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Kurzfassung

Das Wachstum von Mikroorganismen auf Oberflachen und Grenzflachen im Biofilm ist
sehr verbreitet und spielt eine wichtige Rolle in verschiedenen Bereichen wie unter ande-
rem den Materialwissenschaften, der Biomedizin und der Abwasseraufbereitung. Auf-
grund der inhomogenen Struktur und der Varianz in den Konsortien der Mikroorganis-
men stellt die Analyse von Biofilmen allerdings eine groRe Herausforderung dar. Um eine
nicht-invasive online Analyse von Biofilmen zu erméglichen, wurde ein Fluoreszenz-
sensor fur die Messung der wichtigsten biologischen Fluorophore (Proteine, NADH und
Flavin) in Biofilmen entwickelt. Der Sensor bietet die Moglichkeit, kontinuierlich den
Stoffwechselzustand des Biofilms zu analysieren. Besonders hervorzuheben ist die Mess-
spitze des Sensors, welche einen Durchmesser von 1 mm aufweist und eine Messung auf
der Biofilmoberflache sowie in der Biofilmstruktur ermdglicht. In dieser Arbeit konnten
der Messhereich des Sensors und die Langzeitstabilitat bestimmt und die Systemtauglich-
keit bestétigt werden. Die Anwendung des Sensors in einem Biofilm wurde schrittweise
angenahert. Zunachst wurde der Sensor in Zellsuspensionen und in biofilméhnlichen
Strukturen eingesetzt. AbschlieRend wurde die Bildung eines abwasserbasierten Biofilms
mit dem entwickelten Sensor analysiert. Als Proof-of-Principle-Experiment bestatigt dies

die Funktionalitat des Sensors flir den Einsatz in der Biofilmanalyse.

Zusétzlich zum Fluoreszenzsensor wurde ein kommerziell erhéltliches pH- sowie pO-
Sensorsystem auf die Anwendung in Biofilmen (bertragen. Hierzu wurde das System in
einer biofilm&hnlichen Struktur aus Alginat und anschlieend in einer mikrobiellen
Brennstoffzelle getestet. Beide Sensorsysteme eignen sich fur die Anwendung in Bio-
filmkultivierungen. Es hat sich allerdings gezeigt, dass die Messungen in einer biofil-

mahnlichen Struktur malRgeblich von der Diffusionslimitierung beeinflusst werden.

In Kombination bieten die Sensoren die Mdglichkeit, nicht-invasive Biofilmanalysen
durchzufiihren und so Rickschlisse auf den Zellzustand und die Prozessumgebung zu
erhalten. Ein moglicher Einsatzbereich der Sensoren kann die mikrobielle Brennstoffzelle
sein, deren Effizienz maBgeblich durch Sauerstoff und den metabolischen Zustand des

Biofilms beeinflusst wird.

Schlusselworter: Biofilmanalyse, Fluoreszenzsensor, biogene Fluorophore, pH-Sensor,

pO2-Sensor



Abstract

The growth of microorganisms on surfaces as a biofilm on surfaces is common and plays
an important role in various areas such as material science, biomedicine and waste water
treatment. The analysis of biofilms represents a significant challenge due to its inhomo-

geneous structure and a dynamic composition of the microorganism consortia.

In order to enable an online and non-invasive analysis of biofilms, a fluorescence sensor
was developed, which facilitates the measurement of the most important biological fluor-
ophores (proteins, NADH and flavins). The sensor thus makes it possible to continuously
observe the metabolic state of the biofilm. The developed sensor is characterized by its
small diameter of 1 mm at the measuring tip. In this work, the measuring range of the
sensor and the longterm stability could be determined and system suitability was con-
firmed. The intended application of the sensor in biofilms was approached stepwise. Ini-
tially, the sensor was used in cell suspensions and in biofilm-like structures. Finally, the
formation of a wastewater-based biofilm was monitored using the developed sensor. This
demonstrated the functionality of the sensor in the analysis of biofilm growth in a proof-

of-principle experiment.

In addition to the fluorescence sensor, the application of a commercially available pH and
pO2 sensor system in biofilm systems was also investigated. For this purpose, the pH and
pO2 sensors were first tested in alginate gels as a model system of a biofilm-like structure
and afterwards in a microbial fuel cell. It could be shown that both sensors are suitable
for the use in biofilm cultivations, but that the measurement in biofilm structures is sig-

nificantly influenced by diffusion limitations.

The combination of the fluorescence sensor, the pH and the pOz sensors offers the possi-
bility to monitor a biofilm in real-time and to obtain information concerning metabolic
state and process microenvironment. One possible application of the sensors can be for
the monitoring of microbial fuel cells, whose efficiency is significantly influenced by the

presence of oxygen and the metabolic state of the biofilm.

Keywords:  Monitoring of biofilms, fluorescence sensor, biogenic fluorophores, pH

sensor, pO2 sensor
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Einleitung

1 Einleitung

Der nachhaltigen Stromerzeugung kommt in der heutigen Zeit eine immense Bedeutung
zu. Neben der immer gréRer werdenden Bedeutung der Solar- und Windenergie nimmt
auch der Einsatz an Bioenergie mehr und mehr zu. Hier werden immer neue Bereiche
erforscht, welche als Energiequelle genutzt werden konnen. Einer dieser Bereiche ist die
mikrobielle Brennstoffzelle. Sie ermdglicht eine Stromerzeugung aus Abwasser und nutzt
somit Ressourcen, die im grofRen Mal3 zur Verfugung stehen. Die Hauptkomponente der
mikrobiellen Brennstoffzelle ist der Biofilm, welcher verantwortlich fur eine effiziente

Stromerzeugung ist.

Bei Biofilmen handelt es sich um eine Struktur, in der Mikroorganismen — auch verschie-
dener Spezies — in einer Art Lebensgemeinschaft nebeneinander vorkommen und sich
gegenseitig vor auleren Einflissen schitzen. Dies ermdglicht den Mikroorganismen na-
hezu jede Oberflache zu besiedeln. Hierbei kdnnen sich Biofilme sowohl negativ als auch
positiv auf ihre Umgebung auswirken. In Rohrleitungen sowohl von Nutz- als auch
Brauchwasserinstallationen und in industriellen Anlagen stellen Biofilme oft problemati-
sche Strukturen dar, da sie sich negativ auf Produktionsprozesse auswirken kénnen. Auch
die typischen Krankenhauskeime Pseudomonas aeruginosa und Staphylococcus aureus
kommen als Biofilmstruktur vor und sind so gegentber Sterilisationsmethoden unemp-
findlich. Im Gegenzug zu den oftmals negativen VVorkommen von Biofilmen, sind diese
im Rahmen der mikrobiellen Brennstoffzelle unverzichtbar. Durch die metabolischen
Prozesse im Biofilm wird Strom erzeugt, welcher als Nutzstrom z. B. in der Klaranlage

verwendet werden kann.

Obwohl Biofilmen in zahlreichen Bereichen eine grofle Bedeutung zukommt, ist eine
Analyse der Struktur noch immer mit grolem Aufwand verbunden. Eine umfassende
Analyse von Biofilmen ist nur offline und durch komplexe Methoden mdglich. Eine Mes-
sung des Biofilms an der direkten Wachstumsfl&che ist derzeit nicht umsetzbar, wiirde
aber die genauesten Ergebnisse liefern. Hier kdnnten Fluoreszenzsensoren Anwendung
finden. Sie bieten eine nicht-invasive online Messung, die auch an schwer zugénglichen

Stellen wie in der mikrobiellen Brennstoffzelle mdglich wére. Des Weiteren kdnnen Uber



Einleitung

Fluoreszenzsensoren verschiedenste Parameter bestimmt werden, die direkte RUck-
schlusse auf den Metabolismus geben. Sowohl der pH-Wert und der Sauerstoffgehalt als
auch biogene Fluorophore wie NADH und Riboflavin kénnen tber Fluoreszenzmessun-
gen bestimmt werden und so eine schnelle Analyse des Metabolismus gewéhrleisten. Dies
ermdoglicht Gber eine vergleichsweise einfache Methode die Analyse des Biofilms hin-

sichtlich verschiedener GrofRen.



Zielsetzung

2 Zielsetzung

Die vorliegende Dissertation ist in Zusammenarbeit mit dem Konsortium ,,ElektroBak*®,
einem Projekt der Niederséchsischen Technischen Hochschulgruppe, entstanden. Ziel des
Konsortiums ist es, das Konzept der abwasserbasierten mikrobiellen Brennstoffzelle zu
optimieren. Ein Teil des Projekts war die Analyse des Biofilms, welcher mal3geblich fiir
die Effizienz der mikrobiellen Brennstoffzelle ist. Als Analysemdglichkeit soll das Kon-
zept der Fluoreszenzsensorik auf die Anwendung in Biofilmen bertragen werden. Ziel
der vorliegenden Arbeit ist es, zum einen Fluoreszenzsensoren fiir die Analyse des Zell-
zustands des Biofilms zu entwickeln und zum anderen bestehende Sensorkonzepte auf

die Anwendung im Biofilm zu bertragen.

Im Rahmen der Arbeiten sollen Fluoreszenzsensoren zur Analyse von Biofilmen und de-
ren Mikroumgebung entwickelt und charakterisiert werden. Hier sollen sowohl biogene
Fluorophore zur Bestimmung des Zellzustands sowie pH- und pO2-Wert bestimmt wer-
den. Durch die Kombination dieser Parameter wird ein umfassender Einblick in den me-
tabolischen Zustand der Zelle ermdglicht. Die Herausforderung hierbei ist, dass ein Bio-
film hinsichtlich seiner Struktur nicht nur zeitlich sondern auch 6rtlich variabel ist und
somit ein mobiler Sensor notwendig ist. Der Fokus liegt auf einem diinnen Sensor mit
einem maximalen Durchmesser der Messspitze von 1 mm. Dies soll eine hochaufgeldste

und flexible Messung ermdglichen, welche zugleich online durchgefiihrt wird.

Neben den biogenen Fluorophoren NADH, Riboflavin und Proteinen soll zusétzlich ein
fluoreszenzbasiertes Messsystem fiir pH- und pO2-Wert, welches kommerziell fur die
Messung in Suspensionskulturen erhéltlich ist, auf die Messung im Biofilm angepasst
werden. Hierbei stellt sich vor allem die Frage, ob beide Parameter direkt im Biofilm bzw.
in gelartigen Strukturen bestimmt werden kdnnen und inwieweit die Diffusionslimitie-

rung die Messung beeinflusst.



Theoretischer Hintergrund

3 Theoretischer Hintergrund

Die vorliegende Arbeit vereint die beiden theoretischen Schwerpunkte ,,Biofilme* und
,,Fluoreszenzsensorik*. Das Hauptaugenmerk liegt im Folgenden auf dem Einfluss der
beiden Themen aufeinander. Es werden die Entwicklung und die Struktur von Biofilmen
beschrieben sowie Moglichkeiten der Biofilmanalyse. Aulierdem wird anhand der mik-
robiellen Brennstoffzelle (kurz: MBZ) ein technisches Anwendungsbeispiel von Biofil-
men aufgezeigt. Im Bereich der Fluoreszenzsensorik wird auf das allgemeine Prinzip ein-
gegangen und anschlieRend werden die theoretischen Aspekte fiir den Einsatz im Biofilm

geklart.

3.1 Biofilme

Biofilme wurden erstmals im 17. Jahrhundert von Antoni van Leeuwenhoek — dem Er-
finder des Mikroskops — in menschlichen Zahnbelédgen entdeckt [14; 31]. Da zu dieser
Zeit mikrobiologische Untersuchungen nur in Reinkulturen und an planktonischen Zellen
durchgefuhrt wurden, wurden die als mikrobielle Aggregate von van Leeuwenhoek be-
schrieben Strukturen zunachst nicht weiter erforscht. Erst 1978 wurde der Terminus ,,Bio-

film* von Bill Costerton eingefiihrt und die Forschung an Biofilmen nahm zu.

3.1.1 Definition und Eigenschaften

Bei Biofilmen handelt es sich um Mikroorganismen, die in gelartigen bzw. schleiméhn-
lichen Strukturen eingebettet sind. Hierbei konnen sowohl Bakterien als auch Pilze oder
Algen in einer Biofilmstruktur vorkommen, sodass es sich bei Biofilmen insgesamt um
eine heterogene Lebensgemeinschaft handelt. Biofilme sind ubiquitar vertreten und kom-
men an Grenzflachen sowohl zwischen Feststoff und Flissigkeit als auch zwischen Fliis-
sigkeit und Atmosphare und Feststoff und Atmosphare vor. Die Voraussetzungen fur die
Bildung von Biofilmen sind hierbei lediglich das VVorhandensein von Flissigkeit, mikro-
biell verwertbaren Nahrstoffen und entsprechenden Mikroorganismen [14; 17; 30; 53;
69].



Theoretischer Hintergrund

Fur den Aufbau eines Biofilms ist die Exkretion von extrazelluldren polymeren Substan-
zen (EPS) von besonderer Bedeutung. Diese bilden die Grundlage des Biofilms, schiitzen
ihn zusétzlich vor &uReren Einflissen und sind verantwortlich fur dessen gelartige Struk-
tur. Bei den EPS kann es sich sowohl um Polysaccharide, Proteine und Nukleinsauren als
auch um Lipide handeln. Des Weiteren kénnen auch anorganische Partikel als Grundlage
genutzt werden [67]. Neben der Inhomogenitat der EPS-Zusammensetzung ist auch die
Zusammensetzung der Mikroorganismen heterogen. Durch diese Heterogenitat schaffen
sich Biofilme eine eigene 6kologische Nische, in welcher die Mikroorganismen durch die
Akkumulation von Nahrstoffen sowie durch die EPS geschiitzt sind und auch unter har-
schen Bedingungen, wie z.B. pH-Extrema, Trockenheit und Scherstress existieren kon-
nen [75; 44; 43].

3.1.2 Entstehung und Entwicklung

Die Entwicklung eines Biofilms teilt sich in sechs Phasen (Abbildung 1) [13; 56]. Zu-
nachst wird die Aufwuchsflache in der Induktionsphase konditioniert. Hierzu lagern sich
von den Mikroorganismen exkretierte EPS an der Aufwuchsflache an. Anschliel3end er-
folgt eine reversible Adhésion erster suspendierter Zellen an der Aufwuchsflache. Die
Adhasion kann bei weiterem Fortschreiten der Biofilmbildung zu einer irreversiblen Ver-
bindung werden, nach welcher das Wachstum und die Zellakkumulation der Priméarbe-
siedler folgen und sich eine erste Biofilmschicht, ein sogenannter Monolayer, ausbildet.
In der Wachstumsphase, welche vergleichbar mit der exponentiellen Phase in Zellsuspen-
sionen ist, akkumulieren sich zum einen die Zellen und zum anderen beginnt die Zelltei-
lung im Biofilm und es bilden sich weitere Schichten aus EPS und Zellen aus. Hier wird
von einer Polylayer-Struktur gesprochen. Der Biofilm nimmt in seiner Dicke zu. Ein Ab-
trag von Zellen ist nun durch Erosion oder Ablésung — sogenanntes sloughing — moglich
[91; 21; 96; 66; 40]. Im Gegensatz zur Induktionsphase ist das Wachstum des Biofilms
in dieser Phase nicht von der Beschaffenheit der Aufwuchsflache abhangig sondern von

der vorhandenen mikrobiellen Struktur [73; 15].
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planktonische Zellen Ablosung Biofilm
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Entwicklung eines Biofilms. Es sind die Phasen der Anheftung bis
hin zum ausgereiften Biofilm dargestellt (modifiziert nach [38]).

In der Plateuphase verhdlt es sich ahnlich, wie in der stationdren Phase von Suspensions-
kulturen. Es stellt sich ein Gleichgewicht zwischen abldsenden und neu anhaftenden Zel-
len ein, welches nur durch die Nahrstoffversorgung und die Scherkréfte beeinflusst wird.
Die sich ablésenden Zellen kénnen als sogenannte Schwérmerzellen an einer neuen Auf-

wuchsflache anhaften und die Bildung eines weiteren Biofilms induzieren.

Durch die Wachstumsphasen, welche aufbauend auf bereits vorhandenen Strukturen fol-
gen, sind Biofilme in ihrer Zusammensetzung weder 6rtlich noch zeitlich konstant. Auf-
grund der Polylayer-Struktur konnen sich unter anderem Sauerstoff- oder Nahrstoffgra-

dienten bilden.

3.1.3 Bedeutung von Biofilmen ftr die mikrobielle Brennstoffzelle

Im Bereich der Biobkonomie stellen Biofilme eine vielversprechende Struktur zur Ab-
wasseraufreinigung und Energieerzeugung dar. Hier werden im Rahmen der mikrobiellen
Brennstoffzelle, auch Biobrennstoffzelle genannt, Biofilme fiir die Stromgenerierung
kultiviert. Eine Form der mikrobiellen Brennstoffzelle ist die Abwasserbasierte. Ziel die-
ser ist, die im Abwasser enthaltenen Bakterien zu nutzen, um Strom zu generieren und
parallel Abwasser durch den Abbau organischer Substanzen aufzureinigen. Die mikrobi-
elle Brennstoffzelle stellt somit eine nachhaltige Methode der Stromerzeugung dar [72;
82].



Theoretischer Hintergrund

Die mikrobielle Brennstoffzelle ist nach dem Prinzip der klassischen Brennstoffzelle auf-
gebaut. Sie besteht grundlegend aus einer Anode und einer Kathode, welche je nach Art
der Brennstoffzelle durch eine Membran voneinander getrennt sein kdnnen. In Abbildung
2 ist schematisch das Prinzip der mikrobiellen Brennstoffzelle dargestellt. Das Material
der Elektroden sollte fur eine MBZ pords sein, um eine méglichst groRe Aufwuchs- und
optimale Adhasionsflache fur die Mikroorganismen zu bieten. Haufig werden hier Koh-
lenstoffverbindungen — z. B. Graphit — verwendet, welche zusatzlich an der Oberflache

funktionalisiert werden konnen.

Nutzstrom

e_Ha\/\/\/\/;“e_

Effluent Luft

Membran

H,0

(]
o
o
s
)
©
X

Substrat
z.B. Abwasser

Abbildung 2: Schematische Darstellung der mikrobiellen Brennstoffzelle (nach [81]). Die MBZ unterteilt sich in
den Reaktionsraum der Anode und den der Kathode. Auf der Anode wéchst im Verlauf der Kultivierung ein
Biofilm. Aufgrund des Metabolismus der Mikroorganismen werden Elektronen generiert und diese an die
Anode transferiert.

Bei den Bakterien, welche in der MBZ auf der Anode einen Biofilm bilden, handelt es
sich um elektroaktive Organsimen, welche in der Lage sind metabolisch entstandene
Elektronen an ein elektrisch leitendes Material zu transferieren. Mikroorganismen, die
hierzu in der Lage sind und im Abwasser auftreten sind unter anderem Geobacter sulfur-
reducens und Shewanella oneidensis und h&ufig fakultativ anaerob. Somit sind anaerobe

Bedingungen fur die Effizienz der MBZ von entscheidender Bedeutung [61].

Die mikrobielle Brennstoffzelle wird in kleineren Mal3staben bereits betrieben [76]. Die
derzeit groRte mikrobielle Brennstoffzelle wurde in der Schweiz entwickelt. Insgesamt
sind hier 64 MBZ in Reihe geschaltet und ermdglichen so die bisher effizienteste mikro-
bielle Stromgenerierung. Das Projekt verfolgt das Ziel, den Stromverbrauch der Klaran-
lage durch die parallele Abwasseraufreinigung deutlich zu senken. Insgesamt soll die
sonst negative Energiebilanz des Klarwerks durch den Betrieb einer MBZ soweit gestei-

gert werden, dass in der Bilanz Energie produziert wird [24].
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3.1.4 Charakterisierung von Biofilmen

Bei Biofilmen handelt es sich um komplexe, dynamische Strukturen. Somit ist die Band-
breite an Analysemethoden grof3 und reicht von der Analyse der Matrixzusammensetzung
bis hin zur Analyse der Mikroorganismen selbst. Die verschiedenen Methoden, welche

flr die Analyse eines Biofilms zum Einsatz kommen, sind in Abbildung 3 zusammenge-

fasst.
| Adhasionsstarke und -ausmaB | | Biomasse und Viabilitat ‘ I Matrixzusammensetzung |
‘ I
 Zellviabilitat | | Zellbiomasse | | MSPOUSCN® | ['pigfiim Biomasse | in situ exsitu.
Aktivitat
+ X
AFM mikroskopische -CFU -q-PCR Nachweis -Nachweis CLSM | | Matrix Extraktion
QCM Methoden -Durchfluss- -Durchfluss- durch Farbung durch Farbung FCS - physikalische Methoden
SPR -CLSM zytometrie zytometrie -Trockenmasse - chemische Reagenzien
-SEM -Phospholipid-| | -verschiedene - l
-Lichtmikroskopie analyse FISH Methoden
_ Analytische Methoden
zur Messung der EPS

Abbildung 3: Analysemethoden von Biofilmen (nach [84]). Die Analysen kdnnen in die Gruppen Adhasions-
Biomassen- und Matrixanalyse unterteilt werden. Abkilrzungen sind im Abkiirzungsverzeichnis aufgeschlis-
selt.

Biofilme lassen sich zum einen hinsichtlich ihrer Adhasion unter anderem mittels Raster-
kraftmikroskopie (AFM) analysieren. Durch diese Methode kdnnen neben Aussagen Uber
die Adhasion auch Informationen uber die Topographie des Biofilms, die Biofilmdicke
sowie die EPS getroffen werden. Da bei dieser Methode die Probe nicht zerstort wird,
kdnnen weitere Analysen mit derselben Probe folgen. Lediglich eine Immobilisierung der
Zellen ist notwendig. AulRerdem findet die Analyse bei typischen Laborbedingungen statt,
sodass auch die Vorarbeiten minimal sind. Neben diesen Vorteilen ist AFM allerdings

hinsichtlich der Probengrofie mit maximal 150 um-150 pum limitiert [16].

Ein weiterer wichtiger Bereich der Biofilmanalyse sind die Bestimmung der Biomasse
sowie die Viabilitat der Mikroorganismen. Hier finden klassische Methoden der Zellzahl-
bestimmung wie CFU-Analyse (engl.: colony forming units) und Biotrockenmasse- bzw.
Biofeuchtmassenbestimmung Anwendung. Ein groBer Nachteil dieser Methoden ist al-
lerdings die hohe Anfalligkeit gegentiber Fehlern aufgrund der Biofilmmatrix [101]. Ne-
ben der Viabilitatsbestimmung tber CFU wird auch Durchflusszytometrie sowohl zur
Analyse der Zellviabilitat als auch der Biomasse verwendet. Durchflusszytomtrie bietet
den grof3en Vorteil, dass im Gegensatz zu CFU zwischen lebenden und toten Zellen un-

terschieden werden kann. Allerdings ist der Zusatz von Fluorophoren notwendig, sodass
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es sich auch bei dieser Methode um eine invasive handelt, bei der eine Probennahme

notwendig ist.

Sowohl die Biomasse als auch das Ausmal der Adhasion wird bei Biofilmen vorzugs-
weise Uber mikroskopische Methoden bestimmt. Die Methode der Wahl im Bereich der
Biofilmanalyse ist das konfokale Laserscanning Mikroskop (CLSM) [50]. Es ermdglicht
eine prézise Bildgebung unebener Strukturen, da einzelne Préparatbereiche nacheinander
analysiert und ein Gesamtbild am Ende der Messung zusammengesetzt wird. Die ver-
schiedenen Fokusebenen kdnnen somit hochaufgeldst dargestellt werden und ermdgli-
chen so eine gesamtheitliche bildgebende Analyse [22]. Durch die Kombination mit An-
farbemethoden kénnen mittels CLSM auch verschiedene Komponenten z. B. Polysaccha-
ride oder Lipide betrachtet werden [20; 45].

Neben CLSM Messungen kommen fiir die Charakterisierung von Biofilmen die klassi-
schen Verfahren aus der Kultivierung und Zellkultur in Betracht. Uber Durchflusszyto-
metrie kann die Zellviabilitat bestimmt werden. Im Fall von Biofilmen bedeutet dies, dass
die Struktur von ihrem mdglichen Tragermaterial abgelst werden muss und so der Pro-
zess der Kultivierung beeinflusst wird [77]. Ein weiterer wichtiger Bereich der Biofilm-
analyse ist die Charakterisierung der Biofilmmatrix. Diese ist wie oben beschrieben aus
extrapolymeren Substanzen zusammengesetzt und je nach Biofilm unterschiedlich. Da es
sich bei den EPS sowohl um Kohlenhydrate als auch Proteine und Fette handeln kann, ist
eine Analyse komplex. Zum einem kann auch hier CLSM angewendet werden. Uber eine
Probennahme ist es aber zusatzlich mdglich, die Komponenten tiber physikalische Me-
thoden bzw. unter Einsatz chemischer Reagenzien zu bestimmen. Als Beispiel sei hier als
physikalische Methode die Zentrifugation sowie Erhitzen genannt. Zu den chemischen
Detergenzien, welche h&ufig eingesetzt werden, z&hlen unter anderem EDTA, Ethanol
und NaOH [2]. Physikalische und chemische Methoden werden fiir die Analyse der ge-
wiinschten Komponente hdufig in Kombination eingesetzt, wobei es hier kein Standard-
protokoll gibt [5].

Es zeigt sich, dass die Charakterisierung von Biofilmen hoch komplex ist und mit einer
Unterbrechung der Kultivierung oder Probennahme einhergeht. Um eine storungsfreie

Kultivierung zu ermdglichen, kann die Fluoreszenzsensorik herangezogen werden. Die
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Analyse des Zellzustands kann iber online Messungen von NADH und Riboflavin erfol-
gen. AulRerdem kann Uber eine Streulichtmessung die Zunahme an Biomasse bestimmt
werden [79]. Im Gegensatz zu den bisher verwendeten Methoden bietet Fluoreszenz eine
non-invasive Mdglichkeit der Analyse, welche sowohl Aussagen tber den Zellzustand

als auch eine Analyse der Mikroumgebung der Zellen ermdglicht.

3.2 Fluoreszenz

Fluoreszenzsensoren zahlen zu den optischen Sensoren und ermdglichen eine direkte
Messung von Fluorophoren in Losung. Es handelt sich bei der Fluoreszenzsensorik um
eine sehr sensitive Messmethode, welche online und mittels eines einfachen Aufbaus re-
alisiert werden kann. Aufgrund dieser Vorteile sind Fluoreszenzsensoren in Bioprozessen
vielféltig genutzt und etabliert [80; 6; 12; 26]. Eine grof’e Anzahl an Analysegeraten ba-
sieren auf der Messung der Fluoreszenz. Als Beispiel sei hier die Durchflusszytometrie
genannt. Im Bereich der Biotechnologie findet Fluoreszenz in Form von Sensoren fir die
Kultivierung von Mikroorganismen Anwendung. Hier bietet die Fluoreszenzmessung als
online und nicht-invasive Messmethode groRRe Vorteile im Vergleich zu anderen Metho-

den.

AuRerdem findet das Prinzip der Fluoreszenz in optischen Chemosensoren zur Bestim-
mung des pH- und pO2-Werts Anwendung. Hier wird die Fluoreszenz eines immobili-
sierten Farbstoffs gemessen, welcher mit Komponenten in Losung reagiert und so seine

Fluoreszenzeigenschaften andert [70].

3.2.1 Grundprinzip
Licht kann reflektiert, transmittiert und absorbiert werden. Bei Absorption von Lichtener-
gie kénnen Molekile lumineszieren. Lumineszenz selbst unterteilt sich in Fluoreszenz

und Phosphoreszenz. Auf die Fluoreszenz soll im Folgenden n&her eingegangen werden.

Fluoreszenz findet typischerweise bei Molekiilen mit konjugierten n-Doppelbindungen
statt. Hierbei werden Molekiile mittels einer externen Lichtquelle angeregt und absorbie-
ren die Energie, sodass sich das Energieniveau erhoht. Dieser Zustand ist aufgrund der

dann vorliegenden chemischen Struktur der Molekdle nicht stabil und dementsprechend
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von kurzer Dauer. Bei der Riickkehr in den energetischen Grundzustand wird Energie
frei, welche in Form von Licht emittiert wird [35]. Die Dauer der Riickkehr und somit der
Abstrahlung von Energie betragt durchschnittlich 1 ns und wird als Fluoreszenzlebens-
dauer bezeichnet [49; 97; 64]. Die Emissionswellenlange ist dabei grundsatzlich langer
als die der Exzitationswellenldnge. Es handelt sich hierbei um den sogenannten Stoke-
Shift [49]. Beschrieben wird der energetische Vorgang der Fluoreszenz durch das
Jablonski-Diagramm (Abbildung 4). Es umfasst die mdglichen Energiezustédnde eines
Molekiils — den Grundzustand Sp sowie die angeregten Zustande S1 und S,. Der Zustand
So liegt energetisch hoch, hat aber gem&R dem Franck-Condon-Prinzip eine kurze Le-
bensdauer und fallt dann auf den Zustand Si. Aus diesem energetischen Zustand findet
die eigentliche Fluoreszenz statt, nach der das Molekdl sich wieder im Grundzustand So
befindet [41; 42].

