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(57) Hauptanspruch: Optischer Biofilmsensor zur Bestim-
mung biologischer Eigenschaften eines Biofilms auf einem
Siedlungssubstrat (4), mit:

— einem Sensorkopf (2),

— einer im Sensorkopf (2) angeordneten, ein definiertes
Emissionsspektrum ausstrahlenden Lichtquelle (1), und
—wenigstens einem Detektor zum Detektieren von vom Bio-
film (3) emittiertem Licht,

dadurch gekennzeichnet,

dass eine Mehrzahl lichtleitender Glasfasern (5) unterhalb
des Siedlungssubstrats (4) ringférmig um die zentral im Sen-
sorkopf (2) angeordnete Lichtquelle (1) angeordnet ist, wo-
bei die lichtleitenden Glasfasern (5) wenigstens in Bezug auf
eine raumliche Achse in einem Anstellwinkel (6) schwenkbar
eingerichtet sind.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft einen Biofilmsensor zur
Bestimmung biologischer Eigenschaften eines Bio-
films.

[0002] Biofiime bilden sich in aguatischen Systemen
an nahezu jeder Oberflache und représentieren da-
mit einen Teil der mikrobiologischen Gesamtgemein-
schaft. Es entwickeln sich dreidimensionale Struktu-
ren aus Bakterienzellen, extrazelluldren polymeren
Stoffen und Partikeln. Die Besiedlung einer Oberfl&-
che erfolgt nicht regelméfig, sondern inhomogen.

[0003] Treffen elektromagnetische Wellen von der
Wellenlange einiger Hundert Nanometer auf einen
Biofilm, so kénnen diese reflektiert, gestreut und ab-
sorbiert werden. Eine méglichst genaue Bestimmung
der Besiedlungsdichte wird daher unter anderem da-
durch erreicht, dass eine grofle Oberflache, mdg-
lichst groRer als ein Quadratzentimeter, vermessen
wird.

[0004] Durch die Absorption von Licht im UV-VIS-
Bereich lassen sich verschiedene Fluorophore in
biologischen Zellen mit elektromagnetischen Wellen
zur intrinsischen Fluoreszenz anregen. Als natirliche
Fluorophore kénnen eine Vielzahl von Molekiilen ver-
wendet und unterschiedliche Parameter gemessen
werden. Zum Beispiel ergibt sich fiir die Messpara-
meter DNA, RNA bei einer Extinktion von 258 nm als
Biomasse-Messsignal eine Emission von 320 nm, fir
Aminosauren, die bei 280 nm angeregt werden, als
Biomasse-Messsignal eine Emission von 350 nm und
bei NADH als Messparameter fiir Stoffwechselaktivi-
tat mit einer Extinktion von 340 nm ein Messsignal bei
einer Wellenlange von 460 nm. Durch Messung der
Fluoreszenzintensitédt von Biofilmen kann somit auf
die Biomasse, die Stoffwechselaktivitat, die Zellzahl
und die prozentuale Besiedlungsflache geschlossen
werden.

[0005] Es sind unterschiedliche optische Detektions-
methoden zur kontinuierlichen Messung von Biofil-
men bekannt, die auf spezifischen Wechselwirkun-
gen zwischen Licht und die den Biofilm aufbauen-
den Molekiilen basieren. Als Beispiel fiir bisher ver-
wendete Systeme seien unter anderem glasfaserge-
koppelte Streulichtsensoren — die die unspezifische
Rickstreuung des emittierten Lichts messen — und
glasfasergekoppelte Fluoreszenzsensoren genannt.
Ein spezieller Absorptionssensor ist der ATR-Sensor,
der nach seinem Funktionsprinzip — Attenuated To-
tal Reflection — so bezeichnet wird. Weitere Sensoren
dieser Art basieren auf der Surface Plasmon Reso-
nance; sogenannte SPR-Sensoren.

[0006] Mit ATR-und SPR Sensoren lassen sich sehr
empfindlich erste Ansiedlungen von Bakterien mes-
sen. Komplexe natirliche Biofilme kénnen mit diesen
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Methoden aber nicht quantifiziert werden, da die Ein-
dringtiefe der evaneszenten Wellen in den aufwach-
senden Biofilm im Bereich von nur wenigen Hundert
Nanometern liegt.

