischen Mikrofiltrationsmembranen in der
zweistufigen Biogasproduktion, 2018, 134 S., 20,00 €.

Band 76: Fritz H. Frimmel, Gudrun Abbt-Braun, Harald Horn: Praktikum Allgemeine Chemie und
Chemie in wassrigen Ldésungen — Qualitative und quantitative Bestimmungen, 8. Uberarbeitete
Neuauflage 2019, 140 S., 20,00 €.

Band 77: Alexander Timm: Einfluss von Sonnenlicht auf den Abbau von Antibiotika in der
aquatischen Umwelt: Kinetik, Umwandlung und Wirkung, 2019, 132 S., 20,00 €.

Band 78: Philip Clifford Brown: Impact of antibiotics and particulate matter from wastewater
discharges on the abundance of antibiotic resistance genes in river sediments, 2019, 101 S., 20,00 €.

Band 79: Annika Bauer: Einsatz der optischen Koharenztomographie zur kontinuierlichen
Uberwachung von Scaling bei der Membrandestillation, 2020, 114 S., 20,00 €.

Band 80: Luisa Gierl: Untersuchungen zum Einfluss von Eisen auf die Struktur und mechanischen
Eigenschaften von Bacillus subtilis Biofilmen, 2020, 100 S., 20,00 €.

Preise verstehen sich zzgl. der gesetzlichen Mehrwertsteuer und Versandkosten.

Bestellungen Uber:

DVGW-Forschungsstelle am Engler-Bunte-Institut des Karlsruher Instituts fir Technologie (KIT),
Wasserchemie und Wassertechnologie Engler-Bunte-Ring 9

D-76131 Karlsruhe

Tel.: +49-(0)721-608-42581

Fax: +49-(0)721-608-46497

E-Mail: sekretariat-wasserchemie @ebi.kit.edu



mailto:sekretariat-wasserchemie@ebi.kit.edu