S;

Energieminderung

S;
Absorption

Fluoreszenz

energetischer Grundzustand S,

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Fluoreszenzprinzips im Jablonski-Diagramm.

Das Jablonski-Diagramm umfasst in Abbildung 4 lediglich den einfachen Vorrang der
Fluoreszenz. Allerdings kann Fluoreszenz von sogenannter Fluoreszenzldschung (engl.:
Quenching) und inneren Filtereffekten beeinflusst werden. Der Prozess der Fluoreszenz-
I6schung tritt auf, wenn sogenannte Quenchermolekile vorhanden sind. Diese kdnnen
auf verschiedene Arten wirken. Zum einem kann Quenching durch Zusammenstof3en der
Fluorophore untereinander oder mit anderen Molekilen ausgeldst werden. Der Zusam-
menstol3 senkt das Energieniveau und die Fluoreszenzintensitat wird vermindert. Be-
zeichnet wird dieser Vorgang als dynamische Fluoreszenzldschung. Im Gegensatz zur
dynamischen Fluoreszenzléschung wird bei der statischen dauerhaft der Energiezustand

verandert. Hierbei gehen die sonst fluoreszierenden Molekiile mit dem Quencher nicht-
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fluoreszierende oder weniger fluoreszierende Komplexe ein [93; 51; 48]. Die Abhangig-
keit der Fluoreszenzléschung bzw. der daraus resultierenden Fluoreszenzintensitat zur
Konzentration des Quenchers wird durch die Stern-Volmer-Gleichung (Formel 1) be-
schrieben [89].

F 1
FOZl_l_KSV'[Q] M

Die resultierende Fluoreszenzintensitat ist hierbei das Verhaltnis aus der Fluoreszenzin-
tensitéat des Fluorophors ohne Quencher (Fo) und der mit Quencher (F). Dieses berechnet
sich aus dem Produkt der Stern-Volmer-Konstante (Ksv) und der Konzentration des
Quenchers (Q). Die Stern-Volmer-Konstante quantifiziert die Effizienz der Fluoreszenz-
I6schung und sollte fiir alle Molekule gleich sein. Dies bedeutet, dass alle Molekule fiir
den Quencher in gleicher Weise zuganglich sein missen. Ist dies nicht der Fall, muss die
Gleichung abgewandelt werden. Die hier vorgestellte Stern-Volmer-Gleichung ist nur
gultig, wenn alle Molekile auf dieselbe Art der Fluoreszenzldschung ausgesetzt sind.

Ansonsten muss die Gleichung angepasst werden [99; 49].

Ein weiterer h&ufig auftretender Effekt bei Fluoreszenz ist der innere Filtereffekt. Dieser
tritt auf, wenn die Konzentration an Fluorophoren so hoch ist, dass trotz eigentlich anzu-
nehmender Zunahme der Fluoreszenz die Intensitat konstant bleibt. Aufgrund der hohen
Dichte an Fluorophoren lenken sich die Emissionswellen ab und die Fluoreszenzintensitat
wird gemindert [68; 87].

Neben diesen Effekten wird Fluoreszenz zusétzlich von der Temperatur beeinflusst. Da
sich mit zunehmender Temperatur Molekiile gemal der Brownschen Molekularbewe-
gung schneller bewegen, stoRRen diese auch haufiger aufeinander und es kommt zur Ener-
gieminderung. Dementsprechend sinkt mit zunehmender Temperatur die Fluoreszenzin-
tensitat [63; 34]. Da bei Bioprozessen die Temperatur allerding auf einem konstanten
Niveau gehalten wird, ist dieser Effekt bei dem Einsatz von Fluoreszenzmessungen in

Bioprozessen zu vernachléssigen.
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3.2.2 Intrinsische Fluorophore

Fluoreszenzsensoren ermdglichen neben der Messung von suspendierten Fluorophoren
auch eine intrazelluldare Messung von Fluorophoren [9; 55; 78; 86]. Bei diesen sogenann-
ten intrinsischen oder biogenen Fluorophoren handelt es sich um die aromatischen Ami-

nosauren, Vitamine sowie NADH [60].

Einen groRen Anteil der biogenen Fluorophore stellen Proteine dar. Die aromatischen
Aminosauren Tyrosin, Tryptophan und Phenylalanin sind aufgrund des konjugierten
Doppelbindungssystems in der Lage zu fluoreszieren. Der Hauptteil der Fluoreszenz ba-
siert hierbei auf den Aminoséuren Tryptophan und Tyrosin. Letztere kommt in den Zellen
haufiger vor und hat trotz der schwacheren Fluoreszenz als Tryptophan einen hoheren
Einfluss auf die Fluoreszenzintensitat. Tryptophan selbst quencht allerdings die Fluores-
zenz benachbarter Tyrosinmolekiile [83; 94; 54]. Da die Fluoreszenz bei Proteinen von
verschiedenen Aminosdauren ausgehen kann, ist auch der Bereich der Exzitation und

Emission deutlich breiter als bei anderen Fluorophoren (Tabelle 1).

Zu den intrinsischen Fluorophoren zédhlen aufferdem NAD(P)H und Flavine, welche
Rickschlisse auf den Zellzustand und den Metabolismus ermdglichen. Bei NAD(P)H
handelt es sich um ein Coenzym, welches an zahlreichen Redoxreaktionen im Metabolis-
mus beteiligt ist. Sowohl im aeroben Glucosemetabolismus als auch bei anaeroben Stoff-
wechselwegen nimmt NADH eine zentrale Rolle ein. Unter anderem wird NAD" in der
Glykolyse und im Citratzyklus zu NADH reduziert. NADH wiederum wird in der
Atmungskette als n-terminaler Elektronenakzeptor in der Zelle zu NAD+ oxidiert und
stellt somit Protonen in der Atmungskette zur Verfugung [4; 39; 7; 19]. Entscheidend fur
die Messung der Fluoreszenz ist, dass nur NAD(P)H als reduzierte Form fluoreszenzaktiv
ist. Im Unterschied zu der oxidierten Form NAD™ besitzt NAD(P)H einen fluoreszieren-
den Nicotinamidring. Die Fluoreszenzintensitat von NADH verandert sich durch die Bin-

dung an Proteine, wobei es proteinabhéngig ist, ob diese steigt oder sinkt [49].

Flavine kommen im Zellmetabolismus in der biochemischen Form Riboflavin vor. Ribo-
flavin, auch Vitamin B2, ist die Vorstufe der Flavin-Coenzyme FAD und FMN, welche
als Elektroneniibertrager eine wichtige Rolle im Metabolismus vieler Zellen spielen. Fla-
vin Coenzyme sind in der Synthese von Oxidoreduktasen entscheidend flr zahlreiche

metabolische Prozesse [58; 74]. Im Gegensatz zu NADH ist bei Flavin die oxidierte Form
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fluoreszenzaktiv und weist bei Bindung an Proteine, sogenannte Flavoproteine, eine
schwache Fluoreszenz auf [33; 59; 3]. Wie auch NADH weisen Flavine eine gequenchte
Fluoreszenz bei Bindung an Adenosin auf [100]. In Tabelle 1 sind die Exzitations- sowie

Emissionswellenldangen von NADH und Riboflavin gelistet.

Tabelle 1: Exzitations- und Emissionswellenldngen verschiedener intrinsischer Fluorophore [49].

Fluorophor Exzitation Emission
Tryptophan 295 nm 353 nm
Tyrosin 275 nm 304 nm
Phenylalanin 260 nm 282 nm
NADH 340 nm 460 nm
Riboflavin 450 nm 525 nm

3.2.3 Optimierung des Signal-Rausch-Verhaltnisses

Vor allem bei dem Einsatz von Fluoreszenzsensoren in biologischen Kulturen zur Mes-
sung intrinsischer Molekdle sind die Messsignale niedrig. Dies liegt zum einen in Streu-
lichtverlusten und Lichtverlusten durch die Glasfasern im Sensor begriindet und zum an-
deren in den Einflissen verschiedener Komponenten im Prozess aufeinander [88]. Um
trotzdem geringe Signale vor einem hohen Rauschhintergrund messen zu kénnen, kann
das Signal-Rausch-Verhaltnis (engl.: signal-to-noise-ratio, kurz: SNR) mittels verschie-
dener Methoden reduziert werden.

Eine dieser Methoden ist der Einsatz eines Lock-In-Verfahrens. Hierbei werden Storgro-
Ren bzw. Rauschen mittels einer Referenzfunktion r(t) aus der Messfunktion m(t) heraus-
gerechnet. Fur die Referenzfunktion werden Referenzsignale erzeugt, welche die gleiche
Frequenz aufweisen, wie die Signalmodulation [85]. Bei Fluoreszenzsensoren handelt es
sich bei der Referenzfunktion im einfachsten Fall um eine Rechtecksfunktion, da die
Lichtquelle flr die Messung an- bzw. ausgeschaltet wird. Im Unterschied zu der Mess-
funktion, ist die Referenzfunktion frei von Signalrauschen. Aus der Multiplikation der
Messfunktion mit der Referenzfunktion wird tber einen festen Zeitraum das Integral ge-
bildet (Formel 2). Liegen keine Rauscheinfllsse vor, ist die Messfunktion gleich der Re-
ferenzfunktion. Das Lock-In-Verfahren findet vor allem dann Anwendung, wenn das Sig-

nalrauschen einen signifikant groBen Anteil am Signal hat.

14



Theoretischer Hintergrund

tzm(t) -r(t) dt @)

t1

Eine andere Moglichkeit der SNR-Optimierung ist die Mittelwertbildung. Hierbei werden
je Messung mehrere Messwerte aufgenommen und aus diesen der Mittelwert gebildet.
Zusétzlich kann dies noch um eine Integration ber den gemessenen Zeitraum erweitert
werden [18]. Die Mittelwertbildung ist im Vergleich zum Lock-In-Verfahren einfacher
zu implementieren und bietet bei Messungen ohne Einflisse durch Umgebungslicht eine
einfache Methode der SNR-Reduktion. Bei Messungen, bei denen ein hohes Rauschen

erwartet wird, ist das Lock-In-Verfahren der Mittelwertbildung vorzuziehen.

3.3 Einsatz von optischen Sensoren in Biofilmen

Fur die Analyse von Biofilmen finden bereits einige optische Sensoren Anwendung. Hau-
fig handelt es sich hier um online-Messverfahren, welche die optische Dichte des Bio-
films bestimmen und somit nur Auskunft iber die Biomasse geben kdnnen oder lediglich
eine metabolische GroRe bestimmen. Einige optische Sensoren, die fir den Einsatz im

Biofilm entwickelt wurden, sollen im Folgenden kurz vorgestellt werden.

Eine dieser Analysemethoden ist die Verwendung von Triibungssensoren, welche flr die
Analyse der optischen Dichte und der Bestimmung der Biofilmdicke eingesetzt werden
konnen. Die Messung basiert hierbei auf der Streulichtmessung bei Wellenldngen zwi-
schen 600 nm und 1300 nm, da hier die geringste Absorption stattfindet. Uber Trilbungs-
sensoren kann so z. B. das Wachstum von Biofilmen auf einer durchsichtigen Oberflache
hinsichtlich Biofilmdicke analysiert werden. Hierzu wird gemessen, wie sich die optische
Dichte verandert. Nachteil dieser Methode ist allerdings, dass nicht zwischen adhdrenten

und planktonischen Zellen unterschieden werden kann [95; 28].

Beyenal et al. haben einen Mikrosensor fur die Messung im Biofilm entwickelt. Dieser
weist an der Messspitze einen Durchmesser von <10 pm auf und kann so an spezifischen
Positionen im Biofilm messen. Durch die Erweiterung um einen Mikromanipulator kon-
nen so einzelne Positionen im Biofilm angefahren und analysiert werden. Der Sensor ba-

siert auf der Fluoreszenzmessung und wurde erfolgreich in der Anwendung mit YFP
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(engl.: yellow fluorescent protein)-produzierendem Staphylococcus aureus getestet. Das
optische System ist hierfir komplex und vergleichsweise kostenintensiv gestaltet, um
trotz des geringen Durchmessers sensitive Messungen zu erméglichen. Es wurden sowohl
Strahlleiter, optische Filter als auch ein Spektrophotometer verbaut [8]. Aufgrund des
Spektrophotometers kdnnte auch eine Messung verschiedener Fluorophore ermdglicht
werden. Dies wurde bis zum heutigen Stand nicht publiziert und es ist somit nicht be-

kannt, ob diese Anwendung getestet wurde.

Strathman et al. haben einen fluoreszenzbasierten Sensor entwickelt, der die Analyse des
Biofilmwachstums in Rohrleitungen ermdglichen soll. Der Sensor misst hierbei im
Durchfluss tber die Reflexion eines im Rohr integrierten Spiegels. Es kann sowohl das
Biofilmwachstum Gber eine Streulichtmessung als auch NADH als Referenz fur metabo-

lische Aktivitat mittels des entwickelten Sensors in Rohrleitungen bestimmt werden [92].

Ein weiterer fluoreszenzbasierter Sensor zur Detektion der Biofilmbildung wurde von
Fischer et al. entwickelt. Der Sensor basiert auf der Messung der Fluoreszenz von Tryp-
tophan und ist somit flr eine feste Exzitations- und Emissionswellenldange ausgelegt.
Durch die Messung von Tryptophan konnte erfolgreich die Biofilmbildung in Gewéssern
von der Adhésion erster Zellen bis hin zum ausgereiften Biofilm detektiert werden. Der
Sensor misst hierbei durch eine Glasscheibe, auf der der Biofilm aufgrund der Bereitstel-
lung von Substrat vorzugsweise wachst. Eine mobile Messung ist bei diesem Sensorauf-
bau nicht mdglich [29].

Bei den bisher verwendeten optischen und auch fluoreszenzbasierten Messmethoden wer-
den keine Fluoreszenzsensoren verwendet, die mehrere Wellenlangen kombinieren. In
der Bioprozesstechnik sind diese Sensoren in vielen Bereichen etabliert und ermdglichen
eine online Analyse des Metabolismus. Dementsprechend wirde diese Messmethode
auch fur die Analyse von Biofilmen groRRe Vorteile bieten. Statt der bisher verwendeten
offline Analysen konnten Fluoreszenzsensoren eine Analyse ermdglichen, welche die
kontinuierlichen Prozesse des Biofilms darstellen kann. Vor allem fiir Produktionspro-
zesse, in denen Biofilme zunehmend verwendet werden, wiirden Fluoreszenzsensoren
durch ihre online Analyse zu einem grol3en Fortschritt beitragen. Die Bestimmung meh-
rerer ProzessgroRen wie NADH, Flavinen und Proteinen ermdglicht hier einen detaillier-

ten Einblick in den Zellzustand und -metabolismus.

16



Entwicklung und Charakterisierung des Fluoreszenzsensors

4 Entwicklung und Charakterisierung des Fluoreszenzsensors

Die Entwicklung des Sensors gliedert sich in verschiedene Teile. Zunéchst werden die
Anforderungen an den Sensor aufgezeigt und grundlegende Charakteristika wie die Exzi-
tations- und Emissionswellenlédngen festgelegt. AnschlieRend werden die beiden im Rah-
men der Arbeit entwickelten Sensoraufbauten hinsichtlich Entwicklung und Evaluierung
vorgestellt. Beide Varianten basieren auf dem gleichen Grundkonzept, unterscheiden sich
aber in dem Durchmesser des verwendeten Lichtleiters. Prototyp 1 basiert auf einem
500 um Lichtleiter und dem Einsatz von optischen Linsen. In Prototyp 2 wurde ein
1000 pum Lichtleiter verwendet, welcher ohne den Einsatz von optischen Linsen aus-

kommt.

Zusatzlich zu der Entwicklung eines neuen Fluoreszenzsensors wird im Folgenden auch
auf die Ubertragung kommerziell erhaltlicher pO2- und pH-Sensoren auf Biofilme einge-

gangen.

4.1 Anforderungen

Die Anforderungen an einen Fluoreszenzsensor fir den Einsatz in Biofilmen sind vielfal-
tig. Neben den Anforderungen der Sterilisierbarkeit und Biokompatibilitat, die fir Fluo-
reszenzsensoren in Rihrkesselreaktoren gelten, kommen bei Sensoren fiir Biofilme noch
weitere hinzu. Eine Herausforderung bei der Analyse der Biofilme ist die Heterogenitét
der Struktur. Dementsprechend soll eine ortsaufgeléste Messung erreicht werden, welche
die Unterschiede in einem Biofilm detektiert. Der Durchmesser des Sensors sollte somit
gering sein. Im Vergleich zu Sensoren fiir homogen durchmischte Riihrkesselreaktoren,
welche nur punktuell messen mussen, ist zusatzlich eine Flexibilitat des Sensors fur Bio-
filme notwendig. Die Beweglichkeit des Sensors liefert die Moglichkeit neben einer zeit-
aufgeldsten auch eine ortsaufgeldste Messung umzusetzen. Dementsprechend soll fur den
Sensor ein Durchmesser von maximal 1000 um inklusive Ummantelung realisiert wer-
den. Durch die zu analysierende Struktur des Biofilms ergibt sich eine weitere Anforde-

rung an den Sensor. Da es sich bei Biofilmen um feste Strukturen handelt, welche auf
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Oberflachen wachsen, ist eine Durchlichtmessung nicht realisierbar. Auch eine Messung
im 90° Winkel, wie sie bei verschiedenen optischen Messmethoden Anwendung findet,
kann aufgrund einer moglichen Fluoreszenzmessung direkt in der Biofilmstruktur und
der inhomogenen Oberflachenstruktur nicht umgesetzt werden. Fiir die Messung im Bio-
film muss dementsprechend eine Messung im 0° Winkel erfolgen. Dies bedeutet, dass

Exzitation und Emission uber den gleichen Lichtleiter verlaufen missen.

Neben den Anforderungen an die Grofl3e des Sensors werden auch Anforderungen an das
Material gestellt. Bei optischen Sensoren kénnen je nach Anwendung verschiedene Ma-
terialien verwendet werden, welche sich hinsichtlich ihrer Robustheit und dem durchlés-
sigen Wellenléangenbereich unterscheiden. Da fur die Messung in Biofilmen der metabo-
lische Zustand der Mikroorganismen analysiert werden soll, muss ein Wellenlangenbe-
reich von 280 nm fur Proteine bis 525 nm fir die Emissionsmessung von Flavinen abge-
deckt werden. Da dementsprechend UV-Licht durch den Sensor geleitet werden soll,
kommt als einziges Sensormaterial Glas in Frage. Glasfasern haben den grof3en Vorteil,
dass sowohl UV-, VIS als auch NIR-Strahlen geleitet werden kénnen. Allerdings sind
Glasfasern deutlich bruchanfalliger als Polymerfasern, was sich auf die Handhabung aus-
wirkt. Da Glasfasern fur einen grof3en Wellenlangenbereich ausgelegt sind, kann der Sen-

sor zusatzlich um eine Streulichtmessung >830 nm erweitert werden.

Ein Anwendungsbereich des Sensors kann die Analyse von Biofilmen in der mikrobiellen
Brennstoffzelle sein. In der MBZ werden Stromfliisse generiert, welche eine zusatzliche
elektrische Isolation des Sensors notwendig machen. Dementsprechend muss bei der
Konstruktion des Lichtleiters berticksichtigt werden, dass keine elektrisch leitenden Ma-

terialien verwendet werden.

4.2  Allgemeiner Aufbau

Fur den Aufbau eines Fluoreszenzsensors kdnnen verschiedene Modelle in Betracht ge-
zogen werden. Grundsatzlich kann zwischen den Aufbauten die einen Lichtleiterstrang
verwenden und denen, deren Lichtleiter mehrstrangig sind, unterschieden werden. Fluo-
reszenzsensoren mit einem einstrangigen Lichtleiter bieten den Vorteil, dass sowohl die
Exzitation als auch die Emission Uber die gleichen Fasern verlaufen und somit weniger

Fasern benotigt werden. Bei konstantem Durchmesser ergibt sich bei einem einstrangigen
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Lichtleiter somit eine groRere Exzitations- als auch Emissionsflache. Allerdings erfolgt
die Trennung zwischen Exzitation und Emission hinter der Faser und wird Uber den Ein-
satz von dichroitischen Spiegeln umgesetzt. Hierbei ist ein Verlust sowohl der Exzitati-
ons- als auch der Emissionsenergie zu beriicksichtigen. Da selbst bei optimaler Positio-
nierung der optischen Komponenten mit einem verhaltnisméafig groen Verlust der Emis-
sionsenergie zu rechnen ist, wird — trotz der Mdéglichkeit diinne Fasern zu verwenden —
dieser Aufbau fiir einen Fluoreszenzsensor fiir Biofilme nicht verwendet. Die detektierte
Emissionsenergie wére vermutlich so gering, das kostenintensive Spektrophotometer zur

Detektion eingesetzt werden mussten.

Um den Einsatz optischer Komponenten und Spektrometer gering zu halten bzw. zu ver-
meiden und damit den Aufbau einfacher, unempfindlicher und kostengiinstig zu gestal-
ten, wird als Aufbau des Fluoreszenzsensors ein mehrstrangiger Lichtleiter eingesetzt.
Hierbei teilen sich die Strange in Emission und Exzitation auf. Das Licht kann somit di-
rekt in den Lichtleiterstrang eingekoppelt und die Emission an der Austrittsflache des
anderen Lichtleiterstrangs gemessen werden. Aufgrund der Biofilmstruktur wird ein
Lichtleiter gewahlt, der an der Messposition die Fasern der Exzitation und Emission ver-
eint. Um trotz der im Vergleich zu einem einstrangigen Lichtleiter kleineren Faserflache
eine moglichst hohe Lichtausbeute zu erzielen, werden mehrere Fasern verwendet. Je
nach Anzahl der verwendeten Fasern konnen diese stéchiometrisch oder zufallig ange-
ordnet werden. Da fir die Anwendung aufgrund des Durchmessers wenig Fasern verwen-
det werden konnen, werden die Fasern der Emission radial um die Fasern der Exzitation

angeordnet.

Fur die Exzitation werden in der Exzitationseinheit lichtemittierende Dioden (kurz: LED)
verwendet, da diese bei gleicher Leistung kostengtinstiger sind als Xenon- oder Halogen-
lampen. Des Weiteren weisen LEDs eine hohere Lebensdauer, eine geringere Alterung
und eine geringere Warmeentwicklung auf. Da der Fluoreszenzsensor fir eine genaue
Analyse verschiedener Fluorophore eingesetzt werden soll, wird je Wellenlange eine mo-
nochromatische LED mit einen engen Wellenlangenbereich verwendet. Aufgrund der ge-

ringen Bandbreite ist der Einsatz von zuséatzlichen Bandpassfiltern somit nicht notwendig.
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Die Fasern der Emission werden mit der Detektionseinheit verbunden. Die Messung der
Emission erfolgt tiber eine Photodiode in Kombination mit Bandpassfiltern. Als Alterna-
tive kann hier auch ein Spektrometer verwendet werden. Dies wirde Messungen ver-
schiedenster Wellenlangenkombinationen ermdglichen, ist aber deutlich kostenintensi-
ver. Eine hochsensitive Photodiode bietet hier — da die zu messenden Parameter definiert
sind — bei gleicher Sensitivitat eine deutlich kostengunstigere Alternative. Dementspre-
chend wird fur die Entwicklung des Sensors statt eines Spektrometers oder eines Photo-
multiplier eine hochsensitive Photodiode verwendet. Licht, welches auf die Detektions-
flache der Photodiode féllt, wird mittels eines Transimpedanzwandlers in eine Spannung
umgewandelt. Dieses analoge Signal wird anschliefend durch einen Analog-Digital-
Wandler in ein digitales Signal umgewandelt. Hierbei handelt es sich um die relative Flu-
oreszenzintensitat (kurz: RFI). Die gewahlte Photodiode ist sensitiv fir Wellenldngen
zwischen 250 nm und 1100 nm und umfasst somit alle zu messenden Wellenlédngen. Al-
lerdings ist die Sensitivitat linear abhangig zur Wellenldnge und nimmt mit dieser zu.
Dies bedeutet, dass flr die Messung von Proteinen und NADH ein Verstarkungsfaktor
verwendet werden muss. Mittels des Verstarkungsfaktors wird das Signal nachtréglich
mathematisch vervielfacht, sodass Rauscheffekte minimiert werden. Zusatzlich muss be-
achtet werden, dass die Photodiode eine signifikante Warmeabhangigkeit im gewtnsch-
ten Wellenlangenbereich aufweist. Bis ca. 450 nm ist dieser negativ, zwischen 500 nm

und 650 nm ungeféahr 0 und bei 830 nm positiv.

SPECTRAL RESPONSE

< 50

S T

=] /

S 30 S \

s - \

@ 20 ,/

@ 10 ] \
-~ \

0 L/

o o (=] o (=]
(=1 (=] (=] [=] (=]
wn ©o ~ 0 (o]

200
300
400
1000
1100
1200

Wavelength (nm)

Abbildung 5: Sensitivitat der verwendeten Photodiode in Abhéngigkeit zur Wellenlénge [57]. Mit zunehmender
Wellenlédnge nimmt die Sensitivitat zunéchst zu.
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Um neben der hohen Sensitivitat der Photodiode auch eine hohe Selektivitét bei der Mes-
sung zu erzielen, werden Bandpassfilter verwendet. Optische Bandpassfilter blocken
Licht ungewinschter Wellenldngen und lassen Licht der zu analysierenden Wellenlédngen
durch. Je nach Fertigung unterscheiden sich die Filter unter anderem in ihrer Bandbreite.
Ahnlich zu der Exzitationseinheit wird auch bei der Detektionseinheit eine moglichst

schmale Bandbreite angestrebt, um eine selektive Messung zu ermdglichen.

4.2.1 Exzitations- und Emissionswellenlangen

Die Wellenléangen der LEDs und Bandpassfilter wurden in einem ersten Schritt fiir die
gewiinschten Fluorophore tber Messungen mittels Fluoreszenzspektroskopie bestimmt
(Versuchsdurchfiihrung siehe Seite 95) und zusatzlich mit Literaturwerten verglichen.

Die Fluoreszenzspektren sind in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Fluoreszenzspektren der zu messenden Fluorophore. A BSA als Protein-Referenz; B NADH; C
Riboflavin als Flavin-Referenz.
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Fur die Bestimmung der Wellenldngenkombination fiir den Protein-Kanal wird BSA als
Referenz fiir Proteine verwendet. Das Fluoreszenzspektrum von BSA (Abbildung 6, A)
weist ein Maximum der Fluoreszenz bei 280 nm/340 nm (EX/EM) auf. Im Vergleich mit
den in der Literatur bekannten Wellenl&ngen fur die fluoreszierenden Aminoséauren (Ka-
pitel ,,3.2.2 Intrinsische Fluorophore*, Tabelle 1) werden diese Werte bestatigt. Als Licht-
quelle fir die Exzitation wird somit eine Wellenlange von 280 nm angestrebt. Auf der

Seite der Detektion wird eine Emissionswellenldnge von 340 nm gewahlt.

Fur NADH wurde ebenfalls ein Fluoreszenzspektrum aufgenommen (Abbildung 6, B).
Es zeigen sich zwei Maxima fir die Fluoreszenz. Diese liegen bei 280 nm/450 nm
(EX/EM) sowie bei 350 nm/450 nm (EX/EM). Da Proteine ebenfalls bei 280 nm ange-
regt werden, wird die zweite Kombination angestrebt, welche sich mit den Literaturwer-
ten deckt.

Als Referenz flr den Flavin-Kanal wird Riboflavin verwendet. Das Fluoreszenzspektrum
von Riboflavin (Abbildung 6, C) weist ebenfalls zwei Fluoreszenzmaxima auf. Sowohl
bei 365 nm/525 nm (EX/EM) als auch bei 450 nm/525 nm (EX/EM) wurde eine hohe
Fluoreszenzintensitét detektiert. Fur die Entwicklung des Sensors und die Messung von
Flavinen wird die zweite Kombination angestrebt, da, &hnlich wie bei BSA und NADH,
die erste Kombination mit der Exzitationswellenlange von NADH ubereinstimmt. Zu-

sétzlich decken sich die Wellenlangen der zweiten Kombination mit denen der Literatur.

