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Motivation

1 Motivation und Aufgabenstellung

Bereits seit geraumer Zeit beschaftigt sich die Wissenschaft mit der Bekdmpfung unerwiinschter Biofilme
— dem Antifouling. Applikationen dieser Studien finden sich dabei sowohl im medizinischen Bereich, z.B.
in der Bekampfung von Infektionsherden auf Medizinprodukten, in der Lebensmittelindustrie beim
Erreichen hygienischer Oberflachen, aber auch in der Umwelt- und Biotechnologie, z.B. in der
Entwicklung von Antifoulinganstrichen fir Schiffsrimpfe, in Klar- und Abwasseranlagen oder in
Trinkwasserleitungen.

Um eine dauerhafte Reduzierung der Adhasion biofilmbildender Mikroorganismen an technischen
Materialoberflachen zu erreichen, ist der kombinierte Einsatz von unterschiedlichen Antifoulingkonzepten
notwendig. Hier bieten monomolekulare Filme eine chemische Plattform mit einem hohen Mal3} an
selektiver Modifizierbarkeit. Es wird versucht, Uber die Beschichtung und Funktionalisierung von
Materialoberflachen mit filmbildenden Molekilen antiadhdsive Eigenschaften zu entwickeln, aufgrund
derer die Adsorption von Proteinen und die Adhéasion von Mikroorganismen und Zellen reduziert werden
kann. Das Promotionsthema ordnet sich in diesen Entwicklungsschwerpunkt ein.

Ausgangspunkt der Untersuchungen bildeten Arbeiten im Sonderforschungsbereich 197 ,Bio- und
Modell-membranen“ der DFG, in dem es gelang, ein Tetraetherlipid der Membran des Archaea
Thermoplasma acidophilum zu isolieren, dessen Applikation als biomimetische Oberflaichenmodifikation
ein innovatives Anwendungsspektrum verspricht.

Derzeit werden verschiedene alternative Antifoulingtechniken diskutiert, die Uber lange Zeitraume
wirksam sind und nach Mdglichkeit nicht auf toxischen Komponenten basieren. Die gezielte Modifikation
physiko-chemischer Materialparameter stellt dabei neben der Integration spezifisch wirkender
Funktionsmolekile ein aus heutiger Sicht vielversprechendes Antifoulingkonzept dar. Dies gilt in erster
Linie, da fur die initiale Biofilmbildung die unspezifischen Wechselwirkungen an der Grenzflache Substrat
/ biologisches System verantwortlich sind. Inshesondere die Primarbesiedlung wird als physikalisch-
chemisch kontrollierter Prozess beschrieben. Das Versténdnis der thermodynamischen Relationen der
bakteriellen Adhéasion bildet daher die notwendige Grundlage der Entwicklung neuer
Antifoulingstrategien. Demgemass soll in der nachfolgenden Themenbearbeitung die Bewertung der
Bioadhasion an neuen applikationsspezifischen Beschichtungen und die gleichzeitige Wichtung
physikochemischer Einfllisse auf die initiale Adh&sion an modifizierten Oberflachen stattfinden.

Somit finden folgende wissenschaftliche Arbeitsziele Eingang in die vorliegende Arbeit:

e Es erfolgt die Analyse und die Ausweitung der existierenden Modifizierungsstrategien fir
Tetraetherlipide mit dem Ziel, einerseits eine langzeitstabile Kopplung an Substratwerkstoffe und
andererseits biorelevante Funktionalisierungen im Sinne von Antifouling zu erhalten.

e Uber die Darstellung und Wertung thermodynamischer Grundlagen des Grenzflachengeschehens
zwischen Biosystem und Material und die Einschatzung bestehender Antifoulingstrategien lassen
sich Hypothesen zur Bioadhasion entwickeln.

e Der detaillierten Materialcharakterisierung auf der Basis topografischer, energetischer und
elektrischer KenngrofRen einschliel3lich einer analogen Beurteilung des biologischen Systems schlief3t
sich eine applikationsspezifische Bioadhéasions- und Biofunktionalitatsprifung an.

e Die Kalkulation und Interpretation der Wechselwirkungsenergie in Form einer Modellbetrachtung auf
der Basis eigener Messergebnisse fuhrt im Ergebnis zur Entwicklung einer eigenen
Modellvorstellung.
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Die Entwicklung eines biomimetischen Antifoulingkonzeptes auf Tetraetherlipidbasis beinhaltet
konsequent zusatzlich technische Zielstellungen:

e Die Anwendung des Antifoulingkonzeptes wird auf reale, komplexere Systeme ausgedehnt, deren
Zielstellungen bakteriozide Katheteroberflaichen und das Antifouling von Sensorsystemen im
Gewassermonitoring beinhalten. Diese technische Richtung schlie3t neben dem Antifouling die
Funktionalitatsprifung entsprechend des notwendigen Anforderungsprofils ein.

e Ausgewdhlte  optimierte Lipidbeschichtungen  werden in Feldtests unter realen
Applikationsumgebungen beziiglich ihres Antifoulingverhaltens getestet.

e Die daraus folgende Kenntnis der die funktionsbezogene Oberflachenkompatibilitit eines
Biomaterials  bestimmenden Faktoren erlaubt die Definition eines weiterfihrenden
Antifoulingkonzeptes.

e Die Grundlagen der technologischen Umsetzung der Beschichtungstechnologie mit Tetraetherlipiden
werden erdrtert.
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2 Konzeptentwicklung

.Die Adhasion ist der Schlissel eines jeden Oberflachenfoulings...” formulierte H. Barberousse in einem
Artikel des Journals ,Biofouling” 2007 als allgemeinen Kerngedanken [1]. Das Grenzflachengeschehen
und damit die Bioadhasion wiederum wird maRgeblich durch spezifische biochemische Interaktionen
sowie durch unspezifische physikochemische Wechselwirkungskrafte bestimmt. Fir die Konzept-
entwicklung des Antifouling ist demgemass das Verstandnis der thermodynamischen Einflussparameter
unumganglich. Obgleich die Grundlagen der Thermodynamik bereits im 19. Jahrhundert gelegt wurden,
erfordert die thematische Breite der Bioadhasion mit ihrem Bezug auf ingenieur- und werkstofftechnische
sowie biologische und biophysikalische Ansatzpunkte eine Einfihrung in die theoretischen Grundlagen,
um dann mit einer einheitlichen Sprache die Diskussion dessen herbeizufiihren. Das Kapitel 2 zielt daher
auf die Darstellung und die Wertung der ausschlaggebenden Wechselwirkungen, gefolgt von der
Parametervariation mafgeblicher KenngréRen mit Bezug auf die Bioadh&sion. Zusatzlich werden
Antifoulingkonzepte zusammengefasst und unter Beachtung der Bioadh&sion an sich interpretiert.

2.1 Thermodynamische Grundlagen

2.1.1 Gibbs'sche Fundamentalgleichung

Das wissenschaftliche Fundament der Thermodynamik stellt ausgehend von wenigen Postulaten, den
sogenannten Hauptsatzen, ein in sich geschlossenes Formelsystem zur Verfigung, mit dessen Hilfe das
makroskopische Verhalten der Stoffe beschrieben werden kann. Der Gleichgewichtszustand ist der
Zustand, dem ein System ohne innere Hemmnisse entgegen strebt, solange in ihm treibende Krafte, wie
Temperatur-, Druck- oder Konzentrationsdifferenzen vorhanden sind. Der erste Hauptsatz der
Thermodynamik besagt, dass es einen physikalischen Parameter geben muss, der die Eigenschaft einer
Zustandsfunktion hat, die innere Energie U. Beide Summanden, dQ und dW, sind Ausdruck
energetischer Anderungen der Warmemenge Q und der Arbeit W:

dU =dQ + dw ).

Der zweite Hauptsatz ermdglicht nun eine Aussage Uber die Richtung der freiwillig ablaufenden Prozesse
und definiert eine weitere Zustandsfunktion - die Entropie S. Jeder Ubergang eines Systems entspricht
einer Entropiednderung, wobei bei einer freiwilligen Zustandsanderung die Entropie des geschlossenen
Systems zunimmt. Die Entropie des quasireversiblen Prozesses ist abhéngig von der Temperatur T:

ds = ereversibeI /T (2)

Das Arbeitsdifferential dW lasst sich allgemein aus dem Produkt einer Arbeitskoordinate mit einem
Arbeitskoeffizienten ermitteln. Unter Einbeziehung beispielsweise der Volumenarbeit (pdV), des
chemischen Stoffes (udn) und des Ladungstransportes (#dq) ergibt sich:

m
dW =—pdV +ydg+ D zdn, A).
i=1
Aus den Gleichungen (1) - (3) ergibt sich die Differentialform der Gibbs schen Fundamentalgleichung:

dU =TdS - pdV +ydg+ Y zdn, (4).
i=1
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Neben der inneren Energie werden weitere Zustandsfunktionen eines Systems definiert: die Helmholtz
Energie F flr isotherm-isochore Prozesse sowie die Gibbs'sche Energie G fir isotherm-isobare
Prozesse. Unter Anwendung der Gibbs schen Fundamentalgleichung folgt dabei:

dF =-SdT — pdV + > z4dn; +ydq (5),
i=1

dG =-SdT +Vdp+ Y zdn, +wdg (6).
i=1

Die Wahl der jeweiligen Gleichungen zur Beschreibung eines Systems hangt von den Randbedingungen
ab, wobei es fir den hier zu beschreibenden Prozess der Bioadh&sion zweckmafig ist, den Parameter
der Gibbs'schen Energie (dG) zu verwenden. Gleichzeitig definiert diese Zustandsfunktion das Kriterium
der Irreversibilitat und des Gleichgewichts. Hier ertffnet sich ein Problem des thermodynamisch
begriundeten Modells.

Strenggenommen stellt die Bioadhédsion durch die Ausbildung einer neuen Grenzflache einen
irreversiblen Prozess dar. Fir die Anwendung der thermodynamischen Potenziale spricht jedoch der
Umstand, dass die irreversible Haftung verhindert werden soll, es wird allein die Anordnung selbst bzw.
der Prozess der Annaherung der an der Bioadhasion beteiligten Oberflachen betrachtet.

Die Anwesenheit von Oberflaichen/Grenzflachen erfordert eine Anpassung der thermodynamischen
Betrachtung. Gibbs flhrte eine Methode =zur Behandlung von Grenzflachenerscheinungen im
Zweiphasensystem ein. Die Phasen o und  werden durch eine exakte, zweidimensionale Grenze
getrennt. Dieser wird die Spannung y zugeschrieben und auf sie die Uberschiisse von Energie, Entropie
und Masse bezogen. An der Grenzflache &ndert sich die molekulare Zusammensetzung, Adsorption
findet statt. Unter Betrachtung der Anzahl der Molekiile des Materials i je Volumeneinheit ergibt sich fur
die UberschussgroRe N;:

N7 =N, -¢V*-c/V’ @).

Die Adsorption wird als Grenzflachenkonzentration in Form der UberschussgroRe je Grenzflacheneinheit
A wie folgt definiert:

L=—— (8).

Guggenheim stellte spater eine dreidimensionale Phasengrenze vor mit einer auf die Grenzflache
bezogenen Dicke, Volumen und Konzentration [2]. Praktisch spielt die thermodynamische Grof3e der
Raumlichkeit in den Betrachtungen keine Rolle, so dass im Allgemeinen von Ober- bzw.
Grenzflacheneinheiten gesprochen wird [3, 4].

Aus der, um den Oberflachenterm erweiterten Gibbs'schen Fundamentalgleichung, wird auch die
thermodynamische Definition der Oberflachenspannung abgeleitet:

dG =-SdT +Vdp+ > sdn; +ydg+ ydA 9)
i=1
und 4 =§
OA T o pf
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2.1.2 Wechselwirkungen

Wahrend die Gibbs’sche Fundamentalgleichung der Beschreibung des Gleichgewichtszustandes eines
Systems dient, sollen nachfolgend Wechselwirkungen betrachtet werden, die zum Aufbau von
Gleichgewichtstrukturen an der zu betrachtenden Grenzflache beitragen und so der Beschreibung der
Bioadhéasion dienen kénnen.

2.1.2.1 Van der Waals-Wechselwirkung

Bereits 1873 beschrieb J. D. van der Waals ubiquitdre schwache, ungerichtete Anziehungskréfte mit sehr
geringer Reichweite [5]. Man unterscheidet drei Arten der Wechselwirkung von van der Waals-Kréften:

- permanenter Dipol — permanenter Dipol (Orientierungseffekt / Keesom-Kréfte) [6],

- permanenter Dipol — induzierter Dipol (Induktionseffekt / Debye-Kréafte) [7] und

- fluktuierender Dipol — induzierter Dipol (Dispersionseffekt / London-Kréafte) [8].

Van der Waals-Wechselwirkungen nach Keesom kommen durch Anziehung zwischen Dipolen zustande
und sind somit elektrodynamischer Natur. Nach Debye erzeugen Molekile mit permanenten Dipolen in
benachbarten polaren und unpolaren Molekdilen induzierte Dipolmomente, woraus wieder eine Anziehung
resultiert. Die Dispersionsenergie, beschrieben durch F. London, entsteht aus quantenmechanischen
Betrachtungen der Wechselwirkung zwischen zwei Wasserstoffatomen im grof3en Abstand zueinander.
Sie ist verantwortlich fir die Anziehung dipolfreier Teilchen. Es handelt sich somit um elektrodynamische
Kréfte, die auf Grund von Ladungsfluktuationen entstehen. London beschrieb fiir zwei Teilchen mit den
Polarisierbarkeiten o; und o, und den lonisierungsenergien I, und I, die Dispersionsenergie nach:

3 aa, 1 1],
London — ~ A 6
nen 2 (Arey)P 0 1+,

(10).

Die Besonderheit dieser Wechselwirkungen begriinden sich zum einen darin, dass diese dispersen
Anziehungskrafte in allen Molekilen vorhanden sind, zum Zweiten zeigen sie einen Retardationseffekt,
der besagt, dass die Wechselwirkung bei Abstanden d >10 nm schneller abklingt (") als bei kleineren
Distanzen. Kommen Molekile einander sehr nahe, so beginnen die AbstolRungskrafte der Kerne und der
Elektronen zu wirken. Mit kleiner werdendem Abstand (d < 0,3 nm) dominieren die Absto3ungskrafte, und
das Lennard-Jones-Modell erlaubt es, die Energiebilanz zwischen AbstoRung und Anziehung wie folgt zu
beschreiben [9] (Lennard-Jones-(n,6)-Potenzial):

S GRE]

Dabei bezeichnete ¢ die Tiefe des Potenzialtopfes der Energiebilanz und ¢ den van-der-Waals-Radius,
welcher auch als der Radius des betrachteten Teilchens aufgefasst wird.

In der Frage der van der Waals-Wechselwirkung zwischen makroskopischen Kdrpern existieren in der
Literatur im wesentlichen zwei Betrachtungsweisen. Traditionell begriindet ist das Konzept der Additivitat
von Paarwechselwirkungen, auf welchem die Arbeiten von Hamaker [10] und de Boer [11] basieren.
Hamaker [10] formulierte fir die Wechselwirkungsenergie zwischen einer Kugel mit Radius R und einer
Platte im Abstand D zueinander folgende Beziehung:

AGV(,W=—A123 E+ R +1In D (12)
6 |D 2R+D 2R+D
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Ausgehend von unverzdgerten London'schen — van der Waals-Wechselwirkungen erhalt man mit der
Ladungsmenge g und fir die Kérper 1 und 3 im Medium 2 folgende Definition:

3oy,

2Al,+1,) )

Az = ﬂz(qlqsﬂﬁ + q22/122 — 0,04, — qzqa;tzs) mit A, =

Andere Autoren berechneten auf der Grundlage dieser Arbeiten die Dispersionswechselwirkung zwischen
Kdrpern mit unterschiedlichen Geometrien [12, 13]. Dieser Ansatz nach Hamaker wurde seither durch die
Beachtung der elastischen Deformation der Kérper [14] und des Einflusses der Rauigkeit [15] erweitert.

Der Lifshitz-Ansatz stellt das zweite theoretische Konzept zur Bestimmung der Dispersionskraft zwischen
makroskopischen Koérpern dar [16]. Ausgehend von der Kraftwirkung durch die Fluktuation des elektro-
magnetischen Feldes zwischen zwei Koérpern berechneten die Autoren die Wechselwirkungskraft
unabhangig von atomaren Parametern. Die interagierenden Korper werden als kontinuierliche Medien
behandelt. Fur die Wechselwirkung ergibt die Lifshitz-Theorie fur die nicht-retardierte Hamakerkonstante:

A123 = AKeesom,Debye + ADispersion
~3kT[gl—ng(g3—gzj+3hue (n? —n2)(nZ —n?) (14)
~ %

4 are Lare ) 82 o7y o +nd) o7 +nd) +f(nd +nd))

Das Zugrundelegen des Kontinuums-Ansatzes begrenzt jedoch die Giltigkeit der Lifshitz-Theorie auf
Distanzen groR3er als einige Nanometer.

Die exakte Bestimmung der Hamakerkonstanten tber messtechnische Parameter ist noch ungeldst. Eine
Maoglichkeit stellt der Bezug zur Grenzflachenenergie dar, die Energie, die bei der reversiblen Trennung
zweier adharierender Phasen im Gleichgewichtszustand aufgebracht werden muss. Beim Kontakt zweier
Kdrper mit einer geringst moglichen Distanz Dy = 0,165 nm nach B. Bhushan [17] bzw. Dy ~ 0,157 nm
nach van Oss [18] ergibt sich vereinfacht die Definition der Hamakerkonstante aus:

A, =127AGD} (15)

Van der Waals-Kréafte wirken im Allgemeinen anziehend. Sie sind immer anziehend im Vakuum oder
wenn beide Koérper aus demselben Material bestehen. In besonderen Fallen treten zwischen
verschiedenen Materialien abstoR3ende van der Waals-Kréfte auf, beispielsweise an einer kondensierten
Phase, wenn das Medium 3 starker von Medium 2 als Medium 1 angezogen wird bzw. bei Flotation. [19]

2.1.2.2 Elektrostatische Wechselwirkung / elektrische Doppelschicht

Die Grundgleichung elektrostatischer Wechselwirkungen beschreibt die Kraft, die zwischen zwei
Ladungen g wirkt, welche sich im Medium mit der Dielektrizitat € im Abstand r voneinander befinden [20]:

0,9,
F — 16
Coulomb 472'808 rz ( )

Fir das elektrische Potenzial y ergibt sich bei Erhéhung der potentiellen Energie der Zusammenhang:

g,

—_— 17
Are,er 40

Epo =Gy mit y =
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Ist die Ladung keine Punktladung, sondern besitzt sie eine gewisse Ausdehnung, so spricht man von der
Ladungsdichte p. Eine Oberflache, exponiert in einem flussigen Medium, flhrt zu einer Ladungs-
verteilung, die ein elektrisches Potenzial erzeugt, das man aus der Lésung der Poisson-Gleichung erhalt:

Oy oy v __ p.

Viy = =— (18)
VS Ty e e,
Fur den Potenzialverlauf senkrecht zur Oberflache vereinfacht sich Gleichung 18 zu:
0? 41
V. (19).
OX £

Fixierte Ladungen an einer Grenzflache erzeugen in ihrer unmittelbaren Umgebung ein elektrisches Feld
analog einem punktférmigen Ladungstrager, eine elektrische Doppelschicht entsteht. Die nachfolgende
Betrachtung der Modellvorstellungen der elektrischen Doppelschicht setzt voraus: das System befindet
sich im thermodynamischen Gleichgewicht und die auftretenden elektrischen Felder sind so schwach,
dass das Ohmsche Gesetz gilt, wobei die elektromotorische Kraft dem Potenzialgradienten entspricht.
Betrachtet man die Grenzflache an einem Biomaterial zum biologischen Medium, so kann die Bildung der
elektrischen Doppelschicht tGber verschiedene Wege fihren: (i) Uber die Adsorption von lonen aus der
Lésung und (ii) durch die Dissoziation oder lonisierung von Oberflachengruppen [12].

Helmholtz-Modell

Das einfachste Modell, das Helmholtz-Modell, geht von der Annahme aus, dass sich die adsorbierenden
Ladungen und die solvatisierten lonen direkt an der Oberflache des Materials ansammeln. Dieses Modell
gleicht einem Plattenkondensator mit einem ladungsfreien Raum (p=0) zwischen der inneren und
auleren Helmholtzschicht (IHP, OHP). Fur den Potenzialverlauf gilt:

%—V/ = konst. (20)

X

Gouy-Chapman-Modell

Das Gouy-Chapman-Modell nimmt neben den elektrostatischen Kréaften die molekulare Warmebewegung
auf mit dem Bestreben, die lonen in der gesamten Losung gleichm&Rig zu verteilen [21, 22]. Da die
Ladungsverteilung nach der Poisson-Gleichung die Kenntnis der Position der einzelnen Ladungstrager
voraussetzt, wird aufgrund der freien Beweglichkeit der lonen in der Lésung eine zuséatzliche Information
notwendig. Unter der Annahme eines 1-1-wertigen Elektrolyten und der Voraussetzung, dass das
Potenzial fir x = o gegen Null strebt, erhalt man mit der Ladung eines lons z; die Boltzmann-Gleichung:

0 —-Z,ey
=n —ir 21
n =n, exp[ T j (21)

b

Setzt man diese Formulierung mit der Ladungsdichte p

p=Y. nze (22)
i
in die Gleichung 19 ein, so erhélt man die zugrundeliegende Poisson-Boltzmann-Gleichung:
Arp  Ar 0 -zey
Vig =——2 =23 nlzeexp| —=—— (23)
v & & Z‘ ' P k,T
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Dies ist eine partielle Differentialgleichung zweiter Art und erfordert fiir die analytische Lésung zusatzliche
Randbedingungen. Die Debye-Hickel-Anndherung fuhrt fir sehr kleine Potenziale und aufgrund der
Elektroneutralitat des Systems zur sogenannten linearisierten Lésung der Poisson-Boltzmann-Gleichung:

87ze2NAI 18 )
X)=w,exp(—x X it = |[—— 2 l==)>» ¢z 24).
w(X) =y, exp(—x X) mi K,/ kT 22:, (24)

und  zey <<kT > zen =0,

Der Debye-Hiickel-Parameter « stellt die reziproke Debye-Hlickel-Lange (Ap) dar, welche die Entfernung
beschreibt, in der das Potenzial auf den e-ten Teil abfallt. Zudem geht das Medium durch die Einfiihrung
der lonenstérke in die Beschreibung der Doppelschicht ein [7].

Stern-Modell

Das Modell nach Stern [23] verbindet das Helmholtz- und das Gouy-Chapman-Modell. Die innere
Helmholtzschicht fullt sich mit adsorbierenden Anionen, woran sich eine fixe und eine diffuse Schicht
hydratisierter Kationen anschlief3t. Stern definierte den Parameter Zetapotenzial { als das Potenzial an
der Scherebene zwischen fixer und diffuser Schicht, wie es die Abbildung 1 darstellt. Die Losung der
Gleichung 23 lautet in diesem Fall:

l//(X) =¥y eXp(_K (X - XStern)) (25)

GCSG (Grahame)- Modell

Das sogenannte Grahame-Modell fasst Komponenten der zuvor beschriebenen Modelle zusammen und
wird daher auch als GCSG (Gouy-Chapam-Stern-Grahame)-Modell bezeichnet [24]. Der Schicht aus
adsorbierten Anionen folgt ein Aufbau der Doppeltschicht nach Stern, wobei die fixe Stern-Schicht in eine
Schicht dehydratisierter lonen (= Innere Helmholtzschicht) und eine Schicht noch hydratisierter lonen
(= AuRere Helmholtzschicht) unterteilt wird, der sich die diffuse Schicht anschlief3t.

Die Poisson-Boltzmann-Gleichung (Gleichung 23) beschreibt das Potenzial an jedem Punkt des
betrachteten Systems. Hogg et al. [25] entwickelten eine exakte analytische Losung dieses Ansatzes flr
konstante und kleine Potenziale (<25 mV) zweier infiniter Platten:

E(D) =25y +vi {1‘C°th(KD)+ Y cos eCh("D)j o

Fur Systeme abweichender Geometrien und somit auch fur die Wechselwirkung zwischen einer Kugel
und einer Platte sind derartige exakte Losungen nicht mdglich. Die Anwendung der Derjaguin-
Approximation, welche die Wechselwirkungskrafte zwischen willkirlichen Geometrien als Summe
korrespondierender Wechselwirkungen je Flacheneinheit definiert, erméglicht es jedoch unter der
Voraussetzung, dass die Distanz zwischen den Koérpern kleiner als deren Radien ist, die Wechsel-
wirkungsenergie zwischen einer Kugel mit Radius R und einer Platte wie folgt zu kalkulieren [26] (yo = §):

2é/PIatte (Kugel |n|:l + exp(_KD

I 1—exp(—KD}+ In[l—exp(—ZKD]} (27)
Platte Kugel

AGel = 72-‘9‘90 R(é/slatte + géugel ){
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Abb. 1: Schemen der Modelle zur Beschreibung der elektrochemischen Doppelschicht
¥, — Oberflachenpotenzial des Substrates, ¥, — Potenzial der adsorbierten Schicht
¥\up — Potenzial der inneren Helmholtzschicht, Wonp — Potenzial der auBeren Helmholtzschicht
a) Gouy-Chapman-Modell, b) Stern-Modell, c) GCSG-Modell

Das Zetapotenzial { stellt ein integrales Mischpotenzial der Oberflachenladungen dar und kann
demzufolge Ladungsheterogenitaten der Oberflaiche nicht erfassen. Positive Potenziale gelten fur die
Dominanz der kationischen Komponenten, negative Werte flir den Vorrang anionischer Komponenten.
Waéhrend auf Materialien oberflachengekoppelte dissoziierbare funktionelle Gruppen und die spezifische
Adsorption von lonen zur Ladungsbildung beitragen, spielen auf biologischen Oberflachen Phospholipide
z.B. durch das negativ geladene Phosphatidylserin und Glykoproteine durch die Carboxylgruppen der
Aminsauren eine Rolle. Das Zetapotenzial gibt indirekt die Uberschussladung der Grenzflache an.

2.1.2.3 DLVO-Theorie

Die elektrostatischen Wechselwirkungen und die van der Waals-Kréafte beschreiben ein Theoriegebédude
der Kolloidchemie, welches an die Autoren B.V. Derjaguin, L.D. Landau, E.J.W. Verwey und J.Th.G.
Overbeek gebunden ist — die DLVO-Theorie [27, 28]. Die Gesamtwechselwirkungsenergie des zu
betrachtenden Systems Kugel-Medium-Platte ergibt sich entsprechend dieses Ansatzes aus:

AGp 0 =AG,, +AG, (28)

Der Einfluss des Mediums spielt in der DLVO-Theorie eine wesentliche Rolle. Die Abbildung 2
verdeutlicht den Zustand des Systems anhand der Gesamtwechselwirkungsenergiefunktion G(D). Zwei
weit voneinander entfernte Oberflachen ziehen sich trotz der gleichsinnigen elektrischen
Oberflachenladung an, da die van der Waals-Krafte Uberwiegen. Die Funktion G(D) ist negativ. In der
Distanz Dy, wird ein Minimum der Wechselwirkungsenergie erreicht. Da bei geringeren Distanzen die
elektrostatische AbstoR3ung Uberwiegt, verharren die beiden Teile im sogenannten sekundaren Minimum.
Eine zusatzliche Kraft von auf3en, wie z.B. die thermische Energiezufuhr oder ein Stol3, fihren zur
Uberwindung der aufgebauten Energiebarriere, es kommt wiederum zu gegenseitiger Anziehung. Das
Erreichen des primaren Minimums stellt eine irreversible Verbindung der beteiligten Phasen dar. Die
Lage des sekundaren Minimums und die H6he der entstehenden Energiebarriere beschreiben den
primaren Gleichgewichtszustand des Kugel-Platte-Systems. Beispielsweise fihrt die Reduktion der
Oberflachenladungsdichte zum Wegfall des sekundaren Minimums, wéhrend stark geladene Oberflachen
in verdinnten Elektrolyten eine hohe Energiebarriere nach sich ziehen [29].
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Abb. 2: Gesamtwechselwirkungsenergie in Abhangigkeit der Distanz D
schematische Darstellung der DLVO-Theorie [30]

2.1.2.4 Non-DLVO-Wechselwirkungen

In den zurlckliegenden Jahrzehnten gab es zahlreiche Bemuhungen, die Bioadhasion aber auch die
Wechselwirkung von hydrophoben und hydrophilen Oberflachen unter dem Ansatz der klassischen oben
beschriebenen DLVO-Theorie zu interpretieren. Jedoch fanden die Autoren z.T. kontroverse und mit dem
DLVO-Modell unerklarliche Phanomene, welche eine ausfuhrliche Diskussion der Giiltigkeit der DLVO-
Theorie nach sich zogen und zwingend auf die Existenz weiterer Wechselwirkungskrafte wiesen [31].

Im Nachgang derartiger Studien, aber auch zunehmend durch die Entwicklung grenzflachensensitiverer
Analysesysteme folgte die Darstellung unterschiedlicher NonDLVO-Wechselwirkungen sowie der
Versuch einer plausiblen Einordnung [17, 30, 32, 33]. Einige Autoren definieren bis zu 20 verschiedenen
Wechselwirkungskréafte [17, 30, 33]. Andere Autoren ordnen die Energiebeitrdge in primare und
sekundare Wechselwirkungen ein [18, 34].

In Anlehnung an die grundlegenden Arbeiten von C. van Oss [18] und J.N. Israelachvili [30] werden den
als primar anzusehenden DLVO-Energien zwei weitere primare NonDLVO-Wechselwirkungen
zugeordnet (siehe nachfolgende Ubersicht). Die Darstellung der einzelnen Beitrage erfolgt im Nachgang:

0] van der Waals-Wechselwirkung
(i) elektrostatische Wechselwirkung
(iii) polare Wechselwirkungen

- Saure-Base-Wechselwirkungen, Hydratationseffekte, hydrophobe Krafte,
- strukturelle, sterische Kréafte,
- spezifische Interaktionen

(iv) Brownsche Bewegung

12
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Saure-Base-Wechselwirkungen, Hydratationseffekte, hydrophobe Krafte

Unter dem Begriff ,polare Wechselwirkungen* findet sich in der Literatur allein am Modell zweier
interagierender Korper in einem Medium ein Spektrum an unterschiedlichen Kraften. Das Fehlen einer
allgemein gultigen Definition der polaren Interaktionen erweitert das Feld zusatzlich. Festzuhalten bleibt,
dass die polaren Wechselwirkungen nicht zwingend vorhanden sind im Gegensatz zu den dispersen van
der Waals-Kréaften, welche immer prasent sind.

Treten zwei Oberflachen, umgeben von wassrigen Medien, in einen geringen Abstand zueinander, so
wird die Grenzflachenenergie zusétzlich von Hydratationseffekten bestimmt, die in ihrer Hohe die
klassischen DLVO-Kréfte deutlich Gbersteigen kdnnen. Solvatations- und ionische Wechselwirkungen,
strukturelle Effekte durch Wasser als Medium sowie Wechselwirkungen, welche sich auf Wasserstoff-
briickenbindungen griinden, werden in die Betrachtung einbezogen [35]. Grundsatzlich lassen sich die
Hydratationseffekte wie folgt einteilen:

oszillierende Anziehung und Abstolung mit kurzer Reichweite,

monotone hydrophile Abstol3ung mit kurzer Reichweite,

monotone hydrophobe Anziehung mit langer Reichweite.

Ihr Ursprung liegt in der Wasserstruktur, gegeben durch den Polarisationseffekt des Wassermolekiils. Die
Bindung von Wassermolekilen durch den Einfluss des elektrischen Feldes von lonen bezeichnet man als
Hydratation erster Art. Hydratationseffekte, die nicht primar elektrostatisch interpretierbar sind, zahlen zur
Hydratation zweiter Art und basieren auf der Vernetzung von Wassermolekiilen. Hier spricht man von
Protonenakzeptoren und -donatoren bzw. von Saure-Base-Wechselwirkungen [33, 36]. Ein wesentlicher
Vorreiter zur Integration derartiger Séure-Base-Wechselwirkungen in einen erweiterten DLVO-Ansatz war
C. J. van Oss [37]. Die Orientierung und lokale Dichte dieser Wasserschicht an der Grenzflache bestimmt
den Effekt [34]. Die Hydratation zweiter Art wird im Zusammenhang mit der Bildung supramolekularer
Strukturen behandelt und taucht als entropiegetriebene Wechselwirkung auf. [36]

Die kurzreichweitige oszillierende Hydratationswechselwirkung wird auch als ,Dichteverteilungsfunktion®
bezeichnet (Abbildung 3). Die Kréafte entstehen durch die strukturierende Wirkung, die zwei sehr glatte
Oberflachen auf Molekile im flissigen Medium haben, und die sie zwingen, sich in quasi getrennte
Schichten zu ordnen [38]. Solche Schichten sind energetisch bevorzugt (Minima der freien Energie) im
Gegensatz zu ungeordneten Schichten. Fir einfache Elektrolyten wie auch fir Wasser sind oszillierende
Kréfte anhand einer Anzahl theoretischer Studien und Computersimulationen gut beschrieben. In erster
Naherung wird daraus die Energie als Funktion der Distanz zwischen den Oberflachen Uber eine
exponentiell abfallende Cosinus-Funktion dargestellt [17]:

Goszillierend (D) ~ GO COS(@j exp(_ Bj (29)
(o2

o

a b c d e

Ya ¢ e

Abb. 3: Oszillierende Hydratationswechselwirkung mit kurzer Reichweite an glatten Oberflachen
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Entsprechend der DLVO-Theorie tiberwiegen in oberflachennahen Bereichen von wenigen Nanometern
die anziehenden van der Waals-Kréfte gegeniber den elektrostatischen Wechselwirkungen. Diesem
widersprechen zahlreiche Studien, die eine signifikante, messbare AbstoBung zwischen hydrophilen
Oberflachen wie Glimmer oder Silica [39, 40], aber auch zwischen Proteinschichten [41] beschreiben
und diese auf Hydratationseffekte zuriickfiihren. Das physikalische Modell dieser zusatzlichen Energie
mit kurzer Reichweite ist noch nicht eindeutig geklart, wird jedoch allgemein der oben angesprochenen
Hydratation zweiter Art und dabei insbesondere dem Effekt durch unterschiedliche Orientierung des
Wassernetzwerkes zugeschrieben [18, 35]. Fur abstoRende hydrophile Wechselwirkungen wurde ein
exponentieller Abfall mit einer Abklinglange von Uber 1 nm ermittelt [42, 43]. Der effektive
Wirkungsbereich liegt Uber dem der oszillierenden Krafte. Empirisch bestimmt, kann man die hydrophile
AbstolRung wie folgt formulieren:

D
Ghyaropnit (D) =Gy eXp(_ 7} (30).

0

Fir einen 1:1-wertigen Elektrolyten betrégt Ao = 0,6 - 1,1 nm und G, in Abhangigkeit von der Hydrophilie
der Oberflache zwischen 3 — 30 mJ/m® [44]. Erst 2005 verglichen Valle-Delgado et al. [39] in einem
Review unterschiedliche Theorien zum Ursprung dieser absto3enden Hydratationskrafte mit kurzer
Reichweite. Der dargestellte exponentielle Verlauf nach R. Pashley [44] stimmt sehr gut mit
experimentellen Ergebnissen (berein, liefert jedoch keine physikalische Erklarung. Es zeigte sich auch,
dass die gesuchte Erklarung durch Betrachtungen der Polarisation, der phanomenologischen Ordnung
des Wassers oder des Shifts der Dielektrizitatskonstanten nicht allein geliefert werden kann.

Im Unterschied zur Abstol3ung zwischen hydrophilen Oberflachen stellte man zwischen hydrophoben
Oberflachen eine starke anziehende Wechselwirkung fest [18, 35, 45, 46]. Diese hydrophobe Anziehung
Ubersteigt die anziehenden van der Waals-Kréafte deutlich. Beispiele zur Wirkung anziehender
hydrophober Wechselwirkungen soll die nachfolgende Abbildung 4 verdeutlichen [30].

ol Wasser Wasser

O
T

a b C

Abb. 4: schematische Darstellung der hydrophoben Wechselwirkung:
a) geringe Loslichkeit, b) schlechte Oberflachenbenetzung, ¢) Micellbildung

Auch fir die hydrophobe Anziehung existiert derzeit kein anerkanntes physikalisches Modell.
N. A. M. Besseling [35] verweist auf den Einfluss der lokalen Dichte des Wassers im grenzflachennahen
Bereich. Wird die lokale Dichte in der Grenzflache verringert, ohne dass die Orientierung der
Wassermolekile beeinflusst wird, folgt eine Anziehung.

Da bisher keine Theorie die experimentellen Daten stiitzt, fihrte ein empirisches Fitten zur Beschreibung
der vorliegenden Wechselwirkungsenergie. Ahnlich wie die hydrophilen Wechselwirkungen zeigen auch
hydrophobe Kréfte einen exponentiellen Abfall mit Ay bei 1 - 2 nm und y = 10 — 50 mN/m.:

D
Ghydrophob (D) = _ZGO exp (_Zj (31)
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Bei Distanzen kleiner als 10 nm konnte gezeigt werden, dass die hydrophoben Krafte unabhangig vom
Elektrolyten wirken. Demgegenuber wurden bei gréferen Distanzen insbesondere in verdinnten
Elektrolyten anziehende Effekte in einem Bereich bis zu 80 nm gemessen [46].

Zur Beschreibung von Saure-Base-Wechselwirkungen als ein Ausdruck der Hydratationseffekte und der
hydrophoben AbstoRBung publizierte C. van Oss grundlegende Ansétze [18]. Anziehende Saure-Base-
Krafte werden den ,hydrophoben” Interaktionen zugeordnet und sind mit AG,g(0) < O (Energie im geringst
maoglichen Abstand) in ihrer Gesamtenergie negativ. AbstoRende Saure-Base-Krafte beruhen auf
hydrophilen Interaktionen und fihren mit AGg(0) > 0 zu einer positiven Gesamtwechselwirkungsenergie.
Der Term AGAB'O(O) beschreibt die Wechselwirkungsenergie zwischen zwei flachen Platten in minimaler
Distanz.

Auch C. van Oss beschreibt einen exponentiellen Verlauf dieser Interaktion und formuliert in mit den
Gleichungen 30 und 31 vergleichbarer Weise fir die hydrophil/hydrophoben Anteile (Acid-Base / AB) in
Abhéngigkeit vom Abstand zweier Oberflachen und einem %, zwischen 0,6 und 13 nm [47]:

AG 5 (D) = 27RA,AG 2% (0) exp{— ﬂ (32)

0

Strukturelle, sterische Kréafte

Oberflachenaktive Substanzen und polymere Makromolekile tendieren zur Kopplung an suspendierten
festen Substraten unter Bildung von Monolayern. Diese adsorbierten oder kovalent gebundenen Molekiile
sind weiterhin flexibel und thermisch mobil, wobei sie von der Oberflache aus in die Losung reichen und
gegebenenfalls mit anderen Oberflachenmolekilen interagieren. Sterische Kréafte resultieren aus der
Wechselwirkung dieser Schichten [48, 49] und kénnen sowohl anziehend als auch abstoRend wirken.