[0007] Weiterhin bekannt wurden in den letzten
Jahren drei vergleichbare Biofilmsensoren, die in
den US-Patenten 6,718,077 B1 und 7,190,457 B2
sowie in der internationalen Patentanmeldung
US 2006/0254343 A1 beschrieben sind. Ein Nachteil
der beschriebenen Systeme, die auf Messung der di-
rekten Fluoreszenz mit einer Glasfaser beruhen, ist,
dass durch das den Biofilm umgebende Medium hin-
durch detektiert wird.

[0008] Wie bereits oben beschrieben, kdnnen Prote-
ine, die aus Aminos&uren bestehen und in Biofilmen
zahlreich enthalten sind, durch UV-Licht zur Fluores-
zenz angeregt werden. In Proteinen dominiert auf-
grund der hohen Absorptionsquerschnitte und Fluo-
reszenzquantenausbeute in der Regel die Trypto-
phan-Fluoreszenz. Das Tryptophan weist ein Absorp-
tionsmaximum bei einer Wellenlange von 280 nm auf
und besitzt einen Fluoreszenzemissionspeak bei 350
nm.

[0009] Die Eigenfluoreszenz solcher Biofiime kann
selektiv durch schmalbandige LED-Quellen oder ei-
ner anderen Lichtquelle angeregt werden. Dabei ist
es wichtig, auf eine mdglichst stabile und gleichfor-
mige Anregung des Biofilms zu achten. Tempera-
turbedingte Intensitdtsschwankungen einer LED als
Lichtquelle sollten Giber eine temperaturkompensierte
Konstantstromquelle ausgeglichen werden oder liber
einen Referenzkanal gemessen werden. Zur wei-
teren Selektion der Anregungswellenldnge kdnnen
Bandpassfilter eingesetzt werden. Zum Einkoppeln
des Anregungslichts und zur Detektion des emittier-
ten Lichts werden heute bevorzugt Glasfasern oder
optische Linsensysteme verwendet.

[0010] Ebenfalls Stand der Technik ist es, dass das
emittierte Fluoreszenzlicht — bevor es auf den Detek-
tor gelangt — in der Regel durch wellenldngenselek-
tive, optische Bauelemente, wie Bandpassfilter und/
oder Monochromatoren geleitet wird. Dadurch wer-
den Streustrahlung und Stérfluoreszenz unterdrtickt.
Im oben genannten Beispiel erlaubt die Kombinati-
on zwischen einer schmalbandigen Lichtquelle und
optischen Filtern eine spezifische Detektion der Ei-
genfluoreszenz des Biofilms bei gleichzeitiger Mini-
mierung der Detektion von Hintergrund- und Stor-
strahlung. Als Detektoren kdnnen Sekundérelektro-
nenvervielfacher oder Lawinenfotodioden (APD) ver-
wendet werden. Damit ist es mdglich, einzeln ein-
treffende Photonen der Biofiimfluoreszenz lber die
Zeit aufzusummieren und so die haufig sehr geringe
Fluoreszenzintensitat zu messen. Es ergibt sich als
auswertbarer Messeffekt innerhalb der einzeln un-
tersuchten Biofilme eine nahezu lineare Korrelation
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zwischen Messsignal und Proteinkonzentration be-
ziehungsweise der Bakterienanzahl.

[0011] Alle bisher beschriebenen Systeme nutzen
zudem Anregungsquellen mit hohen Energiedichten
wie Lasersysteme und Hachdruckdampflampen.

[0012] Die DE 297 04 185 U1 beschreibt eine Vor-
richtung zum Erkennen von Karies, Plaque oder bak-
teriellem Befall an Z&hnen, mit einer Einrichtung zum
Erzeugen einer Anregungsstrahlung, welche mit Hilfe
eines zahnarztlichen Handstiicks auf einen zu unter-
suchenden Zahn zu richten ist, und mit einer Emissi-
ons- und Erfassungseinrichtung zum Bestrahlen des
zu untersuchenden Zahnes mit der Anregungsstrah-
lung und zum Erfassen einer an dem bestrahlten
Zahn angeregten Fluoreszenzstrahlung, wobei die
Emissions- und Erfassungseinrichtung mit dem zahn-
arztlichen Handstlick abnehmbar gekoppelt ist und
eine Vielzahl von einzelnen Emissionsfasern, wel-
che den zu untersuchenden Zahn mit der Anregungs-
strahlung bestrahlen, und Detektionsfasern, welche
die an dem bestrahlten Zahn angeregte Fluoreszenz-
strahlung erfassen, umfassen.