Die angestrebten Wellenlangen sind in Tabelle 2 zusammengefasst und dienen im Fol-

genden als Grundlage fir die Wahl der Lichtquellen und Bandpassfilter.

Tabelle 2: Gewéhlte Wellenléngen fiir die einzelnen zu messenden Fluorophore.

Fluorophor AExzitation AEmission
BSA (Proteine) 280 340
NADH 365 450
Flavine 450 525
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4.3 Prototyp 1

Mit dem Prototyp 1 des Fluoreszenzsensors wurden erste Konzepte fur den Sensor getes-
tet. Als Ausgangsaufbau wurde ein Lichtleiter mit einem Durchmesser von 500 pum an
der Messposition gewahlt. Der Lichtleiter besteht aus insgesamt 11 Glasfasern, welche
sich in 10 Fasern fur die Detektion und eine Faser fur die Exzitation unterteilen. Die Fa-
sern der Detektion mit einem jeweiligen Durchmesser von 50 um sind radial um die

100 um dicke Faser der Exzitation angeordnet (Konstruktionszeichnung siehe Seite 89).

>|_

Lichtleiter

Abbildung 7: Lichtleiter mit einem Durchmesser an der Messspitze von 500 um. Die jeweiligen Enden sind mit
einer VergroRerung von 640x dargestellt.

Alle Fasern haben eine numerische Apertur von 0,22 und somit einen Offnungswinkel
von 12,71° [52]. Der Offnungswinkel und somit der Messbereich sind schematisch in
Abbildung 8 dargestellt.

100 pm 50 pm
— —

50 um

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Offnungswinkels des Lichtleiters ,,Prototyp 1¢.
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Der Offnungswinkel charakterisiert den Messbereich des Sensors. Nur Licht, welches in
den in Abbildung 8 dunkel-blau markierten Bereich gelangt, kann Fluorophore anregen,
deren Emissionsenergie tber die Fasern zur Detektionseinheit gelangen und gemessen
werden kann. Aufgrund des Offnungswinkels der Fasern sowie deren Ummantelung
ergibt sich fir den Lichtleiter ein Bereich, in dem die Bereiche der Exzitation und Emis-
sion nicht Uberlappen. Dieser Bereich kann als Totzone des Sensors betrachtet werden
und weist eine Lange von 90 um auf. Emissionsenergie in diesem Bereich kann nicht in
die Fasern zur Detektionseinheit gelangen. Zusammenfassend bedeutet dies auch, dass
Messungen mit diesem Lichtleiter in einem Abstand von >90 pm zur Probe durchgefiihrt
werden sollten. Aus der schematischen Darstellung des Offnungswinkels geht auRerdem
hervor, dass sich mit Verdnderung der Distanz zum Lichtleiter auch der Messbereich ver-
andert. Dies kann sich auf Messungen im Biofilm bei unterschiedlichen Eindringtiefen

auswirken.

Neben der Totzone ergibt sich zusatzlich ein Bereich, in welchem Emission gemessen
werden kann, allerdings keine Exzitationsenergie hingelangt. Dieser Bereich macht den
Sensor somit anfallig fir StorgréfRen in Form von Umgebungslicht. Da allerdings in VVor-
versuchen mit dem Lichtleiter eine vertauschte Anordnung der Fasern zu keiner Ande-

rung im Signal gefihrt hat, wird die Faseranordnung wie bisher beschrieben verwendet.

4.3.1 Optimierung der Lichteinkopplung

In ersten Fluoreszenzmessungen mit dem Lichtleiter hat sich gezeigt, dass die Lichtein-
kopplung der LEDs ohne zusatzliche optische Komponenten mit Verlusten verbunden ist
und Messwerte liefert, die mit Werten <100 RFI im Bereich des Grundrauschens einzu-
ordnen sind. Da die Detektionsflache im Vergleich zu anderen Fluoreszenzsensoren klein
ist, ist eine effiziente Lichteinkopplung auf der Exzitationsseite von besonderer Wichtig-
keit. Um dies zu optimieren, werden verschiedene optische Linsen zwischen LED und
Lichtleiter eingesetzt und getestet. Optische Linsen erfordern in ihrer Ausrichtung und
Fixierung hohe Prazision, da minimale Verschiebungen ausreichen, um den Fokuspunkt
zu verlieren. Um einen Sensor zu entwickeln, der nur eine geringe Stérungsanfélligkeit

hat, soll ein Einlinsensystem in den Sensoraufbau integriert werden.
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Bei optischen Linsen wird zwischen konvexen und konkaven Linsen unterschieden. Kon-
kave Linsen streuen Licht und sind somit unter Verwendung nur einer Linse nicht flr den
Aufbau geeignet. Konvexe Linsen unterscheiden sich zwischen plankonvexen und dop-
pelkonvexen Linsen. Doppelkonvexe Linsen brechen das durchstrahlende Licht doppelt
im Gegensatz zu plankonvexen Linsen. Beide sphéarischen Linsenarten haben gemein,
dass sie Licht auf einen Punkt fokussieren. Dieser Fokuspunkt ist gleichzeitig der Brenn-
punkt der Linsen und somit der Punkt der optimalen Lichteinkopplung. Zusétzlich zur
Testung der plankonvexen und doppelkonvexen Linse wird eine asphérische Linse ver-
wendet. Im Gegensatz zu spharischen Linsen andert sich bei asphérischen Linsen der
Kriimmungsradius mit dem Abstand von der optischen Achse. Dies ermdglicht eine Kor-
rektur der spharischen Aberration und somit eine deutlich prazisere Fokussierung der
Lichtstrahlen (Abbildung 9).

Abbildung 9: Schematische Darstellung der sphérischen Aberration einer spharischen Linse (links) und einer
asphérischen Linse (rechts) [23].

Fur die Bestimmung des optimalen Abstands zwischen LED und Linse sowie zwischen
Linse und Lichtleiter wird eine optische Bank genutzt (Versuchsaufbau und Versuchs-
durchfuhrung Seite 96). Hier kénnen alle Komponenten flexibel angeordnet und trotzdem
prazise verwendet werden. Der schematische Versuchsaufbau ist in Abbildung 10 darge-
stellt.
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Abbildung 10: Schematischer Versuchsaufbau zur Optimierung der Lichteinkopplung. Der Abstand LED/Linse
und Linse/Lichtleiter ist variabel und kann zur Optimierung veréndert werden.

Um Uber den gesamten Lichtleiter zu messen wird an der Messposition ein Laserspiegel
zur Reflexion eingesetzt. Dieser ermdglicht durch seine Materialeigenschaften eine ver-
lustfreie Verwendung. Fur die Detektion der reflektierten Strahlen, wird auf der Detekti-
onsseite die Photodiode direkt mit dem Lichtleiter verbunden. Der Abstand der Linse
zwischen LED und Linse wird variiert. Der Abstand zwischen Linse und Lichtleiter wird
auf die vom Hersteller angegebene effektive Brennweite (kurz: EFL) eingestellt. Die er-
mittelten optimalen Abstdnde mit den erzielten relativen Signalintensitaten der Reflexi-

onsmessungen mit den verwendeten Linsen sind in Tabelle 3 gelistet.

Tabelle 3: Optimierter Abstand zwischen LED und Linse mit Signalintensitat.

Linse Abstand zur LED (mm) Rel. Signalintensitat (RSI)
DCX (EFL=9 mm) 11 2759
PCX (EFL=9 mm) 12 3436
Achromat (EFL=7,2 mm) 1 4448

Es zeigt sich, dass zwischen den Linsen grofRe Unterschiede bestehen. Die achromatische
Linse liefert unter den gleichen Bedingungen deutlich hohere Signalintensitaten als die
konvexen Linsen. Dies kann mit einer besseren Fokussierung aufgrund der geringeren

spharischen Aberration begriindet werden.

Zur Integration der achromatischen Linse mit den ermittelten optimalen Abstanden in den
Sensoraufbau wird mittels Additiver Fertigung eine Halterung gefertigt, in der die Linse
mit den ermittelten Abstanden fixiert wird (Abbildung 11). Mit diesem Prototyp werden

erste Messungen in Referenzlésungen durchgefihrt.
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Abbildung 11: CAD-Design der additiv gefertigten Linsenhalterung. Die Halterung wird auf die LED gesetzt
und der SMA-Stecker des Lichtleiters am anderen Ende positioniert. Die LED ist in der Halterung fixiert.

4.3.2 Bestimmung des linearen Messbereichs

Der entwickelte Sensor soll in der Endanwendung sowohl NADH als auch Flavine mes-
sen konnen. Dementsprechend werden zur Evaluierung des entwickelten Systems Mes-
sungen in Referenzldsungen von NADH und Riboflavin durchgefuhrt. Zusétzlich wurden
die Referenzldsungen verdunnt, um den linearen Messbereich sowie die Grenzen des Sys-

tems zu beurteilen (Versuchsdurchfiihrung siehe Seite 96).
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Abbildung 12: Bestimmung der Sensitivitat des Sensors ,,Prototyp 1¢. Es sind die relativen Fluoreszenzintensi-
taten von Riboflavin und NADH gegen die Konzentration aufgetragen.

Abbildung 12 zeigt die Zunahme der Fluoreszenzintensitat mit zunehmender Konzentra-
tion an Fluorophor. Die Signalintensitét ist trotz hoher Verstarkung des Signals bei ma-
ximal 900 RFI. Da Fluoreszenzintensitaten <100 RFI eher im Grundrauschen liegen, kdn-

nen Konzentrationen <107 mol L™ nicht signifikant gemessen werden. Dementsprechend
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ist die Auflésung der Messungen vergleichsweise gering. Der lineare Messbereich be-

ginnt bei beiden Fluorophoren bei Konzentrationen >10~ mol L™,

Insgesamt zeigt sich, dass der entwickelte Sensor, welcher an der Messspitze einen
Durchmesser von 500 pm aufweist, Messungen von NADH und Riboflavin grundsatzlich
ermoglicht. Allerdings ist der lineare Messbereich sehr gering. Fir die Anwendung in
Bioprozessen bzw. flr die Biofilmanalyse soll ein groRerer linearer Bereich abgedeckt
werden, um auch geringe Konzentrationen an intrinsischen Fluorophoren verlasslich de-

tektieren und metabolische Aktivitaten friihzeitig erkennen zu konnen.

4.3.3 Schlussfolgerung

Es konnte ein Sensor entwickelt werden, der eine optische Messung der biogenen Fluoro-
phore ermdglicht. Der Sensor erfullt mit einem Durchmesser von 500 um die gestellten
Anforderungen an einen diinnen Sensor. Die Lichteinkopplung konnte durch den Einsatz
von optischen Linsen deutlich optimiert werden. Die Messungen der biogenen Fluoro-
phore verliefen erfolgreich, liefern aber im Vergleich zu bereits entwickelten Sensoren
einen kleinen linearen Messbereich [47]. Der Messbereich ist auBerdem fur Messungen
in Bakterien und Biofilmen nicht sensitiv genug, da nur Konzentrationen ab 10° mol L™
selektiv gemessen werden konnen. Geringe Konzentrationen, die zu Beginn von Kulti-
vierungen erwartet werden, kénnen nicht detektiert werden. Eine umfassende und aussa-

gekréftige Analyse einer Kultivierung wére somit nicht moglich.

Grundsétzlich zeigt sich, dass der Messaufbau aus einem Y-formigen Lichtleiter mit ei-
nem Strang fur die Exzitation und einem fur die Emission fiir Fluoreszenzmessungen ge-
eignet ist. In einem weiteren Schritt mussen sowohl die Exzitationseinheit als auch die
Detektionseinheit optimiert werden. Da nur ein Strang fur vier Wellenlangen zur Verfi-
gung steht, muss ein System entwickelt werden, welches einen Wechsel der LEDs bzw.
der Bandpassfilter ermoéglicht. Zuséatzlich wird der Lichtleiter hinsichtlich des Durchmes-
sers der einzelnen Fasern sowie des Gesamtdurchmessers vergrofiert, um sowohl eine

effizientere Exzitation als auch Detektion zu erzielen.
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4.4 Prototyp 2

Der Aufbau des Sensors aus Kapitel 4.3 wird aufgrund des schmalen Messbereichs weiter
optimiert. Hierzu wird sowohl der Lichtleiter als auch die Exzitationseinheit angepasst.
Um eine effizientere Lichteinkopplung zu erreichen, werden statt der bisherigen SMD-
LEDs high power SMD-LEDs der gleichen Wellenldange verwendet. Diese haben bei
gleichbleibender GroRe der LED selbst eine deutlich hdhere Intensitat und ermdglichen

so die Einkopplung von mehr Photonen in den Lichtleiter.

Neben der Exzitationseinheit wird auch der Lichtleiter angepasst. Da weiterhin das Ziel
verfolgt wird, ortsaufgeldst messen zu kdnnen, wird der Durchmesser des Lichtleiters auf
1000 um erhoht. Im Gegensatz zu ,,Prototyp 1 werden die Fasern hinsichtlich ihres Ver-
haltnisses zwischen Exzitations- und Detektionsfasern anders aufgeteilt. Das Faserbiindel
unterteilt sich in sechs Fasern zur Detektion und einer zur Exzitation (Abbildung 13, Kon-

struktionszeichnung siehe Seite 89).
Exzitationseinheit Detektionseinheit

\/ -

LED-Rad mit 4 LEDs
Ap: 280 nm +/- 5 nm

Filter-Rad mit 4 Filtern
A1 340 nm +/- 10 nm

Ap, 365 nm +/-5nm

Ap; 450 nm +/-10 nm
Streulichtmessung

Aps 850 nm +/- 10 nm

Ap; 448 nm +/-20 nm

Aps 525 nm +/- 15 nm
Streulichtmessung

Aps 832 nm +/-37 nm

Abbildung 13: Lichtleiter ,,Prototyp 2". Links: schematische Darstellung des Sensoraufbaus. Die verwendeten
Wellenlangen der LEDs und Bandpassfilter sind ebenfalls gelistet. Rechts: Aufnahme des Lichtleiters. Die En-
den wurden zuséatzlich mit einer 645x VergréRerung aufgenommen.

Die Fasern weisen die gleiche numerische Apertur auf wie der Lichtleiter ,,Prototyp 1,
haben aber jeweils einen Durchmesser von 200 um. Im Vergleich zu ,,Prototyp 1 ver-
vierfacht sich somit die Exzitationsflache gemaR A = mr?. Die Detektionsflache erhoht
sich um den Faktor 9,6. Sowohl der schematische Aufbau des Lichtleiters als auch eine
Ubersichts- und Detailaufnahme des Lichtleiters sind in Abbildung 13 dargestellt. Da die
numerische Apertur der Fasern gleichbleibend zu ,,Prototyp 1* ist, bleibt die Totzone von
90 um ebenfalls gleich (Abbildung 14).
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200 pm

200 pm

200 pm

Abbildung 14: Schematische Darstellung des Offnungswinkels des Lichtleiters ,,Prototyp 2.

4.4.1 Aufbau der Messeinheit

Die Messeinheit unterteilt sich in die optischen und elektronischen Komponenten des
Sensors, welche in einer Messbox installiert sind (Abbildung 15). Bei den optischen
Komponenten handelt es sich um die Exzitations- sowie Detektionseinheit. Die elektro-
nische Komponente beinhaltet neben Ethernetanschluss und Spannungsversorgung einen
Einplatinencomputer (Linux-Rechner), welcher die optischen Einheiten ansteuert und die
Verarbeitung der Messdaten ermdglicht. Uber einen zusatzlichen Kondensator wird eine
unterbrechungsfreie Spannungsversorgung gewahrleistet. Auf3erdem werden Spannungs-
spitzen vermieden. Der Einplatinencomputer ermdglicht eine interne Speicherung sowohl
der Messdaten sowie des Messskripts. Es handelt sich somit um ein vollstandig autarkes

Messgerat.

Eine Konstruktionszeichnung mit Bemaliung, der Schaltplan der elektronischen Kompo-
nenten sowie die Spezifikationen der elektronischen und optischen Komponenten sind in
Kapitel ,,7.3 Aufbau und Funktion des Sensors ,,Prototyp 2°“* (Seite 89) dargestellt.
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®

®
Filter-Rad
@@O Photodiode

Strom-
:'MQUNQ
Elektronische
Komponenten
WA Netzwerk-
anschluss

Schrittmotoren

XX
X &) LED-Rad

Faserbuindel

Abbildung 15: Aufbau der Messeinheit. Links: schematische Darstellung des Sensoraufbaus. Rechts: Foto der
Messbox zum Vergleich mit der schematischen Darstellung.

Exzitations- und Detektionseinheit

Insgesamt bietet der Sensoraufbau die Mdglichkeit 16 LED/Bandpassfilter-Kombinatio-
nen anzusteuern. Hiervon sind allerdings nur 4 Kombinationen zielfiihrend, sodass sich
im Folgenden auf diese beschrankt wird. Da alle gewiinschten Wellenldngen tber einen
Lichtleiterstrang eingekoppelt sowie detektiert werden, mussen die LEDs sowie die
Bandpassfilter beweglich positioniert werden. Hierzu werden die LEDs sowie die Band-

passfilter auf einer runden Scheibe installiert (Abbildung 16, links).

Abbildung 16: Links: LED-Rad mit 4 LEDs. Rechts: Filter-Rad mit 4 Bandpassfiltern und einer zusatzlichen
Position.
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Das sogenannte LED-Rad wird tber einen Schrittmotor, welcher eine Auflésung von 1,7°
hat, bewegt und ermdglicht die Positionierung der LEDs. Die Spektren der verwendeten
LEDs sind in Abbildung 17 (links) dargestellt. Auf bewegliche Komponenten wird in
kommerziellen Spektrometern und Sensoren weitestgehend verzichtet, da diese durch
mechanische Einflusse in ihrer Genauigkeit beeintrachtigt werden kénnen. Um diesen
Fehler trotz beweglicher Elemente zu minimieren, ist eine Referenz notwendig. Nur so
kann gewéhrleistet werden, dass auch nach mehrmaligen Messungen die Komponenten
exakt positioniert werden. Als Referenzkdrper wird eine Lichtschranke verwendet, wel-
che durch einen Steg auf dem LED-Rad ausgeldst wird. VVon hier aus werden die LEDs
angesteuert und regelméiige Referenzfahrten gemacht, um zu gewahrleisten, dass die

Positionierung reproduzierbar ist.

———280nm —— 365 nm 450 nm 830 nm | 340 nm 450 nm —— 525 nm
1,0 4 ' 1,0 P q
084 | 08
061 ‘ 06
0,41 ‘ ‘ 0,4
|
024 || 02
|
[
F ok
| S e i ST s 0.0 L

0-0 T T T T . T T T T T T T T T T T 1
200 300 400 500 600 700 800 900 200 300 400 500 600 700 8O0 900 1000

Wellenlange (nm) Wellenlange (nm)

Abbildung 17: Spektren der verwendeten optischen Komponenten. Links: Spektren der LEDs. Rechts: Spektren
der Bandpassfilter.

Fur die Detektionseinheit wurde ein ahnlicher Aufbau wie bei der Exzitationseinheit ge-
wahlt. Sie besteht aus einer Photodiode und optischen Bandpassfiltern. Letztere dienen
der selektiven Detektion und sind auf einer radialen Scheibe angeordnet, welche tber
einen Schrittmotor bewegt wird (Abbildung 16, rechts). Die Spektren der verwendeten
Bandpassfilter sind in Abbildung 17 (rechts) dargestellt. Es zeigt sich fiir alle Bandpass-
filter ein schmaler Wellenlangenbereich. Lediglich der 340 nm-Bandpassfilter hat neben
dem Peak der Messwellenlange einen zusétzlich Bereich, in dem Licht durchgelassen
wird. Da dieser allerdings bei >900 nm liegt, wird die Messung nicht beeinflusst. Bei

Messungen mit Umgebungslicht muss dieser Aspekt allerdings beriicksichtigt werden.
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Als Referenzkorper dient hier ebenfalls eine Lichtschranke. Neben den Positionen fir die
vorgesehenen Bandpassfilter wird eine weitere Position integriert. Der Sensor kann somit
entweder um weitere Detektionswellenlangen erweitert oder ohne vorgeschalteten Band-

passfilter verwendet werden.

Der Gesamtaufbau des Sensors ist in Abbildung 18 dargestellt. Aulerdem verweist der
QR-Code auf eine Videoaufnahme, in welcher eine Messung des Sensors von NADH und
Riboflavin gezeigt wird. Im Video ist zusehen, wie zunéchst eine Referenzfahrt des Filter-
und des LED-Rads durchgefuhrt wird. AnschlieBend erfolgt die Messung im NADH-Ka-
nal bei 365 nm/450 nm (EX/EM) und im Flavin-Kanal bei 450 nm/525 nm (EX/EM).
Nach einer kurzen Pause wird erneut eine Messung je Kanal durchgefiihrt. Der Ablauf
der Messung kann im Konsolenfenster verfolgt werden.

Abbildung 18: Aufbau des Sensors. Der Lichtleiter ist mit der Messbox verbunden. Die Messbox beinhaltet die
optischen Komponenten Exzitations- und Detektionseinheit sowie die elektronischen Komponenten. Die Mess-
box wird mit dem Netzwerk verbunden und ermdglicht eine autarke Messung. Der QR-Code verweist auf eine
Videosequenz, in der NADH sowie Riboflavin mit dem Sensor vermessen werden. Die einzelnen Schritte werden
im Konsolenfenster im rechten Videorand dargestellt.
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Messsoftware

Die Messungen mittels des entwickelten Fluoreszenzsensors werden tber eine im Rah-
men der Arbeit entwickelten Software gesteuert. Die Software basiert auf Python-Skrip-
ten welche anwendungsspezifisch erstellt und ausgefiihrt werden kénnen. Die Skripte
sind auf dem im Sensor verbauten Einplatinencomputer hinterlegt und kénnen jederzeit

verandert werden.

Es sind sowohl Skripte beziliglich der grundlegenden Einstellungen hinterlegt, als auch
ein Messskript. Bei den Skripten fir allgemeine Einstellungen handelt es sich um Pro-
gramme, die die Positionen der LEDs und der Bandpassfilter bestimmen. Hierbei werden
die Positionen, die in ndherer Umgebung um die aktuell hinterlegte Position sind, abge-
tastet und eine Messung durchgefuhrt. Die Position, die die héchsten Werte liefert, wird
anschlieBend als Position fur die entsprechende LED gespeichert. Dieses Skript ist so-
wohl fir die LEDs als auch fiir die Bandpassfilter hinterlegt und sollte regelméaRig durch-

geflihrt werden, um jederzeit eine optimale Messung zu gewahrleisten.

Das eigentliche Messskript kann jederzeit an die gewiinschte Messung angepasst werden.
Eine Messung verlauft immer nach dem gleichen Prinzip. Zunédchst wird eine Referenz-
fahrt des LED-Rads und des Filter-Rads durchgefiihrt, um die Ausgangspositionen der
optischen Komponenten anzusteuern. AnschlieRend erfolgt die eigentliche Messung. Die
gewiinschten LEDs und Bandpassfilter kdnnen frei kombiniert werden. Das Messverfah-
ren bzw. die SNR-Optimierung basiert auf dem in Kapitel 3.2.3 vorgestelltem Verfahren
der Mittelung mit anschlieBender Integration. Die LED wird hierbei zweimal tber einen
Zeitraum von 100 ms angeschaltet und der Mittelwert aus dem resultierendem Signal ge-
messen. Insgesamt wird die Messung viermal wiederholt, sodass sich eine Messdauer von
800 ms ergibt. Das an der Photodiode detektierte Signal kann tber einen Verstarkungs-
faktor erhoht werden, um zusatzlich Rauscheinflisse zu reduzieren. Der Ablauf einer
Messung ist schematisch in Abbildung 19 dargestellt. Zusétzlich ist ein beispielhafter
Source-Code in Tabelle 20 (Kapitel ,,7.3 Aufbau und Funktion des Sensors ,,Prototyp 2°*,
Seite 89) aufgefinhrt.
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Referenzfahrt nach
100 Messdurchlaufen

P / \

Referenzfahrt Referenzfahrt Positionierung Positionierung
Filter-Rad LED-Rad Filter-Rad LED-Rad

e e e R Messung

Abbildung 19: Schematische Darstellung des Messablaufs. Zunachst werden Referenzfahrten durchgefuhrt. Im
Anschluss findet die Messung statt. Nach insgesamt 100 Messdurchldufen erfolgt eine erneute Referenzfahrt des
LED- und Filter-Rads. Ein Messdurchlauf besteht aus maximal vier Messungen, da maximal 4 Wellenlangen-
kombinationen gemessen werden.

Nach erfolgter Messung kann die néchste LED/Filter-Kombination angesteuert werden
und eine n&chste Messung erfolgen. Ein Messdurchlauf umfasst die Messungen aller ge-
wiinschten Wellenldangenkombinationen. Nach insgesamt 100 Messdurchlaufen wird eine
erneute Referenzfahrt sowohl des LED- als auch des Filter-Rads durchgefuhrt, um jeder-
zeit eine exakte Positionierung der Komponenten zu gewahrleisten. Der Zahler wird an-
schlielend wieder auf O gesetzt. Flr die Auswertung der aufgenommenen Daten werden
diese auf einem Server bereitgestellt, von welchem sie abgerufen und z. B. mit ProfiSig-

nal wahrend der Messung visualisiert werden kénnen.

Zusétzlich werden die Daten auf dem im Sensor verbauten Linux-Rechner gesichert. Der
Linux-Rechner in Kombination mit dem Kondensator ermdglicht neben der Speicherung
der Messdaten auch eine Speicherung der Skripte und somit eine autarke Messung. In
Kapitel ,,7.3 Aufbau und Funktion des Sensors ,,Prototyp 2 (Seite 89) ist der Datenfluss
des Sensors sowie die Software graphisch dargestellt.

Optimierung der Lichteinkopplung

Um die Effizienz des Sensors zu steigern, wird die Exzitationseinheit weiter optimiert.
Anstelle der in ,,Prototyp 1“ verwendeten SMD-LED wird eine high-power SMD-LED
verwendet. Diese weist eine deutlich héhere Leistung auf als die bisher verwendete. Ta-
belle 4 zeigt die Ergebnisse der optimierten Lichteinkopplung durch den Wechsel der
LED sowohl unter Verwendung einer aspharischen Linse als auch ohne zusétzliche opti-

sche Komponenten.

35



Entwicklung und Charakterisierung des Fluoreszenzsensors

Tabelle 4: Relative Signalintensitaten der Lichteinkopplung mit und ohne achromatische Linse im Vergleich.
Linse Abstand zur LED (mm) Rel. Signalintensitét (RSI)
Achromat (EFL=7,2 mm), 1 4448
alte LED (Prototyp 1)

Achromat (EFL=7,2 mm), 1 ~4124*
neue LED (Prototyp 2)

Ohne Linse, neue LED - 7236
(Prototyp 2)

*der angegebene Wert wurde gerundet, da das Experiment mit einem anderen Abstand zum Spiegel durchgefiihrt wurde. Die

Anderung hat keinen Einfluss auf die Messung.

Mit der SMD-LED mit achromatischer Linse konnte eine relative Signalintensitat von
4448 RFI erzielt werden. Fur die high-power SMD-LED wurden die gleichen Messungen
durchgefuhrt und ohne Verwendung einer Linse ein um 62 % hoheres Signal erzielt wer-
den. Unter zusétzlicher Verwendung einer achromatischen Linse wurde eine geringere
Intensitat gemessen. Dies kann mit einem Verlust der Lichtenergie aufgrund eines groRe-
ren Abstands zwischen LED und Lichtleiter erkléart werden. Da die Intensitét der LED so
hoch ist, dass ein Maximum an Intensitat eingekoppelt werden kann, muss in folgenden
Experimenten keine optische Linse verwendet werden. Dies vereinfacht den Sensorauf-

bau und macht ihn weniger anfallig gegenliber mechanischen Stérungen.