Zur Beschreibung der sterischen Stabilisierung hydrophober Partikel in Wasser definierte R. Ottewill [50] :

AGsterisch = AGentropisch + AGosmotisch + AG Kettenelastizitat (33)

Der entropische Beitrag beruht auf der Konformation der gelésten Polymere in apolaren Medien und wirkt
stets abstofRend. Ebenfalls absto3ende Interaktionen werden durch den osmotischen Teil der Gleichung
beschrieben und werden durch langerkettige Polymere verursacht z.B. durch Polyethylenglykol [18]. Der

Ausdruck der Kettenelastizitat umfasst die Deformationsenergie beim Zusammenprall zweier mit
Polymeren beladener Partikel

Neben der GrolRe der Polymere (Kettenldnge) ist fur die Kalkulation der sterischen Wechselwirkungs-
energie die Packungsdichte in unterschiedlichen Lésungsmitteln, aber auch die Konformation der
Polymerkette von entscheidender Bedeutung. Man unterscheidet in Abhangigkeit der Kopplungsdichte
die ,mushroom“ von der kammartigen Struktur, wie die nachfolgende Abbildung 5 verdeutlicht. Die
Kopplungsdichte (Anzahl der gebundenen Molekille) der Polymere I' erlaubt die Abschatzung der
Wirkungslange L, fir hohe Kopplungsdichten tber:

5 1

L, =nl°r? (34)

mit n als Anzahl der Segmente des Polymers und | als Segmentlange [3]. Die Segmente beschreiben
dabei sogenannte Untereinheiten eines Molekiils, welche durch die Konformationsvariation gegeben sind.
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Abb.5: Sterische Wechselwirkung, zahlreiche mdgliche Konfigurationen

Die physikalische Basis bilden zwei Effekte: (i) die mit der Volumeneinengung einhergehende
Beschrankung mdglicher Konfigurationen zwischen zwei Oberflachen (Sinken der Konfigurationsentropie
der Ketten) sowie (ii) der Anstieg des osmotischen Drucks durch die steigende Konzentrationen der
Polymersegmente zwischen den wechselwirkenden Phasen. Unter der Voraussetzung, dass die Ketten
nicht miteinander konkurrieren, gilt nach Alexander de Gennes [49] flr zwei parallele polymerbeladene
Oberflachen in einem Abstand x mit x kleiner als die doppelte Wirkungslange L, die Kraft:

3 9 s
f(x)=kTIr? (2—::0]4 —(%T (35).
0

Die Integration der Kraft fir das Kugel-Platte-Modell, bei dem die Platte mit einem Polymer beschichtet
ist, unter Anwendung der Derjaguin-Approximation fiihrt zu einer Wechselwirkungsenergie derart:

-5/4 714
Gste,isch(D)zla—”R|<TLOF3’2 12-7 b -5 b (36)
35 4L, 4L,

Fur die ,mushroom“-Struktur bei einer geringeren Kopplungsdichte der Polymere gilt fir den oben
erlauterten Zusammenhang (Platte-Kugel, einseitig beschichtet) analog:

47z2|\/ﬁ_7z2|\/ﬁ
JeD? 43

G.... (D)= 27szTr( ; In%— In 2LOJ 37)

Neben den abstol3enden sterischen Wechselwirkungen wird in der Literatur eine sterische anziehende
Kraft beschrieben — das Polymer-Bridging (Abbildung 10) [51, 52]. Hier kann eine Anziehung mit langer
Reichweite erreicht werden, indem Polymerketten an beide Oberflachen binden. Dabei ist die Starke des
Polymer-Bridging ebenfalls vom Bedeckungsgrad der Oberflache, der Dicke der Polymerschicht und der
Loslichkeit des Mediums abhangig. Das Bridging ist nicht additiv zur sterischen Absto3ung.

Abb.6: Polymer Bridging
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Fur die Beschreibung von sterischen Interaktionen wurden inzwischen mehrere Modelle entwickelt.
Neben dem Gittermodell nach Scheutjens et al. [53], welches durch Ruckenstein et al. [54] erweitert
wurde, beziehen Milner et al. [55] sich auf die Kontinuumsdiffusion, um die Segmentverteilung und die
resultierenden Wechselwirkungen zu beschreiben. Aktuell fassen Huang et al. [52] in ihrer Theoriearbeit
fur zwei interagierende Oberflachen mit adsorbierten Polymeren folgende Energien zusammen:

- die Flory-Huggins-Energie fur gekoppelte Polymerketten in Medium

- die Energie der Segmentbindung zweier Ketten

- die van der Waals-Energie zwischen Segment und Oberflache

- die Adsorptionsenergie.

- die Doppelschichtenergie bei geladenen Oberflachen und Segmenten
Sind die Segmente und Oberflachen gleich geladen, wird das Bridging schwacher und die AbstoRung
groRRer. Gleiches gilt bei flexibleren geladenen Polymerketten. Das anziehende Bridging dominiert allein
bei geringen Kopplungsdichten und geringen Ladungen.

Spezifische Wechselwirkungen

Zu den spezifischen Wechselwirkungen werden im Zusammenhang mit der Bioadhéasion nichtkovalente
Bindungen zwischen Molekiilen gezahlt, z.B. Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen. Vitte et al. [56] flhrt
die spezifischen Wechselwirkungen am Beispiel zwischen einem Biosystem und Material auf 2 alternative
Definitionen zuriick: (i) den Fokus auf die Funktion und (ii) den Fokus auf die Struktur. Wahrend die
erstgenannte Version der spezifischen Interaktion bei Wegfall eines Bindungspartners, z.B. dem Ligand,
verloren geht, basiert die zweite auf topografische Parameter und Ladungen der interagierenden
Makromolekile. Um eine direkte Bindung herzustellen, missen zudem die Brownschen Bewegungen
Uberwunden werden. Die Bindungsstarken sind jedoch aufgrund der Spezifitat der wechselwirkenden
Komponenten vergleichsweise hoch. Dickinson et al. [57] erklarten anhand der theoretischen
Modellierung von Energie-Distanz-Funktionen die lange Reichweite derartiger Wechselwirkungen bis zu
mehreren hundert Nanometern. Nach Bell et al. [58] lasst sich die Grenzflachenenergie in Abhangigkeit
von der diskreten Zahl spezifischer Bindungen wie folgt darstellen:

N!
Gspezifisch (Z) = Gnichtspezifisch (Z) + r.lEBindung (Z) + kT In (38)
n(N-n)
mit Egind - Bindungsenergie einer Bindung
N - Anzahl der Bindungsmolekile
n - Anzahl der Bindung.

2.1.2.5 Zusammenfassung / Konzeptfindung

In den vorangegangenen Abschnitten erfolgte die Beschreibung von verschiedenen, an der Grenzflache
zwischen Biosystem und Material wirkenden Wechselwirkungen. Diese Interaktionen stellen einen
Beitrag der Gibbs'schen Energie dar und dienen der thermodynamischen Beschreibung der Bioadhasion.
Parallel dazu verdeutlichen sie die Komplexitat des zu betrachtenden Systems.

Die Entwicklung der Gibbs'schen Fundamentalgleichung begriindet die allgemein giiltige Addition der
unterschiedlichen Wechselwirkungsanteile. Die Darstellung der Kinetik des System findet sich in der
Beschreibung der Gesamtenergie als Funktion des Abstandes der beteiligten Phasen in dem
umgebenden Medium wieder und kann als Zusammenfassung der einzelnen Gleichgewichtszustande
geltend gemacht werden. Wahrend viele Autoren die Energien lediglich summarisch listen bzw. auf
ursachlich wirkende Krafte zurtickfihren [3, 17, 30, 32], definiert van Oss [18] die erweiterte DLVO-
Theorie mit der Einteilung in 4 priméare Krafte. Der Autor ordnete alle weiteren Wechselwirkungsenergien
diesen als sekundéare Phanomene unter:
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GTOT (d):GvdW(d)+Gel (d)+GAB(d)+GBrown(d) (39)
H.H.M. Rijnaarts [48] stellt in seinem Modell den DLVO-Wechselwirkungen allein die sterischen
Interaktionen als zusatzliche, dominante Wechselwirkungsenergie der Bioadhéasion gegeniber. Der
Beitrag zur Gibbs schen Energie wird auf die nach au3en stehenden Polymere zuriick gefiihrt.

Mit dem Ziel, neben den Wechselwirkungen der klassischen DLVO-Theorie, Hydratationsefefkte,
hydrophobe Wechselwirkungen sowie sterische Interaktionen modellseitig zu erfassen, erfolgt nun in
Anlehnung an die beiden dargestellten Modelle die Einteilung der in der vorliegenden Arbeit zur
Beschreibung der Bioadhasion dienenden Wechselwirkungsenergien.

Unter diesem thematischen Bezug erfolgen zwei Abgrenzungen:

0] Ausgehend von der zu erwartenden GréRenordnung der Wechselwirkungskrafte wird die
Brownsche Molekularbewegung aufgrund ihres zu erwartenden, geringen Energiebeitrags
vernachlassigt (ca. 1 kT [18])

(ii) Die Definition der Oberflachenfunktionalisierung fir die in dieser Arbeit zu untersuchenden
Antifoulingschichten sowie das breite Spektrum der biologischen Testsysteme lasst die
Integration einzelner, spezifischer Interaktionen nicht zu.

Es ergibt sich somit fur das den nachfolgenden Ausfihrungen zugrunde liegende theoretische Konzept

die folgende Einteilung der Wechselwirkungsenergien als Beitrag der Gibss schen Energie dargestellt in
Abhéngigkeit der Distanz der Oberflachen des Biosystems und des Materials in einem Medium.

GTOT (d):GVdW (d)+Ge| (d)+GAB(d)+GSterisch(d) (40)

AbschlieRend werden die unterschiedlichen Wechselwirkungsenergien noch einmal aufgelistet und

bezlglich ihrer Charakteristik und Reichweite bewertet.

Tab. 1: Zusammenfassung der DLVO- und NonDLVO-Wechselwirkungen

alternative Bezeichnung / Untergruppen

Charakteristik / Reichweite

van der Waals-
Wechselwirkung

- elektrodynamische Wechselwirkung
- Dispersionswechselwirkung
- Keesom-, Debye, London-Kréfte

- ubiquitér, anziehend
- lange Reichweite, ca. 100 nm

elektrostatische
Wechselwirkung

- Coulomb-Krafte
- ionische Krafte

- abstoRend oder anziehend
- lange Reichweite, bis zu 1 um
- abhangig vom Umgebungsmedium

polare
Wechselwirkung

- Hydratationseffekte

- Lésungswechselwirkung

- Elektronendonator / Elektronenakzeptor

- Séure-Base-Wechselwirkungen bzw.
Protonen-donator / Protonen-akzeptor

- oszillierend oder monoton mit kurzer Reichweite
von wenigen Nanometern

- hydrophile AbstoBung mittlerer Reichweite

- hydrophobe Anziehung langer Reichweite

- starkere Kréfte als van der Waals-Krafte

Sterische
Wechselwirkung

- Polymer Bridging

- Doppelschicht-Wechselwirkung
- osmotischer Druck

- Krafte entropischen Ursprungs

- stark abstoRend oder stark anziehend

- die effektive Weite ist stark von Art und Anzahl
der Molekiile und dem Medium abhangig

- mittlere Reichweite

Brownsche - Diffusionswechselwirkung - abhangig von Grof3e und Form
Bewegung - Translationsbewegung der Molekile
spezifische - Schliissel-Schloss-Wechselwirkung - nicht-kovalente Bindungen mit

Wechselwirkung

hoher Spezifitat
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2.2 Parametervariation

Das Kapitel 2.2 dient der Kalkulation der im vorangegangenen Kapitel beschriebenen
Wechselwirkungsenergien und der Variation ihrer Eingangsparameter, um so die GréRenordnungen der
verschiedenen Energien abzuschatzen. Zur lllustration lasst sich die Energie-Distanz-Funktion
verwenden, wie sie bereits zur DLVO-Theorie angewendet wurde. Sie stellt sich als Summenfunktion der
Energien dar und kombiniert den Einfluss der Krafte mit kurzer Reichweite.

Ein wesentlicher Aspekt dieser Betrachtung ist der Bezug der Eingangsgrof3en auf das zu betrachtende
System Biosystem/Medium/Material. So kommt das Kugel-Platte-Modell zur Anwendung, um die
Adhéasion eines Mikroorganismus an eine Materialoberflache zu simulieren. Die Vereinfachung des
Modells setzt sich in der Betrachtung der komplexen Zellwand eines Mikroorganismus als ideal glatte
Oberflache fort. Des weiteren wird von einem wéassrigen Medium ausgegangen.

Van der Waals-Wechselwirkungen

Es werden nachfolgend van der Waals-Wechselwirkungsenergien in Abhéngigkeit von der Distanz
vorgestellt. Die Abbildung 7 verdeutlicht zum Einen den Einfluss des Kugelradius als Modell der
Mikroorganismen, berechnet mit einer durchschnittlichen Hamakerkonstanten von 10% J. Zum Zweiten
wird die Variation der van der Waals-Interaktion in Abhangigkeit verschiedener Hamakerkonstanten bei
einem durchschnittlichen Radius von 2 um zusammengefasst.

Die GroRBenordnung der Hamakerkonstanten orientierte sich an Literaturangaben, wahrend die
Grolienordnung der Kugelradien den natirlichen Vorkommen von Bakterien oder Zellen entspricht.

Die Variation des Kugelradius fuhrt nur zu geringen Effekten, wobei mit gro3erem Radius die Anziehung
zunimmt. Die abgebildeten Energie-Distanz-Kurven verdeutlichen den ausschlaggebenderen Einfluss der
Hamakerkonstanten hinsichtlich der Starke der van der Waals-Anziehung und dem Wirkungsabstand
(Abb. 7b). Deren Variation wird nach Gleichung 15 mafRgeblich durch die oberflachenenergetischen
Parameter der Grenzflache gesteuert.

w10 Energy-Distance-Reaction w10 Energy-Distance-Reaction
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Abb. 7: Parametervariation, Van der Waals-Energie,
a) A=10?°J, R = 0,5 pm (rot), 2 um (grtin), 5 pm (Blau), 10 pm (magenta)
b) R=2 pm, A = 10™°J (rot), 10%°J (gruin), 10'J (Blau), 10%2J (magenta)
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Elektrostatische Wechselwirkung

Die elektrostatische Wechselwirkung lasst sich insbesondere durch die lonenstarke des Mediums und die
Potenziale der beiden Oberflachen beeinflussen. Die nachfolgende Abbildung stellt diese Variation dar,
wobei die Oberflache des Mikroorganismus (<& 2pm) konstant negativ geladen (-20 mV) ist und
entsprechend dem Experiment allein das Oberflaichenpotenzial der Platte variiert wird bzw. sich die
lonenstarke des Mediums andert.

Die Abbildung 8 verdeutlicht den Wechsel der Wirkungsrichtung von abstol3end bei gleich geladenen
Oberflachen bis zu anziehenden Wechselwirkungen bei entgegengesetzt geladenen Oberflachen. Durch
die niedrige lonenstarke von 0,001 M, welche eine Debyldnge von ca. 10 nm nach sich zieht, reichen die
Interaktionen bis zu Distanzen von 40 nm. Dass diese Wechselwirkungen deutlich mit dem Anstieg der
lonenkonzentration des Mediums sinken, demonstriert der zweite Teil der Abbildung. In Medien mit einer

lonenstarke, welche einer physiologischen Kochsalzlésung (0,154 mol/l) entsprechen, werden
elektrostatische Wechselwirkungen nur im einstelligem Nanometerbereich der Distanz effektiv.
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Abb. 8: Parametervariation, elektrostatische Energie,
a) I = 0,001 mol/l; ZP = -50 mV (rot), -20 mV (grun), 0 mV (blau), 20 mV (magenta)
b) ZP =20 mV; | =1 mol/l (rot), 0,1 mol/l (griin), 0,01 mol/l (blau), 0,001 mol/l (magenta)

Hydrophile AbstoRung / hydrophobe Anziehunqg / Saure-Base-Wechselwirkung

In der Abbildung 9 werden jeweils die zwei Grenzbereiche der Energieeintrdge und Abklinglangen der
hydrophilen als auch der hydrophoben Wechselwirkungen variiert (Gleichungen 27 und 28). Die
Grenzwerte der Wechselwirkungsparameter und der Abklinglangen orientieren sich dabei an den
Literaturangaben auf der Basis der theoretischen Simulation und experimentellen Kraftmikroskopie, z.B.
fur Glasoberflachen und Proteinschichten [17, 35, 39].

Die einzelne Betrachtung der beiden NonDLVO-Wechselwirkungen — hydrophile AbstoRung und
hydrophobe Anziehung - zeigt in Abbildung 9 vergleichbare Wirkungsgroéf3en in jeweils abstol3ender bzw.
anziehender Richtung. Es wird insgesamt der entscheidende Einfluss dieser Energie deutlich. Es wirken
partiell Wechselwirkungskrafte mit einer GroRenordnung groRer (1083 > 10™7J) im Vergleich zu den
beiden im DLVO-Konzept eingehenden Energien. Zu einem vergleichbaren Ergebnis fihrt das Konzept
nach van Oss unter Anwendung der Gleichung (29). Werden jedoch fur die Wechselwirkungsenergie
AGag(0) z.B. auf der Basis von Kontaktwinkeldaten héhere Werte ermittelt (siehe Roosjen et al.), steigt
die Gesamtwechselwirkungsenergie in Abhéngigkeit von der Distanz in entsprechender Weise um eine
weitere GroRenordnung (10 *°J). Die Verlaufsform der Energie-Distanz-Funktion bleibt erhalten.
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Abb. 9: Parametervariation hydrophile AbstoBung (links) und hydrophobe Anziehung (rechts)
a) Eo = 3 mJ/m?, Ao = 1 nm (rot); Eo = 30 mJ/m?, Ao = 3 nm (griin);
b) vy =10 mJd/m, Lo = 1 nm (rot); y =50 mJI/m, Lo =2 nm (griin);

Sterische Wechselwirkung

Zu einer analogen starken Wechselwirkungsenergie fiihrt die Abschatzung der sterischen Interaktionen.
In Abbildung 10 wird beispielhaft ein Vergleich dargestellt zwischen dem van der Waals-, dem
elektrostatischen, dem hydrophilen und dem sterischen Energiebeitrag. Beispielhaft wurde in die
Kalkulation die Kopplungsdichte von 10'® /m? einer Polyethylenglykol (PEG) - Kohlenwasserstoffkette mit
einer effektiven Schichtdicke von 22 nm nach Butt et al. eingesetzt [3]. Die erneute Steigerung der
resultierenden abstoRenden Energie gegeniber den Energiebeitrdgen des DLVO-Konzeptes wird ebenso
sichtbar wie die weiter reichende Wirkungslange der sterischen Abstof3ung.

w10 Energy-Distance-Reaction
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Abb. 10: Vergleich der Wechselwirkungsenergien,
van der Waals (gruin), elektrostatisch (blau), hydrophil (magenta), sterisch (rot)
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2.3 Bioadhasion

Der Biofilm ist ubiquitar und die bevorzugte Lebensform von Mikroorganismen. Seine Entstehung ist ein
komplexer, heterogener Prozess, der von den Mikroorganismen selbst, der Materialoberflache und dem
umgebenden Medium, sowie der Temperatur und den hydrodynamischen Bedingungen beeinflusst wird
[59]. Es ergibt sich prinzipiell folgende Phaseneinteilung [60]:

Induktionsphase

Im Kontakt mit dem Medium wird das Substrat mit einem Basisfilm bedeckt. Dieser besteht aus adsorptiv
an das Substrat gebundenen organischen Stoffen und wirkt an der Grenzflache konditionierend. Der
heterogene ,Conditioning Film*“ kann in Abhangigkeit von den adsorbierten Molekilen fur Primarbesiedler
adhésionsfordernd oder -hemmend wirken. In durchstromten Medien gelangen die Mikroorganismen tber
Konvektion bis zur laminaren Grenzschicht. Bei Erreichen der Grenzflache zum Substrat folgt eine
reversible Anheftung und die Zusammenlagerung von Zellen, begleitet von der Induzierung genetischer
Prozesse und der Bildung extrazellularer polymerer Substanzen.

Akkumulationsphase

Fur die Akkumulation des Biofilms sind 2 Faktoren entscheidend: zum einen das Mikroorganismen-
wachstum selbst und zum anderen die Adsorption neu hinzukommender Mikroorganismen. In dieser
Phase bilden die Primarbesiedler extrazellulare polymere Substanzen (EPS), nachdem sie die
Induktionsphase Uberdauert haben. Irreversibel haftende Mikroorganismen kdnnen sich vermehren,
Mikrokolonien bilden und einen mehrlagigen Biofilm aufbauen. Diese Biofilme bestehen aus Primar- und
Sekundéarbesiedlern.

Plateauphase

Unter wenig veranderlichen Umgebungseinfliissen bildet sich ein Gleichgewicht zwischen Aufwachsen
des Biofilms und seinem Abtrag, der Biofilm geht in die Plateauphase Uber. Die Dicke kann je nach
Umgebungsbedingungen (Scherkréafte) wenige Mikrometer bis mehrere Zentimeter betragen. Die
heterogene Struktur des gewachsenen Biofiims basiert auf der Zusammensetzung aus zwei
Komponenten - der eigentlichen Mikroorganismen und der organischen polymeren Matrix, der EPS.

Ty ﬁg' N ¥
T Hay | R

Abb. 11: Biofilmentstehung
a) Induktionsphase, b) Akkumulationsphase, c) Plateauphase

Die morphologische Grundeinheit bilden Mikrokolonien, die meistens aus unterschiedlichen Spezies
zusammengesetzt sind und tunnel- oder pilzartige Gebilde bilden. An der dem Medium zugewandten
Seite bewirkt die EPS flieRende Ubergange benachbarter Mikrokolonien [61]. In den zwischen den
Einzelkolonien gebildeten Kanéalen finden Transportvorgange mit einem kontinuierlichen Flissigkeits-
strom statt, die dem Né&hrstofftransport dienen.
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Basierend auf Beobachtungen an Biofilmen von Pseudomonaten entwickelte Costerton [61] ein allgemein
gultiges Biofilmmodell, welches unabhéngig von der Art der biofilmbildenden Bakterien und dem Medium
Gultigkeit besitzt (Abb. 12).

Abb. 12: Biofilmstruktur nach Costerton [61]

Eine Schlusselstellung bei der Biofilmbildung nehmen extrapolymere Substanzen ein, die allen
mikrobiellen Aggregaten gemeinsam sind. Zu diesen Substanzen zahlen Biopolymere mikrobieller
Herkunft, hauptsachlich Polysaccharide, Proteine, Lipide und Nucleinsduren [62]. Die EPS stellt eine
hydratisierte, gelformige Schleimmatrix dar mit einem stark variierenden Wassergehalt zwischen 50 —
90% [63]. Die biologischen Funktionen der EPS sind nach [64]:

- Adhéasion an Oberflachen
Bildung von Primarbiofilmen und Mikrokolonien
- Aggregation von Zellen, Flockenbildung, Biofilmbildung
Immobilisierung von Zellen
- Strukturelement von Biofilmen
z.B. Vermittlung der mechanischen Stabilitat, Stofftransport durch Kanale
- Schutzbarriere
z.B. Erhdéhung der Toleranz gegenuber Bioziden, Schadstoffen
- Riickhaltung von Wasser
Verhinderung des Austrocknens
- Sorption organischer und anorganischer Stoffe, lonen und Partikel
Néhrstoffakkumulation

Die Etablierung komplexer Biofilme und die Anpassung an standig wechselnde Umgebungsbedingungen
erfordert eine interzellulare Kommunikation. Dieses als ,Quorum sensing“ bezeichnete Phanomen des
Informationsaustausches beruht dabei vor allem auf der kontinuierlichen Abgabe von Signalmolekilen
durch Mikroorganismen in niedriger Konzentration [65].

Im Hinblick auf Antifoulingprinzipien sollen nachfolgend einige biofilmeigene Mechanismen gegeniiber
antibakteriellen Substanzen aufgezeigt werden. Drei Prinzipien sind fir die erhfhte Resistenz gegen
Antibiotika mdglich [66]. So kann die Verhinderung des Durchdringens eines antibiotischen Wirkstoffes
beispielsweise allein durch die Dicke des Biofilms und die damit verbundene unvollsténdige Diffusion
erreicht werden. Zudem werden elektrisch geladene Antibiotikamolekiile durch das gezielte Dominieren
entgegengesetzter Ladungen in oberflachennahen Schichten des Biofilms abgewiesen. Unter dem Begriff
der funktionellen Kompartimentierung wird die Entstehung von Raumen unterschiedlicher chemischer
und physikalischer Lebensbedingungen im Biofilm zusammengefasst. Die Folge ist eine unterschiedliche
metabolische Aktivitat, welche die Wirksamkeit des eingesetzten Wirkstoffes beeintrachtigen. Der dritte
zu beschreibende biofilmeigene Mechanismus ist die Existenz sporenahnlicher Lebensformen fir einen
Teil der im Biofilm vorhanden Bakterien.
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Unter dem Begriff Bioadhdsion werden adhasive Phanomene in Verbindung mit biologischen Systemen
definiert, welche in wassrigen Medien an Grenzflachen zu festen Oberflachen stattfinden. Allgemein wird
die Bioadhasion der initialen Phase der Biofilmentstehung zugeordnet. Die Bioadhasion spielt in der
Spéatphase, dem Biofilmwachstum eine vernachlassigbare Rolle. Prinzipiell lassen sich bei der
Bioadhasion spezifische von nichtspezifischen Prozessen unterscheiden [31].
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Abb. 13: spezifische Adhé&sion
a) Anheftung durch Flagellen, b) Anheftung durch spezifische Rezeptoren

Die Adhasion ist ein diffusionsgesteuerter Prozess, bei dem die zur Verfligung stehende Zeit
entscheidend ist. Sowohl Busscher et al. [67] als auch Martienssen [60] gehen von dem Umstand aus,
dass die bakterielle Adhasion eine Annaherung der Bakterien an eine Oberflaiche voraussetzt. In dem in
der Abbildung 14 dargestellten Modell treten die zuvor beschriebenen Interaktionsenergien auf. Es wird
veranschaulicht, dass sich in jeder Distanz zwischen dem Mikroorganismus und der Oberflache ein
eigener thermodynamischer Zustand infolge der vorherrschenden Wechselwirkungen einstellt. Erst in
einem Abstand von wenigen Nanometern greift die spezifische Bindung zwischen den beiden
Oberflachen.

Lifshitz - van der Waals Wechselwirkungen

O >50 nm

abstoRende elektrostatische Wechselwirkungen

e 10 — 20 nm

2-10nm
lokale elektrostatische Wechselwirkungen
hydrophile, hydrophobe Wechselwirkungen
0,5-2nm
sterische Wechselwirkung
Hydradationseffekte
<0,5nm spezifische Wechselwirkungen

Abb. 14: Nichtspezifische Adhasion — Modell nach Busscher et al. [67]
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Als Biofouling bezeichnet man nun ,den ungewollten Befall von Oberflachen durch Mikroorganismen und
Pflanzengruppen. Dadurch kommt es zu wirtschaftlichen Schaden, die in Deutschland jedes Jahr in
Milliardenhéhe liegen.” [Prof. H. C. Flemming, Internationaler Antifouling-Kongress 2004]. Dies soll an
einigen aktuellen Beispielen verdeutlicht werden.

Innerhalb weniger Monate kann beispielsweise ein Bootskdrper vollstdndig mit Organismen bewachsen
und dessen Wasserwiderstand um bis zu 15% erhdht werden. Die Zunahme des Kraftstoffverbrauchs
kann bis zu 40 % betragen, bzw. das Biofouling so die Gesamtkosten einer Uberfahrt um 77% steigern
[68]. In einer aktuellen britischen Studie wurde die europdische Fischzucht beleuchtet [69]. Die Kosten
durch das Biofouling z.B. fir den Ersatz von Netzen liegen in einer durchschnittlichen Lachsfarm bei ca.
120.000 EUR pro Jahr. Werden Austern verkauft, betragen die Kosten fiir die Reinigung 20 — 40% ihres
Marktwertes. Effektiveres Antifouling besitzt daher in der Fischzucht einen geschéatzten Marktwert von 5
bis 10%, d.h. in Europa ca. 130 — 260 Mio. EUR. Das Biofouling in Leitungssystemen fiihrt zu enormen
hygienischen, gesundheitsschadlichen und o©kologischen Schaden. Die Weltgesundheitsorganisation
bezifferte deshalb 2002 die Todesrate infolge unsauberen Wassers, ungeniigender Keimbekampfung und
unzureichender Hygiene auf 1,7 Mio. Tote pro Jahr [70]. Der kontinuierliche Einsatz optischer und
elektrochemischer Messsysteme Uber langere Zeitrdume in natirlichen Gewassern und Abwassern ist
wegen ungenigender Resistenz der Oberflachen gegentiber Ablagerungen und mikrobiellem Bewuchs
nur mit erheblichem Wartungsaufwand maéglich. Eine Untersuchung an Klaranlagen zeigt, dass bei 80%
aller Anwendungen eine monatliche Wartung und Reinigung dieser Messtechnik erforderlich ist und die
Forderung nach einer Verlangerung der Wartungszyklen eindeutig gegentber einer htheren Genauigkeit
dominiert [71] . Insbesondere beim Einsatz optischer Sensorik limitiert die Uberschichtung der aktiven
Flachen mit Mikroorganismen und Zellen die Funktionalitat [72]. Der biologische Bewuchs und die
Ablagerung von Verunreinigungen auf der Sensoroberflache reduzieren die Mdglichkeiten zur
Miniaturisierung. Dies beeintrachtigt den Einsatz mikroelektronischer Bauteile fir Steuer- und
Regelungseinheiten [73], aber auch die Entwicklung von Mikrosensoren fur das Umweltmonitoring [74].

Auf medizinischem Gebiet stellen Infektionen ein spezielles kostenintensives Biofoulingproblem dar,
beispielsweise bei der kontinuierlichen ambulanten Peritonealdialyse (CAPD). Dieses alternative
Nierenersatzverfahren bietet durch die ambulante Betreuung dem Patienten viele Vorteile, fiihrt jedoch zu
einer typischen Komplikation, der Peritonitis, welche auf einer infektiosen Biofilmbildung am Katheter
beruht und die zumeist den Austausch des Dialysekatheters zur Folge hat [75]. Die Zahl der
Dialysepatienten stieg stetig auf ca. 1,2 Mio. Patienten im Jahr 2002, von denen ca. 115.000 eine
Peritonealdialyse als Therapieform wahlten. Dies verdeutlicht das grol3e Interesse an wirksamen und
langzeitstabilen Antifoulingkonzepten beispielsweise allein fir Dialysekatheter [76].

Eine zunehmende Gefahr geht vom multiresistenten Staphylococcus aureus (MRSA) aus. Dieser Keim
I6st bei Patienten gefahrliche Infektionen aus und belastet so die Etats der Krankenhauser erheblich.
Nach Schétzungen der Deutschen Gesellschaft fur Krankenhaushygiene (DGKH) bewegt sich die Zahl
nosokomialer Infektionen auf hohem Niveau: Zwischen 350.000 und einer Million Infektionen werden
jedes Jahr neu registriert. Deren Kosten werden auf bis zu 1,5 Milliarden Euro beziffert. Die enorme
Belastung fur den Gesundheitssektor durch Infektionen im Krankenhaus bestétigt auch der Blick ins
Ausland: Nach einer Studie des amerikanischen Center of Disease Control geht jeder vierte Todesfall in
einem Krankenhaus in den USA auf eine nosokomiale Infektion zurlck.

Bereits seit geraumer Zeit beschéftigt sich die Wissenschaft nun mit der Bekampfung unerwiinschter
Biofilme — dem Antifouling. Im September 2004 trafen sich die weltweit fihrenden Experten zum
Internationalen Antifoulingkongress in Mulheim (IWW). Fortsetzung fand dieses Thema unter Anderem im
September 2006 in Leipzig unter dem Schwerpunktthema: Biofilme strategisch behandeln.

Es entstanden weltweit in den vergangenen Jahrzehnten unterschiedlichste Antifoulingkonzepte und
Losungsansatze, welche das nachfolgende Kapitel in einer Ubersicht zusammenfasst und vergleicht.
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2.4  Antifoulingkonzepte

Die Einteilung der Biofilmbildung in die initiale Phase und die Phase des Biofiimwachstums ist von
Bedeutung, da sich die Entwicklung des Antifouling ebenfalls an den Prozessen orientiert. So zielen
verschiedene Studien allein auf die Unterdriickung der Proteinadsorption bzw. die Verhinderung der
Ausbildung eines conditioning films in der ersten Phase nach dem Kontakt einer Materialoberflache mit
dem Biosystem. Andere Arbeiten legen ihren Schwerpunkt auf die Bekdmpfung der Ausbildung einer
komplexen Biofilmstruktur, z.B. auf die Unterdriickung der Adh&sion von Mikroorganismen oder die
Storung der Schleimbildung. Grundsétzlich lassen sich Antifoulingkonzepte trotz der unterschiedlichen
Applikationen vergleichen und auf analoge Wechselwirkungsprinzipien und wissenschaftliche Modelle
zurlckfuhren, so dass sich folgende Einteilung ergibt:

1. Modifizierung physikochemischer und topografischer Parameter der beteiligten Phasen mit
dem Ziel, die Wechselwirkungsenergie des Systems zu beeinflussen,

2. Gestaltung biomimetischer Oberflachen, um natirliche Antifoulingmechanismen zu
reproduzieren bzw. zu imitieren,

3. Integration toxischer Agenzien in die oberflachennahen Bereiche mit abgegrenzten
Freisetzungskinetiken,

4. Kopplung spezifischer Funktionsmolekile auf der Basis kleiner Kopfgruppen bis zu
nattrlichen und synthetischen Peptiden.

Modifizierung physikochemischer Materialparameter

Nach wie vor stellt die gezielte Modifizierung physikochemischer Materialparameter das aus heutiger
Sicht vielversprechendste Antifoulingkonzept dar. Aus den vorangegangenen Kapiteln wird die Wirkung
spezifischer und unspezifischer Adhasionsmechanismen auf der Basis thermodynamischer
SystemgrofRen insbesondere fur die erste Phase der Biofilmbildung deutlich. Zusatzlich beeinflussen
topografische Oberflachenzustdnde zusétzlich die Bioadh&sion und Proteinadsorption.

Bereits 1971 fassten Glantz et al. [77] diesen Einfluss am Beispiel der Plaquebildung zusammen. An
unterschiedlichen Zahn- und Zahnersatzmaterialien wurden Rautiefen ermittelt und Benetzungsunter-
suchungen mit Flussigkeiten zur Bestimmung der Oberflichenspannung nach Zisman durchgefiuhrt.
Glantz et al. zeigten nur einen geringen Topografieeffekt auf die Plaquebildung. Demgegeniber
publizierten die Autoren eine signifikante Korrelation der energetischen Oberflachenparameter des
Materials mit der in vitro-Plaquebildung, wie sie die Abbildung 15 darstellt. Ein Bereich stark erhdhter
Bioadhasion fur hydrophile Materialien (Oberflachenspannung > 50 mN/m) wurde definiert.
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Abb. 15: Korrelation der Plaquebildung und Oberflachenspannung nach Glantz et al.
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23 Jahre spéater befassten sich M. Quirynen und C.M.L Bollen [78] in einem Review erneut mit dieser
Themenstellung — dem Einfluss der Oberflachenenergie auf die Plaquebildung. Zusammenfassend
kamen sie erneut zu der Aussage, dass hochenergetische hydrophile Oberflachen Plaque sammeln,
starker binden und spezifische Bakterien begiinstigen. Zu Beginn stand demzufolge die Korrelation der
Hydrophobie von Materialoberflachen mit der sich einstellenden Biofilmbildung im Mittelpunkt. Auf
Oberflachen mit hydrophilen Eigenschaften beobachteten Autoren oft eine Zunahme der zelluldren
Adhésion. Diese Beobachtungen stitzen Busscher et al. [79] mit der Darlegung, dass die
Grenzflachenspannung zwischen Substrat und Medium ein elementarer Faktor fur die Zellanhaftung ist.
Steinberg et al. [80] stellten mit zunehmender Hydrophilie eine Abnahme der Adsorption von Proteinen
fest. Ferreios et al. [81] fassten die mikrobielle Adhasion von 29 S. epidermidis Stimmen auf Polymeren
mit unterschiedlicher Hydrophilie zusammen und wiesen eine Zunahme der Bioadh&asion mit steigender
Hydrophilie nach, wobei ein Optimum der Adhé&sion im Bereich vergleichbarer hydrophiler Eigenschaften
des Bakteriums und des Materials liegt. Grunz et al. [82] erhielten durch die Anwendung von
Niederdruckplasma eine signifikante Hydrophilierung von biomedizinischen Polymeren. Parallel dazu
stellten sie eine deutliche Zunahme der immobilisierten Biomasse auf dieser Oberflache fest. Die
Immobilisierung des S. epidermidis untersuchten Hogt et al.[83] an einem Fluorpolymer und einem
Celluloseacetat.

Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen Ergebnissen demonstrierten sie eine starkere Biofilmbildung
auf der hydrophoberen Polymeroberflaiche. Diese Ergebnisse bestatigte L. Pedri bei der Adhasion von
P. aeruginosa. [84] Die Entwicklung superhydrophober Oberflachen auf der Basis von Fluorpolymeren
zielte sowohl auf die Reduzierung der bakteriellen Adhéasion als auch der Plattchenadhésion als Vorstufe
der Thrombose in medizinischen Anwendungen. Toes et al. [85] konnten in einer Studie an
superhydrophoben PTFE jedoch kein Antifoulingverhalten nachweisen. Chaudhury et al. [86] wiesen
2006 zuséatzlich den Effekt eines Gradienten der Hydrophobie nach, in dem sie eine zunehmend dichtere
Algenadhésion an graduierten Ubergangen von hydrophob zu hydrophil ermittelten.

Mit der Weiterentwicklung der Kontaktwinkelanalyse erfolgte in den letzten Jahren die Definition der
Kontaktwinkelhysterese als einen zusatzlichen Parameter der physikochemischen Charakterisierung.
Schmidt et al. [87] demonstrierten so ein verbessertes Antifouling mit kleinerer Hysterese auf
modifizierten Copolymeren.