[0013] Nachteilig am Stand der Technik ist, dass
es nicht gelingt, groRe Flachen bei gleichbleiben-
der Nachweiseffizienz des Detektionssystems zu ver-
messen. Grofflachige Untersuchungen von Biofil-
men sind aber besonders wichtig, da eine Besied-
lung in praxi nicht homogen verteilt erfolgt. Ebenfalls
nachteilig ist, dass ein direktes Anregen der Fluores-
zenz im Biofilm nicht unmittelbar iber eine gezielte
und gebtindelte Einkopplung des Anregungslichts auf
den Biofilm erfolgt. Weiterhin nachteilig an bisherigen
Systemen ist die haufig kleine Detektionsflache von
nur wenigen Quadratmikrometern, die fiir makrosko-
pisch gliltige Aussagen unbefriedigend sind.

[0014] Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ei-
ne Vorrichtung in Form eines Sensorkopfes zur Mes-
sung grol¥flachiger Biofilme mit hoher Sensitivitét zu
schaffen.

[0015] Erfindungsgemal wird die Aufgabe gelost
durch einen optischen Biofilmsensor mit den Merk-
malen von Anspruch 1.

[0016] In einer bevorzugten Ausflihrungsform wird
die Aufgabe dadurch geldst, dass die lichtleitenden
Glasfasern (5) in einer Mehrzahl von konzentrischen
Kreisen angeordnet sind.

[0017] In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungs-
form wird die Aufgabe dadurch geldst, dass die
in Kreisen angeordneten Glasfasern (5) zueinander
versetzt angeordnet sind.

[0018] Ebenfalls in einer bevorzugten Ausflihrungs-
form wird die Aufgabe dadurch geldst, dass die licht-
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leitenden Glasfasern (5) wenigstens in Bezug auf
eine raumliche Achse in einem Anstellwinkel (6)
schwenkbar eingerichtet sind.

[0019] In einer weiteren bevorzugten Ausflihrungs-
form wird die Aufgabe dadurch geldst, dass das Sied-
lungssubstrat (4) UV-Licht durchlassig ist.

[0020] In einer bevorzugten Ausflihrungsform wird
die Aufgabe dadurch geldst, dass der Biofilm (3) von
der Lichtquelle (1) rlickwartig bestrahlt wird.

[0021] In einer ebenfalls bevorzugten Ausfiihrungs-
form wird die Aufgabe dadurch geldst, dass der Bio-
filmsensor gekennzeichnet ist durch ein der Licht-
quelle (1) und den Glasfasern (5) vorgelagert ange-
ordnetes lichtdurchléssiges Siedlungssubstrat (4) zur
Besiedlung mit Mikroorganismen auf der der Licht-
quelle (1) und den Glasfasern (5) abgewandten Seite
des Substrats (4).

[0022] In einer weiteren Ausfiihrungsform wird die
Aufgabe dadurch gelost, dass die Lichtquelle (1) aus-
gefihrt als LED, oder als Laser-Diode oder als UV-
Lampe ist.

[0023] Ebenfalls in einer weiteren Ausfiihrungsform
wird die Aufgabe dadurch geldst, dass der Detektor
bzw. der lichtdetektierende Abschnitt eines Detektors
eine Lawinenfotodiode (APO) ist.

[0024] Die Erfindung wird im Folgenden anhand von
zwei Figuren erlautert. Dabei zeigen:

[0025] Fig. 1 den Biofilmsensorkopf in der Seitenan-
sicht und

[0026] Fig. 2 den Biofilmsensorkopf in der Drauf-
sicht.