Entwicklung einer Fuhrhlse fur Schittelkolbenkultivierungen

Einer der Hauptanwendungsbereiche des entwickelten Sensors soll der Einsatz in der
mikrobiellen Brennstoffzelle sein. Da es sich hierbei um ein abwasserbasiertes System
handelt, ist eine Sterilisierbarkeit des Sensors nicht notwendig. Allerdings soll der entwi-
ckelte Sensor unter anderem auch die Mdglichkeit bieten, unter sterilen Bedingungen ver-
wendet zu werden. Aufgrund der GroRe des Sensors kdnnte eine Mdéglichkeit der Einsatz
in Schittelkolbenkultivierungen sein. Hierfir soll eine Fihrhiilse entwickelt werden, wel-
che in den Kolbendeckel des Schuttelkolbens integriert werden kann. In der Fihrhilse
wird ein Saphirglas verbaut, durch welches Messungen mit dem Sensor gemacht werden
konnen. Zwischen Sensor und Messort befindet sich somit ein Fenster, welches hinsicht-

lich seines Einflusses auf die Messung analysiert werden muss.
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Um zu analysieren, welchen Einfluss diese Konstruktion auf das Messsignal hat, wird die
mdogliche Dicke des Saphirfensters bestimmt. Hierzu werden Messungen mit zwei hin-
sichtlich ihrer Dicke unterschiedlichen Saphirglasern vor dem Lichtleiter in einer Refe-

renzldsung aus Riboflavin durchgefihrt.

Tabelle 5: Entwicklung einer Fihrhdlse fiir den Fluoreszenzsensor. Es sind die Ergebnisse der Fluoreszenzmes-
sungen mit verschiedenen Glasdicken vor der Messspitze aufgelistet.

Glasdicke (um)  Rel. Fluoreszenzintensitat

0 1395
500 1332
1000 1194

Es hat sich gezeigt, dass Messungen ohne Saphirglas und mit einem 500 um Glas ahnli-
che Messergebnisse liefern (Tabelle 5). Der Signalverlust liegt bei <100 RFI, was einer
Abweichung von <5 % entspricht. Wird allerdings ein Glas mit einer Dicke von 1000 pm
verwendet, verschlechtert sich das messbare Signal um 14,5 %. Hierbei wird die Entfer-
nung zwischen Probe und Lichtleiter so grof3, dass sowohl Verluste bei der Exzitation als
auch bei der Emission vermutet werden konnen. Basierend auf den Messungen in einer
ReferenzlGsung, wird in die Fuhrhilse ein Saphirglas mit einer Dicke von 500 pum inte-

griert.

4.4.2 Evaluierung des Sensors

Fur eine Evaluierung des entwickelten Sensors werden verschiedene Analysen durchge-
flhrt. Der Sensor wird hinsichtlich seiner optischen sowie der elektronischen Komponen-
ten untersucht. Unter anderem sollen mittels einer Langzeitmessungen zum einen die Sta-
bilitat der elektronischen Komponenten analysierst und zum anderen die Prézision der
beweglichen Komponenten des Sensors evaluiert werden. Des Weiteren sollen durch
Messungen bei verschiedenen Stromungsgeschwindigkeiten sowie Temperaturen die

Funktionalitat des Fluoreszenzsensors bestatigt werden.
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Einfluss der LED Leistung

Im entwickelten Sensor sind high power LEDs verbaut, welche mit maximaler Intensitét
in den Lichtleiter eingekoppelt werden sollen, um ein Maximum an Exzitation zu errei-
chen. Es stellt sich allerdings die Frage, ob und in wie weit die LED-Leistung das Fluo-
reszenzsignal beeinflusst. Erwartet wird, dass das Verhalten linear ist und keinen negati-

ven Einfluss auf das Signal hat (Versuchsdurchfuhrung siehe Seite 97).
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Abbildung 20: Bestimmung des LED-Einflusses auf die Fluoreszenzmessung. Es ist die relative Fluoreszenzin-
tensitat gegen die Stromstérke, mit der die LED angesteuert wurde, aufgetragen.

In Abbildung 20 sind die ermittelten relativen Fluoreszenzintensitaten gegen die Strom-
starke der LED aufgetragen. Zwischen der Fluoreszenzintensitit und der Stromstéarke
zeigt sich ein linearer Zusammenhang mit einem BestimmtheitsmaR von R?=0,99. Ein
negativer Einfluss der hohen LED-Leistung auf das Fluoreszenzsignal kann somit ausge-
schlossen werden, sodass fir Fluoreszenzmessungen die maximale LED-Intensitét ver-

wendet werden kann.

Einfluss des Umgebungslichts

In dem entwickelten Sensor ist eine hochsensitive Photodiode verbaut. Diese ist notwen-
dig, kann aber aufgrund der hohen Sensitivitat zu empfindlich auf Umgebungslicht rea-
gieren. Dementsprechend muss der Einfluss der hohen Sensitivitat im Zusammenhang

mit dem Umgebungslicht analysiert werden.
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Hierzu werden Streulichtmessungen bei 365 nm, 450 nm und 830 nm offen im Labor,
welches mit Leuchtstoffréhren ausgestattet ist, bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Das
Umgebungslicht ist somit von den Leuchtstoffrohren und dem taglichen Betrieb im Labor
abhéngig. Die Messung wird tiber einen Zeitraum von 45 h durchgefiihrt, sodass betriebs-
bedingte Unterschiede reproduzierbar gemessen werden kénnen (Versuchsdurchfiihrung
siehe Seite 97).
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Abbildung 21: Bestimmung des Einflusses des Umgebungslichts auf die Streulichtmessung. Es sind die relativen
Streulichtintensitaten (365 nm, unteres Signal; 450 nm, mittlere Linie; 830 nm, obere Linie) gegen die Zeit auf-
getragen. Zuséatzlich zu den Streulichtintensitaten ist der Zahler (blau) aufgetragen, um Referenzfahrtbedingte
Abweichungen auszuschlief3en.

In Abbildung 21 sind die Ergebnisse der Streulichtmessungen gegen die Zeit dargestelit.
Es zeigt sich, dass bei 450 nm und 830 nm der Einfluss des Umgebungslichts auf das
Signal vernachléssigbar ist. Bei 450 nm erhoht sich das Streulichtsignal unter Einfluss
des Umgebungslichts um 4,4 %. Die Streulichtmessung bei 830 nm liefert eine Abwei-
chung von 2,6 %. Diese ist gemél der Messung unabh&ngig vom Umgebungslicht, da das
Signal im Laufe der Messung absinkt. Dies kann mit der Betriebsdauer der LED, welche
sich negativ auf die LED-Intensitat auswirkt, erklart werden. Bei beiden Streulichtmes-
sungen sind die Abweichungen <5 % und kdnnen somit als vernachldssigbar eingestuft

werden. Lediglich die Streulichtmessung bei 365 nm weist signifikante Einfliisse durch
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das Umgebungslicht auf. Anhand des Signals kann deutlich das Einschalten sowie Aus-
schalten der Beleuchtung im Labor abgelesen werden. Das Signal erhoht sich beim Ein-
schalten um den Faktor 20. Allerdings bleibt das Signal dann konstant und wird nicht

durch weitere Einfliisse beeintrachtigt.

Insgesamt zeigt sich, dass der Einfluss des Umgebungslichts auf den Sensor nicht bei
allen Kandlen bzw. Wellenlangen ber(cksichtigt werden muss. Allerdings wird aufgrund
der hohen Abweichung bei 365 nm festgehalten, dass der Einsatz des Sensors in konstant
beleuchteten Systemen erfolgen sollte. Flr nachfolgende Experimente bedeutet dies, dass

die Messumgebung abgedunkelt werden muss.

Langzeitstabilitat

In einem weiteren Schritt soll die Stabilitat der optischen und elektronischen Komponen-
ten fur Langzeitmessungen evaluiert werden. Hierzu werden die LEDs nacheinander in
den Lichtleiter eingekoppelt und das zurlickgestreute Licht an der Photodiode gemessen.
Der Versuch wird unter Ausschluss des Umgebungslichts durchgefiihrt. Es soll sowohl
die Zuverlassigkeit der Positionierung der Komponenten durch die Schrittmotoren als
auch die Genauigkeit der Referenzfahrt gepruft werden. Bei der Referenzfahrt handelt es
sich um eine Komponente des Systems, die sicherstellen soll, dass die LEDs sowie die
Bandpassfilter auch nach mehrmaligen Wechseln noch exakt positioniert werden. Eine
Referenzfahrt wird alle 100 Messungen durchgefiihrt (Versuchsdurchfiihrung siehe Seite
98).
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Abbildung 22: Bestimmung der Langzeitstabilitat. Auf den linken x-Achsen sind Z&hler und Temperatur sowie
die Streulichtintensitat bei 365 nm gegen die Zeit aufgetragen. Auf den rechten x-Achsen jeweils die Streulichtin-
tensitaten bei 450 nm und 830 nm.

Die Messung der Langzeitstabilitat in Abbildung 22 zeigt, dass das System insgesamt
sehr stabil funktioniert. Das Messrauschen des Streulichts der 365 nm und der 450 nm
LED liegt bei 2 %, das Rauschen der 830 nm LED <1 %. Bei der 830 nm LED steigt das
Signal allerdings (ber den Zeitraum der gesamten Messung um 2 % an. In spateren Ver-
suchen konnte bei gleichem Messaufbau ber einen langeren Zeitraum gezeigt werden,
dass das Signal nicht weiter ansteigt. Auch die Durchfuhrung der Referenzfahrten veran-

dert das Signal nicht und zeigt somit, dass das System zuverlassig funktioniert.

Stromungsstabilitat

Der entwickelte Sensor soll fur Messungen in Bioprozessen verwendet werden. Hier sind
Stromungen zur Durchmischung und zum Gaseintrag notwendig. Da der Sensor einen
geringen Durchmesser hat, muss gepruft werden, ob sich durch Strémung der Lichtleiter
bewegt und ob die Strdomung einen Einfluss auf das Fluoreszenzsignal hat. Da bei der
Kultivierung von Biofilmen mit maximal laminaren Strémungen gearbeitet wird, wird
der Einfluss von laminaren Stromungen auf eine Fluoreszenzmessung in einer Durch-

flusskammer bestimmt (Versuchsaufbau und Versuchsdurchfiihrung siehe Seite 98).
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Abbildung 23: Bestimmung des Einflusses der Strémungsgeschwindigkeit auf das Fluoreszenzsignal. Es wurde
die relative Fluoreszenzintensitat von Riboflavin bei zunehmenden und abnehmenden Stromungsgeschwindig-
keiten gemessen.

Abbildung 23 zeigt den Einfluss der Stromungsgeschwindigkeit auf das Fluoreszenzsig-
nal exemplarisch am Flavin-Kanal. Im Bereich von 0 bis 6,5 mL-min* bleibt das Fluo-
reszenzsignal konstant. Bei 7,5 mL-min! kann eine Abweichung von 1,7 % in der Fluo-
reszenzintensitét verzeichnet werden. Verglichen mit den Abweichungen aus der Lang-
zeitstabilitat kann diese Abweichung aufgrund von Signalrauschen entstanden sein und
wird nicht weiter analysiert. Es hat sich somit gezeigt, dass Stromungsgeschwindigkeiten
im laminaren Bereich keinen Einfluss auf die Fluoreszenzintensitaten haben und der Sen-
sor ohne Beriicksichtigung der Stromung in Systemen mit laminaren Stromungen ver-

wendet werden kann.

Temperatursensitivitat

Zur weiteren Evaluation des entwickelten Fluoreszenzsensors wird die in der Literatur
bekannte Abhéngigkeit zwischen Temperatur und Fluoreszenz ausgenutzt. GemaR Lite-
ratur nimmt die Fluoreszenzintensitat mit zunehmender Temperatur ab, da durch die
schnellere Bewegung der Teilchen diese haufiger kollidieren und es so zu Quenchingef-

fekten kommt (Kapitel ,,3.2.1 Grundprinzip®).

Der Effekt soll mit dem entwickelten Sensor detektiert werden. Hierzu wird Riboflavin
geldst und von 10°C auf 60°C erwérmt (Versuchsdurchfiihrung siehe Seite 99). Wahrend
des gesamten Prozesses wird die relative Fluoreszenzintensitat von Riboflavin mit dem

Fluoreszenzsensor bei 450 nm/525 nm (EX/EM) gemessen.

42



Entwicklung und Charakterisierung des Fluoreszenzsensors

265.000

’\\

— ]
L 20.000 o %
x .
—_ [ ]
g [ ]
L]
N .
£ ) T
> [ ] L] L)
£ 15.000 4 . . ®
o ..-." ta, *
L)
oy @
[ ]
c. .|k
]
10.000 ; - T T T
10 20 30 40 50 60

Temperatur (°C)

Abbildung 24: Bestimmung des Einflusses der Temperatur. Es ist die relative Fluoreszenzintensitat des Flavin-
Kanals gegen die Temperatur aufgetragen.

In Abbildung 24 ist die Fluoreszenzintensitat gegen die Temperatur aufgetragen. Es zeigt
sich eine deutliche Abhéangigkeit, da das Signal mit zunehmender Temperatur nicht kon-
stant bleibt. Von 12°C bis 35°C nimmt die Fluoreszenzintensitat um 4,3 % ab. Anschlie-
Rend féllt die Fluoreszenzintensitat schnell auf ein Niveau von 15.000 RFI. Ab 40°C
konnten keine konstanten Signale mehr aufgezeichnet werden. Der in der Literatur be-
kannte Sachverhalt der geringeren Fluoreszenzintensitit bei héheren Temperaturen,

konnte erfolgreich mit dem entwickelten Sensor nachgewiesen werden.

Da der Sensor fur die Anwendung im Bioprozessbereich entwickelt wird, kann der Ein-
fluss der Temperatur auf das Fluoreszenzsignal vernachlassigt werden. Sollte allerdings
ein Temperaturgradient im Bioprozess gefahren werden, muss die Abhangigkeit berlck-

sichtigt werden.

Korrelation der Fluoreszenz mit dem pH-Wert bei Chininsulfat

Zur weiteren Evaluierung wird die Korrelation zwischen der Fluoreszenzintensitat und
der pH-Wert-Abhangigkeit von Chininsulfat mittels des Fluoreszenzsensors analysiert.
Aus der Literatur ist bekannt, dass die Fluoreszenzintensitdt von Chininsulfat bei pH-
Werten im sauren Bereich deutlich hoher ist als im basischen. Zur Analyse wurde eine
Chininsulfatlésung mit verschiedenen pH-Werten im Bereich von pH 2 bis pH 10 ange-

setzt. Die Fluoreszenzintensitat wurde bei 365 nm/450 nm (EX/EM) gemessen.
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In Abbildung 25 ist die relative Fluoreszenzintensitat von Chininsulfat gegen den pH-
Wert aufgetragen. Es konnte eine maximale Fluoreszenzintensitat bei pH 3 mit 3290 RFI
detektiert werden. Sowohl bei niedrigeren als auch bei hoheren pH-Werten sind die ge-
messenen Fluoreszenzintensitaten geringer. Bei pH 10 konnte die niedrigste Fluores-

zenzintensitat mit 45 RFI detektiert werden.
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Abbildung 25: Evaluierung des Sensors anhand der Korrelation zwischen der Fluoreszenzintensitat von Chi-
ninsulfat bei verschiedenen pH-Werten. Es sind die relativen Fluoreszenzintensitaten gegen den pH-Wert auf-
getragen.

Die ermittelten Fluoreszenzintensitaten korrelieren mit dem pH-Wert. Die aus der Lite-
ratur bekannte pH-Abhangigkeit der Fluoreszenz von Chininsulfat konnte mit dem Fluo-
reszenzsensor detektiert werden. Dies bestétigt die Funktionalitat des entwickelten Sen-

SOrs.

4.4.3 Bestimmung der Sensitivitat

Zur Anwendung des Sensors wird der lineare Messbereich des Sensors fir die Fluoro-
phore BSA, NADH und Riboflavin bestimmt. BSA wird als Standard fiir die Messung
von Proteinen verwendet. Ziel des Versuchs ist es, die Anwendbarkeit des Sensors fir
Bioprozesse zu evaluieren. Geringe Konzentrationen, wie sie in der Zelle vorkommen,
mussen mit dem Sensor messbar sein. Dementsprechend wurde die Maximalkonzentra-
tion durch die Loslichkeit und die Minimalkonzentration durch das Messsignal des Sen-

sors festgelegt (Versuchsdurchfiihrung siehe Seite 96).
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Neben den Messungen mit dem entwickelten Fluoreszenzsensor werden zusétzliche Mes-
sungen mit einem Fluoreszenzspektrometer als Referenz durchgefiihrt. Die Messungen
sowohl des Fluoreszenzspektrometers als auch des Fluoreszenzsensors sind in Abbildung
26 dargestellt.
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Abbildung 26: Bestimmung der Sensitivitat. Es sind die relativen Fluoreszenzergebnisse von NADH, Riboflavin
und BSA in Abhéngigkeit zur Konzentration dargestellt. Die Messungen wurden sowohl mit dem entwickelten
Fluoreszenzsensor als auch mit dem Fluoreszenzspektrometer (Hitachi) als Referenz durchgefuhrt.

Die Messungen der einzelnen Fluorophore mit dem entwickelten Fluoreszenzsensor zei-
gen deutliche lineare Bereiche mit geringen Messungenauigkeiten (<100 RFI). Fur
NADH konnte ein linearer Messbereich von 5-107 mol-L? bis 1-10*mol-L? bestimmt
werden. Riboflavin konnte ber einen deutlich gréReren Bereich bei 450 nm/525 nm
(EX/EM) gemessen werden. Es ergibt sich ein linearer Bereich von 1-107 mol-L? bis
8-10° mol-L1. Mit der BSA-Referenzlosung wurde ein linearer Bereich fiir Proteine von
7-10® mol-L! bis 2:10° mol-L* bestimmt. Neben dem linearen Messbereich konnte fiir
den Protein-Kanal zusétzlich eine Sattigung und somit eine maximal messbare Konzent-
ration ausgemacht werden. Ab einer BSA-Konzentration von >1-10° mol-L? konnte
keine weitere Steigung im Messsignal trotz steigender Konzentration nachgewiesen wer-
den. Dies kann mit einer S&ttigung an Fluorophor erklért werden. Liegen zu viele Fluoro-

phore vor, kommt der innere Filtereffekt zum Tragen (Kapitel ,,3.2.1 Grundprinzip®).

Die mit dem entwickelten Sensor durchgefiihrten Fluoreszenzmessungen sind vergleich-

bar mit denen des Fluoreszenzspektrometers. Es konnen &hnliche lineare Bereiche bei
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konstanter Signalverstarkung aufgewiesen werden. Auch die Sattigung ab einer Konzent-
ration von 1-10° mol-L* BSA wird mit dem Fluoreszenzspektrometer nachgewiesen. Zu-
sétzlich zu der Vergleichbarkeit der Daten mit denen des Fluoreszenzspektrometers de-
cken sich die Ergebnisse mit denen ahnlicher Sensoren [47]. K&nig et al. haben einen
Sensor entwickelt, der auf dem gleichen Messprinzip basiert. Allerdings weist der Sensor
einen 10x groReren Durchmesser an der Messspitze auf und hat keine mobilen Kompo-
nenten verbaut. Die dennoch gute Vergleichbarkeit der Messungen zeigt, dass der entwi-
ckelte Sensor trotz des geringen Durchmessers und beweglicher Komponenten fiir Mes-

sungen eingesetzt werden kann.

Vor allem der Vergleich zu den Messungen an Riboflavin und NADH mit dem Sensor
,,Prototyp 1 zeigt eine signifikante Verbesserung des Aufbaus. Der lineare Messbereich
ist deutlich gréRer als der mit ,,Variante 1° bestimmte. Zusatzlich kénnen deutlich héhere

Fluoreszenzintensititen gemessen werden, was die Auflésung der Messungen optimiert.

4.4.4 Bestimmung der Spezifitat und Selektivitat

Nach Bestimmung des linearen Messbereichs des Fluoreszenzsensors fiir Proteine,
NADH und Flavine, soll weiterhin analysiert werden, ob der Sensor neben einer hohen
Sensitivitat auch selektiv misst. Hierzu sind zwei Faktoren von groRem Interesse. Zum
einen soll analysiert werden, ob das VVorhandensein eines Fluorophors sich auch auf die
anderen Messkanale auswirkt und trotz Abwesenheit des Fluorophores ein Signal gemes-
sen wird. Zum anderen muss analysiert werden, in wie weit sich die verschiedenen Flu-
orophore aufeinander auswirken. Hier ist der Kaskadeneffekt zu nennen, welcher auf-
grund Uberlappender Fluoreszenzspektren auftritt. Mdgliche Beeinflussungen sind die
Fluoreszenz von Proteinen, welche bei 340 nm die gleiche Emissionswellenlange aufwei-
sen, mit welcher NADH angeregt wird. Zusatzlich ist auch die Emissionswellenlédnge von
NADH die Exzitationswellenldnge von Riboflavin. Liegen alle Komponenten nebenei-
nander vor kann es zu einem Kaskadeneffekt kommen und das Fluoreszenzsignal beein-
flussen. Es wird erwartet, dass dieser Effekt aufgrund der zeitlich versetzten Messung der
einzelnen Fluorophore keinen starken Einfluss hat. Allerdings kann nicht ausgeschlossen
werden, dass bei einer Messung der Emission diese durch Anregung eines anderen Flu-

orophors geschwécht ist.
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Zunéchst wird die Selektivitat der Kanale hinsichtlich der Beeinflussung durch andere
Fluorophore getestet. Hierzu wurden erneute Kalibrationsreihen an BSA, NADH und Ri-
boflavin erstellt und jeweils mit allen Messkandlen vermessen (Versuchsdurchfiihrung
siehe Seite 99).
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Abbildung 27: Bestimmung der Spezifitat. Es sind die relativen Fluoreszenzintensitaten der drei Fluoreszenz-
kanéle gegen die Konzentration des entsprechenden Fluorophors aufgetragen. A Protein-Kanal, B NADH-Ka-
nal und C Flavin-Kanal. Zusatzlich zu den Messungen des Fluorophors wurden die Signalintensitéten der an-
deren Kandle mitbestimmt.

In Abbildung 27 sind die Messergebnisse fir die jeweiligen Kalibrationsreihen darge-
stellt. Bei der Kalibration fiir den Protein-Kanal (Abbildung 27, A) zeigt sich im Kon-
zentrationsbereich <1-10° mol-L! bei Messungen im NADH und Flavin-Kanal lediglich
ein Signal im Grundrauschen (<100 RFI). Bei Konzentrationen >9-10* mol-L"* nehmen
allerdings die Signalintensitaten zu und Ubersteigen im Falle des NADH-Kanals den Be-
reich des Grundrauschens. Ab dieser Konzentration ist fiir den Protein-Kanal allerdings
schon eine Sé&ttigung erreicht, welche im inneren Filtereffekt begriindet liegt. Hohere

Konzentrationen kénnen somit nicht mehr detektiert werden. Dementsprechend konnte
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festgestellt werden, dass der innere Filtereffekt nicht nur zu einer Konstanz im Fluores-
zenzsignal fur Proteine flhrt sondern sich auch auf die anderen Fluoreszenz-Kanale aus-

wirkt.

Fur den NADH-Kanal (Abbildung 27, B) und den Flavin-Kanal (Abbildung 27, C) konn-
ten bei Messungen mit den anderen Fluoreszenz-Kanélen keine Einflisse festgestellt wer-
den. Auch bei hohen Konzentrationen der jeweiligen Fluorophore sind die gemessenen
Signalintensitaten im Bereich des Grundrauschens.

Neben der Spezifitat hinsichtlich der Messkanéle auf ein Fluorophor soll in einem weite-
ren Schritt bestimmt werden, welche Auswirkung der Kaskadeneffekt auf eine Messung
in Fluorophorgemischen hat. Hierzu wird eine multivariante Datenanalyse durchgefihrt,
welche sich am Design einer Hauptkomponentenanalyse orientiert und bei Graf et al. be-
schrieben ist [36]. Insgesamt wurden 19 Proben angesetzt, welche die drei Fluorophore
in unterschiedlichen Konzentrationen aufweisen. Die Proben werden hinsichtlich der drei
Fluorophore vermessen, um den Einfluss der Fluorophore aufeinander zu bestimmen
(Versuchsdurchfiihrung siehe Seite 100).
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Abbildung 28: Bestimmung der Selektivitat. Es sind die relativen Fluoreszenzintensitéten der einzelnen Kanéle
gegen die entsprechende Konzentration aufgetragen. Die Messungen wurden in Gemischen aus den drei Fluoro-
phoren durchgefihrt.

In Abbildung 28 sind die relativen Fluoreszenzintensitaten der einzelnen Fluorophore ge-
gen die Konzentration aufgetragen. Da es sich bei den Proben um Gemische aus BSA,

NADH und Riboflavin handelt und verschiedene Verhaltnisse angesetzt wurden, wurden
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je Konzentration drei Messwerte bestimmt. Sind die gemessenen relativen Fluoreszenzin-
tensitaten fur ein Konzentrationsniveau ahnlich und korrelieren, wird die Fluoreszenz-
messung des Fluorophors nicht von anderen Fluorophoren beeinflusst. Streuen die Werte

allerdings stark, beeinflussen andere Fluorophore die Messung.

Die Auswertung hat ergeben, dass die Messung der Flavine trotz VVorliegen weiterer Flu-
orophore selektiv ist und nicht beeinflusst wird. Die Werte im Flavin-Kanal korrelieren,
sodass eine linearer Regression bestimmt wird, die es ermdglicht, von dem gemessenen
Signal direkt auf die Konzentration des Fluorophors in Lésung zu schlieBen (Rz = 0,98)
(Formel 3).

®3)

Ye(Flaviny = 2 10~ %xp1qpin — 4+ 1076

Fur den Protein-Kanal kann eine &hnliche Aussage getroffen werden. Hier korrelieren die
Werte im unteren Konzentrationsbereich. Bei hohen Konzentrationen zeigt sich eine
Streuung der Messwerte. Dies kann auf eine Ubersattigung und den daraus resultierenden
inneren Filtereffekt zuruckgefiihrt werden. Messungen in diesem Bereich werden fir die
Korrelation daher nicht weiter betrachtet. Auch fur den BSA-Kanal kann somit eine line-
are Regression (R2 = 0,95) bestimmt werden, die eine Berechnung der Konzentration er-

moglicht (Formel 4).

Ye(protein) = 4~ 107 Xproein = 1077 (4)

Die Messung von NADH in Anwesenheit weiterer Fluorophore zeigt keine Korrelation
der Messwerte. Dies ist auf eine Beeinflussung der Fluoreszenz durch BSA und Ribofla-
vin zurlickzufuhren. Dementsprechend wird fur den NADH-Kanal zusétzlich eine multi-
lineare Regression mit drei x-Variablen durchgefiihrt. Diese hat ergeben, dass die Mes-
sung negativ von Proteinen und positiv von Riboflavin beeinflusst wird. Aufgrund der
sich Giberlagernden Fluoreszenzspektren war dies zu erwarten (Kapitel ,,4.2.1 Exzitations-
und Emissionswellenldngen®). Fir eine Bestimmung der NADH-Konzentration
(Ye(napH)) miissen somit die relativen Fluoreszenzintensitaten der verschiedenen Fluoro-

phore (Xriuoreszenz-kanal) gemaR Formel 5 (R?=0,95) beriicksichtigt werden:
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yC(NADH) = _855 " 10_10xprotel’n + 352 * 10_8xNADH + 856 * 10_10xplam-n - 167 (5)

Der entwickelte Fluoreszenzsensor kann insgesamt selektiv die gewtnschten Fluoro-
phore bestimmen. Bei einer Messung von NADH ist es von groRer Relevanz sowohl Pro-
teine als auch Flavine mit zu bestimmen, um selektive Messwerte zu erhalten. In biologi-
schen Prozessen wird das Fluoreszenzsignal allerdings auch noch von u. a. Medienkom-
ponenten beeinflusst. Fir ein Modell, welches es ermdglicht aus den gemessenen Fluo-
reszenzintensitaten direkt die Konzentration zu berechnen, missen weitere Einflussgro-

Ren bestimmt und im Modell berlcksichtigt werden.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass der entwickelte Sensor sensitiv, selektiv und spe-
zifisch die gewiinschten Fluorophore misst. Dies konnte durch Messungen in Referenz-

I6sungen sowie an Fluorophorgemischen demonstriert werden.

4.4.5 Vergleich der Fluoreszenz zwischen suspendiertem und immobilisiertem
Riboflavin

Fur einen ersten Test, ob der entwickelte Sensor nicht nur in Suspensionen sondern auch
in Immobilisaten messen kann, wird Riboflavin als Modellfluorophor in Alginat immo-
bilisiert. Es wird sowohl die Fluoreszenz in suspendiertem Riboflavin als auch im Gel
gemessen. Es soll die Abweichung zwischen den Messungen bestimmt werden, um den
Effekt der Immobilisation auf die Fluoreszenz zu untersuchen (Versuchsdurchfiihrung
siehe Seite 101).