Die explizite Bezugnahme auf energetische Materialparameter wie Oberflachenspannung und Polaritat
ist Bestandteil zahlreicher Studien zur Korrelation dessen mit der Bioadhésion [88-92]. A. Roosjen stellte
in ihrer Thesis erneut niedrigenergetische Oberflachen als effektives Antifoulingkonzept dar, wobei diese
Modifikationen zusatzlich das Ablésen der Mikroorganismen férdern [91]. Einen zum Teil gegensétzlichen
Trend wiesen aktuell Brizzolara et al. an silanisierten Oberflachen nach [93]. Des Weiteren publizierten
Boulange-Petermann et al. 1993 und 2004 [94, 95] Ergebnisse aus Untersuchungen zum Biofouling an
Edelstdhlen und nahmen dabei direkten Bezug auf die energetischen Eigenschaften bzw. explizit auf die
Polaritat der Stahloberflachen. Die Autoren ermittelten die polaren Anteile der Oberflachenspannung aus
Kontaktwinkelmessungen und ordneten ihnen alle ionischen, Saure-Base- und die durch Wasserstoff-
briickenbindung induzierten Wechselwirkungen zu. Die biologische Prifung erfolgte zum einen Uber die
Auszéahlung adharierter St. thermophilus [96] oder anhand der Sporenbildung und Keimung des B. cereus
[95]. Im Ergebnis stellten die Autoren die Mdoglichkeit dar, Uber die Erhéhung der Polaritat der
Stahloberflache die bakterielle Adhésion einzudammen bzw. die Oberflachen leichter von Sporen
freizuhalten. 2006 beschrieben Allion et al. einen Anstieg toter Mikroorganismen an metallischen
Oberflachen mit héherer Polaritat [92].

Die Betrachtung der energetischen Parametervariation auf die Entwicklung neuer Antifoulingkonzepte
wurde sehr bald durch die Bewertung der Ladung bzw. der elektrostatischen Eigenschaft der beteiligten
Oberflachen erganzt [58, 91, 97]. Schon 1987 verdéffentlichten Mozes et al. [98] Ergebnisse einer
Untersuchung zum Wechselspiel elektrostatischer und nichtelektrostatischer Interaktionen. Am Beispiel
der Saccharomyces, Moniliella und Acetobacter demonstrierten die Autoren, dass die Adhasion
insbesondere hydrophiler Stamme elektrostatisch kontrolliert ist.
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Am Beispiel von finf dentalen Bakterien untersuchten Weerkamp et al. [99] den Effekt der
elektrostatischen Abstol3ung auf die Plaquebildung. Den Einfluss demonstrierten die Autoren anhand der
Induzierung der Plaquebildung bei geringeren Oberflichenladungen, was auf eine Reduzierung
elektrischer Wechselwirkungen zuriickgefuhrt werden kann. B. Gottenbos [100, 101] fUhrte Studien an
positiv geladenen Materialien als antimikrobielles Modell durch. So modifizierte er Polymethylmethacrylat
und Silikon mit quarternérem Ammonium, um eine positive Oberflachenladung zu erreichen. Anhand von
in vitro- und in vivo-Tests demonstrierte er den Effekt unterschiedlich geladener Polymere auf die
Adhésion von E. coli und P. aeruginosa. Trotz Differenzen zwischen dem Verhalten im Labor und im
lebenden Organismus zeigten die Ergebnisse einen signifikanten antimikrobiellen Effekt aufgrund der
positiven Oberflachenladung sowohl auf die Anzahl der adhérierten Bakterien als auch auf deren Vitalitat.
Jucker et al. [102] betrachteten einen positiv und einen negativ geladenen Mikroorganismus in Medien
unterschiedlicher lonenstéarke in Kontakt zu Oberflachen. Sie verwiesen auf die Zunahme der Adhasion
bei gegensatzlich geladenen, sich anziehenden Oberflachen, aber auch auf den Anstieg des Effekts
durch die elektrische Doppelschicht in Medien mit geringeren lonenstarken. Die mégliche Steuerung der
Proteinadsorption durch eine gezielt eingestellte Oberflachenladung erscheint ebenfalls méglich nach
Studien von Brandes et al. [103] oder Hu et al. [104]. Wahrend die letztgenannten Autoren explizit auf die
Ladung der Oberflache eingehen und verdeutlichen, dass eine hdhere Proteinadsorption auf positiv
geladenen Oberflachen zu erwarten ist, stellen Brandes et al. die Lage des Isoelektischen Punktes (IEP)
der Mikroorganismen im Vergleich zu dem des Materials in den Vordergrund ihrer Interpretation. Sie
weisen insbesondere fiir Albumin und Fribinogen eine reduzierte Adsorption auf3erhalb des pH-Bereiches
des IEP auf. Den Effekt der lonenstarken des Mediums auf die Mobilitdt der Mikroorganismen und damit
auf die Bioadhasion diskutierten Vigeant et al. [105].

Die Korrelation der Biofilmbildung mit physikochemischen Parametern und die Suche nach einer
allgemein giiltigen Kalkulation als Basis fiir die Entwicklung eines Antifoulings fihrte bereits frih zur
Anwendung thermodynamischer kolloidchemischer Modellansétze basierend auf der DLVO-Theorie
neben den bisher diskutierten Grenzflachenenergiekonzepten. In zahlreichen oben aufgefiihrten
Konzepten tauchen offensichtliche Diskrepanzen z.B. fur einzelne Bakterien, fir spezifische Medien oder
auch fir bestimmte Materialoberflachen auf. Diese lassen sich allein auf zusatzlich auftretende
Wechselwirkungskréafte zuriickfiihren, so dass sich in der aktuellen Literatur neben den konventionellen
DLVO-Modellen sogenannte erweiterte (extended) DLVO-Theorien finden lassen .

Die Arbeitsgruppe um H.J. Busscher [67, 79] war ein wesentlicher Wegbereiter fur die Applikation des
DLVO-Modells in der Antifoulingentwicklung. Sie bestatigten, dass nichtspezifische und spezifische
Wechselwirkungsmechanismen auf der Wirkung gleichartiger physikalischer Krafte beruhen: der
elektrostatischen Interaktion, der van der Waals-Wechselwirkung und der Wasserstoffbriickenbindung.
Auch Jucker et al. [102] korrelieren die Ergebnisse zur bakteriellen Adhasion mit dem Verlauf theoretisch
abgeleiteter DLVO-Kurven. Die Autoren zeigen, dass die Effizienz der bakteriellen Adhé&sion in
Abhéngigkeit von verschiedenen lonenstérken mit den kalkulierten Wechselwirkungsenergien langer
Reichweite korrelierbar ist. Basierend auf der erweiterten DLVO-Theorie nach van Oss [106] — eine
zweite wegbereitende Arbeit - publizierten mehrere Autoren Gegeniberstellungen zwischen
theoretischen Modellierungen und experimentell nachgewiesenem Antifouling. Azeredo et al. [107]
untersuchten die Adhéasion auf einer unbeschichteten und mit EPS beschichteten Glasoberflache. Parallel
dazu simulierten sie sowohl nach dem konventionellen als auch dem erweiterten DLVO-Ansatz die
Energie-Abstand-Funktionen. Im Ergebnis zeigt sich die Gultigkeit des eigentlichen DLVO-Modells in
einfachen Medien. Spielen zusatzlich hydrophobe Wechselwirkungen oder sterische Briicken eine Rolle,
missen neuartige Modelle gebildet werden, um das Verhalten der Mikroorganismen in Kontakt mit
Materialoberflachen zuverlassig zu prognostizieren. Die erweiterte DLVO-Theorie nach van Oss
wendeten Triandafillu et al. [108] bei der Entwicklung einer Antifoulingoberflache fir die Intubation an. Die
Adhéasion von insgesamt 18 Isolaten des Ps. aeruginosa auf plasmamaodifiziertem PVC wurde in einigen
Fallen erfolgreich mit dem Verlauf der DLVO-Funktionen fir ein 0,1 M Medium korreliert. Einige
Ausnahmen fiihrten die Autoren auf das Vorhandensein von Flagellen an den Bakterienoberflachen
zurick.
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Die Zusammenfassung dieser Antifoulingkonzepte, basierend auf der Modifizierung physikochemischer
Oberflachenparameter, zeigt einen denkbaren Zugang auf das Grenzflachengeschehen zum Biosystem
und die Mdglichkeit der Interpretation dort stattfindender Wechselwirkungen tber thermodynamische
Modellvorstellungen. Gegenwartige Entwicklungen befassen sich zum einen schwerpunktmafig mit
notwendigen Modellanpassungen fiir spezifische Adhasionphdnomene wie sterische Wechselwirkungen,
chemische Reaktionen, aber auch Bewegung und Hydrodynamik [48, 95, 108, 109]. Es beschéftigen sich
zudem Arbeitsgruppen verstarkt mit dem Einfluss der physikochemischen Parameter der Proteine, Zellen
und Mikroorganismen, um ein allgemein giiltiges Gesamtbild zu erreichen [64, 100, 101, 110, 111].

Das Bestreben, eine antiadhasive Oberflache unter Einflussnahme auf die Grenzflachenenergie des
Systems zu erhalten, erfordert zusatzlich die Integration topografischer Oberflachenparameter. Analog
der Analyse physikochemischer Kréafte standen auch hier zunéchst Korrelationsuntersuchungen im
Vordergrund. Mit dem Ziel, die Adhéasion pathogener Keime auf Titanoberflichen zu reduzieren,
erzeugten Harris et al. [112] Oberflachentopografien mittels chemischer, elektrochemischer und
mechanischer Politur. Am Beispiel immobilisierter S. aureus demonstrierten sie einen kontraren Einfluss
der Oberflachenrautiefe abhéngig vom Polierverfahren. Grunz et al. [82] untersuchten wiederum die
Biomassebildung an plasmamaodifizierten Polymeren und stellten einen geringen Anstieg der Bioadhéasion
bei zunehmender Rauigkeit fest. Allion et al. [92] beschreiben eine Reduzierung der bakteriellen
Adhasion auf rauen Oberflachen. Zusétzlich werden auf den strukturierten Proben mehr Einzelzellen
detektiert. Auf der glatten Oberflache nimmt dagegen die Clusterbildung zu. Am Beispiel der Adh&sion
von Sporen definierten in einer aktuellen Studie Schumacher et al. [113] eine antiadhasive
Mikrotopografie mit den drei Randbedingungen:

- Strukturraum, in welchem die Organismen nicht zwischen den Strukturen passen

- Strukturgrof3e, wobei Organismen nicht auf Einzeltopografien sitzen kénnen

- Strukturweite, Giber welche die Organismen ohne Bodenberiihrung Briicken bilden.

Die exakte Ubertragung natiirlicher Topografien am Beispiel eines Mistkéfers wendeten Yan et al [114]
fur die Entwicklung antiadh&siver Oberflachen an. Anhand der mathematischen Modellierung (Asperity-
Modell) der Oberflache und der Simulation der Grenzflachenwechselwirkungen entwickelten sie eine
numerische Strategie, welche die elektrokinetischen und die Transportvorgdnge miteinander verbindet.
Ebenfalls auf natlrlichen antiadhasiven Vorbildern basieren die Konzepte von Baum (Kopie der
Delfinhaut) [115] und Bechert (Kopie der Haifischoberflache) [116]. Hier gelingt durch den Transfer der
topografischen Struktur eine deutliche Reduktion der Adhasion in wassriger Umgebung.

Letztendlich wird aktuell die topografische Modellierung superhydrophober Oberflachen mit antiadhésiven
Eigenschaften diskutiert. A. Marmur [117] fasste in einer Ubersicht zwei Wirkmechanismen zusammen.
Ist die Oberflache superhydrophil und rau, bewirkt die homogene Benetzung eine gute Abschirmung der
Oberflache. Bei superhydrophoben rauen Oberflachen wird dagegen die benetze Flache reduziert und
damit auch die Bioadhé&sion eingeschréankt.

Gestaltung biomimetischer Oberflachen

Das Vorbild der Natur nutzen ebenfalls zahlreiche Konzepte zur Gestaltung biomimetischer Oberflachen,
um nattrliche Antifoulingmechanismen zu reproduzieren bzw. zu imitieren.

Durch die Kombination hydrophiler Dextranoligosaccharide mit Hexanolgruppen gelang es z.B. Marchant
et al. [118], biomimetische Strukturen darzustellen, die auf Substraten kovalent fixierbar sind. Die
Schichten zeigen eine hohe Orientierung und kdnnen definiert in unterschiedliche hydrophil/hydrophobe
Verhdltnisse strukturiert werden. Parallel dazu beschrieb die Arbeitsgruppe die antiadhasive Wirkung der
glykokalixartigen Oberflachen anhand der reduzierten Proteinadsorption [119], der Plattchenadhasion
[120] sowie Uber die Reduzierung der Adhésion von S. epidermidis [121]. Das Antifouling beruht dabei
auf der Ausbildung burstenartiger Strukturen durch die Dextranmolekile. Der Vorteil dul3ert sich dabei
insbesondere in der kontaktgekoppelten Wirkung, die eine gezielte antibakterielle Wirkung erméglicht.
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Eine aktuelle Arbeit von Zhu et al. [122] stellt ebenfalls eine neuartige biomimetische polymere Schicht
vor. Diese wurde durch Selfassembling dendritischer Saccharide auf silanisierten Oberflachen erzeugt
und fihrte zu einer reduzierten Plattchenadhéasion im statischen in vitro-Test.

Innovative biomimetische Antifoulingkonzepte zielen ferner auf die Maximierung sterischer AbstoR3ung
zwischen Bakterie und Oberflache sowie die Abschirmung der Oberflache durch gebundenes Wasser,
um die spezifischen Bindungen zwischen Makromolekiilen zu reduzieren. Im Vordergrund steht dabei die
Modifizierung von Oberflachen mit Polyethylenglykol (PEG). Emoto et al. [123] entwickelten z.B. mit Hilfe
eines Copolymers aus PEG und Polylaktid (PLA) eine Antifoulingoberflaiche. Die Anwendung reaktiver
polymerer Mizellen zur Schichtbildung fuhrt zu einer effektiven Maskierung der Oberflachenladung, was
die Autoren Uber ein Zetapotenzial nahe Null nachwiesen. Die Reduzierung der Albuminadsorption um
ca. 70% unterstreicht die antiadsorptiven Eigenschaften der PEG/PLA-Schicht. Den Effekt des PEG-
Gehaltes im Copolymer PEG-Polycarbonat auf die Proteinadsorption stellten Tziampazis et al. [124] dar.
Die Steigerung des PEG-Gehaltes zwischen 0-10% zeigte bereits ab 4% PEG einen sinkenden Wasser-
kontaktwinkel, welcher linear mit einer abnehmenden Fibrinogenadsorption korreliert. Parallel dazu sinkt
die Adhésionsstarke der Zellen, wobei die Zellbewegung zunimmt.

Im Gegensatz zu den polymerisierenden Schichten prasentierten Dalsin et al. [125] eine biomimetische
Antifoulingoberflache, welche einerseits die Eigenschaft des PEG zur Bildung einer membranahnlichen
Struktur nutzt und die zusatzlich Peptidsequenzen aus Muscheln zur Modifizierung verarbeitet. Die
Autoren demonstrierten an dieser Schicht die Reduzierung der Adhéasion und der Spreitung von
Mausfibroblasten auf nahezu 0%. Der antiadhasive Effekt konnte auch nach einem 14-tagigen in vitro-
Test wiederholt nachgewiesen werden. Auch die Arbeitsgruppe um Bryers et al. [126] arbeitet an der
Entwicklung eines effektiven Antifoulings tber die Biomimetisierung synthetischer Materialien. Zusatzlich
zur Peggylierung der Oberflache erfolgte eine kovalente Fixierung von Zelladhdsionspeptiden oder
verschiedener Antikorper, welche bereits als adhasionshemmend bekannt sind. Die Kopplung der
Peptide an die Schicht Uber das PEG variierte, wie aus der Abbildung 16 hervorgeht. Die Autoren zeigten
den gréRten Effekt hinsichtlich der Proteinadsorption an der mit PEG-Tetraether modifizierten Oberflache.
Die Adhésion von S. epidermidis und P. aeruginosa verringerte sich bereits allein durch die PEG-
Beschichtung. Demgegentber blieb die direkte Peptidbindung erneut wirkungslos. Koppelt man jedoch
Antikorper an die Oberflache, steigert sich die bakterielle Adhasion. Nach Meinung der Autoren ist damit
nachgewiesen, dass die Adhéasion der untersuchten Bakterien nicht durch spezifische Rezeptoren
gesteuert ist und ein zu entwickelndes Antifoulingkonzept allein auf der Unterdriickung nichtspezifischer
Wechselwirkungen beruhen sollte.

C | =

S . <k
S (AT Es | | | -

E

Abb. 16: Variation des PEG an der Oberflache
A) adsorbiertes Copolymer, B) kovalent gebundenes PEG, C) kreuzvernetztes Polymer
D) selbst-assimilierte Monoschicht , E) Antikérper gebunden an ,star-like* PEG

30



Konzeptentwicklung

Neben der Anwendung von PEG flihrte auch die Applikation von Substanzen wie z.B. Phosphorylcholin
als Biomembrananaloga (Membranphospholipid) durch die Hydratation der zwitterionischen Kopfgruppen
zu einer reduzierten Bioadhasion. Die Antifoulingwirkung wird auf den hohen Anteil freien Wassers in der
Schicht zurtickgefiihrt, welches die Wechselwirkungen zwischen Oberflache und biologischem System
unterdriickt. Dies konnten Driver et al. [127, 128] an unterschiedlichen Anwendungsbeispielen
nachweisen. Aus der zwitterionischen Kopfgruppe inkorporiert in einem Methacrylat wurden Copolymere
hergestellt, welche sowohl als Bulkmaterial, aber auch als Beschichtung angewendet werden.
Crosslinker-Systeme erlaubten zudem eine partielle Netzwerkbildung, um die Stabilitdt der Schichten zu
erhdhen. Aktuell wurde dieses Wirkprinzip durch eine chinesische Arbeitgruppe aufgegriffen [129].
Andere Aurtoren bestétigten die Wirkung des Phosphorylcholins (PC). Iwasaki et al. [130] beispielsweise
setzten ein PC-Polymer erfolgreich in der Blutfiltration ein. Ishihara et al. [131] zeigten an dieser
Modifizierung eine Hinderung der Fibroblastenadhésion. Ebenfalls eine antiadsorptive Oberflache,
modifiziert auf der Basis eines analogen PC-Polymers publizierten Zhang et al [132] am Beispiel eines
biokompatiblen Sauerstoffsensors. Die Funktionalitdt des Polymers wird zumeist auf die Unterdriickung
spezifischer Zell-Oberflachen-Wechselwirkungen zuriickgefiihrt. Demgegeniber entwickelte die Gruppe
um A.W. Lloyd Biomaterialoberflachen mit gezielter Aktivitét, indem sie kationische Ladungen in das PC-
Polymer integrierten, um damit neben der Proteinadsorption die Konformitat der Proteine zu steuern. So
publizierte S.F. Rose in Kooperation mit A.W. Lloyd [133] Ergebnisse einer Untersuchung an PC-
beschichteten PET-Oberflachen, welche mit kationischen Peptiden in unterschiedlicher Konzentration
modifiziert wurden. Die Autoren demonstrierten einen signifikanten Einfluss der Peptidkonzentration, die
sich sowohl im Anstieg der Proteinadsorption, der Zelladhasion aber auch der Koloniebildung duRlerte.

Zusammenfassend ist die Interpretation des Wirkprinzips biomimetischer Schichten differenziert. Es gibt
Theorien, die z.B. die hohe molekulare Mobilitat, die Hydrophilie, den osmotischen Druck, das
anschwellende Volumen oder die Reduzierung von Proteinbindungsstellen darstellen [134]. Im
Allgemeinen stimmig ist die Aussage fir die Applikation des PEG, dass durch die Variation der
Kopplungsdichte, der Kettenlange und der Schichtstruktur die Eigenschaften gezielt eingestellt und fir
das Antifouling genutzt werden kdénnen. A. Roosjen [91] fasst zusammen, dass diese Schichten eine
abstolRende sterische Wasserbarriere bilden, so dass Bakterien kaum in eine Distanz kommen, die flr
anziehende van der Waals-Interaktion relevant wére. Diese Anziehung fiihrt dann zwar zu Adsorption und
Adhasion, lasst aber weiterhin eine leichte Entfernung der Bakterien zu.

Integration toxischer Agenzien

Die Integration toxischer Agenzien in oberflachennahe Bereiche mit definierten Freisetzungskinetiken
bildet einen dritten Komplex im Rahmen der Antifoulingentwicklung. Bereits 1968 veroffentlichte J.R.
Saroyan [135] einen Reviewartikel zu Antifoulinganstrichen, die in der marinen Technologie Anwendung
finden und insbesondere auf der Freisetzung toxischer Substanzen beruhen. Unter den metallischen
Toxinen legte der Autor seinen Schwerpunkt auf die Wirkung von Kupferoxiden, integriert in eine ldsliche
Matrix auf der Basis von Wachsen. Die Funktionskontrolle tiber einen Zeitraum von 18 Monaten erfolgte
an Schiffsrimpfen und U-Boot-Anstrichen. Trotz der guten Resultate wurden weiterhin als
vielversprechend toxische Substanzen wie z.B. Tributylzinnsulfid oder Triphenylzinnfluorid vorgestellit.

Antiinfektive Beschichtungen im medizinischen Bereich beruhen in zahlreichen Fallen auf der Wirkung
von Silber oder silberhaltigen Verbindungen. Zhang et al. [136] diskutierten in einer Ubersicht zahlreiche
derartige Beschichtungen hinsichtlich ihrer Stabilitét, ihrer Wirkung und insbesondere beziiglich der
Funktionalitat als Medizinprodukt z.B. Katheter. Die Applikation des Elementes Silber variierte von einer
dinnen metallischen Schicht Uber Silbermikro- und Nanopartikel bis zum Einsatz von Silberlegierungen,
Silberoxiden oder Silbersalzen. Gleichzeitig stellten die Autoren Diskrepanzen zwischen dem in vitro- und
dem in vivo-Verhalten derartiger Beschichtungen heraus und verwiesen deutlich auf notwendige
Optimierungen hinsichtlich der Dosierung und der gesteuerten Freisetzung der toxischen Substanzen.
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Die Abbildung 17 verdeutlicht das Wirkprinzip der anorganischen Leaching-Verfahren und verweist
zugleich auf den Nachteil derartiger Konzepte — die konzentrationsabhangige Wirkungsbegrenzung.

Abb. 17: Anorganisches Leachingverfahren

Alt et al. [137] prasentierten erfolgreich die Applikation von Silbernanopartikeln in PMMA-Zement der
Prothetik. Die antibakteriellen Eigenschaften konnten signifikant anhand der reduzierten Biofilmbildung
durch die Infektionskeime S. aureus und S. epidermidis nachgewiesen werden. Parallel dazu fuhrte die
Integration der Silberpartikel mit einem Durchmesser von 5 — 50 nm in Kontakt mit Fibroblasten zu keiner
Zytotoxizitdt. Schmidt et al. [111] untersuchten den Antifoulingeffekt von silbermodifizierten Sol-Gel-
Schichten im Vergleich zur Variation der Hydrophilie der Oberflachen. Sie stellten unter realen
Umweltbedingungen sowie im Labor eine adhasionshemmende Wirkung der Silberschicht im Trinkwasser
fest. Insbesondere in der initialen Adhasionsphase zeigte sich der Einfluss durch vermehrte
Clusterbildung. Jedoch schlagt dieser Effekt im Langzeitversuch um und auf der Silberschicht wurde eine
Biofilmbildung erkennbar, was auf die bereits angesprochene Wirkungsbegrenzung durch das Leaching
zurlckgefiihrt werden kann. Neben Silber und silberhaltigen Verbindungen finden zahlreiche weitere
Toxine im Antifouling Anwendung. Beispielsweise stellten Domenico et al. [138] die Aktivitat von
Wismutthiolen vor. Die Autoren demonstrierten die Antifoulingwirkung verschiedener Thiole sowohl
suspendiert als auch in Form einer Beschichtung gegeniiber mehreren S. aureus- und S. epidermidis-
Stammen. Die Wismutthiole wirkten nachweislich 1000fach starker antibakteriell im Vergleich mit bisher
eingesetzten Wismutsalzen Uber einen Zeitraum von 40 Tagen. Die Applikation von Furanonen
(Bromverbindung) als toxische Substanz ist Gegenstand von Baveja et al. [139]. Das Antibiotikum,
adsorbiert auf kommerziellen polymeren Biomaterialien, stand tber 24 Stunden mit S. epidermidis in
Kontakt. Im Ergebnis zeigte sich eine reduzierte bakterielle Adhasion, die mit der herabgesetzten
Schleimbildung korreliert wurde. Jedoch wurde eine zytotoxische Wirkung festgestellt. Taylor et al. [140]
nutzte die Furanone (ber verschiedene Spacer an der Oberflache. Die Autoren beschreiben als
Wirkprinzip den Effekt dieser Verbindungen auf das Quorum-Sensing und fuhren die Antifoulingwirkung
auf das Storen der Zell-Zell-Kommunikation innerhalb eines Biofilms zuriick.

Die Freisetzung von in Katheteroberflachen (Silikon) impragnierten Antibiotika und des Antifoulings
untersuchten Kohnen et al [141]. Sie nutzten eine Kombination aus Rifampin und Sparfloxacin, welche in
unterschiedlichem Verhaltnis und verschiedenen Konzentrationen in das Biomaterial eingebracht wurden.
Die Autoren kalkulierten die jeweiligen Freisetzungskinetiken von 1-3 Stunden bis zu einem Jahr und
ermittelten parallel dazu die bakterielle Adh&sion. Im Ergebnis stellte man die Mdéglichkeit heraus, durch
die Kombination der Antibiotika auf verschiedene Mikroorganismen zu wirken, aber auch die
Freisetzungskinetik zu steuern. Dieses antibakterielle Konzept eignet sich nach Meinung der Autoren
sowohl fur die initiale Phase als auch im Langzeitversuch.

Die Integration toxischer Substanzen in oberflachennahe Bereiche bietet als Antifoulingkonzept eine
breite Vielfalt beziglich der eingesetzten Substanzen und der Freisetzungskinetik und folglich ihrer
Applikationsbreite. Prinzipiell treten jedoch Probleme infolge der zeitlichen Wirkungsbegrenzung und
insbesondere der kumulativen toxischen Wirkung auf.
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Kopplung spezifischer Funktionsmolekiile

Abschliel3end soll die Kopplung spezifischer Funktionsmolekiile als Antifoulingkonzept diskutiert werden.
Das Wirkprinzip ist beispielsweise zweiphasig: Zunachst treten Wechselwirkungen zwischen dem
kovalent gebundenen Molekll und der Oberflache von Mikroorganismen auf. Im Anschluss ist es bei
Vorliegen ausreichender Konzentrationen mdoglich, Kanale in Biomembranen zu formen und so den
Mikroorganismus zu zerstoren (siehe Abbildung 18). Dem Vorteil — die Unterbindung der Freisetzung
Uberschissiger toxischer Substanzen und die hohe chemische und physikalische Resistenz gegenuber
Umgebungsbedingungen — steht der Faktor entgegen, dass die kontaktgekoppelte Wirkung die Adhéasion
von Bakterien voraussetzt und somit tote Organismen entfernt werden mussen, die gegebenenfalls die
Basis fir eine erneute Biofilmbildung bilden.
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Abb. 18: Membranzerstérendes Peptid

Die Wirkung einfacher funktioneller Kopfgruppen auf die Bioadhasion diskutierten Geer et al. [142] am
Beispiel konventionell eingesetzter und modifizierter Werkstoffe fir das Zellkulturhandling. Hu et al. [104]
présentierten in einer Studie Polymermembranen, welche nach einer Ozonaktivierung mit Chitosan,
Chitooligosaccharid sowie zusatzlich mit Hyaluronsaure modifiziert wurden. Die Charakterisierung der
funktionalisierten Oberflachen basierte auf der Bestimmung der Oberflachendichte der Carboxylgruppen
(Saure) und der Aminogruppen (Saccharide). Im Ergebnis zeigte sich eine reduzierte Infektion aufgrund
der kationischen Gruppen der Saccharide, die mit den Anionen der Bakterienzellwand assoziieren und
damit die Biosynthese stoéren. Die Proteinadsorption dagegen wurde durch die Carboxylgruppen
behindert, da diese negativ geladenen Molekiile die ebenfalls negativ geladenen Proteine abstol3en. Die
zellulare Adhasion verlief umgekehrt proportional zur Dichte der Aminogruppen an der Oberflache.
Zusammenfassend verdeutlichten die Autoren einen direkten Weg zur Steuerung der unterschiedlichen
biologischen Funktionen und damit auch des Antifoulings Uber die gezielte Funktionalisierung der
Oberflache allein mit einfachen Molekilgruppen.

Eine vergleichbare Bilanz zogen Park et al. [143]. Sie stellten ihr Antifoulingkonzept als Kombination aus
den antiadhasiven Eigenschaften einer PEG-Schicht mit dem antibakteriellen Effekt verschiedener
oberflachenaktiver Gruppen vor. Auf Polyurethan wurde eine PEG-Schicht aufgebracht, an welche
anschlieRend Hydroxyl-, Amino- oder Sulfatgruppen gekoppelt wurden oder auch Heparin als
funktionelles Molekll. Die Autoren demonstrierten eine signifikante Reduktion der Adh&sion der
Staphylokokken allein durch die Prasenz funktioneller Gruppen, wahrend die E. coli-Adhé&sion schon
durch das PEG behindert wurde. Aber auch hier konnte der Antifoulingeffekt durch die Kopplung von
Hydroxylgruppen und Heparin deutlich verstéarkt werden. Erst 2005 stellten Bavington et al. [144] eine
weitere Strategie zur Verhinderung bakterieller Adhasion, basierend auf der Kopplung sogenannter
Rezeptor-Ligand-Antagonisten vor. Diese Adhasin-Analoga blockieren die Rezeptor-Bindungen und
werden als multifunktional gegenlber mehreren Liganden eingeschatzt. Erste positive Ergebnisse
wurden am Beispiel der P. aeruginosa beschrieben.

Mit dem Ziel, den Wirkmechanismus der Zerstérung von biologischen Membranen durch kationische
Peptide festzustellen, verglichen Friedrich et al. [145] antimikrobielle Peptide unterschiedlicher Amino-
saurensequenzen und Kettenlangen hinsichtlich ihres Einflusses auf klinische Isolate und Infektions-
keime. Die Autoren wiesen die zellzerstdrende Wirkung aufgrund der Depolarisierung der Membran nach.
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Die Peptide ersetzen dabei divalente Kationen, welche fir die &uBere Membranintegritat von essentieller
Bedeutung sind, zerstdren den Bilayer und fuhren zu einer Permeabilisierung. Diese Permeabilisierung
ist notwendig, um ein intrazellulares Ziel fur spezifische anionische Verknipfungen zu erreichen, reicht
aber allein als ,Killingmechanismus® nicht aus. Die elektronenmikroskopische Untersuchung zeigte
zudem, dass die einzelnen Organismen unterschiedlich reagieren. Auch die Wirkungsweise der Peptide
kann sich unterscheiden. Tiller et al. [146] stellten Oberflachen mit kovalent gebundenen Poly(4-vinyl-N-
alkylpyridiniumbromid) vor, welche zur Zerstérung der in Kontakt tretenden Mikroorganismen fihrt. In
Abhangigkeit von der Alkyl-Gruppe wurden bis zu 94% der unterschiedlichen Bakterien durch
bakteriozide Elemente und die Wirkung der kationischen Peptide abgetétet. Im Fokus weiterer
Arbeitsgruppen standen ebenfalls die Membranpolarisierung und die anschlielende Proteolyse [147,
148].

Bereits seit l[Angerem ist in der Literatur die bakteriozide Wirkung von Glutaraldehyden publiziert. Die
Wirkung dieser Substanz gegeniiber planktonischen und sessilen Bakterien untersuchten Pereira et al.
[149] im Rahmen der Vorstellung eines Antifoulingkonzeptes fur Edelstahloberflachen. Es konnte
konzentrationsabhangig eine signifikante Reduzierung der Biofilmbildung dargestellt werden, die im
wesentlichen auf Wechselwirkungen der Substanz mit exopolymeren Sacchariden zurlckgefihrt wird.
Stanley et al [150] stellte die Antifoulingwirkung von Verbindungen der Zosterischen Saure im
Leachingverfahren vor. Den bakterioziden Effekt sehen die Autoren dabei in der Verringerung des pH-
Wertes im Kontakt mit der Bakterienmembran und der darauf folgenden Beeintrachtigung des
Zellmetabolismus. Diesen Ansatz griffen aktuell Xu et al. [151] auf und zeigten in Untersuchungen mit
unterschiedlichen Konzentrationen der Zosterischen Saure das Antifoulingverhalten.

Die Kopplung nichttoxischer, spezifisch wirksamer Funktionsmolekiile an Oberflachen mit dem Ziel, die
bakterielle Adhéasion effektiv zu behindern, entwickelt sich mit dem zunehmenden Verstandnis
molekularbiologischer und biochemischer Wirkprinzipien. Die Funktion einfacher Oberflachengruppen
steht in direktem Zusammenhang mit der Variation physikochemischer Oberflachenparameter, lasst aber
ebenso wie der Einsatz komplexer Molekile eine gezielte bakteriozide Wirkung zu.

Kombination der Konzepte

Im vorangegangenen Abschnitt wurden zahlreiche Antifoulingkonzepte vorgestellt und hinsichtlich ihrer
antiadhasiven Wirkung auf Proteine, Zellen und Bakterien beschrieben. Publiziert wurden nunmehr auch
die verschiedenartige Kombinationen der einzelnen Konzepte, um spezifische Losungen und intelligente
Schichtsysteme zu entwickeln. Beispielsweise beschreibt Subramanyam et al. [152] eine Kombination
aus der antimikrobiellen Aktivitat von Silberhalogenen und der membranldsenden Wirkung von
Polyhexamethylbiguanid, wobei sowohl das Silber (Silberthiolat) als auch Biguanidsegmente in der
Schicht integriert sind. Andererseits verbanden Dalsin et al. [125] die abschirmende Wirkung der
Oberflache durch das PEG gebundene Wasser mit dem gezielten bakerioziden Effekt zusatzlich
adsorptiv immobiliserter Muschelproteine. Wagner et al. [126] stellten eine ahnliche Kombination aus
PEG und Antikérpern vor, wie auch Harris et al. [112] das Hydrogel mit Adhasionspeptiden verbanden.

Zusammenfassende Ubersicht

Die nachfolgende Ubersicht stellt die beschriebenen Antifoulingkonzepte noch einmal zusammenfassend
dar. Sie beinhaltet zudem eine Bewertung bezlglich der Vor- und Nachteile verschiedener Lésungen.

Bezieht man bei der Bewertung der verschiedenen Antifoulingstrategien die zuvor dargestellten Prozesse

der Bioadhasion und Biofilmentstehung ein, wird aufgrund der ihnen eigenen Komplexitat sowie des
breiten Applikationsspektrums deutlich, dass es kein allgemein gtiltiges Antifoulingkonzept geben kann.
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Die Kenntnis der unterschiedlichen Mdéglichkeiten, den natirlichen Adhasionsmechanismus zu umgehen,
welche neben den physikalisch-chemischen auch biochemische und molekularbiologische Mechanismen
einbezieht, sollte die notwendigen Entwicklungsmadglichkeiten erdffnen.

Tab. 2: Antifoulingkonzepte

Wirkprinzip Charakteristik Referenzen
Modifizierung Vorteil: [21, 67, 78, 79,
physikochemischer |- Eine maRRgeschneiderte Modifizierung der Oberflachen fir spezifische |82, 83, 85, 95,
Parameter Applikationen wird méglich. 96, 98, 99, 102,
- Der Einfluss auf initiale Wechselwirkungen kann zu einer friilhen 104, 106, 108,
effektiven Behinderung des Biofouling fuhren. 110, 118, 153]
Nachteil:
- Die Interpretation der thermodynamischen Kontrolle erfordert die
Integration unterschiedlicher biologischer Systeme und Medien in die
kolloidchemischen Modelle
- Die Komplexitat und zeitliche Veranderung des Biosystems fiihrt zu
variierenden Zustandsgrof3en.
Gestaltung Vorteil: [52, 118, 119,
biomimetischer - Die antiadh&sive Wirkung wurde von der Natur bzw. in 121, 123-128,

Oberflachen

unterschiedlichen in vitro- und in vivo-Tests nachgewiesen.

- Die Nutzung neuester Analyseverfahrene erlaubt eine standige
Verbesserung der Kopie.

Nachteil:

- Der Wirkmechanismus ist aufgrund der Komplexitat biologischer
Systeme noch nicht vollstandig geklart.

- Die Fixierung der Schichten und ihre Stabilitat ist unzureichend.

130-133, 154]

Freisetzung
toxischer Agenzien

Vorteil:

- Die Applikation nachweislich hochwirksamer antibakterieller
Substanzen ist einfach mdglich und technologisch umsetzbar.

- Das Wirkprinzip ist bekannt und kalkulierbar.

Nachteil:

- Die unzureichende Dosierung und Kontrolle der Freisetzungsraten
fuhrt zu einer konzentrationsabhéngigen Wirkungsbegrenzung.

- Die systemisch toxische Wirkung der freigegebenen Substanzen greift
ebenfalls auf zielfremde Organismen, wirkt umweltschadigend und
bioakkumulativ.

[111, 135-139,
141]

Kopplung
spezifischer
Funktionsmolekile

Vorteil:

- Durch kovalent fixierte Funktionsmolekile wird die Freisetzung
Uberschussiger toxischer Substanzen unterbunden.

- Die Schichten besitzen eine hohe chemische und physikalische
Resistenz.

Nachteil:

- Die kontaktgekoppelte Wirkung setzt die Adhasion von Bakterien
voraus.

- Tote Organismen mussen entfernt werden.

- Es werden z.T. nur einzelne spezifische Interaktionen angesprochen.

[104, 142, 145,
147, 148, 155,
156]
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Zusatzlich bezieht dieses Resimee erste erfolgreiche industrielle Umsetzungen ein bzw. stellt an
Beispielen das Wirkprinzip von Antifoulingbeschichtungen aus Medizin und Biotechnologie zusammen.

Tab. 3: Industrielle Umsetzung

Produkt / Firma

Antifoulingkonzept

Applikation

Photosensitizer
www.biolitec.de

Kopplung spezifischer Funktionsmolekdle zur Bildung

von Singulett-Sauerstoff und freien Radikalen

Sensor

Pluronic ® BASF

verbesserte Benetzung, Hydrogeleigenschaften

Kontaktlinsen

Bio-Gate Bioinnovative
Materials GmbH

Nanosilber in Polymer eingebettet

Katheter

Biocompatible Ltd.

