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1 Zusammenfassung

Im hier referierten Forschungsvorhaben zur Entwicklung eines biobasierten
Korrosionsschutzes fir Metallwerkstoffe durch EPS-Analoga gegen mikrobiell beeinflusste
Korrosion von Eisenwerkstoffen in wassrigen Milieus wurde auf den Ergebnissen des
verwandten Vorlauferprojekts 16953 N aufgebaut. Als relevante Werkstoffe wurden
unlegierter Stahl (St 37) und hochlegierter Stahl (1.4301) untersucht. Das Hauptaugenmerk
lag auf der Entwicklung einer praxisnahen Applikationsmethode fir modifizierte
Cyclodextrine (CD’s) als auch dem Aufbau eines realitatsnahen Simulationssystems und der
Auslagerung von Proben in industriellen Anlagen. Durch die wasserunldslichen und sich bei
Kontakt mit wassrigem Milieu selbstverkettenden CD’s konnte ein Tauchverfahren zur
Beschichtung etabliert werden, welches keiner weiteren Behandlung vor dem Auslagern der
Proben bedarf. Mittels oberflachenspektroskopischer Methoden konnten diese Adsorbate auf
der Oberflache als homogene Belegungen identifiziert werden. Eine Bestimmung der
Schichtdicke war nicht moglich, jedoch zeigte sich, dass beschichtete Proben eine
verringerte Metalloxidation auf der Oberflache aufwiesen und unter anaeroben Bedingungen
teilweise eine hohe Stabilitat zeigten sowie ihren hydrophoben Charakter beibehielten. Die
Auslagerung von mit CD’s beschichteten Coupons in mit D. vulgaris beimpfter Nahrlésung in
statischen und geschiittelten Batch-Reaktoren zeigte eine Reduktion der Korrosion um bis zu
70 % und eine Reduktion der Biofilmbildung um bis zu 75 %. Das Hochskalieren von Batch-
Reaktoren zu einem turbulenten Strémungsreaktor (Mini-Plant, mit D. vulgaris beimpfter
Nahrlésung) zeigte eine bis zu 80-fach hohere Korrosion einer nicht beschichteten Referenz,
dennoch wiesen die CD’s bei diesen Langzeitversuchen (bis zu 8 Wochen) eine
korrosionsinhibierende Wirkung von bis zu 45 % auf. Desweiteren wurde der synergistische
Angriff von Sulfat-reduzierenden und Schwefel-oxidierenden Bakterien getestet. Es zeigte
sich jedoch, dass die Adsorbate hier keine korrosionsinhibierende Schutzwirkung aufwiesen.
Elektrochemische Untersuchungen zum Korrosionsverhalten unter abiotischen und aeroben
Bedingungen zeigten fiir die mit wasserunléslichen CD’s beschichteten Oberflachen der
Werkstoffe St37 und 1.4301 weder unter pH-neutralen noch unter pH-sauren Bedingungen
eine Verbesserung der Korrosionseigenschaften. Unter MIC Bedingungen (mit D. vulgaris
inokuliert) zeigte sich fir ACBCD beschichtete Proben aus unlegiertem Stahl St37 im
Vergleich zu Kontrollen jedoch eine Verschiebung des Durchbruchpotentials in anodische
Richtung und damit eine Verbesserung der Korrosionseigenschaften. Dies konnte fir
REBCD und ROBCD nicht gezeigt werden. In Korrosionstests zeigten jedoch alle CD’s eine
Reduzierung des Gewichtsverlusts. Fur den Werkstoff 1.4301 in mit D. indonesiensis
beimpfter Nahrldsung (+ 2 % NacCl), zeigten die Beschichtungen aus REBCD und ROBCD
wahrend der Versuchsreihen keine positive  (anodische) Verschiebung der
Lochbildungspotentiale, jedoch inhibierten sie sowohl die elektrochemischen Prozesse als
auch die Lochbildung. Dies wurde durch eine Verringerung der Korrosionsstromdichte (bzw.
Erhdhung des Polarisationswiderstandes) gezeigt. Im Falle der ACBCD-Beschichtung wurde
kein Einfluss auf das Lochbildungspotential und die Korrosionsstromdichte beobachtet.
Untersuchungen zur korrosionsinhibierenden Wirkung von CMBCD und CEBCD an
(un)legiertem Stahl zeigten, dass die CD’s die kathodische Teilreaktion der
elektrochemischen Korrosionsprozesse reduzieren kdnnen und durch Bildung einer
Barriereschicht den Ladungs- bzw. Elektronentransfer inhibieren. In der praxisorientierten
Testphase wurden mit CEBCD beschichtete Proben in einem Warmetauscher ausgelagert.
Jedoch zeigte sich nach Beendigung der Testphase keine Verbesserung der
Korrosionseigenschaften. Die Ziele des Vorhabens wurden teilweise erreicht.
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2 Einfihrung

2.1 Vorbemerkung

Der vorliegende Schlussbericht wurde vom DECHEMA Forschungsinstitut (Forschungsstelle
1) und der Abteilung Aquatische Biotechnologie des Biofilm Centre Universitat Duisburg-
Essen (Forschungsstelle 2) gemeinsam erstellt.

2.2 Ausgangssituation und Aufgabenteilung

Im Fokus dieses Vorhabens stehen Untersuchungen zur Wirkung natirlicher Stoffklassen
bzw. funktioneller industrieller Analoga gegen abiotische und Biokorrosion an unlegierten
und hochlegierten Stahlen in  wassrigen Medien. Dabei soll sowohl die
korrosionsinhibierende Wirkung als auch die Stabilitat der Schutzschichten optimiert werden.

Als Modellsysteme fiir Biokorrosion sollten der Angriff von Sulfat-reduzierenden Bakterien in
Reinkulturen oder von Mischkulturen mit Schwefel-oxidierenden Bakterien (Simulation eines
natirlichen Schwefelkreislaufs) auf unlegierten Stahl St-37 und hochlegierten Stahl 1.4301
eingesetzt werden. Fir die Untersuchungen zum Einfluss von Mangan-oxidierenden
Mikroorganismen und auch zur Lochkorrosion soll hochlegierter Stahl 1.4301 eingesetzt
werden.

Die am Projekt beteiligten Forschungsstellen waren bereits aus dem Vorlauferprojekt
miteinander vertraut und aufeinander abgestimmt, so dass eine reibungslose
Zusammenarbeit maglich war. Die einerseits werkstofftechnische (Forschungsstelle 1) und
andererseits mikrobiologische (Forschungsstelle 2) Orientierung der Forschungsstellen
ermdglichte es, dass die jeweiligen Spezialkenntnisse und das Know-How gewinnbringend in
die gemeinsame Bearbeitung des Projekts eingebracht werden konnten. Schwerpunkte der
Forschungsstelle 1 waren werkstoffkundliche Untersuchungen und elektrochemische
Versuche sowie Korrosionsexperimente an den Cyclodextrinen. Schwerpunkte der
Forschungsstelle 2 waren die Fortfilhrung der Kultivierung als geeignet erscheinender
Mikroorganismen und die Durchfilhrung von Untersuchungen unter Berlicksichtigung
mikrobiologischer Aspekte.

Ein intensiver Erfahrungsaustausch zwischen den Forschungsstellen war unerlasslich und
fuhrte in Form von mehreren gegenseitigen Besuchen und Gastaufenthalten zu einem guten
Fortschreiten der Arbeiten.

3 Zusammengefasste  Gegenuberstellung von  Zielsetzungen und
Ergebnissen

3.1 Arbeitspaket 1: Mikrobiologische Arbeiten zum  Zichten von
Mikroorganismen, Erstellen eines Sulfuretums

Es wurden permanent Reinkulturen der Sulfat-reduzierenden Bakterien (SRB) Desulfovibrio
vulgaris, D. alaskensis und D. indonesiensis sowie des Mangan-oxidierenden
Mikroorganismus (MOMO) L. discophora als auch SRB-Anreicherungskulturen aus MIC-
Schadensfallen der Industrie kultiviert. Es lagen bis zum Abschluss des Projektes sechs
verschiedene SRB-Anreicherungskulturen vor.
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In der Mini-Plant wurde erfolgreich ein realitatsnahes Sulfuretum etabliert, in dem simultan
SRB und SOB (Schwefel-oxidierende Bakterien) wachsen konnten. Dies wurde durch
qualitative Bestimmung der Organismengruppen auf selektiven Nahrmedien tberprift und
bestétigt. Es wurden erfolgreich die Parameter pH und Redox-Potential, sowohl in der
Bulkldsung als auch mittels Minielektroden direkt an der Phasengrenze Werkstoff/Fllussigkeit
bzw. Werkstoff/Biofilm gemessen. Da der synergistische Angriff von SRB und SOB bereits
zu teils starker Korrosion fuhrte, wurde auf den weiteren Einsatz von MOMO verzichtet.

3.2 Arbeitspaket 2: Labororientierte Untersuchungen zu Korrosionsinhibierung
und Stabilitat der Adsorbate

Entwicklung einer praxisnahen Applikationsmethode (mikrobiologisch und werkstoffkundlich):

Die Entwicklung einer praxisnahen Applikationsmethode wurde erfolgreich abgeschlossen.
Die Applikation in einem 2K-System erwies sich als nicht praktikabel. So wurde auf
Cyclodextrine (CD’s) ausgewichen, welche sich in einem einzigen Schritt durch Tauchen (bis
zu 5 Tauchschritte) auf die Metalloberflache aufbringen lassen und bei Kontakt mit einem
wassrigem Milieu sich selbst verketten und so einen nachgeschalteten Polymerisationsschritt
Uberflissig machen. Es wurden die CD’s REBCD und ROBCD auf unseren Wunsch von der
Fa. Cyclolab synthetisiert. Die oben genannten CD’s zeichnen sich durch verschieden lange
Seitenketten, Ethyl (C;) und Octyl (Cio) aus, sowie durch ihre selbstverkettenden
Eigenschaften. Im Detail: Durch die hydrophoben Seitenketten sind sie nicht wasserlgslich
und wurden fur das Projekt in Essigsdureethylester gelost. Ebenfalls wurden die Lésemittel
Dichlormethan, Aceton und Chloroform getestet aber aufgrund ihrer aggressiven und
gesundheitsgefédhrdenden Eigenschaften letztendlich ausgeschlossen. In geléstem Zustand
liegen die Seitenketten frei vor. Kommt ein beliebiger Werkstoff nach dem
Tauschbeschichten mit einer wassrigen Losung in Kontakt, lagern sich die hydrophoben
Seitenketten in die hydrophoben Kavitaten der benachbarten CD’s ein. Die CD’s verketten
sich in wassrigem Milieu selbst, so ist eine zeitintensive nachgeschaltete Polymerisation
unnotig. Es konnte so eine praxisnahe Applikationsmethode mit nur einem Schritt realisiert
werden. Ebenfalls wurde das Cyclodextrin ACBDC untersucht, welches keine
selbstverkettenden Eigenschaften besitzt aber ebenso durch die Acethyl-Seitenkette
wasserunldslich ist. Es wurde in Acetonitril gelést und besitzt eine potentiell héhere
Resistenz gegenuber Ablosung in Wasser als wasserlosliche Cyclodextrine, welche im
Vorlauferprojekt eingesetzt wurden. In Anlehnung an die Ergebnisse des Vorlauferprojektes
wurden Losungen der jeweiligen CD’s in der Konzentration 10 mg*mL* hergestellt. Die
Proben (Coupons und Zylinder) wurden durch eintauchen beschichtet.

Mikrobiologische Untersuchungen zum Einfluss der Adsorbatschichten auf Biofilmbildung
und Biokorrosion (statisch und geschiittelt):

Es wurden erfolgreich Versuche in 20 mL statischen sowie in 1000 mL geschuttelten Batch-
Reaktoren durchgefihrt. Hierzu wurden die CD’s CMBCD, CEBCD, REBCD, ROBCD und
ACBCD getestet. Uber alle Versuche hinweg zeigte ACBCD die héchste inhibierende
Wirkung, sowohl auf die Flachenbelegung mit Bakterien als auch auf die Korrosion. So
zeigte ACBCD eine Reduktion der Korrosion um bis zu 70 % und eine Reduktion der
Flachenbelegung um bis zu 75 % (im Vergleich mit einer nicht beschichteten Referenz). Die
CD’s CMBCD, CEBCD, REBCD und ROBCD verringerten die Korrosion um bis zu 45 % in
statischen bzw. bis zu 35 % in geschittelten Batch-Reaktoren. Ebenfalls konnte ein Einfluss
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auf die Biofilmbildung gezeigt werden. Detaillierte Ergebnisse dazu finden sich in Abschnitt
7.6.2. Im Zuge der sukzessiven Hochskalierung des Versuchsaufbaus wurde ebenfalls
gezeigt, dass die Abtragsrate pro Jahr um bis zu Faktor 10 ansteigt (eine nicht beschichtete
Referenz steigt von 23 um / a auf 276 um / a an).

Mikrobiologische Uberpriifung einer eventuellen Abbaubarkeit der Adsorbate durch SRB-
Anreicherungskulturen, Manganoxidanten und Anreicherungskulturen aus Bo6den und
Ausschluss eines mdglichen Nahrstoffeintrags in der Mini-Plant:

Im Vorlauferprojekt 16953N wurde gezeigt das die CD’s durch SRB und
Anreicherungskulturen aus Bdden in statischen Batch-Verfahren nicht abgebaut werden.
Ebenfalls zeigt die Literatur fur stark durch Seitenketten modifizierte CD’s eine geringe
Abbaubarkeit, 40 % des Ausgangsgehaltes waren nach 2 Jahren noch nachweisbar
(Fenyvesi, et al., 2005). Die in diesem Projekt verwendeten nicht wasserldslichen
Cyclodextrine haben durch ihre schlechte Verfugbarkeit eine potentiell geringe Abbaubarkeit.
Eine abschlieRende Bewertung des Nahrstoffeintrags sowie der Abbaubarkeit in der Mini-
Plant kann aber nicht gegeben werden da die Messung von Reaktionsprodukten (z.B.
Messung des Kohlenhydratabbaus mittels chromatographischer Methoden) in der Bulk-
Losung nicht moglich war. Die Abbaubarkeit und der Néahrstoffeintrag wird insgesamt als
gering eingeschatzt.

Werkstoffkundliche Untersuchungen zur Adsorption ausgewadahlter Substanzen und der
Oberflacheneigenschaften:

Untersuchungen zu ausgewdahlten Cyclodextrinen und ihrer Adsorption dienten der
Aufklarung von sterischer Ausrichtung, Morphologie, rdaumlicher Verteilung und Stabilitat der
Adsorbate. Oberflacheneigenschaften wie Hydrophobizitat sollten mittels
Kontaktwinkelmessungen ermittelt werden. Desweiteren sollten Analysen zur Bestimmung
der Morphologie, raumlichen Verteilung und zur Quantifizierung der gebildeten Adsorbate mit
Rasterelektronenmikroskopie (REM) und Enegriedispersiver Rontgenspektroskopie (EDX)
als auch Infrarot-Spektroskopie (IR) durchgefiihrt werden.

Eine Identifizierung der Adsorbate auf der Oberfliche durch Einsatz fluoreszenz-
mikroskopischer Methoden war nicht méglich da die Cyclodextrine nicht fluoreszenzmarkiert
werden konnten. Jedoch konnten mittels FTIR-Spektroskopie alle drei Cyclodextrine
eindeutig auf der Oberflaiche der jeweiligen St37 und 1.4301 Coupons wiedergefunden
werden. Ein Vergleich der Banden im Fingerprintbereich (1500 bis 400 cm™) beschichteter
Proben der Werkstoffe St37 bzw. 1.4301 mit den Banden der Rein-Substanzen fuhrte zur
Identifizierung der genannten Cyclodextrine. Mittels REM konnte eine homogene Bedeckung
der Oberflache gezeigt werden. Weiter zeigten die REM Untersuchungen, dass als Folge
des Abdampfens von Lésemittel Randzonen entstehen an denen die Oberflachenbedeckung
dicker aufliegt als im Inneren der behandelten Flache. Die mittels EDX analysierten
Randzonen zeigen mit ca. 75 Atom % auf hochlegiertem Stahl 1.4301 bzw. 65 Atom % auf
unlegiertem Stahl St37 den hdchsten Anteil des Elements Kohlenstoff. Im Inneren werden
auf 1.4301 noch ca. 40 Atom % bzw. auf St37 30 Atom % Kohlenstoff detektiert. Des
Weiteren fiel wahrend der Probenuntersuchung mittels REM auf, dass die Oberflachen nicht
beschichteter Proben dunkler erschienen als Oberflachen, welche mit nicht wasserldslichen
CD Varianten maodifiziert wurden. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass auf den
Oberflachen nicht beschichteter Proben verstarkt Metalloxide ausgebildet wurden. Eine
Bestimmung der Schichtdicken war nicht mdglich. In Hinblick auf die Benetzbarkeit der mit
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ACBCD, REBCD und ROBCD modifizierten Werkstoffproben zeigten REBCD und ROBCD
hydrophobe Eigenschaften wahrend fir ACBCD Beschichtungen im Vergleich zur Kontrolle
hydrophile Eigenschaften gemessen wurden.

Mikrobiologische Untersuchungen der Adsorbat-Stabilitdt gegen abiotische Faktoren:
Variation von pH, Temperatur, Salz- und Sauerstoffgehalt:

Es wurden Rauigkeitsmessungen mittels AFM durchgefihrt und der Einfluss von Sauerstoff
auf die Adsorbate getestet. Eine Auslagerung unter Ausschluss von Sauerstoff zeigte keinen
Einfluss auf die Rauigkeit, eine Auslagerung unter Sauerstoff zeigte jedoch einen Anstieg der
Rauigkeit von 217 nm auf 475 nm. Die Adsorbate zeigen keine Stabilitdt gegeniber
Sauerstoff.

Werkstoffkundliche Untersuchungen der Adsorbat-Stabilitdt gegen abiotische Faktoren:
Variation von pH, Temperatur, Salz- und Sauerstoffgehalt:

Die Stabilitat der wasserunléslichen CD Adsorbate gegen Ablésung von den
Werkstoffoberflachen wurde mittel FT-IRRAS und Kontaktwinkeluntersuchung nach einer
Auslagerung von bis zu drei Tagen unter anaeroben und pH neutralen Bedingungen
untersucht.

Mit Ausnahme von REBCD auf St-37 konnten die nicht wasserlgslichen CD Varianten mittels
FT-IR(RAS) nach kurzer Auslagerung von bis zu drei Tagen unter anaeroben Bedingungen
in steriler Postgate C Nahrlésung auf den Oberflachen der Werkstoffe St-37 und 1.4301
detektiert werden. Ein Vergleich der Banden (4000 bis 400 cm) mit den Banden der
Reinsubstanzen und der von beschichteten Oberflachen vor einer Auslagerung, zeigten
keine Anderung der Bandenlage oder Form und zeigen damit eine Stabilitat der genannten
Cyclodextrine auf der Oberflache. Der repulsive Charakter der mit ROBCD maodifizierten
Oberflachen bleibt auch nach der kurzen Auslagerungszeit in steriler, anaerober Postgate C
Nahrlésung erhalten, wahrend die Eigenschaften von mit REBCD beschichteten Proben mit
fortschreitender Auslagerungszeit von hydrophob zu hydrophil wechselt. Der hydrophile
Charakter von mit ACBCD beschichteten Proben bleibt nur fir den Werkstoff 1.4301
erhalten, wahrend die Kontaktwinkel fir mit ACBCD maodifizierten St-37 vergleichbar mit den
Werten der nicht beschichteten Kontrolle waren.

Mikrobiologische Korrosionsversuche mit Rein- und Anreicherungskulturen von SRB sowie
Manganoxidanten:

Fur die mikrobiologische Untersuchung des Einflusses der Cyclodextrine in der Mini-Plant
wurde Desulfovibrio (D.) vulgaris ausgewahlt. Auf die Verwendung von
Anreicherungskulturen wurde aufgrund des zeitlichen Aufwands der Mini-Plant Messungen
und des (mechanistisch) vergleichbaren Angriffs verzichtet. Ebenfalls wird kein weiterer
Erkenntnisgewinn erwartet. Manganoxidanten wurden nicht eingesetzt, Details siehe
"Erstellen eines Sulfuretums”. Die Mini-Plant (Stromungsreaktor) wurde erfolgreich
eingesetzt. Es konnten die Parameter pH und Redox-Potential in der Bulkldsung gemessen
werden. Zusatzlich wurde auch mittels Minielektroden direkt an der Phasengrenze
Werkstoff/Flussigkeit das Redox-Potential gemessen. Hierzu wurden vom Kurt-Schwabe-
Institut miniaturisierte Redox-Potential Elektroden nach unseren Vorgaben hergestellt.
Selbige kdnnen mittels einer Bohrung in den Ringsegmenten (Werkstoff St37 oder 1.4301)
der Mini-Plant eingesetzt werden. Im spateren Projektverlauf wurden die Minielektroden von
Biofilmen Uberwachsen und lieferten Messwerte aus der relevanten Phasengrenze
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Werkstoff/Biofilm. Das sukzessive Hochskalieren der Laborversuche hin zu einem
praxisnahen Simulationssystems war erfolgreich, dies zeigt sich in einem weiteren Anstieg
der Abtragsrate im Vergleich mit statischen und geschittelten Batch-Reaktoren. Die
Abtragsrate steigt um bis zu Faktor 80, das entspricht einem Abtrag von bis zu 1757 um pro
Jahr. Versuche mit CEBCD und ROBCD zeigten eine korrosionsinhibierende Wirkung von
20 % bzw. 50 % gegen mikrobiell beeinflusste Korrosion. Weitere Untersuchungen zu der
Schutzwirkung von REBCD und ACBCD in der Mini-Plant zeigten z. T. widerspruchliche
Ergebnisse, Details dazu siehe Abschnitt 7.6.4.

Elektrochemische Untersuchungen zum Einfluss der Substanzen auf Korrosionsinhibierung:

Die Evaluierung der Schutzwirkung und Praxistauglichkeit der Adsorbate gegen abiotische
und biotische Korrosion (durch Sulfat-reduzierende, Schwefel-oxidierende und Mangan-
oxidierende Bakterien) unter statischen Bedingungen soll durch elektrochemische
Messungen (Stromdichte-Potential-Kurven, Polarisationswiderstandsmessungen,
Impedanzspektroskopie u.a.) in-situ erfolgen. Dabei kann die zeitliche Entwicklung des
Ruhepotentials als Indikator fir den Beginn von korrosiven Vorgdngen wichtige
Informationen Uber die Stabilitdt der Adsorbate geben. Der elektrochemische Zustand der
Elektrode soll durch in regelméaRigen Zeitabstdnden aufgenommene Daten aus EIS und
elektrochemischer Polarisation beurteilt werden.

Der Einfluss auf abiotische Korrosion der nach erweitertem Standardverfahren mit ACBCD,
REBCD und ROBCD beschichteten Proben aus legiertem Stahl (1.4301) und unlegiertem
Stahl (St-37) wurde in 1 molarer bzw. 0,2 molarer NaCl Lésung bei Raumtemperatur und
unter aeroben Bedingungen untersucht. In einer Versuchsreihe zum Lochbildungspotential
am Werkstoff 1.4301 konnte fir ACBCD und ROBCD beschichtete Proben im Vergleich zu
nicht beschichteten Proben kein Einfluss auf das Lochbildungspotential festgestellt werden.
Wahrend das Lochbildungspotential fir mit ACBCD und ROBCD beschichtete Proben in
vergleichbare Potentialbereiche fiel (450 bis 550 mV gegen NHE angegeben), wurde fir mit
REBCD beschichtete Proben sogar eine Verschiebung des Lochbildungspotentials um ca.
100 mV in kathodische Richtung beobachtet (ca. 360 mV gegen NHE), was einer
Verschlechterung der Korrosionseigenschaften entspricht. Die Untersuchungen zum Einfluss
der wasserunldslichen Cyclodextrin-Adsorbate ACBCD, REBCD und ROBCD auf das
Korrosionsverhalten von St-37 in 0,2 molarer NaCl Losung zeigten ebenfalls, dass die nach
erweitertem Standardverfahren entwickelten Schichten keinen Schutz bieten und im Fall der
REBCD und ROBCD Beschichtungen Korrosionsprozesse sogar beschleunigt werden.

Die nach erweitertem Standardverfahren mit ACBCD, REBCD und ROBCD modifizierten
Proben der Werkstoffe 1.4301 und St-37 wurden auch in 0,5 molarer HCI Lésung bei
Raumtemperatur und sowie aeroben Bedingungen auf ihre Korrosionseigenschaften hin
untersucht. Die Ergebnisse zur Lochbildung an nach erweitertem Standardverfahren mit
REBCD und ROBCD beschichtetem Werkstoff 1.4301 zeigten im Vergleich zu nicht
beschichteten  Proben, weder eine positive (anodische) Verschiebung des
Lochbildungspotentials noch eine Verringerung der Korrosionsstromdichte und somit keine
Verbesserung der Korrosionseigenschaften. Auch die Untersuchung zum Einfluss von
REBCD bzw. ROBCD auf das Durchbruchpotential des Werkstoffs St-37 in 0,5 molarer HCI
zeigen, dass die Potentiale mit Durchbruchpotentialen nicht beschichteter Kontrollen
vergleichbar sind. Desweiteren zeigte die Auswertung der Stromdichte-Potential Messungen
fur REBCD und ROBCD Beschichtungen im Vergleich zur nicht beschichteten St37 Kontrolle
ahnliche Korrosionsstromdichten (262 pA/cm? fir REBCD, 230 pA/cm? fir ROBCD und 270
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uA/cm? fur die Kontrollen) und Polarisationswiderstande (43 Ohm fur REBCD; 54 Ohm fiir
ROBCD und 44 Ohm fir die nicht beschichteten Kontrollen).