[0027] Die Aufgabe wird demnach gelost, indem ei-
ne bevorzugt schmalbandige Lichtquelle (1) mit defi-
niertem Emissionsspektrum mittig im Sensorkopf (2)
integriert wird, die von ringformig, besonders bevor-
zugt in Reihen versetzten Glasfasern (5), umgeben
ist. Damit kann ein mdglichst hoher Anteil der Fluo-
reszenzemission bei gleichzeitig groBer Anregungs-
flache des Biofilms (3) eingesammelt und mittels der
Glasfasern (5) auf einen Detektor geleitet werden.
Der Biofilm (3), der auf dem Siedlungssubstrat (4) di-
rekt auf einer bevorzugt UV-transparenten Oberfl3-
che insbesondere aus Quarzglas und/oder einer di-
rekt aufliegenden Einweg-Plastikfolie siedelt, wird da-
bei riickwartig mit geringer Lichtstarke gleichmaRig
beleuchtet. Durch die erfindungsgemaR ermdglichte
Variation des Siedlungssubstrats (4) lassen sich un-
terschiedliche Oberflacheneigenschaften, wie Ober-
flachenspannung und Nahrstoffangebot, realisieren.
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[0028] Durch eine mogliche Anderung des Anstell-
winkels (6) der Glasfasern (5) kann zudem der Detek-
tionsbereich der Glasfasern (5) so eingestellt werden,
dass im Idealfall nur die Fluoreszenz aus dem Biofilm
(3) und nicht die Hintergrundfluoreszenz der umge-
benden wassrigen Losung, detektiert wird. Durch die
erfindungsgemane ringférmige Anordnung der Glas-
fasern (5) um die schmalbandige Lichtquelle (1) wird
gewahrleistet, dass madglichst viel Fluoreszenzlicht
und wenig Streulicht auf den Detektor geleitet wer-
den.

[0029] Ebenfalls unterstlitzend hierfir wirkt die be-
vorzugt riickwartige Beleuchtung als auch die Anord-
nung der Fasern, durch die die Anregung und Detek-
tion von Fluorophoren, die sich in der umgebenden
FlUssigkeit befinden, minimiert werden. Die riickwar-
tige Beleuchtung garantiert zudem, dass eine Beein-
flussung des Messsignals durch Bewuchs der Licht-
quelle selbst vermieden wird. Insbesondere bei kon-
tinuierlichen Messungen (ber langere Zeitrdume fin-
det ungewollte Akkumulation von Zellen auf der Ober-
flache der Lichtquelle selbst statt. In diesen Féllen
werden die Messwerte verfélscht und lassen sich
auch nicht ohne Weiteres korrigieren.

[0030] Durch die Integration des Messsignals Uber
die groRe Flache wird eine hohe Empfindlichkeit mit <
4-10* Bakterienzellen pro Quadratzentimeter erreicht,
die somit die Messung von Biofilmen in einer sehr
frihen Phase der Biofilmbildung, und somit die An-
lagerung erster Bakterienzellen, erlaubt. Eine grofie
Besiedlungsflache auf dem Substrat (4) ist bei Unter-
suchungen von Biofilmen (3) besonders wichtig, da
die Besiedlung nicht homogen verteilt erfolgt und bei
der Besiedelung Randeffekte auftreten kdnnen, die
bei kleinflachiger Auswertung das Messsignal verfal-
schen kdnnen.

[0031] Ein weiterer Vorteil des hier vorgestellten
Sensorkopfes gegeniiber herkdmmlichen ATR- und
SPR-Sensoren ist, dass das Anregungslicht mehrere
Millimeter in den Biofilm (3) eindringt und es so mdg-
lich ist, vielschichtige Biofilme (3) vermessen zu kon-
nen.

[0032] Zwecks Erweiterung der Messanordnung
kann durch konstruktive Verkleinerung der einzelnen
Baugruppen des Sensors [LED, Filter, Detektor] bei
gleichzeitiger Erhaltung einer grofien Siedlungsfla-
che das Gesamtsensorsystem flr unterschiedliche
Messaufgaben/Zielstellungen angepasst werden.

[0033] Statt der Glasfasern (5), die das Fluores-
zenzlicht auf einen Detektor leiten, konnen bevorzugt
APD-Elemente als Detektoren flr eine direkte Mess-
signalaufnahme eingesetzt werden. Als Anregungs-
lichtquellen sind, je nach Einsatz- und Messaufga-
be, kompakte Lichtemitter-, Laserdioden oder Glas-
faser-gekoppelte UV-Lampen mit den gewiinschten/
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erforderlichen Emissionsbereichen in Kombination
mit den entsprechenden Spektralfiltern verwendbar.
Durch die besonders bevorzugte Verwendung von
Mikrofiltern kdnnen auch mehrere Lichtquellen in den
Sensorkopf (2) integriert werden. Dieses ermdglicht
eine gleichzeitige Mehrparameteranalyse, beispiels-
weise von Biomasse, Stoffwechselaktivitdt und Zell-
energie. Bei gleichzeitiger Mittelung Uber eine grofie
Flache kénnen diese Werte direkt miteinander vergli-
chen werden.

