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Untersuchung von Biofilmen mit dem Rasterkraftmikroskop 
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1. Einleitung 

Technische Prozesse können erheblich durch Biofilme 
beeinflußt werden und spielen in weiten Bereichen der 
Technik und Biotechnologie eine große Rolle / 1, 2/. Ein 
zentrales Problem beim Einsatz von Werkstoffen in bio
logischen Systemen ist di e Ansiedlung von Zell en und 
deren Stoffwechsel produkten auf Festkörperoberfl ä
chen. Erst hiervon gehen alle nachfolgenden Reaktionen 
aus, wie Kontamination von Implantaten und medizini
schen Geräten, Biokorrosion und die Bildung von Bio
film en in techni schen Geräten. Techni sche Prozesse 
können erheblich durch Biofilme beeinflußt werden und 
spielen in weiten Bereichen der Technik und Biotechno
logie eine große Rolle. 
Die Fähigkeit, die unterschiedli chsten Oberfl ächen und 
Mate riali en rasch zu bes iedeln, bietet vielen Mikroo r
ganismen einen erheblichen Selektionsvorteil, weil sie 
sich permanent unmittelbar in der Nähe einer Nährstoff
quelle aufhalten können und nicht mit dem strömenden 
Medium weiter t ransportiert we rden. Dabei spielt die 
Anwesenheit von Sauerstoff ke ine Rolle. Biofilme wer
den technisch vor all em in der Umwelttechnik zur Rei
nigung von Abwasse r und Abluft genutzt. Dabei kom
men vor all em Kunststoffoberfl ächen in Form von Rin
gen oder Wellplatten aus pve oder PP zum Einsatz . In 
der Biotechn ologie wird dagegen bevorzugt poröses 
Glas zum Rü ckhalt von Mikroorganismen oder als Auf
wuchsmaterial fiir ti erische oder pflanzliche Zellen ge
nu tzt . In beiden Fä llen wird erreicht , daß die Aufe nt
haltszeit der Mikroorganismen von der Verweil ze it des 
Mediums im Reakto r entkoppelt wird. 
Unerwünscht ist dagegen die Bildung von Biofilmen beim 
Einsatz von Werkstoffen in biologischen Systemen und 
in der Hygienetechnik. Eignungsun te rsuchungen und 
qualitative Überprüfung von mikrobiell em Bewuchs an 
Oberflächen erfolgen bislang meist dUl"Ch einfache licht
mikroskopie von besiedelten Objektträgern in den unter
schi edli chsten Medien oder durch Un te rsuchung von 
abgeschabtem Material (Plaques), von abgelösten Flocken 
und Zellverbänden oder durch Entnahme von Trägerma
te ri al und Überprüfung im Rasterelektronenmikroskop. 
Die häufig gefund ene Polymermatrix aus Kohlenhydraten 
oder Protein-Präzipitaten der Biofilme adsorbiert vor al
lem Nährstoffe fiir das Wachstum der fi xierten Orga nis
men und schü tzt sie zugleich vor Angri ffe n durch das 
Immunsystem. Diese Tatsache erschwert den Einsatz von 
künstlichen medizinischen Implantaten, die späte r als 
Oberfl äche fiir die Bildung von pa thogenen Biofilmen 
dienen können. In der Verfa hrenstechnik können Biofilme 
Oxidations- oder Redukt ionsreaktionen (Biokorros ion) 
auslösen oder die Funktion von techni schen Anlagen 
oder Apparaten bis hin zu voll ständigen Verstopfungen 
beeinträchtigen (Biofouling). 
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Die in der Biotechnologie eingesetzten Werkstoffe müs
sen bestimmten technischen und biologischen FOI-de
runge n genügen. Die Klärung der Ad häs ionsmecha
nismen der Bakteri en auf unte rschi edlichen Werkstoff
oberfl ächen und des sich aus einem ersten Zell haufen 
entwickelnden Biofilm s sowie die Reaktionen und die 
Transportmechanismen an und in ihm sind die Voraus
setZl111g zur Interpretation der Werkstoffschädigung 
und des Ze llve rhalte ns. Neben der konve nti one llen 
Li cht- und Rasterelektronenmikroskopie steht mi t der 
Raster-Kraft-Mikroskopie (SFM) ein neues Ve rfahren zur 
Abbildung von Oberflächen biologischer Systeme mit 
hoher Auflösung /3 -5/ zu r Ve rfligung. Ziel der Arbei
ten ist es , mit dem SFM Untersuchungen von Biofilmen 
auf verschiedenen Werkstoffoberflächen durchzufiihren. 
Hierzu ist es notwendig, di e Raste r-Kraft-Mikroskopie 
an die Besonderheiten biologischer Stru kturen anzupas
sen. Aufgrund dieser Oberfl ächenuntersuchungen las
sen sich dann geeignete Werkstoffe und Beschichtun
gen flir den Einsatz in biologischen Systemen auswäh
len. 