Die Ergebnisse zum Einfluss der nach erweitertem Standardverfahren hergestellten
Cyclodextrin-Beschichtungen auf MIC von unlegiertem Stahl (St-37) wahrend kurzer,
anaerober und statischer Auslagerung (fir 3 Tage) in D. vulgaris beimpfter Postgate C
Nahrlésung zeigten fir ACBCD beschichtete Proben im Vergleich zu nicht beschichteten
Kontrollen eine Verschiebung des Durchbruchpotentials in anodische Richtung. Eine
Verringerung der Korrosionsstromdichte bzw. Erhéhung des Polarisationswiderstandes
konnte nicht gezeigt werden. Die Untersuchung von mit ACBCD beschichtetem St-37 zeigte
zudem, dass im Gegensatz zur SRB-beimpften Versuchsfihrung unter sterilen Bedingungen
keine positive (anodische) Verschiebung beobachtet wurde. Die Beschichtungen aus
REBCD und ROBCD zeigen wahrend MIC Versuchsreihen weder eine Verschiebung der
Durchbruchpotentiale noch eine Verringerung der Korrosionsstromdichte (bzw. Erhéhung
des Polarisationswiderstandes) und damit keine Verbesserung der Korrosionseigenschaften.

In D. indonesiensis beimpfter Postgate C (modi) + 2% NaCl Nahrlésung zeigten die
Beschichtungen aus REBCD und ROBCD auf dem Werkstoff 1.4301 wahrend der
Versuchsreihen keine positive (anodische) Verschiebung der Lochbildungspotentiale,
respektiv zur nicht beschichteten Kontrolle. Die Beschichtungen scheinen jedoch die
elektrochemischen Prozesse und die Lochbildung zu inhibieren, was durch eine
Verringerung der Korrosionsstromdichte (bzw. Erhéhung des Polarisationswiderstandes)
gezeigt wurde. Im Falle der ACBCD Beschichtung wird kein Einfluss auf das
Lochbildungspotential und die Korrosionsstromdichte beobachtet.

Mit Hilfe der EIS Methode wurde die Wirkung von CMBCD und CEBCD an unlegiertem Stahl
(St-37) in Cyclodextrin-haltiger (Konz.: 5 mg/ml) 0,2 molarer Natriumchlorid Losung und an
mit CMBCD und CEBCD beschichteten Proben aus legiertem Stahl (1.4301) wahrend einer
12-tagigen Auslagerung in mit D. indonesiensis beimpfter Postgate C (modi.) + 2% NacCl
N&hrlésung untersucht.

Die EIS Ergebnisse von St-37 in CMBCD- und CEBCD-haltiger (Konz.: 5 mg/ml) 0,2 molarer
NaCl-Losung zeigen unter aeroben Bedingungen und Raumtemperatur eine geringe
Verbesserung der Impedanzwerte (Polarisationswiderstand). Zu Beginn der Auslagerung
waren die Werte der Kontroll-Proben in CD-freier 0,2 molarer NaCl-L6sung im Vergleich zu
den Werten fur St37 in CD-haltiger Losung besser. Im weiteren Verlauf der Auslagerung
sanken die Impedanz-Werte der Kontrollen jedoch schneller als im gleichen Zeitraum fir
St37 in CD-haltiger Lésung. Die grofReren Halbkreis-Durchmesser fur St-37 in CD-haltiger
Lésung die im Verlauf der Auslagerung gemessen wurden sind indikativ fir einen reduzierten
Elektronentransfer an der Werkstoffoberfliche. Durch weitere Untersuchungen mittels
Zyklischer Voltammertrie konnte fur St-37 in CMBCD- und CEBCD-haltiger 0,2 molarer NaCl-
Losung gezeigt werden, dass die getesteten Cyclodextrine die kathodische Teilreaktion der
elektrochemischen Korrosionsprozesse beeinflussen konnen und durch Bildung einer
Barriere-Schicht den Ladungs- bzw. Elektronentransfer inhibieren.

3.3 Arbeitspaket 3: Praxisorientierte Untersuchungen zu
Korrosionsinhibierung und Stabilitat der Adsorbate
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Mikrobiologische und werkstoffkundliche Untersuchungen von Proben wahrend der
Auslagerung in technischen Systemen:

Ausgewahlte Adsorbate (und Applikationsverfahren), die in den labororientierten Versuchen
vielversprechende Eigenschaften zeigten, wurden in einem Warmetauscher eingesetzt. Zu
diesem Zweck wurde eine Kooperation mit dem TUV Siid am Standort Industriepark Hochst
geschlossen.

Werkstoffkundliche Untersuchungen:

Die Proben wiesen unter den turbulenten Bedingungen wéhrend der Praxis-orientierten
Auslagerung in einem Warmetauscher im Vergleich zu nicht beschichteten Kontrollen keine
verbesserten Schutzeigenschaften auf. Die Proben neigen unter den gewdhlten
Bedingungen zur Korrosion in Form von Lochbildung. Wie REM-Aufnahmen zeigten, konnte
keine Cyclodextrin-Beschichtung bzw. keine Rlckstdande nach dieser Versuchsreihe
gefunden werden. Die EDX-Untersuchungen deuteten an, dass der Kohlenstoff-Gehalt
verglichen mit den CEBCD Proben vor Auslagerung insgesamt héher ist. Ein Vergleich der
mit CEBCD beschichteten Proben mit nicht beschichteten Kontrollen zeigte keine mess-
bzw. erkennbaren Unterschiede. Anhand dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, dass die
Beschichtungen unter den gewahlten Bedingungen (variierende Temperatur und
Flussgeschwindigkeit zwischen 0,1 bis 0,2 m/sek.) keine Haft-Stabilitdt aufweisen und
aufgrund der Schichtaufldsung keine Verbesserung der Korrosionseigenschaften zeigen.

Mikrobiologische Untersuchungen:

Nach der Auslagerung wurden die Proben mikrobiologisch charakterisiert und die Zellzahlen
von 4 Organismengruppen bestimmt. Im Mittel zeigte der Werkstoff 1.4571 eine leicht
niedrigere Besiedlung im Vergleich zum Werkstoff 1.4301. Dies aufert sich aber vor allem
durch die starke Besiedlung der Probe 1.4301 (1), welche bis zu einer Log-Stufe hthere
Zellzahlen aufweist. Auf der Oberflache hat sich ein heterogener Bewuchs aus
verschiedenen Organismengruppen gebildet. Die Anwesenheit von moderat acidophilen und
Mangan oxidierenden Bakterien ist ein Indikator fur die Mdglichkeit von MIC und kann die
Lochbildung der in Abbildung 29 gezeigten Probe erklaren.

Der Einbau der Mini-Plant als Bypass in industriellen Betriebskreislaufen erwies sich in
Absprache mit unserem Kooperationspartner, dem TUV Sid am Standort Industriepark
Hochst als nicht praktikabel. Ebenfalls wurde aufgrund der gewonnenen Erkenntnisse auf
Erdeingrabe- und Salzspriihtests in Kooperation mit der Bundesanstalt fiir Materialforschung
und —prifung verzichtet.

3.4 Arbeitspaket 4: Untersuchungen zum Einfluss der Substanzen auf
Korrosion durch Organismen des Schwefelkreislaufs

Mikrobiologische Untersuchungen zum synergistischen Angriff von SOB und SRB im
Sulfuretum (analog zu abwasserfiilhrenden Rohrsystemen):

In der Mini-Plant wurde ein Sulfuretum erfolgreich durch Begasung abwechselnd mit
Stickstoff und Sauerstoff (6 Stunden Intervall) sowie Anpassung des Nahrmediums fir SRB
und SOB erstellt. Zuerst wurde der synergistische Angriff von SRB und SOB auf den
Werkstoff St37 getestet. Die CD’s zeigen fur den Werkstoff St37 keine Schutzwirkung, die
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Korrosionsrate der beschichteten Coupons liegt sogar héher als die einer nicht beschichteten
Referenz. Aufgrund dieser und der in den vorherigen Arbeitspaketen gesammelten
Information ist nicht davon auszugehen, dass die ausgewahlten CD’s eine Schutzwirkung
gegen Sauerstoffkorrosion und den synergistischen Angriff von SRB und SOB aufweisen.
Analog dazu wird erwartet, dass die CD’s ebenfalls keine Schutzwirkung flr Gusseisen im
Sulfuretum aufweisen, daher wurde auf eine Auslagerung im Institut Fraunhofer UMSICHT
verzichtet.

3.5 Arbeitspaket 5: Untersuchungen zur Ubertragbarkeit auf CuNi-
Legierungen

Orientierende Untersuchungen zur Schutzwirkung der Adsorbate gegen abiotische Korrosion
und MIC von CuNi-Legierungen (Kraftwerkswarmetauscher):

In einem Warmetauscher wurde die Stabilitat der Adsorbate auf den Werkstoffen 1.4301 und
1.4571 getestet und es zeigte sich keine Schutzwirkung. Analog dazu kénnen diese
Ergebnisse auf CuNi-Legierungen Ubertragen werden. Um die Wirkung auf CuNi-
Legierungen abschlieBend zu klaren muss daher zunachst die Polymeradh&sion verbessert
werden.

3.6 Arbeitspaket 6: Untersuchungen zur Anwendbarkeit der Adsorbate als
Ersatz klassischer Korrosionsinhibitoren in polymerbasierten
Schutzsystemen

Untersuchungen zur Verwendung modifizierter Cyclodextrine als Ersatz klassischer
Korrosioninhibitoren wie Zinkphosphat in polymerbasierten Schutzschichten:

In ersten Gesprdchen im Rahmen des projektbegleitenden Ausschusses wurde die
Mdoglichkeit  diskutiert, klassische Korrosionsinhibitoren wie Zinkphosphate durch
Cyclodextrine zu ersetzen. Da Zinkphosphate bereits erfolgreich durch andere EPS-Analoga
in kommerziellen Lackformulierungen ersetzt wurden, wurde der Vorschlag positiv
aufgenommen. Eine simple Substitution der eines klassischen Korrosionsinhibitors schien
aber nicht praktikabel, so dass hier erst eine Verbesserung der korrosionsinhibierenden
Wirkung der Cyclodextrine erzielt werden muss.

4 Stand der Forschung und Entwicklung

4.1 Mikrobiell beeinflusste Korrosion

Mikrobiell beeinflusste Korrosion (MIC) oder auch Biokorrosion stellt eine besonders
schwierig erkennbare und kaum vorhersagbare Form der Korrosion dar (Beech, 1999)
(Beech, 2005) (Flemming, 2002) (Little, 2007) (Sand, 2003) (Titz, 1999) (Videla, 2005). Bei
dieser speziellen Form der Korrosion werden starke Schaden durch lebende
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Mikroorganismen, die meist innerhalb sogenannter Biofilme leben, verursacht. Diese
Thematik hat in den letzten beiden Jahrzehnten stark an Interesse gewonnen. Nachdem die
Korrosion durch Mikroorganismen zunéchst als “nebenséchlich” betrachtet worden war,
gelangte man anhand fundierter Untersuchungen zu der Uberzeugung, dass MIC nicht nur
eine Begleiterscheinung von Korrosionsschaden ist. Mittlerweile ist akzeptiert, dass
Mikroorganismen sogar mafigeblich fir das Einsetzen von Korrosion sein kdnnen und die
chemischen Reaktionen, die Korrosionsschaden ausmachen, erheblich beschleunigen
kénnen (Flemming, 1995).

Fur das Auftreten von Biokorrosion sind in der Regel komplexe Biofilme verantwortlich, in
denen Mikroorganismen in Kontakt mit dem Werkstoff stehen (Flemming, et al., 2001).
Einzelne Zellen sind hinsichtlich der Werkstoffzerstérung kaum von Bedeutung. Allgemein
kénnen Biofilme durch Stabilisierung von anodischen und kathodischen Bereichen auf der
Werkstoffoberflache an sich bereits zum Entstehen von Lokalelementen fihren. Au3erdem
kénnen Biofilme als Konzentrationszellen wirken und dadurch z. B. auch Lochkorrosion an
hochlegierten Stahlen verursachen (Congmin Xu, 2008).

Bei MIC sind insbesondere drei verschiedene Gruppen von Mikroorganismen von
Bedeutung: Sulfat-reduzierende, Schwefel-oxidierende Bakterien (SRB bzw. SOB) und
Mangan-oxidierende Bakterien bzw Mikroorganismen (MOMO). Mikroorganismen aus der
Gruppe der SRB sind eine der Hauptursachen fur MIC unter anaeroben Bedingungen. Es
wird angenommen, dass sie fir bis zu 50 % aller Schadensfélle durch MIC verantwortlich
sind (Hamilton, 1985). SRB wachsen und leben generell strikt anaerob, obwohl einige Arten
Sauerstoff tolerieren kdnnen. Typische Vertreter der SRB sind z.B. Desulfovibrio vulgaris
sowie die marinen Arten D. alaskensis und D. indonesiensis. SRB oxidieren verschiedene
organische Substanzen. Dabei wird Schwefel in héheren Oxidationsstufen, z.B. in Sulfat,
Thiosulfat oder auch Elementarschwefel als Elektronenakzeptor genutzt und zu
Schwefelwasserstoff (H»S) reduziert. In Gegenwart von Eisenwerkstoffen reagiert
Schwefelwasserstoff mit Eisen(ll)-lonen zu schwerldslichem Eisensulfid. Insbesondere bei
der Korrosion hochlegierter Stéhle spielen die Mangan-oxidierenden Bakterien, wie
Leptothrix discophora, eine wichtige Rolle. Es wurde nachgewiesen, dass sie das
Ruhepotenial rostfreier Stéhle und anderer passiver Metalle und Legierungen erhtéhen
kénnen (Ennoblement; (Dickinson, et al., 1997); (Gumpel, et al., 2005)). Sie oxidieren
Mangan(ll)-lonen zu Mangan(lV)-oxid, welches an der Oberflache ausfallt. Diese
Ablagerungen beeinflussen das Korrosionsverhalten des Materials erheblich ( (Kreikenbohm,
et al., 2003). Linhardt beschreibt u.a. einen Korrosionsfall in einem Wasserkraftwerk, bei
dem grole Mengen an Mangandioxid gefunden wurden (Lindhardt, 1997) und (Lindhardt,
2004). Durch diese Verbindung wurde dort Lochkorrosion durch Chlorid-lonen an rostfreiem
Stahl verursacht. Auffallig dabei war, dass die Chlorid-Konzentration deutlich unter dem
Bereich lag, der allgemein fur den dort vorhandenen Stahltyp als kritisch fur die Initiierung
von Lochkorrosion angesehen wird.

Der korrosive Angriff von SRB auf metallische Werkstoffe wird noch deutlich verstérkt, wenn
sie in Biofilmen synergistisch mit aerob lebenden Schwefel-oxidierenden Bakterien (SOB)
wachsen. Diese Interaktion ist typisch fur Bedingungen mit wechselndem Sauerstoffangebot,
wie z.B. an Hafenspundwanden mit wechselnden Wasserstdnden. Typische Vertreter der
SOB sind z.B. Acidithiobacillus ferrooxidans (Eisen- und Schwefeloxidierer), At. thiooxidans,
Thiobacillus denitrificans und Thiomonas intermedia. Die Interaktion dieser beiden
Bakteriengruppen fihrt zu einem biologisch getriebenen Schwefelkreislauf, der Sulfuretum
genannt wird. Bei Niedrigwasser wird das durch die SRB gebildete Eisensulfid durch die
SOB uber Thiosulfat, Schwefel und Polythionate zu Schwefelsédure (Sulfat) umgesetzt. Die
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Umgebung wird dabei stark angesauert und der Metallwerkstoff durch die Schwefelsaure
direkt angegriffen (Saurekorrosion). Bei Hochwasser wiederum wird das durch die SOB zur
Verfigung gestellte Sulfat durch SRB wieder zu Schwefelwasserstoff umgesetzt. Dieser
Schwefelkreislauf wird einerseits direkt durch die Korrosion des Eisenwerkstoffes und
andererseits durch in der Umgebung verfiigbare organische Substanzen innerhalb des
Biofilms getrieben und flihrt in sehr kurzer Zeit zu starken Korrosionsschaden (Sand, 2003).

Bislang konnte eine Reihe unterschiedlicher Mechanismen beschrieben werden: Zum einen
werden bei MIC die (elektro-) chemischen Korrosionsprozesse durch Biofilme
unterschiedlicher Bakterien oder deren Stoffwechselprodukte wie oben beschrieben
katalytisch beschleunigt. Korrosive Metabolite, wie z. B. organische Sauren, beeinflussen vor
allem die anodische Teilreaktion der Korrosion. Sulfide koénnen auf Grund ihres
Oxidationspotentials die kathodische Teilreaktion beginstigen und die Kathodenflache
vergroRRern. Diese Art von MIC, d.h. die Stimulation der kathodischen und /oder anodischen
Reaktion durch bakterielle Stoffwechselprodukte, wird als chemische MIC (CMIC) bezeichnet
und steht fur einen indirekten Einfluss von SRB auf die Korrosionsprozesse (Enning, et al.,
2014).

Zum anderen werden eine direkte Beeinflussung und die damit verbundene Beschleunigung
der Korrosionsprozesse im Zusammenhang mit einer biologischen Verwertung kathodischer
Elektronen diskutiert und in der Literatur als kathodische Depolarisation bezeichnet (von
Wolzogen Kiihr, 1961) (von Wolzogen Kihr, et al.,, 1934). Uber Jahrzehnte wurde
angenommen, dass unter anaeroben Bedingungen die SRB Uber eine enzymatische
Verwertung von abiotisch auf der Metalloberflache gebildetem Wasserstoff in der Lage sind,
die Kathode zu depolarisieren und auf diese Weise die Metallauflosung zu beschleunigen
(Cord-Ruwisch, et al., 1986) (Daniels, et al., 1987). Allerdings zeigten jungste Studien mit
spezifischen, korrosiven SRB Stammen eine direkte Extraktion von Elektronen aus
elementarem Eisen als ursachlich fiir die beschleunigte Eisenkorrosion, wie sie haufig bei
Schadensfallen in Form von Lochkorrosion beobachtet wird (Enning, et al., 2014) (Venzlaff,
et al., 2013). Dieser Prozess der direkten Verwertung von kathodischen Elektronen als
Energiequelle fur ihren Stoffwechsel wird als elektrische MIC (EMIC) bezeichnet (Enning, et
al., 2014).

4.2 Konventionelle AbhilfemaRnahmen und Problemstellung

Abhilfemalinahmen speziell gegen Biokorrosion konzentrieren sich bislang auf das Abtéten
der Mikroorganismen durch starke Biozid-Zugabe. Mit der neuen EU-Biozidrichtlinie (EU-
Biozidrichtlinie, vom 22. Mai 2012) werden viele Wirkstoffe bald nicht mehr verfligbar sein,
da fur sie aufgrund der fiur KMU zu hohen Kosten fir eine Wirkstoff-Zulassung und kleiner
werdender Absatzmarkte keine Zulassung beantragt wurde. Aufgrund des resultierenden
geringeren Angebots an Wirkstoffen muss davon ausgegangen werden, dass in Zukunft
Licken im Materialschutz auftreten werden, da nicht mehr fir jeden Anwendungsfall der
notwendige Wirkstoff erhaltlich sein wird. Aber auch die Verwendung weiterhin zugelassener
Biozide und Wirkstoffe ist kritisch zu betrachten. Mikroorganismen in Biofilmen kénnen
aufgrund der Schutzwirkung der Biofilm-Matrix hohen Konzentrationen an Bioziden
widerstehen. Es wurde sogar beobachtet, dass einige Mikroorganismen in Biofilmen
verschiedene Biozide als Nahrstoffquelle verwenden konnten und Biozidapplikation in der
Konsequenz zu erhéhtem Aufkommen von Biomasse gefihrt hat (Zuo, 2007). Die
Applikation der Biozide erfordert technisches und wissenschaftliches Hintergrundwissen
sowie Erfahrung, damit ein Biofilm gar nicht erst entstehen kann. Kritisch zu bewerten sind
auch einige hoch-effiziente Biozide wie Natriumhypochlorit, die selbst stark korrosiv wirken
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kénnen. Auch unter ©kologischen Gesichtspunkten sind Biozide kritisch zu betrachten.
Aktuelle Ansatze versuchen die Bildung eines Biofilms unter anderem dadurch zu umgehen,
dass Biozide in Beschichtungen eingebettet werden (Roehl, 2010). Allerdings werden die
Biozide auch so mit der Zeit verbraucht und in die Umgebung eingebracht.

Vor diesem Hintergrund besteht ein grof3er technischer und wirtschaftlicher Bedarf an neuen
Korrosionsschutzmethoden. Hierdurch wiirde ein Markt bedient, welcher stark von kleinen
und mittelstandischen Unternehmen gepréagt ist, die sich eigene Forschungsarbeiten auf
diesem Gebiet nicht leisten kdnnen. Insbesondere sind innovative Losungen gefordert, die
idealerweise umwelttechnisch unbedenklich und preiswert sind. Diese Bedingungen werden
von mikrobiologisch basierten Antifouling-Strategien vollstédndig erfillt, was im Rahmen
dieses Vorhabens umgesetzt werden sollte.

4.3 Kaorrosionsinhibitoren auf biogener Basis

Korrosionsinhibitoren auf biogener Basis erfreuen sich gegenwartig eines hohen Interesses,
was auch Ausdruck in einigen Veroffentlichungen findet, die weiter unten vorgestellt werden.
Neben reinen Substanzen wurden auch komplexe biologische Systeme wie nicht weiter
aufgearbeitete Pflanzenextrakte untersucht, bislang allerdings auf rein empirischer Basis.

Beispielsweise zeigen Oguzie und Koautoren, dass die essentielle und schwefelhaltige
Aminosaure Methionin in Salzsdureldsung eine korrosionsinhibierende Wirkung auf
unlegiertem Stahl hat, welche durch Zugabe von Kaliumiodid erhéht werden kann (Oguzie,
2007). Methionin liegt unter diesen Bedingungen in protonierter Form als Kation vor, dessen
Adsorption durch das Halogenid stabilisiert wird. Ein N-Acyl-Derivat des Methionins wurde
2008 als Hauptbestandteil einer Korrosionsschutz-Formulierung patentiert (Leinweber, et al.,
2008).

Der Farbstoff Methylenblau kann sowohl die Korrosion von Aluminium (Oguzie, et al., 2004)
als auch von unlegiertem Stahl (Oguzie, 2005) (Oguzie, et al., 2005) in saurer L&sung
vermindern. Der Farbstoff liegt als schwach gebundenes Physisorbat vor, was erklart, dass
die Wirkung mit Temperaturerh6hung abnimmt. Neben Methylenblau kann Stahl auch durch
den Farbstoff Kongo Rot und einer weiteren Anzahl organischer Farbstoffe geschitzt werden
(Oguzie, et al., 2005) (Oguzie, 2004). Auch der Naturfarbstoff Indigo hat eine
korrosionsinhibierende Wirkung auf unlegierten Stahl in saurer Loésung, welche durch
Halogenide verstarkt werden kann (Oguzie, 2004).

Auch Saccharide und deren Derivate werden von Miller und Kurfel3 als
Korrosionsinhibitoren fir Aluminium diskutiert (Mdller, et al., 2004). Dabei werden von den
Autoren zwei Gruppen unterschieden: Reduzierende Mono- und Disaccharide, welche die
Enol-Struktur stabilisieren, und Hydroxycarbonsduren, welche chelatisierend wirken. Als
besonders stark inhibierend erwies sich Ascorbinsaure, welche eine Enol-Struktur aufweist.
Saccharide bzw. Polysaccharide konnen grof3technisch auch durch Mikroorganismen
produziert werden. In dieser Hinsicht sind Biofilme, deren Matrix zum grof3en Teil aus
Polysacchariden besteht, auch fiir den Korrosionsschutz von Interesse.

Poly-Maleinsédure und Poly-Aspartat werden in ihrer Wirkung als Korrosionsinhibitoren von
Wilson und Koautoren beschrieben (Wilson et al.,, 2010). Die Autoren gleichen die
Eigenschaften ihrer Substanzen mit den '12 Forderungen’ ab, die von der bekanntermal3en
strengen US-Amerikanischen Umweltbehorde EPA fiir ‘green chemistry’ aufgestellt wurden.
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Als weitere Einsatzmoglichkeit von sogenannten ,green polymers” wird die Verhinderung
von Kalkablagerungen (Sulfat-, Carbonat-,scale®) in der Ol- und Gasindustrie angesehen, da
gegenwartig verwendete Phosphonate in vielen Fallen in Balde verboten sein werden
(Jordan et al., 2010).

Neben Reinsubstanzen wurden auch Pflanzenextrakte untersucht. Beispielsweise zeigen
Extrakte der immergrinen Pflanze Sansevieria trifasciata schitzende Eigenschaften fir
Aluminium sowohl in saurer als auch in alkalischer Losung (Oguzie, et al., 2007). Auch hier
konnte eine Verstarkung des Effekts durch Zugabe von Halogeniden erreicht werden. Auch
fur Extrakte der folgenden Pflanzen konnte ein korrosionsinhibierender Einfluss beobachtet
werden: Azadirachta indica, Garcinia kola, Hibiscus sabdariffa, Mimosa pudica und Moringa
oleifera, (Corrosion 2010, 2010). Diese Pflanzen sind zum Teil als Heilpflanzen mit
antimikrobiellen Eigenschaften oder als vitamin- und proteinreiche Pflanzen bekannt.