In suspendiertem Riboflavin konnte eine relative Fluoreszenzintensitdt wvon
11400,7£78,2 RFI gemessen werden. Im Vergleich hierzu lieferte die Messung in immo-
bilisiertem Riboflavin 9,1 % geringere Fluoreszenzintensitaten. Die gemessenen Werte
waren 10362,7+74,5 RFI. Die als gering eingestufte Abweichung in den Messungen kann

durch die inhomogene Struktur des Gels erklart werden.
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4.5 pH-und pO.-Sensoren

Neben der Messung der biogenen Fluorophore kommt der Messung von pH- und pO.-
eine wichtige Rolle zu. Durch die Werte kdnnen Kultivierungsbedingungen kontrolliert
und geregelt werden. Beide Sensoren sind kommerziell erhaltlich und werden als Kom-
plettsysteme bestehend aus Lichtleitern, Fluorophor und Messeinheit von der Firma Pre-
Sens GmbH (Regensburg) fiir Messungen in Flussigkulturen vertrieben. Es stellt sich so-

mit die Aufgabe, die Systeme auf die Anwendung im Biofilm zu Ubertragen.

45.1 Messprinzip und Aufbau

Das Messprinzip der pH- und pO2-Messung basiert auf dem Einsatz von chemooptischen
Sensoren und ist in Bioprozessen etabliert. Bei den Lichtleitern, die hierbei verwendet
werden, handelt es sich um Polymerfasern. An der Messspitze der Fasern werden Fluoro-
phore immobilisiert, die pH- bzw. sauerstoffsensitiv sind und unter Anwesenheit des je-
weiligen Analyten ihre Fluoreszenzeigenschaften verdndern (Abbildung 29, links). Im
Falle von Sauerstoffmessungen handelt es sich um einen Rutheniumkomplex, dessen Flu-
oreszenz unter Anwesenheit von Sauerstoff gequencht wird [71]. Die Messmethode ist
vor allem auf geringe Sauerstoffkonzentrationen ausgelegt und bietet so hinsichtlich der
Spezifikationen groRes Potenzial fur die Anwendung im Biofilm. Ein potentieller An-
wendungsbereich stellt hier vor allem die MBZ dar, welche anaerob betrieben wird. Hier
konnten die optischen pO.-Sensoren als eine Art Warnsystem fungieren, um friihzeitig

den Eintrag von Sauerstoff zu detektieren.

Die pH-Sensoren basieren auf einer Dual Lifetime Reference-Methode. Hierbei liegen
zwei protonierungssensitive Farbstoffe im Spot vor. Einer reagiert empfindlich auf die
Anwesenheit von Oxoniumionen. Der Zweite dient als interner Referenzindikator. Beide
Farbstoffe weisen unterschiedliche Luminisenzlebensdauern auf und ermdglichen tber
den Quotienten der Emissionsenergie eine Berechnung des pH-Werts (Abbildung 29,
rechts) [10; 102]. Die Intensitat des Signals ist aufgrund des Referenzindikators unter
Anwesenheit von Oxoniumionen geringer als unter Abwesenheit dieser. Sowohl die pH-
als auch die pO,-Sensoren missen vorab kalibriert werden, liefern dann aber in ihrem

Messbereich Uber einen langeren Zeitraum genaue Messergebnisse.
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Abbildung 29: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips der pO2- (links) und pH- (rechts) Sensoren
(nach [70]). Links (1): Funktionsprinzip der pO2-Sensoren unter Abwesenheit von Sauerstoff und links (2) unter
Anwesenheit von Sauerstoff. Rechts (1): Funktionsprinzip der pH-Sensoren unter Abwesenheit von Oxoniumi-
onen und rechts (2) Funktionsprinzip unter Anwesenheit von Oxoniumionen (Analyt A).

Die Spots kdénnen im Reaktorraum angebracht und von auBen mit einem Polymerlichtlei-
ter angeregt werden. Dieser Aufbau kommt fiir die Anwendung in Biofilmen nur bedingt
in Frage. Wenn der Biofilm auf einer Glasoberflache wachst, ist dieses Messprinzip um-
setzbar. Die meisten Biofilme bilden sich allerdings an Grenzflachen und auf portsen
Tréagermaterialien. Als Beispiel sei hier auch die mikrobielle Brennstoffzelle genannt, in
welcher sich der Biofilm auf der Elektrode bildet. Um eine Messung des pH- und pO-
Werts in Biofilmen umzusetzen, muss der Spot demnach direkt auf der Polymerfaser fi-
xiert werden. Fur die Messung wird somit der Lichtleiter mit Spot in den Reaktorraum
eingebracht und gewéhrleistet so eine Messung sowohl in der Flussigkeit als auch im

Biofilm.

4.5.2 Einsatz in Modellbiofilmen

Bei dem Einsatz der pH- und pO2-Sensoren in Biofilmen wird erwartet, dass die Diffusi-
onslimitierung einen signifikanten Einfluss auf die Messung haben wird [65; 90]. Um
diesen Einfluss besser einschétzen zu konnen, werden die Sensoren zundchst in einem
porésen Modellsystem verwendet. Als Biofilmmodell wird 2 % (w/v) Alginatgel einge-
setzt (9,5cm-3,0cm-0,7cm), in welches die optischen Sensoren platziert werden kénnen
(Versuchsdurchfiihrung siehe Seite 101). Als Versuchsaufbau erfolgt die Messung zum

einen in einem umstrdmten und zum anderen in einem Uberstromten System. Die Ver-
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suchsaufbauten sind schematisch in Abbildung 30 dargestellt. Bei dem umstromten Sys-
tem handelt es sich um einen Reaktor, welcher gertihrt wird. Fir das Gberstromte System
wurde eine FlieRkammer entwickelt durch die das Fluid zirkulierend gepumpt wird. Bei
beiden Versuchsaufbauten werden die optischen Sensoren sowohl im Alginatgel als auch
als Referenz in der Umgebung platziert. Die Versuche werden sowohl fir die Messung
von pO; als auch fiir die Messung des pH-Werts durchgefiihrt. Die pO2- bzw. pH-Wert-
Anderung erfolgt im umstromten System direkt im Reaktor und im Falle des tiberstrom-
ten Systems im Vorratsgefal (Versuchsdurchfiihrung siehe Seite 107).
optische Sensoren optische Sensoren
Mikrosparger

S~ —_1“\

poroses Material

| 1

y ' y - I
@ Outlet | —// . Inlet
- -~
poréses Material V
k/

Abbildung 30: Schematische Darstellung der Versuchsaufbauten fiir die Analyse der Diffusionslimitierung in
pordsen Systemen. Links: umstrémtes System; Rechts: Uiberstrémtes System.

In Tabelle 6 sind die ermittelten Zeitdifferenzen bis zur Detektion der pH- bzw. pO.-
Anderung zusammengefasst. Fir die Detektion des pH-Werts im immobilisierten Alginat
konnte eine Zeitdifferenz von 13 min bestimmt werden. Nach dieser Zeit ist der in Losung
neu eingestellte pH-Wert auch im Alginat messbar. Begriindet werden kann die Abwei-
chung mit der Diffusionslimitierung der Materialien. Im Gegensatz hierzu konnte fir die
Bestimmung des pO2-Gehalts eine deutlich hohere Zeitdifferenz bestimmt werden. Im
umstromten System ist der verénderte pO2-Gehalt nach 41,4 min detektierbar und im
uberstromten System erst nach 465,1 min. Hierbei muss berlicksichtigt werden, dass der
Sensor maximal tief im Gel platziert wurde. Der groRe Unterschied zwischen umstrémten
und Uberstromten Versuchsaufbau lasst sich mit der besseren Durchmischung im Reaktor
erklaren. Der zuséatzliche konvektive Transport, der durch das Riihren erzeugt wird, re-
duziert den Einfluss der Diffusionslimitierung. Im tberstrémten System findet die Bega-
sung im VorratsgeféaR statt und die Einstellung des pO2-Werts im Gel erfolgt lediglich

durch Diffusion.
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Tabelle 6: Einsatz optischer pH- und pO-Sensoren in Alginat als Biofilmmodell. Es sind die ermittelten Zeitdif-
ferenzen bis zum Erreichen des umgebenen pH- bzw. pO2-Werts im Alginat gelistet. Im tUberstromten System
wurde der pH-Sensor nicht eingesetzt.

Umstromt Uberstromt
pH-Wert 13 min -
pO2-Wert 41,4 min 491,4 min

Um die signifikante Zeitdifferenz bei der Einstellung des pO.-Werts zu evaluieren, wird
die Messung im tberstromten System mit dem Einsatz eines weiteren Sensorsystems wie-
derholt. Hierbei handelt es sich um ein kommerziell erhaltliches System, welches auf dem
gleichen Messprinzip wie die bisher verwendeten pO.-Sensoren basiert. Es ermoglicht
eine Messung des pO2-Gehalts iiber eine Flache von 20-20 mm und visualisiert die Mess-
werte Uber den gesamten Bereich der Sensorfolie. Somit kann die Veranderung des pO»-

Gehalts Uber die gesamte Dicke des Alginatgels visuell verfolgt werden.

poréses Material Sensorfolie

Outlet | i/ e Inlet

Abbildung 31: Visuelles Messergebnis der pOz-Messung im Alginat. Links: Versuchsaufbau. Die Sensorfolie
wurde seitlich am Alginatgel zwischen Alginatgel und Wandung positioniert. Rechts: Ergebnisse der visuellen
pO2-Messung im Alginatgel zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Das Alginatgel wurde mit einem Fluid Uberspult,
welches in einem VorratsgefaR begast wurde. Der Bereich des Alginatgels ist umrahmt. Farbcodierung: Eine
blaue bis violette Farbung entspricht einer anaeroben Umgebung. Eine rote bis gelbe Farbung entspricht einer
aeroben Umgebung.

In Abbildung 31 sind die Ergebnisse der visuellen pO2-Analyse in einem 60 min Intervall
dargestellt. Die Ergebnisse des visuellen Sensors stiitzen die des optischen Sensors. Erst
nach 60 min kann eine erste Anderung des pO2-Werts im oberen Bereich des Alginats
und somit nahe der Grenzfldche zwischen Fluid und Gel nachgewiesen werden. Dies ent-
spricht einer Messtiefe von 1 mm. Nach insgesamt 240 min weif3t der GroRteil des Gels
die gleiche Sauerstoffkonzentration wie im Fluid auf. Mittels der optischen Sensoren im
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vorherigen Versuchsansatz wurde allerdings eine signifikant langere Zeitdifferenz be-
stimmt. Dies kann mit der Positionierung des Sensors (Abbildung 30) begriindet werden.
Dieser wurde mittig im Gel und 6 mm tief platziert. Die Sensorfolie hingegen wurde zwi-
schen Wandung der Durchflusskammer und Alginatgel positioniert, sodass die Messun-
gen am Rand des Gels erfolgten. Abbildung 31 zeigt, dass auch nach 240 min noch keine

vollstdndige Anpassung des pO2-Werts erfolgt ist.

Insgesamt hat sich gezeigt, dass die optischen Sensoren fir pH- und pO2-Wert fur die
Analyse einer biofilméhnlichen Struktur angewendet werden kénnen. Die pH-Sensoren
eignen sich hierbei auch fur eine zeitnahe Analyse, da durch die vergleichsweise gute
Diffusion Anderungen schnell detektiert werden kénnen. Im Rahmen der pO,-Bestim-
mung hat die Diffusionslimitierung einen deutlich groReren Einfluss. Hier hat sich ge-
zeigt, dass die Messung einer Sauerstoffverdnderung in Schichttiefen von 0,7 cm mit ei-
ner zeitlichen Verzogerung von mehr als 240 min einhergeht. In den oberen Schichten
des Alginats kann nach 60 min eine Anderung detektiert werden. In Ubertragung an mdg-
liche Anwendungen der Sensoren in Biofilmen bedeutet dies, dass die Sauerstoffsensoren
nur dann genutzt werden sollten, wenn die Bestimmung in Schichttiefen bis 1 mm erfolgt.
Zusatzlich sollte eine Messung beider Parameter im Medium oder in der Mikroumgebung
des Biofilms erfolgen, um trotz Diffusionslimitierung zeitnah auf VVerdnderungen reagie-

ren zu kénnen.
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5 Anwendung der Sensoren in biologischen Systemen

Im zweiten Teil der Arbeit liegt der Schwerpunkt auf der Anwendung des entwickelten
Fluoreszenzsensors und der pH- und pO2-Sensoren. Zunéchst wird der Anwendungsbe-
reich der pO2- und pH-Sensoren in einem biofilmbildenden System verdeutlicht. Der
Schwerpunkt liegt allerdings auf dem Einsatz des in dieser Arbeit entwickelten Fluores-
zenzsensors zur Messung von biogenen Fluorophoren. Neben der Endanwendung — dem
Einsatz zur Analyse der Biofilmentwicklung — wird der Sensor zusétzlich in verschiede-

nen biologischen Systemen getestet.

5.1 Anwendung der pO2- und pH-Sensoren in der mikrobiellen
Brennstoffzelle

Die in Kapitel ,,4.5 pH- und pO2-Sensoren‘ vorgestellten Messsysteme sind kommerziell

erhaltlich und finden im biotechnologischen Bereich groRe Anwendung fir die Analyse

des pO.- und pH-Werts in suspendierten Zellsystemen. In diesem Teil der Arbeit soll

aufgezeigt werden, dass die optischen Sensoren ebenfalls fur die Analyse von biofilmbil-

denden Systemen eingesetzt werden kdnnen.

Als Versuchsaufbau wird die mikrobielle Brennstoffzelle (Kapitel ,,3.1.3 Bedeutung von
Biofilmen fur die mikrobielle Brennstoffzelle) genutzt, da sich diese als zuverlassiges
System zur Biofilmkultivierung erwiesen hat. AuRerdem sollen die Sensoren in der End-
anwendung in der MBZ verwendet werden. Es ist bekannt, dass die abwasserbasierte
MBZ durch das Anlegen einer geringen Spannung von 0,2 V elektroaktive Bakterien an-
regt sich auf der Anodenoberflache anzuheften und einen Biofilm zu bilden. Da die mik-
robielle Brennstoffzelle ein anaerobes System ist, ist sie flr die Testung der hoch sensiti-
ven pO2-Sensoren gut geeignet. Die hier verwendete MBZ ist nicht pH-kontrolliert. Dies
bedeutet, dass auch die pH-Sensoren Veranderungen detektieren sollten (Versuchsaufbau
und Versuchsdurchfiihrung siehe Seite 102).
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Referenz-
elektrode

Abbildung 32: Versuchsaufbau der mikrobiellen Brennstoffzelle im Vierhalsrundkolben.

Fur die MBZ wird ein am Institut entwickelter Potentiostat verwendet. Dieser bietet die
Maoglichkeit eine konstante Spannung von 0,2 V anzulegen und die Stromstarke aufzu-
zeichnen. Die damit verbundene MBZ besteht aus einer Kammer in der sowohl Anode
und Kathode als auch die Referenzelektrode platziert werden. Der Versuchsaufbau ist in

Abbildung 32 dargestellt. Als Medium wurde synthetisches Abwasser (Kapitel ,,0

Kulturmedien und Pufferlésungen®), welches mit einer Abwasserprobe aus dem Klar-
werk Leinhausen (Hannover) versetzt wurde, verwendet. Auf Grundlage der in Kapitel
,4.5.2 Einsatz in Modellbiofilm* erhaltenen Ergebnisse und dem daraus resultierenden
Fazit, dass die Messung in einer immobilisierten Struktur der Diffusionslimitierung un-
terliegt, wurden die pO2- und pH-Sensoren in der Nahe der Anode platziert. Hier wird
aufgrund der metabolischen Vorgange der Zellen am ehesten eine Anderung des pO.- und

pH-Werts erwartet.
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Abbildung 33: Analyse des pH- und pO2-Werts in der mikrobiellen Brennstoffzelle. Es sind der Verlauf der
Stromstarke, des pO2- und des pH-Werts gegen die Zeit aufgetragen.

In Abbildung 33 ist die Stromstarke wahrend der Kultivierung in der mikrobiellen Brenn-
stoffzelle dargestellt. Es zeigt sich ein typischer Verlauf der MBZ. Zuné&chst adaptieren
sich die Zellen an die Umgebung. AnschlieBend erfolgt ein Anstieg der Stromstérke, wel-
che auf eine Ubertragung von Elektronen auf die Anode zuriickzufiihren ist. Dies ist nur
mdglich, wenn sich elektroaktive Bakterien in der Kultur befinden. Die messbare Strom-
stérke steigt bis auf 10 pA an. Nach 10 h auf einem konstanten Niveau féllt die Strom-
stérke ab. Dies ist vergleichbar mit der stationdren Phase in Suspensionskulturen. Zu die-
sem Zeitpunkt ist der Nahrstoffgehalt so gering, dass die Mikroorganismen keine Elekt-

ronen mehr an die Anode Ubertragen, sodass die Stromstarke signifikant abnimmt.

Uber den gesamten Kultivierungsverlauf wurden der pO,- und pH-Wert aufgezeichnet.
Der pH-Wert verbleibt auf einem konstanten Niveau von 7,5. Auch der pO.-Gehalt ist
mit 0 % konstant und zeigt, dass die MBZ wéhrend der gesamten Kultivierung anaerob

war.

Fur beide kommerziell erhéltlichen Sensorsysteme konnte der Einsatz in einem biofilm-
bildenden System verifiziert werden. VVor allem die Messung des pO,-Gehalts in der MBZ
mittels der getesteten Sensoren bietet die Moglichkeit als eine Art Warnsystem fur Prob-
leme in der Prozessfuhrung verwendet zu werden, da durch die hohe Sensitivitat der Sen-

soren schon geringe Verénderungen detektiert werden kénnen.
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5.2 Anwendung des Fluoreszenzsensors in verschiedenen biologischen

Systemen
Der entwickelte Fluoreszenzsensor wurde im Rahmen der Arbeit in verschiedenen biolo-
gischen Systemen getestet, um seinen Anwendungsbereich abzugrenzen. Als Anwen-
dungsbereiche wurden eine enzymatische Umsetzung analysiert sowie Messungen in sus-
pendierten und immobilisierten Zellsystemen durchgefihrt. AbschlieRend wurde der Sen-

sor fur das Monitoring einer abwasserbasierten Biofilmbildung eingesetzt.

5.2.1 Enzymatische Umsetzung von Pyruvat

Ein weiterer Anwendungsbereich von Fluoreszenzmessungen kann die Analyse einer en-
zymatische Umsetzung und daraus resultierend eine mogliche Bestimmung der Enzym-
aktivitat sein. Viele Enzyme Katalysieren Reaktionen, in denen unter anderem NADH
umgesetzt wird. Hierzu z&hlt unter anderem die Lactatdehydrogenase. Sie katalysiert die
Reaktion von Pyruvat und NADH zu Lactat und NAD* (Abbildung 34) [1; 25]. Aufgrund
der Reduktion von NADH kann die Reaktion mittels des entwickelten Fluoreszenzsensors

gemessen werden.

0 NADH+H" NAD" 0
0" Lactatdehydrogenase o
(6] OH
Pyruvat Lactat

Abbildung 34: Reaktionsgleichung der enzymatischen Umsetzung von Pyruvat zu Lactat.

Um den mdoglichen Einsatz des entwickelten Sensors fur die Analyse der enzymatischen
Umsetzung zu testen, werden zwei verschiedene Konzentrationsverhaltnisse von NADH
zu Lactatdehydrogenase eingesetzt und die Verédnderung des NADH-Signals gemessen.
Die erste Messung basiert auf dem NADH:Lactatdehydrogenase-Verhéltnis von 1:1
(8,3 % NADH:8,3 % Lactatdehydrogenase). Im zweiten Ansatz wird ein NADH:Lactat-
dehydrogenase-Verhéaltnis von 1:2 (3,3 % NADH:6,6 % Lactatdehydrogenase) verwen-
det (Versuchsdurchfuhrung siehe Seite 101). Die Messung verschiedener Konzentrati-

onsverhétnisse soll zeigen, dass der Sensor die gewunschte Reaktion zuverldssig misst.
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Abbildung 35: Enzymatische Umsetzung von Pyruvat zu Lactat. Es ist die relative Fluoreszenzintensitat von
NADH gegen die Zeit dargestellt.

In Abbildung 35 sind die Ergebnisse der Fluoreszenzmessung der enzymatischen Umset-
zung dargestellt. Diese entsprechen den Erwartungen. Mit Beginn der Messung wurde
das Gemisch aus Pyruvat und NADH mit dem Enzym Lactatdehydrogenase versetzt.
Durch die Zugabe des Enzyms konnte ein Abfall des NADH-Signals beobachtet werden.
Die Steigung ist hierbei abhangig von der Konzentration der Komponenten. Bei gleicher
Konzentration von NADH und Lactatdehydrogenase sinkt die Fluoreszenzintensitat auf
102 RFI im NADH-Kanal. Dies spricht fiir eine vollstandige Umsetzung von NADH. Im
zweiten Versuchsansatz wurde ein NADH-Enzym-Verhdltnis von 1:2 verwendet. Hier
sinkt die Fluoreszenzintensitat auf 699 RFI. Dies bedeutet, dass NADH weiterhin vorliegt
und aufgrund der Konzentrationen der Komponenten keine vollstdndige Umsetzung statt-

finden konnte.

Die erhaltenen Ergebnisse evaluieren den Einsatz des Sensors fir die Anwendung in en-
zymatischen Umsetzungen. Diese Anwendung konnte bis hin zur Bestimmung der En-
zymaktivitat erweitert werden. Hierzu mussten weitere Konzentrationen fir die Umset-

zung getestet und mittels einer Bestimmung der Kinetik ausgewertet werden.
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5.2.2 Einsatz des Sensors in einer Schittelkolbenkultivierung

Um einen weiteren Anwendungsbereich des entwickelten Fluoreszenzsensors zu testen,
wurde der Sensor fur die Analyse einer Schuttelkolbenkultivierung genutzt. Hierzu wurde
zun&chst eine Flhrung fir einen Schittelkolben entwickelt. Am Ende der Fiihrung wurde
ein Saphirglas integriert, so dass gewahrleistet wird, dass der Lichtleiter in der Kultur
messen kann, diese dabei aber nicht kontaminiert wird. Der Einsatz eines Saphirglas
wurde zuvor evaluiert (Kapitel ,,Entwicklung einer Flhrhlse fiir Schuttelkolbenkultivie-

rungen‘.

Als zu kultivierender Organismus wurde S. cerevisiae gewahlt. S. cerevisiae bietet den
Vorteil, dass es ein sehr schnell wachsender Organismus und bei geringen pH-Werten
unanfallig gegenliber Kontaminationen ist. AuBerdem kann S. cerevisiae bei geringen
Schiittelgeschwindigkeiten kultiviert werden. Da der Sensor urspriinglich nicht fir Schit-
telkolbenkultivierungen entwickelt wurde, kann er aus Stabilitatsgriinden nicht bei hohen
Schittelgeschwindigkeiten verwendet werden. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 36
dargestellt. Um Reflexionen des Kolbenbodens zu vermeiden, wird dieser an der AufRen-

seite geschwaérzt (Versuchsdurchfuhrung siehe Seite 102).

Lichtleiter

Fihrhlse

SFR-Vario

Saphirfenster

Abbildung 36: Versuchsaufbau fir die Analyse einer Schuttelkolbenkultivierung von S. cerevisiae mit dem ent-
wickelten Fluoreszenzsensor.
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Die Kultivierung erfolgte bei 100 rpm und 30°C. Neben der Messung mit dem entwickel-
ten Fluoreszenzsensor wird zusatzlich der SFR vario (PreSens GmbH, Regensburg) als
Referenz zur Analyse der Kultivierung verwendet. Bei dem SFR vario handelt es sich um
ein kommerzielles Gerat, welches fiir die online Uberwachung von Schittelkolbenkulti-
vierungen ausgelegt ist und optisch die Prozessgrofien pO2-Gehalt, pH-Wert sowie die

optische Dichte bestimmt.
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Abbildung 37: Analyse einer Schuttelkolbenkultivierung von S. cerevisiae. Oben: Referenzmessungen der
Schuttelkolbenkultivierung mittels des SFR vario. Es sind die Streulichtintensitit sowie pO2- und pH-Wert ge-
gen die Kultivierungsdauer aufgetragen. Unten: Messung der Fluoreszenzintensitat mittels des entwickelten
Fluoreszenzsensors. Es sind die mit dem entwickelten Fluoreszenzsensor erhaltenen relativen Fluoreszenzinten-
sitdten des NADH-, Flavin, Protein- und des Streulichtkanals gegen die Zeit aufgetragen.
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Abbildung 37 (oben) zeigt die Messergebnisse, die wéhrend der Kultivierung mit dem
SFR vario aufgezeichnet werden konnten. Anhand der zunehmenden Biomasse kann ge-
zeigt werden, dass S. cerevisiae im Schuttelkolben gewachsen ist. In Zusammenhang mit
den gemessenen pO»- und pH-Werten zeigt sich, dass es sich um einen typischen Wachs-
tumsverlauf handelt. Nach einer kurzen log-Phase in den ersten 2 h folgt die exponentielle
Wachstumsphase, in welcher der pO,-Gehalt abnimmt. Der pH-Wert sinkt zunéchst auf
pH 2,7. Wéhrend der stationdren Phase zwischen 4,3 h und 6,75 h bleibt der pH-Wert
konstant. Der pO»-Wert sinkt bis zum Ende der stationdren Phase auf einen Wert von
17,1 %. An die erste stationdre Phase schlieft sich eine weitere Phase, dhnlich der expo-
nentiellen Phase, an, in welcher der pO2-Wert auf 46,5 % zunimmt. Sowohl die Streu-
lichtintensitat als auch der pH-Wert nehmen in dieser Phase zu. Dies kann auf Diauxie
und somit auf eine Umstellung im Metabolismus zurtickgeftihrt werden. GeméR Literatur
ist Glucose zu diesem Zeitpunkt verbraucht, sodass die Zellen auf Ethanol weiter wachsen
[98; 27; 32]. Nach 10,3 h nimmt die Streulichtintensitat weiterhin zu, allerdings nicht so
stark wie in der ersten stationdren Phase. Der pO2-Wert fallt auf ein Minimum ab und der
pH-Wert bleibt konstant.

Die Kultivierung wurde zusétzlich mit dem Fluoreszenzsensor vermessen. Es konnten
Signale flr alle Kandle aufgezeichnet werden, die in Abbildung 37 (unten) dargestellt
sind. Der Verlauf der detektierten Fluoreszenzintensitdt im Streulichtkanal ist ahnlich zu
dem mit dem SFR vario aufgezeichnetem Verlauf. Lediglich in den ersten 5 h der Kulti-
vierung wurde ein gegenséatzlicher Verlauf zu dem des SFR vario detektiert. Anschlie-
Rend kann ein &hnlicher Trend der Messsignale ausgemacht werden. Allerdings ist der
Anstieg im Streulichtsignal bei der Messung mit dem Fluoreszenzsensor signifikant stér-
ker als mit dem SFR vario. Ein Grund hierfur kann die unterschiedliche Messposition der
Sensoren sein. Der SFR vario misst durch den Kolbenboden wohingegen der Fluores-
zenzsensor im oberen Bereich der Kultur misst. Insgesamt konnte mit dem Fluoreszenz-

sensor somit Wachstum detektiert werden.

Der Verlauf der Fluoreszenzintensitdten in den anderen Kandlen ist anders als erwartet.
Da mit dem SFR vario und dem Streulichtkanal des Fluoreszenzsensors Wachstum de-
tektiert wurde, wurde auch in den anderen Kanalen eine Veranderung der Signale erwar-

tet. NADH als Coenzym fiir zahlreiche Redoxreaktionen im Metabolismus, Flavine als
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Sekundarmetabolite und Proteine hatten den Verlauf des Wachstums ebenfalls widerspie-
geln missen. Die relativen Fluoreszenzintensitaten des Protein-Kanals sind trotz einer
zusétzlichen Verstarkung des Signals <100 RFI und damit im Bereich des Messrau-
schens. Fir den NADH-Kanal und den Flavin-Kanal ergibt sich ein stetig abnehmendes
Signal. Dieser Signalverlauf kann im Vergleich zu den Referenzmessungen nicht mit der
Kultivierung und dem nachgewiesenen Zellwachstum im Streulichtkanal des Fluores-
zenzsensors in Zusammenhang gebracht werden. Zusammenfassend bedeutet dies, dass
die Messung nicht stérungsfrei verldauft und ein Problem mit dem Versuchsaufbau beste-

hen muss.