Vernetzung eines methacrylate PC-monomer (2-
methacyloyloxy-ethylphosphorylcholine MPC)

Kontaktlinsen, Stents

Bacterin Inc. 2002

Kopplung der Molekiile Minocycline und EDTA

Medizinprodukte

Drei Bond Miinchen

Variation der Topografie,
Reduzierung der Oberflachenenergie

Umwelttechnologie

Sharklet AF™

Kopie der Haifischhaut

technische Polymere

Poloxamer 407 Copolymer mit Polyethylenglykol Mundspulung,

Kontaktlinsen

Comelec sa Polyparaxylylen-Schicht als sterische Barriere Medizinprodukte
Bioglide ® Medtronic Inc. Polyvinylpyrrolidone als Hydrogel Katheter
Trillium ® Medtronic Inc. Heparin gekoppelt an PEG Katheter
Camouflage ® Hemoteq Glykocalixartige maskierende Schicht Stents

2.5 Gestaltung biomimetischer Oberflachen als Antifoulingkonzept

Den Ansatzpunkt der Konzeptfindung in den vorangegangenen Kapiteln bilden thermodynamische
Modellanséatze und die Beschreibung der Wechselwirkungen, welche direkten Einfluss auf das
Grenzflachengeschehen zwischen Biosystem, Material und Medium haben. Des Weiteren werden
verschiedenste Antifoulingkonzepte zusammengefasst. Es hat es sich insgesamt als sinnvoll erwiesen,
Antifoulingkonzepte auf die Unterdriickung bzw. Verzdgerung der initialen Phase der Biofilmbildung zu
konzentrieren, da sicher gestellt werden kann, dass trotz der unterschiedlichen Applikationen analoge
und in der Regel unspezifische Wechselwirkungen dominant sind. Entscheidend ist dabei zudem, dass
diese Phase weitestgehend substratgesteuert verlauft und so ein gezielter Eingriff durch die
Funktionalisierung der Materialoberflachen mdglich ist. Vor diesem Hintergrund stellt die gezielte
Modifikation physikochemischer Materialparameter das aus heutiger Sicht vielversprechendste
Antifoulingkonzept dar. Es wurde ebenfalls dargestellt, dass, um eine Reduzierung der Adhésion
zwischen Materialoberfliche und biofilmbildenden Mikroorganismen zu erreichen, letztlich eine
Methodenkopplung von Antifoulingstrategien relevant wird.
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In der vorliegenden Arbeit werden zur Losung der Problemstellung archaeale Tetraetherlipide als Basis
einer Oberflachenmodifizierung zur Gestaltung eines biomimetischen Antifoulingkonzeptes genutzt.
Vergleichbare Biomembrananaloga, welche derzeit als Antifoulingbeschichtung appliziert werden, kénnen
nur die innere Monoschicht direkt an der Materialoberflache verankern. Die darauf aufbauenden Bilayer
sind jedoch von geringer Stabilitat, so dass der Einsatz auf technischen Funktionsflachen nur bedingt
moglich ist. Als Alternative hierzu bieten sich die Tetraetherlipide an, die sich durch gezielte Aktivierung
an verschiedenste Materialoberflachen kovalent fixieren lassen. Diese Molekile bilden eine ideale
chemische Plattform, basierend auf einem kovalent fixiertem Spacermolekil mit evolutiv optimierten
Eigenschaften und einem hohen MaR an selektiver Modifizierbarkeit.

Das zu entwickelnde Antifoulingkonzept basiert auf der Unterdriickung des initialen Adhasionsprozesses
aufgrund der eingestellten physikochemischen Eigenschaften der Lipidbeschichtung. Als urséchliches
Wirkprinzip wird eine Maskierung der Oberflache im nanoskaligen Maf3stab gesehen. Die anknipfende
Funktionalisierung der Lipidschichten zielt auf eine ,Abdeckung“ energetisch bevorzugter
Adhésionspunkte. Des Weiteren sollen thermodynamisch begriindete abstoRende Wechselwirkungen
zum Tragen kommen. Die physikochemische Charakterisierung der Medien und Mikroorganismen bewirkt
die Parameterfelder und erlaubt im Anschluss eine umgreifende Interpretation, Wichtung und Diskussion.

Aufgrund ihrer einstellbaren Wechselwirkung mit dem jeweiligen Messmedium sollen
Tetraetherlipidschichten auf sensorischen Materialoberflachen eingesetzt werden, um diese feld- bzw.
prozesstauglich zu machen und zu validieren. Fir die gewahlten Applikationsbeispiele aus der
Gewassertechnologie und auf medizinischem Gebiet folgt die Darstellung und Charakterisierung der
spezifischen Tetraetherlipidschichten an relevanten Materialoberflaichen. Es wird die Prifung der
Bioadhasion im LabormalRstab dargelegt und durch die Realisierung von Funktionalitats- und Feldtests
erganzt. Es ergibt sich so die Mdglichkeit, die Bioadhasionsmessung im Labor in umfassender Weise zu
verifizieren.
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3 Beschichtungsmaterial, Schichtcharakterisierung,
Bioadhasionsprifung und Funktionalitatstest

3.1 Tetraetherlipid

Die Archaea bilden neben den Bakterien und Eukarioten eine dritte Doméane der Organismen [157].
Thermoplasma acidophilum wurde bereits Anfang der 70-er Jahre in selbsterwarmenden Kohle-
abraumhalden entdeckt und gehért den Archaea an, die auch in extremen Lebensrdumen - bei hohen
Temperaturen, S&ure- oder Salzgehalt leben kdnnen [158, 159]. Schon frih wurde als besonderes
Merkmal der thermophilen Archaea das Fehlen der Zellwand sowie die charakteristische Struktur der
Zellmembran und ihrer Lipide beschrieben, die z.B. die Anpassung an Wachstumstemperaturen von bis
zu 90°C und einem pH-Bereich von 0,5 bis 4 erméglichen [160-162]. Zusammenfassend lasst sich der
grundlegende Aufbau der archaealen Membranlipide insbesondere der thermophilen Gruppe wie folgt

beschreiben [163-166]:

e Die Grundstruktur besteht aus 2 langen, hydrophoben Kohlenwasserstoffketten, die zu beiden Seiten von
jeweils einem modifizierten Glycerol flankiert sind. Bei thermophilen Organismen handelt es sich meist um
zwei Cyo-Isoprenoide.

e Die Kohlenwasserstoffketten sind mit dem Glycerolgrundkérper durch Etherbindungen verbriickt.
Diese machen die archaealen Membranlipide im Vergleich zu Lipiden aus Eubakterien und Eukaryonten, wo
Esterbindungen vorliegen, resistenter gegentiber einem enzymatischen und hydrolytischen Abbau.

¢ Neben Dietherlipiden (Archaeol), die vor allem bei methanogenen Organismen isoliert werden, finden sich bei
thermophilen Archaeas bis zu 90-95% Tetraetherlipide (Caldarcheaol) als Grundgerist der Membranlipide.

e Die bipolaren Membranlipide k6nnen zwei unterschiedliche Kopfgruppen enthalten.

e Das Lipidgerist enthalt keine Doppelbindungen und ist daher unempfindlich gegen Oxidation. Durch die
methylverzweigten Phytanylketten wird die lonenpermeabilitat der Membran erniedrigt.

Der Anteil des Hauptphospholipids in der Membran des Thermoplasma acidophilum betragt 46,6 % der
totalen Lipidmenge bzw. 80,1% der Phospholipide [160]. Dieses Lipid ist ein bipolares Tetraetherlipid mit
isoprenoiden Diolstrukturen, bei dem die freien Hydroxylgruppen des Glycerols unsymmetrisch mit je
einer Zuckerkomponente und Phosphorylglycerin substituiert sind [167, 168]. Um eine Versteifung der
Kohlenwasserstoffkette bei gleichzeitiger Erh6hung des Phaseniibergangs zu erreichen, werden mit
steigender Wachstumstemperatur 39°C auf 59°C die C4o-Alkohole zusatzlich zyklisiert. Der Einbau der
Zyklopentanringe erfolgt symmetrisch in beiden Kettensegmenten [169-171].
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Abb. 19: Tetraetherlipid — Hauptphospholipid des Thermoplasma acidophilum

Die besonderen Eigenschaften der Tetraetherlipide machen sie einzigartig mit Blick auf die Anwendung
als Antifoulingkonzept. Zusatzlich bieten sich diese Lipide an, da sie sich durch gezielte Aktivierung an
nahezu alle Materialoberflachen kovalent fixieren lassen [172, 173].
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3.2 Beschichtungstechnologie

3.2.1 Immobilisierung der Lipidschichten

Voraussetzung fiir die funktionale chemische Modifizierung der technischen Oberflachen ist eine
orientierte, dicht gepackte und kovalent fixierte Lipidschicht. Fir die Herstellung ultradiinner
Lipidmonolayer stehen dabei folgende Methoden zur Verfligung:

- die Ubertragung von Langmuir-Blodgett-Schichten,
- die Liposomenfusion an der Substratoberflache sowie
- die Self-Assembling-Technik (SAM).

Zur Darstellung definierter Lipid-Monoschichten auf festen Substraten mit molekular dimensionierter
Strukturierung ist die Langmuir-Blodgett-Technik eine der am haufigsten angewendeten Methoden [174,
175]. Mit Hilfe dieser Filmwaagentechnik lassen sich (ber die spontane Selbstorganisation der
amphiphilen Molekile an der Grenzflache Wasser-Luft Adsorptionsfilme erzeugen, die bereits fur eine
umfassende Charakterisierung der archaebakteriellen Lipide eingesetzt wurden [164, 176, 177]. Es
konnten komplexe Strukturen dargestellt werden z.B. durch den Aufbau von Multischichten oder die
Integration spezifischer Membranproteine, Rezeptorproteine, lonenkanéle oder Antibiotika [178-180].
Eine zweite Methode zur Herstellung substratgestiitzter Lipidschichten stellt die Liposomenfusion dar.
Hierbei wird Wasser als dispergierendes ,LOosungsmittel“ verwendet, in welchem die langkettigen
hydrophoben Kohlenwasserstoffe nur gering I6slich sind. Die Prasenz eines polaren Bereiches an den
Kopfenden der Ketten fihrt bei Kontakt mit Wasser zu einer Orientierung in héhermolekularen Strukturen
— den Liposomen. Auf hydrophobisierten Oberflachen adsorbieren die Liposome, es kommt zum Spreiten
der Vesikel und anschlieRend entsteht eine Lipidschicht. Auch diese Methode erlaubt in zusétzlichen
Schritten die Erzeugung mit Protein gekoppelter Multischichten [181-183].

Aufgrund der meist schwachen Bindungskrafte besitzen viele der mit diesen beiden Verfahren erzeugten
Schichten eine geringe mechanische und thermische Stabilitdt bzw. neigen dazu, ihre zweidimensionale
Ordnung beim Transfer auf dem festen Support zu verlieren. Demgegenuber erlaubt die Self-Assembling-
Technik als chemiesorptive Methode die Anordnung von Molekilen zu einem Monolayer unter
Ausbildung kovalenter Bindungen und damit eine deutlich erhdhte Stabilitat.

Self-Assembling ist ein Prozess, bei dem Molekile aus der Losungsphase auf einer Oberflache
adsorbieren und eine geordnete Monoschicht bilden. Dieser Prozess verlauft spontan und selektiv nur fur
Monoschichten, wenn die freie Energie der Adsorption negativ ist. Eine zweite Erklarung fur den Verlauf
des Prozesses ist, dass starke van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den ungebundenen,
unpolaren Restmolekilen bestehen und die Molekiilgeometrie eine dichte Anordnung in der Monoschicht
zulasst (Platzbedarf). Sind diese Voraussetzungen erflillt, formieren sich die Molekille zu einem hoch
geordneten, dicht gepackten System [184, 185]. Das modulare Konzept, bei dem unterschiedliche
Endgruppen durch ein 'molekulares Riickgrat' an die Kopfgruppe und damit an das Substrat gebunden
werden koénnen, erlaubt die Praparation von Schichten mit sehr verschiedenen funktionellen
Eigenschaften und - auf einer grundlegenderen Ebene - die gezielte Veranderung der
physikochemischen Wechselwirkungen (z.B. durch Kopplung verschiedener Endgruppen) [186, 187].

Ein Grolteil der grundlegenden Arbeiten zur Darstellung supportfixierter Membranen auf der Basis
archaebakterieller Tetraetherlipide waren Bestandteil eines Sonderforschungsbereiches 197 der DFG
“Lipidorganisation und Lipid-Protein-Wechselwirkungen in Bio- und Modellmembranen” am Institut fir
Physiologische Chemie der Martin-Luther-Universitat Halle. Die Arbeitsgruppe von Herrn Priv. Doz. Dr.
Ulrich Rothe entwickelte Verfahren zur zielgerichteten Modifizierung von Festkdrperoberflachen. Zur
Erzeugung der Schichtsysteme des Hauptphospholipids des Thermoplasma acidophilum wurde die
Ubertragung von Langmuir-Blodgett-Filmen, die Self-assembling-Technik und die
Liposomenfusionstechnik etabliert.
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3.2.1.1 Isolierung und Aktivierung des Tetraetherlipids

Die in dieser Arbeit verwandten Tetraetherlipide stammen ausnahmslos vom Mikroorganismus
Thermoplasma acidophilum. Alle verwendeten Lipidfraktionen und Derivate wurden freundlicherweise von
Herrn Priv. Doz. Dr. Ulrich Rothe, Leiter der Arbeitsgruppe der Martin Luther Universitat Halle, und Frau
Dr. Karin Délling aufbereitet und bereitgestellt.

Die Kultivierung von Thermoplasma acidophilum (1728 DSM, ATCC 25905) erfolgte bei 59°C und einem
pH 2 in Fermentern unter etablierten Wachstumsbedingungen [188]. Es wurde ein effizientes Verfahren
entwickelt (Patent [189]), um aus der geernteten, getrockneten bakteriellen Rohmasse Uber eine
erschopfende Hydrolyse in hoher Reinheit das Caldarchaeolgrundgerust zu isolieren, das strukturell dem
Hauptphospholipid der Membran des Thermoplasma acidophilum ohne Kopfgruppen entspricht und in
gleicher Weise wie die Tetraetherlipidausgangssubstanz an Materialoberflachen kovalent fixiert werden
kann.

Abb. 20: Tetraetherlipid (Caldarchaeol) - Grundgerist

Die Realisierung der kovalenten Fixierung liber das Self-Assembling-Verfahren erfordert eine zusatzliche
Aktivierung des eingesetzten Tetraetherlipids. Die Tetraetherlipidderivate wurden mit dem zur Anbindung
geeigneten Cyanurchlorid aktiviert. Dabei kam ein beidseitig aktiviertes Caldarchaeol in einer
Konzentration von 1mg/ml in Chloroform zum Einsatz. Die erreichte Qualitét des Tetraetherlipids wurde
mit Hilfe der Massenspektroskopie und Dinnschichtchromatographie gepruft. Die erfolgreiche Aktivierung
konnte zudem infrarotspektroskopisch nachgewiesen werden [190].
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Abb. 21: Cyanurchlorid-Derivat des Caldarcachaeols

3.2.1.2 Beschichtunqg der Substrate

Substratmaterialien

Die Auswahl der Substratmaterialien orientierte sich an den gewdahlten Applikationen. Aufgrund der
biotechnologischen Problemstellung an sensorischen Funktionsflaichen im Gewaéassermonitoring wurde
ein optisches Borsilikatglas — BOROFLOAT B33 (Schott Jena AG) — als Referenzmaterial gewahit. Zur
Nutzung im medizinischen Bereich diente das kommerziell erhaltliche Silikon — Raumedic SIK 6504
(Rehau AG, Deutschland) als Substrat. Dieses Polymer ist bereits durch die FDA (Food and Drug
Administration, US-amerikanische Arzneimittelzulassungsbehérde) zugelassen und wird als
Kathetermaterial flir die peritoneale Dialyse eingesetzt.
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Aktivierung der Substrate

Die kovalente Bindung des aktivierten Tetraetherlipids erfordert eine Aktivierung des Subtstrates. Fir die
Aktivierung des Borsilikatglas wurde eine Xeradex-Lampe zur Bestrahlung der Oberflachen mit gepulster
UV-Strahlung eingesetzt. Bei dieser Prozedur wird zusétzlich zum Energieeintrag durch die kurzwellige
UV-Strahlung Ozon erzeugt, so dass die Oberflachen von organischen Verunreinigungen befreit und
zugleich chemisch aktiviert werden (Generierung reaktiver Sauerstoffspezies). Die Uber 5 Minuten
bestrahlten Glaser reagierten dann direkt mit dem Tetraetherlipid.

Das Verfahren zur Oberflachensilanisierung (Einfiihrung reaktiver Aminogruppen) wurde auf dem Silikon
in zwei Schritten realisiert. Inerte Silikonpolymere erfordern eine Praaktivierung der Oberflache, um freie
Hydroxylgruppen durch die Spaltung der Si-O-Bindung zu erhalten. Dazu wurde das Polymer mit einer
Loésung von 5M NaOH kontaktiert. Im zweiten Verfahrensschritt wurden durch die Umsetzung mit
Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS) die zur Lipidierung benétigten freien Aminogruppen erzeugt.

Beschichtung mit Tetraetherlipid

Fur die Bereitstellung modifizierter Tetraetherlipidbeschichtungen in den Untersuchungen kam
ausnahmslos das Self-Assembling-Verfahren zur Anwendung. Es wurden spezifische PTFE-
Reaktionskammern entwickelt und fur unterschiedliche Probengeometrien, z.B. Objekttragerformat oder
Ronden fir den Einsatz in Multiwellplatten, modifiziert (Abb. 22).
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Abb. 22: PTFE-Reaktionskammer fiir die Self-Asssembling
a) Kammer fiir Objekttrager (75 x 25 mm), b) Kammer fiir Ronden (& 15 mm)

Das aktivierte Tetraetherlipid wurde fur die Beschichtung in Chloroform geldst (Konzentration: 1 mg/ml)
und in der dargestellten Reaktionskammer mit den aktivierten Substratoberflachen in Kontakt gebracht.
Durch das Bestreben zur molekularen Selbstorganisation kommt es zu einer physikalischen Adsorption
der Lipidmolekile an der Grenzflache. Nachfolgend bildet sich eine chemischen Bindung durch Reaktion
der aktivierten Kopfgruppe des Tetraetherlipids mit den funktionellen Gruppen auf der Oberflache des
Glases. Die Reaktion wurde bei einer Temperatur von 70°C Uber einen Zeitraum von 12 Stunden gefihrt.

Fur die Realisierung der Tetraetherlipidbeschichtung des Silikons wurde als L&sungsmittel Aceton
eingesetzt, um drastische Verdnderungen der Polymeroberflache (Quellen, Degradation) durch den
fortdauernden Kontakt mit Chloroform zu umgehen. Die aktivierten Silikonsubstrate wurden fir 2 Stunden
bei 40°C in die Lipidldsung (Konzentration: 1 mg/ml) eingetaucht.
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3.2.2 Funktionalisierung der Lipidschichten

Nach dem Aufbau der Tetraetherlipidschichten folgte die nachtragliche Modifizierung der zweiten, nicht
zur Verankerung benétigten, nach auf3en stehenden Kopfgruppe. Die Auswahl der Funktionalisierungen
orientierte sich an dem in Kapitel 2 beschriebenen Antifoulingmodellen.

Als Basis der Modifizierung wurden einfache Tauchverfahren zur Nachfolgederivatisierung der fixierten
Tetraetherlipide an der Substratoberflache etabliert.

Die Funktionalisierung der Tetraetherlipidschicht erfolgte dabei in einer ersten Stufe mit dem Ziel der
Variation physikochemischer Oberflachenparameter. Diesem schloss sich ein Optimierungsschritt an, der
eine Kopplung spezifischerer funktioneller Gruppen beinhaltete. Als Kopplungsmolekile wurden
Aminogruppen eingesetzt, um eine kovalente Bindung zum Cyanurchlorid zu initialisieren.

Die nachfolgende Tabelle gibt eine Ubersicht tiber die applizierten Funktionalisierungen, die verwendeten
funktionellen Gruppen, die Bezeichnung der Proben sowie eine schematische Darstellung der

Funktionalisierung.

Tab. 4 : Funktionalisierung der &uReren Kopfgruppe des Tetaretherlipids

Parameter Verfahren der Proben- Strukturformel des Schema
Modifizierung bezeichnung gekoppelten Molekiils
NH,
hydrophob Umsetzung mit TLCF F F
Pentafluoranilin
F F
F
hydrophil Peggylierung mit TL PEG "
PEG 3500 H .
negativ geladen Kopplung von TL neg NHZ\/\%—OH
Taurin o)
itiv gelad Koppl TL NH i
ositiv geladen opplung von 0S
p g pp _9 p 2\/\+N—CH3
Cholamin |
CH3 cr
zwitterionisch Umsetzung von TLPC S
o/
Chlorphospholan, _O_ﬁ,_o,\,N\—

anschlieBend mit
Trimethylamin zur
Reaktion gebracht

hydrophil + TL Kombi NH}V\oﬁ/\/NHZ

negativ geladen Peggylierung mit n
einem Di-Amin-
Polythylenglykol
und Kopplung von °
Propansulton 0”0
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3.3 Charakterisierung

Die Ruckfihrung des in Kapitel 2 entwickelten theoretischen Konzepts der Wechselwirkungsenergien der
Bioadhasion auf messtechnisch erfassbare KenngréRen miindete in die Bestimmung energetischer und
elektrokinetischer Oberflachenparameter. Die umfassende Charakterisierung der modifizierten
Tetraetherlipidschichten dient zunachst der Bewertung der erreichten Funktionalisierung innerhalb des
biomimetischen  Antifoulingkonzetpes. In Ergdnzung mit der entsprechenden Analyse der
Mikroorganismen und Medien ergibt sich ein umfassendes physikochemisches Parameterfeld.

Zunachst erlaubt die Messung des Wasserkontaktwinkels eine erste Aussage bezilglich der
Oberflachenhydrophobizitat. Die Betrachtung der Oberflachenspannung erméglicht die Bewertung der
Gesamtgrenzflachenenergie zwischen einer Materialoberfliche und dem Biosystem. Weiterflihrend
gestattet die Aufsplittung dieser Kenngrof3e Uber spezifische Anteile der Grenzflachenspannung die
Interpretation disperser und polarer Beitrdge der Gibbs'schen Energie. Der direkte messtechnische
Zugang zur Kenngrof3e des Zetapotenzials und der lonenstarke ermdglicht die eindeutige Kalkulation der
elektrostatischen Wechselwirkungsenergie durch die Anwendung der Gleichung 24.

Die nachfolgende Tabelle 5 fasst die energetische und elektrokinetische Oberflachencharakterisierung
einschlief3lich der verschiedenen Methoden schematisch zusammen.

Tab. 5: Ubersicht der Charakterisierung in Abhéangigkeit der KenngréRen

Oberflachenenergie Oberflachenladung

KenngroRRe Hydrophobiziat Oberflachenspannung Zetapotenzial IEP
gesamt / dispers / polar

Material Kontaktwinkel Owens/Wendt - Verfahren | Stromungspotenzial | Titration
Mikroorganismus Kontaktwinkel Owens/Wendt - Verfahren | Elektrophorese Titration
KenngroRRe Oberflachenspannung lonenstarke

gesamt / dispers / polar

Medium tensiometrische Messung ionische Zusammensetzung

Erganzend wurde eine topographische Charakterisierung realisiert mit dem Ziel, die Oberflachen-
morphologie der Substratmaterialien einzuschatzen. Die Anwendung mehrerer mikroskopischer
Verfahren dient der umfanglichen Bewertung der erreichten Qualitdt der funktionalisierten
Tetratetherlipidschichten. Dem zugeordnet erfolgt die Darstellung der GrolBe, Geometrie,
Oberflachenmorphologie und Schleimbildung der Mikroorganismen mittels Mikroskopie.

3.3.1 Energetische Charakterisierung

Die kurze einfihrende Betrachtung der Gro3en Grenzflachenspannung und Grenzflaichenenergie dient
einer exakten Nomenklatur, da in der Fachliteratur die Begriffe Oberflachenenergie und
Oberflachenspannung haufig nicht tbereinstimmend angewendet werden.

Ausgehend von der mechanischen Betrachtung einer Grenzflachenschicht zwischen sich beriihrenden
Phasen ist die Grenzflachenspannung y definiert als die der Differenz des lokalen Tangentialdruckes und
des in der homogenen Raumphase herrschenden Druckes entsprechende integrale Eigenschaft [191,
192].
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Fur die Adsorption T der Komponente i, als eine der Grenzflachenspannung analoge integrale
Eigenschaft beziglich der Konzentrationsdifferenz erhdlt man Gleichung 9. Die GrolRen
Grenzflachenspannung und Adsorption flieBen nun in die thermodynamische Betrachtung der
Grenzflachenschicht ein. Mit der Methode nach Gibbs zur Behandlung von Grenzflachen folgt fur den auf
die Trennflache bezogenen Uberschuss der freien Energie:

f=y+> ul (41)

Dies bedeutet, dass die Grenzflachenenergie und die Grenzflachenspannung sich gleichen, wenn an der
gewabhlten Trennflache keine Adsorption auftritt.

In der wissenschaftlichen Praxis entwickelten sich nun unterschiedliche Messmethoden der
Oberflachenspannung fester und fliissiger Phasen sowohl auf der Basis theoretischer Betrachtungen,
mechanischer Verfahren aber auch thermodynamischer Messungen [193, 194]. Aufgrund ihrer
universellen Eignung findet die Bestimmung von Kontaktwinkeln an der Dreiphasengrenze
fest/flissig/gasformig die haufigste Anwendung [195]. Die Grundlage zur quantitativen Bestimmung
grenzflachenenergetischer Grol3en bildet die bereits 1805 von Young aufgestellte Beziehung [196]:

75v275I+7IvC080 (42)
Mit der Adhasionsenergie nach Dupre lasst sich diese aus Kontaktwinkeldaten bestimmen [197]:
AG2' =y, (1+cosb) (43)

Entsprechend der Darstellung in Kapitel 2, stellt sich das Grenzflachengeschehen als Summe
unterschiedlicher disperser und polarer Wechselwirkungskomponenten dar. Der polaren Komponente
werden dabei alle nicht dispersen Beitrdge einschlielilich elektrostatisch, Saure-Base-, hydrophil- und
hydrophob zugeordnet, da die Kontaktwinkelmessung als integrale Grol3e in dieser Applikation keine
Unterscheidung ermdglicht. In Ubertragung auf die Berechnung der Oberflachenspannung filhren
D.K. Owens und R.C. Wendt [198] das geometrische Mittel ein, so dass fir die Adhasionsenergie folgt:

AGY =2/y8y8 +2yyPyP (44)

Die Kopplung mit der Gleichung nach Young/Dupré lasst nun die indirekte Bestimmung der
energetischen Parameter unter Anwendung der Kontaktwinkeldaten mehrerer Messlosungen zu.
D.H. Kaelble fiihrte die Anwendung von mehr als zwei Messlésungen zur Kalkulation der
Oberflachenspannung basierend auf dem Owens/Wendt-Verfahren ein, erméglichte eine grafische
Auswertung und bewies zudem eine erhdhte Messsicherheit [199].

C.J. van Oss [18] erweiterte diese Berechnung durch die Aufspaltung des polaren Beitrages in den
Séaure-Anteil (Elektronenakzeptor y*) und den Base-Anteil (Elektronendonor y*) derart:

MG =2\[ySyi + 2lyiv +2rin (45)

Von Bedeutung ist zudem, dass sich die beiden polaren Anteil in dem Modell nicht additiv erganzen. Es
gilt fur den polaren Saure-Base-Beitrag zur Oberflachenspannung:

Y =2{yy" (46)
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Die Darstellungen verdeutlichen die Problematik der Bestimmung der Oberflachenspannung fester
Substratoberflachen. Sowohl das Verfahren nach Owens/Wendt als auch die Methode nach van Oss
stellen hypothetische Ansatze dar, deren Giltigkeit bisher nur empirisch bestatigt wurde. Das Verfahren
nach Owens/Wendt kam dabei nicht zuletzt aufgrund seiner zeitlich friheren Entwicklung zu einem
umfassenderen Gebrauch. Prinzipiell empfehlen einschlagige Arbeiten die Auswahl der
Bestimmungsverfahren in Abhangigkeit des zugrundeliegenden Substrats. Beispielsweise entwickelte S.
Wu [200] zusatzlich ein spezielles Verfahren fiir die Analyse niederenergetischer Oberflachen.

3.3.1.1 Energetische Charakterisierung der Tetraetherlipidschichten

Zur Erfassung der Kontaktwinkel der Tetraetherlipidschichten diente ein computergestitztes Messsystem
(dataphysics, DCA 20). Die Fortschreitwinkel wurden mit der Methode des liegenden Tropfens erfasst.
Nach dem Setzen des Tropfens erfolgte eine stetige Fliissigkeitszugabe bis zum Erreichen des
sogenannten ,Plateau“-Wertes, der einen Gleichgewichtszustand beschreibt [201]. Vermessen wurden je
Testflussigkeit 10 Tropfen mit einem Starttropfenvolumen von 3 pl. Die Beriicksichtigung eines
einheitlichen Tropfenvolumens steht dabei ebenfalls im Zusammenhang mit dem Ziel einer
reproduzierbaren Charakterisierung der biologischen Oberflachen [202]. Jeder Tropfen wurde zehnfach
vermessen.

Aus den Kontaktwinkelmessungen wurden mit der Methode nach Owens/Wendt & Kaelble die
Oberflachenspannung des Materials sowie deren polare und dispersive Anteile berechnet. Des weiteren
wurde die Polaritat als prozentualer Anteil des polaren Anteils der Oberflachenspannung, bezogen auf die
Gesamtoberflachenspannung, ermittelt.

Als Messlésungen dienten neben Dijodmethan als rein disperse Flissigkeit zusatzlich Wasser, Formamid
und Ethylenglykol, deren oberflachenenergetische Parameter nach Busscher et al. [96] in der Tabelle 6

zusammengefasst sind:

Tab. 6: Messflussigkeiten der energetischen Charakterisierung (* Angaben nach [96])

Messflussigkeit Formel  dispers* polar*
dest. Wasser H>O 46,8 mN/m 26,0 mN/m
Formamid CH3sNO 29,5 mN/m 28,7 mN/m
Ethylenglykol C2HeO, 21,3 mN/m 26,4 mN/m
Dijodmethan CHoal, 50,8 mN/m 0

3.3.1.2 Energetische Charakterisierung der biologischen Systeme

Die energetische Charakterisierung an den ausgewéahlten Mikroorganismen basierte ebenfalls auf der
Bestimmung der Kontaktwinkel mit der Methode des liegenden Tropfens. Der Einsatz dieser Methode zur
Bestimmung der Hydrophobizitat biologischer Systeme etabliert sich zunehmend in den aktuellen
Untersuchungen gegentber der langer gebrauchlichen MATS (Microbial Adhesion To Solvents)-Methode,
welche auf der Adhéasion der Mikroorganismen an Kohlenwasserstoffen beruht [203].

Die MATS-Methode begrenzt sich im wesentlichen durch Schwierigkeiten hinsichtlich einer
uneinheitlichen Interpretation [202]. Dennoch konnte an Beispielen bezilglich der Hydrophobizitat eine
direkte Korrelation zwischen beiden Analysenmethoden dargestellt werden [204].
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Vor der Vermessung der Mikroorganismen wurden Nahrlésungen tber 36 h inkubiert. Die so erhaltene
Bakteriensuspension wurde in 0,15 M NaCl gewaschen, in eine Suspension (2,5 x 10° / ml) tiberfiihrt und
anschlieBend bei 0,95 mbar mittels einer Vakuumpumpe durch einen Filter mit 0,45 pm Porenweite
gezogen. Die zuruckgehaltenen Bakterien bildeten danach einen ebenen geschlossenen Rasen, der eine
Kontaktwinkelmessung  ermdglichte.  Unter Beachtung des  deutlichen  Einflusses  der
Praparationsmethode auf die physikochemischen Parameter von bakteriellen Zelloberflachen geschah
die Vermessung der feuchten Proben zeitnah vor dem Trocknen des Filters analog der Analyse der
beschichteten Substratoberflachen [205].

3.3.1.3 Energetische Charakterisierung der Medien

Der Bestimmung der Oberflachenspannung der Medien als dritte beteiligte Phase der betrachteten
Grenzflachensituation diente die Wilhelmyplattenmethode, welche invers angewendet auch die Erfassung
des dispersen und polaren Anteils ermdglicht [206]. Hierbei erfolgte die dynamische
Kontaktwinkelmessung an einer PTFE-Referenzplatte.

3.3.2 Elektrokinetische Charakterisierung

Die elektrokinetische Charakterisierung basiert auf der Bestimmung des Zetapotenzials als
Kennparameter der Nettoladung einer Oberflaiche. Grundlage dafirr ist die Smoluchowsky-Gleichung,
gel6st unter der Bedingung, dass die auftretenden Krimmungsradien der Oberflache um vieles grof3er
sind als die Debye-Hiickel-Lange (Ap) [207]. Das auftretende elektrische Potenzial an der Scherebene ist
das Zetapotenzial und berechnet sich mit der Mobilitat b und der Viskositat n des Mediums:
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Bei der Stromungspotenzialmethode bildet sich das Strdomungspotenzial, wenn man die Flissigkeit unter

Druck an einer Festkorperoberflache vorbeistromen Il&asst. Ladungen der Doppelschicht werden

fortgetragen und fiihren zu einem elektrischen Feld in Abhangigkeit der Elektrolytleitfahigkeit:

Vo b
o _ 1

Ai: _g 5t (48)
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Die Auswertung der Stromungspotenzialmessung wurde von Fairbrother und Mastin [208] beschrieben, in
dem ein Zusammenhang zwischen der spezifischen elektrischen Leitfahigkeit des Elektrolyten und der
Geometrie der Kapillare erstellt wird. Fir die Bestimmung des Zetapotenzials folgt nun [209]:

_ Unx
Aps,e

(49)

3.3.2.1 Elektrokinetische Charakterisierung der Tetraetherlipidschichten

Die Stromungspotenzialmessungen an den Tetraetherlipidschichten wurden am Electrokinetic Analyser
(Fa. A. Paar, Graz) realisiert.

Zur Bestimmung des Zetapotenzials wurde nach der Befillung der spezifischen Messzelle fur Proben mit
einer Geometrie von 75 x 25 mm eine Druckrampe durchlaufen, diese Druckrampe (0 — 250 mbar) in
beide FlieRrichtungen aufgebracht und je zweimal vermessen.
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Als Elektrolytlésung fur die Bestimmung der pH-Abhangigkeit des Zetapotenzials und die Definition des
Isoelektrischen Punktes (IEP) diente eine 1 mmol/l NaCl-Losung. Die Titration erfolgte mit 0,1 M NaOH-
bzw. 0,1 M HCI-Lésung.

Von jedem Material wurden 6 Proben gewonnen, so dass 3 Wiederholungen durchgefiihrt werden
konnten. Die Auswertung der ermittelten Stromungspotenziale erfolgt nach der Methode von Fairbrother
und Mastin. Im Ergebnis wird neben dem Zetapotenzial in neutraler Umgebung der Zetapotenzial / pH-
Wert-Verlauf dargestellt, um den IEP zu ermitteln.

3.3.2.2 Elektrokinetische Charakterisierung der biologischen Systeme

Es ist mdglich, die Partikelladung bzw. das Zetapotenzial Gber die Bewegung im elektrischen Feld zu
bestimmen. Die Zetapotenzialmessung an Mikroorganismen beruht dabei auf der Bestimmung der
elektrophoretischen Mobilitat unter Anwendung des Zetamaster (Fa. Malvern Instruments, Ostfildern) [96,
210, 211].

Das Zetapotenzial des Partikels wird mit Hilfe der Helmholtz-Smoluchowski-Gleichung berechnet, in die
neben der elektrischen Mobilitét p die Dielektrizitat € und Viskositat n des Mediums eingehen.

Ei
He = _g (50)
n

Die Bakterien wurden in einem Medium suspendiert und in die Kivette des Messsystems gefillt. Das
Anlegen eines elektrischen Feldes an der Messzelle bewirkt eine Bewegung der zu untersuchenden
Zellen aufgrund ihrer Oberflachenladung, die Bakterien passieren einen Laserstrahl und streuen dabei
das Licht. Der Dopplereffekt fiihrt zu einer Frequenzverschiebung des Lichtes, die abhéngig von der
Partikelgeschwindigkeit ist.

Als Referenzelektrolyt diente neben dest. Wasser eine 1 mM NaCl-Ldsung. Zusatzlich erfolgten die
Untersuchungen in den jeweiligen Medien der Organismen aus den Bioadh&sionspriifungen, sofern die
Leitfahigkeit in einem messbaren Bereich lag. Die Einstellung der Konzentration der Mikroorganismen
erfolgte Uiber die Optimierungsfunktionen der Geratesoftware.

Die Organismen wurden in jedem Medium 3 x getrennt angesetzt. Zu Beginn der Messung wurde das
Oberflachenpotenzial als Punktmessung in 3 Messungen bestimmt. Anschlielend wurde eine
Zetapotenzial/pH-Wert-Kurve aufgenommen und der IEP ermittelt. Dabei erfolgte die pH-Titration mit
einer 0,1 M NaOH- und 0,1 M HCI-L6sung. Die Messungen wurden in jedem Elektrolyt wiederholt.

3.3.2.3. Elektrokinetische Charakterisierung des Mediums.

Die Bestimmung des charakteristischen Parameters des Mediums - die Debye-Lange als Dicke des
diffusen Teils der elektrochemischen Doppelschicht — erfordert die Kalkulation der lonenstarke der
jeweiligen Medien und Messelektrolyten.

Die lonenstarke der biologischen Medien wurde unter Anwendung der Gleichung (24), basierend auf den
definierten Salzkonzentrationen ermittelt. Hierbei wurde der Beitrag der Ladungen durch die Préasenz
z.B. von Proteinen, Glukose und Fleischextrakten vernachlassigt [212].

Die Debye-Lange der unterschiedlich konzentrierten Natriumchlorid-Elektrolyten konnte aus Tabellen
nach Lagaly [213] ermittelt werden.
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3.3.3 Mikroskopische Charakterisierung

3.3.3.1 Mikroskopische Charakterisierung der Tetraetherlipidschichten

Die konfokale Laserscanningmikroskopie diente zum Einen der Bewertung der erreichten
Oberflachenbedeckung und Homogenitat der Tetraetherlipidschicht [214]. Zudem wurde dieses Verfahren
zur Analyse der Oberflachenstruktur nach der Funktionalisierung der Lipide sowie flr Stabilitatsprifungen
eingesetzt. Die Messungen wurden am konfokalen Mikroskop TCS SP 2 der Firma Leica durchgefihrt.
Die Fluoreszenzmarkierung erfolgte mit dem Farbstoff DIOC,g lipophil (mobitec) [215]. Es wurden
Bildausschnitte von 200 um x 200 um aufgenommen und analysiert. Die Markierung der lipophilen
Regionen der Tetraetherlipidschicht eignet sich als Nachweis der Existenz einer Beschichtung auf
Oberflachen. Im unbeschichteten Zustand wurde keine Fluoreszenz nachgewiesen, sondern allein die
Verunreinigung durch Staubpartikel sichtbar.

Zusétzlich wurden Detailaufnahmen ausgewertet, welche mittels Atomkraftmikroskopie (AFM) einen

Bildausschnitt von 2,5 um x 2,5 um wiedergeben. Hier kam das Nanowizard-Messsystem der Fa. jpk-
instruments Berlin zur Anwendung. Die Analysen wurden im Tapping-Mode unter Luft durchgefthrt.