Als Beispiel einer industriellen Verwertung wurden von Kharshan und Cracauer (Kharshan,
et al., 2010) die Inhaltsstoffe von Sojabohnen und Raps als Korrosionsinhibitoren auf
biogener Basis, sog. ,biobased materials”, vorgestellt. Wie die Autoren zeigen konnten, wird
im Fall von unlegiertem Stahl tatsachlich eine Verminderung der Korrosionsrate erzielt.
Interessant ist, dass die Autoren Vertreter eines Unternehmens sind, was zeigt, dass
,Jbiobased materials' durchaus industrierelevant sind und als vermarktungsfahig angesehen
werden. Die Autoren weisen auch auf Studien hin, die sich mit Rapsinhaltsstoffen
beschéftigen.

Diesen Rohstoffen ist gemeinsam, dass sie in gro3en Mengen und z. T. als Abfallprodukte in
Form von Pressrickstanden vorliegen. Eine Nutzung der Abfédlle wéare 6kologisch und
Okonomisch sinnvoll. Vor diesem Hintergrund sollte auch an andere ,Abfélle* gedacht
werden, z.B. Pressriickstande von Oliven oder Nissen.

Gunasekaran et al. berichten von der schitzenden Wirkung der Inhaltsstoffe von
Zenthoxylum alatum auf unlegierten Stahl in Phosphorsaure (Gunasekaran, et al., 2004).

Auch antimikrobielle Eigenschaften werden bei einigen Pflanzen beobachtet und sollten fir
ein Konzept gegen MIC in Betracht gezogen werden (lwu, et al., 1999). Beispielsweise wird
auch der von Oguzie bereits erwahnte Baum Garcinia kola aufgefiihrt, dessen Inhaltsstoffe —
u. a. Biflavonoide, Xanthone und Benzophenone — auch eine antimikrobielle und antivirale
Wirkung entfalten.

Hinsichtlich des Schutzes gegen Lochfral3 konnte gezeigt werden, dass einige organische
Substanzen in der Lage sind, den Beginn des LochfralBes zu hdheren Potentialwerten zu
verschieben (Zucchi, et al.,, 1987) (DeBerry, et al.,, 1988). Je nach chemischer
Zusammensetzung der Substanzen konnten geeignete pH-Bereiche identifiziert werden.
Eine Repassivierung bzw. ein Ausheilen bereits gebildeter Locher konnte nicht erreicht
werden. Von den Substanzen erwies sich insbesondere N-Acylsarkosin als wirksam, wobei
die Anwesenheit einer Sauregruppe im Molekll sowohl fur eine stabile Bindung sorgen als
auch den niedrigen pH-Wert in bereits vorhandenen Ldchern anheben soll. Das
Grundmolekil Sarkosin (CHsNHCH2COOH) stellt eine nicht-proteinogene Aminoséaure und
einen Baustein einiger Antibiotika dar. Die Ansicht, dass die Wirkungsweise im Wesentlichen
auf der Blockade aktiver Stellen beruht, wird auch von Szklarska-Smialowska in einem
Review zum Thema ,Inhibtion von Lochfra3" geteilt (Szklarska-Smialowska, 1993).
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Auch die Untersuchungen von Tadros (Tadros, 2005) und Loto (Loto, 2005) basieren auf
nicht weiter analysierten Gemischen biogener Natur: Grinalgen, Réhrenwirmer und
Knoblauch bzw. Cashew-Nuss-Extrakte. Nichtsdestotrotz filhren diese Ansatze zu
verringerter mariner Korrosion bzw. verringerter Korrosion von unlegiertem Stahl.

Ein Korrosionsschutz fir unlegierten Stahl in schwefelsaurer Lésung wurde auch durch
Extrakte aus Kamille oder Kidney-Bohnen erreicht (Abdel-Gaber, et al., 2006). Die Autoren
leiten aus den elektrochemischen Daten ab, dass die Inhibitoren ein gemischtes Verhalten
zeigen.  Extrakte aus Pflaumensaft wurden erfolgreich  hinsichtlich  einer
Korrosionsschutzwirkung an unlegiertem Stahl in Salzsaure untersucht (Ashassi-Sorkhabi et
al., 2006).

Eine der wenigen systematischen Studien unter Verwendung biogener Korrosionsinhibitoren,
vorgelegt von Sugama et al., beschéaftigt sich mit dem Schutz von Aluminium durch
acetylierte Chitosane und Starke-modifizierte Dextrine (Sugama, 2000). Auch die biogenen
Makromolekil-Gruppen der Porphyrine und Phthalocyanine weisen korrosionsinhibierende
Eigenschaften auf, die durch chemische Modifizierungen noch verbessert werden konnten
(Argawala, 1993). Die n-Ringsysteme dienen dabei als gute AnkniUpfungsstellen fir
verschiedene Metallionen. Neben diesen Makromolekiilen sind auch die biogen verfiigbaren
Cyclodextrine von Interesse, die weiter unten diskutiert werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass der Einsatz von biogenen Substanzen einen
vielversprechenden Lésungsansatz fir das Projekt darstellen kann. Die Tatsache aber, dass
viele Studien eher empirischer Natur sind, zeigt, dass eine systematisch angelegte
Herangehensweise notig ist, die gezielt die Wechselwirkung bestimmter chemischer
Strukturen mit den Werkstoffoberflachen als Fokus beinhaltet.

4.4 Korrosionsschutz durch Mikrobiell beeinflusste Korrosionsinhibierung

Der folgende Abschnitt verdeutlicht das Potential von Mikroorganismen und Biofilmen fiir den
Einsatz sowohl gegen Korrosion im Allgemeinen als auch Biokorrosion (MIC — Mikrobiell
beeinflusste Korrosion) im Speziellen. Die Korrosionsvermeidung durch Mikroorganismen
wird dabei allgemein als mikrobiell beeinflusste Korrosionsinhibition (Microbially Influenced
Corrosion Inhibition, MICI) bezeichnet (Naguib, et al., 2002). Die Vvielfaltigen
Anwendungsmadglichkeiten verdeutlicht ein verdffentlichter Bericht von Hutchens und
Crovisier (Hutchens, et al., 2010). Biofilme von Pseudomonas sp. konnten die Korrosion von
Behaltern zur Lagerung eingeschmolzener und verglaster Nuklearabfélle deutlich reduzieren,
die genaue Ursache fur diesen Schutzeffekt ist allerdings nicht bekannt.

441 MICI durch lebende Biofilme

Verschiedene Arbeiten berichten Uber den positiven (korrosionshemmenden) Effekt
bakterieller Biofilme bei metallischen Werkstoffen (Little, et al., 2002) (Maruthamathu, et al.,
2003) (Morikawa, 2006) (Ponmariappan, et al., 2004) (Ponmariappan, et al., 2004)
(Potekhina, et al., 1999) (Taniji, et al., 2002) (Zuo, 2007). Generell basiert die Schutzwirkung
auf verschiedenen Wirkmechanismen, die im Folgenden kurz erlautert werden.

Im Sinne der Bildung (passivierender) Schutzschichten wird zwischen lebenden Biofilmen
auf der einen Seite und zellfreiem biogenen Material (extrazellularen polymeren Substanzen,
EPS) auf der anderen Seite unterschieden. Lebende Biofilme werden als Diffusionsbarriere
fur Korrosionsprodukte einerseits und aggressive Stoffe aus der umgebenden flissigen
Phase andererseits diskutiert. Uber die Diffusionslimitierung hinaus ist die Blockade der
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Elektronenibertragung durch EPS-Schichten ein weiterer Faktor. Elektronen kdnnen
Distanzen bis zu 2 nm Uberwinden (Medvedev, et al., 2001). Wird dieser Maximalabstand
Uberschritten (z.B. durch raumliche Trennung von Mikroorganismen und Oberflache durch
eine EPS-Schicht), stoppt der Korrosionsprozess (Bergel, 2009). Andere diskutierte
Schutzmechanismen gegen MIC sind Sauerstoffzehrung durch aerobe Mikroorganismen,
biogene (Re-)Phosphatierung (u.a. bei (Gunasekaran, et al., 2004)) und die Ausscheidung
und Akkumulation biogener Korrosionsinhibitoren.

Im Hinblick auf die Biokorrosion sind insbesondere auch die Hemmung der Anheftung (und
damit Biofilmbildung) schadlicher Mikroorganismen und/oder des Wachstums dieser
Mikroorganismen von Interesse.

Durch Sauerstoffzehrung wird z.B. die schiitzende Wirkung verschiedener Mikroorganismen
gegeniber unlegiertem Stahl erklart, darunter Pseudomonas spp. (Jayaraman, et al., 1997)
(Ponmariappan, et al., 2004), Shewanella spp. (Dubiel, et al., 2002), Serratia marcescens
(Pedersen, et al., 1991) (Ponmariappan, et al., 2004) und verschiedene Vibrionen
(Pedersen, et al., 1991). Im Zusammenhang mit der Sauerstoffzehrung durch Pseudomonas
spp. berichten Jayaraman et al. (Jayaraman, et al., 1997) und Ismail et al. (Ismail, et al.,
2002) von einer 15fach bzw. 20fach geringeren Korrosionsrate von unlegiertem Stahl.
Allerdings tritt eine Sauerstoffzehrung nur bei lebenden Biofilmen auf. Die Autoren weisen
darauf hin, dass eine Sauerstofflimitierung allein nicht fir den starken korrosionshemmenden
Effekt der Biofilme verantwortlich sein kann. Einige Autoren fuhren die schitzende Wirkung
von Pseudomonas spp. daher auch auf eine biogene Phosphatierung der
Werkstoffoberflache zuriick. Zunachst entstehen durch die korrosive Wirkung der
Mikroorganismen Eisenionen, welche bei ausreichender Phosphat- und
Sauerstoffkonzentration im umgebenden Medium (darunter moglicherweise auch EPS mit
Phosphat-haltigen Verbindungen) stabile Eisen-Phosphat-Schichten (Vivianit, Fes(POa4)2)
bilden (Volkland, et al., 2000).

Uber eine praktische und auch kommerziell umgesetzte Anwendung von Biofilmen zur
Verhinderung des Bewuchses von Schiffsrimpfen durch Muscheln und &hnlichem wurde erst
kurzlich von Haeffner und Mitarbeitern berichtet (Haeffner, 2009). Diese mischen einem
Bioanstrich Proteine bei, welche von Bakterien verdaut werden und zu einem Muscheln
abweisenden Biofilm fuhren. Obwohl die Autoren den Sauerstoffabbau als Ursache
vermuten, scheint dies zweifelhaft, da die Muscheln den nétigen Sauerstoff nicht aus dem
Biofilm sondern aus dem Wasser filtern wiirden. Eine weitergehende Untersuchung erscheint
lohnenswert.

Weiterhin sind Mikroorganismen, die natirliche antimikrobielle Substanzen wie Gramicidin-S
produzieren, im Hinblick auf die Wachstumshemmung schadlicher Mikroorganismen von
Interesse. Biofilme von Bacillus brevi konnten z.B. die Biokorrosion von unlegiertem Stahl in
Gegenwart von Mischkulturen aus Sulfat-reduzierenden und Eisen-oxidierenden
Mikroorganismen deutlich reduzieren (Morikawa, 2006). Um einen ausreichenden
Schutzeffekt zu erzielen, sind aber auch hier lebende Biofilme notwendig, deren Mitglieder
(Bakterien) zudem oft gentechnisch verandert werden muissen. Im Rahmen des hier
vorgestellten Projektes sind diese nicht von Interesse, da die Anwenderakzeptanz gering
sein durfte. Zudem ist die Verwendung gentechnisch verdnderter Organismen streng
reglementiert, eine Verwendung in offenen Systemen damit nahezu unmdglich.
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4.4.2 MICI durch zellfreie extrazellulare polymere Substanzen

Nicht nur lebende Biofilme konnen eine schiitzende Wirkung aufweisen. Viele der
verschiedenen potentiell schitzenden Effekte werden von bestimmten Stoffen bewirkt, die
2001 von Ron in einer zusammenfassenden Verdffentlichung als ,biosurfactants” —
oberflachenaktive Substanzen biogener Herkunft — bezeichnet werden (Ron, et al., 2001). In
diesem Zusammenhang sind besonders die sog. extrazellularen polymeren Substanzen
(EPS) von Interesse. Sie werden in Biofilmen von Mikroorganismen produziert und dienen
dazu, die Anheftung an eine Oberflache zu vermitteln und die Struktur des Biofilms
herzustellen und aufrecht zu erhalten. Dartiber hinaus schiitzen sie den Biofilm vor
Austrocknung, gegen Biozide und Fressfeinde wie Protozoen. EPS bestehen hauptsachlich
aus Polysacchariden, Uronsauren, Lipiden und Nucleinsauren (Beech, et al., 1995) (Branda,
et al., 2005) (Gehrke, et al., 2001) (Flemming, 2002) (Grooters, et al., 2007). Des Weiteren
enthalt die Polymer-Matrix verschiedenste funktionelle Gruppen, wie Carboxyl-, Phosphat-
und Sulfatreste, die in der Lage sind, multivalente Kationen zu binden. Damit bilden sie zum
einen stabile elektrostatische Netzwerke — sowohl innerhalb des Biofilms als auch zwischen
Biofilm und Oberflache — und zum anderen kénnen damit verschiedene Metallionen — wie
z.B. Eisen(lll)-lonen - innerhalb des Biofiims oder an der Grenzflache zur Oberflache
akkumuliert werden (Kumar, et al., 2007) (Laspidou, et al., 2002) (Beech, et al., 2004).

Ahnlich wie bei lebenden Biofilmen kann die Schutzwirkung zellfreier EPS hauptséchlich auf
zwei Mechanismen zuriickgefiihrt werden: die Bildung schitzender Schichten und die
Verhinderung bakterieller Adh&sion und damit Bildung von Biofilmen aus schadlichen
Mikroorganismen (z.B. SRB).

Untersuchungen haben gezeigt, dass Bestandteile der EPS dichte, wasserundurchlassige
Schichten bilden konnen, welche die Werkstoffoberflache bedecken/maskieren und somit
von der flissigen Phase separieren (Ponmariappan, et al., 2004). Sie bilden damit analog zu
lebenden Biofilmen eine Barriere fur Korrosionsprodukte und korrosive Substanzen und
verhindern das Tunneln von Elektronen (Venzlaff, 2010). Auch das Ausmafl regularer
Korrosion, z.B. Chlorid-induzierter Lochkorrosion an legierten Stahlen, kann durch geeignete
EPS vermindert werden. Beispielsweise berichten Maruthamathu et al., dass hochlegierte
Stahle durch bakterielle EPS geschitzt werden kénnen (Maruthamuthu, et al., 1996). Als
Ursache wird vermutet, dass die positiven Uberschussladungen auf der Oberflache von
hochlegiertem Stahl durch anionische funktionelle Gruppen der EPS neutralisiert und die
Oxidschichten stabilisiert werden. Dadurch wird Lochkorrosion als Folge des korrosiven
Angriffs von Chloridionen verhindert.

Der anti-adhésive Effekt von EPS wurde in neueren Studien demonstriert. So konnten die
zellfreien EPS von Lactobacillus fermentum und L. acidophilus die Anhaftung von
Escherichia faecalis an Glas um bis zu 80% reduzieren (Velraeds, et al.,, 1996) und die
Adhasion von Staphylococcus partiell unterdriicken (Walencka, et al., 2008). Meylheuc bzw.
Leriche et al. verwendeten zellfreie EPS von Ps. fluorescens und L. helveticus bzw.
Staphylococcus, um die Anheftung von Listeria sp. an unlegiertem Stahl zu verringern
(Meylheuc, et al., 200691) (Leriche, et al., 2000). Die EPS formten dabei eine dichte Schicht
auf der Werkstoffoberflache und reduzierten die Anhaftung der Listeria sp. um tber 97%. In
einem anderen Versuch wurden EPS, hergestellt durch einen biotechnologisch veranderten
Stamm von Lactobacillus reuteri, als Ersatz fur Zink-Phosphat in organischem
Korrosionsschutzlack verwendet. Nach 2 Jahren Exposition in einem Trockendock in den
Niederlanden zeigte der EPS-haltige Lack mindestens gleichwertige Eigenschaften im
Vergleich zu konventionellem, Zink-Phosphat-haltigem Lack (Exopolysaccharide ESP180 as



Seite 21 des Schlussberichts zu IGF-Vorhaben 18352 N

anti-corrosive additives for coatings, 2009) (van Leeuwen, et al., 2009). Isoliert und
aufgereinigt, zeigen die EPS Schutzwirkungen, wie beispielsweise Magalhaes de Paiva vor
kurzem Dberichtete (dePaiva, 2004) hat: Durch Applikation gereinigter EPS der Art
Desulfovibrio alaskensis konnte die Adhasion von Zellen der nachweislich schadlichen Art
Desulfovibrio indonesiensis und damit die Bildung eines Biofilms verhindert werden.

Auch die EPS von Pseudomonaden zeigen einen solchen Effekt, wie verschiedene Autoren
berichten (Beech, et al., 2000) (Gomez-Suarez, et al., 2002) (Gubner, et al., 2000). Hier
konnte auch gezeigt werden, dass die Zusammensetzung der EPS einen Einfluss auf die
Schutzwirkung hat. Je nach Herkunft der EPS wurde die Adhasion von lebenden Zellen
unterschiedlich stark unterdrtickt.

Im Zusammenhang mit der Biokorrosion durch SRB ist interessant, dass in eigenen Arbeiten
der Antragsteller (IGF-Vorhaben 263 ZN) eine Beschichtung mit zellfreien EPS-Extrakten
von D. vulgaris die spatere Biofilmbildung durch denselben Mikroorganismus deutlich
beeinflusste (Kuklinski, 2007). Eine Erklarung hierflr bietet die Hypothese der ,microbial
footprints® (Neu, 1992, 1996). Die Autoren vertreten die Annahme, dass Mikroorganismen in
der Lage sind, Oberflachen aktiv zu markieren. Zur Markierung werden hierbei hauptsachlich
zellfreie  EPS und Exoenzyme verwendet. Bei einer Ablosung des Biofilms oder
Né&hrstoffknappheit wird die jeweilige Oberflache als fiir eine weitere Besiedlung ungeeignet
markiert. Die 0.g. Studien zeigten darliber hinaus, dass Herkunft und Zusammensetzung der
EPS-Extrakte einen deutlichen Einfluss auf die Schutzwirkung ausiiben. So fuhrten im Falle
der SRB die zellfreien EPS von D. alaskensis und D. indonesiensis sogar zu einer
verstarkten Anheftung von D. alaskensis.

Dass die chemische Zusammensetzung der EPS einen Einfluss auf die Schutzwirkung hat,
konnte auch von Ferrari und Breur gezeigt werden (Ferrari, et al.,, 2005): EPS, die aus
Homopolysacchariden aufgebaut sind, zeigen eine bessere Schutzwirkung gegen die
Korrosion von unlegiertem Stahl als solche, die aus Heteropolysacchariden aufgebaut sind.

Es ist anzunehmen, dass viele der Schutzwirkungen, die im Zusammenhang mit lebenden
Biofilmen berichtet werden, im Grunde genommen durch die EPS dieser Mikroorganismen
verursacht werden. Ahnliche Vermutungen in dieser Richtung werden beispielsweise auch
von Werner et al. (1998) geaul3ert, die einen &hnlichen Mechanismus wie Maruthamuthu et
al. annehmen (Maruthamuthu, et al., 1996).

4.5 Kaorrosionsinhibition durch einzelne Stoffgruppen (EPS- Analoga)

Die im letzten Kapitel vorgestellten Berichte belegen die potentielle Eignung von Biofilmen
bzw. EPS, zeigen aber auch gleichzeitig die Problematik auf: Die als EPS
zusammengefassten Stoffgruppen sind h&ufig nicht im Detail analysiert worden, was wohl
auch auf Grund ihrer chemischen Komplexitat und Variabilitat nicht erfolgte.

Im Rahmen von eigenen Untersuchungen (IGF-Vorhaben 263 ZN) hat sich gezeigt, dass die
technische Umsetzung zur Nutzung sowohl von lebenden Biofilmen als auch von deren
sekretierter EPS schwierig ist (Grooters, et al., 2007) (Heyer, 2007) (Kuklinski, 2007)
(Stadler, et al., 2010) (Stadler, et al., 2008). Bei den EPS waren die geringe Verflgbarkeit
und auch die unbefriedigende Haftfahigkeit die wesentlichen Griinde. Die Ausbeuten an EPS
bei Organismen wie SRB sind gering (zwischen 100 und 200 mg pro L Kulturansatz) und die
notigen Extraktionsverfahren schwierig und zeitaufwendig. Eine Mdglichkeit, die Ausbeuten
zu erh6hen, ware eine gentechnische Veranderung der Mikroorganismen. Aufgrund von zu
erwartenden Akzeptanzproblemen scheidet diese Variante jedoch aus. Eine Vollsynthese
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natlrlicher EPS ist nahezu unmoéglich, da die komplexe Zusammensetzung eine chemische
und strukturelle Analyse schwierig bis unméglich macht. Dartiber hinaus waren die nétigen
Synthesen mit hoher Wahrscheinlichkeit aufwandig und teuer.

Aufgrund unseres vertieften Verstandnisses der molekularen Prozesse beim
Biokorrosionsprozess und der Rolle der EPS, ist anzunehmen, dass nur bestimmte
funktionelle Gruppen und Molekiile, wie Glucuronsaurereste, eine entscheidende Bedeutung
bei der Bindung von EPS und damit natdrlich auch der korrosionsverursachenden
Mikroorganismen an Oberflachen und somit deren Stabilitat haben. Die Verwendung
marktiblicher reiner Stoffgruppen, die in grofen Mengen verfigbar und (leicht) chemisch
modifizierbar sind, stellt daher eine Alternative zur Verwendung komplexer nattrlicher EPS-
Extrakte dar. Einen besonders interessanten Ansatz in diesem Zusammenhang stellen
Cyclodextrine dar, auf die im folgenden Teil eingegangen wird.

45.1 Cyclodextrine

Eine mogliche Alternative, die auch im Rahmen eines IGF-Vorhabens untersucht wurde, sind
Cyclodextrine (CD). CD sind zyklische, kegelférmige Oligosaccharide bestehend aus sechs
(a), sieben (B), acht (y) oder neun (8) Glucosemonomeren, die Uber glycosidische a-1, 4
Bindungen miteinander verbunden sind, wie die Abbildung 1A verdeutlicht.

Die Anzahl an Glucose- Einheiten bestimmt die Dimension und Grofe des Hohlraums
Ublicherweise sind CD’s Starke-Derivate. Lineare Starkeketten werden gespalten und
jeweils ein reduzierendes und ein nicht-reduzierendes Ende per intramolekularer
Transglycosylation verbunden. Diese Reaktion wird durch das Enzym Cyclodextrin-
Glycosyltransferase (CGTase) katalysiert. CGTasen bilden sowohl die CD’s als auch lineare
Malto-Oligosaccharide, wenn sie mit Starke inkubiert werden (van der Veen, et al., 2000).

CD’s haben priméare und sekundare Hydroxygruppen an den Randern und CH-Gruppen an
den Kohlenstoffen C-3 und C-5 sowie glykosidischen Sauerstoff auf der Innenseite des
Rings (Abbildung 1B). Durch die Stellung der Hydroxylgruppe an den Randern ist die
AulRenseite polar, wahrend das Innere des Rings relativ unpolar ist (Zhang, et al., 2009) (van
der Veen, et al., 2000) (Jeromin, et al.,, 1998). Die Ringstruktur macht CD’s besonders
interessant, da sie in wassrigem Milieu hydrophobe Gastmolekile aufnehmen kénnen. Daher
werden CD oft als ,Transport- Molekile" verwendet (Conners, 1997). Die Gastmolekile
binden dabei sowohl Uber hydrophobe Wechselwirkungen als auch
Wasserstoffbriickenbindungen. Verschiedene CD’s weisen eine Selektivitat fir bestimmte
Stoffe auf.

Auf Grund ihrer speziellen Fahigkeit, Substrate als Gastmolekile aufnehmen und somit vor
auRReren Einflussen schiitzen oder unerwiinschte Stoffe aus der Umwelt entfernen
(Butterfield, et al., 1996) zu kdnnen, werden CD’s in vielen verschiedenen Bereichen wie der
Lebensmittelindustrie, der Textilbranche, der Pharmaindustrie oder der Kosmetikindustrie
verwendet (Chemie Unserer Zeit, 2005). CD’s kénnen chemisch modifiziert werden, indem
z.B. Hydroxylgruppen zu Ethern oder Estern umgewandelt und dadurch die Spezifitat des
CD erhéht wird. Fur die Lebensmittelindustrie sind sie daher von groRem Nutzen, um
Geriiche zu unterdriicken oder Bitterstoffe aus Nahrungsmitteln zu entfernen (Gréger, et al.,
2001). In der Textilveredlung spielen CD-Derivate mit geeigneten funktionellen Gruppen eine
grol3e Rolle, denn sie kdnnen permanent auf verschiedenen Fasermaterialien fixiert werden.
Wichtig dabei ist, dass sie die Eigenschaft des hydrophoben Innenraums nicht verlieren,
durch dessen Einfluss sie spezielle Stoffe aufnehmen kénnen, um somit die funktionellen
Eigenschaften zu erhéhen (Dentner, et al., 1996). Auch in der Medizin bzw. Pharmaindustrie
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sind Cyclodextrine von groRer Bedeutung. Sie erhdhen z.B. die Wasserloslichkeit, Stabilitat
und die Bioverflgbarkeit lipophiler Pharmaka (z.B. Prostavasin). Des Weiteren dienen sie zur
Verkapselung von Duft- oder Aromastoffen und sind dabei toxikologisch unbedenklich und
biologisch abbaubar (Bom, et al., 2002).
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Abbildung 1: Cyclodextrin Darstellung. A: Struktur von a-, B- und y-Cyclodextrin, B: Molekulare

Dimension von Cyclodextrinen. Quelle: (Li, et al., 1992)

Cyclodextrine gehdren wie Dendrimere (Buschmann, et al., 2004) oder auch die
strukturverwandten Cucurbiturile (Lagona, et al., 2005) zu einer Substanzgruppe mit
supramolekularen Strukturen. Viele Substanzen dieser Gruppe weisen ahnlich interessante
Eigenschaften auf (Komplexierungsvermdagen, spezifische Wechselwirkungen,
strukturierbare Hohlrdume), sind aber - im Gegensatz zu den aus Starke gewonnenen
Cyclodextrinen — nicht biogenen Ursprungs.