[0034] Wird auf eine Anregung des Biofilms (3) ver-
zichtet, kdnnen in einer nachsten Erweiterung des
Sensors biolumineszente Biofilme [z. B. Vibrio Fi-
scheri] auf einer groflen Oberflache untersucht wer-
den.

[0035] Durch einen minimalen Einsatz von Baugrup-
pen, einem platzsparenden Aufbau, sowie der gerin-
gen Warmeentwicklung und dem geringem Energie-
verbrauch kann der Sensorkopf (2) ebenfalls in me-
dizinische Gerate integriert werden.

[0036] Eine weitere Verwendungsmaglichkeit ergibt
sich durch den Einsatz als Sensor zur Regelung und
Steuerung von Prozessen, bei der eine Biofilment-
wicklung erwiinscht oder unerwiinscht ist.

[0037] Auch kann die Substratoberfliche mit Ap-
tameren [DNA- oder RNA-Fragmente] als bakterien-
spezifische Bindestellen beschichtet werden. Bei ei-
nem so konfigurierten Biosensor kann die Anhaftung
von Bakterien an die Aptamere durch eine verédnder-
te Fluoreszenzintensitat detektiert werden.

[0038] Der so dargestellte kompakte Sensorkopf (2)
ermdglicht eine kontinuierliche Messung der Biofilm-
dynamik auf einer groen UV-transparenten Oberfl&-
che von mehr als einem Quadratzentimeter — sowohl
im Labor als auch unter Feldbedingungen.

Bezugszeichenliste

Lichtquelle
Sensorkopf
Biofilm
Siedlungssubstrat
Glasfaser
Anstellwinkel

O WON =

Patentanspriiche

1. Optischer Biofilmsensor zur Bestimmung biolo-
gischer Eigenschaften eines Biofilms auf einem Sied-
lungssubstrat (4), mit:

— einem Sensorkopf (2),

— einer im Sensorkopf (2) angeordneten, ein definier-
tes Emissionsspektrum ausstrahlenden Lichtquelle
(1), und
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— wenigstens einem Detektor zum Detektieren von
vom Biofilm (3) emittiertem Licht,

dadurch gekennzeichnet,

dass eine Mehrzahl lichtleitender Glasfasern (5) un-
terhalb des Siedlungssubstrats (4) ringférmig um die
zentral im Sensorkopf (2) angeordnete Lichtquelle (1)
angeordnet ist, wobei die lichtleitenden Glasfasern
(5) wenigstens in Bezug auf eine rdumliche Achse
in einem Anstellwinkel (6) schwenkbar eingerichtet
sind.

2. Biofilmsensor nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die lichtleitenden Glasfasern (5)
in konzentrischen Kreisen angeordnet sind.

3. Biofilmsensor nach Anspruch 2, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die in Kreisen angeordneten
Glasfasern (5) zueinander versetzt angeordnet sind.

4. Biofilmsensor nach einem der vorhergehen-
den Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass das
Siedlungssubstrat (4) UV-Licht durchlssig ist.

5. Biofilmsensor nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass der Bio-
film (3) von der Lichtquelle (1) riickwértig bestrahlt
wird.

6. Biofilmsensor nach einem der vorhergehenden
Anspriiche, gekennzeichnet durch ein der Lichtquelle
(1) und den Glasfasern (5) vorgelagert angeordnetes
lichtdurchléssiges Siedlungssubstrat (4) zur Besied-
lung mit Mikroorganismen auf der der Lichtquelle (1)
und den Glasfasern (5) abgewandten Seite des Sub-
strats (4).

7. Biofilmsensor nach einem der vorhergehen-
den Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die
Lichtquelle (1) eine LED, eine Laser-Diode oder eine
UV-Lampe ist.

8. Biofilmsensor nach einem der vorhergehenden
Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass der De-
tektor oder der lichtdetektierende Abschnitt eines De-
tektors eine Lawinenfotodiode (APD) ist.

Es folgen 2 Seiten Zeichnungen
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Anhédngende Zeichnungen
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