3.3.3.2 Mikroskopische Charakterisierung der biologischen Systeme

Neben der lichtmikroskopischen Betrachtung der unterschiedlichen bakteriellen Kulturen wurden im ZMN
der TU limenau elektronenmikroskopische Analysen an den Mikroorganismen der Applikationswasser
durchgefiihrt [216]. Das Ziel dieser Untersuchungen bestand in der Beurteilung der Grofden und Form
einzelner Organismen. Zusatzlich sollten Erkenntnisse bezuglich der Zellwandstruktur und der Présenz
von Zellwandfortsatzen gewonnen werden. Die Probenpraparation far die
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) wurde auf Quanti-foil-Netzen (Kohlenstoffbasis) kontrastiert
mit Phosphorwolframsaure durchgefiihrt. Es schloss sich die sofortige Untersuchung der Probe im TEM
an, um eine Veranderung durch Trocknung zu vermeiden. In Voruntersuchungen wurde im Hochvakuum
des Elektronenmikroskops eine solche Trocknung innerhalb der Untersuchungszeit von ca. 2-6 Stunden
bei einer Probe festgestellt.

Eine Farbemethode wurde erarbeitet, um die GréRe der Schleimhillen bzw. der extrazellularen
Polysaccharid-Hullen zu quantifizieren. Diese orientierte sich an fir Staphylokokken entwickelten
Protokollen [217]. Die erhaltenen Dauerprdparate wurden unter dem Lichtmikroskop (Olympus BX 70,
VergréRerung 100x) untersucht. Die Lange und Breite von 20 einzelnen Organismen einer
Bakterienspezie als auch ihrer angefarbten Schleimhillen wurden gemessen und gemittelt.

3.4 Bioadhdasionsprifung

Von wesentlicher Bedeutung bei der Bewertung des Antifoulingpotenzials ist die Einteilung der
Biofilmbildung in die initiale Phase und die Phase des Biofiimwachstums, in der ein mdglicher
Substrateinfluss darstellbar wird. Dementsprechend fokussieren zahlreiche Studien insbesondere
Laborpriifungen allein auf die Unterdriickung der Bioadhasion und der Ausbildung eines ,Conditioning
Films*“ unmittelbar nach dem Kontakt einer Materialoberfliche mit einem foulingaktiven Medium.
Labortests ermoglichen eine hohe Effizienz der Biofilmprifungen aufgrund der Reproduzierbarkeit in
einem verkirzten Messzeitraum. Die Durchfiihrung von Feldtests zielt andererseits auf die Beurteilung
der zu prifenden Materialien unter realitdtsnahen Umgebungsbedingungen Uber die erforderliche
Einsatzdauer. Auf aktuellen Tagungen zur Biofilmproblematik (z.B. Biofilms 2004 in Osnabriick, 2006 in
Leipzig) wurde die anhaltende Problematik beziiglich der Effizienz von Testmethodiken in den folgenden
gegensatzlichen Prifansatzen betont:
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einfache definierte Kultur (Monokultur)
Kurzzeittests

Fokus auf Zellen bzw. Bakterien
Adhésion und Biofilmbildung
experimentelle Studien

komplexe Kulturen (Mischkultur)

lang andauernde Prifungen

Fokus auf Komponenten des EPS
Abldsung des Biofilms

theoretische Modellierung, Simulation.

tseeQ

R. M. Donlan [218] fasste in einem Review mehr als 20 Verfahren zur Biofilmtestung im statischen und
dynamischen Modus zusammen und verglich ebenso zahlreiche Methoden zur Quantifizierung des
entstehenden Biofilms. Im Ergebnis favorisierte er keine der Messmethoden allein, sondern forderte eine
sinnvolle Kombination entsprechend der Aufgabenstellung mit dem Anspruch:

- die Reproduzierbarkeit fur jede besondere Methode aufzubauen,

- die neue Methode mit alteren Methoden zu vergleichen (Standardisierung) und

- die Ergebnisse mehrerer Methoden zu korrelieren.

Ebenfalls vergleichen Bos et al. [29] verschiedene in vitro Methoden zur Bioadhasionsmessung. Sie
favorisieren die Applikation der parallelen Plattenmethode. Schmidt et al. [111] untersuchten Materialien
in einer Trinkwasseranlage lber 4 — 23 Wochen sowie zusatzlich im in vitro-Versuch an einer Mischkultur
aus drei Trinkwasserorganismen. Sie stellten materialspezifische Unterschiede allein im Frihstadium der
Feldtests fest. Bezliglich der notwendigen Versuchsdauer der Laborbioadhéasionspriifungen besteht in
den derzeit existierenden Befunden ebenfalls kein allgemein gultiger Konsens, was sich auch in der
unbestimmten Definition der Dauer der initialen Phase der Biofilmbildung begriindet. A. Roosjen [91]
prasentierte dahingehend mehrere Analysen der bakteriellen Adh&sion unter Anwendung von
PlattenflieBkammern (ber eine Dauer von einigen Stunden bis zu mehreren Tagen. Diese Beispiele
verdeutlichten aufgrund der Bandbreite der erhaltenen Ergebnisse die Notwendigkeit einer Kopplung
mehrerer methodischer Ansatze.

Die zentrale Basis der eigenen Testkonzeption sind Laborbioreaktorsysteme zur Simulation relevanter
Milieubedingungen. Die Anwendung von PlattenflieBkammern, gekoppelt an den Laborbioraktor hat sich
als moglicher Ldsungsweg fir die dargelegte Problemstellung bewahrt. Den zweiten zentralen
Ansatzpunkt der Bioadhéasionsprifung bilden mehrere applikationsspezifische Mischkulturen.
Entsprechend dem Anforderungsprofil des Gewassermonitorings wurden die zu untersuchenden
Applikationswasser: Trinkwasser, Flusswasser und Abwasser definiert. Es erfolgten vorbereitende
Bioadhasionsmessungen an 15 Primarbesiedlern mit dem Ziel, den Einfluss der Mikroorganismen selbst
auf die Bioadhasion zu bewerten und eine Grundlage fir die so entstehenden Mischkulturen aus jeweils 5
Mikroorganismen zu erhalten. Diese in vitro-Prifungen wurden an unbeschichteten und mit
Tetraetherlipid beschichteten Glas in der Multiwellplatte Uber 24 h realisiert. Die nachfolgende Abbildung
23 fasst die Ergebnisse anhand der Anzahl adhéarierter Zellen pro Flache zusammen und vergleicht dies
mit der Adhéasion aus der Mischkultur. Das Ergebnis dieser vorbereitenden Untersuchungen lasst
erkennen, dass die Zahlen adhéarierter Mikroorganismen der Monokulturen in einem mit der Mischkultur
vergleichbaren Level liegen. Die Mischkultur erreicht in der absoluten Zahl nicht die Summe aus den
einzelnen Bakterien, was auf eine konkurrierende Adhéasion der Organismen in der Mischkultur weist. Die
Adhésionsneigung variiert drastisch, zwischen den einzelnen Mikroorganismen werden zum Teil
Differenzen um das Fiinffache gemessen. Auch der Materialeinfluss ist unterschiedlich: die Lipidierung
der Oberflache fuhrt mit zwei Ausnahmen (grauer Pfeil) zu einer Reduzierung der Zahl adhérierter
Bakterien. Rijnaarts et al. [48] beschreiben in einer vergleichbaren Arbeit die Adhasionseigenschaften
von 7 Bakterienstdmmen auf Glas und Teflon. Auch sie stellen bei einzelnen Organismen eine ungleiche
Adhésion fest, ohne zunéchst eindeutige Wechselbeziehungen zu finden. Unter &hnlichen
Gesichtpunkten analysieren Triandafillu et al. [108] die Adhédsion von 18 Stammen der Spezie
P. aeruginosa. Bereits nach 2 h Inkubation werden Differenzen zwischen den Mikroorganismen um das
Zehnfache erkennbar, welche die Autoren mit der Variation thermodynamischer Interaktionen begrinden.
Wird das Spektrum des zu untersuchenden biologischen Systems z.B. auf Pilze, Zellen, Blut oder
Proteine erweitert, wird eine Vereinheitlichung der Bioadhéasionstestung zunehmend schwieriger bis
unmdoglich [56, 91, 219].
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Abb. 23: Zellzahl der 15 Primarbesiedler und Mischkulturen, Substrat: B33, B33 TL

Die Bedeutung einer applikationsspezifischen Mischkultur wird ersichtlich und begriindet die in der
vorliegenden Arbeit gewdahlten mikrobiologischen Modelle bestehend aus den definierten Medien
Flusswasser, Trinkwasser und Abwasser und jeweils 5 ausgewahlten Mikroorganismen mit hoher
Adhésionsneigung und rascher Besiedelungszeit. Gekoppelt mit synthetischen Simulationswassern
wurde ein praxisnahes biologisches Modell zur Verfligung gestellt. Analog gelingt dies bei der
Untersuchung der medizinischen Applikation in der Anwendung synthetischer Dialyseflissigkeit und einer
Mischkultur aus typischen Infektionskeimen.

Mit dem Ziel, sowohl eine applikationsspezifische Aussage zur initialen bakteriellen Adhasion zu erhalten,
aber auch ein mdglichst umfassendes Bild der Biofilmbildung zu gewinnen, gliederte sich die
Bioadhasionspriifung in verschiedene Stufen, wie die nachfolgende Ubersicht verdeutlicht. Zum Zweiten
erfolgte die Einbringung der modifizierten Tetraetherlipidschichten in Funktionstests unter realen
Feldbedingungen bzw. im Rahmen der Biokompatibilitatsprifung nach der DIN EN ISO 10993. Diese
européaische Norm behandelt die biologische Priifung von Medizinprodukten und ist fur die Vermarktung
neuer Produkte essentiell.

Tab. 7 : Ubersicht der Bioadh&sionsstudien in Anhangigkeit des biologischen Modells und der Dauer

Biologisches Modell |in vitro - Labortest in situ - Feldtest

Dauer Modellwasser Infektionsmodell Talsperre, Klaranlage | Implantation

initiale Adhasion | dynamisch dynamisch

tber 5 h

Adhésion statisch dynamisch | statisch

Uber 24 h dynamisch

Biofilmbildung  Uiber dynamisch unter | Biokompatibilitats-
mehrere Wochen realen Bedingungen | prifung
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3.4.1 Mikroorganismen / Medien

3.4.1.1 Gewassermonitoring

Material, Methode

Im ersten Schritt wurden durch die Gerhard Mercartor Universitat Duisburg, FB Aquatische Mikrobiologie,
Primarbesiedler aus relevanten Applikationswassern isoliert. Als Quelle diente fir:

Die Isolate wurden als Biofilmbakterien angeziichtet und bezlglich der Besiedelungsdichte auf
Borsilikatglas, Edelstahl und Teflon innerhalb von 24 Stunden bewertet. Es zeigte sich, dass Isolate mit

Flusswasser -
Trinkwasser -
Abwasser -

Ruhr bei Mihlheim-Styrum
Zulauf, Landesamt fuir Wasser und Abfall NRW, Versuchsklaranlage
Wasserwerk-Styrum-Ost, Aktivkohlefilter, Auslauf.

mehr als 10° Zellen/cm® anhafteten. Diese Belegungsdichte ist als relevant fir Primarbesiedlung
anzusehen und wurde deshalb als Richtwert angenommen. Aus jedem Medium wurden je 5 Isolate
selektiert und identifiziert.

Die nachfolgende Ubersicht zeigt die fiir die Modellwésser ausgewahlten Mikroorganismenstamme mit

hoher Adhasionsneigung und rascher Besiedelungszeit.

FW 2.5
FW 3.5
FW 4.1
FW 5.7
FW 8.5

AW 6.2
AW 6.7
AW 6.11
AW 7.12
AW 7.25

Flusswasser

Aeromonas hydrophila/caviae
Sphingomonas paucimobilis

Pasteurella spp
Aeromonas salmonicida
Leuconostoc spp

Abwasser

Bacillus cereus
Bacillus cereus
Propionibacterium avidum

TW 9.2
TW 9.5
TW 9.7
TW 9.10
TW 9.12

Pasteurella spp /Moraxella spp
Cellulomonas spp / Microbacterium spp

Trinkwasser

Vibrio fluvialis

Acidovorax delafieldii
Sphingopyxis terrae
Citrobacter koseri/ farmeri
Rahnella aquatilis

Zusammen mit den isolierten Primarbesiedlern wurden synthetische Wasser definiert, die hinsichtlich
ihrer Zusammensetzung den natirlichen Wassern angendahert sind. Die synthetischen Wasser beschreibt
diese Ubersicht:

Flusswasser [mg/]):

CaCl; x2H,O - 34,6
MgSO4 x 7 H,O -112,3
NaHCO3; -126,0
KH2PO4 - 4,35
NaNO3; - 85,0
Glukose - 6,6
Pepton - 20

Trinkwasser [mg/l]:

CaCl, x2H,O - 34,60
MgCl, x 6 H,O - 95,50
CaS04 x 2 H,O - 358,50
NaHCO; - 42,00
Glukose - 2,15
Pepton - 20

Abwasser / R2A [g/]):

Hefe-Extrakt - 05
Proteose Pepton - 0,5
Casamino Acid - 0,55
Glukose - 05
Losliche Starke - 0,5
Natriumpyruvat - 0,3
K2HPO4 - 03

MgSO4x 7 H,0 - 0,05
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3.4.1.2 Medizinische Applikation - Infektionsmodell

Die Darstellung medizinisch relevanter Umgebungsbedingungen orientierte sich am Applikationsbeispiel
der kontinuierlichen peritonealen Dialyse (CAPD) [75]. Die Bearbeitung am Beispiel des Einsatzes
peritonealer Dialysekatheter erforderte den Einsatz von typischen Infektionskeimen. Hier kamen die
Mikroorganismen Staphylococcus aureus (S. aureus, ATCC 12600, DSMZ) und Staphylococcus
epidermidis (S. epidermidis, PCM 2479, DSMZ) zur Anwendung, welche als vorherrschende
Infektionskeime der peritonealen Dialyse gelten [76, 220], aber auch charakteristische Vertreter der
nosokomialen Infektion sind.

Die Simulation des medizinischen Anwendungsfalles erforderte zudem ein spezifisches Medium, die
peritoneale Dialyseflissigkeit (PDFL). Diese Ldsung stellt die im Ausfluss proteinfraktionierte und
substanzbeladene Lésung nach der Anwendung eines Katheters im Peritoneum dar. lhre
Zusammensetzung orientiert sich an Holmes et al. [221] und beinhaltet:

Peritoneale Dialyseflissigkeit [g/l] CaCl; x 2 H,0O - 0,133
MgCl, x 6 H,0 - 0,081
NaCl -8,0
KH2PO4 -0,128
KCI - 0,197
Harnstoff -1,32
Kreatinin - 0,083
Glukose -3,37
Nutrient Broth 0,1%
FBS 1%

3.4.2 In vitro- Bioadh&sionsprifung

3.4.2.1 Bioadhasionsprifung in Modellwassern

Voruntersuchungen zur in vitro - Bioadhasionspriifung an unbeschichteten und lipidierten Oberflachen
wurden im Flusswassermodell im statischen Modus realisiert.

Die Mischkultur des Flusswassermodells wurde dabei als Batchkultur angesetzt, mit der eine
Ausgangskonzentration der bakteriellen Suspension von 10" Mikroorganismen/ml als finale Konzentration
erreicht wurde. Die Inkubation im direkten Kontakt mit der zu untersuchenden Oberflache erfolgte in 24-er
Multiwellplatten und dauerte 24 h bei Raumtemperatur. Das Kulturmedium wurde wéhrend der Messung
nicht gewechselt. Abschlie3end wurden die Oberflachen mit Medium gespilt, um die nicht anhaftenden
Mikroorganismen zu entfernen. Die Bestimmung der Zahl und Vitalitdt der auf der Oberflache
anhaftenden Mikroorganismen geschah nach Ablésung der Bakterien mittels Ultraschall und
anschlieBender Anfarbung mit dem Fluoreszenz-Vitalfarbstoff BacLight®. Die Messung erfolgte an
jeweils 5 Parallelen. Sie wurde dreifach wiederholt, jede parallele Zellzahl wurde in der Z&hlkammer
vierfach bestimmt.

Dynamische Bioadhasionsexperimente erweitern das Methodenspektrum im Labor aufgrund ihrer
umgebungs- und stromungsrelevanten Testbedingungen. Die Anwendung eines Rotating-disk-Reaktors
[222], von radialen FlieBkammern [223] oder, wie es Uberwiegend gehandhabt wird, von parallelen
PlattenflieRkammern [224] gestattet nicht nur die Simulation hydrodynamischer Stromungsbedingungen
der jeweiligen Applikation sondern zuséatzlich eine Analyse des Abléseverhaltens von Biofilmen.
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Im Zentrum der dynamischen in vitro - Bioadhasionsprifung fir das Gewassermonitoring wurde im
Rahmen dieser Arbeit ein Multifermentationssystem etabliert, um die ausgewahlten biologischen Modelle
zu inkubieren (siehe Abbildung 24).

Die Proben werden in Form von Objekttragern in die PlattenflielRkammer eingebracht, deren Fliel3kanal
mit einer Glasplatte abgedeckt wird. Der FlieRkanal umfasst somit 60 mm x 15 mm x 1 mm.

Zu Beginn der Messreihe erfolgte eine Konditionierung mit Medium ohne Mikroorganismen. Dies diente
zusatzlich der Entfernung von Luftblasen im Schlauchsystem. Das Medium wird mit einer
Geschwindigkeit von 3 ml/min in die FlieBkammer gespilt, wobei vor der Bildaufnahme das komplette
Schlauchsystem mit Medium ohne Mikroorganismen ausgewaschen wird, um nicht anhaftende Zellen zu
entfernen.

Die Kopplung von vier PlattenflieBkammern im Parallelbetrieb ermoglicht den direkten Vergleich
unterschiedlich beschichteter Substrate im online-Verfahren. Die Mikroorganismen wurden in den
einzelnen Fermentoren des Bioreaktorsystems herangezogen und in eine Mischkultur mit einer
Konzentration von 10" Mikroorganismen/ml tiberfiihrt. Die anschlieBende Messung erfolgte tiber 24 h im
jeweiligen Applikationswasser. Je Fliel3zelle wurden nach 1, 2, 3, 4, 5, 22, 23 und 24 h lichtmikroskopisch
Bilder aufgenommen.

Die Auswertung der Bilder erfolgt mittels digitaler Analysesoftware (SIS Analysis®). Dabei wurde zum
einen die Bestimmung der Anzahl der anhaftenden Bakterien automatisiert, andererseits bietet die
Gliederung der Organismen nach unterschiedlicher Form und Groéf3e (Formfaktor) die Mdglichkeit, die
Adhéasion unterschiedlicher Stimme abzuschétzen. Je Messpunkt erfolgten funf parallele Aufnahmen
Uber den FlieBkanal verteilt. Insgesamt wurde eine Dreifachbestimmung jeder Modifikation der
Lipidbeschichtung realisiert. Zusétzlich wurde die Bioadhasion an Referenzproben mittels
Rasterelektronenmikroskopie (REM) bewertet. Zu diesem Zweck wurden die Mikroorganismen fixiert,
getrocknet (kritische Punkttrocknung) und besputtert.

- “a:

—— T e

.'a

53



Material, Methode

Mikroskop

Flieblkarmmer

[

Bildanalysesystem

|

Abfall Medium Bioreaktor mit Bioreaktoren mit Reinkulturen von Primirbesiedlern
(Versorgung) Mischkultur

Pumpe Paralleler Anschlufd von mehreren Flielizellen

Abb. 24: Messplatz zur Durchfiihrung der dynamischen Bioadhéasionsprifung im Gewassermonitoring
a) Messplatz fiir Bioadhasionsprifungen
b) schematische Darstellung

Mit dem Ziel das Strémungsverhalten im FlieRkanal zu beurteilen, wurde ein CAD-Modell des Kanals
erstellt und die Stromung numerisch simuliert. Die nachfolgende Abbildung 25 zeigt neben dem
entstandenen Modell zusétzlich die Strémungsgeschwindigkeit des Wassers in der FlieRzelle bei einem
Volumenstrom von 3 ml/min. Die Darstellung der Stromung (Schnitt in der Mitte des Kanals) unterstreicht
die Realisierung einer laminaren Strémung Uber den gesamten Probenraum. Die Konstruktion des
FlieRBkanals insbesondere die Verbindungselemente zum Schlauchsystem lassen keine Verwirbelung des
Mediums entstehen. Fir die Mitte des Fliel3kanals wird eine maximale Geschwindigkeit von ca. 4,4 mm/s
erreicht.

0 mm/s

5 mm/s

10 mm/s

| P

Abb. 25: CAD-Modell des FlieBkanals und Darstellung der Strdmungsgeschwindigkeit

3.4.2.2 Bioadhasionsprifung mit dem Infektionsmodell

Entsprechende Voruntersuchungen an unbeschichteten und lipidierten Oberflachen erfolgten mit dem
Infektionsmodell (analog der unter 3.4.2.1. dargestellten in vitro — Messung) im statischen Modus. Die
initiale Konzentration der eingesetzten Keime betrug hierfiir 10° Keime / ml. Die Multiwellplatten wurden
entsprechend der Applikation bei 37°C inkubiert. Die Auswertung dieser Messungen erfolgte ebenfalls an
5 Parallelen in dreifacher Wiederholung.
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Im Rahmen der dynamischen in vitro Bioadhasionsprifung wurde eine spezifische Vorschrift
entsprechend der peritonealen Dialyse entwickelt, um mdglichst physiologisch relevante Messbe-
dingungen zu erhalten. Dabei wurde von einer 120-minitigen Ansiedelungsphase (Seedphase)
ausgegangen, gefolgt von einer 20-stiindigen Proliferationsphase (Feedphase). Nachdem in der
Seedphase die primare Adhasion der Bakterien initiiert wurde, erfolgte wahrend der zweiten Phase allein
die Proliferation der adharierten Organismen, da hier allein mit Medium gespult wurde. Dieser Ablauf
entspricht einem (blichen Dialysevorgang. Dem Setzen des Katheters, welcher naturgemafR mit
moglichen Infektionskeimen besiedelt ist, folgt ein Zeitraum des direkten Kontaktes mit der
Dialyseflissigkeit im Bauchraum. Erst nach einer definierten Dialysedauer wird die Katheteroberflache
gespult. Diesem Prozess soll die Kombination aus Seed- und Feedphase der Messung folgen. Die
Geschwindigkeit zwischen den Spulgangen betrugt 0,5ml / min.

Die Aufnahme der Adhasion einer Mischkultur mit einer Gesamtkeimzahl von 10® Keimen / ml (S. aureus,
S. epidermidis 50:50) unter dynamischen Bedingungen erfolgte wiederum in vier parallelen
PlattenflieBkammern. Die Zellzahl anhaftender Mikroorganismen wurde an 5 Positionen im Flie3kanal
mittels CLSM quantifiziert, verbunden mit einer Visualisierung {ber eine Vitalfarbung mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Baclight®. Die fluoreszenzmikroskopische Analyse wurde mit einem Leica-
Messplatz verwirklicht (siehe Abbildung 26). Im dynamischen Modus wurde ebenfalls je Modifizierung die
Prufung dreifach in voneinander unabhéngigen Anséatzen der Kultur durchgefiihrt.

Abb. 26: Bioadhasionsmessplatz mit Fluoreszenzmikroskop

3.4.3 Feldtest

Die Durchfihrung praxisrelevanter Feldtests im Bereich des Gewassermonitorings oblag im Rahmen
einer Forschungskooperation der Fa. 4H Jena Engineering GmbH. [225] Der Feldtest konnte aufgrund
guter Witterungsverhaltnisse in einem Zeitraum mit noch relativ hoher biologischer Aktivitat in den
Monaten September / Oktober 2004 durchgefuhrt werden. Hierfir wurden Proben in
Objekttragergeometrie an Stellen eingebracht, an denen auch die in situ-Messtechnik zum Einsatz
kommt. Als Testfeld diente die Trinkwassertalsperre Neustadt / Thiringen. Je Modifizierung wurden 2
Parallelen und eine unbeschichtete Referenz in die Freiwasserzone zwischen Staumauer und
Entnahmeturm eingebracht. Die Eintauchtiefe lag bei 2 m unter der Wasseroberflache. Die Testdauer
betrug 7 Wochen. Die Auswertung erfolgte nach Probenbergung unter Anwendung eines Software-
gestutzten  Videoinspektionssystems  visuell. Neben den beschichteten Modellproben in
Objekttragerformat wurden zusétzlich Modellplattchen aus Edelstahl und Silikon gepruft. Zusétzlich
wurden erstmals lipidbeschichtete Sensoren — pH-Sonden und Sauerstoffelektroden — sowie
Fasermesssonden fur die laserinduzierte Fluoreszenzspektroskopie eingebracht.
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Durch die Forschungskooperation mit der Sensortechnik Meinsberg GmbH wurden weitere Feldtests in
einem Belebtbecken der kommunalen Klaranlage Ddbeln-Technitz ermdglicht [225]. Diese Langzeit-
untersuchungen in einem Gewasser mit hohem Potenzial zur Bildung biologisch verursachter Belage
wurden in Eintaucharmaturen an herkdmmlichen, unbeschichteten und lipidierten pH-Messelektroden und
Sauerstoffsensoren realisiert.

Abb. 27: Feldtest in einer kommunalen Klaranlage
a) Position in der Anlage, b) Eintaucharmatur

3.5 Funktionalitatstests

Parallel zur Schichtcharakterisierung und Bioadhé&sionsprifung stand die Bewertung der bestehenden
Funktionalitat bezuglich der optischen und elektrochemischen Eigenschaften im Mittelpunkt sowie die
Prufung, inwieweit wesentliche Funktionsparameter der zu beschichtenden Oberflaichen beeintrachtigt
werden kdnnen. Die Funktionsprifung schloss eine speziell fir die medizinische Applikation wichtige
Prufung der Sterilisationsstabilitat und Biokompatiblitat der Tetraetherlipidschichten ein.

3.5.1 Optische Funktionalitat

Die optische Schichtcharakterisierung wurde im Rahmen einer Forschungskooperation durch die Fa.
Innovative Optische Messtechnik GmbH in Berlin durchgefiuhrt.

Ausgangspunkt fur das Versténdnis der optischen Eigenschaften der Tetraetherlipidschichten war die
Charakterisierung der Absorptions- und Transmissionseigenschaften, wobei im Hinblick auf die spatere
Applikation an faseroptischen Sonden insbesondere der UV- und der sichtbare Spektralbereich von
Interesse waren. Die unmodifizierten Tetraetherlipidproben auf Objekttrdgern aus Quarzglas wurden mit
einem Zweistrahl-Spektralphotometer (uv-2102 PC, Shimadzu, Japan) vermessen. Der untersuchte
Spektralbereich lag zwischen 300 und 800 nm. Im Referenzstrahlengang des Spektrometers befand sich
jeweils ein unbeschichteter Referenzobjekttréager. Da die durchstrahlte Probenflache einen Querschnitt
von ca. 5 x 2 mm? aufweist, entspricht das Messergebnis einem Mittelwert bezogen auf diese Flache.
Eine zweite optische Charakterisierung bestand in der visuellen Bewertung der Fluoreszenzeigen-
schaften der Beschichtungen, welche mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert S100, mit Axiocam
Farb-CCD-Kamera, Zeiss) durchgefiihrt wurden. Die Anregungswellenldange betrug 365 nm. Die
Fluoreszenz wurde nach einem Blockungsfilter (GG 450, Schott) breitbandig detektiert.
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3.5.2 Elektrochemische Funktionalitat

Die Untersuchung der elektrochemischen Funktionalitat erfolgte bei der Fa. Sensortechnik Meinsberg
GmbH. Im Mittelpunkt dessen stand eine pH-Messelektrode.

Zur Charakterisierung der Schichten wurden die funktionsbestimmende Parameter definiert:
Betriebswiderstand, pH-Sensitivitdt, Asymmetriepotenzial. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde
beurteilt, ob und wie die Modifizierungen die Eigenschaften der sensitiven Substratmaterialien
beeinflussen. Ein méglichst geringer, unbedingt aber kalibrierbarer Einfluss stellte dabei die Zielfunktion
dar. Es standen Musterelektroden fur die Messung zur Verfugung. Die Messungen an lipidierten pH-
Messelektroden und unbeschichteten Vergleichselektroden beinhalteten die Bestimmung der
Elektrodenparameter: Potenzial bei pH 4 und pH 7, Membranwiderstand, Steilheit und dem pH-Wert des
Kettennullpunktes nach 24 h im Messelektrolyten.

3.5.3 Biokompatibiltiatsprufung

Das Labor fur Medizinprodukteprifung (BMP Aachen GmbH) flhrte Biokompatibilitdétsuntersuchungen
durch. Diese beinhalteten sowohl die Zytotoxizitatspriifung als auch einen Hamokompatibilitatstest und
entsprachen bzw. orientierten sich an der DIN EN ISO 10993.

Zytotoxizitat ist die Eigenschaft von Stoffen, Gewebezellen zu schadigen. Die Zytotoxizitatsprifung
umfasste in dieser Arbeit einen Test im direkten Kontakt des zu testenden Materials mit Fibroblasten
sowie einen Test im indirekten Kontakt mit diesen Gewebszellen. Fur die Prufung im indirekten Kontakt
mit dem Material wurden die Proben im Zellenkulturmedium Uber 72 Stunden in 37°C extrahiert.
Anschliel3end wurde der Extrakt mit Fibroblasten Uber 24 Stunden inkubiert. Zur Bewertung konnte der
Einfluss auf die mitochondriale Aktivitdt der Zellen bestimmt werden. Die negative Kontrolle war das
Medium ohne Kontakt mit der Probe. Eine Verdinnung des Vinylalkohols (20 % (96 %) v/v) wurde als die
positive Kontrolle verwendet. Fir die direkten Untersuchungen wurden auf den Proben Uber 24 Stunden
inkubiert, um den Einfluss auf die Membranenintegritat zu bestimmen. Die negative Kontrolle war hier ein
PTFE-Film, als positive Kontrolle diente eine PVC-Probe.

Die Hamokompatibilitdtsprifung erlaubt eine Aussage Uber die Blutvertraglichkeit des Materials. Um die
Hamokompatibilitdét zu untersuchen, wurden die Proben mit dem menschlichen Vollblut und
Blutbestandteilen unter statischen Bedingungen (ohne Medienbewegung) bei 37°C inkubiert. Die
Bestimmung der Hamokompatibilitat basierte auf (i) der quantitativen Einschatzung der geédnderten
Zellzahlen, (ii) der Gerinnungs- oder Koagulationsaktivierung und (iii) der Hamolyse (Zerstérung roter
Blutkérperchen). Es diente Glas als positive Kontrolle und PTFE als negative Kontrolle.

Die Untersuchung der Gentoxizitat stellt die dritte in vitro-Biokompatibilitdtsprifung an den modifizierten
Silikonproben dar. Dieses Prifverfahren erkennt in einem ersten Schritt Genmutationen bakterieller
Keime, d.h. Veradnderungen der Chromosomenstruktur, hervorgerufen durch die zu testenden
modifizierten Silikonoberflachen. Als Testorganismus diente hier S. typhimurium.

Die Biokompatibilitatsprifung wurde zusatzlich durch die Realisierung eines Implantationsrestes als
in vivo-Testverfahren erganzt. Die modifizierten Silikonproben wurden dazu extrahiert und das Extrakt in

das Muskelgewebe von Kaninchen implantiert. Nach dem Ablauf von 7 und 28 Tagen erfolgte die
Beurteilung lokaler toxischer Effekte unter Anwendung der Histopathologie.

3.6 Statistik

Die Messwerte wurden sowohl mit deskriptiver Statistik als auch Uber Varianzanalyse bewertet. Dabei
kamen neben dem Box-Whisker-Plot der Student-t-Test und die ANOVA-Analyse zur Anwendung.
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4. Ergebnisse
4.1 Nachweis der Beschichtung

Der fluoreszenzmikroskopische Nachweis der erfolgreichen Immobilisierung des Tetraetherlipds wird am
Beispiel des unmodifizierten Tetraetherlipids verdeutlicht. Die Abbildung 28 zeigt im Vergleich die
Aufnahme des unbeschichteten fluoreszenzmarkierten Glases und der Probe B33 TL.

4000 um
]

Abb. 28: CLSM-Aufnahme (Fluoreszenzmarker: DiO1s)
a) Borofloat B33 (helle Punkte = Staubpartikel), b) B33 TL (Adsorbate und Verunreinungen sichtbar)

Die Darstellung demonstriert die erreichte Homogenitat der Tetraetherlipidbeschichtung. Anhand der
nachfolgenden Abbildung 29 ist zusétzlich festzustellen, dass die nachtréagliche Modifizierung der
Kopfgruppen des Lipids diese Qualitat nicht wesentlich negativ beeinflusst. Eine vollstandige
Beschichtung der Glasoberflache mit Strukturierungen konnte nachgewiesen werden.

4000 pm A0.00 prn,

]

40,00 pm 40,00 prm i 40,00 pm

Abb. 29: CLSM-Aufnahmen modifizierter Proben (Bezeichnung aus Tab. 4)
a) TL negativ, b) TL PEG, c) TL PC, d) TL positiv, ) TL CF, f) TL Kombi
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Die Abbildung verdeutlicht zudem, dass die Modifizierung des Tetraetherlipids mit unterschiedlichen
Funktionsmolekilen zu regelmé&Rigen aber verschiedenartigen Schichtstrukturen fihrte. Dabei offenbart
die Probe TL PEG eine homogene Schichtqualitat, welche mit der unmodifizierten Lipidschicht
vergleichbar ist. Die Aufnahme der Probe TL negativ zeigt wolkenartige Schichtstrukturen mit
punktférmigen Lipidclustern, deren Durchmesser bei einigen Mikrometern liegt. Derartige punktférmige
Agglomerate werden ebenfalls auf den Proben TL CF und TL Kombi sichtbar. Auf der Probe TL PC
erkennt man regelmafig angeordnete ,Lécher” in der Lipidschicht mit einem Durchmesser von 2 — 5 um.
Diese Defekte tauchen vereinzelt auch bei der Probe TL positiv auf, jedoch parallel zu runden
Lipidclustern in analoger GréRenordnung. Zusatzlich werden z.T. durch das Probenhandling entstandene
Schichtdefekte z.B. Kratzer sowie adsorbierte Verunreinigungen sichtbar.

Die AFM-Analyse unterstreicht die homogene Beschichtung der Glasoberflache mit einem
monomolekularen Tetraetherlipidfiim (Abbildung 30). Speziell die topografische Aufnahme eines
Bereiches von 4 x 4 pm zeigt eine gleichférmige Beschichtung mit einer Hohe von einigen Nanometern.

100 x 100 pm, Hohe 300 nm, Ra=1 nm 4 X 4 um, H6he 15 nm, Ra=0,8 nm

Abb. 30: AFM-Aufnahmen der Tetraetherlipidschicht, Substrat B33,

Unter Beachtung des Quellverhaltens von Silikon in organischen Losungsmitteln wurde die Beschichtung
in den Losungsmitteln (Chloroform, Aceton, Methanol) getestet. Die erfolgreichste Beschichtung,
verbunden mit einem geringen Angriff der Silikonoberflache, konnte mit Aceton erreicht werden. Infolge
der Praaktivierung in aggressiven Losungsmitteln wird die Oberflache des Silikons zusatzlich aufgeraut,
wie die erweiterte Hohenscala der AFM-Aufnahme von 100 x 100 pm im Vergleich zum unmodifiziertem
Silikon zeigt (Abbildungen 31 und 32). Im nanoskaligen Bereich, welchen die Lipidschicht abdecken
sollte, werden keine wesentlichen Unterschiede durch die Beschichtung sichtbar.

100 x 100 pm, Hohe 4000 nm 4 x 4 um, H6he 100 nm,

Abb. 31: AFM-Aufnahmen des unbeschichteten Silikon
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0.0 0.0 0.0 0.0

100 x 100 pum, Héhe 4000 nm 4 x 4 yum, H6he 400 nm

Abb. 32: AFM-Aufnahmen der Tetraetherlipidschicht, Substrat Silikon

Im Vergleich mit der beschichteten Glasoberflache wird deutlich, dass auf dem Silikon aufgrund der
hohen Rauigkeit des Materials eine Beschichtung mit mehreren Lipid-,Inseln“ erreicht wurde. Dies
unterstreichen die CLSM-Aufnahmen in Abbildung 33. Infolgedessen steht fur die nachfolgende
Funktionalisierung eine geringere aber ausreichende Anzahl aktivierter Kopfgruppen zur Verfiigung.

20.00 pm ) 3 LR 2 20.00 pm.|

Abb. 33: CLSM-Aufnahmen der Tetraetherlipidschicht, Substrat: Silikon, Fluoreszenzmarker: DiO1g
a) Raumedic SIK, b) SIK TL

4.2 Energetische, elektrokinetische und mikroskopische Charakterisierung
4.2.1 Charakterisierung der Tetraetherlipidschichten

Es werden die Ergebnisse der physikochemischen Oberflachencharakterisierung der Tetraetherlipid-
schichten zusammengefasst. Die Parameter werden generell zusammen mit den Ergebnissen der
Signifikanzprifung in Bezug auf die unbeschichtete Probe B33 bzw. SIK oder die unmodifizierte
Tetraetherlipidschicht TL prasentiert. Dabei verweist das Pluszeichen auf einen signifikanten Unterschied.
Die Bezeichnung entspricht der in der Tabelle 4 vorgestellten Modifikation.

Die Tabelle 8 beinhaltet die Wasserkontaktwinkel, gemessen an lipidbeschichteten Referenzglasern, und
die darauffolgende Tabelle 9 die Ergebnisse der lipidierten Silikonproben.
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Tab. 8: Wasserkontaktwinkel, Substrat: B33
(Standardabweichung SA) (Signifikanzintervall p= 0,05)

KW Wasser SA Signifikanz Signifikanz
[°] [°] zu B33 zu TL

B33 14,3 2,2 +
TL 77,8 0,5 +

TL PEG 73,1 2,4 + +

TL CF 71,7 1,9 + -

TL negativ 68,1 15 + +

TL positiv 74,6 1 + +

TL PC 60,6 11 + +

TL Kombi 54 2 + +

Tab. 9: Wasserkontaktwinkel, Substrat: SIK
(Standardabweichung SA) (Signifikanzintervall p= 0,05)

KW Wasser SA Signifikanz Signifikanz

[°] [°] zu SIK zu SIK TL
SIK 120,8 1,5 +

SIK TL 103,5 3,7 +

SIK TL PEG 107 6,5 + -
SIK TL CF 118,5 0,7 - +
SIK TL negativ 107,9 4,4 + -
SIK TL positiv 101,5 3,1 + -
SIK TL Kombi 103,6 7 + -

Die raue Oberfliche des kommerziellen Silikons fihrte zu héheren Standardabweichungen in der
Messung der Wasserkontaktwinkel. Aufgrund der Lipidierung der Oberflache wurde die hochenergetische
Oberflache des Borosilikatglases starker hydrophob. Demgegentiber fiihrte die Beschichtung des Silikons
zu einer Verringerung des Kontaktwinkels um bis zu 19°, wobei die absoluten Werte der dichten
Lipidschichten auf Glas von 54°~78° nicht erreicht wurden.