2. Wachstum der Biofilme 

In wäßr igen Nährmedi en wurden mit ve rschi edenen 
Bakteri enarten mi krobiell e Filme auf unterschiedli chen 
Mate ri alien wie Dickglas, Kerami k, Sili zium und Molyb
dänblech erzeugt. Auf diesen Materiali en wurden gezielt 
Biofilme mit Stäbchenbakterien und Purpur-Schwefel
bakteri en /6, 7/ aufgewachsen. Di e Mikroo rganismen 
Bacillus subtili s sporLlm sind ein gram posit ives, ae ro
bes sporenbildendes Stäbchen. Die 250 ml Erlenmeyer
kolben wurden zunächst mi t den un te rschi edli chen 
Mate ria lt räge rn bei 12 1°e autoklaviert und anschli e
ßend mit ca . 100 ml DEV-Standa rd- Nährboullion beflill t. 
Sie wurden aus einer loga ri thmisch wachsenden Kultur 
auf eine Dichte von 108 Keime/mi beimpft . Anschli e
ße nd wurd e bei 37 oe stehend über 48 hinkubi ert. 
Nachdem die Kolben dicht bewachsen waren, wurden 
die Materi alträge r entnommen und die Biofi lme einer 
Gefri ertrocknung unterzogen. 
Zur Untersuchung der Bildung anaerober Biofi lme aus 
Mischku lturen auf ve rschiedenen Träge rn wurde eine 
Probe von kommunalem anaeroben Klärschlamm in ein 
3 I Standgefciß gefii ll t , lu ftd icht ve rschlossen und bei 
Ra umtemperatur ca . 18-20 oe über 3 Monate stehenge
lassen. Das entstehende Biogas mit einem Methanante il 
vo n 50 bis 65 96 wurde aufgefa ngen und di e Gaspro
duktion aufgezeichnet. Nach 3 Monaten ka m die Gas
produktion praktisch zum erli egen. Es wurde eine dich
te Besiedlung der Glasoberfl äche über dem Schlamm
bett mit Purpur-Schwefelbakte ri en beobachtet . Die 
Aufw uchsträger waren so positionie rt, daß sie nicht in 
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das Sed iment eintauchten, sondern sich in dem mehr 
oder weniger klaren Überstand befanden. Nach weite
ren 4 Wochen wurden die Probenträger entnommen, 
mit einer Gefriertrocknung eine Fixierung durchgefiihrt 
und auf Bewuchs untersucht. 

Das Wachstumsverhaltenmikrobieller Beläge wurde mit 
Li chtmikroskop ie und Raster-Kraft-Mikroskopie unter
sucht. 