Badrudoza und Coautoren (Badruddoza, 2013) berichten, dass mit Carboxymethyl-R3-
Cyclodextrin-Polymer modifizierte FeszOs Nanopartikel in der Lage sind, als eine Art
magnetischer Adsorber selektiv Pb?*, Cd** und Ni?* aus Wasser zu entfernen. Das CD-
Polymer auf den Nanopartikeln verbesserte die Adsorptions-Kapazitdt zu Metallionen
aufgrund der Komplexierungseigenschaften der vielfachen Hydroxyl- und Carboxyl- Gruppen
im Polymergertst.

Besonders die mikrobielle Abbaubarkeit der CD’s ist, im Hinblick auf ihre Verwendung fir
Beschichtungen gegen mikrobiell beeinflusste Korrosion (MIC), von Interesse. Vereinzelt
wurde der bakterielle Abbau in Bdden (Fenyvesi, et al., 2005) und bei aerober
Kompostierung untersucht (Verstichel, et al., 2004). Dabei zeigte sich, dass alle natirlichen
(d.h. nicht-modifizierten) CD’s einem raschen biologischen Abbau unterliegen. Zuféllig
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methylierte CD’s hingegen wurden unter aeroben Bedingungen innerhalb von 49 Tagen
nicht abgebaut, im Boden waren nach 2 Jahren noch 40% des Ausgangsgehalts
nachweisbar.

Bezlglich der Anwendung von CD gegen Korrosion werden nur wenige Studien vorgestellt.
Dabei konzentrieren sich die Berichte auf die Einfihrung von CD’s zur Verbesserung der
Wirkeigenschaften von Polyacrylamid, Polyethylenglycol oder 2-Phosphonobutan - 1,2,4-
Tricarbonséaure, welche durch die OI- und Gasfoérdernde Industrie als Inhibitoren gegen die
Korrosion von Stahlen untersucht werden (Zou, et al., 2014) (Zou, et al., 2014) (Zou, et al.,
2013).

5 Angestrebte Forschungsergebnisse

Bereits im Vorlauferprojekt wurden Cyclodextrine systematisch funktionell modifiziert und als
Schutzschichten gegen sowohl abiotische Korrosion als auch MIC an unlegiertem und
hochlegiertem Stahl in wassrigen Medien lber Zeitrdume von bis zu 3 Monaten erfolgreich
eingesetzt.

Schwerpunkt der Arbeiten in diesem Vorhaben sollte nun die Optimierung der o.g.
Adsorbatschichten auf Cyclodextrinbasis darstellen. Im ersten Schritt sollte eine praxisnahe
Applikationsmethode entwickelt werden (z.B. im 2K-System mit zwei unterschiedlich
modifizierten Cyclodextrinen, die an der Oberflache selbst polymerisieren). Durch gezielte
Variation einiger wichtiger Parameter sollte das Adsorptionsverhalten optimiert werden, um
daraus eine Zusammensetzung fur die technische Formulierung ableiten zu kdénnen. Die
Stabilitat der auf den Werkstoffoberflachen erzeugten Schichten muss dann gegen biotische
und abiotische Faktoren optimiert werden. Auf Basis der erzielten Ergebnisse sollten die
CD’s weiter gezielt chemisch modifiziert werden.

Nach Ablauf der Untersuchungen bezuglich einer Korrosionsinhibierung sollten fundierte
Informationen zu den Wirkmechanismen und mogliche Beeintrachtigungen der Werkstoffe
vorliegen. AuRerdem sollte eine Ubertragbarkeit der Resultate auf Nicht-Eisenwerkstoffe
(insbesondere CuNi-Legierungen fir Warmetauscher) gepruft werden. Am Ende sollte ein
Ergebnistransfer stattfinden welcher dem Anwender ermdglicht, ein praxistaugliches
Korrosionsschutzsystem zu entwickeln.

6 Material und Methoden

6.1 Mikroorganismen

Zur Untersuchung der korrosionshemmenden Wirkung verschiedener biogener Substanzen
bzw. industrieller EPS-Analoga wurden SRB, SOB und MOMO als Testorganismen fir
Korrosion-verursachende Mikroorganismen eingesetzt.

Tabelle 1 listet Stdmme auf, die in diesem Vorhaben als Modellsysteme fir Biokorrosion
eingesetzt wurden.
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Tabelle 1: Liste von kultivierten Sulfat-reduzierenden und Mangan-oxidierenden Bakterien, die als

Modellsysteme fur Biokorrosion eingesetzt wurden.

Mikroorganismen Beschrieben durch
Desulfovibrio alaskensis DSM 16109 Feio et al., 2004
Desulfovibrio indonesiensis DSM 15121 Feio et al., 1998
Desulfovibrio vulgaris DSM 644 Postgate and Campbell, 1966
Leptothrix discophora CCM 2812 Rogers and Anderson, 1976
Thiomonas intermedia K12 Wolff, 1981

6.2 Zellkultivierung

6.2.1 Kultivierung von Leptothrix discophora

Leptothrix discophora wurden in 100 mL Erlenmeyerkolben gefillt und mit 45 mL MSVP-2
Medium (siehe Anhang 11.3) fiir 2-5 Tage bei 28°C auf einem Rotationsschdittler inkubiert. 5
mL einer Vorkultur wurden als Inokulum genutzt.

6.2.2 Kultivierung von SRB

Stammkulturen von D. vulgaris, D. alaskensis und D. indonesiensis wurden in Postgate C
nach v. Rége in 50 ml Schottflaschen mit GL-Schraubverschluss und Septen aus 4 mm
dickem Paragummi bei 37° C im Dunkeln angezogen. Nach 2-5 waren die Kulturen
gewachsen, was durch Trubung des urspringlich klaren Mediums angezeigt wurde.
Anschlieend konnten die Kulturen maximal sechs bis acht Wochen bei 4°C im Kuhlschrank
gelagert werden. Nach Ablauf dieser Ruhephase mussten die Kulturen als Inokulum (1% v/v)
auf frisches Nahrmedium Uberimpft werden.

Fur die eigentlichen Untersuchungen zur Biokorrosion wurden Arbeitskulturen aus SRB in
Postgate C (modifiziert) angezogen (siehe Anhang 11.2). Dazu wurde zundchst eine
Stammkultur als Inokulum (1% v/v) auf 50 ml des modifizierten Nahrmediums Uberimpft und
nach Wachstum erneut als Inokulum (1% v/v) auf 100 ml frisches Postgate C (modifiziert)
Uberimpft. Diese Bakterien-Losung konnte als frei von Hefeextrakt betrachtet werden und
diente schliellich als Arbeitskultur.

6.2.3 Kultivierung von Thiomonas intermedia

Thiomonas intermedia wurden in 100 mL Erlenmeyerkolben gefillt und mit 45 mL Ti-Medium
(Medium fur moderat acidophile Thiobacillen, siehe Anhang 11.4.3) fiir 2-5 Tage bei 28°C
auf einem Rotationsschdttler inkubiert. 5 mL einer Vorkultur wurden als Inokulum genutzt.

6.3 Werkstoffauswahl und Probenvorbereitung

6.3.1 Verwendete Werkstoffe

Die fur die praktischen Untersuchungen vorgesehenen Proben der u.a. Werkstoffe wurden in
der Forschungsstelle 1 angefertigt. In den folgenden beiden Tabellen (Tabelle 2 und

Tabelle 3) sind die Werkstoffe charakterisiert. Zur Ubersichtlichkeit werden diese Werkstoffe
im weiteren Verlauf der Experimente mit den Kurzbuchstaben A bis C gekennzeichnet.




Seite 26 des Schlussberichts zu IGF-Vorhaben 18352 N

Tabelle 2: Informationen zu den verwendeten Werkstoffen.

Werkstoff Kennzeichen Beschreibung Quelle / Qualitat

Hand.elsnan)e A"'?°°' Fa REMAG, Mannheim;
technisch reines Eisen

Reinei N .
eineisen A mit Fe-Gehalt von 99,8 — Gutestufe 2, Oberflache
schwarz / dunkel

99,9 %.

ST 37, in der Literatur oft Fa Stapf, Frankfurt am

Unlegierter Stahl B als ,carbon steel” Main; R.ST. 37-2;
9 bezeichnet. ST. 37-2 Oberflache
Werkstoffnummer 1.0037 dunkel / schwarz
X5CrNi-18-9: Werkstoff Fa MVG, Frankfurt am
. Nr. 1.4301 entspricht dem Main; 1.4301 (V2A) 3c
Hochl hl
ochlegierter Stal c US-amerikanischen Stahl Oberflache metallisch
304 SS. blank

Tabelle 3: Zusammensetzung der verwendeten Werkstoffe

Bestandteile (auf3er Fe) [Atom %]

Werkstoff

Armco

St 37

1.4301

6.3.2 Probenanfertigung

Fur die Untersuchungen wurden passende Proben in unterschiedlichen Abmessungen
angefertigt. Die Standard Coupons haben eine Abmessung von 20 mm x 30 mm x 1 mm.
Kleine Coupons, die fiur spatere Untersuchungen mittels AFM und ESMA verwendet wurden,
haben eine Abmessung von 20 mm x 15 mm x 1 mm. Fir elektrochemische Untersuchungen
wurden unter anderem auch Zylinder verwendet. Diese haben eine Abmessung von 6 mm
Dicke und 10 mm Durchmesser und waren passend fur spatere Untersuchungen mittels
AFM.

Die Coupons aus unlegiertem und hochlegiertem Stahl wurden aus passenden Blechen
geschnitten, wahrend die Coupons aus Reineisen aus Flachstangen bzw. Rundstdben
geschnitten wurden. Die Zylinder konnten bis auf Reineisen jeweils aus Rundstangen
abgeschnitten werden.

6.3.3 Probenvorbereitung

Der Zustand einer Probenoberflache hat nachweislich einen erheblichen Einfluss auf die
bakterielle Besiedlung und muss daher reproduzierbar eingestellt werden. In Anlehnung an
das Vorlaufer-Projekt wurde folgendes modifiziertes Behandlungsschema angewendet.
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Nass-Schliff mit Sandpapier (SiC) unterschiedlicher Kérnung
e Abspilen mit H.O VE, Ethanol p.a. und Aceton p.a.

o Aufbewahrung in Aceton p.a. bis zu den Folgeschritten

e Markierung mittels Lichtbogen-Schreiber

e Auswiegen

e Entfetten und Reinigen durch sukzessive Ultraschallbehandlung fir 5 min. mit
Ethanol p.a. und Aceton p.a.

e Trocknung mit anschlieRender Lagerung im Exsikkator bis zur weiteren Verwendung

e Sterilisieren der Proben vor dem Einsatz fur 7 Std. bei 130°C (+ 2 Std. Aufheizzeit)

Schleifen:

Der Schliff der Proben erfolgte auf beiden Seiten und an den Randern. Als Geréat wurde ein
Lapopol 2 (Fa. Struers) eingesetzt, an dem unter Wasserkihlung gearbeitet werden konnte.
Proben aus Reineisen und unlegiertem Stahl konnten mit einem Magneten festgehalten
werden.

Kennzeichnen:

Die Kennzeichnung der Proben erfolgte nach dem Schliff mit einem sog.
Lichtbogenschreiber.

Sterilisieren der Proben:

Die Sterilisation der Proben wurde im Trockenen durchgefuhrt. Dazu wurden die Proben an
einem PTFE-Band befestigt und senkrecht in Rollrandgléser gestellt. Diese wurden mit
Alufolie verschlossen, sodass Wasserdampf entweichen konnte. Das Gefald wurde fir
sieben Stunden auf 130°C erhitzt. Nach dem Sterilisieren waren die Proben einsatzbereit.

6.3.4 Proben-Aufarbeitung nach Entnahme

Fur die Gewichtsverlusttests (Korrosionstests) im Batch-Verfahren oder in der Mini-Plant
wurden Coupons der Sorte St37 verwendet. Zur Ermittlung des Gewichtsunterschiedes
wurden die Coupons vor und nach Auslagerung gewogen. Korrosionsprodukte wurden vor
der Gewichtbestimmung entfernt. Biofilme und Korrosionsprodukte wurden mittels EDTA-
Losung (37.2 g/L) fur 30 min in einem Ultraschallbad entfernt. Nach der Ultraschallreinigung
wurden die Coupons mit Kimtech ® Prazisionstichern abgerieben um restliche
Korrosionsprodukte zu entfernen. Grafisch wird die Verringerung der Korrosion der mit
Cyclodextrinen beschichteten Coupons, gemessen am Gewichtverlust, im Vergleich mit einer
nicht beschichteten Kontrolle dargestellt. Zusatzlich wird die Abtragsrate in um pro Jahr
angegeben.

6.3.5 Statistische Auswertung der Biofimbildung
Fur die Biofilmbildung wurden 2 biologische Replikate mit je 2 technischen Duplikaten
ausgewertet (2x2 Coupons), hierzu wurden je 5 Bilder mittels EFM aufgenommen und die
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Flachenbelegung mit ImageJ 1.46 (W. Rasband, National Institutes of Health, USA)
ausgewertet.

6.4 Absorbatbildung

Die Adsorbate wurden auf Basis unterschiedlicher Konzepte hergestellt und getestet. Die
Zusammensetzung der ,Suspensionen® sowie die Probenbeschichtung werden in den
folgenden Kapiteln beschrieben.

6.4.1 Cyclodextrine
Tabelle 4: Verwendete Cyclodextrine mit Abkirzung.

Substanz Abkurzung Hersteller
Carboxymethyliertes a-Cyclodextrin (DS CMACD Cyclolab
~3.5) Na-Salz
Carboxyethyliertes a-Cyclodextrin (DS~3) CEACD Cyclolab
Carboxymethyliertes p-Cyclodextrin (DS CMBCD Cyclolab
~3.5) Na-Salz
Carboxyethyliertes B-Cyclodextrin Na- CEBCD Cyclolab
Salz (DS ~3)
Acetyliertes-B-Cyclodextrin polymer ACBCD Cyclolab
Zuféllig (Random) Ethyliertes-B-Cyclodextrin REBCD Cyclolab
Zufallig (Random) Octyliertes-3- ROBCD Cyclolab

Cyclodextrin

6.4.2 Erzeugung von Cyclodextrinschichten durch Polymerisierung

Fir die Cyclodextrin-Polymerisation wird Glutardialdehyd im zehnfachen Uberschuss
bendtigt (1 M Cyclodextrin zu 10 M Glutardialdehyd). Die in sterile 50 ml Falcontubes
eingewogene Cyclodextrin-Menge wird zunachst unter anaeroben Bedingungen im
salzsauren (pH 2) und sterilen H,O VE gelost. Die Endkonzentration wird auf 10 mg*ml*
eingestellt. Pro 1 ml Suspension werden dann 4,2 ul Glutardialdehyd (25%) zugebeben
(Polymerisations-Matrix).

Fur eine spatere Visualisierung der Cyclodextrin-Schichten mittels Epifluoreszenz
Mikroskopie (EFM) oder Konfokalmikroskopie (CLSM) werden noch 0,8% einer 10 mg*ml?
fluoreszenzmarkierten Cyclodextrin-Losung (CMBCD-FITC) hinzugegeben. Das Cyclodextrin
/ Glutardialdehyd-Gemisch muss anschlieRend homogenisiert werden.

Standardverfahren: Um die Coupons zu beschichten wird das Cyclodextrin/Glutardialdehyd-
Gemisch unter anaeroben Bedingungen in die einzelnen Rollrandglaser gefillt und die
Coupons vollstandig bzw. zur Haélfte bedeckt. AnschlieRend werden diese Proben unter
anaeroben Bedingungen, bei 45°C, acht Stunden lang inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wird das Cyclodextrin/Glutardialdehyd-Gemisch abpipettiert und die Proben
fur mindestens 24 Std. unter anaeroben Bedingungen (Glovebox) im Dunkeln getrocknet.

6.4.3 Optimierung der Beschichtung auf St37 und 1.4301

Das in dem Vorgangerprojekt (IGF-Vorhaben 16953 N) entwickelte Standardverfahren
erzeugte homogene als auch korrosionsinhibierende Schichten. Jedoch ist die Beschichtung
zeit- und personalaufwendig, so dass der Einsatz selbstpolymerisierender
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Cyclodextrinschichten erprobt werden sollte. Hierzu wurden die Cyclodextrine REBCD und
ROBCD auf unseren Wunsch von der Fa. Cyclolab synthetisiert. Die oben genannten
Cyclodextrine haben verschieden lange Seitenketten, Ethyl (C2) und Octhyl (Ci0). Durch ihre
hydrophoben Seitenketten sind sie nicht wasserléslich und wurden fir das Projekt in
Essigsaureethylester geltst. In geldstem Zustand liegen die Seitenketten frei vor. Kommt ein
beliebiger Werkstoff nach dem Tauschbeschichten mit einer wassrigen Lésung in Kontakt,
lagern sich die hydrophoben Seitenketten in die hydrophoben Kavitaten der benachbarten
Cyclodextrine ein. Die Cyclodextrine verketten sich in wassrigem Milieu selbst, so ist eine
zeitintensive nachgeschaltete Polymerisation unnétig.

Erweitertes _Standardverfahren: Zur Absorbatbildung wurde das Tauchverfahren
ausgewahlt. Die Coupons wurden durch gleichméaRiges eintauchen und sofortiges
gleichméaRiges herausziehen in einer 10 mg*mL* Cyclodextrin/Essigsaureethylacetat-Losung
beschichtet. Um eine gleichmafige Absorbatbildung zu gewahrleisten, wurde funf Mal
eingetaucht mit jeweiligem Abliften des Lésemittels zwischen den Tauchschritten. Analog
dazu wurde mit dem Cyclodextrin ACBCD mit acethylierten Seitenketten verfahren. ACBCD
zeigt keine Selbstverkettung ist jedoch ebenso unléslich in Wasser und hat ebenso eine
potentiell hohe Stabilitdt gegen Abldsung in wassrigem Milieu. ACBCD wurde fiir das Projekt
in Acetonitril gelést. Da hier in wasserfreiem Losemittel gearbeitet wurde, konnten alle
Schritte mit den jeweiligen Werkstoffen in aerober Atmosphare (z.B. Laborabzug)
durchgefuhrt werden.

6.4.4 Beschichtung zylinderférmiger Proben

Die zylinderférmigen Proben missten unter sterilen Bedingungen bereits vor der Adsorption
auf die Probenhalter montiert werden, da die nachtragliche Montage ggf. die Adsorbatschicht
beeinflussen konnte. Die Proben wurden nach Schleifen und Entfetten fur die
Trockensterilisation vorbereitet. Dazu wurden die Proben mit Schrauben versehen und an
PTFE-Schlaufen in Erlenmeyerkolben befestigt. Metallstdbe und Vitonringe wurden mit
Ethanol desinfiziert und anschlieRend in der Sterilbank in die Proben geschraubt.

Die hergestellten CD Suspensionen wurden in einer sterilen und mit N, gefluteten
Anaerobenkammer in 5 ml Spritzen gefillt, unten mit einer Kappe versehen und
anschliel3end die bereits auf den Probenhalter montierten Proben soweit eingetaucht, dass
sie nicht auf dem Boden zu liegen kamen. Die Halter ihrerseits befinden sich in speziell
angepassten NS 18 zu GL 18 Ubergangsstiicken aus Glas, die mit dem NS-Ende fest in
sterile Hilsen von 5 ml-Einwegspritzen eingepresst werden kdnnen. Nach Ablauf der
Expositionszeit wurde die CD Suspension bzw. das CD/Glutardialdeyd-Gemisch abpipettiert
und die Proben fir mindestens 24 Std. unter anaeroben Bedingungen (Glovebox)
getrocknet. Bei Verwendung fluoreszenzmarkierter Cyclodextrine geschieht die Trocknung
im Dunkeln.

Bei Verwendung von wasserunloslichen Cyclodextrinen konnte auch bei zylinderférmigen
Proben, analog zum erweiterten Standardverfahren auf eine anaerobe Atmosphéare
verzichtet werden.

6.4.5 Untersuchung der selbstverkettenden Cyclodextrinschichten auf
Wasserlgslichkeit

Nach der Tauchbeschichtung mittels erweitertem Standardverfahren wurde die

Adsorbatbildung auf den Proben (Coupons) optisch begutachtet und mit Hilfe eines EFM

betrachtet. Nach der Begutachtung werden die nach erweitertem Verfahren beschichteten
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Stahlcoupons in neue sterile Petrischalen Uberfihrt, diese mit jeweils 50 mL sterilem PBS-
Puffer gefillt und im Dunkeln fiir 7 Tage bei Raumtemperatur statisch inkubiert. Danach wird
der PBS-Puffer abpipettiert und verworfen. Die Stahlcoupons verbleiben zum Trocken fir 24
Stunden in den Petrischalen und werden anschlie3end mit dem EFM betrachtet.

6.5 Labororientierte Untersuchungen zum Einfluss der Cyclodextrin Adsorbate

auf MIC und MICI
In den labororientierten Untersuchungen sollen grundsatzliche Erkenntnisse zum Verhalten
der CD Adsorbatschichten gewonnen werden. Es wird deren Einfluss auf die Korrosion
sowie Biofilmbildung untersucht. Sukzessive wird ein "upscaling” von statischen Versuchen
hin zu realitdtsnahen Untersuchungen unter Stromung in der Mini-Plant durchgefiihrt.

6.5.1 Statische Korrosionsversuche im 20 mL MaRstab mit SRB

Um die Hemmwirkung verschiedener Cyclodextrine auf MIC in einem grof3en Mal3stab
evaluieren zu kénnen, wurde ein einfaches Batchverfahren gewéhlt. In dem Batchverfahren
werden sowohl wasserldsliche als auch wasserunldsliche CD’s getestet. Die Stahlcoupons
werden fur eine bestimmte Zeit in inokulierter Postgate C (modifiziert) Nahrldsung
ausgelagert, zum Vergleich dient eine Sterilkontrolle.

Die St37 Coupons werden mit 20 mL beimpfter oder steriler Nahrlésung Uberschichtet und
fur bis zu 42 Tage in einer Anaerobenkammer bei 28 °C inkubiert. Alle Losungen werden
sauerstofffrei gehalten.

Fur die Auslagerung der Coupons in Bakteriensuspension wird zu Beginn eine Zelldichte von
5*107 Zellen mI! der Sulfat-reduzierenden Schadorganismen eingestellt. Hierfiir werden die
einzelnen Arbeitskulturen unter einem Lichtmikroskop via Thomakammer ausgezahilt.
Nach Berechnung wird das benotigte Volumen an Bakteriensuspension unter sterilen
Bedingungen entnommen und als Inokulum fir die MIC-Simulationsversuche verwendet.

Medium

Stahlcoupon
/ —
A

Untersuchte Flache

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Batchverfahrens zur Simulation von MIC durch SRB.

Als Mal fur die Korrosion wird der Gewichtsverlust bestimmt. Hierzu werden die Coupons
vor und nach der Auslagerung gewogen. Soll eine mikroskopische Begutachtung der
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Biofilmbildung vorgenommen werden, wird die untere Seite der Coupons mikroskopiert da
diese unbeeinflusst von durch Schwerkraft herab sinkenden Prézipitaten ist.

6.5.2 Korrosionsversuche im 1000 mL Mal3stab mit SRB

Im nachsten Schritt werden die sich selbstverkettenden CD’s REBCD und ROBCD sowie
das wasserunlosliche ACBCD in einem hochskalierten geschiittelten Reaktor (80 rpm) auf
ihre korrosionsinhibierende Wirkung und ihren Einfluss auf die Biofilmbildung hin untersucht.
Hierzu wird eine Schraubdeckelflasche mit einem Gesamtvolumen von 1000 mL mit einem
gasdichten Schraubstopfen versehen. In den Stopfen wird ein PTFE-Trager eingespannt auf
dem beschichtete oder unbeschichtete St37 Coupons befestigt sind. Die Coupons werden 3
Tage (zur Untersuchung des Einflusses auf die Biofilmbildung) bzw. 21 Tage (Messung des
Masseverlustes) bei 28 °C inkubiert. Alle Losungen sind sauerstofffrei. Die Inkubation findet
in normaler Atmosphére statt, da die Flasche gasdicht verschlossen ist. Die Messung des
Masseverlustes und die Beimpfung mit Schadorganismen findet analog zu Kapitel 6.5.1 statt.
In Abbildung 3 wird der schematische Aufbau des Reaktors gezeigt.

Trager (PTFE)

N
\

Medium .

Seitenansicht Frontansicht

Abbildung 3: Schematische Darstellung des 1000 mL Batchverfahrens zur Simulation von MIC durch SRB.
Gezeigt wird die Seitenansicht des Probentragers im Medium sowie die Frontansicht.