Im Weiteren wurden verschiedene mogliche Fehlerquellen, die sich auf das Fluoreszenz-
signal auswirken kdnnen, analysiert und ausgeschlossen. Diese sind zusammengefasst in
Tabelle 7 dargestellt. Unter anderem wurde das Messintervall auf 5 min gesetzt, um einen
Temperatureinfluss auf die optischen und elektronischen Komponenten in der Messbox
auszuschlielen. AuflRerdem wurde der Einfluss der LED-Leistung auf das Fluoreszenz-
signal im NADH-Kanal bestimmt. Hierzu wurden zusétzliche Messwerte bei halber LED-
Intensitat aufgezeichnet, welche mit denen bei voller LED-Leistung korrelieren. Die
LED-Leistung konnte somit auch als Fehlerquelle ausgeschlossen werden. Zusatzlich
wurde der Versuchsaufbau hinsichtlich Reflexionseinflissen und Einfliissen der Umge-
bung optimiert.

64



Anwendung der Sensoren in biologischen Systemen

Tabelle 7: Mdgliche Fehlerquellen, die die Messung der Schittelkolbenkultivierung beeinflussen. Es sind die
MalRnahmen, die zur Analyse getroffen wurden, und deren Fazit gelistet.

Mdgliche Fehlerquelle

Malnahme

Fazit

Temperatur

LED-Leistung

Umgebungslicht

Reflexion des Kolben-

bodens

Reflexion des Mediums

Schiittelgeschwindig-
keit

Das Messintervall wird auf 5 min
gesetzt.

Die Messung im NADH-Kanal
wird zusatzlich bei halber LED-
Leistung durchgefihrt.

Der Kolben wird vollstandig ver-
dunkelt.

Um Reflexionseinfliisse durch den
geschwaérzten Kolbenboden auszu-
schlieflen, wurde im Messbereich
eine schwarze, nicht reflektierende

Folie als Referenz eingesetzt.

Es wurden Streulichtmessungen so-
wohl ohne Fluid als auch mit Was-
ser als Fluid durchgefihrt.

Messungen wurden sowohl mit als
auch ohne Schittelgeschwindigkeit

durchgefihrt.

Eine ausreichend lange Ab-
kiihlphase fur die optischen
und elektronischen Kompo-
nenten ist gewdhrleistet. Ein
Einfluss kann ausgeschlossen

werden.

Die Messwerte bei halber und
voller LED-Leistung korre-
lieren. Ein Einfluss kann aus-

geschlossen werden.

Die detektierten Signale sind

rauscharmer.

Die Messergebnisse mit und
ohne Folie sind gleich. Der
geschwarzte Boden reflektiert

nicht.

Die detektierten Signale sind
&hnlich, sodass Reflexions-
einflusse durch das Medium
ausgeschlossen werden kon-

nen.

Die detektierten Werte blei-

ben konstant.
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Der Grund fur die abweichenden Ergebnisse mit dem Fluoreszenzsensor muss durch den
Ausschluss der anderen Fehlerquellen in der Konstruktion der Fuhrhdilse liegen. Gegebe-
nenfalls reflektiert das in der Flhrhilse integrierte Saphirglas das Licht der anderen Flu-
oreszenzkanale. Um dies zu optimieren, kann das Saphirglas in einem 45° Winkel in der
Hilse installiert werden. Dies wurde bereits in einigen Sensoraufbauten flr Reaktoren

erfolgreich getestet [11; 46].

Da sich in diesem Versuch gezeigt hat, dass der Fluoreszenzsensor in Kombination mit
der Fuhrhilse keine verlasslichen Ergebnisse liefert, wird die Fuhrhilse im weiteren Ver-

lauf der Arbeit nicht verwendet.

5.2.3 Induzierte Metabolismusanderung bei Backerhefe

Die metabolischen Prozesse der Backerhefe S. cerevisiae sind gut erforscht. Ein haupt-
séchlicher metabolischer Weg des Organismus ist die Verstoffwechselung von Glucose.
Die Glykolyse mit anschlieRendem Citratzyklus und Atmungskette ist in den meisten Or-
ganismen von entscheidender Bedeutung. Fur das Experiment ist vor allem die Atmungs-
kette interessant. NADH stellt in der Atmungskette den terminalen Elektronenakzeptor
dar und wird hier zu NAD™ reduziert. Da die genannten Stoffwechselwege nur unter ae-
roben Bedingungen ablaufen kénnen, wiirde sich unter anaeroben Bedingungen NADH?*
aufgrund des Fehlens von O in den Zellen anreichern [39; 62; 37; 78]. Diese Anreiche-

rung sollte mit dem entwickelten Fluoreszenzsensor messbar sein.

Suspendierte Backerhefe

Fur den Versuch wurde handelsubliche Backerhefe verwendet, da diese S. cerevisiae in
grolRen Konzentrationen beinhaltet. Die Backerhefe wurde nach Waschen in Schatzmann-
Medium suspendiert und mit Glukose versetzt. Um den gewuinschten Effekt hervorzuru-
fen, wird die Zell-Medium-Suspension im Wechsel mit reinem Oz bzw. N2 begast, sodass

sich aerobe bzw. anaerobe Bedingungen einstellen.

Der Fluoreszenzsensor wird auf die Messung von NADH eingestellt. Es erfolgt keine
zusétzliche Verstarkung des Signals an der Photodiode. Das Messintervall wird auf 60 s
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gesetzt. Neben dem Fluoreszenzsensor werden auch optische Sauerstoffsensoren im Auf-

bau integriert, um den pO2-Gehalt zu messen (Versuchsdurchfiihrung siehe Seite 103).
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Abbildung 38: Induzierte Metabolismusénderung bei suspendierter Backerhefe. Es sind die relative Fluores-
zenzintensitat (rot) und der pO2-Wert (blau) gegen die Zeit aufgetragen. Die Zeitpunkte der Begasungsanderung
sind markiert.

In Abbildung 38 sind die relative Fluoreszenzintensitat und der pO2-Gehalt gegen die Zeit
aufgetragen. Zu Beginn des Versuchs liegen aerobe Bedingungen vor. Das Fluoreszenz-
signal im NADH-Kanal liegt bei 550 RFI. Nach 5 min erfolgt der erste Begasungswech-
sel. Der Wechsel ist wie erwartet direkt im Fluoreszenz-Signal messbar. Nach Erreichen
anaerober Bedingungen nimmt die Fluoreszenzintensitat im NADH-Kanal bis auf
600 RFI zu. Die Zunahme kann, wie beschrieben, mit der Anderung des Metabolismus
begriindet werden. Dieser Wechsel konnte dreimal reproduzierbar beobachtet werden und

deckt sich mit den Erwartungen.

Immobilisierte Backerhefe

Die Endanwendung des entwickelten Sensors ist die Messung im Biofilm. Dementspre-
chend ist es von grolRer Relevanz, dass der Sensor in der Lage ist, in gelartigen Strukturen
zu messen. Da gezeigt werden konnte, dass der Sensor die induzierte Metabolismusande-
rung in einer S. cerevisiae Suspension hinsichtlich des NADH-Signals detektieren kann,
wird in einem ndchsten Schritt S. cerevisiae in Alginat immobilisiert und der Versuch wie

oben beschrieben durchgefihrt. Hierbei ist die immobilisierte Hefe von Medium umsplt
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(Versuchsdurchfiihrung siehe Seite 104). Der Versuchsaufbau sowie die Halterung des
Gels sind in Abbildung 39 dargestellt.

Mikro-Sparger

Abbildung 39: Versuchsaufbau zur Analyse einer induzierten Metabolismusanderung bei immobilisierter Ba-
ckerhefe (links). Die immobilisierte Backerhefe wird in einer additiv gefertigten Halterung fixiert (Rechts: CAD-
Design der Halterung).

Im Vergleich zur der Versuchsdurchfiihrung mit suspendierter Béckerhefe werden zu-
satzlich zum NADH-Kanal der Protein- und Flavin-Kanal fiir die Messung verwendet.
Hinsichtlich des Flavin-Kanals wird erwartet, dass entweder die Intensitat unter anaero-
ben Bedingungen sinkt (Kapitel ,,3.2.2 Intrinsische Fluorophore*) oder aufgrund der ein-
setzenden Garung der Hefezellen und des damit verbundenen Zellwachstums steigt. Die
relativen Fluoreszenzintensitdten des NADH-, Protein- und Flavin-Kanals der ersten
4.5 h des Experiments sind in Abbildung 40 dargestellt. Zusétzlich wurde der pO2-Gehalt
in der Mikroumgebung des Gels gemessen, um die Ergebnisse in einen metabolischen

Zusammenhang einordnen zu kénnen.
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Abbildung 40: Fluoreszenzsignal von NADH, Proteinen und Flavinen gegen die Zeit bei immobilisierter Backer-
hefe. Zusatzlich zu den Fluoreszenzintensitaten in den einzelnen Kanélen ist der pO2-Gehalt gegen die Zeit auf-
getragen. Der Zeitpunkt der Begasungsanderung ist markiert.

Es zeigt sich, dass nach 40 min ein erster Anstieg der Fluoreszenzintensitat im Protein-
Kanal gemessen werden konnte. Des Weiteren nimmt auch die Fluoreszenzintensitat im
NADH- und Flavin-Kanal zu. Die Protein-Fluoreszenzintensitat hat sich innerhalb von
100 min verdoppelt, das NADH-Signal vervierfacht und die Fluoreszenzintensitat im Fla-
vin-Kanal ist auf eine Signalintensitat von 6000 RFI angestiegen. Nachdem eine Signal-
konstanz in den Kanélen verzeichnet werden konnte, wurde die Begasung von reiner
Stickstoffbegasung auf eine Begasung mit reinem Sauerstoff gewechselt. Durch diese
Veranderung sollte eine induzierte Metabolismusanderung ahnlich der in suspendierter
Hefe erzielt werden. Ab dem Moment der Sauerstoffsattigung sinken die Fluoreszenzin-
tensitaten sowohl im NADH-Kanal als auch in den anderen Fluoreszenz-Kanalen. Nach
220 min und somit 30 min nach der Anderung der Begasung bleiben die Fluoreszenzin-
tensitaten konstant. Dies zeigt, dass die im Gel immobilisierten Zellen auf die Verénde-

rung des Sauerstoffgehalts reagiert haben.

Im Vergleich zu dem erwarteten Ergebnis, in dem unter anaeroben Bedingungen das Fla-
vin-Signal sinkt und NADH steigt, wie es in Suspensionskulturen beobachtet werden
konnte [46], steigen in diesem Versuch die Signalintensitaten in allen Kandlen an. Dieses
Verhalten weist auf Zellwachstum hin, da Flavine als Sekundérmetaboliten erst hier aus-

gebildet werden. Aulerdem nimmt der Proteingehalt im Gel, was ebenfalls fur ein
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Wachstum der Zellen spricht, zu. Die Abweichung zu den Erwartungen kann mit der lan-
gen Zeitspanne zwischen Beginn der Immobilisierung und Beginn des Versuchs begriin-
det werden. Die Zellen waren zur Immobilisierung bereits 1 h im Medium und wéhrend
dieser Zeit nicht optimal mit Sauerstoff versorgt, da Sauerstoff diffusionslimitiert ist (Ka-
pitel ,,4.5.2 Einsatz in Modellbiofilm*). Somit konnten die Zellen ihren Metabolismus
vor Beginn des Versuchs an die Bedingungen anpassen. Um den Effekt méglichst gering
zu halten, wurde die Immobilisierung bei 4°C durchgefiihrt. Nach Versuchsbeginn, wel-
cher unter anaeroben Bedingungen stattfand, kann vermutet werden, dass Zellwachstum
gemal anaerober Gérung erfolgte. Diese Hypothese wird zusatzlich durch einen Glucose-
Schnelltest, der nach 250 min durchgefiihrt wurde, gestutzt. Der Test zeigt, dass zu die-

sem Zeitpunkt >600 mg-L* Glucose im Medium vorliegt.

Fur eine genauere Analyse des vermuteten Zellwachstums durch Garung wurde der Ver-
such weitergefuhrt (Abbildung 41). Bei 275 min konnte zundchst ein sprunghafter An-
stieg in allen Fluoreszenz-Kanalen verzeichnet werden. Zu diesem Zeitpunkt hat sich das
Gel begonnen aufzulésen. Dies konnte visuell beobachtet werden und hat aufgrund der

daraus resultierenden Veranderung der Messumgebung einen Einfluss auf die Fluores-

Zenzmessung.
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Abbildung 41: Analyse der induzierten Metabolismusénderung bei immobilisierter Backerhefe. Es ist der ge-
samte Verlauf des Experiments dargestellt. Die Zeitpunkte der Begasungsdnderung sind gekennzeichnet.
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Nach Anderung der Begasung auf Stickstoff kann direkt ein Anstieg im NADH-Kanal
verzeichnet werden, da NADH aufgrund des anaeroben Milieus wieder in der reduzierten
Form vorliegt. Die Signalintensitat im Flavin-Kanal nimmt ebenfalls zu. Die Intensitat
der Protein-Fluoreszenz sinkt. In diesem Zyklus der Begasungséinderung sind die Ande-
rungen deutlich schneller messbar als im ersten. Dies kann mit der aufgrund der begin-
nenden Auflésung des Gels anderen Messumgebung begriindet werden. Da auch eine
Signalkonstanz deutlich eher erreicht wurde, wird die Begasung erneut auf Sauerstoffbe-
gasung gewechselt. Zu diesem Zeitpunkt lauft der Versuch seit 6,5 h und die Zellen be-
finden sich inklusive der Immobilisierungszeit 7,5 h im Gel. Dies erklart, dass trotz An-
derung der Begasung keine Veranderungen in der Fluoreszenzintensitaten gemessen wer-
den konnten. Aufgrund der zusatzlichen starken Abnahme der Protein-Fluoreszenzinten-

sitat wird davon ausgegangen, dass die Zellen absterben.

Zusétzlich zu den Fluoreszenzmessungen wurden im Verlauf des Versuchs Proben aus
dem Medium genommen. Diese wurden chromatographisch hinsichtlich Acetat und Etha-
nol analysiert (siehe Seite 104), um die Vermutung der einsetzenden Garung weiter zu
stitzen. Die Proben wurden nach 250 min, 375 min sowie 475 min entnommen, da zu

diesen Zeitpunkten unerwartete Anderungen in den Fluoreszenzintensitaten auftraten.

Mittels Gaschromatographie konnte kein Ethanol nachgewiesen werden, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass die Garung zu Ethanol nicht stattfindet. Allerdings
konnte mittels HPLC Acetat im Medium nachgewiesen werden, welches zu Beginn des
Versuchs nicht im Medium detektiert werden konnte. Nach 250 min liegt eine Acetatkon-
zentration von 0,028 g-L! im Medium vor. Zum Zeitpunkt des Wechsels zur Stickstoff-
begasung ist die Konzentration an Acetat auf 0,032 g-L gestiegen und nimmt bis zum
Ende des Versuchs auf 0,047 g-L* zu. Die Bildung von Acetat im Metabolismus von
S. cerevisiae ist bekannt, hier jedoch ungewdéhnlich. Das gebildete Acetat kann in einem
weiteren Schritt zu Acetyl-CoA umgewandelt werden und geht so wieder in den Ci-

tratzyklus und die Atmungskette ein.

Die Analyse der induzierten Metabolismusé&nderung bei immobilisierter Béckerhefe ver-

lief nicht wie in suspendierter Backerhefe. Der Verlauf der gemessenen Fluoreszenzin-
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tensitaten konnte allerdings in einen metabolischen Zusammenhang gebracht werden. So-
mit zeigt sich, dass der entwickelte Sensor in einem immobilisierten biologischen System

eingesetzt werden kann.

5.2.4 Einsatz des entwickelten Sensors in der Biofilmmessung

Zur Testung des entwickelten Fluoreszenzsensors fir die Endanwendung der Messung in
einem Biofilm wurde ein abwasserbasierter Biofilm kultiviert. Da der Schwerpunkt in
diesem Versuch auf der Testung in einem realen System lag und nicht auf der Evaluierung
des Sensors fur die Anwendung im biologischen System, wurde aufgrund der einfacheren

Handhabung eine Mischkultur verwendet.

[ VorratsgefaB| | Fluoreszenzsensor |

Abbildung 42: Einsatz des Fluoreszenzsensors zur Analyse eines Biofilms. Links: Versuchsaufbau. Rechts:
CAD-Design der FlieBkammer.

Der Versuchsaufbau sowie ein Querschnitt der Fliekammer sind in Abbildung 42 dar-
gestellt. Die Kultivierung erfolgt bei laminarer Stromung in einer FlieRkammer, welche
am Institut fir Chemische und Thermische Verfahrenstechnik der Technischen Universi-
tat Braunschweig entwickelt wurde. In der FlieBkammer wird als Aufwuchsflache eine
Graphitplatte integriert, welche tiberstromt wird. Graphit bietet hier den Vorteil, dass es
sich um eine Kohlenstoff Verbindung handelt, welche durch seine hohe Porositét eine
groRe Aufwuchsflache aufweist. Das Material wird ebenfalls als Aufwuchsflache und
Elektrode fir die mikrobielle Brennstoffzelle verwendet (Kapitel ,,5.1 Anwendung der

pO2- und pH-Sensoren in der mikrobiellen Brennstoffzelle®). Der Fluoreszenzsensor
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kann durch einen Zugang im Deckel der FlieRkammer senkrecht in einem geringen Ab-
stand von ca. 1 mm Uber der Aufwuchsflache bzw. der Graphitplatte positioniert werden.
Fir die Analyse des Biofilmwachstums werden Protein-, Flavin und NADH-Fluoreszenz
in einem Zeitintervall von 5 min gemessen. Das Medium wird in einem Vorratsgefal}
vorgelegt und im Kreislauf durch die FlieBkammer gepumpt (Versuchsdurchfiihrung
siehe Seite 105).
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Abbildung 43: Kultivierung eines abwasserbasierten Biofilms. Es sind die Fluoreszenzintensitaten des NADH-,
Protein- und Flavin-Kanals gegen die Zeit aufgetragen.

In Abbildung 43 sind die Verlaufe der einzelnen Fluoreszenzmessungen dargestellt. Ins-
gesamt weist die Messung auf die Bildung eines Biofilms hin. Zu Beginn der Messung
sind die Fluoreszenzwerte auf einem konstanten Wert. In dieser Zeit sind noch keine Zel-
len auf der Graphitplatte angehaftet. Zwischen 5 und 10 h zeigt sich im NADH-Kanal
allerdings ein Sprung im Signal, welcher nach 10 h wieder auf das Ausgangsniveau fallt.
Der Sprung tritt nach durchgefuhrter Referenzfahrt auf. Da nach weiteren 100 Messungen
das Signal wieder auf dem vorherigen Wert fallt, zeigt sich hier die Bedeutung der Refe-
renzfahrt. Der Signalsprung liegt begriindet in einer Fehlpositionierung der LED oder des
entsprechenden Filters, welche nach erneuter Referenzfahrt korrigiert wurde. Um solche
Fehlmessungen zu vermeiden, sollte in einem weiteren Schritt eine Kontrolle der Refe-
renzfahrt integriert werden, welche ab einer zu groRen Abweichung zwischen Messsignal

vor und nach der Referenzfahrt eine erneute Referenzfahrt durchfihrt.
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Im weiteren Verlauf des Experiments zeigt sich nach 22 h eine Veranderung in allen Flu-
oreszenz-Kandlen. Das Messsignal im Flavin-Kanal sinkt wahrend das Fluoreszenzsignal
im NADH- und Protein-Kanal steigen. Dieser Verlauf lasst sich mit der Bildung des Bio-
films im Messbereich erklaren. Aufgrund der Ausbildung von Mono- bzw. Multilayer
Strukturen (Kapitel ,,3.1.2 Entstehung und Entwicklung) nimmt der Proteinanteil stark
zu, da sowohl die Matrix aufgebaut wird als auch mikrobielles Wachstum vorliegt. Letz-
teres erklart auch die Zunahme im NADH-Kanal. Flavine hingegen sinken in ihrem Flu-
oreszenzsignal, da wéhrend der Phase des Wachstums Sekundéarmetabolite nicht gebildet

und stattdessen die im Medium vorliegenden verbraucht werden.

Um zu Uberprufen, ob das gemessene Fluoreszenzsignal auf der Bildung eines Biofilms
basiert, wird das gesamte Medium bei laufender Messung aus der Kammer gepumpt.
Wirde die gemessene Fluoreszenz von planktonischen Zellen ausgehen, sollte sich das
Signal nach dem Ablassen des Mediums verdndern. Stattdessen bleibt das Signal auf ei-
nem konstanten Niveau. Nach 10 min wurde frisches Medium in die FlieRkammer ge-
pumpt. Auch hier blieb das Signal konstant. Dies bestétigt, dass das Signal nicht von
planktonischen Zellen stammen kann, da diese spétestens bei Einlassen des neuen Medi-

ums weggesplilt worden waéren.

Die Messung wurde weitere 4 h nach Medienwechsel weitergefhrt. In dieser Zeit konnte
ein erneuter beginnender Anstieg des Protein- und NADH-Signals beobachtet werden.
Auch die Fluoreszenz im Flavin-Kanal steigt zundchst an. Dies kann mit den im Medium

enthaltenen Flavinen begriindet werden.

Im Fluoreszenzsignal zeigte sich bereits deutlich eine Biofilm Bildung. Um dies weiter
zu verifizieren, wird die Graphitplatte nach der Kultivierung aus der FlieRkammer ent-
nommen. Auf der Graphitplatte konnte eine schleimé&hnliche Struktur beobachtet werden.
Fur eine genauere Betrachtung wurde zum einem die Graphitplatte direkt unter dem 3D-
Mikrosokop analysiert und zum anderen eine Probe der aufgewachsenen Struktur ent-
nommen und mikroskopisch betrachtet. In Abbildung 44 sind die Aufnahmen mittels 3D
Mikroskop dargestellt. Es wurde sowohl eine Aufnahme nach der Kultivierung als auch
davor gemacht. Im Vergleich zeigt sich nach der Kultivierung eine grauliche, dreidimen-
sionale Struktur, welche in Kombination mit den gemessenen Fluoreszenzwerten auf eine

Biofilmstruktur hindeutet.
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Abbildung 44: Mikroskopische Aufnahmen der Grafitplatte vor (links) und nach (rechts) der Biofilmkultivie-
rung. Nach der Kultivierung konnte eine 3D-Struktur mittels des 3D-Mikroskops ausgemacht werden. Vergro-
Rerung: 150x; Winkel zur Fokussierung: 22°

Von der Graphitplatte wurde zusatzlich ein Abstrich genommen und mittels Durchlicht-
mikroskopie betrachtet. In Abbildung 45 sind die Aufnahmen in zwei VergroRerungen
dargestellt. Es konnten verschiedene Bakterienformen beobachtet werden. Hierzu zahlen
unter anderem Stabchen und Kokken. Aufgrund der Menge an Bakterien waren fokus-

sierter Aufnahmen nicht moglich.

Abbildung 45: Mikroskopische Aufnahmen des kultivierten Biofilms. Links: 20x VergréfRerung. Rechts: 40x
VergroRerung.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass der in dieser Arbeit entwickelte Fluoreszenz-
sensor fur den Einsatz des Biofilmmonitoring geeignet ist. Es konnte ein Biofilmwachs-
tum auf Grundlage der Fluoreszenz von Proteinen, Flavinen und NADH analysiert wer-
den. Zusétzlich hat sich gezeigt, dass der Sensor trotz beweglicher Komponenten zuver-
lassig funktioniert, da Positionierungsfehler aufgrund regelmaRiger Referenzfahrten aus-

geglichen werden konnen.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen der Arbeit konnte ein neuer, kompakter Sensor entwickelt werden, welcher
fluoreszenzbasiert biogene Fluorophore in Biofilmen und deren Mikroumgebung messen
kann. Das Ziel der Arbeit lag auf der Entwicklung eines Sensors, welcher durch seinen
geringen Durchmesser an der Messspitze und durch die Méglichkeit sowohl orts- als auch
zeitaufgel6st in Biofilmen messen zu kénnen, charakterisiert sein sollte. Zusatzlich zu der
Entwicklung eines Fluoreszenzsensors sollte ein kommerziell erhéltliches pH- sowie

pO2-Messystem auf die Anwendung in Biofilmen tbertragen werden.

In ersten Arbeiten wurde zunéchst ein Sensor mit einem Durchmesser an der Messspitze
von 500 pum konzipiert. Aufgrund des geringen Durchmessers war allerdings die Licht-
einkopplung in den Lichtleiter fir die gewunschten Messungen nicht ausreichend, sodass
zusatzlich optische Linsen in den Aufbau integriert werden mussten. Die Optimierung
der Lichteinkopplung durch den Einsatz einer asphérischen Linse erhohte die Signalin-
tensitaten signifikant. Allerdings konnte trotzdem nur ein geringer linearer Bereich fir
Messungen von NADH und Riboflavin bestimmt werden. Da mit dem Sensor auch die
Entwicklung von Biofilmen detektiert werden soll, mlssen schon geringe Konzentratio-
nen der biogenen Fluorophore messbar sein. Somit wurde der Aufbau des ersten Prototy-

pen Uberarbeitet.

In Anlehnung an ,,Prototyp 1 wurde ein neuer Lichtleiter entwickelt. Zum einen wurde
der Durchmesser des Lichtleiters an der Messspitze auf 1000 um veréndert. In diesem
Zusammenhang wurde auch das Verhéltnis zwischen Exzitations- und Detektionsfasern
angepasst. Insgesamt konnte durch diese Verdnderung die Exzitations- sowie Emissions-
flache soweit vergroRert werden, dass deutlich hdhere Signalintensitaten erreicht werden
konnten. Zusatzlich wurde die Lichtquelle durch eine effizientere high-power SMD-LED
ersetzt. Diese war zum Zeitpunkt der Entwicklung von ,,Prototyp 1 des Sensors noch
nicht auf dem Markt erhéltlich. Die ,,Prototyp 2 des Sensors wurde nach vielverspre-

chenden ersten Messungen in verschiedenen Experimenten evaluiert.
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Fur die Analyse von biologischen Systemen wurde der Sensor auf die Messung von Pro-
teinen, NADH und Flavinen ausgelegt. Zusatzlich wurde ein Streulichtkanal integriert,
welcher in Kombination mit den anderen Kanélen eine Analyse des Zellwachstums in
Zusammenhang mit dem metabolischen Zustand der Zellen ermdglicht. Um den Durch-
messer des Sensors gering zu halten, wurden ein LED- und ein Filter-Rad entwickelt.
Diese sind in der Messbox integriert und ermdéglichen die zeitversetzte Messung der Ana-
Iyten. Die Fluoreszenz-Kanéle werden hierzu nacheinander mit einer hohen Genauigkeit
angesteuert und kdnnen durch vorherige Programmierung beliebig und spezifisch auf die
gewilinschte Anwendung kombiniert werden. Des Weiteren ist das Messintervall frei
wahlbar, sodass der Sensor flexibel eingesetzt werden kann. Da die LEDs und Filter se-
parat angesteuert werden, bietet der Sensor die Mdglichkeit um zusétzliche Wellenlan-

genkombinationen erweitert zu werden.

In Experimenten zur Charakterisierung des Sensors wurden sowohl Einflisse der Umge-
bung bestimmt, als auch Langzeitmessungen durchgefihrt. Insgesamt konnte der entwi-
ckelte Sensor hinsichtlich der optischen und elektronischen Komponenten als stabil ein-
gestuft werden. Selbst die mobilen Komponenten haben keinen negativen Einfluss auf
die Messungen, da ebenfalls ein Referenzelement in den Aufbau integriert wurde. Dieses
wird wahrend der Messungen regelméRig eingesetzt, um die exakte Positionierung der
LEDs und Filter sicherzustellen. Somit konnte durch die verschiedenen Evaluierungs-
und Charakterisierungsexperimente gezeigt werden, dass der ,,Prototyp 2* trotz des ge-
ringen Durchmessers an der Messspitze verschiedene Fluorophore zuverldssig messen
kann. Dies macht den Sensor konkurrenzfahig zu bisher entwickelten Sensoren, die mit

einem groReren Durchmesser fir Messungen in Suspensionskulturen verwendet werden.