3. Raster-Kraft-Mikroskopie (SFM) 

Die Abbildung kleiner Strukturen ist seit Jahrhunderten 
eine Herausforderung tiir den menschlichen Erkenntnis
drang. Wichtige Etappen der Entwicklung der Mikros
kopie sind in Abb. 1 dargestell t. Die Anwendung von 
Vergrößerungsgläsern fiihrte schließlich im 16.Jahrhun
dert zum Bau erster, aus zwei Linsen bestehender Licht
mikroskope. Bereits Leeuwenhoek nutzte dieses einfa
che optische Gerät zur Untersuchung von Bakterien und 
roten Blutkörperchen. Inzwischen hat die Lichtmikros
kopie mit der Entwicklung von Polarisations- und Laser
mikroskopen sowie mit der konfokalen Lichtmikros
kopie eine enorme Verbesserung erfahren. Ein weiterer 
Meilenstein bei der Erforschung des Mikrokosmos ist 
die Anwendung der Elektronenstrahlen zur Abbildung 
kleinster Strukturen. Auflösung und Vergrößerung wer
den im Vergleich zur Lichtmikroskopie um Größenord
nungen übertroffen. Damit sind Rasterelektronen- (SEM) 
und Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) heut
zutage bei der Untersuchung organischer und anorga
ni scher Mikro- und Nanostrukturen wichtige Standard
techniken . Mit hochauflösenden Geräten lassen sich 
Details im Sub-Nanometerbereich nachweisen. Aller
dings sind aufwendige Präparationstechniken fiir die 
Untersuchungen im Elektronenmikroskop notwendig. 
Lebende Objekte lassen sich mit der Elektronenmikros
kopie nicht untersuchen. 

Anfang der 80iger Jahre wurde mit dem Raster-Tunnel
Mikroskop (STM) /8/ ein neu es Prinzip der Oberflächen
analyse gefimden . Dabei wird die Oberfläche von Ma-
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terialien mit einer feinen, priizise gesteuerten nadelför
migen Spitze abgeraste rt. Der zwischen Sp itze und 
Oberfliiche fli eßende Tunnelstrom wird registriert und 
zur Abbildung der Oberflächenstruktur verwendet. Die
se verb lüffend e Id ee der Ausnutzung von Qua nten
effekten tiihrt unter Einbeziehung anderer Wechselwir
kungsmechani smen wie z. ß. ato maren Wechselwir
kungskräften, magnetisch en und elektrochem ischen 
Wechselwirkungen oder thermischen Feldern zu einer 
ganzen Fami lie sogenan nter Rastersondenverfahren . 
Diese Oberflächenana lyseverf~lhren zeichnen sich durch 
eine hohe late ral e Auflösung der Oberflächentopo 
graphie, ge ringen Präparationsaufwand und einfache 
Handhabung aus /9, 10/. 

/lbb. 2: Raster-Kratt-Mikroskop: (0) Geriiteset 

In Abb. 2 ist das Raster-Kraft-Mikroskop (SFM), e in 
Nanoskop der Firma digital instruments, wie es an der 
TFH Wildau verfiigbar ist, dargestellt . Das Funktions
prinzip des SFM basiert auf der Registrierung der absto
ßenden bzw. anziehenden Kräfte zwischen einer atomar 
feinen Sondenspitze und der Probenoberfläche, die da
durch entsteht, daß sich die Elektronenwolken beider 
Materialien überlappen . Die registrierten Wechselwir
kungskräfte li egen im Bereich von 0,05 nN bis 70 nN. 
Mit diesem Verfahren ist es möglich, sowohl elektri sch 
leitende als auch nichtleitende Proben zu untersuchen. 
Die Abtastung der Oberfläche kann in Luft, im Vakuum 
und in Flüssigkeiten erfolgen. Dies hat den Vorteil, daß 
aufwendige Präparationsarbeiten wie fiir das Elektro
nenmikroskop entfall en und auch lebende Objekte un
tersucht werden können. So können Materialober
flächen bis hin zu atomaren Details / 11 / als auch kom
plexe biologische Systeme /3 - 5/ in ihrer physiologi
schen Umgebung abgebildet werden . 