Die Oberflachenspannungen, kalkuliert mit der Methode nach Owens/Wendt, werden in den
nachfolgenden Tabellen gemeinsam mit der Polaritat fir die lipiderten Glas- und die beschichteten
Silikonproben zusammengefasst. Aufgrund der graphischen Ermittlung der energetischen
Oberflachenparameter (Darstellung tber 4 Messlésungen mit differenten Standardabweichungen) wurde
die Standardabweichung anhand der héchstmdglichen Abweichung der Regressionsgeraden ermittelt.
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Fur alle dargestellten Oberflachenspannungen sowie ihre polaren und dispersen Komponenten liegt die
héchstmdgliche Abweichung bei < 2mN/m. Zur Kalkulation der Signifikanzintervalle wurde die Gaul3'sche
Verteilungsregel zugrunde gelegt.

Tab. 10: Oberflachenspannung (OS) und Polaritat , Substrat: B33
(Signifikanzintervall p= 0,05)

oS Signifikanz  Signifikanz Polaritat Signifikanz  Signifikanz
[mN/m] zu B33 zu TL [%6] zu B33 zu TL

B33 61,5 + 44,1 +

TL 40,3 + 4,22 +
TL PEG 43,3 + - 9,7 + -
TL CF 43,5 + - 8 + -
TL negativ 43,2 + - 9,3 + -
TL positiv 45,2 + + 13 + +
TL PC 49,5 + + 21,6 + +
TL Kombi 48,7 + + 15,2 + +

Tab. 11: Oberflaichenspannung (OS) und Polaritat , Substrat: SIK
(Signifikanzintervall p= 0,05)

(O Signifikanz Signifikanz  Polaritéat  Signifikanz Signifikanz

[mMN/m] zu SIK zu SIK TL [%] zu SIK zu SIK TL
SIK 9,4 - 4,7 -

SIK TL 7,6 - 3,8 -

SIK TL PEG 8,3 - - 1,9 - -
SIK TL CF 7,5 - - 6,8 - -
SIK TL negativ 7,6 - - 2,3 - -
SIK TL positiv 75 - - 7 - -
SIK TL Kombi 8,6 - - 8,6 - -

Insgesamt liegen die Oberflachenspannungswerte in den erwarteten Bereichen der hochenergetischen
Oberflachen des Glases sowie der stark niederenergetischen Ergebnisse fur das Silikon. Die
Funktionalisierung der zweiten Kopfgruppe des Lipids fuhrte jedoch nur zu einer geringen
Parametervariation. Dennoch wurden fiir die Modifikationen auf Glas: TL positiv, TL PC und TL Kombi
signifikante Differenzen zur unmodifizierten Lipidbeschichtung sowohl beziglich der Oberflachen-
spannung als auch im Hinblick auf die Polaritat der Oberflache ermittelt.

Kritisch zu bewerten ist, dass die Beschichtung und die Funktionalisierung des polymeren
Substratwerkstoffes zu keinen signifikanten Unterschieden in der Oberflachenspannung und Polaritat
fuhren. Die dargestellten Differenzen im Wasserkontaktwinkel (Tabelle 9) schlagen sich nicht nieder.
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Die Ergebnisse der elektrokinetischen Oberflachenanalyse an den lipidierten Probenoberflachen werden
zum einen in Form des Zetapotenzial/pH-Wert-Verlaufes dargestellt (Abbildung 34, 35). Die Tabellen
enthalten die Zetapotenziale am physiologischen pH-Wert 7 und den graphisch ermittelten IEP.

Die Standardabweichung (SA) der einzelnen Messpunkte liegt in einer dem Zetapotenzial bei pH 7
entsprechenden GréRenordnung von 1 — 4 mV. Zur Kalkulation der Signifikanzintervalle des IEP wurde
die Gaul3'sche Verteilungsregel zugrunde gelegt.

20
@ Borosilikat @ TL negativ @ TL positiv
¢TLPC TLCF ¢ TL PEG OH
# TL Kombi ¢TL

Zetapotenzial [mV]

Abb. 34 : Zetapotenzial / pH-Wert-Verlauf, Substrat: B33

Tab. 12: Zetapotenzial (ZP) bei pH 7 und IEP, Substrat: B33
(Signifikanzintervall p= 0,05)

ZP SA Signifikanz Signifikanz IEP Signifikanz Signifikanz
[mV] [mV] zu B33 zu TL zu B33 zu TL
B33 -39,2 2,5 + 1,7 -
TL -16,2 1,1 + 2 -
TL PEG -13,1 3 + - 3 + +
TL CF -12,7 1,2 + + 3,3 + +
TL negativ -18,1 1,2 + - 3,8 + +
TL positiv -14,7 2,1 + - 4,3 + +
TL PC -18 29 + - 3,2 + +
TL Kombi -28,7 2,6 + + 3,3 + +
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Abb. 35: Zetapotenzial / pH-Wert-Verlauf, Substrat: SIK

Tab. 13: Zetapotenzial (ZP) bei pH 7 und IEP, Substrat: SIK
(Signifikanzintervall p= 0,05)

ZP SA Signifikanz Signifikanz IEP Signifikanz Signifikanz

[mV] [mV] zu SIK zu SIK TL zu SIK zu SIK TL
SIK -25 4 + 3 +

SIK TL -8,5 1,3 + 4,8 +

SIK TL PEG -111 29 + - 5,4 + -
SIK TL CF -12,1 3,1 + - 4 + -
SIK TL negativ -10,3 2,4 + - 4,8 + -
SIK TL positiv 0,2 1,2 + + 7,2 + +
SIK TL Kombi -5,7 2,2 + - 3 + +

Beide unmodifizierten Materialien zeigen stérker negativ geladene Oberflachen im Vergleich zu den
lipidierten und funktionalisierten Oberflachen. Die Lipidierung der unbeschichteten Substrate fiihrte immer
zu einer signifikanten Nivellierung der elektrokinetischen Potenziale. Es werden Zetapotenziale im
negativen Bereich von wenigen Millivolt, aber auch gering positive Werte um 0 mV erreicht. Die
anschlieRende Kopplung von Funktionsmolekilen fuhrte vor allem beziglich des IEP zu signifikanten

Differenzen, was der gednderte Verlauf der Zetapotenzial/pH-Kurven zum Ausdruck bringt.

4.2.2 Charakterisierung der biologischen Systeme

Die Ergebnisse der physikochemischen Charakterisierung der biologischen Systeme fasst neben den
Werten des Oberflachenpotenzials und IEP, des Wasserkontaktwinkels, der Oberflachenspannung und
Polaritat zusatzlich die Gréf3en der Mikroorganismen allein und mit ihrer Schleimhdille zusammen.
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Der Messwertbereich liberstreicht einen ausgedehnteren Bereich im Vergleich zu den Messreihen an der
Festkdrperoberflache, was auf die komplexere Praparation der nativen biologischen Substrate fur die
jeweilige Messung zuriickgeftihrt wird.

Zunachst werden in der Tabelle 14 die Ergebnisse der Charakterisierung der Priméarbesiedler aus den
definierten Applikationswassern zusammengefasst. Grundsatzlich liegen die ermittelten Ergebnisse fur
alle Parameter in einer GréRenordnung, wie sie in der Literatur angegeben wird. Es werden deutliche
Unterschiede zwischen den einzelnen Mikroorganismen in jedem der Wasser erkennbar. Die grof3te Zahl
der Stamme (FW 2.5, FW 5.7, FW 8.5, TW 9.2, TW 9.5, TW 9.12, AW 7.12 und AW 7.25) zeigt
beispielsweise einen hydrophilen Charakter. Weitere funf Stamme (FW 3.5, FW 4.1, TW 9.7 und TW
9.12) sind moderat hydrophil. Zwei Abwasserorganismen (AW 6.2 und AW 6.7) zeigen hydrophobe
Eigenschaften. Die Tabelle 15 beinhaltet die Ergebnisse der Messreihen an den beiden Infektionskeimen.
Auch die Staphylokokken zeigen insbhesondere in ihrem Zetapotenzial einen signifikanten Unterschied
untereinander. Bezuglich der energetischen Parameter wie Oberflachenspannung und Polaritat sind nur
geringe Differenzen erkennbar.

Tab. 14: Charakterisierung der Primérbesiedler
Zetapotenzial (ZP) bei pH 7 (SA ca. 5 mV) und IEP (SA ca. 0,5)
Wasserkontaktwinkel (SA ca. 2°)
Oberflachenspannung (SA ca. 2 mN/m) und Polaritéat (SA ca. 5%)
mittlerer Durchmesser der Bakterien mit und ohne EPS (SA ca. 5%)

Stamm ZP IEP KW Wasser (OFS] Polaritat  Bakterium EPS

[mV] [°] [mN/m] [%] (um] (um]

Flusswasser 25 -14 3 7,8 66,9 82,4 2,1 9,8
35 -23,8 2,5 20,4 62,4 82,7 15 10,5

4.1 -41,1 2 18,1 59,6 715 0,5 5,7

5.7 -35,5 3,7 11 59,7 56,7 1,7 5,6

8.5 -33,4 2 21,2 63,4 85,4 0,4 9,2

Trinkwasser 9.2 -14,5 4.8 10,5 69,6 87,9 3 11,4
9.5 -12,4 4,6 5,5 62,2 61,3 1,2 17,6

9.7 -59,1 3,5 36,2 48,1 40,2 0,8 9,6

9.10 -47,5 2 18,7 59,1 53,5 2,1 7,8

9.12 -32,5 2,1 12,7 62,1 72,9 0,4 7,0

Abwasser 6.2 -26,8 4,2 81,4 36,1 15,6 4 18,8
6.7 -24,7 4 72,2 24,2 16,2 3 16,5

6.11 -31,5 3 45,8 43,9 67,4 3,5 32,1

7.12 51 3,8 6,4 60,8 63,2 0,4 11,3

7.25 -33,4 29 12,2 60,8 67,4 0,4 16,6
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Tab.15 : Charakterisierung der Infektionskeime
Zetapotenzial (ZP) bei pH 7 (SA ca. 5 mV) und IEP (SA ca. 0,5)
Wasserkontaktwinkel (SA ca. 2°)
Oberflachenspannung (SA ca. 2 mN/m) und Polaritéat (SA ca. 5%)
mittlerer Durchmesser der Bakterien mit und ohne EPS (SA ca. 5%)

Stamm ZP IEP KW Wasser oS Polaritat  Bakterium EPS

[mV] [] [mN/m] [%] [Hm] [Hm]

Staphylococcus epid. -46,3 2,5 8 63,3 70,5 0,4 9,4
aureus -12 3,5 18,5 60,9 73,8 0,5 54

4.2.3 Charakterisierung der Medien

Die Parameter der untersuchten Medien werden ebenfalls tabellarisch zusammengefasst prasentiert. Die
Tabelle 16 beinhaltet neben der Oberflachenspannung der Losungen und ihrer Polaritat ebenfalls die
berechnete lonenstarke.

Tab. 16: Charakterisierung der Medien
Oberflachenspannung (OS), Polaritat, lonenstarke und Debyelange

oS Polaritat lonenstarke Debye-Lange
[mN/m] [%] [mol/] [nm]
0,001 M NacCl 72,7 63,3 0,001 9,51
Flusswasser 71,1 62,9 0,0048 4,34
Trinkwasser 68,2 69,4 0,00104 2,94
Abwasser 62,8 52,9 0,007 3,59
PDFL 56,1 58,6 0,144 0,79

4.3 Ergebnisse der Bioadhasionsprufung
4.3.1 Bioadhéasionsprifung fir das Gewassermonitoring

Zu Beginn stellt die nachfolgende Tabelle die Ergebnisse der statischen in vitro-Bioadhasionspriifung dar.
Im statischen Messmodus ohne Strémung des Mediums wurden nach 24 h Inkubationszeit nur marginale
Reduzierungen der Bioadhésion der Flusswasserorganismen ermittelt. Allein die Modifikationen TL PC
und TL Kombi fihren zu einer drastischeren signifikanten Einschrankung der Bioadh&sion.

Die nachfolgenden Tabellen beinhalten die Ergebnisse der dynamischen in vitro-Bioadhasionsprufung in
den Applikationswassern: Flusswasser, Abwasser und Trinkwasser. Zunachst beginnt die Darstellung der
Ergebnisse in Flusswasser, wobei neben der Zellzahl je Flache nach 5 bzw. 24 h die
Signifikanzbetrachtung einbezogen wird. In analoger Form werden die Ergebnisse der dynamischen
Messung in Trinkwasser und Abwasser angefugt.

Tab. 17: Zellzahl nach 24 h im statischen Modus in Flusswasser, Substrat; B33

66



(Standardabweichung SA) (Signifikanzintervall p= 0,05)

24 h SA Signifikanz  Signifikanz
[x/cm?] [x/cm?] zu B33 zu TL

B33 7.562.201 1.417.031 -

TL 5.604.702 1.050.228 -
TL PEG 7.572.345 1.418.932 - -
TL CF 7.191.472 1.276.043 - -
TL negativ 7.160.850 1.341.825 - -
TL positiv 6.453.973 1.209.368 - -
TL PC 4.086.988 765.834 + -
TL Kombi 4.804.293 900.245 + -

Tab. 18: Zellzahl nach 5h und 24 h im dynamischen Modus in Flusswasser, Substrat: B33
(Standardabweichung SA) (Signifikanzintervall p= 0,05)

Ergebnisse

5h SA Signifikanz Signifikanz 24 h SA Signifikanz Signifikanz
[x/cm?] [x/cm?] zu B33 zu TL [x/cm?] [x/cm?] zu B33 zu TL

B33 602.308 30.769 - 3.185.641  200.000 +

L 616.795 93.590 - 2.269.359  280.769 +
TLPEG 336538  173.077 + + 2.015.256  393.590 + -
TL CF 480.128  114.103 + + 2.944.744  375.641 - +
TL negativ. 384 744 200.000 + + 2.057.051 970.5123 + -
TL positiv. 425769  180.769 + + 1.997.564  375.641 + -
TLPC 504.231 79.487 + + 2.706.154  396.154 - +
TL Kombi 518205  114.103 + + 2.623.205  266.667 - -

Tab. 19: Zellzahl nach 5h und 24 h im dynamischen Modus in Trinkwasser, Substrat: B33
(Standardabweichung SA) (Signifikanzintervall p= 0,05)

5h SA Signifikanz Signifikanz 24 h SA Signifikanz Signifikanz
[x/cm?] [x/cm?] zu B33 zZu TL [x/cm?] [x/cm?] zu B33 zu TL

B33 1.004.606  698.718 - 2.811.374 1.789.744 +

T 860.525  244.067 - 1.706.452  347.336 +
TLPEG  g95617  237.486 - - 2.306.475  779.941 + +
TL CF 844.276  199.570 - - 2.874512  572.276 - +
TLnegativ 578587  222.826 + + 2.302.767  351.858 + +
TL positiv. 650457  221.452 + - 1.726.049  369.748 + -
TLPC 896.248  179.155 - - 2.375.033  189.151 + +
TL Kombi 953491  177.362 - - 2.314.084  235.136 + +

Tab. 20: Zellzahl nach 5h und 24 h im dynamischen Modus in Abwasser, Substrat: B33
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(Standardabweichung SA) (Signifikanzintervall p= 0,05)

5h SA Signifikanz Signifikanz 24 h SA Signifikanz Signifikanz
[x/cm?] [x/cm?] zu B33 zZu TL [x/cm?] [x/cm?] zu B33 zu TL

B33 876.410  534.615 - 6.150.128  1.769.487 +
L 761.410  236.282 - 4.456.410 845513 +

TLPEG 1164615 317.308 + + 5.198.974 1.042.692 + +

TL CF 641.154  372.436 - - 5.490.000  749.487 + +

TLnegativ. 574872  370.897 + - 5.080.000  933.461 + +

TL positiv 863077  254.231 - - 4.989.872  493.590 + -

TLPC 1035384 833.974 - + 5.075.897  539.103 + +

TL Kombi 681282  389.744 - - 5.080.000 1.051.795 + +

Zusammenfassend zeigt sich tendenziell in allen Applikationswassern die Abnahme der Zellzahlen in
Kontakt mit den modifizierten Lipidschichten im Vergleich zum unbeschichteten Glas. Ferner werden
Unterschiede zwischen den einzelnen Modifikationen und den drei Wassern deutlich.

Die nachfolgende Abbildung 36 prasentiert beispielhaft Aufnahmen nach 1, 5, 24 h Inkubation. Es sind
deutlich mehr adhéarierte Mikroorganismen auf Glas im Abwasser gegeniber dem Flusswasser
festzustellen. Dies wird auf den hoheren Nahrstoffgehalt des synthetischen Abwassers und die damit
verbundene zunehmende Proliferation zuriickgefuhrt.

a
1h 5h 24 h
b
1h 5h L ouh

Abb. 36: Adhasion von Abwasser- und Flusswasserisolaten, Substrat: B33, Bildausschnitt: 102 x 80 pm.
a) Flusswasser, b) Abwasser

Die Formfaktoranalyse an adharierten Mikroorganismen zeigt ebenfalls signifikante Unterschiede
zwischen der Bioadhé&sion in den beiden Applikationswéssern. Der Anteil an Kokken (FW 4.1 und
FW 8.5) beispielsweise nimmt im Flusswasser auf Glas stetig zu, wahrend der Anteil an fadrigen
Bakterien (FW 5.7) tber 24h gleich blieb. Im Abwasser zeigte sich nach 24h ein deutlich hdherer Anteil
an stabchenférmigen Bakterien (AW 6.2 und AW 6.7) im Vergleich zu den kokkenartigen
Mikroorganismen (AW 7.12 und AW 7.25). Im Trinkwasser wurden ein dem Flusswasser entsprechendes
Ergebnis detektiert.
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Abb. 37: Formfaktoranalyse nach Bioadh&sionsprifung im Fluss- und Abwasser auf B33

4.3.2. Bioadhasionsprifung fir medizinische Applikationen

In vergleichbarer Form werden die Ergebnisse der Adhasionsprifung der Staphylokokkenmischkultur
prasentiert. Die Darstellung beginnt mit der Messreihe im statischen Modus in der Multiwellplatte, welcher
eine Reduzierung der Bakterienadhésion fir alle modifizierten Tetraetherlipidschichten auf Glas aufweist.

Tab. 21: Zellzahl nach 24 h im statischen Modus mit Staphylokokken, Substrat: B33
(Signifikanzintervall p= 0,05)

24h SA Signifikanz  Signifikanz
[x/cm?] [x/cm?] zu B33 zu TL

B33 9694.532 3.108.834 +

TL 3.804.143 1.359.936 +
TL PEG 3.999.574 1.407.254 + -
TL CF 5.211.034 1.508.967 + +
TL negativ 4.515.510 1.260.540 + +
TL positiv 3.030.907 972.968 + -
TL PC 7.040.123 2.983.553 + +
TL Kombi 2.730.697 1.115.570 + -

Die Ergebnisse der dynamischen Bioadhdsionsmessung werden als Zellzahlen je Flache fur die
Auswertung nach der Seedphase (2h) und der Feedphase (22h) in den nachfolgenden Tabellen
prasentiert. Insgesamt zeigt sich eine signifikantere Reduzierung der Zellzahl im Vergleich zur
Adhéasionsprufung in den drei Applikationswéassern. Erneut konnte fir alle Modifikationen eine reduzierte
Adhasion ermittelt werden.
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Tab. 22: Zellzahl nach 2 h und 22 h im dynamischen Modus mit Staphylokokken, Substrat: B33
(Signifikanzintervall p= 0,05)

2h SA Signif.  Signif. 22h SA Signif.  Signif.

[x/cm?] [x/cm?] zZuB33 zuTL [x/cm? [x/cm?] zZuB33 zuTL
B33 1.757.812 521.808 + 11.730.468 1.796.124 +

TL 303.906 82.819 + 3.605.468 1.150.860 +

TL PEG 129.687 41.821 + - 1.066.406 528.016 + +
TL CF 789.062 319.368 + + 2.242.187 550.336 + +
TL negativ 789.062 191.189 + + 3.839.843 1.505.024 + -
TL positiv 906.250 258.324 + + 7.039.062 2.525.894 + +
TL PC 1.742.187 348.997 - + 2.339.843 919.505 + +
TL Kombi 1.820.321 663.219 - + 6.386.719 2.084.899 + +

Die nachfolgende Tabelle 23 beinhaltet die Ergebnisse der dynamischen Bioadhasionsprifung mit
Staphylokokken an lipidmodifizierten Silikonoberflachen. Es wird erneut der adhasionsmindernde Effekt
nach 22h Besiedelungs- und Inkubationszeit dargestellt.

Tab. 23: Zellzahl nach 2 h und 22 h im dynamischen Modus mit Staphylokokken, Substrat: Silikon
(Signifikanzintervall p= 0,05)

2h SA Signif.  Signif. 22h SA Signif.  Signif.

[x/cm?] [x/lem? zuB33 zuTL [x/cm?] [x/cm?] zZuB33 zuTL
SIK 2.414.062 679.532 + 8.945.312 1.841.423 +

SIK TL 1.019.531 249.409 + 5.273.437 1.730.546 +

SIK TL PEG 1.304.687 858.822 + - 5.539.062 1.578.133 + -
SIK TL CF 1.464.843 631.275 + + 5.156.250 1.410.102 + -
SIK TL negativ  1.648.437 361.688 + + 7.664.062 1.808.799 - +
SIK TL positiv 1.000.000 225.677 + - 5.937.500 549.349 + -
SIK TL Kombi 640.625 126.509 + - 2.320.312 479.194 + +

Die nachfolgenden CLSM-Aufnahmen in Abbildung 38 entstanden unter Anwendung eines
Vitalitatsfarbstoffes fur die Fluoreszenzmikroskopie. Sie unterstreichen die aufgefiihrten Ergebniswerte
auf den unbeschichteten Substraten und der peggylierten Tetraetherlipidschicht.
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Abb. 38: CLSM-Aufnahmen der Mikroorganismen nach 22 h Bioadhasionsprifung
a) B33, b) B33 TL PEG, c) Silikon, d) SIK TL PEG

4.3.3. Ergebnisse der Feldtests

Talsperre Neustadt

Die Abbildungen 39 bis 41 verdeutlichen die Ergebnisse des Feldtests, durchgefuhrt Gber 7 Wochen in
der Talsperre Neustadt. Sie zeigen mikroskopische Aufnahmen der besiedelten Oberflachen. Es wird
wiederum ein Antifoulingeffekt fiir die Tetraetherlipidschicht und deren Funktionalisierungen erkennbar.
Die Reduktion der Anzahl adharenter Zellen ist signifikant. Der Aufwuchs auf den Proben bildet einen
dinnen Film einzelner Zellen aus, wahrend die Zellen auf der Referenzprobe zur Clusterbildung neigen.

Abb. 39: Mikroskopische Aufnahmen nach dem Feldtest (B33, TL)

a) B33, b) TL
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Abb. 40: Mikroskopische Aufnahmen nach dem Feldtest (TL PEG, TL negativ)
a) TL PEG, b) TL negativ
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a o] (o

Abb. 41: Mikroskopische Aufnahmen nach dem Feldtest (B33, TL PC, TL Kombi)
a) B33, b) TL PC, c)TL Kombi

Kommunale Kldranlage

Neben herkémmlichen, unbeschichteten Sensoren kamen in dem in der Klaranlage Dbbeln
durchgefiihrten Feldtest pH-Messelektroden und Sauerstoffsensoren mit Tetraetherlipidschichten in
Eintaucharmaturen integriert zum Einsatz. Die nachfolgenden Abbildungen 42 und 43 prasentieren
Eintaucharmaturen mit lipidierten (roter Pfeil) und unbeschichteten (blauer Pfeil) Sauerstoff- bzw. pH-
Sensoren nach dem mehrmonatigen Einsatz im Belebtbecken der kommunalen Klaranlage jeweils
unmittelbar nach dem Einsatz und nach einer Reinigung der Sensoroberflachen.

Zur sinnvollen Interpretation des Biofoulings wurden alle Sensoren einer Sichtkontrolle unterzogen. War
eine starke Verschmutzung sichtbar, erfolgte im Anschluss eine vorsichtige ,Reinigung“ mit einem
schwachen Wasserstrahl, so dass sich zwischen mechanisch schwach anhaftenden Verunreinigungen
und biochemisch relativ fest gebundenen Beldgen unterscheiden lieR. Bei den eingesetzten pH-
Messelektroden war auf der sensitiven Glasmembran generell kein bzw. nur ein leicht abspulbarer Belag
nachweisbar, unabhéngig vom Beschichtungszustand.

Bei Sauerstoffsensoren war im allgemeinen eine im Vergleich zu pH-Messelektroden wesentlich starkere
Belagbildung zu verzeichnen. Tetraetherlipidbeschichtete Exemplare waren in der Regel schwéacher
bewachsen als unbeschichtete und lieRen sich durch ,Reinigung” mit einem schwachen Wasserstrahl
weitgehend saubern. Bei unbeschichteten Exemplaren blieb auch nach der ,Reinigung“ per Wasserstrahl
ein gelartiger, dunkel geféarbter Belag zurtck.

Abb. 42: pH-Sensoren nach mehrmonatigem Einsatz im Belebtbecken einer kommunalen Klaranlage
lipidiert (roter Pfeil) und unbeschichtet
a) unmittelbar nach dem Einsatz, b) nach zusatzlichem Abspiilen
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Abb. 43: Sauerstoffsensoren nach mehrmonatigem Einsatz im Belebtbecken einer kommunalen Kléaranlage
lipidiert (roter Pfeil) und unbeschichtet (blauer Pfeil)
a) unmittelbar nach dem Einsatz, b) nach zusétzlichem Abspulen

4.4 Ergebnisse der Funktionalitatstests

4.4.1 Optische Funktionalitat

Transmissionsmessung

Das Ziel dieser Messungen bestand in der Klarung der Transmissionseigenschaften der Schichten. Dies
ist entscheidend, da im Rahmen der Applikation des Antifoulingkonzeptes auf optischen Sensoren im
Gewassermonitoring die Anregung intrinsischer Fluoreszenzen mit ultravioletter Laserstrahlung erfolgt.

Die in der nachfolgenden Abbildung 44 dargestellten, hochauflésenden Transmissionsmessungen an
unbeschichteten Glasoberflachen und dem lipidiertem Sensor lassen keine signifikante Absorption bzw.
Lichtstreuung erkennen. Dies gilt insbesondere bei der wichtigen Wellenlange 337 nm, der
Laserwellenlange des Stickstofflasers und unterstreicht die optische Funktionalitat.

100,6
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Abb. 44: Transmission/Wellenlangen-Messung an B33 und 3 TL-Proben
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Fluoreszenzmessung

Im Zusammenhang mit der Prifung der optischen Eigenschaften der Tetraetherlipidschicht erhebt sich
zusétzlich die Frage nach einer eventuellen Eigenfluoreszenz der Schichten, die als konstantes
Hintergrundsignal die Sensorfunktionen verdndern wirden. Die Abbildung 45 beinhaltet die
Fluoreszenzbilder der unbeschichteten Referenz sowie eine beispielhafte Darstellung der
Fluoreszenzanalyse an der unmodifizierten Tetraetherlipdschicht (TL). Als positive Kontrolle diente eine
inhomogene oder kontaminierte Lipidschicht des Mainphospholipids (MPL).

Abb. 45: Fluoreszenzmessungen
a) Referenz, b) MPL (positive Kontrolle), c) TL

Im Vergleich zur unbeschichteten Referenz, dem Borosilikatglas, zeigt die positive Kontrolle eine starke,
unspezifische und inhomogene Fluoreszenz. Demgegeniber ist auf der Probe TL eine deutliche
Reduktion der Eigenfluoreszenz festzustellen. Die leuchtenden Zentren sind auf Staubpartikel zuriick
zufiihren, welche entweder wéhrend des Schichtwachstums fest eingebunden wurden oder nachtraglich
auf der Schicht adsorbiert sind. Mit Ausnahme der Leuchtzentren ist die Eigenfluoreszenz sehr homogen
und optische funktionsféhig.

4.4.2 Elektrochemische Funktionalitat

Fir die elektrochemischen Prufungen wurden pH-Messlektroden als sogenannte ,Kdlbchenelektroden*
mit Tetraetherlipid beschichtet und dienten einer ersten Erfassung der Veranderung der
elektrochemischen Sensoreigenschaften.

Abb. 46: ,Kolbchenelektrode" und Referenzelektrode

Die nachfolgende Tabelle beinhaltet die Werte der funktionsbestimmenden Parameter beschichteter und
unbeschichteter pH-Messelektroden (,Kolbchenelektroden®) unmittelbar nach dem Zeitpunkt der
Beschichtung. Es zeigte sich, dass die funktionsbestimmenden Parameter (Messkettenspannung,
Steilheit, Membranwiderstand und Kettennullpunkt) der auf diese Weise beschichteten Elektroden in
keinem dieser Parameter von unbehandelten Vergleichselektroden abweichen.
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Tab. 24: Elektrodenparameter 24 h nach der Beschichtung
U = Messkettenspannung, * nach Zuschaltung eines Parallelwiderstandes von 1 GQ

U beipH=6,86 UbeipH=4,01 UbeipH=4,01 Steilheit Membran- Kettennull-
in mvV in mvV in mv* in mV/pH widerstand in MQ punkt
TL 17,5 185,3 182,7 -58,9 14,2 7,16
Referenz 18,4 186,4 183,6 -58,9 15,3 7,17

Die Versuche wurden nach 3 Wochen wiederholt, um die Langzeitstabilitdit der Ergebnisse sicher zu
stellen. Eine Veranderung der Sensorparameter konnte nach drei Wochen nicht nachgewiesen werden,
wie die nachfolgende Tabelle verdeutlicht.

Tab. 25: Elektrodenparameter nach 3 Wochen
U = Messkettenspannung, * nach Zuschaltung eines Parallelwiderstandes von 1 GQ

U beipH=6,86 UbeipH=4,01 UbeipH=4,01 Steilheit Membran- Kettennull-
in mv in mv in mv* in mV/pH widerstand in M@ punkt
TL 19,5 188,1 185,0 -59,2 16,8 7,19
Referenz 17,4 185,7 181,8 -59,1 21,5 7,16

4.4.3 Biokompatibilitatsprufung

Im Mittelpunkt der Biokompatibilitatsprifungen standen aufgrund der medizinischen Applikation
(peritoneale Dialysekatheter) die beschichteten und funktionalisierten Silikonoberflachen.

Die nachfolgende Tabelle 26 stellt die Ergebnisse der unterschiedlichen in vitro-Priifungen dar: der
Zytotoxizitat, der Hamokompatibilitdt und der Gentoxizitat. Das Ergebnis der Zytotoxizitdtsmessung
vermittelt dabei die Zusammenfassung der in vitro-Prifung im indirekten und direkten Kontakt der
Gewebszellen mit den modifizierten Silikonproben. Die Zelladh&asion wurde allein im direkten Kontakt der
Testzellen mit der modifizierten Oberflache bewertet.

Tab. 26: Ergebnisse der in vitro-Biokompatibilitatsprifung, Substrat: Silikon

Test Zytotoxizitat Zelladhasion Hamokompatibilitat Gentoxizitéat

SIK mild toxisch normal hamokompatibel nicht mutagen

SIK TL mild toxisch anti-adhasiv hamokompatibel nicht mutagen
SIK TL PEG nicht toxisch anti-adhasiv hamokompatibel nicht mutagen
SIK TL CF nicht toxisch normal hamokompatibel nicht mutagen
SIK TL negativ nicht toxisch normal hamokompatibel nicht mutagen
SIK TL positiv nicht toxisch anti-adhasiv hamokompatibel nicht mutagen
SIK TL Kombi nicht toxisch normal hamokompatibel nicht mutagen

Im in vivo-Test zur Implantation wurden fur keine der Silikonproben irritierende Reaktionen im Tier
festgestellt. Ebenfalls zeigten die Kontaktgewebe nach 7 bzw. 28-tdgiger Implantation der Probekdrper
keine toxische Reaktion. In histopathologischen Schnitten wurden weder Entziindungs-, Nekrose- oder
Degenerationserscheinungen detektiert, was z.T. auch auf die kurze Kontaktzeit zuriickgefuhrt wird.
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5 Diskussion

Derzeit werden verschiedene alternative Antifoulingtechniken diskutiert, die Uber lange Zeitrdume
wirksam sind und nach Mdglichkeit nicht auf toxischen Komponenten basieren. Dabei stellt die gezielte
Modifikation physikochemischer Materialparameter ein aus heutiger Sicht erfolgversprechendes
Antifoulingkonzept dar. Demgemass zielte die Themenbearbeitung dieser Arbeit auf die Bewertung der
Bioadhasion an neuen applikationsspezifischen Beschichtungen und die gleichzeitige Wichtung
physikochemischer Einflisse auf die initiale Adhasion.

Den Ansatzpunkt der Konzeptfindung (Kap. 2) bilden thermodynamisch kolloidchemische Modellansatze
und die Beschreibung der Wechselwirkungen, welche direkten Einfluss auf das Grenzflachengeschehen
zwischen Biosystem/Substratmaterial/Medium haben. Die Ausbildung der Kontaktsituation zwischen
einem Mikroorganismus und der Substratoberflache ist dabei ein sich in Verdnderung befindliches
System, in dem sich der Mikroorganismus aufgrund der Umgebungsbedingungen und den sich daraus
ausbildenden Wechselwirkungen an die Oberflache annahert. Die ferner eine wesentliche Rolle
spielenden biomolekularen oder biochemischen Interaktionen der Bioadh&dsion werden vernachlassigt.
Adhéasionsmechanismen, welche durch den spezifischen Aufbau der Bakterienwand z.B. durch
wandstandige Proteine, Polymere, Fimbrien oder auch deren Funktion z.B. Metabolismus, enzymatische
Reaktionen hervorgerufen werden, gehen nicht in die Diskussion ein. Letztendlich kann und soll der
Ruckzug auf unspezifische Wechselwirkungen zur Interpretation der initialen Phase der Biofilmbildung,
basierend auf einem theoretischen Konzept nur einen weiteren Schritt zur Aufklarung des komplexen
Systems darstellen.

Die sich in der Betrachtung bestehender Antifoulingkonzepte darstellenden existierenden Befunde
verlangen zum Einen innovative antiadhasive Oberflachen mit einer hohen Effizienz bezuglich des
Antifoulingpotenzials bei entsprechender Qualitat und technischen Einsatzfahigkeit. Die biomimetische
Anitofulingbeschichtung auf der Basis funktionalisierbarer Tetraetherlipidmonolayer kennzeichnet hierzu
einen geeigneten Approach. Andererseits werden an die erforderliche Testmethodik beziiglich ihrer
Praxisrelevanz steigende Anspriiche gestellt, deren erfolgreiche Umsetzung ebenfalls im Rahmen der
Interpretation der hier vorliegenden Ergebnisse besprochen wird.

Die Diskussion der Ergebnisse gliedert sich systematisch und inhaltlich in folgende Abschnitte:

- die technische Umsetzung des biomimetischen Konzeptes (Kap. 5.1)

- der Nachweis des erreichten Antifoulings (Kap. 5.2)

- die Interpretation des Antifoulingkonzeptes aus der Basis der Wechselwirkungsenergien in Form
von Korrelationsbetrachtungen sowie der Applikation des theoretischen Modells (Kap. 5.3)

- die Produktvalidierung (Kap. 5.4).

5.1 Analyse der erreichten Beschichtungsqualitat

Fur die Mehrzahl der Anwendungen sind alle bisher beschriebenen Oberflachenbeschichtungen mit
Lipiden, Phospholipiden und Tetraetherlipiden von nicht ausreichender mechanischer und chemischer
Bestandigkeit. Beispielsweise ist bei Phospholipidbilayern nur die innere Monoschicht direkt an der
Materialoberflache verankert und verursacht damit eine laterale Instabilitdt der Doppelschicht. Mit Hilfe
des Langmuir-Blodgett-Verfahrens erzeugte Lipidfilme wiederum erweisen sich instabil gegen Abrasion.
Ebenso eigneten sich bei den bisher eingesetzten membrandurchspannenden Tetraetherlipiden die
nativen Kopfgruppen nicht zur kovalenten Fixierung.

Unter diesem Aspekt erreichten die auf dem Borosilikatglas aufgebrachten monomolekularen
Tetraetherlipidschichten beziglich ihrer Beschichtungsqualitat folgende Ergebnisse:
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(1) Das aus der Membran des Thermoplasma acidophilum erhaltene archaebakterielle Tetraetherlipid
ist auf einer Glasoberflache kovalent fixierbar. Es wurde gezeigt, dass ein fest haftender,
monomolekularer Film durch Ausbildung kovalenter Bindungen zwischen dem Cyanurchlorid-
aktivierten Caldarchaeolmolekil und dem mittels harter UV-Strahlung voraktivierten Glas erzeugt
werden kann. (Kap. 4.1.)

(2) Es steht ein archaealer Tetraetherlipidfilm zur Verfiigung, welcher als Spacer fiir die Anbindung von
Funktionsmolekilen dient. Die gezielte Oberflachenmodifizierung der erreichten Lipidfilme basiert
auf der Funktionalisierung der auBeren Kopfgruppen des Tetraetherlipidmolekiils. Die auf derartigen
Tetraetherlipidfiimen aufbauenden Schichtsysteme behalten auch nach ihrer Funktionalisierung eine
physikalische Langzeitstabilitdt und chemische Resistenz. Es werden kovalent fixierte, homogene
und selektiv modifizierbare Beschichtungen erreicht. (Kap.4.2.1.)

(3) Die Tetraetherlipidschichten préasentierten auf dem Referenzglas den Erhalt sowohl der optischen
als auch der elektrochemischen Sensorfunktionalitat. (Kap. 4.2.1.-2.)

Sowohl die atomkraftmikroskopischen Aufnahmen (AFM) als auch die Analysen mittels Fluoreszenz-
mikroskopie unterstreichen die Homogenitat des erzeugten Lipidfilms. Auf dem Borosilikatglas wurde
mittels Ellipsometrie und AFM eine Schichtdicke des unmodifizierten Tetraetherlipidfiims von ca.
2,5 bis 3 nm detektiert. Bakowsky et al. [181] definierten an Langmuir-Blodgett-Filmen des
Mainphospholipids des Thermoplasma acidophilium eine Schichtdicke von 2,98 nm fir aufrecht stehende
Molekile. Fur das Caldarchaeolmolekil als Grundgerist des Phospolipids definierten Fittabile et al.[226]
dagegen eine Lange im gestreckten Zustand von 3,7 nm. Die in der vorliegenden Arbeit erreichten
Schichtdicken liegen im erwarteten Bereich unter Beachtung der messtechnischen Probleme, welche die
Analyse nanoskaliger diinner Filme bedingt. Es wird davon ausgegangen, dass die kovalente Fixierung
mittels Selfassembling aufgrund der energetischen Gleichgewichte zu monomolekularen Schichten mit
einer dicht gepackten Leiterstruktur fihren.