6.6 Praxisorientierte Untersuchungen zum Einfluss der Cyclodextrin Adsorbate
auf MIC und MICI

6.6.1 Aufbau eines realitdtsnahen Simulationssystems (Mini-Plant) zur Simulation von
MIC

Um die Schutzwirkung der mittels Standardverfahren hergestellten wasserléslichen CD

Adsorbate und der nach neuem Beschichtungskonzept (erweitertes Standardverfahren) mit

sich selbst verkettenden (wasserunldslichen) Cyclodextrinen unter Stromung zu untersuchen

und somit eine erste Praxistauglichkeit dieser bestimmen zu kdnnen, wurde an beiden

Forschungsstellen der Aufbau einer Mini-Plant zur Simulation von MIC-Bedingungen unter
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sensorischer Erfassung kritischer Parameter wie pH-Wert und Redoxpotential durchgefuhrt.
In der Mini-Plant (Eul, 1997) wird im Prinzip von einem Fermenter aus stetig Organismen-
haltige L6sung in einem Kreislauf gepumpt und dabei eine Messstrecke durchstromt. Diese
besteht aus mehreren ringférmigen Proben, die voneinander jeweils durch Kunststoffringe
getrennt sind. Die Proben kdnnen mit Miniatur-Sensoren bestiickt werden, die von aul3en
durch den Ring eingeschraubt werden und im Inneren plan mit der Oberflache abschlieR3en.
Die Spitzen der Sensoren (0,5 mm im Durchmesser) sollen von einem Biofilm Uberwachsen
werden. Dadurch ist die in-vivo Ermittlung von wichtigen Parametern moglich, z. B. Redox-
Potentiale oder pH-Wert im Biofilm. Ebenfalls ist die Bestimmung selbiger Parameter im
Fermenter moglich. Der modulare Aufbau erlaubt den simultanen Einsatz unterschiedlicher
Materialien. Ein schematischer Aufbau der Mini-Plant wird in Abbildung 4 gezeigt. Zur
Simulation von MIC mit SRB unter stromenden Bedingungen wurde die Mini-Plant
durchgehend mit Stickstoff begast (50 L/h). Um ein Sulfuretum zu simulieren wurde eine
wechselnde Begasung mit Stickstoff und Druckluft realisiert. Die Steuerung erfolgte Uber
elektronisch geschaltete Ventile welche vollautomatisiert in Intervallen von je 6 h Stickstoff
(50 L/h) und Druckluft (150 L/h) in den Fermenter beférdert haben. In die Messstrecke
konnen je Mini-Plant 8 Standard Coupons in Flie3richtung auf PTFE-Haltern eingebracht
werden. Die Coupons als auch die Ringsegmente aus Metall wurden teilweise mit CD’s
beschichtet. Die Coupons wurden vor dem Einbau in die Messstrecke und nach Beendigung
des Versuchs gewogen und aus der Differenz sowie der Flache die Korrosionsrate pro Jahr
bestimmt. Dies wurde teilweise auch fur die Ringsegmente aus Metall durchgefiihrt.

Schema des Mini-Plant-Aufbaus

Laufstrecke _
(Ringprofil) > Bausteine der Laufstrecke:
= | Trenn-Element aus PVDF
B3 | Ringsegmente aus Metall
h\= —

Sperrhahn —

Begasung:

Stickstoff
und/oder
Sauerstoff

/V
Schlauchpumpe |Magnetruhrer Fermenter

Abbildung 4: Schematischer Aufbau der Mini-Plant. Abgebildet wird der Fermenter mit der Option zur
Begasung, die Laufstrecke des Mediums, Schlauchpumpe und die Messstrecke mit vorgeschaltetem

Sperrhahn. Nicht gezeigt wird die Messsensorik.
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6.6.2 Auslagerung in einem Warmetauschersystem

Ausgewahlte Adsorbate (und Applikationsverfahren), die in den labororientierten Versuchen
vielversprechende Eigenschaften zeigten, wurden in praxisorientierten Versuchsreihen
ausgelagert. Zu diesem Zweck wurde eine Kooperation mit dem TUV Sid am Standort
Industriepark Hochst geschlossen.

Nachdem die Proben vorbehandelt, gereinigt und gewogen wurden, wurden die Coupons
aus legiertem Stahl 1.4301 und 1.4571 nach dem entwickelten Standardverfahren (siehe
6.4.2) mit carboxyethylated-R-Cyclodextrin (CEBCD) modifiziert.

Durch den Kooperationspartner TUV Sid wurden die Proben auf einen Probenhalter
montiert und anschlieRend auf einen Rechen in der Nahe des Riuicklaufs in ein
Warmetauscher-System auf dem Gelande des Industrieparks Hoéchst eingebracht. Die
Verwendung des Werkstoffs 1.4571 bei dieser Untersuchung beruht auf der Tatsache, dass
dieser Werkstoff aufgrund seiner Eigenschaften viel 6fter eingesetzt wird als der Werkstoff
1.4301.

Der Einbau der Proben erfolgte am 10. August 2016 fir 174 Tage. Innerhalb dieser
Zeitspanne wurde der Warmetauscher fir insgesamt 2391 Stunden (99,65 Tage) mit
Flusswasser gespeist und betrieben. Die Flussrate lag dabei zwischen 0,1 und 0,2 Meter pro
Sekunde. Das in den Warmetauscher eingespeiste Flusswasser wurde zuvor nicht weiter
behandelt und so variierte durch Jahreszeiten und Wetter bedingt die Wassertemperatur, die
jedoch nicht bemessen wurde.

Der Ausbau der Proben am 31. Januar 2017 erfolgt ebenfalls durch den Kooperationspartner
TUV Sid, sie wurden anschlieRend zur mikrobiologischen und werkstoffkundlichen
Untersuchung tbergeben.

6.6.2.1 Mikrobiologische Untersuchungen

Die mikrobiologischen Methoden beziehen sich auf die Bestimmung und Quantifizierung von
insgesamt vier Organismen-Gruppen. Chemoorganotrophe Bakterien sowie Pilze auf Agar
Platten und moderat-acidophile Bakterien sowie Mangan oxidierende Bakterien in flissig
Medien. Hierzu wurden selektive Nahrmedien (siehe Anhang) verwendet.

6.6.2.2 Werkstoffkundliche Untersuchungen

Die werkstoffkundlichen Methoden beziehen sich auf die Oberflacheneigenschaften und
Topographie der Proben, sie wurden zu diesem Zwecke mit Stereolupe und REM
begutachtet.

6.7 Mikroskopische Untersuchungsmethoden

6.7.1 Lichtmikroskopie

Die Lichtmikroskopie wurde sowohl zu mikrobiologischen als auch werkstoffkundlichen
Untersuchungen eingesetzt. Mittels einfacher Lichtmikroskopie im Durchlichtverfahren (u. a.
Phasenkontrast-Methode) konnten Zellen anhand ihrer Zellform identifiziert werden und z. B.
unerwinschte  Fremdorganismen in  einer Reinkultur nachgewiesen  werden.
(Forschungsstelle I: Laborlux S, Leitz; Forschungsstelle Il: Typ 020-518.500, Leica). Eine
weitere Anwendung der Lichtmikroskopie lag in der Bestimmung der Zellzahl (Zellen ml?) in
den Medien. Diese Bestimmung gibt Aufschluss tber das Wachstumsverhalten der Zellen
und wurde daher in beiden Forschungsstellen regelmaRig durchgefuhrt. Zur
Zellzahlbestimmung wurden spezielle Zahlkammern Anwendung (Typ Neubauer improved,
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Sondertiefe von 0,02 mm, Marienfeld) verwendet. Fur werkstoffkundliche Untersuchungen
wurden leistungsfahigere Lichtmikroskope bzw. Stereolupen im Auflichtverfahren - jeweils
gekoppelt mit Digitalkameras - eingesetzt (Forschungsstelle 1. Imager.Z.1m, Zeiss.
Forschungsstelle 1l: Axio Imager, Zeiss).

6.7.2 FEluoreszenzmikroskopie

Bei dieser Methode wird in der Regel eine Erweiterung der Lichtmikroskope im
Auflichtverfahren verwendet (Forschungsstelle |: Imager.Z.1m, Zeiss. Forschungsstelle II:
Axio Imager, Zeiss, Kopplung an AFM).

Mittels der Fluoreszenzmikroskopie kann die Besiedlung von Oberflichen durch
Mikroorganismen (quantitativ) erfasst werden. Im Prinzip werden die Zellen vor der
Untersuchung mit Fluoreszenz-aktiven Farbstoffen markiert und erscheinen bei
anschlieBender Betrachtung der Oberflache durch ein Epifluoreszenzmikroskop (EFM) als
intensiv strahlende Stellen.

Als Beispiel fur einen Marker soll hier der Farbstoff DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol)
Erwahnung finden. DAPI ist ein Fluoreszenzmarker, der sich unselektiv an DNA bindet und
die Zellen im UV-Licht blau erscheinen lasst. Dabei werden sowohl lebende als auch tote
Zellen angefarbt. Von besonderem Interesse im Rahmen des Projekts ist eine (quantitative)
Analyse der Besiedlung der Proben durch die verwendeten Mikroorganismen bzw. Analyse
der Besiedelbarkeit von zuvor aufgebrachten Cyclodextrinschichten.

Im Verlauf des Projekts wurden folgende Fluoreszenz-Marker verwendet:

e DAPI zur unselektiven Farbung von Zellen
e Syto 9 zur unselektiven Farbung von Zellen

Es hat sich gezeigt, dass EFM-Aufnahmen von lebenden Biofilmen nach Ablauf der
Inkubationszeiten (21 bzw. 42 Tage) nicht sinnvoll ausgewertet werden kénnen, da einzelne
Zellen im dichten Biofilm nicht erkennbar sind. Diese Technik wurde daher vorwiegend bei
kirzeren Inkubationszeiten von wenigen Stunden bis drei Tagen eingesetzt.

6.7.3 AEM

Die Raster-Kraft Mikroskopie (AFM) eignet sich sowohl zur Analyse von Korrosionsschaden
als auch zur Untersuchung der bakteriellen Besiedlung bzw. Analyse der
Cyclodextrinschichten.

Das AFM der Forschungsstelle Il (NanoWizard Il BioAFM, JPK Instruments) ist speziell fir
parallele Untersuchungen mit einem Fluoreszenz-Mikroskop (Axio Imager, Zeiss) entwickelt
worden und wurde von der Forschungsstelle in einer Testphase verwendet. Vom AFM-
Hersteller wurde eine spezielle Probenhalterung entwickelt, mit der die Proben mit hoher
Ortskonstanz (max. 5 um Verschiebung) zwischen den Mikroskopen transferiert werden
kénnen. Dadurch kann eine einmal im AFM eingestellte Position auf der Oberflache der
Probe auch im FM wieder gefunden werden. Bei einer geeigneten Anfarbung der
Bakterienzellen oder Cyclodextrine mit  einem Fluoreszenzmarker (DAPI,
fluoreszenzmarkierte Cyclodextrine)) kann die raumliche Verteilung der Zellen quantitativ
erfasst werden und anschlie3end die Korrelation zwischen der bakteriellen Besiedlung und
dem Auftreten der Schadstellen abgeleitet werden. Weiterhin kann die Rauigkeit der Proben
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ermittelt werden, anhand der Rauigkeit lasst sich das Voranschreiten einer Korrosion
abschéatzen.

6.8 Charakterisierung der Adsorbatbildung sowie der Schichten verschiedener

Cyclodextrin Varianten auf Stahl
Um eine ortsaufgeldste Qualifizierung der nicht wasserléslichen Adsorbate zu erhalten und
um ihre Struktur sowie raumliche Verteilung zu ermitteln, wurden Coupons aus unlegiertem
(St37) und legiertem (1.4301) Stahl mit ACBCD, REBCD bzw. ROBCD beschichtet und
mittels FT-IR(RAS), ATR-IR, REM und EDX untersucht.

Um Oberflacheneigenschaften wie Benetzbarkeit und Stabilitdt der Adsorbate gegen
Auflésung zu bestimmen, wurden die ACBCD, REBCD und ROBCD modifizierten Werkstoffe
nach kurzer Auslagerung unter anaeroben Bedingungen und bei 37°C in steriler Postgate C
N&hrlésung mittels Kontaktwinkelmessung und FT-IRRAS untersucht.

6.9 Elektrochemische Untersuchung zum Adsorbat-Einfluss auf abiotische

Korrosion und MIC durch SRB
Zur Bestimmung der Wirkung der wasserunldslichen CD Adsorbate auf abiotische Korrosion
(in NaCl und HCI verdinnten Lésungen) und MIC durch SRB (D. vulgaris, D. indonensiensis)
unter statischen Bedingungen wurden elektrochemische Messungen (Ruhepotential-
Entwicklung, potentiodynamische Polarisationsmessung, Polarisationswiderstand und
Impedanzmessung) durchgefihrt.

Dabei kann die zeitliche Entwicklung des Ruhepotentials als Indikator fiir den Beginn von
korrosiven Vorgangen wichtige Informationen Uber die Stabilitédt der Adsorbate geben. Der
elektrochemische Zustand der Elektrode wurde durch in regelmafRigen Zeitabstanden
aufgenommene Daten aus EIS und elektrochemischer Polarisation beurteilt.
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7 Ergebnisse und Diskussion

7.1 Kultivierung von Mikroorganismen

Reinkulturen der SRB Desulfovibrio vulgaris, D. alaskensis, D. indonesiensis und L.
discophora sowie SRB-Anreicherungskulturen aus MIC-Schadensféllen der Industrie wurden
kultiviert. Es liegen sechs verschiedene SRB-Anreicherungskulturen vor.

7.2 Entwicklung einer praxisnahen Applikationsmethode

In der Zielsetzung laut Antrag sollte eine praxisnahe Applikationsmethode entwickelt werden,
welche sich durch einen geringen Personal- und Zeitaufwand auszeichnet. Dies sollte durch
ein zwei Komponenten-System mit unterschiedlich modifizierten Cyclodextrinen erreicht
werden. Im Laufe des Projektes stellte sich heraus, dass die Applikation in einem 2K-System
nicht praktikabel ist. So wurde auf Cyclodextrine ausgewichen, welche sich in einem einzigen
Schritt durch Tauchen (bis zu 5 Tauchschritte) auf die Metalloberflache aufbringen lassen
und bei Kontakt mit einem wassrigem Milieu sich selbstverketten und so einen
nachgeschalteten Polymerisationsschritt Uberfliissig machen. Es wurden die CD’s REBCD
und ROBCD auf unseren Wunsch von der Fa. Cyclolab synthetisiert. Die oben genannten
CD’s zeichnen sich durch verschieden lange Seitenketten, Ethyl (C2) und Octyl (Cio) aus,
sowie durch ihre selbstverkettenden Eigenschaften. Im Detail: Durch die hydrophoben
Seitenketten sind sie nicht wasserldslich und wurden fir das Projekt in Essigsaureethylester
geldst. Ebenfalls wurden die Losemittel Dichlormethan, Aceton und Chloroform getestet aber
aufgrund ihrer aggressiven und gesundheitsgefahrdenden Eigenschaften ausgeschlossen.
Im gel6sten Zustand liegen die Seitenketten frei vor. Kommt ein beliebiger Werkstoff nach
dem Tauschbeschichten mit einer wassrigen Lésung in Kontakt, lagern sich die hydrophoben
Seitenketten in die hydrophoben Kavitéaten der benachbarten CD’s ein. Die CD’s verketten
sich in wassrigem Milieu selbst, so ist eine zeitintensive nachgeschaltete Polymerisation
unnotig. Es konnte so eine praxisnahe Applikationsmethode mit nur einem Schritt realisiert
werden. Ebenfalls wurde das Cyclodexirin ACBDC untersucht. ACBCD besitzt keine
selbstverkettenden Eigenschaften ist aber ebenso durch die Acethyl-Seitenkette
wasserunloslich. Es wurde in Acetonitril gelést und besitzt eine potentiell hdhere Resistenz
gegeniber Ablosung in Wasser als wasserlosliche Cyclodextrine welche im Vorlauferprojekt
eingesetzt wurden. In Anlehnung an die Ergebnisse des Vorlauferprojektes wurden
Losungen der jeweiligen CD’s in der Konzentration 10 mg*mL? hergestellt. Die Proben
(Coupons und Zylinder) wurden durch eintauchen beschichtet. Die Proben wurden optisch
und mikroskopisch nach einmaligem Eintauchen untersucht und es konnten homogene
deckende Schichten festgestellt werden. Mittels EFM konnte eine homogene
Flachenbelegung der Cyclodextrine nachgewiesen werden. Jedoch, aufgrund ihrer
besonderen Beschaffenheit im Vergleich zu den aus dem Vorlauferprojekt bekannten CD’s
war eine Schichtdickenmessung mittels CLSM nicht mdglich. Eine spezifische Anfarbung der
gesamten Schicht war mit den uns zur Verfigung stehenden Methoden nicht mdglich. Daher
wurde in Absprache mit der Fa. Cyclolab ein mehrmaliges Eintauchen (5 mal) und Abluften
nach jedem Tauchschritt beschlossen. Basierend auf der Erfahrung der Fa. Cyclolab lagert
sich bei jedem Tauchschritt nach vorherigem Abliften eine neue Schicht Cyclodextrine an
die Probe bzw. an die vorherige Schicht an. So wird eine einheitliche und méglichst starke
Schicht erzeugt.
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7.3 Oberflacheneigenschaften hergestellter Adsorbate

Mittels der oberflachenspektroskopischen Methoden FT-IR(RAS) und ATR-IR konnten die
wasserunloslichen CD’s ACBCD, REBCD und ROBCD auf der Oberflache der Werkstoffe
St37 und 1.4301 detektiert werden. Ein Vergleich der Banden im Fingerprintbereich (1500
bis 400 cm™) beschichteter Proben der Werkstoffe St37 bzw. 1.4301 mit den Banden der
Rein-Substanzen fihrte zur Identifizierung der genannten CD’s (siehe Abbildung 5A-C).
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Abbildung 5: Darstellung der FT-IR Spektren wasserunldslicher CD Varianten im Fingerprint-Bereich von
1800 bis 400 cmL. Das kleine Diagramm in den jeweiligen Diagrammen zeigt die kompletten Spektren von
4000 bis 400 cm™. A: Spektren von acetyliertem-R-Cyclodextrin (ACBCD), B: Spektren von zufallig
ethyliertem-R-Cyclodextrin (REBCD), C: Spektren von zuféllig octyliertem-R-Cyclodextrin (ROBCD).
Schwarze Linien zeigen Spektren der ACBCD, REBCD und ROBCD Rein-Substanzen (KBr-Priftechnik).
Blaue bzw. rote Linien zeigen Spektren von mit ACBCD, REBCD und ROBCD modifizierten Oberflachen
der Werkstoffe St37 und 1.4301 (IRRAS-Methode). 100 Scans pro Messung. Auflosung 4 cm™.
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Wie die in Abbildung 6 dargestellten REM Aufnahmen belegen, konnten im Vergleich zu
nicht beschichteten Proben auf nach erweitertem Standardverfahren mit REBCD und
ROBCD moaodifizierten Proben Belage identifiziert werden, welche die Oberflache homogen
bedecken. Morphologische Unterschiede zwischen REBCD bzw. ROBCD modifizierten und
nicht beschichteten Proben wurden nicht beobachtet. Durch Anlegen von verhaltnismaRig
geringen Beschleunigungsspannungen von jeweils 10 keV wurde die Eindringtiefe des
Elektronenstrahls geringgehalten, so dass vorwiegend die oberflachennahen Bereiche
analysiert wurden. GemalRR der EDX Analyse ist der Anteil des fir organische Materialien
charakteristischen Elements Kohlenstoff fir REBCD und ROBCD modifizierte Proben
doppelt so hoch wie fur nicht beschichtete Proben (ca. 30 Atom % zu ca. 15 Atom %). Des
Weiteren fiel wahrend der Probenuntersuchung mittels REM auf, dass die Oberflachen nicht
beschichteter Proben dunkler erschienen als Oberflachen, welche mit REBCD und ROBCD
modifiziert wurden. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass auf den Oberflachen nicht
beschichteter Proben verstarkt Metalloxide ausgebildet wurden.
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Abbildung 6: REM Aufnahmen und Element-Mapping (EDX) von nach erweitertem Standardverfahren zur

FeE2  Element Mapping (EDX)
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Halfte mit wasserunldslichen CD’s modifizierten Probenoberflachen der Werkstoffe St37 (A und C) und
1.4301 (B und D). A und B: mit randomly ethylated-R-Cyclodextrin (REBCD) beschichtet. C und D: mit
randomly octylated-R-Cyclodextrin (ROBCD) beschichtet. Beschleunigungsspannung 10 keV.

Wie in Abbildung 7A fur den mit ACBCD modifizierten Werkstoff 1.4301 dargestellt,
entstehen Randzonen, an denen die Oberflachenbelegung dicker aufliegt als im Inneren der
behandelten Flache. Dies spricht fur ein langsames Eintrocknen und Aufkonzentrieren dieser
CD-Variante zum Rand hin als Folge des Abdampfens des Lésemittels. Die mittels EDX
analysierten Randzonen zeigen mit ca. 75 Atom % auf hochlegiertem Stahl 1.4301 (siehe
Abbildung 7B) bzw. 65 Atom % auf unlegiertem Stahl St37 (Ergebnisse nicht gezeigt) den
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hdchsten Anteil des Elements Kohlenstoff. Im Inneren werden auf 1.4301 noch ca. 40 Atom
% (siehe Abbildung 7A) bzw. auf St37 30 Atom % Kohlenstoff (Ergebnisse nicht gezeigt)
detektiert. Ahnlich der REBCD und ROBCD modifizierten Proben ist der Kohlenstoffanteil fiir
ACBCD modifizierte Proben im Vergleich zu nicht beschichteten Proben doppelt so hoch.
Ebenfalls konnte fir ACBCD beschichtete Proben kein morphologischer Unterschied
zwischen modifizierten und nicht beschichteten Proben beobachtet werden.
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Abbildung 7: REM Aufnahme und Element-Mapping (EDX) von nach erweitertem Standardverfahren zur
Halfte mit acetyliertem-R-Cyclodextrin (ACBCD) beschichtetem Werkstoff 1.4301 (A) und Element-
Mapping an der Grenzflache/ Randzone zwischen ACBCD beschichteter und nicht-beschichteter

Probenhélfte (B). Beschleunigungsspannung 10 keV.

7.4 Oberflacheneigenschaften und Stabilitdt der Adsorbate nach kurzer
Auslagerung

Mit Ausnahme von REBCD auf St-37 (Abbildung 8) konnten die nach erweitertem
Standardverfahren aufgebrachten wasserunldslichen CD’s mittels der
oberflachenspektroskopischen Methode FT-IR(RAS) nach kurzer Auslagerung unter
anaeroben Bedingungen in steriler Postgate C Nahrlosung auf den Oberflachen der
Werkstoffe St-37 und 1.4301 detektiert werden. Ein Vergleich der Banden (4000 bis 400 cm-
1) mit den Banden der Reinsubstanzen und der von beschichteten Oberflachen vor einer
Auslagerung, zeigten keine Anderung der Bandenlage oder Form und damit eine Stabilitét
der genannten CD’s auf der Oberflache (siehe Abbildung 9 und Abbildung 10).
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Abbildung 8: FT-IR Spektren von nach erweitertem Standardverfahren mit acetyliertem-R-Cyclodextrin
(ACBCD) modifizierten Werkstoffoberflachen vor bzw. nach steriler Auslagerung im Postgate C (modi.)
Nahrmedium bei 37 °C. A: ACBCD-Beschichtung auf St37 und B: ACBCD-Beschichtung auf 1.4301.
Spektralbereich: 4000 bis 400 cm1; 100 Scans pro Messung. Auflésung 4 cmL.
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Abbildung 9: FT-IR Spektren von nach erweitertem Standardverfahren mit zufallig ethyliertem-R3-

Cyclodextrin (REBCD) modifizierten Werkstoffoberflachen vor bzw. nach steriler Auslagerung

im

Postgate C (modi.) Nahrmedium bei 37 °C. A: REBCD-Beschichtung auf St37 und B: REBCD-
Beschichtung auf 1.4301. Spektralbereich: 4000 bis 400 cm™; 100 Scans pro Messung. Auflésung 4 cm.