In Abb. 2 b ist das eigentli che Funktionsprinzip des SFM 
dargestell t. Ein Laserstrahl wird auf die Spitze des fle 
xib len Cantilevers fokussiert und auf eine zweigete ilte 
Fotodiode abgebildet. Die feine, pyramidenförmige 
Tastspitze (Abb . 2 cl, die hi er mit dem Rasterelektro
nenmikroskop abgeb ildet wurde, befindet sich an einem 
dünnen Hebelarm mit extrem kleiner Federkonstante 
und raste rt die Probenoberfläche punktförmig ab. Ve r
schied ene Materialien wie Si3N4 , Sili zium- oder Dia
manteinkristall e untersch iedli cher Form werden als Abt-
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Abb. 2: Raster-I<raft 
Mikroskop: (b) Fu11kU011s 
prinzip, {c) pyramiden 
jormige Spitze aus Sip,, 
mifge11omme11 im Raster 
elektronenmikroskop bei 
7.000facher Vergrößerung. 

astspitzen verwendet. Über die Piezoaktuatoren wird 
die Auflagekraft der Spitze mit einem geeigneten Feed 
back so gesteuert, daß sie konstant bleibt. Auslen 
kungen der Spitze bzw. des Hebelarmes infolge des geo 
metrischen Oberflächenprofils werden mit dem Ab 
standssensor als Änderungen registriert. Die durch 
das Oberflächenprofil verursachte Verbiegung des Can 
tilevers wird optisch nachgewiesen, wobei die Änderung 
der Position des Laserstrahls auf der Spitze durch die 
Spannungsdifferenz an der Fotodiode registriert wird. 
Aus diesen Meßdaten entsteht das dreidimensionale to 
pographische Oberflächenprofil der Probe. 

4. Ergebnisse 

Die Bildung von Biofilmen auf unterschiedlichen Werk 
stoffen wurde mit dem Lichtmikroskop und dem SFM 
untersucht. Es zeigte sich, daß das Wachstumsverhalten 
der Mikroorganismen auf unterschiedlichen Werkstof 
fen verschieden ist. Die Bildung von Biofilmen mit den 

Abb. 3: Stäbchenbakterien auf'I<eramiksubstrat: (a) lichtmikroskopische 
Aqfiwhme 
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Abb. 3: Stiibcbenbokievien auiKercmiksubstmt: (c) SFM-ßild des 
Mikroorga11ismen-Clusters 

Abb. 3: Stäbchenbakterien mif'Keramiksubstrat: (d) dreidimensionale SFM 
Abbildung der Bakteriell 

Mikroorganismen Bacillus subtilis sporum (Abb. 3 - 6) 
zeigt deutlich ein Wachstum über Clusterbildung. Die 
lichtmikroskopischen Abbildungen machen deutlich, 
daß die Belegungsdichte der Substrate mit Biomaterial 
unterschiedlich ist. Auf dem Keramiksubstrat (Abb. 3) 
sind größere Zellhaufen sichtbar, die bereits teilweise 
in zusammenhängende Perkolationsstrukturen überge 
hen, während auf Dickglas (Abb. 4) kleinere Cluster 
deutlich sichtbar sind. Auf beiden Substraten, Dickglas 
und Keramik, sind einzelne Bakterienhaufen fest auf der 
Oberfläche verankert und gut im SFM sichtbar. Es 
scheint, daß die Mikroorganismen in eine Gel-Matrix 
eingebettet und immobilisiert sind. Die Bakterien ha 
ben erwartungsgemäß eine Länge von 2-3 µm und ei 
nen Durchmesser von lµm. Deutlich sind Einschnürun 
gen bei der Zellteilung sichtbar. Die Oberfläche der 
Peptidoglycan-Hülle ist erwartungsgemäß nur gering 
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IIbb, 5: Stiil){'hcllbaktericll all!'SiliziLlmsllbstral,: (a) liehtm ikroskopische 
AII/iwhmc 
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III)b. 5: Stiibchcllbaktericll aLlISiliziLlmsLlbslrat: (c ) SFM-/Jild des /J io[llms. 