Fur die nachfolgende Kopfgruppenmodifizierung der Lipide ist eine ausreichende Anzahl nach aul3en
stehender Kopfgruppen und der Ausschluss sogenannter Hufeisenstrukturen von Bedeutung. Gegen die
hufeisenférmige Fixierung des Molekils spricht zudem die Messung eines Wasserkontaktwinkels von
weniger als 90° entgegen, welcher nicht auf polymere, stark hydrophobe Eigenschaften deutet. Zum
Zweiten bezweifeln Fittabile et al.[226] die Ausbildung derartiger Strukturen aufgrund der geringen Lange
der Kohlenwasserstoffkette des Caldarchaeolmolekiils.

Ein Qualitaitsmerkmal des erzeugten Lipidfims gegeniiber bestehenden funktionalisierbaren
Antifoulingschichten besteht in der Bestandigkeit gegen abrasiv wirkende Partikel in Medien. So kénnen
Flisse z.B. im gezeitenbeeinflussten Bereich Sedimentfrachten bis 500 mg/I mit PartikelgréRen < 20 um
bis > 600 um mitfiihren, die auf die diinnen Filme der sensorischen Flachen einwirken.

In einem durch die Fa. 4H Jena Engineering GmbH durchgefihrten Abrasionstest mit einer
partikelhaltigen Testlésung (Aluminiumoxid, Siliziumcarbid in destilliertem Wasser) Uber 48 h erwiesen
sich die mittels Selfassembling auf einer Glasoberflache erzeugten Schichten als bestandig. Zum Teil
sind durch die Partikel verursachte Kratzer in den Schichten festzustellen, die allerdings weniger als 5%
der Oberflache der Testobjekte ausmachen.

Von wesentlicher Bedeutung fur den Einsatz von Antifoulingschichten auf optischen Sensoren ist die
Reduzierung der Lichtstreuung und Absorption im Transmissionsmodus sowie eine moglichst geringe
Eigenfluoreszenz im Bereich typischer Laserwellenldngen. Die Fa. Innovative Optische Messtechnik
GmbH wies an in dieser Arbeit eingesetzten unmodifizierten Tetraetherlipidschichten nach, dass keine
messbaren Absorptions- und Streueinflisse sowie Eigenfluoreszenzen auftraten. Zusammenfassend
ergab die optische Charakterisierung allein ein Empfindlichkeitsproblem fiir Anregungen mit ultravioletten
Wellenlangen kleiner 400 nm. Das bedeutet aber auch, eine derart beschichtete Sonde kdnnte aufgrund
ihrer optischen Funktionalitét in Wasser mit hoher organischer Belastung eingesetzt werden.
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Das Anforderungsprofil an eine zu entwickelnde Antifoulingbeschichtung fiir den Einsatz auf elektro-
chemischen Sensoren verlangt, dass die Sensoren hinsichtlich ihrer funktionsbestimmenden Materialien
und Prifparameter keine Abweichungen zulassen. Die Fa. Sensortechnik Meinsberg GmbH kam am
Beispiel der pH-Messung an Versuchselekiroden zu einer positiven Analyse. Die Detektion der
Sensorparameter Ansprechzeit, Membranwiderstand und Kettennullpunkt in pH-Pufferlésungen (pH 4
und 7) unterstrich, dass ungeachtet geringfuigiger Variation der prinzipielle Nachweis erbracht wurde,
dass pH-Sensoren mit Tetraetherlipidschichten ihre Messfunktion behalten.

In einem zweiten Applikationsfeld erfolgte die Analyse der Beschichtung eines polymeren Materials mit
dem Tetraetherlipid. Die urspriingliche Oberflache des Silikons besal} eine hdhere Rauigkeit und
Heterogenitat als Glas sowie chemisch sensiblere Eigenschaften, welche eine Anpassung des
Beschichtungsprozesses im Vergleich zu dem Referenzglas erforderten. Das Silikon wurde zunéchst in
einer NaOH-L6sung praaktiviert. Anschliel3end erfolgte die weitere Aktivierung der Oberflache durch das
Aufbringen einer Aminosilanschicht (APTMS), gefolgt von der kovalenten Anbindung des Cyanurchlorid-
modifizierten Caldarchaeols geldst in Aceton. Die hohe Rauigkeit des Ausgangsmaterials blieb tber alle
Reaktionsstufen erhalten, was die AFM-Aufnahmen unterstreichen. [227]

Eine Analyse mittels Fluoreszenzmikroskopie (CLSM) unter Anwendung eines lipophilen Farbstoffs
verwies in der Gegeniberstellung zur unmodifizierten Silikonfolie auf eine wirksame Lipidbeschichtung.
Es werden regelméaRig Uber die gesamte Oberflache verteilte Lipidcluster sichtbar. Erwartungsgemar
erreicht die nanoskalige Lipidschicht jedoch keine mit Schichten auf dem Glassubstrat vergleichbare
Homogenitat, da die Rautiefen der Silikonoberflache durch den dinnen Film nicht tberspannt bzw.
nivelliert werden kodnnen. Zusatzlich kommt es aufgrund der Quellung des Materials durch die
organischen Ldsungsmittel zu einem Aufrauen der Oberflache und Risshildung in der obersten
Materialschicht. Es wird nun eine geringere Anzahl reaktiver Gruppen erreicht. Dennoch ist davon
auszugehen, dass entsprechend dem nachfolgenden Schema nahezu die gesamte Polymeroberflache
beschichtet wurde unter Einbeziehung einer akzeptablen Anzahl von Defekten, Loéchern bzw.
unzuganglichen Kopfgruppen.
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Abb. 47: Schema der TL-Schicht auf glattem Glas (links) und rauen Polymer (rechts)

Verschiedene Arbeitsgruppen behandeln die Erzeugung monomolekularer Tetraetherlipidfiime auf
Festkdrperoberflachen, wobei vor allem die Langmuir-Blodgett-Technik [176, 178, 228] und die
Liposomenfusion [229-231] im Mittelpunkt stehen. Auch das Selfassembling wurde fir die
Lipidfilmbeschichtung eingesetzt und bereits mittels molekulardynamischer Simulation analysiert [232-
234]. Zusatzlich préasentieren mehrere  Arbeitsgruppen monomolekulare Lipidfilme, speziell
Phospholipidbilayer, als wirksame Antifoulingschicht [131, 132, 235-237].

Da bei derartigen Biomembran-analoga jedoch allein die innere Monoschicht direkt an der
Materialoberflache verankert werden kann, sind die darauf aufbauenden Bilayer von geringer Stabilitét,
so dass der Einsatz auf technischen Funktionsflachen bedingt mdglich ist [238]. Die adsorbierten
Phospholipidschichten wiesen schon gegentiber dem Spilen mit Pufferldésungen oder der
Sterilisatiosprozedur eine gewisse Instabilitat auf [239]. Membrandurchspannende Tetraetherlipide, die
sich durch gezielte Aktivierung an nahezu alle Materialoberflachen kovalent fixieren lassen, bieten hier
entscheidende Vorteile. Insbesondere lasst das Selfassembling im Ergebnis technisch umsetzbare
Beschichtungen zu.
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Nach wie vor gestaltet sich die Darstellung und die Quantifizierung von diinnen Filmen auf technischen
Oberflachen mit einer Schichtdicke im einstelligen Nanometerbereich als messtechnisches Problem.
Gleiches gilt fur die Betrachtung von modifizierten Kopfgruppen und den Nachweis der erfolgreichen
Funktionalisierung auf nanoskaliger Ebene. Die Bewertung der elektrischen Oberflacheneigenschaften
sowie die Kontaktwinkelmessung ermdoglichen dennoch eine makroskopische Bewertung. Zudem
unterstreicht die visuelle morphologische Analyse mittels Fluoreszenzmikroskopie die erreichte Variation
zwischen den in der vorliegenden Arbeit gewahlten Modifizierungen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Tetraetherlipide kovalent auf den unterschiedlichen
Materialoberflachen fixiert werden kdnnen und eine ideale chemische Plattform bieten, basierend
auf einem Spacermolekil mit einen hohen MaR an Modifizierbarkeit. Die dargestellte
Tetraetherlipidschicht erfillt in ausreichender Qualitat die aus der Applikation als biomimetische
Antifoulingbeschichtung resultierenden Anforderungen beziglich der Schichtstabilitat, optischen
und elektrochemischen Funktionalitat und Sterilisierbarkeit.

Die existierenden Antifoulingkonzepte unterstrichen, dass die Unterdriickung der Bioadhasion als initiale
Phase der Biofilmbildung unabhangig von der jeweiligen Applikation tGber die Kontrolle der zu diesem
Zeitpunkt dominanten, unspezifischen Wechselwirkungen gelingen kann. Als entscheidend erwies sich,
dass diese Phase des Biofoulings weitestgehend substratgesteuert verlauft. Die Funktionalisierung der
Tetraetherlipidschicht zielte daher auf eine breite Variation physikochemischer Oberflachenparameter.
Zusatzlich erfolgte ein Optimierungsschritt, der eine Kopplung funktioneller Gruppen beinhaltete.

Im Rahmen der physikochemischen Charakterisierung zeigten die Ergebnisse zunéchst eine geringe
Bandbreite der einzelnen Oberflachenparameter. Im unmittelbaren Vergleich der Funktionalisierungen
beispielsweise prasentierten alle lipidierten Proben in ihrer Oberflachenspannung und deren polaren
Anteil einen signifikanten Unterschied zur unbeschichteten Referenz von mindestens 20%. Dagegen
wurden Differenzen zwischen den einzelnen Funktionalisierungen auf Glas mit héchstens 15% erreicht
(Abbildung 48).
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Abb. 48: Oberflachenspannung, polarer Anteil, Substrat B33
Ebenfalls signifikante Unterschiede zum unbeschichteten Substrat wurden fir das Zetapotenzial

resultierend aus der Lipidierung nachgewiesen. Der Vergleich der Funktionalisierungen untereinander
weist jedoch mit Ausnahme der Probe TL Kombi wiederum auf eine geringe Variation.
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Die Aufnahme der Titrationskurven zur Bestimmung des Isoelektrischen Punktes (IEP) bestatigt den
vergleichbaren Verlauf der Zetapotenzial/pH-Wert-Kurve fir alle Modifizierungen auf Glas. Eine
Ausnahme bilden hier die unmodifizierte Lipidschicht mit nahezu keinem pH-Wert-Effekt und die Probe
TL positiv, welche erwartungsgeman den héchsten IEP aufweist.

B33 TL Kombi TL negativ TL PC TL TLpositv. TLPEG  TLCF

-10 1

-15 1

-20 4

-25 4

-30 1

Zetapotenzial [mV]

-35 1

40

45 A

-50

Abb. 49: Zetapotenzial bei pH 7, Substrat B33

Die Auswertung der erreichten Parameter der einzelnen ausgewéhlten Modifikationen fuhrt zu folgenden
mdglichen Interpretationen: Die Kopplung der Funktionsmolekiile ist unzureichend hinsichtlich ihrer Zahl
oder ihrer Funktionalitdt. Da die Charakterisierung in der vorliegenden Arbeit jedoch auf integralen
Messverfahren beruht, ist die Quantifizierung der erreichten Kopplung der Funktionsmolekile je
Oberflache nicht mdglich. Demzufolge bleibt die eventuell unzureichende Aktivitdt der auRenstehenden
Kopfgruppe des Lipids, welche fiir die nachtragliche Modifizierung notwendig ist, zu hinterfragen.

Eine zweite mogliche Ursache fir die ungentgenden Prasenz der physikochemischen Bandbreite ist
insbesondere am Beispiel der Modifizierung mit kleinen Molekiilen in der molekularen Betrachtung der
Grenzflache zum umgebenden Medium zu suchen. Die Nutzung wassriger Medien fihrt in jedem Fall zur
Ausbildung einer Hydratationsschicht, hervorgerufen durch das Lipid selbst. Die anschlieRend im
wassrigen Milieu gekoppelten Funktionsmolekile wirken in genau dieser Ebene und sind méglicherweise
sterisch in ihrer Wirksamkeit eingeschrankt.

Die Betrachtung der energetischen Parameter Oberflichenspannung und Polaritat auf dem Substrat
Silikon zeigt ebenfalls eine nicht signifikante Variation. Demgegeniber demonstriert die Abbildung 50
bezlglich der ermittelten Zetapotenziale einen deutlicheren Einfluss der jeweiligen Modifizierungen.
Hervorzuheben ist, dass die Probe SIK TL positiv tatsachlich die Umkehrung des stark negativen
Oberflachenpotenzials des unbeschichteten Silikons bewirkte. Des Weiteren unterstreicht die Abbildung
34 in den Zetapotenzial/pH-Wert-Kurven die groRere Bandbreite der funktionalisierten Lipidschichten auf
Silikon einschliel3lich der Besonderheit der positiver geladenen Oberflache der Probe SIK TL positiv.

Unter Beachtung der oben gefiihrten Diskussion ist die Ursache dessen in der denkbaren Inhomogenitét
der Lipidschicht auf dem polymeren Substrat zu suchen. Einerseits lasst die aktivierte Silikonoberflache
eventuell eine zusatzliche Bindung der Funktionsmolekiile an das Polymer selbst zu. Andererseits wird in
wassriger Umgebung nur eine Wasserschicht mit geringerer Dichte und Dicke ausgebildet, so dass die
Hydrophobizitat, aber auch die Funktionalitat der kleinen Molekilgruppen erhalten bleibt.
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Unter der Ansicht, dass ein Tetraetherlipidfilm allein einen Wasserkontaktwinkel von ca. 80° (siehe [181])
und eine Reduzierung des Zetapotenzials bewirkt, ordnen sich die erreichten Ergebnisse auf den
Substraten wie folgt ein. Die Lipidierung fihrt auf beiden Substraten zu einer Verringerung des
Zetapotenzials auf ca. 35% des Wertes der unbeschichteten Probe. Dies bedeutet eine vergleichbare
Eigenschaftsanderung. Der Wasserkontaktwinkel von 77,8° an einer lipidierten Glasprobe steht jedoch
einer signifikanten, aber geringen Anderung des Kontaktwinkels auf 103,5° fiir die lipidierte Silikonprobe
gegeniiber. Bezieht man die Ausgangswerte der unbeschichteten Substrate ein, zielt die Richtung der
Eigenschaftsénderungen auf den erwarteten Wert fir das Lipid, dies jedoch in einem unterschiedlichen
Ausmalf3, der den verbleibenden Substrateinfluss veranschaulicht.
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Abb. 50: Zetapotenzial bei pH 7, Substrat Silikon

Die zusammenfassende Bewertung der energetischen und elektrokinetischen Charakterisierung
der funktionalisierten Tetraetherlipidschichten weist insbesondere auf dem Substrat Glas eine
geringe Bandbreite auf. Auf dem Substrat Silikon kann allein beziiglich der Oberflachenladung
eine deutlichere Variation erreicht werden. Die Funktionalisierung wird insgesamt als
unvollkommen eingeschatzt.

5.2 Darstellung des Antifoulingpotenzials

In der vorliegenden Arbeit dienen Tetraetherlipide als Basis der Oberflichenmodifizierung zur Gestaltung
eines biomimetischen Antifoulingkonzeptes. Das grundséatzliche Wirkprinzip besteht dabei zunachst in der
nanoskaligen Maskierung der Oberflache durch die Lipidschicht. Schon das Tetraetherlipid allein sollte
die Abdeckung an der Oberflaiche vorhandener Adhéasionsstellen erreichen und durch die Anregung
sterischer Abstol3ung zu Antifoulingeffekten fuhren, wie es beispielsweise an Phospholipidbilayern
nachgewiesen werden konnte [235-237, 239]. In dem nachfolgenden Abschnitt soll zunachst das
Potenzial der unmodifizierten Tetraetherlipidbeschichtung bezuglich des Antifoulings diskutiert werden.

5.2.1 Unmodifiziertes Tetraetherlipid - Gewassermonitoring

Die ersten Analysen galten dem Adhasionserhalten auf einer unmodifizierten Tetraetherlipidschicht unter
statischen Bedingungen, d.h. unter Ausschluss einer Medienbewegung. Wie die Abbildung verdeutlicht,
fuhrt die unmodifizierte Beschichtung nach 24 h Inkubation in einer Multiwellplatte zu einer Verringerung
der Adhésion um zirka 25% gegeniiber dem unmaodifiziertem Glas.
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Dieses Resultat lie3 sich durch eine Analyse an mit Tetraetherlipid beschichtetem Edelstahl bestatigen.
So wird auch an der lipidierten Stahloberflache eine Reduzierung der Anzahl adhérierter Bakterien
ermittelt. [225]

Die statischen Untersuchungen im synthetischen Flusswasser zeigen somit erste vielversprechende
Antifoulingeffekte auf.
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Abb. 51: Zahl adharierter Mikroorganismen in Flusswasser, statische Messung, Substrat: B33 und V4A

Die Beschichtung der Referenzglasoberfliche mit unmodifiziertem Tetraetherlipid bewirkte im
dynamischen Messmodus in den Modellwéssern Abwasser und Trinkwasser bereits zu Beginn nach 5
Stunden Inkubationszeit eine erste detektierbare Verringerung der Anzahl anhaftender Mikroorganismen
um ca. 15 % (siehe Abbildung 52). Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die Oberflache zu diesem
Zeitpunkt insgesamt nur gering von Bakterien bedeckt wird. Die Gesamtzahl der Organismen liegt
dagegen nach 24 h Versuchsdauer um zirka eine Zehnerpotenz oberhalb der nach 5 h gezéhlten Zahl.

Fur die unmodifizierte Tetraetherlipidbeschichtung wurde nach 24 h Inkubationsdauer folgerichtig ein
deutlicherer und statistisch signifikanter Effekt der Tetraetherlipidbeschichtung auf die Bioadh&sion
ermittelt. Die Zellzahl wird in jedem der Applikationswéasser um 30 — 40 % reduziert, wobei der starkste
Antifoulingeffekt im Trinkwassermilieu zu finden ist.

ErwartungsgemaR fuhrte die Priifung im Abwasser aufgrund des nahrstoffreichen Mediums nach 24 h zu
den hochsten Zellzahlen. Dieser Einfluss zeigte sich nach 5h anhand der gezdhlten Mikroorganismen
noch nicht. Der Anstieg wird infolgedessen neben der starken Adhasionsneigung der Organismen auf
den Substraten vor allem der wirksameren Proliferation der Bakterien zugerechnet.
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Abb. 52: Zahl adharierter Mikroorganismen in Modellwassern, dynamische Messung, nach 5 h,
Substrat: B33 und B33 TL
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Abb. 53: Zahl adhérierter Mikroorganismen in Modellwassern, dynamische Messung, nach 24 h,
Substrat: B33 und B33 TL

5.2.2 Unmodifiziertes Tetraetherlipid — medizinische Applikation

Die auBerordentlichen antiadhdsiven Eigenschaften der Biomembrananaloga auf Phospholipidbasis
finden bisher vor allem in medizinischen Applikationen Anwendung. Nun deutet das vorliegende
Antifouling gegentiber den Infektionskeimem S. aureus / S. epidermidis auf einen vergleichbare Effekt
durch die Tetraetherlipide.

Sowohl im statischen Modus als auch unter dynamischen Bedingungen fiihrt der unmodifizierte
Tetraetherlipidfilm zu einer Reduzierung der adhérierten Keime nach 24 h um bis zu 70% gegeniiber dem
jeweiligen unmodifizierten Substrat. Im direkten Vergleich zeigt sich eine weitaus deutlichere
Reduzierung auf der Modellglasoberflache. Hierfir kann die topografisch strukturiertere Oberflache des
Polymers als Ursache geltend gemacht werden, da eine inhomogenere Lipidierung erreicht wird.
Dennoch wird das Antifouling durch die Lipidierung des Referenzglases als auch durch die Kopplung der
Tetraetherlipide an Silikon erreicht, wie die nachfolgende Abbildung demonstriert. Dies bedeutet auch,
dass der antiadhésive Effekt durch die Lipide unter analogen Testbedingungen wie z.B. FlieBkammer,
Stromung bei medizinischen Keimen drastischer ausgepragt ist als in den getesteten wéassrigen Medien.
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Abb. 54: Zahl adharierter Mikroorganismen der Staphylokokken-Kultur, statische und dynamische Messung,
nach 24 h, Substrat: B33 und B33 TL, SIK und SIK TL

Die Entwicklung des biomimetischen Antifoulingkonzeptes auf Tetraetherlipidbasis legt die Nutzung
dieses Spacermolekiils als chemische Plattform mit einem hohen MalR an Modifizierbarkeit zu Grunde.
Durch die Funktionalisierung sollen thermodynamisch begriindete abstoRende Wechselwirkungen zum
Tragen kommen. Von Bedeutung ist zundchst die Einschatzung des erreichten Antifoulingverhaltens der
Funktionalisierungen im Vergleich zum unbeschichteten Substrat und der unmodifizierten Lipidschicht.

5.2.3 Funktionalisiertes Tetraetherlipid - Gew&ssermonitoring

Einen ersten Uberblick iiber die unterschiedlichen Effekte der jeweiligen Lipidfunktionalisierung gewahrt
das Ergebnis der statischen Messung der Bioadhasion tUber 24 h in Flusswasser. Die Modifizierungen
TL PEG und TL negativ fuhren nicht zu einer Reduzierung der Zellzahl. Die Probe TL Kombi, welche
beide Modifizierungen verbindet, zeigt andererseits etwa 30 % weniger Bioadhasion. Die viel-
versprechendste Funktionalisierung stellt die zwitterionische Modifizierung der Probe TL PC dar.
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Abb. 55: Zellzahl in Flusswasser, statisch nach 24 h, Substrat: B33
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Die Abbildung 56 stellt die Ergebnisse der dynamischen Bioadhdsionsmessungen nach 24 h in den
Applikationswassern: Fluss-, Ab- und Trinkwasser gegentber. Sie erlaubt zunachst den Vergleich der
einzelnen Tetraetherlipidmodifizierungen untereinander beziglich ihres Antifoulingverhaltens, sowie
zusatzlich die direkte Gegenuberstellung der unterschiedlichen biologischen Systeme.
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Abb. 56: Zellzahl in Modellwéssern, dynamisch nach 24 h, Substrat: B33
a) Flusswasser, b) Abwasser, c) Trinkwasser
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Der Vergleich der eingesetzten Applikationswasser weist auf signifikante Unterschiede:

- Im Fluss- und Trinkwasser werden drastischere Differenzen zwischen den Modifizierungen
ermittelt. Hier fihren einzelne Modifizierungen zur Reduzierung der Zellzahl um bis 40%,
wahrend im Abwasser nur eine Verringerung der Adhasion um 20 - 25% erreicht wurde.

- Nach 24 h Inkubation werden im Abwasser fir alle Schichten héhere Zellzahlen (bis zu
6 x 10%/cm?) ermittelt, in Trink- und Flusswasser dagegen nur Zellzahlen von ca. 3 x 10%cm?.
Dies wird auf die verstarkte Proliferation der Organismen im Abwasser zurtick gefihrt.

- Die unterschiedlichen Funktionalisierungen fithren in den drei Wassern zu einer variierenden
Rangfolge in ihrem Antifoulingpotenzial. So nehmen die Proben TL CF, TL Kombi und TL positiv
eine stets wiederkehrende Position in der Gegeniberstellung ein, wahrend andere
Modifizierungen z.B. TL PC und TL PEG erkennbar medienabhéangige Ergebnisse zeigen. Die
Diskussion dieses Einflusses der entstehenden Wasserbarriere wird in Kap. 5.3 gefihrt.

Die Beurteilung des erreichten Antifoulings funktionalisierter Tetraetherlipide in wassrigen Medien zeigt:

Fur die Proben TL PEG, TL negativ, TL positiv sowie das unmodifizierte TL lasst sich insgesamt
in allen wassrigen Medien eine positive Bilanz der reduzierten Bioadhé&sion ziehen.

Der Probe TL CF ist kein signifikantes Antifoulingpotenzial zuzuschreiben.

Fur die Proben TL PC und TL Kombi wurde im Durchschnitt nur eine mittelmaRlige Reduzierung
der bakteriellen Adhasion ermittelt.

Betrachtet man die Ergebnisse der mikroskopischen Analyse nach 5 h Inkubation, dem friihestem
Stadium der Biofilmbildung, so ergibt sich eine leicht ge&nderte Darstellung:

Wéhrend die Probe TL negativ auch nach kurzer Testdauer in allen Medien ein gutes
Antifoulingverhalten zeigt, weichen die Zellzahlen der Proben TL PEG und dem unmodifiziertem
TL zu diesem Zeitpunkt teilweise drastisch von dem zuvor beschriebenem Endwert ab. Ein
gegensatzliches Verhalten prasentiert die Probe TL CF. Nach kurzer Inkubationszeit ist fir
diese Modifizierung grundsatzlich eine Reduzierung der Adhasion dargestellt, wahrend ebenso
prinzipiell die Probe TL CF nach 24 h die hochsten Zellzahlen zusammen mit dem
unmodifiziertem Glas erreicht.

Es wird infolgedessen davon ausgegangen, dass diese Funktionalisierungen erst nach
mehreren Stunden eine Art Gleichgewichtszustand der Bioadhéasion erreichen. Die Ausbildung
einer antiadhasiv wirkenden Wasserbarriere aufgrund der Hydratation z.B. an Probe TL PEG
wird unter Umsténden erst nach einiger Zeit wirksam. Andererseits wird am Beispiel der Probe
TL CF angedeutet, dass hydrophobe Effekte in fortwahrendem Kontakt mit wassrigen Medien
unter Stromungsbedingungen nur bedingt Uber langere Zeitraume stabil sein kénnen.

Im Kapitel 4.3.3 werden die Ergebnisse des Feldversuches in der Talsperre Neustadt prasentiert. Es zeigt
sich im Feld ein offensichtliches Antifouling an allen getesteten Tetraetherlipidmodifizierungen. Die
nachfolgende Abbildung 57 verdeutlicht dies durch einen Vergleich der im Feld nach mehreren Wochen
ermittelten Zellzahlen mit den Ergebnissen der in vitro-Labortestungen nach 24 h.

Es wird sowohl im Vergleich zum Trinkwasser als auch zum Flusswasser im Feld ein drastischerer
Antifoulingeffekt durch die funktionalisierten Lipide offensichtlich. Diese deutliche Reduktion lasst sich
partiell auf die geringere Anzahl von Mikroorganismen im Habitat der Trinkwassertalsperre und die
geringere Umgebungstemperatur zuriickfiihren. Dessen ungeachtet wurde der Feldversuch Uber einen
ausreichend langen Zeitraum in einer biologisch aktiven Periode realisiert und prasentiert somit
aussagekraftige Resultate fir die mogliche Applikation der entwickelten Schichten auf technischen und
sensorischen Funktionsflachen.
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Abb. 57: Zellzahl, bezogen auf Referenzglas B33 im Feld und im in vitro-Versuch, Substrat: B33

Haque et al. [240] untersuchten in einer aktuellen Studie die Effizienz des zellzerstérenden Molekiils
Natriumbenzoat, gebunden an Silikonoberflachen. Sie inkubierten die modifizierten Oberflachen in einer
Flusswasserbatchkultur der Isolate des Erie-Sees und erreichten eine Reduzierung der Biofilmbildung um
50% in den ersten 4 Wochen. Wird das Verfahren jedoch direkt im Fluss verwendet, messen die Autoren
keine signifikante Reduktion mehr und fuhren dies auf die harscheren realen Umgebungsbedingungen
zurlick. Das vorliegende Ergebnis des eigenen Feldtests liefert hier dagegen eine verbesserte Situation
im Vergleich zu den in vitro-Testungen im Labor.

Es ist festzustellen, dass die GrolRenordnungen (Zahl adhérierter Bakterien je Flache) den allgemeinen
Literaturwerten entsprechen z.B. fiir eine Adhéasion nach 2 - 5h [241, 242] sowie fir eine Adhasion Uber
24h [243]. Gleiches gilt fur die in Kap. 4 angegebenen Standardabweichungen. In Monokulturen werden
Abweichungen bis zu 30 - 40% publiziert, welche zudem von dem untersuchten Mikroorganismus
abhangt [91]. Dies vervielfaltigt sich teilweise bei Mischkulturen und Feldtests [240, 243-245].
Desgleichen bestétigt sich der Gebrauch von 3 Wiederholungen und 5 — 10 mikroskopischen Aufnahmen
zum Erreichen einer statistisch verlasslichen Bewertung [101, 112, 243, 246].

Die vergleichende Betrachtung der Ergebnisse der Laboranalysen und des Feldtests lassen die Annahme
zu, dass die gewdahlte Methodik der in vitro-Bioadhasionsmessungen eine im Feld nicht existente
Harteprufung darstellt.

5.2.4 Funktionalisiertes Tetraetherlipid — medizinische Applikation

Das zweite Applikationsfeld bestand in einer medizinischen Anwendung. Hier stehen Ergebnisse der
Laboruntersuchungen an funktionalisierten Tetratherlipidschichten in Kontakt mit den Infektionskeimen
S. aureus und S. epiderimidis im Vordergrund.

Bereits die Ergebnisse der Voruntersuchungen im statischen Modus (Abbildung 58) signalisieren einen
signifikanteren Einfluss der funktionalisierten Lipidbeschichtung auf die Adhasion von Infektionskeimen.
So zeigten die Proben TL, TL positiv und TL Kombi eine Reduzierung der Zellzahl um bis zu 70%.

Die beiden nachfolgenden Abbildungen préasentieren die Zusammenfassung der Ergebnisse der
dynamischen in vitro-Adhasionsprifung der medizinischen Applikation. Sie beinhalten die Gegeniber-
stellung der Ergebnisse nach der Seedphase (2 Stunden) und der Feedphase (20 Stunden) des Tests
(Abbildung 59-60) und lassen zusétzlich den Vergleich der beiden Substratmaterialien zu.
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Abb. 58: Zahl adhérierter Mikroorganismen der Staphylokokken-Mischkultur, statische Messung,
nach 24 h, Substrat: B33
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Abb.59: Zellzahl der Staphylokokken-Mischkultur nach 2 und 20 h, Substrat: B33
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Abb. 60: Zellzahl der Staphylokokken-Mischkultur nach 2 und 20 h, Substrat: Silikon
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Die Analyse des Antifoulingverhaltens fiihrt zu folgender Zusammenfassung:

Auf dem Referenzsubstrat, der unbeschichteten Glasoberflache B33, werden nach 24 h
gegenlber dem unmodifiziertem Polymer geringfiigig hohere Zellzahlen erreicht. Zugleich fuhrt
die Lipidierung der Glasoberflachen und deren Funktionalisierung zu deutlicheren Effekten
hinsichtlich einer reduzierten Zellzahl im Vergleich zu den beschichteten Silikonproben.

Am Ende der Seedphase zeigt sich auf den beiden Substraten ein abweichendes Resultat. Auf
der Glasoberflache ist nach 120miniitiger Inkubation keine Reduzierung der bakteriellen Adhasion
detektierbar. Im Gegenteil, das unbeschichtete Glas weist nach der Probe TL PEG die geringste
Zellzahl auf. Die Proben TL PC und TL Kombi zeigen eine mehr als vierfach erhéhte Adhasion.
Die unbeschichtete Silikonoberflache dagegen weist schon nach der Seedphase die erwartete
hdchste Zellzahl auf. Parallel dazu wird hier fiir die Modifizierung TL Kombi das beste
antiadhasive Ergebnis erzielt.

Demgegenuber fihren im Vergleich zu den Ergebnissen in wassriger Umgebung z.B. die Proben
TL PC und TL CF nach 24 h zu einem erfolgreichen Antifoulingverhalten, wahrend die Probe
TL positiv deutlich schlechter abschneidet. Das unmodifizierte TL und die peggylierte Probe TL
PEG weisen erneut vielversprechende Ergebnisse auf.

Die funktionalisierten Silikonoberflachen bestatigen das Ergebnis weitestgehend. Die Proben
SIKTL PEG, SIK TL und SIK TL CF zeigen die stérkste Reduzierung der Zellzahl nach 24 h.
Allein die Probe SIK TL Kombi fihrt im Gegensatz zu den Messungen auf Glas zu dem besten
Antifoulingverhalten als Modifizierung des Silikons.

Die ermittelten Zellzahlen auf Glas und Silikon liegen in vergleichbaren GroRenordnungen. Ein
essentieller Effekt durch die rauere Polymeroberflache wurde nicht detektiert. Unter Bezugnahme auf die
in Kap. 4 prasentierten AFM-Analysen an beiden Substraten kann die Oberflache als glatt eingeschétzt
werden unter Beachtung der durchschnittlichen Bakteriengrof3e im Mikrometerbereich. Dies entspricht
einer Aussage von Bos et al.[29] dahingehend, dass die Rauigkeit nur bedingten Einfluss auf die
bakterielle Adhasion zeigt.

Vacheethasanee et al.[247] verglichen glatte Graphit- und Polyethylenoberflachen, welche sie mit PEG in
unterschiedlichen Konzentrationen modifizierten. Die Autoren diskutierten den Einfluss des
Substratmaterials, da ein verbessertes Antifouling (S. epidermidis) durch die Behandlung des glattem
Graphits detektiert werden konnte im Vergleich zum modifiziertem Polymer. Zuriickgefuhrt wurde dies auf
die Risse und Oberflachendefekte des Polymers und die damit verbundene geringere Oberflachendichte
der Schicht - ein Effekt, der mit der hier vorliegenden Lipidierung des Silikon vergleichbar ist.
Dementsprechend ist ein analoges Resultat der eigenen Ergebnisse erkennbar. Die Funktionalisierung
der Oberflachen mit Tetraetherlipid in Kopplung mit Polyethylenglykol fihrte auf der Glasoberflache zu
einer Reduzierung der Bioadhasion auf ca. 10% (Probe TL PEG) wahrend auf dem Silikon maximal eine
Verminderung auf 30% (Probe TL Kombi) abgeleitet werden konnte. Die inhomogene Beschichtung des
Silikons aufgrund der Oberflachentopografie (siehe Kap. 5.1) kann die Ursache dessen darstellen.

Harris et al.[112] untersuchten auf mit PEG modifiziertem Titan das Adhasionsverhalten von S. aureus.
Nach 1h wurde eine Reduzierung der Adhasion um mehr als 90 % ermittelt. Nach 24 h konnte jedoch nur
noch eine Reduzierung von 30 — 50% nachgewiesen werden. Auch dieser Effekt lasst sich in den
eigenen Ergebnissen insbesondere auf dem Referenzglas wiederfinden. Des weiteren stellten die
Autoren eine zunehmende Clusterbildung der Bakterien auf der peggylierten Oberflache fest aufgrund
starkerer Wechselwirkungen zwischen den Organismen als zum Material. Die Analyse der eigenen
Untersuchungen zeigt nun auf den einzelnen Modifizierungen ebenfalls unterschiedliche Arrangements
der adhérierten Organismen (Abbildung 61 — 62).
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Sowohl auf dem unmodifizierten Lipid als auch auf der Probe TL PEG ist eine Agglomeration der
Bakterien nach der Feedphase festzustellen, wéhrend die Organismen auf den Proben TL negativ und
TL Kombi eine homogene Verteilung aus Einzelorganismen oder Gruppen bis zu 5 Zellen aufweisen. Auf
der unbeschichteten Glasoberflache zeigt sich im Vergleich ein dichter bakterieller Rasen. Aufnahmen
auf dem beschichteten Silikon bestatigen diese Aussagen: (i) ein geschlossener Rasen auf der
unbehandelten Polymeroberflache, (ii) Clusterbildung nach der Lipidierung und (iii) homgene kleinere
Gruppen auf der Probe SIK TL negativ. Umfassendere und vergleichbare Aussagen zur raumlichen
Verteilung der adharierten Bakterien prasentierte die Arbeitsgruppe um Busscher et al [29, 248] und
aktuell bei Allion et al.[92]

B33 B33 TL B33 TL negativ

Abb. 61: CLSM-Aufnahmen, Struktur adhéarierte Mikroorganismen, Ausschnitt: 100 x 100 pm

SIK SIKTL SIK TL negativ

Abb. 62: CLSM-Aufnahmen, Struktur adharierte Mikroorganismen, Ausschnitt: 100 x 100 pm

Die Arbeiten an monomolekularen Tetraetherlipidschichten mit dem Ziel des Antifoulings sind inhaltlich
gut vergleichbar mit der Entwicklung an Phospholipidbilayern, was die nachfolgende Diskussion
verdeutlicht. Sie beruhen auf verwandten Wirkprinzipien und bilden analoge Schichtstrukturen aus.

Kim et al.[249] untersuchten monomolekulare Phospholipid-Beschichtungen, welche (i) physikalisch
adsorbiert und (i) auf silanisierten Oberflachen kovalent gekoppelt vorlagen. Sie zeigten
erwartungsgemaf eine geringe Stabilitat der adsorbierten Filme in Waschprozessen und bei der
Sterilisation. Die beiden Bindungstypen fuhrten zu unterschiedlichen biologischen Reaktionen.

Park et al.[143] modifizierten Polyurethanoberflachen mit PEG unterschiedlicher Kettenlange sowie durch
kurze Molekile: Hydroxyl-, Amino- und Sulfonatgruppen bzw. Heparin. Sie zeigten in mit S. epidermidis
und E. coli eine starke Abhangigkeit des Antifoulingverhaltens von der zunehmenden Kettenlange des
PEG. Demgegeniber filhrten die zusatzlich gekoppelten Molekile zu signifikanten aber geringeren
Effekten, wobei die Amino- und die Sulfonatgruppe eine weitere Reduzierung der Adhasion bewirkten. Im
Vergleich zu den eigenen Messungen speziell der medizinischen Applikation, welche ebenfalls die
Adhasion von Infektionskeimen behandelte, erscheint ein vergleichbares Bild: die Modifizierung mit PEG
3000 fihrte zu einer signifikanten Reduktion der Adhasion, und es wurde durch die Kopplung von Sulton
bei der Probe TL negativ und der Probe TL Kombi ein Antifouling erreicht.
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Die dargestellte Analyse des Antifoulingpotenzials der Tetraetherlipidschichten und ihrer
Funktionalisierungen lasst sich insgesamt in einer positiven Bilanz zusammenfassen. Die
erreichte Reduzierung der bakteriellen Adh&sion im in vitro-Laborversuch ist grundséatzlich mit
den Darstellungen anderer Arbeitsgruppen vergleichbar. Insbesondere im Feldtest wurde ein
deutlich messbares Antifoulingverhalten erreicht.

Die Beschichtung der Materialien mit dem Tetraetherlipid allein zeigt bereits durchgehend einen
die Bioadhéasion reduzierenden Effekt.