Seite 42 des Schlussberichts zu IGF-Vorhaben 18352 N

—— 1.4301_ROBCD_vor Auslagerung

——1.4301_ROBCD_1h
1,4301_ROBCD_3h

—— 1.4301_ROBCD_7h

—— St37_ROBCD_vor Auslagerung
—— Sta7_ROBCD_1h

St37_ROBCD_3h
— St37_ROBCD_Th

willkirliche Einheit
willkiirliche Einheit

! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! LN DL B N BN B L BN BN R BN B R B
4000375035003250300027502500225020001750150012501000 750 500  4000375035003250300027502500225020001750150012501000 750 500
Wellenzahl [cm] Wellenzahl [cm™]

Abbildung 10: FT-IR Spektren von nach erweitertem Standardverfahren mit zuféllig octyliertem-R3-
Cyclodextrin (ROBCD) modifizierten Werkstoffoberflachen vor bzw. nach steriler und anaerober
Auslagerung im Postgate C (modi.) Nahrmedium bei 37 °C. A: ROBCD-Beschichtung auf St37 und B:
ROBCD-Beschichtung auf 1.4301. Spektralbereich: 4000 bis 400 cm; 100 Scans pro Messung. Auflésung
4cml

Die Untersuchung der Benetzbarkeit der Werkstoffe St-37 und 1.4301 nach Kkurzer
Auslagerung der nach erweitertem Standardverfahren mit ACBCD, REBCD und ROBCD
modifizierten Oberflachen wurde durch Bestimmung der Kontaktwinkel ermittelt. Anhand der
Kontaktwinkel zwischen einem Flissigkeitstropfen und einer in der Regel festen Oberflache
kénnen Aussagen zu den Wechselwirkungen getroffen werden: Kleine Kontaktwinkel
charakterisieren eine starke Wechselwirkung. In diesem Fall spreitet sich das Wasser zu
einem gleichmaRigen Film, der von der Oberflache ablauft, wahrend grof3e Kontaktwinkel fur
repulsive Wechselwirkungen stehen.
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Abbildung 11: Kontaktwinkel (CA) Untersuchung an nach erweitertem Standardverfahren mit
wasserunldslichen CD’s beschichtetem Werkstoff 1.4301 nach kurzer Auslagerung in steriler Postgate C
(modi.) N&hrlésung unter anaeroben Bedingungen und 37°C. Grafische Darstellung der ermittelten
Mittelwerte und Standardabweichung fur ACBCD, REBCD, ROBCD und nicht beschichtete Kontrollen.
Blau: vor Auslagerung; Griin: nach einer Stunde Auslagerung; Turkis: nach drei Stunden Auslagerung;

Grau: nach sieben Stunden Auslagerung. Hanging-Drop-Methode mit 5 pL bidest. Wasser.
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Abbildung 12: Kontaktwinkel Untersuchung an nach erweitertem Standardverfahren mit nicht
wasserldslichen Cyclodextrinen beschichtetem Werkstoff St37 nach kurzer Auslagerung in steriler
Postgate C (modi.) Losung unter anaeroben Bedingungen und 37°C. Grafische Darstellung der ermittelten
Mittelwerte und Standardabweichung fur ACBCD, REBCD, ROBCD und nicht beschichtete Kontrollen.
Blau: vor Auslagerung; Griin: nach einer Stunde Auslagerung; Turkis: nach drei Stunden Auslagerung;

Grau: nach sieben Stunden Auslagerung. Hanging-Drop-Methode mit 5 pL bidest. Wasser.

Wie die Abbildung 11 fur hochlegierten (1.4301) und Abbildung 12 fur unlegierten (St37)
Stahl darstellt, zeigten die Untersuchungen fir ROBCD-beschichtete Oberflachen
Uberlegene hydrophobe Eigenschaften (respektive zur nicht beschichteten Kontrolle)
aufgrund der langen aliphatischen octyl- Seitenketten. Auch die Beschichtungen aus REBCD
weisen durch erhohte Kontaktwinkelwerte auf hydrophobere Oberflacheneigenschaften hin.
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Fur ACBCD Beschichtungen wurden im Vergleich zur Kontrolle kleinere Kontaktwinkel und
somit hydrophilere Eigenschaften gemessen (siehe Abbildung 11 fur Kontaktwinkel an
1.4301 vor Auslagerung: Kontrolle 52 + 2°; ACBCD 33 + 7°; REBCD 68 + 1°; ROBCD 83 + 2°
und Abbildung 12 fir Kontaktwinkel an St-37 vor Auslagerung: Kontrolle 59 + 4°; ACBCD 29
+ 1°; REBCD 66 + 1°; ROBCD 82 + 2°).

Der repulsive Charakter der mit ROBCD modifizierten Oberflachen bleibt auch nach der
kurzen Auslagerungszeit in steriler, anaerober Postgate C (modifiziert) Nahrlésung erhalten,
wahrend die Eigenschaften von mit REBCD beschichteter Proben mit fortschreitender
Auslagerungszeit von hydrophob zu hydrophil wechselt. Der hydrophile Charakter von mit
ACBCD beschichteten Proben bleibt nur fir den Werkstoff 1.4301 erhalten, wahrend die
Kontaktwinkel fir mit ACBCD modifizierten St-37 vergleichbar mit den Werten der nicht
beschichteten Kontrolle waren (siehe Abbildung 11 fur Kontaktwinkel an 1.4301 nach 7
Stunden Auslagerung: Kontrolle 41 + 5°; ACBCD 16 + 1°; REBCD 9 + 4°; ROBCD 71 + 8°
und Abbildung 12 fur Kontaktwinkel an St-37 nach 7 Stunden Auslagerung: Kontrolle 49 + 4°;
ACBCD 51 + 1°; REBCD 36 + 14°; ROBCD 72 £ 12°).

7.5 Elektrochemische Evaluierung der Schutzwirkung  wasserunléslicher
Cyclodextrin Adsorbate gegen Korrosion

7.5.1 Abiotische Korrosion

Der Einfluss der nach erweitertem Standardverfahren mit ACBCD, REBCD und ROBCD
beschichteten Proben aus hochlegiertem (1.4301) und unlegiertem Stahl (St37) auf
abiotische Korrosion wurde in 1 M bzw. 0,2 M NaCl Losung bei Raumtemperatur und unter
aeroben Bedingungen untersucht.

In einer Versuchsreihe zur Untersuchung des Lochbildungspotentials am Werkstoff 1.4301
konnte, wie in Abbildung 13 dargestellt, unter den gewahlten Bedingungen fir ACBCD und
ROBCD beschichtete Proben im Vergleich zu nicht beschichteten Proben kein Einfluss auf
das Lochbildungspotential festgestellt werden. Wéhrend das Lochbildungspotential fir mit
ACBCD und ROBCD beschichtete Proben in vergleichbare Potentialbereiche fiel (450 bis
550 mV gegen NHE angegeben), wurde fir mit REBCD beschichtete Proben sogar eine
Verschiebung des Lochbildungspotentials um ca. 100 mV in kathodische Richtung
beobachtet (ca. 360 mV gegen NHE), was einer Verschlechterung der
Korrosionseigenschaften entspricht.
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Abbildung 13: Stromdichte-Potential Kurven von nach erweitertem Standardverfahren mit
wasserunldslichen CD’s beschichtetem hochlegiertem Stahl 1.4301 nach einer Stunde Auslagerung in 1
M NaCl Lésung bei Raumtemperatur und aeroben, nicht-turbulenten Bedingungen. Start-Potential: OCP —
50 mV; Scanrate: 0,03 mV/sek.; Abbruch bei Stromdichte von 1,5 mA/cm?2 Referenz-Elektrode:
Silber/Silberchlorid; Gegen-Elektrode: Platindraht (Flache A = 1 cm?).

Die Untersuchungen zum Einfluss der wasserunldslichen CD Adsorbate ACBCD, REBCD
und ROBCD auf das Korrosionsverhalten von St37 in 0,2 M NaCl Ldsung zeigten ebenfalls,
dass die nach erweitertem Standardverfahren entwickelten Schichten keinen Schutz bieten
und im Fall der REBCD und ROBCD Beschichtungen Korrosionsprozesse sogar
beschleunigt werden (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: Stromdichte-Potential Kurve (log i Darstellung) von nach erweitertem Standardverfahren

mit wasserunldslichen CD’s beschichtetem unlegierten Stahl St37 nach einer Stunde Auslagerung in 0,2

M NaCl Lésung bei Raumtemperatur und aeroben, nicht-turbulenten Bedingungen. Start-Potential: OCP —

50 mV; Scan rate: 0,05 mV/sek.; Abbruch bei Stromdichte von 1,5 mA/cm2 Referenz-Elektrode:

Silber/Silberchlorid; Gegen-Elektrode: Platindraht (Flache A = 1 cm?).

Die nach erweitertem Standardverfahren mit ACBCD, REBCD und ROBCD modifizierten
Proben der Werkstoffe 1.4301 und St37 wurden auch in 0,5 M HCI Ldsung bei
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Raumtemperatur und  aeroben Bedingungen auf ihre Korrosionseigenschaften hin
untersucht.

Wie in Abbildung 15A dargestellt, zeigen die Ergebnisse zur Lochbildung an nach
erweitertem Standardverfahren mit REBCD und ROBCD beschichtetem Werkstoff 1.4301 im
Vergleich zu nicht beschichteten Proben, weder eine positive (anodische) Verschiebung des
Lochbildungspotentials noch eine Verringerung der Korrosionsstromdichte und somit keine
Verbesserung der Korrosionseigenschaften.
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Abbildung 15: Stromdichte-Potential Kurven von nach erweitertem Standardverfahren mit REBCD (griine
Linien) bzw. ROBCD (blaue Linien) beschichteten und nicht beschichteten (schwarze Linien)
Werkstoffoberflachen nach einer Stunde Auslagerung in 0,5 M HCI Lésung unter aeroben, nicht-
turbulenten Bedingungen und bei Raumtemperatur. A: Darstellung der Stromdichte i in Abhangigkeit des
Potentials E fur den hochlegierten Stahl 1.4301; Scan rate: 0,03 mV/sek. B: Darstellung log- Werte der
Stomdichte i in Abh&ngigkeit des Potentials E fur unlegierten Stahl St37; 0,05 mV/sek. Start-Potential:
OCP - 50 mV; Abbruch bei Stromdichte von 1,5 mA/cm?. Referenz-Elektrode: Silber/Silberchlorid; Gegen-
Elektrode: Platindraht (Flache A = 1 cm?).

Auch die Untersuchung zum Einfluss von REBCD bzw. ROBCD auf das Durchbruchpotential
des Werkstoffs St37 in 0,5 M HCI zeigten, dass die Potentiale, bei denen der Werkstoff
versagt und aktive Korrosionsprozesse einsetzen, mit Durchbruchpotentialen nicht
beschichteter Kontrollen vergleichbar sind (siehe Abbildung 15B). Des Weiteren zeigte die
Auswertung der Stromdichte-Potential Messungen fiir REBCD und ROBCD Beschichtungen
im Vergleich zur nicht beschichteten St37 Kontrolle @hnliche Korrosionsstromdichten (262
HA/cm? far REBCD, 230 pA/cm? fir ROBCD und 270 pA/cm? fir die Kontrollen) und
Polarisationswiderstande (43 Ohm fir REBCD; 54 Ohm fur ROBCD und 44 Ohm fir die nicht
beschichteten Kontrollen).

7.5.2 MIC durch SRB

Die Ergebnisse zum Einfluss der nach erweitertem Standardverfahren hergestellten
Cyclodextrin-Beschichtungen auf MIC von unlegiertem Stahl (St37) wahrend Kkurzer,
anaerober und statischer Auslagerung (fir 3 Tage) in D. vulgaris beimpfter Postgate C
Nahrlésung zeigten, wie in Abbildung 16 dargestellt, fir ACBCD beschichtete Proben im
Vergleich zu nicht beschichteten Kontrollen eine Verschiebung des Durchbruchpotentials in
anodische Richtung. Eine Verringerung der Korrosionsstromdichte bzw. Erhéhung des
Polarisationswiderstandes konnte nicht gezeigt werden. Die Untersuchung von mit ACBCD
beschichtetem St-37 zeigte zudem, dass im Gegensatz zur SRB-beimpften Versuchsfihrung
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unter sterilen Bedingungen keine positive (anodische) Verschiebung beobachtet wurde
(siehe Abbildung 16). Die Beschichtungen aus REBCD und ROBCD zeigten wahrend MIC
Versuchsreihen weder eine Verschiebung der Durchbruchpotentiale noch eine Verringerung
der Korrosionsstromdichte (bzw. Erh6hung des Polarisationswiderstandes) und damit keine
Verbesserung der Korrosionseigenschaften.
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Abbildung 16: Stromdichte-Potential Kurve von nach erweitertem Standardverfahren mit ACBCD (rote
Linien), REBCD (grune Linien), ROBCD (blaue Linien) beschichteten Proben und nicht-beschichteten
Kontrollen (schwarze Linien) des unlegierten Stahls St37 nach einer dreitdgigen Auslagerung in mit SRB
D. vulgaris beimpftem Postgate C (modi.) Nahrmedium unter anaeroben, nicht-turbulenten Bedingungen
und bei 37°C. Initiale Zellzahl: 1*107 Zellen/ml. Diagramm im Diagramm zeigt den Kurvenverlauf unter
sterilen Bedingungen. Start-Potential: -1300 bis 200 mV vs Referenz-Elektrode; Scan rate: 0,05 mV/sek.;
Abbruch bei Stromdichte von 1,5 mA/cm?2. Referenz-Elektrode: Quecksilber/Quecksilbersulfat; Gegen-
Elektrode: Platinblech.

Die Auswertung der Gewichtsverluste zeigten aber nicht nur fir ACBCD sondern auch fir mit
REBCD und ROBCD modifizierte Proben reduzierte Gewichtsverluste (im Vergleich zur
Kontrolle eine Reduzierung von ca.: 30 % fur ACBCD- und ROBCD- und 40% fir REBCD-
beschichtete Proben aus St37).

Wie in Abbildung 17 fir den Werkstoff 1.4301 in D. indonesiensis beimpfter Postgate C
(modifiziert) + 2% NaCl Nahrldsung dargestellt, zeigten die Beschichtungen aus REBCD und
ROBCD wahrend der Versuchsreihen keine positive (anodische) Verschiebung der
Lochbildungspotentiale, respektive zur nicht beschichteten Kontrolle. Die Beschichtungen
scheinen jedoch die elektrochemischen Prozesse und die Lochbildung zu inhibieren, was
durch  eine  Verringerung der Korrosionsstromdichte  (bzw. Erhdhung des
Polarisationswiderstandes) gezeigt wurde. Im Falle der ACBCD Beschichtung wird kein
Einfluss auf das Lochbildungspotential und die Korrosionsstromdichte beobachtet.
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Abbildung 17: Stromdichte-Potential Kurven von nach erweitertem Standardverfahren mit ACBCD (rote
Linien), REBCD (grune Linien), ROBCD (blaue Linien) beschichteten Proben und nicht-beschichteten
Kontrollen (schwarze Linien) des hochlegierten Stahls 1.4301 nach einer drei tdgigen Auslagerung in mit
SRB D. indonesiensis beimpftem Postgate C (modi.) + 2% NaCl Nahrmedium unter anaeroben
Bedingungen und bei 37°C. Initiale Zellzahl: 1*107 Zellen/ml. Start-Potential: OCP — 50 mV; Scan rate: 0,03
mV/sek.; Abbruch bei Stromdichte von 1,5 mA/cm?2. Referenz-Elektrode: Quecksilber/Quecksilbersulfat;
Gegen-Elektrode: Platinblech (Flache A =2 cm?).

7.5.3 Untersuchungen zur korrosionsinhibierenden Wirkung von CMBCD und
CEBCD an (un)legiertem St-37 und 1.4301

Mit Hilfe der Impedanzspektroskopie (EIS Methode) wurde die Wirkung von CMBCD und
CEBCD an unlegiertem Stahl (St-37) in CD-haltiger (Konz.: 5 mg/ml) 0,2 M Natriumchlorid
Lésung und an mit CMBCD und CEMCD beschichteten Proben aus hochlegiertem Stahl
(1.4301) wahrend einer 12 tagigen Auslagerung in mit D. indonesiensis beimpfter Postgate C
(modi.) + 2% NaCl Nahrlésung untersucht.

Die in Abbildung 18 als Nyquist-Diagramm dargestellten EIS Ergebnisse von St37 in
CMBCD- und CEBCD-haltiger (Konz.: 5 mg/ml) 0,2 M NaCl-Lésung zeigten unter aeroben
Bedingungen und Raumtemperatur eine geringe Steigerung des Polarisationswiderstands.
Zu Beginn (nach zwei Stunden) der Auslagerung waren die Werte der Kontroll-Proben in CD-
freier 0,2 M NaCl-Lésung (schwarze Kurve) im Vergleich zu den Werten fur St37 in CD-
haltiger Lésung (griine und blaue Kurve) gréRer bzw. besser. Im weiteren Verlauf (nach 14
und 22 Stunden; siehe Abbildung 18) der Auslagerung sanken die Impedanz-Werte der
Kontrollen jedoch schneller als im gleichen Zeitraum fir St37 in CD-haltiger Lésung. Die
grolReren Halbkreis-Durchmesser fir St37 in CD-haltiger Lésung nach 14 und 22 Stunden
der Auslagerung sind ein Indiz fir einen reduzierten Elektronentransfer an der
Werkstoffoberflache.

Durch weitere Untersuchungen mittels Zyklischer Voltammetrie (CV) konnte, wie in
Abbildung 19 gezeigt, fur St37 in CMBCD- und CEBCD-haltiger 0,2 M NaCl-Lésung gezeigt
werden, dass die hier getesteten Cyclodextrine die kathodische Teilreaktion der
elektrochemischen Korrosionsprozesse beeinflussen kdnnen und tatsachlich durch Bildung
einer Barriere-Schicht den Ladungs- bzw. Elektronentransfer inhibieren.
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Abbildung 18: Nyquist-Darstellung der EIS-Spektren von unlegiertem Stahl St37 wahrend einer 24
stindigen Auslagerung in CMBCD-haltiger (griine Linien), CEBCD-haltiger (blaue Linien) 0,2 M NacCl
Lésung und CD-freien (schwarze Linien) 0,2 molaren NaCl Kontroll-Lésung. - nach 2, 14 und 22 Stunden.
Referenz-Elektrode: Silber/Silberchlorid; Gegen-Elektrode: Platinblech. CD-Konz.: 5 mg/ml. Messbereich:
50 kHz bis 5 mHz; Amplitude: OCP + 5 mV. Messungen wurden unter aeroben Bedingungen und bei

Raumtemperatur durchgefiuhrt.
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Abbildung 19: Zyklovoltammogramm (CV) von unlegiertem Stahl St37 nach einer achtstindigen
Auslagerung in CMBCD-haltiger (griine Linien), CEBCD-haltiger (blaue Linien) 0,2 M NaCl L6sung und CD-
freien (schwarze Linien) 0,2 M NaCl Kontroll-L6sung. Darstellung des ersten Durchlauf-Zyklus. Start-
Potential: OCP; Potentialbereich: -1450 bis 650 mV vs NHE; Vorschub-Geschwindigkeit: 100 mV/sek..
Referenz-Elektrode: Silber/Silberchlorid; Gegen-Elektrode: Platinblech (Flache A = 2 cm?).

Fur die nach Standardverfahren mit CMBCD bzw. CEBCD beschichteten Proben aus
hochlegiertem Stahl 1.4301 wurde, wie in Abbildung 20 gezeigt, unter den gewahlten
Bedingungen (hier: 12 tagige Auslagerung in mit D. indonesiensis beimpfter Postgate C
(modi.) + 2% NaCl Nahrlésung unter anaeroben Bedingungen und bei 37°C) fur einen kurzen
Zeitraum wahrend des bakteriellen Wachstums und der Oberflachenbesiedlung sogar eine
deutliche Erh6hung der Impedanz-Werte beobachtet (siehe Nyquist-Diagramme in Abbildung
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20). Im Fall der mit CD beschichteten Proben (grine bzw. blaue Kurve) zeigte sich nach den
ersten 24 Stunden der Auslagerung im Vergleich zur nicht-beschichteten Kontrolle kein
Unterschied in den Impedanz-Werten, wie Diagramm A in Abbildung 20 darlegt. Ahnlich der
Ergebnisse fir St37 unter abiotischen Bedingungen, sanken die Werte der nicht-
beschichteten Kontrollen im weiteren Verlauf der Auslagerung in bakteriell beimpfter
N&hrlésung schneller als die Werte fur die CD beschichteten Proben. Wie die Diagramme B
und C in Abbildung 20 zeigen, waren die Werte fir CD beschichtete Proben (grine und
blaue Kurven) im Vergleich zur nicht beschichteten Kontrolle (schwarze Kurve) gréRer bzw.
besser. Der erneute und deutliche Anstieg der Impedanz-Werte von sowohl CD
beschichteten als auch nicht beschichteten Proben nach 12 Tagen Auslagerung (siehe
Diagramm D in Abbildung 20) Kkorreliert unter den hier gewahlten MIC Bedingungen mit
einer starken Abnahme der bakteriellen Zellzahl in planktonischer Phase (Ergebnisse nicht
gezeigt).

Die Verbesserung der Korrosionseigenschaften zeigte sich aber nur unter MIC Bedingungen,
wahrend unter sterilen Versuchsbedingungen (Ergebnisse nicht gezeigt) keine deutliche
Erhdhung beobachtet wurde.
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Abbildung 20: Nyquist-Darstellung der EIS-Spektren von nach Standardverfahren mit CMBCD (griine
Linien), CEBCD (blaue Linien) beschichtetem hochlegierten Stahl 1.4301 und nicht-beschichteten
(schwarze Linien) Kontrollen wahrend einer 12 tagigen Auslagerung in mit SRB D. indonesiensis
beimpftem Postgate C (modi.) + 2% NaCl Nahrmedium unter anaeroben Bedingungen und bei 37°C.
Initiale Zellzahl: 1*107 Zellen/ml. Referenz-Elektrode: Silber/Silberchlorid; Gegen-Elektrode: Platinblech. A:
nach 1 Tag; B: nach 3 Tagen; C: nach 7 Tagen; D: nach 12 Tagen. Messbereich: 50 kHz bis 5 mHz;
Amplitude: OCP + 10 mV.
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Die Ergebnisse der CV Untersuchung an CMBCD und CEBCD beschichtetem 1.4301 in 0,5
M K>SO, belegen, dass die Abgabe von Elektronen aus dem Werkstoff an das
Hexacyanoferrat (I1l), welches als Oxidationsmittel der Elektrolytlbsung zugefiigt wurde,
durch die Anwesenheit einer Barriere-Schicht aus Cyclodextrinen inhibiert wird, wodurch die
Korrosion verringert werden kann.
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Abbildung 21: Zyklovoltammogramme (CV) von nach Standardverfahren mit CMBCD (grine Linien),
CEBCD (blaue Linien) beschichtetem legierten Stahl 1.4301 und nicht-beschichteten (schwarze Linien)
Kontrollen nach einer 30 minltigen Auslagerung in einer 05 M K2SOs4 L&Osung, die
Kaliumhexacyanoferrat(lll) als Signalmolekdl fir den Elektronentransfer in einer Konzentration von 1*103
mol/l enthalt. A: Darstellung des ersten Zyklus; B: Darstellung des zweiten Zyklus. Start-Potential: OCP;
Potentialbereich: - 50 bis 1050 mV vs NHE; Vorschub-Geschwindigkeit: 100 mV/sek. Referenz-Elektrode:
Silber/Silberchlorid; Gegen-Elektrode: Platinblech (Flache A =2 cm?).

7.6 Labororientierte Untersuchungen zum Einfluss der Cyclodextrin Adsorbate

auf MIC und MICI
Untersucht wurde in 20 mL sowie 1000 mL Reaktoren der Einfluss der Cyclodextrine
REBCD, ROBCD und ACBCD sowie zum Vergleich die in dem Vorgangerprojekt (16953 N)
verwendeten Cyclodextrine CMBCD und CEBCD (letztere nur im 20 mL Maf3stab) auf ihre
korrosionsinhibierenden Eigenschaften sowie ihren Einfluss auf die Biofilmbildung.

7.6.1 Bestimmung der Oberflachenrauigkeit

In Vorversuchen wurde anhand des CD’s CMBCD die inhibierende Wirkung wasserloslicher
Cyclodextrine auf chemische Korrosion in aerobem und anaerobem Milieu getestet. Hierzu
wurden (un)belegte St37 Coupons 24 Stunden in Leitungswasser ausgelagert und
anschlie3end ihre Oberflachenrauigkeit als Maf3 der Korrosion mittels Rasterkraftmikroskop
bestimmt. Analog dazu wurden die Experimente mit den sich selbstverkettenden CD’s
REBCD und ROBCD sowie dem wasserunléslichen CD ACBCD durchgefthrt.

St37 Coupons zeigten vor und nach der Belegung mit Cyclodextrinen eine vergleichbare
Rauigkeit (Rq = 228 zu 245 nm). Nach Auslagerung in anaerobem Leitungswasser stieg die
Rauigkeit unbelegter Coupons auf 358 nm, die Rauigkeit belegter Coupons hingegen zeigte
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mit 217 nm vergleichbare Werte. Nach Auslagerung im aeroben Leitungswasser zeigte sich
jedoch eine deutliche Steigerung der Rauigkeit unbelegter und belegter Coupons mit jeweils
474 und 650 nm (siehe Tabelle 5).

Tabelle 5: Bestimmung der Oberflachenrauigkeit (Rq) in nm nach 24h Auslagerung in (an)aerobem
Leitungswasser von St37 Coupons (un)belegt mit CMBCD. Die Rauigkeit wurde exemplarisch an 2

Messungen mit je 5 gemessenen Arealen durchgefiihrt.

Anaerob vor | Anaerob nach | Aerob vor | Aerob nach

Auslagerung Auslagerung Auslagerung Auslagerung
St37 unbelegt 228,4 + 29,6 358,6 +47,9 2445+ 12,2 650,6 + 189,4
St37 belegt 2445+ 12,2 217,3+31,3 228,9 + 29,6 4745+ 136,9

Cyclodextrin CMBCD zeigte wie erwartet einen Korrosionsschutz in anaerobem Milieu im
Vergleich zur Kontrolle, jedoch zeigte sich kein Korrosionsschutz mehr in aerobem Milieu.
Hier kam es zur Korrosion durch Sauerstoff. Die analog gemessenen CD’s REBCD, ROBCD
und ACBCD verhielten sich vergleichbar. Es wurde allerdings eine deutliche
Sauerstoffkorrosion wahrend aerober Auslagerung festgestellt. Da Rauigkeitsmessungen am
AFM sehr zeitaufwandig sind, wurde auf die detaillierte Vermessung der weiteren CD-
Varianten verzichtet, da hier kein weiterer Erkenntnisgewinn zu erwarten ist.