Um den entwickelten Sensor fir die Analyse von Biofilmen zuverlassig einzusetzen,
wurde sich der Endanwendung schrittweise angenahert. Zunachst wurde der Sensor in
Suspensionskulturen verwendet, um hier induzierte metabolische Anderungen zu detek-
tieren. Die Messungen des Sensors sind mit denen anderer, in der Literatur bekannter
Fluoreszenzsensoren vergleichbar und zeigen, dass der Sensor in biologischen Systemen
eingesetzt werden kann. Nach erfolgreicher Evaluierung des Sensors in Suspensionskul-
turen wurde ein Modell fir einen Biofilm entwickelt, in welchem Backerhefe in Alginat

immobilisiert wurde. Auch hier konnten metabolische Verédnderungen der Backerhefe mit
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dem Sensor detektiert werden. Allerdings muss bertcksichtigt werden, dass das Biofilm-
modell sich nur bedingt mit der Struktur eines realen Biofilms vergleichen lasst. Da sich
das Alginat nicht an das Wachstum der Hefe anpassen kann, zersetzt sich das Hefe-Algi-
nat-Gel im Verlauf der Messungen. AuBerdem ist zum einen S. cerevisiae als Organismus
kein natirlicher Biofilmbildner und zum anderen hatte die Immobilisierung im Alginat
grolRe Auswirkungen auf den Metabolismus der Zellen, der durch Diffussionslimiterung
von Nahrstoffen und Sauerstoff beeinflusst wurde. Trotz dieser Limitierungen im Ver-
suchsaufbau konnte der Sensor erfolgreich in immobilisierten Strukturen eingesetzt wer-
den. Es konnten alle drei Fluorophore im Gel gemessen und die Messwerte in einen

schliissigen metabolischen Zusammenhang gebracht werden.

Im Zusammenhang mit den Messungen in immobilisierter Backerhefe konnte ebenfalls
der Einfluss der Messtiefe aufgezeigt werden. Da sich wéhrend des Versuchs das Hefe-
Alginat-Gel zersetzt hat, hat sich auch die Messumgebung und somit die Messtiefe des
Sensors verandert. Dies flihrte zu einer abrupten Veranderung der Signale in allen Fluo-
reszenzkanélen. In weiteren Arbeiten muss der Einfluss der Messtiefe auf die Fluores-

zenzintensitat in allen Kanalen bestimmt werden.

Der letzte Schritt der Sensorentwicklung war der Einsatz des Sensors zum Nachweis einer
Biofilmbildung. Hierzu wurde ein abwasserbasierter Biofilm in einer FlieBkammer kulti-
viert und hinsichtlich Proteinen, NADH und Flavinen analysiert. Im Verlauf des Experi-
ments konnte eindeutiges Zellwachstum detektiert werden. Zusétzlich konnte die Bildung
eines Biofilms mittels mikroskopischer Methoden offline nachgewiesen werden. In Rah-
men dieses Proof-of-Principle-Exeriments konnte der entwickelte Sensor erfolgreich fir
die als Ziel gesetzte Endanwendung verwendet werden und zeigt die einwandfreie Funk-
tionalitdt des Sensors. Im Gegensatz zu anderen Messmethoden ermdglicht der Sensor
eine online Analyse von Biofilmen, die neue Einblicke in die Biofilmentwicklung bietet.
Es wird empfohlen, weitere Biofilmkultivierungen mit dem Fluoreszenzsensor zu analy-
sieren und die Ergebnisse durch zuséatzliche ex-situ und offline Messungen mit den in
Kapitel ,,3.1.4 Charakterisierung von Biofilmen* vorgestellten Methoden zu vergleichen.
Neben abwasserbasierten Kultivierungen sollten aul3erdem Kultivierungen von Reinkul-
turen mit dem Sensor analysiert werden, um den Sensor in einem kontrollierten Versuch
weiter zu evaluieren. Mogliche Organismen, die biofilmbildend sind — und als Reinkul-

turen in Frage kommen — sind unter anderem S. aureus, Pseudomonas aeruginosa sowie
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Geobacter sulfurreducens und Shewanella oneidensis. Letztere kommen als Organismen
in der MBZ vor, fiir welche der Sensor entwickelt wurde. Die Messungen mit dem Fluo-
reszenzsensor sollten ber den gesamten Verlauf der Kultivierung durchgefuhrt werden,
um alle Stadien der Biofilmentwicklung nachweisen zu konnen. In diesem Zusammen-
hang muss der Sensor um die Moglichkeit der ortsaufgeldsten Messung erweitert werden,
um sowohl in den einzelnen Schichten als auch an unterschiedlichen Positionen des Bio-
films eingesetzt werden zu konnen. Hier bietet sich die Integration eines Mikromanipu-
lators an. Falls der Sensor fur MBZ Anwendungen eingesetzt wird, muss in diesem Zu-
sammenhang auch eine Beweglichkeit des Sensors unter Sauerstoffausschluss gewahr-
leistet werden. Fir die Arbeiten mit Reinkulturen muss zusatzlich eine Méglichkeit der
sterilen Sensorfuhrung entwickelt werden. Der Lichtleiter selbst bietet hier schon die
Madglichkeit der Sterilisierbarkeit.

In einem weiteren Teil der Arbeit wurden kommerziell erhéltliche pH- und pO2-Sensoren
fur die Anwendung in Biofilmen charakterisiert. Auch hier wurde Alginatgel als Biofilm-
Modell verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass Veranderungen des pH- bzw. pO.-
Werts in der Umgebung des Alginats diffusionsbedingt erst mit einer grof3en Zeitverzo-
gerung im Gel nachweisbar sind. Somit wird empfohlen neben Messungen des pH- und
pO2-Werts im Biofilm auch in der Umgebung Messungen durchzufiihren. Die pH- und
pO-Sensoren wurden auch fir die Analyse einer abwasserbasierten MBZ eingesetzt. Da
es sich bei der MBZ um ein anaerobes System handelt, ist vor allem der Einsatz des pO2-
Sensors als Friihwarnsystems des Sauerstoffeintritts von grofem Interesse. Die Sensoren
wurden hierzu in der Ndhe der Anode — der Aufwuchsflache des Biofilms — positioniert
und zeichneten tber den gesamten Prozessverlauf der MBZ konstante Werte auf. Der
Einsatz der Sensoren im biofilmbildenden System verlief somit erfolgreich und lieferte

entscheidende Informationen Uber die Prozessumgebung der MBZ.

Insgesamt konnten nicht nur die kommerziell erhéltlichen pH- und pO2-Sensoren auf die
Anwendung in Biofilmen ubertragen werden, sondern auch ein neuer Fluoreszenzsensor
erfolgreich entwickelt werden. Hier wurden alle Komponenten des Sensors — Lichtleiter,
LEDs, Bandpassfilter und elektronische Komponenten — optimal aufeinander abge-
stimmt, um trotz der Anforderung an einen dinnen Sensor, aussagekréaftige Messungen

zu ermdglichen. Der Fluoreszenzsensor eignet sich im besonderen MaRe fir die Biofilm-
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analyse und bietet Einblicke in den Zellmetabolismus. Als letzter Schritt in weiteren Ar-
beiten mit dem Fluoreszenzsensor sowie den pH- und pO.-Sensoren miissen diese mitei-
nander kombiniert werden. Hierdurch kann ein Biofilm nicht nur hinsichtlich Wachstum
sondern auch hinsichtlich der Prozessumgebung analysiert werden. Es wird empfohlen,
die Messsysteme miteinander zu kombinieren und in einem kompakten Gerat zu vereinen.
Um weiterhin den Vorteil des dinnen Fluoreszenzsensors ausnutzen zu kénnen, sollten
die elektronischen und optischen Komponenten der pH- und pO2-Sensoren und des Flu-
oreszenzsensors in einer Messbox kombiniert werden. Die Lichtleiter sollten dabei wei-
terhin separat genutzt werden, um den geringen Durchmesser des Fluoreszenzsensors bei-

behalten zu kénnen. Nur dadurch ist eine hoch aufgeldste Messung im Biofilm mdglich.
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7 Anhang

7.1 Erganzende Daten

7.1.1 Einfluss der LED-Leistung auf die Fluoreszenz in der Schuttelkolben-
kultivierung

Abbildung 46 zeigt das Messsignal bei voller LED-Leistung gegen das Messsignal bei halber

LED-Leistung. Es konnte ein linearer Zusammenhang mit einer Steigung von 2,18 und

R?=0,998 zwischen den Messwerten festgestellt werden. Dies bedeutet, dass bei doppelter

LED-Leistung sich die relative Fluoreszenzintensitat verdoppelt.

10000 —
9000 /
8000 — o
7000 —

6000

NADH-Kanal, 320 mA (RFI)

5000 —

4000

ZOIOO I 30I00 l 40I00 l 50IOO
NADH-Kanal, 160 mA (RFI)

Abbildung 46: Bestimmung der LED-Leistung auf das Fluoreszenz-Signal. Es sind die relativen Fluoreszenzinten-
sitaten des NADH-Kanals bei 160 mA und 320 mA gegeneinander aufgetragen.
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7.2 Materialien

7.2.1 Chemikalienliste

Tabelle 8: Verwendete Chemikalien.

Chemikalie

Hersteller

4-Methylumbelliferon
Agarose
Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat
Ammoniumchlorid
Ammoniumhydrogensulfat
Biotin

Borséure

Bovines Serumalbumin
Calciumchlorid

Chininsulfat

Cobalt(1l) Dichlorid Hexahydrat
Diammoniumphosphat
Dinatriumhydrogenphosphat
DL-Calciumpantothonat
Eisen(Il)sulfat Heptahydrat
Ethanol

Fleischextrakt

Folsaure

Glucose

Isopropanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kupfersulfat Pentahydrat
Lactat

Lactatdehydrogenase
Liponsdure

Magnesiumsulfat Heptahydrat
Mangansulfat Monohydrat
NADH

Natriumacetat

Natriumchlorid

Honeywell Fluka, New Jersey
Geniesserdepot, Werdohl

Merck KGaA, Darmstadt

Honeywell Fluka, New Jersey

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis
Honeywell Fluka, New Jersey
Honeywell Fluka, New Jersey

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Honeywell Fluka, New Jersey

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Honeywell Fluka, New Jersey
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis
VWR International GmbH, Darmstadt
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Natriumcitrat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Natriumdihydrogensulfat Monohydrat Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Natriumhydroxid
Natriumsulfit
Nikotinsdure
Nitrilotriessigsaure
p-Aminobenzoesaure

Pepton

pH Buffer solution (pH 4, 7, 9)

Pyridoxinhydrochlorid
Pyruvat

Riboflavin

Salzséure

Sauerstoff
Silikonkleber
Stickstoff
Thiaminhydrochlorid
Vitamin B12

Yeast Nitrogen Base
Zinksulfat Heptahydrat

Zitronensaure

Honeywell Fluka, New Jersey
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis
Merck KGaA, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis
Linde AG, Pullach

RS Components GmbH, Morfelden-Walldorf
Linde AG, Pullach

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis
Honeywell Fluka, New Jersey
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis
AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, St. Louis

7.2.2 Liste verwendeter Software

Tabelle 9: Verwendete Software.

Software

Entwickler

Autodesk Inventor 2019
DinoCapture2.0

Inkscape 0.92

Microsoft Office 2013
OriginPro 2018

Oxy-4 mini version 2.30FB
pH-4 mini version 1.07
ProfiSignal

Autodesk, San Rafael

AnMo Electronics Corporation, Neu-Taipeh
Open Source Software

Microsoft Corporation, Redmond

OriginLab, Northhampton

PreSens Precision Sensing GmbH, Regensburg
PreSens Precision Sensing GmbH, Regensburg
Delphin Technology AG, Bergisch Gladbach
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7.2.3 Material- und Gerateliste

N o ok~ wDn

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
217.
28.
29.
30.
31.
32.
33.

3D Drucker, ProJet MJP 2500 Plus, Kisters AG, Aachen

3D-Mikroskop, VHX-6000, Keyence Corporation, Osaka

96-Well Mikrotiterplatten, schwarz, Greiner Bio-One International GmbH, Kremsmiinster
Achromat, 3,99 mm, Brennweite: 7,2 mm, Prazisionsoptiken.eu, Wandlitz
Analog-Digital-Wandler, MCP 3426, Microchip Technology Inc., Chandler

Autoklav, Systec V-150, Systec GmbH Labor Systemtechnik, Wettenberg

Digitales Mikroskop, Dino-Lite Edge series AM4000 series, ANMO Electronics Corporation,
Neu-Taipeh

Doppelkonvexe Linse, UV-AR beschichtet, 6 mm Durchmesser, 9 mm Brennweiter, Edmund
Optics Inc., Barrington

Einkanal-Kolbenhubpipetten, Transferpette® S, Brand GmbH &Co. KG, Wertheim
Embedded Linux-Rechner, Linkit™ Smart 7688, Seeed Technology Co.,Ltd, Shen Zhen
Feinwaage, AC 211 S, Sartorius Stedim Biotech S.A, Gottingen

Feinwaage, MC1 AC 210 S, Sartorius Stedim Biotech S. A, Géttingen
Fluoreszenz-Bandpassfilter, 340, 448, 525 und 832 nm, Edmund Optics Inc., Barrington
Fluoreszenzspektrometer, Hitachi F-7000, Hitachi, Tokio

Gaschromatographie, GC-2010 Plus, Shimadzu Corporation, Kyoto

Gasmischer, Institut fiir Technische Chemie, Hannover

GC-Séule, Petrocol® DH Capillary GC Column, Merck KGaA, Darmstadt

Glasflasche mit Schraubdeckel, Duran®, Schott AG, Mainz

Glucose-Test, Glucose MQuant®, Merck KGaA, Darmstadt

Graphit-Block, CP 2200, 300x300x5 mm), CP-Handels GmbH, Wachtberg

HPLC, HPLC Chromaster, Hitachi High-Technologies Corporation, Tokio

HPLC-Séaule, Aminex HPX-87H column, Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen
Inkubationsschiittler, KS 4000 ic control, IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Kondensator, 4700 uF AL-ELKO, FTCAP GmbH, Husum

Laborwaage, CP8201, Sartorius Stedim Biotech S.A, Gottingen

Lapping film, 3M™ Diamond Lapping Film, 3M GmbH, Neuss

Laserspiegel, 12,7 mm Durchmesser, prézise breitbandig, Edmund Optics Inc., Barrington
LED, DUV280-SD356, Roithner Lasertechnik, Wien

LED, DUV340-SMD, Roithner Lasertechnik, Wien

LED, SMB1N-365V, Roithner Lasertechnik, Wien

LED, SMB1N-830N, Roithner Lasertechnik, Wien

LED, SMB1N-D450, Roithner Lasertechnik, Wien

Lichtleiter Prototyp 1, Sonderanfertigung, art photonics GmbH, Berlin
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34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.

43,
44,
45,
46,
47.
48,
49,

50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.

Lichtleiter Prototyp 2, Sonderanfertigung, art photonics GmbH, Berlin

Lichtschranke, TCST2000, Vishay Semiconductor GmbH, Heilbronn

Magnetrihrer, MR2002, Heidolph Instruments GmbH & CO. KG, Schwabach
Microcontroller, P8X32A, Parallax Inc., Rocklin

02-Sensorfolie, SF-RPSu4-L4/W4-OIW, PreSens GmbH, Regensburg

Optische Bank, Institut fir Technische Chemie, Hannover

Parafilm® M, American National Can Group, Chicago

pH Elektrode, EasyFerm, Hamilton Company, Reno, Nevada

pH Messgeréat, pH-4 mini v2, 4-channel fiber optic pH Transmitter, PreSens GmbH, Regens-
burg

pH Meter, HI 211, Hanna Instruments, Kehl am Rhein

pH Spots, SP-HP5-D3-US, PreSens GmbH, Regensburg

Phasenkontrastmikroskop, BX41, Olympus, Hamburg

Photodiode, SD 112-45-11-221, Luna Optoelectronics, Camarillo

Photometerkiivetten, , 1000 ul, 1 cm Dicke, Kunststoff, Sarstedt AG & Co., Nurnbrecht
Pipettenspitzen, 0,5-10 pL, 2-200 pL und 50-1000 pL, Brand GmbH &Co. KG, Wertheim
Plankonvexe Linse, UV-AR beschichtet, 6 mm Durchmesser, 9 mm Brennweiter, Edmund
Optics Inc., Barrington

pO2 mini presens, OXY-4, 4-channel Oxygen Meter, PreSens GmbH, Regensburg

pO; Spots, SP-PSt3-NAU-D3-YOP, PreSens GmbH, Regensburg

Polymeroptische Fasern, POF-L2.5-1SMA, PreSens GmbH, Regensburg

Potentiostat, Institut fur Technsiche Chemie, Hannover

Potentiostat, Iviumstat, Ivium Technologies B.V., Eindhoven

Power Schalter, BTS 716, Infineon Technologies AG, Miinchen

Pumpe, IPC, ISM 931C, Ismatec®, Cole-Parmer GmbH, Wertheim

Reaktionsgefalie, 1 ml und 2 ml, Sarstedt AG & Co., Nurnbrecht

ReaktionsgeféaRe, 10 ml und 50 ml, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Referenzelektrode, Ag/AgCI, SE11, Sensortechnik Meinsberg GmbH, Waldheim
Reinstwasser-System, Arium® 661, Sartorius Stedim Biotech S.A, Gottingen
Rundfilter, @ 125 mm, Schleicher & Schuell, Dassel

Saphirfenster, 2,5 mm Durchmesser, unbeschichtet, Edmund Optics Inc., Barrington
Schrittmotor, SMC11, Nanotec Electronic GmbH & Co KG, Feldkirchen
Schittelkolben ohne Schikanen, Polycarbonat, Corning Inc., Corning
Schittelkolben-Sensor-Plattform, Shake Flask Reader, PreSens GmbH, Regensburg
Spektrophotometer, Biochrom Libra S50 UV/Vis, Harvard Bioscience, Inc., Holliston

Spritzenvorsatzfilter, 0,2 um, Sartorius Stedim Biotech S. A, Gottingen
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68. Sterilbank, Herasafe®, Thermo Fisher Scientific Germany Ltd. & Co. KG, Bonn

69. Stromquelle, LT3080, Linear Technology Corporation, Milpitas

70. Vierhalskolben, 250 mL und 500 mL, Gebr. Rettberg GmbH, Géttingen

71. Visuelles pO2 Messgerét, VisiSens Al + Detector Unit DUOL, PreSens GmbH, Regensburg
72. Vortexer, Genius 3, IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen

73. Zentrifuge, Heraeus Pico, Thermo Fisher Scientific Germany Ltd. & Co. KG, Bonn

74. Zentrifuge, Megafuge® 1.0 RS, Heraeus Instruments GmbH, Osterode

7.2.4 Kulturmedien und Pufferlésungen

In den folgenden Tabellen sind die Zusammensetzungen der verwendeten Puffer und Me-
dien aufgelistet. Wenn nicht anders vermerkt, werden alle Puffer und Medien mit 1 M HCI
bzw. 1 M NaOH auf den angegebenen pH-Wert eingestellt. Sofern eine Sterilitat der Losun-
gen notwendig ist, werden diese entweder bei 121°C fir 30 min autoklaviert oder sterilfil-

triert.

Tabelle 10: Zusammensetzung des artifiziellen Abwassers.

Komponente Menge
NaH:PO4H,0 2.69¢
NazHPO4 4.33¢g
NH,4CI 031lg
KCI 0.13g
Mineralstofflosung 12,5 mL
Vitaminldsung 12,5 mL
Natriumacetat 10 mM
ddH.0O ad1L
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Tabelle 11: Zusammensetzung der Mineralstoff- (links) und Vitaminlésung (rechts).

Komponente Menge Komponente Menge
Nitrilotriessigsaure 159 Biotin 2,0 mg
MgSQO47H20 30¢g Folséure 2,0 mg
MnSQO4-H20 045¢g Pyridoxinhydrochlorid 10,0 mg
NaCl 1049 Thiaminhydrochlorid 5,0 mg
FeSO47H,0 0,19 Riboflavin 5,0mg
CaCl, 0,075 ¢ DL-Calciumpantothonat 5,0mg
ZnS047H,0 0,178 ¢ Vitamin B12 0,1 mg
CuS04-5H,0 0,01g p-Aminobenzoesdure 5,0 mg
AIK(SOq), 0,019 Liponsdure 5,0 mg
H3BOs 0,01g ddH.0 adlL
ddH-0 ad1L

Zum Ansetzen der Mineralstofflosung: Zuerst die Nitrilotriessigsaure in 750 mL Reinstwas-

ser 16sen und den pH-Wert mit KOH auf 6.5 einstellen, ggf. mit HCI korrigieren.

Tabelle 12: Zusammensetzung des SD-Mediums zur Kultivierung von S. cerevisiae.

Komponente Menge
YNB 1,79

KH2PO,4 10¢9

(NH4)2S04 509

MgSO4-7H20 109

NaCl 01g

CaCl; 0,13¢g
Glucose 20,0 ¢
ddH-0 ad1L
pH 6
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Tabelle 13: Zusammensetzung des Schatzmann-Puffers.

Komponente Menge
Glucose 15¢
(NH4)2S04 459
(NH4)2HPO4 199
KClI 099
ddH20 ad 1L
pH 4

Tabelle 14: Zusammensetzung des NB-Mediums.

Komponente Menge
Pepton 59
Fleischextrakt 30
Glucose 10¢g
ddH:0 ad1L
pH 6,5

Tabelle 15: Zusammensetzung des PBS-Puffers.

Komponente Menge
NaCl 84
KClI 0,29
Na;HPO, 1429
KH;HPO, 0,27 g
ddH:0 adlL

7.2.5 Verwendete Stamme

S. cerevisiae Stamm H1024 (National Collection of Yeast Cultures)
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7.3 Aufbau und Funktion des Sensors ,,Prototyp 2¢

Im Folgenden werden sowohl die optischen Komponenten des Sensors als auch der Aufbau
und die Funktionsweise beschrieben. Der Fluoreszenzsensor ,,Prototyp 2 weist im Rahmen
dieser Arbeit 4 Messkandle auf. Die Messeinstellungen der Kandéle sind in Tabelle 16 zu-
sammengefasst. Die Kandle werden nacheinander angesteuert. Es besteht weiterhin die
Madglichkeit fir eine Messung nicht alle Kanéle zu verwenden. Nach 100 durchgefuhrten

Messungen erfolgt eine Referenzfahrt.

Tabelle 16: Spezifikationen der Messkanale.

Kanal Wellenldngen (EX/EM) LED-Leistung Verstarkungsfaktor
Protein-Kanal 280/340 320 mA 8
NADH-Kanal 365/450 320 mA variiert je nach Experiment
Flavin-Kanal 450/525 320 mA 1
Streulicht-Kanal 830/830 320 mA 1

In Abbildung 47 ist die Messbox des Sensors mit Bemallungen dargestellt. Es sind sowohl
die optischen als auch die elektronischen Komponenten eingezeichnet. Fir eine bessere
Ubersicht wurde auf die Darstellung des Kondensators und des gesamten Lichtleiters ver-
zichtet. Eine Konstruktionszeichnung des Lichtleiters ,,Prototyp 2 ist in Abbildung 49 ab-
gebildet und die Spezifikationen sind in Tabelle 17 gelistet. Die LEDs und Bandpassfilter
sind in der Konstruktionszeichnung nummeriert und deren Spezifikationen in Tabelle 18 und

Tabelle 19 zusammengefasst.
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Filter-Rad

mit den Filtern 1-4 und einer freien Position
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Abbildung 47: Mafstabsgetreue Konstruktionszeichnung des entwickelten Sensors. Es sind die optischen und elekt-
ronischen Komponenten dargestellt. Der Lichtleiter ist fur eine bessere Ubersicht nicht vollstandig und der Kon-
densator nicht dargestellt. Die der Nummerierung entsprechenden LEDs und Bandpassfilter sind Tabelle 18 und

Tabelle 19 zu entnehmen.

Tabelle 17: Spezifikationen der Lichtleiter ,,Prototyp 1 und ,,Prototyp 2«

Prototyp 1 Prototyp 2
Faserbindel 1xUV100/110/160 Al + 1xUV200/220/245P +
10xUV50/60/70P 6xUV200/220/245P
Lange 1,75+0,1m 1,0£0,1m
Leiterarme: 0,8 m Leiterarme:; 0,8 m
Biindel: 0,95 m Bindel: 0,2 m
Material Quarzglasfasern Quarzglasfasern
Numerische Apertur 0,22 +0,02 0,22 +0,02
Messende poliertes Ende poliertes Ende
Ummantelung PEEK PEEK
Konnektoren SMA-Stecker SMA-Stecker
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Abbildung 49: Konstruktionszeichnung des Lichtleiters ,,Prototyp 2¢. Die Zeichnung ist nicht maf3stabsgetreu.
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Tabelle 18: Spezifikationen der LEDs des entwickelten Fluoreszenzsensors. Alle LEDs sind von der Firma Roithner
Lasertechnik GmbH (Wien) hergestellt.

Nummer  Wellenlénge Bezeichnung Po lo Abstrahlwin-
kel

280 nm = 5nm DUV280-SD356 45 mwW 600 mA 120°

365 nm+5nm SMB1N-365V 500mW 500 mA 126°

450 nm+10nm  SMB1N-D450 480 mwW 350 mA 130°

830nm+10nm  SMBI1N-830N 280 mW 800 mA 128°

A WO DN B

Tabelle 19: Spezifikationen der optischen Bandpassfilter des entwickelten Fluoreszenzsensors. Alle Bandpassfilter
sind von der Firma Edmund Optics Inc. (Barrington) hergestelit.

Nummer  Wellenlénge Bandbreite Blockung Durchmesser
1 340 nm + 26 nm 0OD6 12,5 mm
2 448 nm + 20 nm 0OD6 12,5 mm
3 525 nm + 15 nm 0OD6 12,5 mm
4 832 nm + 37 nm 0OD6 12,5 mm

In Abbildung 50 sind die elektronischen Komponenten dargestellt. Gesteuert werden diese
durch einen Mikrocontroller. Mit diesem sind die Photodiode mit integriertem Transimpe-
danzwandler (kurz: TIA) sowie vorgeschaltetem Analog-Digital-Wandler (kurz: ADC) ver-
bunden. AuRerdem werden die LEDs auf dem LED-Rad, die Lichtschranken und die Mo-
torsteuerung vom Mikrocontroller angesteuert. Fur eine sequentielle Ansteuerung der LEDs
ist diesen ein Schalter vorgeschaltet. Der Mikrocontroller selbst bekommt seine Befehle von

einem integrierten Linux-Rechner.
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Abbildung 50: Ubersicht der elektronischen Komponenten des Sensors.

Auf dem Linux-Rechner ist die Software zur Steuerung des Sensors hinterlegt. Unter ande-
rem ist hier die Klasse Photoprop definiert. Diese umfasst die Befehle, die an den Mikro-
controller mittels serieller Kommunikation zur Ausfihrung weitergegeben werden. Instan-
ziiert wird diese Klasse in dem Messprogramm. Hier kann der Benutzer unter Verwendung
der in Photoprop hinterlegten Befehle eine Messung planen. Wird das Messprogramm aus-
gefuhrt, steuert dieses tber den Mikrocontroller die einzelnen Komponenten an. Werte, die
wahrend einer Messung generiert werden, werden von dem Linux-Rechner aus dem Mikro-
controller ausgelesen. Der Rechner hinterlegt die Messwerte auf einem Modbus-Server, von
wo aus sie zur weiteren Datenverarbeitung abgerufen werden koénnen. Schematisch ist dieser
Ablauf in Abbildung 51 dargestellt.
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Embedded Linux-Rechner

ﬂ/lessgrogramm

photoprop
mbclient_12 as mbclient
pp = photoprop.photoprop ("/dev/ttyS0")

mbe.start()

def Beispiel():
pp.motorl_referenz ()
pp.motor2_referenz()
count=1

while True:
pp.motorl_geto (FILTER 340)
pp.motor2_goto (LED_280)
val = pp.sqpd(1,4000,4,GAIN_8)
mbc . sendFloat (MB_280_340,val)

mbe . sendFloat (MB_COUNT, count)
K count=count+l

\

mbe = mbclient.client(ip: "127.0.0.1", port: 502)
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Messwert
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motor{l,2}_referenz()
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motor{l,2}_goto(Position)
motor{l,2}_goto_speed (Geschwindigkeit)
motor{l,2}_on()
motor{l,2}_off()
pd (Verstarkung,Wiederholungen)
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Abbildung 51: Prinzipskizze der Software des Sensors. Sowohl der Linux-Rechner als auch der Mikrocontroller
finden sich in der Ubersicht der elektronischen Komponenten wieder (Abbildung 50).