strukturiert. Mit der dreidimensionalen Darstellung läßt 
sich die räumliche Struktur der Bakterien gut sichtbar 
machen. Ein bevorzugtes Wachstum auf kristallinen 
Oberflächen oder an Aufrauhungen konnte nicht fest
geste llt werden. Auf Si lizium (Abb.5) und Molybdän 
(Abb. 6) sind keine haftenden Bakterien zu erkennen. 
Vielmehr sind kugelformige Cluster von 200 - 300 nm 
Durchmesser als fe ine Verteilung sichtbar. Dies sind 
organische Beläge aus der Nährlösung und/oder Stoff
wechselprodukte der Bakterien. Haftende Mikroorganis
men oder Proteine konnten nicht gefund en werden. Die 
Belegung der Oberfläche ist noch ge ringer als im Fall der 
Dickglas- bzw. Keramiksubstrate. Eine bevorzugte Lage 
der Clu ster ent lang kri stallographischer Richtungen 
oder entlang von Walzrichtungen bzw. Riefen bei Molyb
dänblech konnte nicht gefunden werden. 
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Abb. 6: Stiibchenbnkterien a11f'Molybdii11s11bs'trat: (a) lichtmikroskopische 
A11fnah111e 
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Abb. 6: Stiibche11bakterien a11f'Molybdä11s11bstrat: (b) SFM-Bild des ßiojitms. 

Im Gegensatz zu den Stäbchenbakterien wachsen die 
anaeroben Bakterien-Mischkulturen sehr gut auf Sili 
ziumsubstraten auf (Abb.7). Cluster aus Mikroorganis 
men, die 2-3 µm lang sind und einen Durchmesser von 
0,7-l µm haben, sind deutlich sichtbar. Sogar geißel 
förmige Gebilde konnten gefunden werden. Neben haf 
tenden, in Clustern angeordneten Purpur-Schwefel 
bakterien befinden sich Stoffwechselprodukte oder 
Proteinpräzipitate in lockerer Belegung auf der Oberflä 
che. Einige Mikroorganismen wurden bei der Präpara 
tion zerstört und sind ausgelaufen, so daß nur noch die 
eingefallenen Hülle sichtbar ist (Abb. 7 d). In Abb. 8 sind 
zum Vergleich noch einmal dreidimensionale Topo 
graphiebilder der beiden Bakteriensorten dargestellt. 
Die Höhenstruktur, aber auch Einzelheiten der Zellwand 
werden deutlich sichtbar. 

Es wurde nachgewiesen, daß sich die SFM-Analysen 
technik gut zur Untersuchung von Biofilmen eignet. 
Damit wurde eine neue Methode angewandt, um ein 
dreidimensionales Abbild der Oberfläche von biologi 
schen Systemen in ihrer nativen Umgebung mit hoher 
Auflösung zu erhalten. Hieraus ergeben sich neue wis 
senschaftliche Aspekte im Vergleich zu anderen struk 
turellen Untersuchungsmethoden wie Röntgen- und 
Neutronenbeugung sowie Elektronenmikroskopie. 

Fi.ir die Besiedlung der Werkstoffobertläche mit Zellen 
ist sowohl das Material als auch die Oberflächenrau 
higkeit entscheidend. Die Bakterienarten haben unter 
schiedliche Wechselwirkungsmechanismen mit ver- 
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Abb. 7: Purp11r-Schwefe/baktericn a11fSilizi11111substrat: (a) -(d) SFM-Bilder 
des Biufilms mit Ctustei» aus Mikroorganismen bei verschiedenen 
Abbildungsgriißen. 
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schiedenen Materialien. Weitere Versuche mit Bakte 
rienkulturen sind in Vorbereitung, um das Wachstum 
von Biofilmen auf unterschiedlichen Substraten besser 
zu verstehen und gezielt beeinflussen zu können. 
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