7.6.2 Untersuchungen im statischen Batchverfahren

Untersuchungen in 20 mL GefalRen zeigten im Vergleich zu einer nicht beschichteten
Referenz eine (gemessen als Masseverlust) Verringerung der Korrosion, von bis zu 55 %
(ACBCD), (siehe Abbildung 22).
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Abbildung 22: Gewichtsverlusttests mit verschiedenen Cyclodextrinen getestet an St37. Dargestellt wird
die Verringerung des Gewichtverlusts durch die Beschichtung mit CD’s in Prozent im Vergleich zu einer
unbeschichteten Kontrolle nach 42 tagiger Auslagerung. Der Gewichtsverlust der Kontrolle wird dabei mit
100% gleichgesetzt. Zusétzlich wird der Abtrag in pm/a angegeben. Auslagerung mit D. vulgaris in
Postgate C (modi) Nahmedium; 28°C; n = 3.

Unter den gegebenen Bedingungen zeigten die neuen CD’s ROBCD und REBCD trotz ihrer
potentiell hoheren  korrosionsinhibierenden  Wirkung die insgesamt niedrigste
korrosionsinhibierende Wirkung. Die CD’s CMBCD und CEBCD zeigten vergleichbare
Ergebnisse und die Variante ACBCD zeigte mit 10 um Abtragsrate pro Jahr im Vergleich zur
Kontrolle (23 pm/a) die geringste Korrosion. Da nach 42 tégiger Auslagerung eine
mikroskopische Auswertung der Biofilmbildung nicht méglich war, wurden Coupons des
Werkstoffs 1.4301 mit den gleichen CD-Varianten beschichtet und fir 7 Tage ausgelagert
(siehe Abbildung 23).
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Abbildung 23: Mikroskopische Fluoreszenzaufnahmen von D. vulgaris auf mit verschiedenen
Cyclodextrinen tauchbeschichteten Stahloberflachen. Die Kontrolle ist unbeschichtet, Die Proben C,D,I,G
und H sind mit CD’s beschichtet. C: CMBCD, D: CEBCD, I: ACBCD, G: REBCD und H: ROBCD. Die
Skalierungsbalken fir C und D entsprechen 10 um und fir I, G und H 20 pm. Beimpft mit D. vulgaris,

ausgelagert fur 7d bei 28°C in Postgate C (modi) Nahrmedium, fluoreszenzmarkiert mit DAPI.

Eine Auswertung der Biofilmbildung nach 7 Tagen lasst nur einen bedingten Rickschluss auf
die korrosionsinhibierende Wirkung der jeweiligen CD’s zu. Insgesamt zeigten die Varianten
CMBCD, CEBCD und ACBCD sowohl die geringste Korrosion als auch die geringste
Biofilmbildung auf. Die Varianten CMBCD und CEBCD zeigen ein sehr ahnliches
Korrosionsverhalten, zeigen jedoch unterschiedliche Eigenschaften zur Biofilmbildung. Hier
wird deutlich dass um MIC erfolgreich zu verhindern nicht die Biofilmbildung gestoppt,
sondern der Kontakt zwischen Biofilm und dem Substrat, also der Elektroneniibergang
verhindert werden muss.

7.6.3 Untersuchungen im geschuttelten Batchverfahren

Im Zuge der sukzessiven Hochskalierung des Versuchsaufbaus wurden die neuen CD-
Varianten REBCD, ROBCD und ACBCD ausgewahlt und in einem 1000 mL geschittelten
Batch-Reaktor getestet. In Abbildung 24 wird der Gewichtsverlust und die Flachenbelegung
der drei CD-Varianten im Vergleich zu einer nicht beschichteten Referenz gezeigt. Zuséatzlich
wird ebenfalls die Abtragsrate in pm pro Jahr angegeben. Das Hochskalieren des Reaktor-
Volumens und das Erzeugen einer Stromung durch Schitteln geht einher mit einer erhéhten
Abtragsrate. Der Abtrag pro Jahr steigt fur die Referenz von 23 auf 276 pm/a an. Ahnlich
verhalten sich auch die beschichteten Proben. Dies zeigt dass eine Hochskalierung im Labor
notwendig ist, um sich realen Bedingungen zu nahern. Die Wirkung der CD’s ist vergleichbar
bzw. teilweise besser als in vorangegangenen Tests. ACBCD zeigte die hdchste
inhibierende Wirkung (Reduktion der Korrosion um 69 %). Die sich selbsverkettenden CD’s
zeigten auch hier eine geringere Schutzwirkung und verringerten die Korrosion um bis zu 35
%. Die Ergebnisse korrelieren gut mit der nach 3 Tagen ermittelten initialen Biofilmbildung.
Die im Mittel hochste Flachenbelegung zeigte die unbeschichtete Probe, gefolgt von ROBCD
und REBCD beschichteten Proben. St37 Coupons beschichtet mit ACBCD zeigten sowohl
die geringste Korrosion als auch die geringste Biofilmbildung. Zu beachten ist die
insbesondere bei den Proben REBCD und ROBCD hohe Standardabweichung.
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Abbildung 24: Gewichtsverlusttests und Flachenbelegung mit verschiedenen Cyclodextrinen getestet an
St37. Dargestellt wird die Verringerung des Gewichtverlusts durch die Beschichtung mit CD’s in Prozent
im Vergleich zu einer unbeschichteten Kontrolle nach 21 tagiger Auslagerung. Der Gewichtsverlust der
Kontrolle wird dabei mit 100% gleichgesetzt. Zusatzlich wird der Abtrag in um/a angegeben. Die
Flachenbelegung (Biofilmbildung) wird ebenfalls an St37 gezeigt, nach 3 tagiger Auslagerung.
Auslagerung mit D. vulgaris in Postgate C (modi) Néahmedium; 28°C; fur den Gewichtsverlust ist n = 3 und
fir die Flachenbelegung ist n = 20.

Abbildung 25 zeigt beispielhaft, an je einem ausgewahlten Bild die Biofilmbildung der in
Abbildung 24 ermittelten Flachenbelegung.
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Kontrolle

Abbildung 25: Mikroskopische Fluoreszenzaufnahmen von D. vulgaris auf mit verschiedenen
Cyclodextrinen tauchbeschichteten Stahloberflachen. Die Kontrolle ist unbeschichtet, Die Proben G,H
und | sind mit CD’s beschichtet.,, G: REBCD, H: ROBCD und | ACBCD. Die Bilder représentieren
beispielhaft die in Abbildung 24 gezeigten Flachenbelegungen. Skalierungsbalken entsprechen 10 um.
Beimpft mit D. vulgaris, auslagert fur 7d bei 28°C in Postgate C (modi) Ndahmedium, fluoreszenzmarkiert
mit DAPI.

7.6.4 Untersuchungen und Aufbau eines realitdtsnahen Simulationssystems

Die Mini-Plant (Stromungsreaktor) wurde erfolgreich eingesetzt. Es konnten die Parameter
pH und Redox-Potential in der Bulklésung gemessen werden. Zusatzlich wurde auch mittels
Minielektroden direkt an der Phasengrenze Werkstoff/Flissigkeit das Redox-Potential
gemessen. Hierzu wurden vom Kurt-Schwabe-Institut miniaturisierte Redox-Potential
Elektroden nach unseren Vorgaben hergestellt. Selbige kdnnen mittels einer Bohrung in den
Ringsegmenten (Werkstoff St37 oder 1.4301) der Mini-Plant eingesetzt werden. Im spateren
Projektverlauf wurden die Minielektroden von Biofilmen dberwachsen und lieferten
Messwerte aus der relevanten Phasengrenze Werkstoff/Biofilm. Ebenfalls konnte durch
elektronisch gesteuerte Intervall-Begasung mit Druckluft und Stickstoff (6 h Intervall) und
Anpassung der Nahrmedien ein Sulfuretum aus SRB und SOB simultan in der Mini-Plant
realisiert werden. Zu dem Medium Postgate C wurde zusétzliche 1 g Natriumthiosulfat
gegeben und die Menge an Laktat von 4,2 mL auf 2 mL reduziert. So konnte der
synergistische Angriff von SOB und SRB auf den Werkstoff St37 gezeigt werden. Auf eine
Simulation von MIC durch SRB, SOB und MOMO wurde verzichtet. Erfahrungswerte aus der
Fachliteratur zeigen, dass manganoxidierende Bakterien keinen Einfluss auf die Korrosion
von St37 haben. Ebenfalls zeigte bereits der synergistische Angriff von SRB und SOB dass
die aufgebrachten Schutzschichten keinen ausreichenden Schutz unter wechselnden
Sauerstoffbedingungen bieten.
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In Abbildung 26 wird der Gewichtsverlust in Prozent im Vergleich mit einer nicht
beschichteten Referenz dargestellt, zusatzlich wird die Abtragsrate angegeben. Gezeigt sind
zwei Laufe der Mini-Plant welche simultan, jedoch in zwei von einander unabhangigen
Messtrecken mit eigenen Fermentern, Ring-Segmenten und Proben durchgefiihrt wurden
(zwei separate Mini-Plants). Der Kontrolllauf zeigt den Gewichtsverlust und die Abtragsrate
in sterilem Medium und der inokulierte Lauf zeigt das selbe in Anwesenheit des
Schadorganismus D. vulgaris.
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Abbildung 26: Gewichtsverlusttests in der Mini-Plant mit zwei verschiedenen Cyclodextrinen getestet an
St37. Dargestellt wird die Verringerung des Gewichtverlusts durch die Beschichtung mit CD’s in Prozent
im Vergleich zu einer unbeschichteten Kontrolle nach 42 tagiger Auslagerung. Der Gewichtsverlust der
Kontrolle wird dabei mit 100% gleichgesetzt. Zuséatzlich wird der Abtrag in um/a angegeben. Auslagerung
mit D. vulgaris in Postgate C (modi) Nahmedium; 20°C; n = 2.

Fur den Kontrolllauf zeigten die Referenz und die beschichteten Coupons vergleichbare
Abtragsraten zwischen 664 und 683 um/a.

Fur den inokulierten Lauf lag die Referenz um den Faktor 2,5 héher bei 1757 pum/a und
verdeutlicht den Einfluss der Bakterien auf die Korrosionsrate. Es zeigte sich hier auch dass
ein weiteres Hochskalieren von Laborversuchen auf ein praxisnahes Simulationssystem mit
separatem Reaktor und Laufstrecke zu einer Erhohung der Abtragsrate filhrt. Uber alle
Versuche hinweg zeigte die Mini-Plant die absolut gesehen hdchsten Abtragsraten. Die
Steigerung in Vergleich zu statischen Versuchen liegt bei bis zu Faktor 80.

ROBCD zeigte mit 49 % Reduktion des Gewichtverlusts im Vergleich zu einer nicht
beschichteten Referenz die hdhere Schutzwirkung, CEBCD erzielte 20 %. Die Abtragsrate
der ROBCD beschichteten Coupons lag im Bereich der Kontrolicoupons. ROBCD zeigt somit
eine hohe Schutzwirkung und reduziert die Korrosionsrate um ca. 50%.

Wahrend des gesamten Versuchszeitraums lag der Sauerstoff Gehalt im Bulk-Wasser bei <
0,4 mg/L. Der pH-Wert in der Kontrolle und im inokulierten Reaktor lagen zwischen 7,0 und
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8,4 sowie 7,5 und 9,0. Eine detaillierte Betrachtung des Redox-Potentials der Mini-
Elektroden kann nicht beigebracht werden da die erzielten Ergebnisse durch haufige
Storungen und Fehlmessungen keine Aussage uber das Redox-Potential liefern konnten. Es
wird angenommen, dass die Mini-Elektroden aufgrund der geringen Strome, welche zum
Messverstarker flieRen, sehr stéranfallig sind. Weiter wird angenommen, dass Prézipitate
wie Eisensulfid (entstanden aus biogenem H,S und im Korrosionsprozess freiwerdenden
Eisenionen) sich auf den Mini-Elektroden abgelagert und ein klares Messsignal verhindert
haben. Ebenfalls ist es trotz Anschaffung neuer Messverstarker und speziell angefertigter pH
Mini-Elektroden nicht mdglich gewesen, ein stabiles Signal unter den gegebenen
Bedingungen zu erhalten.

Weitere Untersuchungen zu der Schutzwirkung von REBCD und ACBCD in der Mini-Plant
zeigten z. T. widerspriichliche Ergebnisse. Eine Schutzwirkung von REBCD konnte zu
keinem Zeitpunkt festgestellt werden. Der Gewichtsverlust war vergleichbar mit dem einer
unbeschichteten Referenz. Versuche in der Mini-Plant mit ACBCD zeigten, im Gegensatz zu
Versuchen im Batchverfahren keine Schutzwirkung oder steigerten den Gewichtsverlust um
bis zu 33 % im Vergleich mit einer unbeschichteten Referenz. Diese Ergebnisse sind zwar
teils widersprichlich, jedoch sind sie im Einklang mit den elektrochemischen
Untersuchungen welche fur REBCD bzw. ACBCD keine Schutzwirkung oder eine
Verringerung der Resistenz gegen Korrosion von Stahlen anzeigen. Es ist davon
auszugehen, dass zwar der Fermenter wahrend des Versuchs unter mikroaerophilen
Bedingungen (0,4 mg/L O2) gehalten wurde, jedoch bereits geringe Mengen an Sauerstoff
zur Bildung von Eisenhydroxid ausreichten, um in Teilen die Adsorbate abzulésen und
Angriffsstellen fur die Schadorganismen zu bieten. Diese Annahme basiert auf der
Beobachtung, dass neben schwarzen Ablagerungen (FeS) auch rostrote Ablagerungen
(vermutlich Eisenhydroxide) zum Ende der Messung auf den Coupons zu erkennen waren.
In Experimenten wie in Abbildung 26 gezeigt, fuhrte die Stoffwechselaktivitat der SRB zu
derart hohen Konzentrationen von H>S (Sensorisch gemessen durch Geruch und Ausfallung
in einer Acetat-Lésung), dass der geldste Sauerstoff lokal keinen Einfluss auf die Korrosion
hatte oder dass die niedrigen Redox-Potentiale eine Sauerstoff-Korrosion verhindert haben.

In Abbildung 27 wird der Gewichtsverlust in Prozent im Vergleich mit einer nicht
beschichteten Referenz dargestellt, zusatzlich wird die Abtragsrate angegeben. Gezeigt sind
zwei Laufe der Mini-Plant, welche simultan, jedoch in zwei von einander unabh&ngigen
Messtrecken mit eigenen Fermentern, Ring-Segmenten und Proben durchgefihrt wurden
(zwei separate Mini-Plants). Der Kontrolllauf zeigt den Gewichtsverlust und die Abtragsrate
in sterilem Medium und der inokulierte Lauf zeigt das selbe in Anwesenheit der
Schadorganismen D. vulgaris und Thiomonas (T.) intermedia. Hier wurde ein Sulfuretum
bestehend aus SRB und SOB durch 6 stiindige Begasung im Wechsel mit Stickstoff und
Druckluft erstellt.
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Abbildung 27: Gewichtsverlusttests in der Mini-Plant mit zwei verschiedenen Cyclodextrinen getestet an
St37. Dargestellt wird die Verringerung des Gewichtverlusts durch die Beschichtung mit CD’s in Prozent
im Vergleich zu einer unbeschichteten Kontrolle nach 42 tagiger Auslagerung und 6 stundiger wechsel
Begasung mit Stickstoff und Druckluft. Der Gewichtsverlust der Kontrolle wird dabei mit 100%
gleichgesetzt. Zusatzlich wird der Abtrag in pum/a angegeben. Auslagerung mit D. vulgaris und T.

indermeda in Postgate C (modi) Nahmedium; 20°C; n = 2.

Der Gewichtsverlust und die Abtragsrate der beschichteten Coupons sind in beiden Féallen
hoher als der einer nicht beschichteten Referenz. Dies ist in keinem der bisherigen
Experimente beobachtet worden, da dies sowohl fir die Kontrolle als auch fir die
inokulierten Proben gilt, scheint der Sauerstoff der entscheidende Faktor zu sein. Es zeigte
sich ebenfalls, dass die Abtragsraten niedriger sind als in vorrangegangenen Mini-Plant
Experimenten. Die gangige Theorie der Sauerstoffkorrosion besagt, dass nach einer
anfanglichen hohen Korrosionsrate sich eine Diffusionbarriere aus Eisenoxiden bildet,
welche den Stahl zum Teil vor weiterer Korrosion schitzt. Die Cyclodextrine scheinen hier
einen negativen Effekt zu haben. Es zeigte sich aber auch hier, dass die mikrobiell
beeinflusste Korrosion zu deutlich h6heren Korrosionsraten fuhrt. Dies konnte durch in der
Bulk-L6sung und in Biofilmen auf dem Werkstoff entstehende Stoffwechselprodukte wie H>S
und H*-lonen begrindet sein. Die sich ausbildende Diffusionsbarriere aus Eisenoxiden
schitzt den Stahl dagegen nicht. Wahrend des gesamten Versuchszeitraums lag der
Sauerstoffgehalt im Bulk-Wasser zwischen 0,4 und 0,8 mg/L unter Stickstoff Begasung und
zwischen 7,8 und 8,1 mg/L unter Druckluft Begasung. Der pH-Wert in der Kontrolle und des
inokulierten Reaktors lagen zwischen 8,0 und 8,5 sowie 7,8 und 8,5. Wé&hrend des
Experiments wurden die Fermenter je zu Anfang und Ende beprobt und es wurde qualitativ
bestétigt, dass sich SRB und SOB in der Teststrecke befanden. Dies zeigt, dass ein
Sulfuretum erfolgreich etabliert wurde. Da der synergistische Angriff von SRB und SOB
sowie die Sauerstoffkorrosion nicht vermuten lassen, dass andere Cyclodextrine eine héhere
Schutzwirkung aufweisen, wurde auf weitere Tests im Sulfuretum verzichtet. Gleiches gilt fur
den synergistischen Angriff von SRB, SOB und MOMO.
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7.7 Praxisnahe Auslagerung von Cyclodextrin beschichteten Proben

Abbildung 28 zeigt die auf einem Probenhalter montierten Proben nach 174 Tagen im
Warmetauscher.

Abbildung 28: Beispielhafte Darstellung des Erscheinungsbilds der Coupons nach 174 Tagen im
Warmetauscher und einer Betriebslaufzeit des Warmetauschers von 2391 Stunden. Darstellung der

montierten Proben (A) und nach Demontage jeder Probe (B).

7.7.1 Werkstoffkundliche Untersuchung

Wie die Bilder A und B in Abbildung 28 verdeutlichen, zeigten die mit CEBCD beschichteten
Werkstoffproben aus 1.4301 und 1.4571 nach ihrem Ausbau aus dem Warmetauscher und
der Demontage vom Probenhalter eine Ablagerung von Sedimenten auf den Oberflachen
beider Werkstoffe. Die abgelagerten Sedimente befanden sich hauptséchlich auf der
Probenmitte im Bereich der wéhrend der Auslagerung der flissigen/gasformigen Phase
ausgesetzt war.

Die gereinigte und mit Urotropin-Losung gebeizte Oberflache ist in Abbildung 29B
dargestellt. Die Proben zeigten unter den turbulenten Bedingungen wahrend der Praxis-
orientierten Auslagerung in einem Warmetauscher im Vergleich zu nicht-beschichteten
Kontrollen (Ergebnisse nicht dargestellt) keine Uberlegenen Schutzeigenschaften auf. Wie
die roten Markierungen verdeutlichen, neigten die Proben unter den gewéahlten Bedingungen
zur Korrosion in Form von Lochbildung. Abbildung 29A zeigt den mit CEBCD beschichteten
hochlegierten Stahl 1.4301 vor der Auslagerung im Warmetauscher.
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Abbildung 29: Darstellung der nach Standardverfahren mit carboxyethyl-R-Cyclodextrin (CEBCD)
beschichteten Coupons vor (A) und nach (B) Auslagerung und Reinigung der Proben aus hochlegiertem
Stahl.

Wie die REM Aufnahme in Abbildung 30 zeigt, konnte keine Cyclodextrin-Beschichtung bzw.
Ruckstande nach dieser Versuchsreihe gefunden werden. Die EDX-Untersuchung deutet an,
dass der Kohlenstoff-Gehalt verglichen mit den CEBCD Proben vor Auslagerung
(Ergebnisse nicht gezeigt) insgesamt hoher ist. Ein Vergleich der CEBCD beschichteten
Proben mit nicht-beschichteten Kontrollen zeigte keine mess- bzw. erkennbaren
Unterschiede. Anhand dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, dass die Beschichtungen
unter den gewahlten Bedingungen (variierende Temperatur und Flussgeschwindigkeit
zwischen 0,1 bis 0,2 m/sek.) keine Haft-Stabilitat aufweisen und aufgrund der
Schichtauflésung keine Verbesserung der Korrosionseigenschaften bewirken.

BB Element Mapping (EDX) CEBCD beschichtete Proben des
Werkstoffs 1.4301 A ;

Element Wt % At %

e C.K 29.31 65.53
FelLa NiL 7.73 3.53
SiK 0.42 0.41
CrK 13.09 6.76
FeK 49 .44 23.71
Total 100.

N \ 1
Mic HV | WD Det| Mag Spot|  F582F_V4d_14301_301
B,E&ﬁw,ﬂ XL |10 KV|10 mm| SE |1500%_4 | 20 pr——

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 keVv

Abbildung 30: REM Aufnahme und Element-Mapping (EDX) von nach Standardverfahren mit CEBCD
beschichtetem Werkstoff 1.4301 nach Auslagerung der Proben im Warmetauscher auf dem Gelande des

Industrieparks Hochst und Nachbehandlung der Werkstoffproben. Beschleunigungsspannung 10 keV.

7.7.2 Mikrobiologische Untersuchung

Nach der Auslagerung im Industriepark Héchst wurden die Proben mikrobiologisch
charakterisiert und die Zellzahlen von 4 Organismen-Gruppen bestimmt (siehe Tabelle 6).
Die beprobte Flache betrug 8 cm?.
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Tabelle 6: Die Werkstoffe 1.4301 und 1.4571 wurde je in Doppelbestimmung mit dem Cyclodextrin CEBCD
beschichtet, Ausgelagert und anschlielend auf vier Gruppen von Mikroorganismen hin untersucht. Die
Zellzahlen werden flr die moderat acidophilen (A) sowie Mangan oxidierenden Bakterien (B) in Zellen/cm?
und fur die chemoorganotrophen Bakterien (C) sowie fur Pilze (D) in KBE/cm? angegeben.

Mikroorganismen Werkstoffe
1.4301 (1) 1.4301 (2) 1.4571 (1) 1.4571 (2)
A 1,88 x 10? 5,75 x 10? 5,75 x 10? 1,16 x 102
B 5,75 x 108 1,38 x 108 3,00 x 10? 3,00 x 10?
C 4,13 x 10° 6,44 x 10° 3,88 x 10° 6,38 x 10°
D 1,00 x 10* 8,13 x 103 2,38 x 103 2,63 x 103

Im Mittel zeigte der Werkstoff 1.4571 eine leicht niedrigere Besiedlung im Vergleich zum
Werkstoff 1.4301. Dies &ufRert sich aber vor allem durch die starke Besiedlung der Probe
1.4301 (1), welche bis zu einer Log-Stufe héhere Zellzahlen aufweist. Ob dies am Werkstoff
oder ggf. an der Einbauposition liegt kann nicht abschlieend geklart werden. Insgesamt sind
moderat acidophile Bakterien mit bis zu 5,75 x 102 Zellen/ cm? am wenigsten haufig
vertreten. Mangan oxidierende Bakterien sind mit 5,75 x 10° Zellen/ cm? starker vertreten.
Die Gesamtzahl an chemoorganotrophen Bakterien liegt mit 3,88 x 10° bis 4,13 x 10°
KBE/mL deutlich dartiber. Die Gesamtzahl an Pilzen liegt mit 2,38 x 10° bis 1,00 x 10* unter
der Gesamtzahl an chemoorganotrophen Bakterien. Dies zeigt, das sich auf der Oberflache
ein heterogener Bewuchs aus verschiedenen Organismen-Gruppen gebildet hat. Die
Anwesenheit von moderat acidophilen und Mangan oxidierenden Bakterien ist ein Indikator
fur die Mdglichkeit von MIC und kann die Lochbildung der in Abbildung 29 gezeigten Probe
erklaren.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Beschichtung mit dem wasserléslichen
Cyclodextrin CEBCD die Besiedlung der Oberflache nicht verhindern konnte. Dies ist jedoch
auch nicht notwendig, da lediglich der Kontakt zwischen Bakterien und dem darunter
liegenden Stahl verhindert werden muss, um einer mikrobiologisch induzierten Korrosion
vorzubeugen. Die Untersuchungsergebnisse weisen jedoch daraufhin dass die Beschichtung
mit CEBCD Uber den gewahlten Zeitraum keine ausreichende Schutzwirkung aufwies.