In Tabelle 20 ist ein Beispiel des Source-Codes dargestellt. Das Beispiel bezieht sich auf das

in Abbildung 51 dargestellt Messprogramm. Zunéchst wird eine Referenzfahrt des Filter-

und LED-Rads durchgefiihrt. Anschliellend erfolgt in einer Schleife die eigentliche Mes-

sung. Hierbei werden die Motoren auf die jeweiligen optischen Komponenten eingestellt

und eine Messung durchgeflhrt. Der gemessene Wert wird an den Server ibermittelt und

der Z&hler anschlieRend hochgesetzt.
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Tabelle 20: Beispiel eines Source-Codes zur Ansteuerung des Sensors. Im Beispiel wird eine Messung bei
280 nm/340 nm (EX/EM) durchgefihrt.

def Beispiel(): Bezeichnung des Programms
logging.info("'beispiel”)
logging.info("Motor 1 Referenzfahrt") Referenzfahrt Filter-Rad
pp.motorl_referenz()
logging.info("Motor 2 Referenzfahrt™) Referenzfahrt LED-Rad
pp.motor2_referenz()
count=1 Zahler wird gestartet
while True:
logging.info("'Photodiode Filter 340™) Filter-Rad steuert den 340 nm Filter an und gibt den
pp.motorl_goto (FILTER_340) Text Photodiode Filter 340 aus
logging.info("LED 280") LED-Rad steuert die 280 nm LED an und gibt den
pp.motor2_goto (LED_280) Text LED 280 aus
val = pp.sqpd(1,4000,4,GAIN_8) Messbefehl: LED 1 (280 nm) wird mit einer Inten-

sitdt von 4000 (330 mA) 4mal angesteuert. Das Sig-
nal wird 8fach verstérkt

logging.info(str(val)) Gemessener Wert wird als Text wiedergegeben
mbc.sendFloat(MB_280_340, val) Der gemessene Wert und der Z&hler werden an den
mbc.sendFloat(MB_COUNT ,count) Server uibertragen

count=count+1 Der Zahler wird hochgesetzt

7.4 Methoden

7.4.1 Bestimmung der Exzitations- und Emissionswellenlangen

Fur die Wahl der LEDs und Bandpassfilter werden mittels eines 3D Fluoreszenzspektrums
die Wellenlangen der zu messenden Fluorophore bestimmt. Hierzu wird BSA als Referenz
fur den Protein-Kanal und Riboflavin als Referenz fur den Flavin-Kanal verwendet. Sowohl
BSA und Riboflavin als auch NADH werden in 1x PBS Puffer geldst und mit den in Tabelle
22 gelisteten Konzentrationen mit dem Fluoreszenzspektrometer nacheinander vermessen.
Die Gewdhlten Parameter sind in Tabelle 21 gelistet. Uber die Bestimmung des Maximums

des Spektrums wird die Wellenlange fiir die LEDs und Bandpassfilter ermittelt.
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Tabelle 21: Bestimmung der Exzitations- und Emissionswellenldngen. Spezifikationen der Messungen.

BSA NADH Riboflavin
Konzentration 4-10* mol-L? 1-10* mol-L* 8-10° mol-L*!
PMT-Spannung 700 V 900 Vv 700 V
Abtastrate 12.000 nm'min* 12.000 nm'min* 12.000 nm'min!
Exzitations-Slit 5nm 5nm 5nm
Emissions-Slit 5nm 5nm 5nm

7.4.2 Linsenpositionierung

Die Linsenpositionierung erfolgt auf einer optischen Bank (Abbildung 52). Hier werden
Lichtleiter, Linse und LED fixiert und kénnen sowohl in Héhe sowie in Entfernung zuei-
nander exakt eingestellt werden. Zur Ermittlung des idealen Abstands werden diese zwi-
schen den Komponenten variiert. Die Signalmessung erfolgt gegen einen Laserspiegel.
Hierzu wird der Lichtleiter im 90° Winkel auf den Spiegel gerichtet und die Reflexion an
der Photodiode gemessen. Die Messungen finden abgedunkelt statt, um den Einfluss von

Umgebungslicht auszuschlieRen.

Abbildung 52: Aufnahme der optischen Bank zur Optimierung der Lichteinkopplung in den Lichtleiter. Alle
Komponenten kdnnen exakt ausgerichtet werden und sind fixiert.

7.4.3 Kalibrationen

Fir die Kalibration des Sensors wurden Stammlésungen an Riboflavin, NADH, BSA und
Chininsulfat in den jeweiligen Konzentrationen angesetzt (Tabelle 22). Hierzu wurde die
entsprechende Menge in 1xPBS Puffer suspendiert und gegebenenfalls der pH-Wert mit
NaOH oder HCI eingestellt.

96



Anhang

Tabelle 22: Konzentrationen der verwendeten Stammlésungen.

Fluorophor Konzentration (mol-L?)  Einwaage g pro 100ml
Riboflavin 8:10° 0,003
NADH 1-10* 0,007
BSA 5-10* 3,32
Chininsulfat 810 0,03

Fur die Kalibrationsreihe wurden aus den Stammldsungen die Verdinnungen erstellt und
300 pl der einzelnen Verdiinnungen in eine schwarze Mikrotiterplatte pipettiert. Die Proben
wurden in absteigender Konzentration nacheinander mit dem Sensor vermessen. Die Mes-
sungen wurden in einer Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die Messergebnisse wurden an-

schlieRend gegen die Konzentration in einer doppellogarithmischen Skalierung aufgetragen.

7.4.4 Einfluss der LED Leistung

Zur Bestimmung des Einflusses der LED-Intensitét auf die Fluoreszenz wird eine Ribofla-
vin-L6sung (4-10° mol-L) angesetzt. Die Exzitation erfolgt bei 450 nm und die Emission
bei 525 nm. Die Intensitat der LED wird zwischen 10 mA bis 320 mA variiert und die Flu-
oreszenzintensitat gemessen. Es erfolgt eine Dreifachbestimmung. Die gemessenen Fluores-

zenzintensitaten werden gegen die LED-Intensitét aufgetragen.

7.4.5 Einfluss des Umgebungslicht

Um den Einfluss des Umgebungslichts zu testen wird tber 24 Stunden gemessen. Folgende
Kombinationen werden abgefahren: 365 nm/340 nm, 450 nm/450 nm, 830 nm/830 nm
(EX/EM). Die LED Intensitat wurde um 75% gesenkt. Der Lichtleiter wurde auf ein Filter-
papier gerichtet mit einem Abstand von 5 cm, um ein Ubersteuern der Photodiode zu ver-
meiden. Das Messintervall wird auf 40 s eingestellt. Die gemessenen Intensitaten werden

gegen die Zeit aufgetragen.
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7.4.6 Langzeitstabilitat

Zur Uberprifung der Langzeitstabilitat der Sensorelektronik und der Software wird der
Lichtleiter in einem lichtundurchldssigen Referenzkorper positioniert und eine Messung
uber 48 h gestartet. Bei der Messung handelt es sich um eine Messung des Streulichts. Dem-
entsprechend wird kein Bandpassfilter vor der Photodiode eingesetzt. Auf der LED Seite
werden alle vier LEDs pro Messzeitpunkt angesteuert. Nach 100 Messungen erfolgt sowohl
flr die Photodiode als auch fiir die LEDs eine Referenzfahrt. Wéhrend der Messung des
Streulichts wird zusétzlich die Temperatur mit einem Temperatursensor gemessen, um aus-
zuschlieRen, dass die Temperatur einen Einfluss auf die Messung hat. Die gemessenen Werte
werden gegen die Zeit aufgetragen und mit einem Savitzky-Golay-Filter der Fensterbreite

50 geglattet.

7.4.7 Einfluss der Stromungsgeschwindigkeit

Um den Einfluss der Stromungsgeschwindigkeit auf den Sensor zu testen, wird der Sensor
in einer Durchflusskammer eingefiihrt. Die Kammer wird mit 8-:10° mol-L Riboflavin ge-
fullt und mit einem Vorratsgefal verbunden. Es werden Volumenstrome von 0 bis
7,5 mL-min getestet und ein Flavinsignal tiber 5 min nach Einstellung des Volumenstroms
aufgenommen. Der Versuch wird sowohl mit zunehmenden als auch mit abnehmenden Vo-
lumenstrom durchgefiihrt und die ermittelten Intensitaten gegen den Volumenstrom aufge-
tragen. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 53 dargestellt. Der Sensor wird so in der Fliel3-

kammer fixiert, dass dieser nicht mit dem Boden der Kammer in Kontakt kommit.
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Vorratsgefal Fluoreszenzsensor

Abbildung 53: Versuchsaufbau fur die Bestimmung der Strémungsstabilitat des Fluoreszenzsensors. Links: FlieR3-
kammer mit angeschlossenem Vorratsgefa und Pumpe. Das geldste Fluorophor wird von rchts nach links durch
die FlieRkammer gepumpt. Rechts: Schematische Darstellung der FlieRkammer mit Positionierung des Fluores-
Zenzsensors.

7.4.8 Einfluss der Temperatur

Fur die Bestimmung des Temperatureinflusses auf die Fluoreszenz wird Riboflavin der Kon-
zentration 8-10° mol-L im Gefrierschrank runtergekiihlt. AnschlieRend wird der Fluores-
zenzsensor sowie eine Temperatursonde in der Losung platziert und diese auf einem Mag-
netrihrer langsam hochgeheizt. Die Messung der Fluoreszenz wird bei 450/525 (EX/EM)
durchgefuhrt. Die ermittelten Werte werden im Anschluss an die Messung gegen die Tem-

peratur aufgetragen.

7.4.9 Spezifitat der Messkandle

Um die Spezifitat der Messkanéle zu testen werden erneut Kalibrationsmessungen durchge-
fuhrt. Hierbei werden alle Kandle fiir die Messung verwendet. Die Messungen erfolgen in
BSA, NADH und Riboflavin. Die einzelnen Konzentrationen werden in einer schwarzen
Mikrotiterplatte vermessen, um den Einfluss des Umgebungslichts zu minimieren. Um einen
moglichen Pipettierfehler gering zu halten, werden die Proben auf 10 mL angesetzt. Die
Messung der Proben erfolgt in einer schwarzen Mikrotiterplatte mit allen Kanélen. Fir die
Auswertung wird zusétzlich die Korrelation der Daten zwischen relativer Fluoreszenzinten-
sitdt und Konzentration ausgewertet. Dies ermdglicht Rickschlisse auf den Einfluss der

Fluorophore aufeinander.
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7.4.10 Selektivitat der Messkanéle

Der Einfluss der Fluorophore aufeinander wird in Anlehnung an eine Hauptkomponen-
tenanalyse durchgefuhrt. Mittels eines Design of experiments werden die Mischverhaltnisse
fir die Fluorophore BSA, NADH und Riboflavin basierend auf dem zuvor bestimmten line-
aren Messbereich berechnet. Das Schema der Mischverhéltnisse ist Tabelle 23 zu entneh-
men. Insgesamt wurden 19 Proben in PBS-Buffer angesetzt und mit dem Fluoreszenzsensor
vermessen. Der Protein- sowie der NADH-Kanal wurden mit einem Verstarkungsfaktor von

8 und der Flavin-Kanal mit einem Verstarkungsfaktor von 1 verwendet.

Tabelle 23: Konzentrationen der einzelnen Fluorophore fiir die Bestimmung der Selektivitat des Sensors.

Probennummer BSA (mol-L?) NADH (mol-L?) Riboflavin (mol-L?)
1 2-10° 2-10° 2-10°
2 1-10° 6-10° 4-10°
3 2:10° 0 6:10°
4 4-10° 1-10° 0
5 6:10° 4-10° 2:10°
6 0 2:10° 1-10°
7 2-10° 2-10° 2-10°
8 4-10° 6-10° 0
9 2:10° 4-10° 6:10°

10 1-10° 2:10° 4-10°
11 0 1-10° 1-10°
12 6:10° 0 2:10°
13 2:10° 2:10° 2:10°
14 4-10° 1-10° 0

15 6-10° 6-10° 4-10°
16 2:10° 0 6-10°
17 0 4-10° 2-10°
18 1-10° 2-10° 1-10°
19 2:10° 2:10° 2:10°

Die Auswertung der Messergebnisse erfolgt Uber die Korrelation der Messwerte sowie im
Falle des NADH-Kanals unter Aufstellung einer Regression. Hierzu wurde der Solver

(Microsoft Office Excel) verwendet.
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7.4.11 Immobilisierung Alginat

Fur die Erstellung eines Modellbiofilms wird zunéchst eine 2,1 - 4 % (w/v) Alginat-Lésung
hergestellt. Hierzu wird Alginat in ddH-O unter Riihren geltst. Die Losung wird tGiber Nacht
bei 4°C gelagert, um die Luftblasen zu entfernen. Die Immobilisierung des Alginats erfolgt
mittels 100 mM CaCl,. Hierzu wird Filterpapier mit CaCl, getrankt und die Alginatlésung
raufgegossen. Ein weiteres getranktes Filterpapier Uberschichtet die Alginatlésung. Die Im-

mobilisierung wird fiir 60 min bei 4°C durchgefihrt.

7.4.12 Vergleich der Fluoreszenz zwischen suspendiertem und immobilisiertem
Riboflavin

Fur die Bestimmung der Moglichkeit des Fluoreszenzsensors in der Tiefe zu messen, wurde
8:10° mol-L? Riboflavin mit 2 % (w/v) Alginat im Verhaltnis 1:3 gemischt und auf CaCl;
getranktes Filterpapier auf eine Schichtdicke von 1 cm ausgegossen. Nachdem das Gel aus-
gehartet ist, wird es abgedunkelt bei 450/525 nm (EX/EM) mit dem Fluoreszenzsensor ver-
messen. Die Messung wird 0,5 cm tief im Gel, direkt an der Geloberflache sowie in einer
Riboflavin-1x PBS-Ldsung (Mischverhaltnis 1:3) durchgefiihrt.

7.4.13 Enzymatische Umsetzung von Pyruvat

Fur den Einsatz des Sensors wahrend der enzymatischen Umsetzung von Pyruvat zu Lactat
werden 0,01 mol-L? Pyruvat, 0,001 mol-L"* NADH sowie 2 U-mL* Lactatdehydrogenase
angesetzt. In einer schwarzen Mikrotiterplatte werden zundchst in einem Well 250 pL
Pyruvat und 25 uL NADH sowie in einem weiteren Well 270 pL Pyruvat und 10 uL NADH
vorgelegt. Es wird ein Grundsignal mit dem NADH-Kanal des Fluoreszenzsensors aufge-
nommen. 25 pL bzw. 20 pL Lactatdehydrogenase werden zu der Mischung gegeben und das
NADH Signal bis zum Ende der Reaktion aufgezeichnet. Die gemessenen Werte werden im

Anschluss an die Messung gegen die Zeit aufgetragen.
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7.4.14 Biofilmkultivierung in der mikrobiellen Brennstoffzelle

Fur die Kultivierung eines abwasserbasierten Biofilms wird zunachst artifizielles Abwasser
hergestellt. Das artifizielle Abwasser wird nach Tabelle 10 angesetzt und der pH-Wert auf
6,5 eingestellt. Die Natriumacetat Losung wird separat hergestellt. Artifizielles Abwasser
sowie Natriumacetat werden autoklaviert Die Vitaminldsung und die Minerallésung werden

separat angesetzt und sterilfiltriert.

Die Kultivierung wird in einem 500 mL Vierhals-Rundkolben durchgefiihrt. Hierzu werden
zundchst die Graphitelektroden und die Referenzelektrode in den Rundkolben positioniert
und die Halse mit Silikonstopfen verschlossen. Uber den vierten Hals werden 50 mL Ab-
wasser mit den restlichen Komponenten gegeben. Fur die Anaerobisierung wird die Kultur
eine Stunde mit Stickstoff unter Ruhren begast. AnschlieRend wird der Hals mit einem Sili-
konstopfen verschlossen und alle Hélse zusatzlich mit Silikonkleber abgedichtet. Die Kulti-
vierung findet bei 37°C und 150 rpm statt. Die Spannung wird mittels eines Potentiostaten

angelegt und die aktuelle Stromspannung und Stromstéarke gemessen.

Nachdem ein Zyklus durchlaufen ist, wird das Medium gewechselt. Hierzu werden 50 mL
der Kultur als Animpfmaterial verwendet. Es wird erneut mit Stickstoff fiir eine Stunde be-

gast und alles luftdicht verschlossen.

7.4.15 Bestimmung der optischen Dichte

Die Bestimmung der optischen Dichte erfolgt bei 600 nm im Spektrophotometer. Hierzu
wird 1 mL der Probe direkt nach der Entnahme in einer Kivette vermessen. Gemessen wird
gegen 0,9 % NaCl-Losung (w/v). Die Messung erfolgt im linearen Messbereich von 0 AU
bis 0,6 AU. Ubersteigt die gemessene Probe diesen Wert, wird die Probe mit 0,9 % NaCl

Ldsung verdlnnt.

7.4.16 Kultivierung von S. cerevisiae im Schittelkolben

Fir die Kultivierung im Schiittelkolben wird zundchst eine Vorkultur ber Nacht angesetzt.
Alle Arbeiten erfolgen unter sterilen Bedingungen. Die Vorkultur wird in einem Schittel-
kolben ohne Schikanen mit SD Medium angesetzt. Der Kolben wird mit S. cerevisiae aus

einer Cryokultur angeimpft und tber Nacht bei 30°C und 180 rpm inkubiert.
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Die Hauptkultur wird in einem 250 mL Kolben ohne Schikanen angesetzt. 100 mL SD-Me-
dium werden vorgelegt und der Kolben mit einer ODs00o=0,2 aus der Vorkultur angeimpft.
Um den Fluoreszenzsensor fir die Analyse der Kultivierung einzusetzen, wird durch den
Kolbendeckel eine Hilse gefiihrt, in welche am Ende ein 500 um Quarzglasscheibe einge-
lassen ist. Der Hulse ragt an ihrem Enden in das Medium. Der Lichtleiter wird in dieser
Hiulse fixiert und der Kolben im Schuttelinkubator auf dem SFR vario platziert. Die Kulti-
vierung wird bei 100 rpm und 30°C durchgefuhrt. Der Fluoreszenzsensor wird auf ein
Messintervall von 20 s eingestellt. Zusatzlich zu den Fluoreszenzmessungen von NADH,
Flavin und Proteinen werden der pO2- und pH-Wert tiber Spots im Boden des Kolbens ge-
messen. Hier ist zu berlicksichtigen, dass sich die Messintervalle nicht tberlagern, damit die
Messungen des Fluoreszenzsensors nicht gestort werden. Sowohl die Messwerte des SFR
vario als auch die des Fluoreszenzsensors werden gegen die Zeit aufgetragen. AuBerdem
werden die Messwerte des Fluoreszenzsensors mittels eines Savitzky-Golay-Filters der

Fensterbreite 50 geglattet.

7.4.17 Induzierte Anderung des Metabolismus von suspendierter Backerhefe

Backerhefe wird in 1xPBS Puffer suspendiert und zweimal gewaschen (5 min, 10.000 rpm).
Als Medium wird Schatzmann-Puffer mit 10 g-L"* Glukose verwendet. Das Hefepellet wird
in 200 mL Schatzmann-Medium resuspendiert und eine ODsgo= 15 eingestellt. Als Ver-
suchsaufbau wird ein 250 mL Vierhalskolben verwendet. Uber die Hélse des Kolbens wer-
den der Fluoreszenzsensor und die pO2-Sensoren in der Losung positioniert. Des Weiteren
wird ein Mikrosparger fur die Begasung eingefiihrt. Der Mikrosparger ist mit einem Gasmi-
scher verbunden, mit welchem zwischen Stickstoff und Sauerstoff Begasung gewechselt
werden kann. Die Flussrate wird auf 100 mL-min eingestellt. Fiir eine stérungsfreie Mes-
sung wird der Kolben vollstandig abgedunkelt. Das Medium wird dauerhaft mit einem Riihr-
wal gerlihrt. Die gemessenen Werte werden gegen die Zeit aufgetragen und die Fluoreszenz-

messwerte zusatzlich mit einem Savitzky-Golay-Filter der Fensterbreite 50 geglattet.
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7.4.18 Induzierte Metabolismusanderung bei immobilisierter Backerhefe

Fur das Immobilisat der Backerhefe wird diese zundchst in 1x PBS Puffer zweimal gewa-
schen (5 min, 10.000 rpm) und das Pellet anschlieRend in Citratpuffer auf eine ODgo=30
eingestellt. Die Puffer-Hefesuspension wird im Verhéltnis 1:2 mit 3% (w/v) Alginat ge-
mischt und die Mischung auf ein in CaCl> getranktem Filerpapier gegossen (Hohe: ca. 2 cm).
Es wird mit 200mM CacCl; uberschichtet. Das Gel wird 1 h bei 4°C ausgehértet.

Der Kolben wird vorbereitet. Zitronensaurepuffer wird mit 10 g-L"* Glukose in einen 250ml
Vierhalskolben gegeben (Volumen=200 mL). Die Begasung erfolgt iber einen Mikrospar-
ger mit 100 mL-min’!, welche an Sauerstoff und Stickstoff angeschlossen ist. Zwischen den
Gasen kann mittels eines Dreiwegeventils gewechselt werden. Die kalibrierten pO2-Senso-

ren werden in den Kolben eingefiihrt.

Aus dem Gel wird eine kreisrunde Flache ausgestanzt und im additiv gefertigten Halter fi-
xiert. Der Halter mit Gel wird im Vierhalsrundkolben positioniert und der Fluoreszenzsensor
im Gel fixiert. Der Kolben wird vollstandig abgedunkelt. Das Messintervall des Fluores-
zenzsensors wird auf 60 s eingestellt. Die Messung erfolgt mit allen vier Kanélen. Die ge-
messenen Werte werden gegen die Zeit aufgetragen und die Fluoreszenzmesswerte zusatz-

lich mit einem Savitzky-Golay-Filter der Fensterbreite 50 gegléttet.

7.4.19 HPLC-Methode
Zur Bestimmung der Acetat-Konzentration wird eine HPLC-Analyse durchgefiihrt. Die Ein-

stellungen sind in Tabelle 24 zusammengefasst.

Tabelle 24: Einstellungen der HPLC zur Bestimmung von Acetat.

Parameter Einstellung

Séule Animex HPX-87H, 300 - 7,8 mm
Eluent 0,005 M H2SO,

Flussrate 0,6 mL - min*

Temperatur 55°C

Detektion 210 nm (UV)

Injektionsvolumen 100 pL

Zeit 25 min
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7.4.20 GC-Methode

Die Bestimmung der Ethanol-Konzentration erfolgt mittels GC. Die Séule Petrocol DH
(100 m - 0,25 mm) wird in einem split-ratio Verfahren verwendet. Es werden zweimal je
0,1 pL auf die Saule injiziert (Injektionstemperatur 180°C). Es wird ein Temperaturgradient
gefahren. Die Starttemperatur der Sdule betragt 50°C (Haltezeit 5 min) und die Heizrate auf
eine Endtemperatur von 200°C betragt 10°C/min. Die Endtemperatur wird 5 min gehalten.
Als Detektor wird einen Flammenionisationsdetektor mit einer Detektionstemperatur von

250°C verwendet. Die Flussrate betragt 60 cm-s™.

7.4.21 Kultivierung eines abwasserbasierten Biofilms

Die Kultivierung des Biofilms erfolgt in einer Durchflusskammer. Als Aufwuchsflache wird
in der Durchflusskammer eine Graphitplatte positioniert. Der Sensor wird auf diese Flache
in einem Abstand von 2 mm gerichtet und fixiert. SD-Medium wird im Vorratsgefal vorge-
legt und die Flussrate auf 7 mL-min™ eingestellt. Mit Beginn des Versuchs wird die Fluores-

zenzmessung gestartet und mit allen vier Kanalen gemessen.

Nach Signalkonstanz wird das Medium gewechselt Hierzu wird zunéchst das Medium ab-
gepumpt und anschlie}end frisches Medium im Vorratsgefal vorgelegt. Die Flussrate wird
wieder auf 7 mL-min! eingestellt. Nach 240 min wird das Medium erneut abgepumpt und
die Graphitplatte aus der Durchflusskammer genommen. Die Graphitplatte wird unter dem
3D-Mikroskop betrachtet. Zusatzlich wird ein Teil der aufgewachsenen Schicht mit einem
Spatel von der Graphitplatte gekratzt und unterm Mikroskop analysiert. Fur die Auswertung
werden die gemessenen Werte gegen die Zeit aufgetragen und die Fluoreszenzmesswerte

zusatzlich mit einem Savitzky-Golay-Filter der Fensterbreite 50 gegléattet.
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7.4.22 Vorbereitung der Polymerfasern

Die Polymerfasern, welche sowohl fir die Messung des pH-Werts als auch des pO, verwen-
det werden, werden im Vorfeld der Messungen vorbereitet. Hierzu wird die Endfl&che der
Fasern zun&chst mit Feinstschleifpapier poliert. Der Prozess wird mehrfach mit zunehmend
kleineren Schleifpaieren durchgefuhrt, um eine plane Flache zu erhalten. Nach dem Schlei-
fen der Fasern, werden die Spots auf der Endflache fixiert. Hierzu wird die Endflache mit
Silikonkleber benetzt und der Spot angedriickt. Die Trockenzeit fur die beklebten Sensoren

betragt 48 h und wird aufgrund der Lichtempfindlichkeit im Dunklen durchgefihrt.

7.4.23 Kalibration der pO2-Sensoren

Fur die Kalibration der Sensorspots wird eine Zwei-Punkt-Kalibration durchgefiihrt. Hierzu
wird zum einem 1 g Natriumsulfit in 200 mL ddH.O geldst, mit 50 pL Cobaltnitrat versetzt
und bis zur Verwendung luftdicht verschlossen. Zum anderen wird eine 100 % gesattigte
Losung angesetzt. Hierzu werden 100 mL ddH2O 15 min mit reinem Sauerstoff begast. Die
Kalibration der Sensorspots erfolgt mit der Software Oxy-4 mini (PreSens GmbH, Regens-
burg). Zunéchst wird der 100 % Wert bestimmt. Der Lichtleiter mit fixiertem Sensorspot
wird flir 5 min in die Lésung getaucht und eine Messung durchgefiihrt. Sobald die Amplitude
konstant ist, wird der 100 % Wert aufgenommen. Gleiches erfolgt mit der sauerstofffreien

Losung fur den Nullwert.

7.4.24 Kalibration der pH-Sensoren

Fur die Kalibration der pH-Sensorspots werden 5 Referenzlésungen unterschiedlicher pH
Werte angesetzt. Hierzu werden pH Pufferlésungen mit pH 4, pH 7 und pH 9 verwendet.
Fur zwei weitere Werte werden die Losungen gemischt und der pH Wert mittels des pH-
Meters ermittelt. Anschlielend werden alle Lésungen mit dem zu kalibrierenden Sensor bis
zur Amplitudenkonstanz gemessen und aus den ermittelten Werten mittels der herstellerei-

genen Software die Kalibrationskurve erstellt.
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7.4.25 Messungen des pH- und pO2-Werts in einem Modellbiofilm

Fir die Testung der optischen pH- und pO2-Sensoren wird als Modellbiofilm 2 % (w/v) Al-
ginat immobilisiert. Das Gel wird im Reaktor bzw. in der Durchflusskammer fixiert und die
Sensoren sowohl im Gel als auch in der Umgebung platziert (Abbildung 54). Als Fluid wird
1xPBS-Puffer verwendet, welches mit 7,5 mL-min durch die Durchflusskammer gepumpt
wird. Fur die pO2-Messung findet die Begasung uber einen Mikrosparger statt, welcher an
einen Gasmischer (Flussrate=100 ml-min™) angeschlossen ist. Bei der Durchflusskammer
findet die Begasung in einem externen Vorratsgefal statt. Die pH Wert Anderung erfolgt
durch Zugabe von 1 M NaOH bzw. 1 M HCI.

Abbildung 54: CAD Design der additiv gefertigten Halterung fiir den Reaktor.
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9 Unterstutzende Arbeiten

Im Rahmen der Promotion wurden folgende Abschlussarbeiten betreut:
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DoE zur Bestimmung der Selektivitat des Sensors  Dr. Dorte Solle

Durchfiihrung der HPLC und GC Martina Weil3

Elektrischer Aufbau des Sensors und Softwareent-  Dipl.-Ing. Thorleif Hentrop und Kai Patzer
wicklung

Konstruktion der FlieRkammer und mechanischer Thorsten Strempel
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