8 Praktischer Nutzen der Ergebnisse

8.1 W.issenschaftlich-technischer Nutzen der erzielten Ergebnisse und
TransfermalBnahmen zur industriellen Anwendung speziell durch KMU

Das System zum Testen von wasserldslichen sowie nicht wasserlslichen Cyclodextrinen
hinsichtlich ihrer Eignung fiir den Korrosionsschutz von Eisen- und Stahlwerkstoffen in
wassrigen Losungen wurde weiterentwickelt und vertiefende Analysen der Adsorbate wurden
durchgefuhrt. Cyclodextrine zahlen zu der Gruppe der biogenen Substanzen, mit denen der
innovative Ansatz des Projekts realisiert werden soll: Der gezielte Einsatz biogener
Substanzen, die ohne Gefahrdungspotential sind, sollen die bisherigen umweltrechtlich
bedenklichen Biozide sukzessive ersetzen. Im Idealfall bilden sich durch die hier
entwickelten Cyclodextrine Adsorbatschichten welche sich durch einen einzelnen Tauchgang
relevanter Werkstoffe realisieren lassen. Hierzu wurde erheblicher Forschungsaufwand
betrieben, welcher zu Erkenntnisgewinn in folgenden Forschungsbereichen gefihrt hat:
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Forschungsbereiche:

¢ Werkstoffkundlich:

Es konnte gezeigt werden, dass zwischen den wasserunldslichen Cyclodextrinen und den
Werkstoffoberflachen Interaktionen erfolgen. Jedoch sind weitere Vorbehandlungen ndtig,
um eine ausreichend effiziente Adsorbatbildung durch die in Wasser ,selbstverkettenden”
Cyclodextrin-Varianten zu erzielen. Insbesondere gilt es, die Stabilitdét der Adsorbate zu
erhdhen. Fur KMU ergeben sich hier weitere Betéatigungsfelder. Unternehmen, welche
Formulierungen fur Schutzanstriche entwerfen und solche Substanzen vermarkten, kénnten
anhand der Ergebnisse durch Entwicklung anwendbarer Applikationsverfahren sowohl die
Wettbewerbsfahigkeit als auch die horizontale Diversifikation beziglich des Produktangebots
erhéhen.

e Mikrobiologisch (biologisch-chemisch):

Es konnte gezeigt werden, dass Cyclodextrine eine Wirkung sowohl gegen die bakterielle
Besiedlung als auch gegen (Bio-)Korrosion haben. Der Einsatz von wasserunldslichen
Cyclodextrinen, welche sich in wéassrigem Milieu selbst verketten, ist hoch Innovativ und stellt
eine deutliche Vereinfachung des Beschichtungskonzeptes dar. Ebenfalls bieten die
Erkenntnisse aus dem Vorlauferprojekt in Kombination mit den neu entwickelten
Cyclodextrinen Anlass, den Zusammenhang zwischen chemischer Struktur und Wirkung auf
die bakterielle Besiedlung weiter zu untersuchen und so neue Aktivitatsfelder im Bereich der
Mikrobiologie zu etablieren.

e Chemisch—technisch:

Durch die gewonnenen Erkenntnisse im Bereich der Cyclodextrine bietet es sich fur KMU an,
Cyclodextrine gezielt zu funktionalisieren, ihre Einsetzbarkeit zu erweitern und so die
Wettbewerbsfahigkeit der KMU zu steigern. Zudem ist eine industrielle Produktion solcher
Substanzen auch in gréRerem Mal3stab umsetzbar.

Beitrag zur Steigerung der Leistungs- und Wettbewerbsféahigkeit der KMU

Unternehmen, die diese neuartige Technik in die betriebliche Praxis einbeziehen, befinden
sich vor dem Hintergrund der Umweltvertraglichkeit und (der zu erwartenden)
Preiswirdigkeit des Produktes auf einem hohen Innovationsstand und erfillen die
zunehmend strenger werdenden Umweltschutzrichtlinien in besonderem MaRe. Hieraus
erklart sich ein erheblicher Wettbewerbsvorteil. Da die lUblich verwendeten Biozide aufgrund
der EU-Biozidrichtlinie nicht mehr eingesetzt werden durfen, besteht ein dringender Bedarf
an neuen umweltfreundlichen Schutzmechanismen.

Der besondere Nutzen fir KMU kann damit begriindet werden, dass Unternehmen, welche
Formulierungen flr Schutzanstriche entwerfen und solche Substanzen vermarkten,
vorwiegend zu den KMU zahlen. Der innovative Ansatz des Projekts kann im Sinne einer
gesteigerten  Wettbewerbsfahigkeit nicht nur die Substitution umweltbelastender
Schutzanstriche gewahrleisten, sondern auch eine Erweiterung der Produktpalette der KMU,
also eine horizontale Diversifikation, ermdglichen. ldealerweise kdnnte dies auch zur
Existenzgrindung von neuen KMU fuhren, die innovative Produkte erfolgreich in einer
Marktnische vertreiben.
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Die im Projektrahmen gesetzten Teilziele sollen zu einem tieferen Verstandnis der
(bio)korrosionsinhibierenden Wirkung der funktionalisierten Cyclodextrin-Adsorbate, ihrer
Langzeitbestandigkeit sowie potentieller Einsatzgebiete und in der Praxis anwendbarer
Applikationsverfahren fuhren. Aufgrund dessen sind diese Teilziele nicht branchenspezifisch.
Der Praxisbezug sollte es Unternehmen Kkurzfristig ermoglichen, die Ergebnisse
selbstfinanziert umzusetzen.

Das Projekt beinhaltet dartiber hinaus ein grof3es Innovationspotential hinsichtlich weiterer
Optimierung der Cyclodextrine. Dieses wird aufgrund der grundlegenden Fragestellungen
erst mittelfristig wirtschaftlich nutzbar sein. Hierzu sind starker auf die Anwendung
fokussierte Forschungsarbeiten geplant und auch nach Abschluss des Projekts zu erwarten.

8.2 Verwendung der Zuwendung
(In Ergé&nzung zu den bereits eingereichten Zwischenberichten)

Im letzten Berichtszeitraum dieses Forschungsvorhabens fielen in der Forschungsstelle |
Personalmittel fir einen Doktoranden und einen Laboranten und in der Forschungsstelle Il
Personalmittel fir 2 Doktoranden an. Uber den gesamten Berichtzeitraum wurden fir
wissenschaftliches Personal an der Forschungsstelle | insgesamt 34,7 PM und an der
Forschungsstelle 1l insgesamt 45,5 PM aufgewendet.

8.3 Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Im Rahmen des Forschungsvorhabens wurden an den Forschungsstellen planmaRig
mehrere Doktorand/innen, studentische Hilfskrafte sowie ein Laborant eingesetzt. Die
durchgefuihrten Arbeiten waren angemessen und fir die erfolgreiche Bearbeitung des
Projektes erforderlich.

8.4 Plan zum Ergebnistransfer in die Wirtschaft

8.4.1 Bereits durchgefiihrte spezifische TransfermafRnahmen wahrend der Laufzeit des

Vorhabens
MaRnahme Ziel Rahmen Zeitraum
Sitzungen des Diskussion der Resultate In den Forschungsstellen 18.11.15
projektbegleitenden und  Steuerung durch oderinden Unternehmen  30.05.16
Ausschusses KMU-Interessen 09.02.17
Berichte im DECHEMA- Breitere Diskussion der Sitzungen im DECHEMA- 18.11.15
Ausschuss .Mikrobielle Resultate und Einbindung Haus 30.05.16
Materialzerstérung* weiterer KMU 09.02.17
Tagungsbeitrage Ergebnistransfer in die "Antifouling" Infotag 23.06.15
(Vortrage, Poster) Wirtschaft, Diskussion mit EUROCORR 6-10.09.15
Fachkollegen, Kontakt zu ThGOT 15-17.09.15
weiteren KMU IBS 07.10.15
DFI-Stiftungstag 09.12.15
ISE 23.08.16
Kurt-Schwabe-Symposium  05.09.16
GfKORR Jahrestagung 15.11.16
DFI-Stiftungstag 07.12.16
AETOC 25-28.04.17
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Internetdarstellung der Ergebnistransfer in die Projektseite im Rahmen laufend
Forschungsergebnisse mit Wirtschaft der Internetprasenz der

laufender Aktualisierung Antragsteller

Anwendungsnahe Demonstration und TUV Sid am Standort 10.08.16-
Praxistests Evaluation der Ergebnisse  Industriepark Héchst 02.03.17

8.4.2 Geplante spezifische TransfermaRnahmen nach der Projektlaufzeit

Malnahme Ziel Rahmen Zeitraum
Publikation als Hinweis auf wesentliche Chemie-Ingenieur-Technik  \iitte 2018
Kurzmitteilung der Resultate und oder Materials and
Mitgliedsvereinigungen Schlussbericht Corrosion
Zusammenfassende Ergebnistransfer in die Projektseite im Rahmen Ab Mitte 2018
Darstellung im Internet Wirtschaft der Internetprasenz der

Antragsteller
Beratung von Technische Umsetzung Beratung in Unternehmen  Ap Ende 2017
Unternehmen bei durch die
Versuchen zur Umsetzung Forschungsstellen

der Forschungsergebnisse
in die betriebliche Praxis

Verteilung des Bekanntmachung der Versand an PA-Mitglieder  ap wmitte 2018
Abschlussberichtes an PA  Ergebnisse durch FSt 1 nach

Erstellung
Angebot zur Anforderung Bekanntmachung der Versand auf Anforderung Ab Mitte 2018
des Schlussberichtes Ergebnisse bei den Forschungsstellen

8.4.3 Einschatzung zur Realisierbarkeit des vorgeschlagenen und aktualisierten
Transferkonzeptes

Die Einbindung von verschiedenen KMU, welche im Bereich der Korrosionsforschung sowie
der Minimierung von Korrosion tétig sind als auch die Einbindung der Bundesanstalt fur
Materialforschung und -prifung in den projektbegleitenden Ausschuss garantiert einen
direkten Kenntnistransfer der Forschungsergebnisse in die relevanten Industriezweige.
Aufgrund der breiten Verfiigbarkeit der Ergebnisse, Prasentation auf relevanten Messen und
Tagungen, Diskussionen im projektbegleitenden Ausschuss, Einbindung der Ergebnisse in
Lehre und Forschung, Diskussion in Fachgremien der Projektleiter sowie die Vorbereitung
von Fachpublikationen ist eine branchenweite und unternehmensibergreifende Umsetzung
gezielt durchfuhrbar. Der schnelle und direkte Transfer der Ergebnisse in die Industrie ist
somit gewahrleistet.

9 Darstellung des Projekts in der Offentlichkeit

Am Projekt beteiligte Mitarbeiter
Forschungsstelle I:  D. Holuscha, PD Dr. W. Firbeth

Forschungsstelle 1l:  C. Thyssen, Q. Li, Dr. T. Gehrke, Prof. Dr. W. Sand
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Beitrage der Projektbearbeiter in Form von Fachvortragen oder Postern

¢ "Antifouling" Infotag, "Oberfachenschutz durch Beschichtung mit extrazellularen
polymeren Substanzen (EPS) und Analoga” C. Thyssen, D. Holuscha, W. Sand, W.
Furbeth, Frankfurt am Main, Juni 2015

e Eurocorr (2015): ,,Cyclodextrin modified metal surfaces for inhibition of (a)biotic
corrosion“,D. Holuscha, C. Thyssen, A. Kuklinski- W. Firbeth & W. Sand

e ThGOT (2015): ,Modifizierte Cyclodextrine zur Herstellung antimikrobieller
Metalloberflachen, D. Holuscha, W. Furbeth , C. Thyssen, A. Kuklinski & W. Sand

e IBS (2015): “Biofilm formation and stainless steel corrosion analysis of Leptothrix
discophora” C. Thyssen, D. Holuscha, J. Kuhn, F. Walter, W. Firbeth and W. Sand

e Arbeitsausschuss Mikrobielle Materialzerstérung und Materialschutz , Frankfurt am
Main, November 2015

o DFI Stiftungstag (2015): ,Cyclodextrin- modifizierte Stahloberflachen gegen
(a)biotische Korrosion“ D. Holuscha, W. Firbeth, C. Thyssen, A. Kuklinski & W. Sand

e Arbeitsausschuss Mikrobielle Materialzerstérung und Materialschutz , Frankfurt am
Main, Mai 2016

e ISE (2016): “Cyclodextrin-modified steel surface for inhibition of (a)biotic corrosion”,
D. Holuscha, C. Thyssen, W. Sand, W. Firbeth

o Kurt-Schwabe-Symposium (2016): “Potential of Cyclodextrins as biogenic protection
against microbial corrosion”, D. Holuscha, C. Thyssen, W. Sand, W. Firbeth

o GfKORR Jahrestagung, Frankfurt am Main, November 2016 (Posterbeitrag): Surface
properties and microbial corrosion of stainless steel (X5CrNil18-10), D. Holuscha, W.
Firbeth

¢ DFI Stiftungstag (2016): ,Cyclodextrin-Einfluss auf mikrobiell beeinflusste Korrosion
von Stahlen“, D. Holuscha, W. Firbeth, C. Thyssen & W. Sand

e Arbeitsausschuss Mikrobielle Materialzerstérung und Materialschutz , Frankfurt am
Main, Februar 2017

e AETOC (2017): ,Electrochemical investigations on biogenic coatings for protection of
steel against microbial corrosion, D. Holuscha, W. Firbeth, C. Thyssen & W. Sand
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11 Anhang
11.1 Losungen

11.1.1 Vitaminldsung

Tabelle 11-1: Zusammensetzung der Vitaminlésung fiir Postgate C (modifiziert) Medium

Substanz Menge

Biotin 0,002 g

Folséaure 0,002 g

Pyridoxin Chlorwasserstoffsaure 0,019
Thiamine-chlorwasserstoffsaure Dihydrat 0,005 g
Riboflavin 0,005 g
Nikotinsaure 0,005 g
Calcium-D-pantothenat 0,005 g
Cyanocobalamin 0,0001 g
4-Aminobenzoeséaure 0,005 g
Liponséaure 0,005 ¢g
Vollentsalztes Wasser (VE) 1000 mL

Fertige L6sung im Anschluss steril mit FlaschenaufsatZfilter (0,2um) filtrieren.

11.1.2 Spurenelementlésung SL-10

Tabelle 11-2: Zusammensetzung der Spurenelementldsung SL-10 fur Postgate C (modifoziert) Medium

Substanz Menge
Salzsaure (25%) 10 mL
Eisen(ll)-chlorid-Tetrahydrat 150¢g
Zink(ll)-chlorid 0,07 g
Mangan(ll)-chlorid-Tetrahydrat 0,10g
Borséaure 0,006 g
Cobald(ll)-chlorid-Hexahydrat 0,199
Kupfer(ll)-chlorid-Dihydrat 0,002 g
Nickel(ll)-chlorid-Hexahydrat 0,024 g
DinatriummolybdatDihydrat 0,036 g
Vollentsalztes Wasser (VE) 990 mL

Zuerst Eisen(ll)-chlorid-Tetrahydrat in der Salzsaure l6sen, danach etwas Wasser und die
anderen Salze hinzufiigen. Zum Schluss wird die Losung mit VE-Wasser auf einen Liter
aufgefillt. Anschliel3end fertige Losung steril filtrieren.

11.1.3 Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)

Tabelle 11-3: Zusammensetzung des PBS- Puffers

Substanz Menge
Natriumchlorid 400
Kaliumchlorid 01lg

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat 09¢g
Kaliumdihydrogenphosphat 0,19

Vollentsalztes Wasser (VE) 1000 mL
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Der pH-Wert wird mit Salzsdure (5M) oder Kaliumhydroxid (5M) mit Hilfe eines pH-Meters
auf 7,4 eingestellt. Die Losung wird bei 121°C und 1,5 bar fur 30 Minuten autoklaviert.

11.2 Medien SRB

Wegen der grofRen Bedeutung der SRB fir die Problemstellung des Vorhabens sei an dieser
Stelle auf die Kultivierung der Schadorganismen hingewiesen. Zur Kultivierung der
Mikroorganismen (siehe) werden Ldsungen nach Postgate (Eul, 1997) eingesetzt.
Charakteristisch sind hohe Gehalte an Laktat und Sulfat und geringe Mengen Eisen und
Chlorid. Fir marine SRB Stdmme musste zusatzlich NaCl in grol3eren Mengen zugegeben
werden. Eine Ubersicht ist in Tabelle 11-4 prasentiert. Die Rezeptur und Vorschrift der
verwendeten Nahrmedien im Einzelnen ist in

Tabelle 11-5 und

Tabelle 11-6 dargestellt.

Tabelle 11-4: Verwendete Nahrmedien zur Kultivierung von SRB-Schadorganismen. Postgate C nach v.
Reége wurde nur zur Kultivierung einer Stamm-Kultur der jeweiligen Spezies genutzt. Postgate C

(modifiziert). wurde zur Anzucht von Arbeitskulturen verwendet.

Mikroorganismus Kulturmedium
D. vulgaris Postgate C nach v. Rege; Postgate C modifiziert
D. alaskensis, D. indonesiensis Postgate C nach v. Rége u. Postgate C

modifiziert, Zugabe von 2% NacCl

Tabelle 11-5: Rezeptur und Vorschrift des verwendeten Nahrmediums Postgate C nach v. Rege zur

Anzucht von SRB-Stammkulturen.

LOosung A
Bestandteil Menge fir 1 Liter L6sung Hersteller
K2HPO4 0,59 Riedel de Haen / puriss. p.a.
NH4CI 10g¢g Merck / p.a.
Na>SO4 459 Merck / p.a.
CaCl, * 2 H,0O 0,04 ¢ Merck / p.a.

MgSO4 * 7 H.0O 0,06 g Merck / p.a.




Seite 77 des Schlussberichts zu IGF-Vorhaben 18352 N

Laktat (90 %) 4,2 ml Fluka / purum
Hefeextrakt (Difco) * 10g Roth
H.O VE 970 ml
LOsung B
Bestandteil Menge fir 1 Liter L6sung Hersteller
FeSO, * 7 H,0 0,004 g Merck / p.a.
Tri-Na-Citrat * 2 H,O 03¢ Merck/ p.a.
Ascorbinsaure 0,19 Merck / p.a.
H>O VE 30ml 2

Tabelle 11-6: Rezeptur und Vorschrift fiir das modifizierte (Hefefreie) Nahrmedium Postgate C verwendet
zur Anzucht von Arbeitskulturen fur nachfolgende Biokorrosion-Untersuchungen.

Losung C
Bestandteil Menge fur 1 Liter Kommentar
Losung
Spurenelement Losung Rezeptur siehe Tabelle
SL-10 (aus DSMZ- 11-2
Medium 320) 1ml
LOosung D
Bestandteil Menge fir 1 Liter Kommentar
Losung
Vitamin Lésung (aus 10 ml Rezeptur siehe Tabelle
DSMZ-Medium 141) 11-1

Vorschrift zur Herstellung von Postagte C Medium nach v Rege.

1 Hefeextrakt wird nur fur Postgate C nach v. Rége zur Anzucht von SRB Stammkulturen verwendet.
Modifiziertes (Hefe freies) Postgate C wird zur Anzucht von SRB Arbeitskulturen verwendet.

2 Zur Herstellung vom modifizierten (Hefe freien) Postgate C werden die Bestandteile aus Losung B in
20 ml gelost.
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Losung A wird auf pH-Wert 8,5 eingestellt und anschlieRend autoklaviert. Uber Sterilfiltration
wird Lésung B in die abgeklhlte Lésung A zugegeben. AnschlieBend wird der pH-Wert der
des Mediums mit steriler KOH auf 7,5 bis 8 eingestellt. Vor dem Inokulum wird durch 30
minutiges spulen mit sterilen Stickstoffgas der Sauerstoff aus dem Medium entfernt.

Vorschrift zur Herstellung von hefefreien Postgate C (modifiziert)

Losung A wird auf pH-Wert 8,5 eingestellt und anschlieBend ebenso wie Ldésung C
autoklaviert. Losung B und D werden zu Lésung A steril-filtriert. Die Losungen werden unter
sterilen Bedingungen zusammengefligt und der pH-Wert des Mediums mit steriler KOH auf
7,5 bis 8 eingestellt. Vor dem Inokulum wird durch 30 mindtiges spulen mit sterilen
Stickstoffgas der Sauerstoff aus dem Medium entfernt.

11.3 Medium Leptothrix discophora
Zur Kultivierung und Biofilmbildung von L. discophora wurde das Medium MSVP-2 (minerals-

salts-vitamins-pyruvate 2) nach Gheriany et al. 2008 eingesetzt.

Lésung A wird separat hergestellt, auf pH 7 eingestellt und bei 121°C und 1,5 bar 30 Minuten
autoklaviert. Losung B und C werden steril filtriert und zur autoklavierten Losung A zu geben.

AnschlieRend auf sterile Gefalle verteilen.

Losung A:

Stoff Menge fir 1L in mg Hersteller
CaCL2x2H20 58,8 Merck / p.a.
MgSO4x7H,0 59,15 Merck / p.a.

(NH4)2xSO04 240,49 Merck / p.a.
KH2PO4 19,44 Riedel de Haen / puriss. p.a.
FeSO4x7H,0 2,78 Merck / p.a.
HEPES 2383,1 Sigma-Aldrich
Na;HPO4 32,9 Roth / p.a.
add 949 mL Deionat

Losung B: 10 g Natriumpyruvat in 50 mL Deionat I6sen und steril filtrieren (0,2 pm)
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Ldsung C: 1 mL steril filtrierter (0,2 pum) 1000x Konzentratldsung zu Lésung A geben.
Finale Konzentration von Biotin= 0,01 und Vitamin B12= 0,00075 pM.
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11.4 Selektiv Medien
Im folgenden werden die selektiv Medien welcher zu Quantifizierung der Kolonisation der
Proben aus Abschnitt 6.6.2.1.

11.4.1 Chemoorganotrophe Bakterien
R2A-Agar fur die Anzucht chemoorganotropher Bakterien

Hefe-Extrakt 0,50 g
Proteose Pepton 0,50 g
l6sliche Starke 0,50 g
Saccharose 0,50 g
Casaminosauren 0,50 g
Na-Pyruvat 0,30 g
KH2PO4 0,30 g
MgSO, x 7 H,0 0,05 g
Agar-Agar 15,00 g
agua deion. ad 1000,00 mL

pH-Kontrolle (pH 7,2), gegebenfalls einstellen mit kristallinem KH>PO4 bzw. K;HPO4
autoklavieren 30 min bei 0,5 bar Uberdruck (111°C)

in Platten giefRen (ca. 10 mL/Platte)

Beimpfung: 100 pL-Inoculum ausspateln
Bebriitung: 28°C im Dunkeln, ca. 1 Woche

Nachweis: Auszahlen der Kolonien

11.4.2 Pilze
Sabaurand-4%-Maltose-Agar fir die Anzucht von Pilzen
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Pepton 5,0 g
Maltose 20,0 g
Agar-Agar 15,0 g
agua deion. ad 990,0 mL

pH-Kontrolle (pH 5,6), gegebenfalls einstellen mit NaOH bzw. HCI
autoklavieren 30 min bei 0,5 bar Uberdruck (111°C)

nach Abkuhlen auf ca. 60°C 10 mL sterilfiltrierte Antibiotika-Losung ¥ zugeben
(0,22 um Filter)

in Platten giel3en (ca. 10 mL/Platte)
Beimpfung: 100 pL-Inoculum ausspateln
Bebriitung: 28°C im Dunkeln, ca. 1 Woche

Nachweis: Auszéhlen der Kolonien

D Antibiotika-Lésung

40 mg Streptomycin und 10 mg Ampicillin ad 10 mL aqua deion.

11.4.3 Moderat acidophile Bakterien
Flassigmedium fur die Anzucht gemaRigt acidophiler Thiobacillen

LOsung 1

Na>S:03 x 5 H0 500 g
CaCl; x 2 H.O 0,13 g
NH4Cl> 1,00 g
MgSO, x 7 H,0 1,02 g
Biotin 24,4 mg

Fe-EDTA Stammlésung @ 5,00 mL
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Spurenelementelésung Ti » 5,00 mL
agua deion. ad 700,00 mL
Ldsung 2

KH2PO4 0,40 ¢
K2HPO, 0,60 g
agua deion. ad 300,00 mL

3 40 mg Na,-EDTA (bzw. 44 mg Na,-EDTA x 2 H,0) in 100 mL aqua deion. I6sen

und 20 mg FeCls; x 6 H,O unter Rihren dazugeben
Losungen 1 und 2 vereinigen
mit Indikator Methylrot (Merck, gel6st in KOH) gelbe Farbe einstellen
pH-Kontrolle (pH 6,7 — pH 6,9), gegebenfalls einstellen mit KOH bzw. H,SO4
abftllen in kurze RG (jeweils 4,5 mL)
autoklavieren 30 min bei 0,5 bar Uberdruck (111°C)

Beimpfung: 0,5 mL-Inoculum/Reagenzglas

Bebritung: 28°C im Dunkeln, ca. 4 Wochen

Nachweis: pH < 6 (Farbumschlag nach rot)

®) Spurenelementelosung Ti (Vishniac und Santer, 1951)

Na,-EDTA 50,00 g
ZnS0; x 7 H0 2,20 g
CaCl; x 2 H.O 7,34 ¢
MnCl, x 4 H,O 506 ¢
FeSO4 x 7 HO 535 ¢
(NH4)sM07024 X 4 H,0 1,17 g
CuSO4 x5 HO 1,57 g
CoCl; x 6 H20 161 g

agua deion. ad 1000,00 mL
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pH-Kontrolle (pH 7), gegebenfalls einstellen mit KOH bzw. H,SO4

11.4.4 Manganoxidierende Bakterien

Flissigmedium fir die Anzucht Mangan-Il-lonen oxidierender Bakterien

MnSOa4 x H20 0,5 g (= 162 mg/L Mn?)
Hefeextrakt 0,5 g
agua deion. ad 1000 mL

pH 7 einstellen mit NaOH oder H,SOa4 (evtl. mit HEPES puffern)

abfillen in kurze Reagenzglaser (RG) (jeweils 4,5 mL)

autoklavieren 30 min bei 0,5 bar Uberdruck (111°C)

Beimpfung: 0,5 mL-Inoculum/RG; Bebritung: 28°C im Dunkeln, ca. 4 Wochen
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