In den Applikationswassern werden im Labor Adh&sionsminderungen um bis zu 40% in Fluss-
und Trinkwasser erreicht, wahrend im Abwasser nur eine Verringerung der Adhasion um 20 - 25%
ermittelt wurde. Die unterschiedlichen Funktionalisierungen fiihren in den drei Wéssern zu einer
variierenden Rangfolge in ihrem Antifoulingpotenzial. Fir die Proben TL PEG, TL negativ,
TL positiv sowie fur das unmodifizierte TL 14sst sich insgesamt in allen wéssrigen Medien eine
positive Bilanz ziehen. Demgegeniber fiihren die Proben TL PC und TL CF nach 24 h zu einem
erfolgreichen Antifoulingverhalten im Infektionsmodell. Das unmodifizierte TL und die peggylierte
Probe TL PEG weisen erneut vielversprechende Ergebnisse auf. Die funktionalisierten
Silikonoberflachen bestéatigen das Ergebnis weitestgehend. Allein die Probe SIK TL Kombi fihrt
im Gegensatz zu den Messungen auf Glas zu dem besten Antifoulingverhalten als Modifizierung
des Silikons.

Die Analyse der Adhasionsmessung mit Einzelorganismen an einer lipidierten Glasoberflache
weist auf eine konkurrierende Adh&sion mehrerer Organismen in der Mischkultur hin. Das
Adhéasionspotenzial der einzelnen Mikroorganismen variiert drastisch.

Die bildliche Darstellung der adhérierten Staphylokokken deutet zudem auf den Effekt der
funktionalisierten Lipidschichten bezlglich der Biofilmstruktur: mit der Beschichtung werden
unterschiedliche Clusterbildungen erreicht.

Der Aufbau des Bioadhasionsmessplatzes auf der Basis von Laborbioreaktoren, gekoppelt an die
Anwendung applikationsspezifischer mikrobiologischer Mischkulturen weist die erwarteten
Moéglichkeiten in der in vitro-Laborprifung auf. Als zentrale Basis des gewahlten Methoden-
spektrums unter Einbeziehung von Modellanalysen mit Einzelorganismen zum Einen und der
Realisierung von praxisrelevanten Feldtest zum Zweiten ergibt sich ein umfassendes Bild des
erreichten Antifoulingpotenzials. Letztendlich ist auf dieser Grundlage eine Optimierung der
Testmethodik beziiglich der labortechnische Umsetzbarkeit einer praxisrelevanter Biofilmprifung
ermaoglicht.
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5.3. Betrachtung der Wechselwirkungen

MaRgeblich fur die Biofilmbildung sind die Wechselwirkungen an der Grenzflache Substrat/biologisches
System. Insbesondere die Primarbesiedlung gilt in erster Linie als physikalisch-chemisch kontrollierter
Prozess. Das Verstandnis der thermodynamischen Mechanismen der bakteriellen Adhé&sion bildet nun
die Grundlage der Entwicklung neuer Antifoulingstrategien. Die vorliegende Diskussion lasst spezifische
Interaktionen zwischen Mikroorganismen und Oberflachenfunktionalisierungen aufler Betracht. Des
weiteren liefern die gewahlten experimentellen Versuchsbedingungen keine Méglichkeit, die Born’schen
Interaktionen zu analysieren. Nachfolgend werden die verbleibenden Wechselwirkungsenergien
diskutiert. Dabei steht der essentielle Einfluss aller beteiligten Phasen: Mikroorganismus, Medium und
Substrat im Mittelpunkt der Betrachtung.

5.3.1 Korrelationsbetrachtungen

Korrelationsbetrachtungen basierend auf experimentellen Befunden zur Bioadhasion und der
makroskopischen Oberflachencharakteristika stehen seit Jahrzehnten im Fokus zahlreicher Studien und
Publikationen. Im Rahmen der Diskussion der eigenen Befunde werden zu den einzelnen
Oberflachenparametern vergleichend die Ergebnisse aus der Literatur dargestellt und anschlie3end
eigenen Korrelationsbetrachtungen gegeniiber gestellt.

Vorerst wurden Kontaktwinkel als Parameter der Hydrophobizitt der beteiligten Komponenten mit der
Bioadhasion und der Biofilmbildung korreliert. Dabei diskutierten die Autoren den Einfluss der
Hydrophobizitat durchaus kontrovers. Beziiglich der hydrophoben Parameter der Mikroorganismen
verweisen Ong et al.[250] im Ergebnis ihrer Untersuchungen zur Adhasion von zwei E. coli Stdmmen
darauf, dass hydrophobe Wechselwirkungen die dominante Rolle dahingehend spielten, dass moderat
hydrophobe Mikroorganismen auf hydrophoben Materialien verstarkt angezogen werden, wahrend
hydrophile Zellen hydrophile Oberflachen favorisieren. Ein analoges Verhalten zeigten Vacheethasanee
et al. [251] an einem hydrophoben Stamm S. epidermidis. und Bruinsma et al.[224] durch die starkere
Adhésion eines hydrophoben Stammes der P. aeruginosa auf modifizierten Kontaktlinsen. Strevett et
al.[252] wiesen nach, dass die hydrophoben Eigenschaften und damit die Adhéasion einer bakteriellen
Oberflache durch die Eigenschaften gram-positiv und gram-negativ gesteuert wird, wobei die
Peptoglykane der gram-positiven Mikroorganismen zu einer stabilen Hydrophilie fihrten. Dagegen lasst
der hohe Lipidanteil der Zelloberflache gram-negativer Mikroorganismen eine starke Variation der
Hydrophobizitat zu. Der Einfluss der Hydrophobie der Materialien verkomplizierte die Zusammenhéange.
Speziell die Adhasion von Seewasserbakterien (16 Stdamme) analysierten Grasland et al [253] und
stellten im Ergebnis die mehrheitlich hydrophilen Mikroorganismen als priméren Besiedler der
hydrophilen Glasoberflache dar. Hydrophobe Bakterien besiedelten erst nach 6 h die Glasoberflache. Ista
et al. [246] untersuchten die Adhasion des C. marina. Sie stellten einen Anstieg in der bakteriellen
Adhésion mit dem Sinken des Wasserkontaktwinkels (starkere Hydrophilie) fest. In der Bewertung des
Ergebnisses wird auf die Arbeiten von Absolom et al. [254, 255] verwiesen. Sie korrelierten neben dem
Wasserkontaktwinkel verschiedener Kunststoffe deren Oberflachenspannung mit der Bioadhasion und
verwiesen auf den entscheidenden Einfluss der van der Waals'schen Wechselwirkungen, insbesondere
bei der Proteinadsorption als ersten Schritt der Biofilmbildung. Sie konnten eine Beziehung zwischen der
Hydrophobie und der Zellzahl im Plateaustadium darstellen. Ebenfalls eine eindeutige Korrelation
verzeichneten Callow et al. [256] zwischen der Hydrophobie der Materialoberflaiche und dem Spreiten
von Algensporen. Die Hydrophobizitat fuhrt zu kleineren mit Adhasinen gefiillten Polstern unter der
Spore.

Die Kontaktwinkelmessungen an den hier untersuchten Mikroorganismen prasentierten nur fir 2 Stamme
hydrophobe Parameter: AW 6.2 und AW 6.7. Die Bioadhasionsergebnisse (Kap. 5.2) fuhrten jedoch nicht
zu einer gesteigerten Adhasion dieser Stamme. Die hydrophoben Bakterien besiedelten auch das
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hydrophile Substrat gering. Fir die stark hydrophilen Stamme FW 2.5, FW 5.7, TW 9.5 und AW 7.12
wurde jedoch in Kontakt mit der unbehandelten Glasoberflache eine gesteigerte Adhéasion ermittelt. Aber
auch die Tetraetherlipid modifizierten Oberflachen stellen hydrophile Schichten dar und fiihren fir diese
Mikroorganismen zu einer starkeren Adhasion im Vergleich zu den hydrophoberen Stammen. Dies
bestatigen die zuvor beschriebenen Studien [246, 250].

Der Einfluss der Variation des hydrophilen Charakters der Lipide auf die Adhéasion der Bakterien der
Applikationswasser ist nur untergeordnet, wie die nachfolgende Abbildung 63 verdeutlicht. Allein die
Adhéasion der Staphylokokken in Dialysemedium zeigt eine sichtbare Reduzierung mit dem Anstieg des
Kontaktwinkels auf der Substratoberflache. Der starkere Einfluss wird hier mdglich, da die elektro-
statischen Effekte aufgrund der hohen lonenstarke des Medium unterdriickt werden. Roosjen et al. [47]
diskutieren eine entsprechende Hypothese und beschreiben den gestarkten Einfluss hydrophober
Wechselwirkungen bei hohen lonenstarken des Mediums. In einer aktuellen Arbeit veranschaulichen
Brizzolara et al. [93] jedoch, dass ein Einfluss der Oberflichenspannung eines Materials auf die
Bioadhasion allein unter strenger Beachtung der Scherkraft bewertet werden kann. In Ubereinstimmung
mit den Autoren bewirkt das Spulen der FlieRkammer insbesondere bei der Messung mit Staphylokokken
die fur die Analyse notwendige Scherkraft.
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Abb. 63: Beziehung zwischen bakterieller Adh&sion und der Hydrophobizitét des Substrates
lonenstérken siehe Tabelle 16

Neben der Hydrophobie bildet die Schleimhiille der Bakterien einen zusétzlichen Oberflachenparameter
der Mikroorganismen. Zum Einen werden Korrelationsanalysen zwischen der Bioadh&sion und dem
Wasserkontaktwinkel gestitzt, da die Schleimhille die Hydrophobie steuert. In den vorliegenden
Ergebnissen existiert jedoch kein direkter Zusammenhang zwischen der Hydrophobie der
Bakterienoberflache und der Dicke der Schleimhulle. Andererseits ist neben der eigentlichen Dicke der
Schleimhille die elementare Zusammensetzung des Schleimes von Bedeutung, so dass die EPS sowohl
adhésionsfordernd als auch antiadhéasiv wirken kann. Zudem besitzen vor allem Adhésine
(Polysaccharide der EPS) eine entscheidende Funktion bei der Bioadhé&sion [257]. Gesichert scheint
dennoch, dass die Schleimbildung ein antiadhasives Verhalten allein durch die Hemmung der Penetration
der Zellwand aber auch aufgrund des verbleibenden gré3eren Abstandes zwischen den interagierenden
Oberflachen und den damit einhergehend geringeren Wechselwirkungen bewirken kann.

Die Betrachtung der hier vorliegenden Ergebnisse zur Bioadhéasion in den Applikationswassern bezogen
auf die ermittelte Schleimdicke deutet auf eine derartige Tendenz (Abbildung 64). Mit zunehmender Dicke
der Schleimschicht nimmt die Zahl der adhéarierten Zellen ab.
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Diese Hypothese wird durch die Arbeiten von Gomez-Suarez et al.[64] gestltzt: Sie stellten fiir den
schleimbildenden P. aeruginosa eine deutlich reduzierte Adhé&sion auf Glas fest im Vergleich zu einem
nicht schleimbildenden Stamm. Baldassari et al.[258] fuhrten dies auf die mit zunehmender
Schleimbildung erreichte Abschirmung der Zelloberflache insbesondere die Maskierung der aktiven
Proteine zuriick. Im Ergebnis erscheint der Einfluss materialspezifischer Oberflachenparameter auf die
Organismen mit dinner Schleimhdille signifikanter, da die Wechselwirkung der Materialoberflache mit der
eigentlichen Zelloberflache besser mdglich ist.
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Abb. 64: Beziehung zwischen bakterieller Adh&sion und Dicke der Schleimhdille der Bakterien

Elektrostatische Charakteristika der Substrate und der Mikroorganismen wurden wiederholt in Bezug zu
dem erreichten Antifouling gesetzt. Einen besonderen Stellenwert erhalten hierbei jedoch die Parameter
des umgebenden Mediums hinsichtlich der Zusammensetzung, der lonenstarke und des pH-Wertes. Es
ist zu erwarten, dass Oberflachenpotenziale der Mikroorganismen und Substrate aufgrund der
Ausbildung einer effektiven elektrochemischen Doppelschicht (siehe Kap. 2.1) in wéassrigen und niedrig
konzentrierten Medien einschneidender wirken. Der Zusammenbruch der elektrostatischen AbstoRung in
Medien hoherer lonenstérke lasst dagegen die Zunahme der Adhasion erwarten. Die elektrostatische
Abstolung der im Allgemein negativ geladenen, synthetischen und bakteriellen Oberflachen wird
reduziert, andere gegebenenfalls anziehende Krafte werden wirksam.

Vigeant et al. [153] beschrieben einen signifikanten Effekt der lonenstarke auf die Bewegung der
Mikroorganismen in der Umgebung einer Substratoberflache. Hohe lonenstarken bremsen die Bakterien-
bewegung und koénnen so die Besiedelung der Oberflache steigern. Abu-Lail et al. [110] wiesen an
Konformationséanderungen der bakteriellen Oberflachenpolymere mit zunehmender lonenstarke von
0,01 M bis 0,05 M nach. Die damit zunehmende geordnete Struktur der Polymere beeinflusst das
Adhéasionspotenzial und fihrt bei Werten von mehr als 0,05 M zur Anziehung. L. Lewis [154, 236]
entwickelte ein Modell der elektrosterischen Wechselwirkung und kombinierte den Einfluss der
lonenstarke und des pH-Wertes des Mediums. Im Ergebnis wurde deutlich, dass der Einfluss sterischer
Strukturen in wassrigen Medien mit geringer lonenstéarke deutlich intensiver zu erwarten ist im Vergleich
zu einer hohen lonenkonzentration. Im Medium mit einer lonenstéarke < 0,001 M werden elektrostatische
Energien prasent und es entwickeln sich richtungsabhéangige Strukturen im Biofilm. Bos et al. [29]
bestatigten den Effekt der lonenstarke auf die Struktur des sich bildenden Biofilms. Der Biofilm bildete
sich in einem Medium mit hoher lonenstarke > 0,01 M gleichmaf3ig bzw. rotationssymmetrisch aus. Das
Gleichgewicht zwischen hydrophoben und elektrostatischen Wechselwirkungen in unterschiedlich
konzentrierten Medien diskutierten Salerno et al. [259]. Liegen die Debyelangen, welche direkt von der
lonenstarke abhangig sind, unterhalb der Lange der hydrophoben Kohlenwasserstoffketten einer
Beschichtung, so spielt die hydrophobe Anziehung eine wesentliche Rolle.
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Zum Beispiel wurde die wirksame Grenze fiir ein Silan mit einer Kettenlange von ca. 2,8 nm bei einer
Elektrolytkonzentration zwischen 0,1 — 0,01 M gezogen. Letztendlich verglichen Rijnaarts et al. [48] den
Einfluss sterischer und DLVO-Energien auf die bakterielle Adhasion in verschiedenen Medien. Es zeigte
sich, dass bei einer geringen lonenstérke (I < 0,01 M) die DLVO-Wechselwirkungen dominieren, wéhrend
bei hoheren Werten (I > 0,1 M) die sterischen Effekte grof3eren Einfluss haben. Diese kdnnen jedoch
sowohl anziehend (,Polymer Bridging“) als auch abstoliend (osmotischer Druck) wirken. Die Autoren
verallgemeinern in der Zusammensetzung des Mediums die wesentliche Unterscheidung, ob allein
DLVO-Wechselwirkungen (z.B. Trinkwasser), beide Effekte (z.B. Abwasser, Speichel) oder allein
sterische Wechselwirkungen (z.B. Blut, Seewasser, Urin) von Bedeutung sind. Ubereinstimmend zeigt die
Diskussion des Einflusses der lonenstéarke einen kritischen Wertebereich zwischen 0,01 M und 0,1 M.

Die Ergebnisse dieser Arbeit fihren zu entsprechenden Schlussfolgerungen beziglich des Effekts der
lonenstarke des Mediums auf die Bioadhasion, wie die Abbildung 65 anhand der Ergebnisse der Priifung
im dynamischen Modus verdeutlichen soll. Der kennzeichnende Parameter ist dabei die Variation der
Zellzahl zwischen den funktionalisierten Tetraetherlipidschichten. Niedrige lonenstarken fiihrten nur zu
einer unbetrachtlichen Streuung in Bezug auf das Substratmaterial, wahrend die Messung bei einer
lonenstarke von mehr als 0,1 M deutlich breiter differierende Zellzahlen innerhalb einer GrélZenordnung
aufwiesen. Der Zusammenbruch der elektrostatischen Interaktion infolge der hohen lonenstérke lasst nun
den Einfluss sterischer Wechselwirkungen sichtbarer werden. Dementsprechend zeigt das sterische
wirksame PEG die starkste Reduzierung der Adhéasion und die physikochemsiche Funktionalisierung der
Lipidschichten wird effektiver. Wendet man das Modell nach Rijnaarts an [48], so wirkt an der
Grenzflache zwischen Sensormaterial und Biosystem in den Applikationswassern ein Mix aus van der
Waal's, elektrostatischen und sterischen Kraften. Im Bereich der medizinischen Applikationen, welche
zumeist mit Medien hoéherer lonenkonzentration in Kontakt treten, sind dagegen die sterischen
Wechselwirkungen dominant.
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Emoto et al. [123] wiesen anhand der Nivellierung der urspriinglichen Oberflachenladung des Substrates
das Entstehen eines dichten Oberflachenfilms nach und sahen in dem reduzierten Oberflachenpotenzial
das Wirkprinzips des Antifoulings. Am Beispiel ubiquitdr vorkommender Proteine z.B. Albumin
untersuchten Brandes et al. [103] die Korrelation der Proteinadsorption zum pH-Wert des Mediums. Sie
legten ein Maximum der Proteinadsorption dar, wenn das Medium den pH-Wert des IEP des Proteins
annimmt. Gross et al. [260] untersuchten die Rolle geladener Zellwandpolymere (Teichoic acid) von
S. aureus. Im Vergleich zeigten sie, dass insbesondere die initiale Bioadhéasion elektrostatisch kontrolliert
ist: die negative Ladung der Zellwand flhrt zu einer abstoBenden Reaktion. Eine vergleichbare
Hypothese hinsichtlich der initialen bakteriellen Adhasion prasentieren Gottenbos et al. [261]. Die
Bioadhasion von E. coli, P. aeruginosa, S. aureus und S. epidermidis an Silikon erfolgt schneller, da
keine elektrostatische Abstof3ung prasent ist [244]. Jucker et al [102] untersuchten die Adhésion zweier
bakterieller Stdmme mit unterschiedlicher Ladung: (i) S. maltophilia — positiv, hydrophil und (ii) P. putida —
negativ, moderat hydrophob. Die Autoren ordnen dem schwach positiv geladenem Mikroorganismus ein
starkeres Adhéasionspotenzial zu, was auf elektrostatische Anziehungen an der Grenzflache zum Medium
zurlickgefiihrt wird. Die dicke diffuse Doppelschicht des P. putida behindert dagegen die Adhasion auf
negativ geladenen Oberflachen. Auch van Loosdrecht et al. [262] extrapolierten eine Korrelation
zwischen der Hydrophobizitat der Mikroorganismen, deren Oberflachenpotenzial und der Adhasion auf
Polystyrol. Ist das Substrat negativ geladen, so werden bei hoher Ladung die geringsten Adhasionsraten
erzielt.

Zusammenfassend spiegelt sich der dargestellte Trend der Verminderung der initialen Adh&asion im
Zusammenhang mit einer elektrostatisch wirksamen Abstol3ung auch in den Ergebnissen dieser Arbeit
wieder. Setzt man die bakterielle Adhasion der Einzelorganismen der Applikationswéasser (nach 24 h,
dynamischer Modus) in Bezug zu dem Zetapotenzial der Mikroorganismen, so ergeben sich fir die
Wechselwirkung mit dem auf3erst negativ geladenen Glassubstrat erkennbare abstoRende Eigenschaften
bei starker negativ geladenen Bakterien (Abbildung 66 links). Diese Verknipfung lasst sich auf mit
Tetraetherlipid beschichteten Oberflachen nicht reproduzieren (Abbildung 66 rechts). Die Begriindung
liegt zum Einen in dem um mehr als 60% reduziertem Zetapotenzial der lipidierten Oberflache sowie in
dem Hervorrufen zusatzlicher z.B. nichtelektrostatischer Interaktionen an der Grenzflache zum Lipid.
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Abb. 66: Beziehung zwischen der Bioadhéasion in Wéassern und dem Zetapotenzial der Mikroorganismen

Die diskutierten Korrelationsbetrachtungen lassen sich nun wie folgt zusammenfassen:

Die Hydrophobie des Substratmaterials beeinflusst im vorgestellten Ergebnis die bakterielle
Adhéasion nur unwesentlich. Allein bei herabgesetzten elektrostatischen Effekten spielen
hydrophobe Interaktionen zwischen den Mikroorganismen und der Materialoberflache eine
zunehmendere Rolle.
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Mit zunehmender Dicke der den Mikroorganismus umgebenden Schleimschicht nimmt die Zahl
der adharierten Bakterien ab. Dies wird auf die Verminderung anziehend wirksamer
Wechselwirkungen durch die Schleimschicht selbst bzw. auf den vergrofRerten Abstand zwischen
den beteiligten Oberflachen zurlick gefiihrt. Parallel dazu werden Proteinfunktionen maskiert.

Eine elektrostatisch wirksame AbstoBung kommt auf der negativ geladenen Glasoberflache zum
Tragen. Die Lipidierung des Substrates lasst dagegen keine vergleichbaren elektrostatischen
Effekte erkennen. Dieser Sachverhalt wird gestiitzt durch die Reduzierung der Bioadh&asion im
Kontext zur Nivellierung der Oberflachenpotenziale der lipidierten Substrate.

Die lonenstarke des umgebenden Mediums kennzeichnet die Variation der Zellzahl zwischen den
funktionalisierten Tetraetherlipidschichten untereinander. Niedrige lonenstarken von < 0,01 M
fihrten nur zu einer unbetrachtlichen Streuung in Bezug auf das Substratmaterial, wahrend die
Messung bei einer lonenstarke von mehr als 0,1 M deutlich breiter differierende Zellzahlen
innerhalb einer GrélRenordnung aufwiesen. Wendet man das Konzept nach Rijnaarts an [26], so
wirkt an der Grenzflache zwischen Sensormaterial und Biosystem in den Applikationswassern ein
Mix aus van der Waals, elektrostatischen und sterischen Wechselwirkungskraften. Im Bereich der
medizinischen Applikationen, welche zumeist mit Medien hdéherer lonenkonzentration in Kontakt
treten, sind dagegen die sterischen Wechselwirkungen dominant.

5.3.2 Applikation des theoretischen Modells

Mit der Zeit erganzten die vornehmlich experimentell begriindeten Korrelationsbetrachtungen das
Einbringen experimenteller Befunde in theoretische Modellvorstellungen. Mit dem Ziel der Interpretation
der adhasionsbestimmenden Krafte bevorzugen die Autoren in den existierenden Arbeiten drei Modelle:
(i) das Grenzflachenenergiekonzept als thermodynamisches Modell, (ii) die klassische DLVO-Theorie und
(i) die erweiterte DLVO-Theorie, welche einen kolloidchemischen Hintergrund haben.

In der freien Adhasionsenergie fasst das Grenzflachenenergiekonzept verschiedene Terme als
Ausdruck von Wechselwirkungsenergien zusammen. Grundsatzlich gilt mit der Gleichung nach Dupré:

AGadh =Vsm = Vs ~Vmi (51)

eine Beglnstigung der Adhasion bei AG,q, < 0. Zur Umsetzung dieses thermodynamischen Ansatzes
existieren unterschiedliche Modelle, welche allerdings untereinander inkompatibel sind. Die Theorie nach
Neumann [263] beispielsweise basiert auf der Bestimmung eines einzelnen Kontaktwinkels an der
Dreiphasengrenze. Nach Neumann ist die Bemessung rein mathematischen Ursprungs und lasst daher
experimentelle Bewertungen und molekulare Details unbeachtet. In einem zweiten Modell werden
disperse Energieanteile und polare Komponenten separiert [29, 242, 264]. Dieser Polar/dispers-Ansatz
wird erfolgversprechend zur Bestimmung des Adhéasionspotenzials von Bakterien angewendet, wenn
keine spezifische Interaktionen auftreten. Kritisch zu bewerten ist die gebrauchte Voraussetzung, dass
die Wechselwirkungen ihren Ursprung allein in permanenten Dipolen begrinden und diese stets
symmetrisch auftreten. Im dritten Ansatz - dem Elektronendonator/Elektronenakzeptor-Modell — wird die
polare Komponente der freien Adhasionsenergie zusétzlich aufgegliedert. Permanente Dipole tragen zu
intermolekularen Effekten bei und sind vernachlassigbar gegentiber Saure-Base-Wechselwirkungen und
Wasserstoffbriickenbindungen. Aktuelle Analysen unterstrichen zum Teil, dass beziglich einer
vergleichenden Kalkulation der Oberflichenspannung und ihrer dispersen und polaren Anteile beide
letztgenannten Ansatze im Verlauf analog sind, allein die Absolutwerte differieren nachdrtcklich [265].
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Die Grundprobleme des Grenzflachenenergiekonzeptes liegen dennoch weiterhin in der exakten
Kalkulation der energetischen Grenzflachenparameter und dem Aspekt, dass der thermodynamische
Ansatz streng genommen fur ein geschlossenes System gilt. Es wird allein die Energiedifferenz zwischen
dem Zustand eines adhérierten und eines nichtadharierten Mikroorganismus kalkuliert. Als
Gleichgewichtsmodell erlaubt es keine kinetischen bzw. distanzabhangigen Interpretationen. Das
Problem der eindeutigen messtechnischen Erfassung der einzelnen Grenzflachenspannungen bleibt
ebenfalls ungelost.

Die klassische DLVO-Theorie wurde unter Kapitel 2.1.2.3 dargestellt. Deren Applikation auf bioadhasive
Phé&nomene fand vorrangig in den 80-iger Jahren Verbreitung [67, 81, 262, 266-269]. Es zeigte sich sehr
schnell, dass die klassische DLVO-Theorie unter Bezugnahme allein auf die van der Waals- und
elektrostatischen Interaktionen die Komplexitdt des Grenzflachengeschehens nicht umfassend
beschreiben kann. Hohe lonenstdrken des Mediums, der Einfluss von Makromolekilen und
wandsténdigen Polymeren sowie insbesondere hydrophobe und hydrophile Interaktionen fiihrten zu
Einschrankungen.

Es wird deutlich, dass weder der thermodynamische Ansatz des Grenzflachenenergiekonzeptes noch die
klassische DLVO-Theorie die Moglichkeiten bieten, die Bioadhasion hinlanglich zu modellieren. Unter
Einbeziehung hydrophober und hydrophiler Wechselwirkungen in das theoretische Modell der
Bioadhasion bildete van Oss [37, 270] die erweiterte DLVO-Theorie, welche von zahlreichen
Arbeitsgruppen Gbernommen und weiterentwickelt wurde [27, 29, 48, 102, 107]. Bisher beziehen die
Autoren als grundlegende Komponenten neben der van der Waals- und der elektrostatischen Energie die
Saure-Base-Wechselwirkung und die Brownsche Bewegung ein, wobei die Sdure-Base-Energie auf den
Beitrag der Elektronendonatoren und —akzeptoren zwischen polaren Komponenten beruht. Zusétzlich
bezieht van Oss [18] hydrophobe und hydrophile Krafte als Saure-Base-Wechselwirkung sowie sterische
Wechselwirkungen ein. Entsprechend des klassischen DLVO-Modells werden alle Terme als abfallende
Energie-Distanz-Funktionen dargestellt und summarisch zusammengefasst.

An aktuellen Beispielen soll nun die Vielseitigkeit der unterschiedlichen Ansatze kurz andiskutiert werden,
da sie z.T. ineinander greifende Interpretationsplattformen bieten.

So diskutierten van Loosdrecht und Zehnder [264] Anfang der 90erJahre grenzflachenenergetische
Einflisse auf die bakterielle Adhasion. Sie unterstrichen, dass die initiale Adh&sion durch unspezifische
Wechselwirkungen mit langer Reichweite gesteuert wird, welche durch den DLVO-Ansatz ausreichend
beschrieben werden. Die irreversible Adh&sion wird jedoch nach dem Ubergang zum priméaren Minimum
erheblich durch Non-DLVO-Wechselwirkungen, spezifische Adhasine und Bridging-Effekte beeinflusst.
Die Autoren sehen den Effekt eines diinnen Wasserfilms, welcher im DLVO-Ansatz verantwortlich ist fir
die Ausbildung eines sekundaren Minimums. Adsorbiert eine hydratisierende Polymerschicht auf dem
Material, werden sterische Wechselwirkungen angesprochen. In ausreichender Menge beeinflussen
diese die hydrophoben und elektrostatischen Oberflacheneigenschaften derart, dass sie in die klassische
DLVO-Theorie einbezogen werden kdnnen.

Erst in Arbeiten am Ende der 90er Jahre wurde das Modell der erweiterten DLVO-Theorie in die
Diskussion einbezogen [48, 102, 107]. Die Arbeitsgruppe um H.J. Busscher stellte, dem Modell nach van
Oss [18] folgend, die erweiterte DLVO-Theorie anhand der folgenden Summe der DLVO-Terme und des
Séaure-Base-Anteils dar [29, 47]. Dieser fasst dabei unter dem Term G*® alle hydrophilen, hydrophoben
bzw. sterischen Wechselwirkungen zusammengefasst. Der Einfluss der Saure-Base-Wechselwirkung gilt
im Vergleich zur van der Waals- und elektrostatischen Energie als tberlegen und mit kurzer Reichweite.
Die Integration dessen in die DLVO-Theorie setzt nach Meinung der Autoren die Kenntnis des
Grenzschichtaufbaus einschlie3lich der Molekillangen, des exakten Abstandes u.v.a. voraus.

Fur die Validierung der theoretischen Simulation von Adhasionskraften zwischen zwei E. coli und
mehreren Substraten nutzten Ong et al.[250] die Summe aus den klassischen DLVO-Theorie und die
Berechnung sterischer Interaktionen nach de Gennes [49]. Die Autoren bewerteten die Integration der
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sterischen Wechselwirkungen inklusive des Bridgingeffekts als entscheidend fiir die theoretische
Modellierung des Gesamtinteraktion.

Azeredo et al .[107] untersuchten die Adhésion des Sp. pauc.. Parallel dazu simulierten sie sowohl nach
dem klassischen als auch dem erweiterten DLVO-Ansatz die Energie-Abstands-Funktionen. Im Ergebnis
zeigt sich die Gultigkeit des klassischen DLVO-Modells in einfachen Medien. Spielen zusétzlich
hydrophobe Wechselwirkungen oder sterische Briicken eine Rolle, missen neuartige Modelle gebildet
werden, um das Verhalten der Mikroorganismen in Kontakt mit Materialoberflichen zuverlassig zu
prognostizieren. Basierend auf dem Grenzflachenenergiekonzept beurteilten Lupu et al. [271] die
Bioadhasion von Thrombozythen auf Polymeroberflachen. Die Anhaftung der Blutzellen wird demzufolge
entscheidend durch die Oberflachenpolaritat gesteuert.

Das Grenzflachenenergiekonzept ist mit beiden Ansatzen eindeutig aussagefahig: (i) polar/dispers nach
Owens/Wendt und (ii) Saure-Base nach van Oss.

Mit dem Ziel die Wechselwirkungen modellseitig zu erfassen, erfolgte in Kap. 2.1 die Einteilung der in
dieser vorliegenden Arbeit zur Beschreibung der Bioadhasion dienenden Wechselwirkungsenergien in
Form der Gleichung 40. Es werden neben den klassischen DLVO-Interaktionen (van der Waals-Energie,
elektrostatische Wechselwirkung), die Hydratationseffekte und die hydrophoben Energien im Saure-
Base-Term zusammengefasst. Sterische Interaktionen ergéanzen das Modell separat.

Zusammenfassend und grundséatzlich wird die Aussage von Vitte et al. [56] bezlglich der
theoretischen Beschreibung der Bioadhasion bestétigt, nach der es letztendlich
aufschlussreicher sein wird, zu entscheiden, welcher der Modellanséatze effektiver fur die
Interpretation der jeweiligen Situation ist und welcher nicht, als zu prifen, welcher der einzig
Wahre sein wird. Dem untersteht zudem, dass die Modelle fast immer komplementar sind.

Es sollen nun entsprechend des theoretischen Anspruches der vorliegenden Arbeit die verschiedenen

Wechselwirkungen im Einzelnen mit der Literatur verglichen und bezlglich der eigenen Ergebnisse
interpretiert und gewichtet werden.

Van der Waals-Wechselwirkung

Obgleich die Darstellung der Gibbs'schen Energie aus den Parametern Grenz- und Oberflachenflachen-
spannung aufgrund der Vernachlassigung der elektrostatischen, der Saure-Base- oder der sterischen
Wechselwirkungen unzuldssig ist, werden in zahlreichen Publikationen Modelle der Bioadhésion
basierend auf der van der Waals-Wechselwirkung bzw. dem disperen Anteil der Grenzflachenspannung
allein diskutiert [29, 266, 270, 272].

Die Berechnung der van der Waals-Wechselwirkungsenergie erfordert die Kalkulation der
Hamakerkonstanten und infolgedessen der Adhéasionsenergie. Hier findet Gleichung 13 Anwendung.
Unter Anwendung des Owens/Wendt-Ansatzes gilt fiir die Berechnung der auf dispersen Anteilen
beruhenden Adhasionsenergie aus den Oberflichenspannungen der beteiligten Phasen:

AG,, = —2(@ - X\/?’ ~ e ) (52)

In Auswertung der energetischen Charakterisierung der Substrate, Medien und Mikroorganismen erfolgte
fur jede Lipidfunktionalisierung im entsprechenden Medium die Kalkulation der Hamakerkonstante.
Zusammenfassend beinhaltet die nachfolgende Tabelle 27 die materialspezifischen Hamakerkonstanten
als Mittelwert des Ergebnisses aller Mikroorganismen (Substrat B33 = 17 Stamme, Silikon = 2 Stamme).

Alle berechneten Hamakerkonstanten liegen in der aus Literaturwerten erwarteten Gré3enordnung[48,
110, 154]. Ong et al. [250] z.B. ermittelten fiir die Hamakerkonstante zwischen E. coli, Glimmer, Glas und
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Polystyrol in Wasser Werte von 1 - 2 x 10" J. Fur das Substrat Teflon wurde eine Hamakerkonstante
von —0,2 x 10* J ermittelt, welche mit den dargestellten Ergebnissen fiir die Silikone tibereinstimmt.

Tab. 27: Hamakerkonstanten, kalkuliert aus Oberflachenspannungsergebnissen

A[J] A[J]

B33 8,81 x 102 IK 2,24 x 10

TL 1,42 x 10 SIK TL -2,61x 102

TL PEG 1,37 x 10 SIK TL PEG 2,43 x 10

TL CF 1,52 x 10 SIK TL negativ -2,59 x 10

TL negativ 1,43 x 10% SIK TL positiv -2,68 x 102

TL positiv 1,44 x 10% SIK TL Kombi 2,92 x 10%
TL PC 1,39 x 10
TL Kombi 1,66 x 10

Wie bereits in Kapitel 2.2 prasentiert, lasst sich zur lllustration der Wechselwirkungen an der Grenzflache
zwischen Mikroorganismus und Materialoberflache die Energie-Distanz-Funktion verwenden.

Die Darstellung der Energie-Distanz-Kurven (Abbildung 67) fur die van der Waals-Wechselwirkung
verdeutlicht den geringen Einfluss der dispersen Grenzflachenenergiebeitrage. Auf beiden Substraten
werden Anziehungs- bzw. Abstol3ungsreaktionen erst ab einer Distanz von 5 nm und in einem Betrag von
ca. 10™ J wirksam. Ferner ist aus der Abbildung ableitbar, dass die Funktionalisierung der
Lipidoberflachen keinen Einfluss auf die Wechselwirkungsenergien hat.

Boulange-Petermann et al.[95] kalkulierten ebenfalls den Beitrag der van der Waals-Wechselwirkung auf
die Adhasion des B. cereus an 14 Edelstahimodifikationen mit der Owens/Wendt-Methode. Sie zeigten
eine Wechselwirkungsenergie, welche unbeeinflussbar durch die Materialmodifikation erscheint. Die
Richtigkeit abstoRender van der Waals-Reaktionen wird u.a. von van Oss et al.[266, 273] bestatigt. Ihr
Effekt wird aufgrund der geringen Beitrdge in der vorliegenden Arbeit nicht weiter im Detail diskutiert.
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Abb. 67: Simulation der van der Waals-Wechselwirkungsenergie

a) rot — B33, grin — B33 TL b) rot — SIK, griin — SIK TL
blau — B33 TL PEG, blau — SIK TL PEG,
magenta — B33 TL Kombi magenta — SIK TL Kombi
R=1pum R =0,25 um

Zusammengefasst ist der Beitrag der van der Waals-Wechselwirkungsenergie vergleichsweise
gering und unabhangig von der Funktionalisierung der Tetraetherlipidschicht.
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Elektrostatische Wechselwirkung

Elektrostatische Wechselwirkungen standen mit dem Bezug auf die bakterielle Adhasion zumeist unter
dem Stichwort der Absto3ung durch die elektrochemische Doppelschicht im Fokus [48, 262, 274]. Eine
Begriindung hierfiir liegt in der allgemein negativen Ladung von Oberflachen unter realen Umgebungs-
bedingungen. Rasch wurde auch deutlich, dass die Interpretation der DLVO-Interaktionen zwingend die
Einbeziehung der elektrostatischen Oberflacheneigenschaften der bakteriellen Zellwand erfordert [29, 48,
250, 269]. Bereits aus einfachen Korrelationsanalysen wurde zudem der Effekt der lonenstérke sichtbar.
Unter Einsetzen der im Rahmen der materialwissenschaftlichen Charakterisierung gemessenen
Oberflachenpotenziale ergeben sich aus der Gleichung 24 beispielhaft die nachfolgend abgebildeten
Energie-Distanz-Verlaufe (Abbildung 68).

Das Beispiel zeigt in der linken Abbildung den Einfluss der unterschiedlichen lonenstarken der
Applikationswasser und des Dialysemediums in Kontakt eines Mikroorganismus mit einem Zetapotenzial
von —25 mV, dem Durchschnittswert der Messungen an Bakterien, und der Probe B33 TL mit einem
Zetapotenzial von —-16,2 mV. Da beide Oberflachen negativ geladen sind, werden erwartungsgeman
abstoRende Kréfte sichtbar. Die Energiebarriere betragt bis zu ca. 2 x 10™® J. Deutlich zeichnet sich der
Beitrag der lonenstérke ab: Mit deren Zunahme im Vergleich der drei Wasser (rot, griin, blau) beginnen
die Interaktionen jeweils in geringeren Distanzen, die Hohe der Energiebarriere bleibt jedoch unveréandert.
Fur die Dialyseflissigkeit zeigt sich jedoch, dass elektrostatische AbstoRungsreaktionen erst ab wenigen
Nanometern und mit einem deutlich geringeren Betrag wirksam werden.
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Abb. 68: Simulation der elektrostatischen Wechselwirkungsenergie

a) Variation des Mediums b) Variation des Substrates
rot — FW grin—TW rot — B33 grin—B33 TL
blau — AW magenta — PDFL blau — B33 TL negativ magenta — B33 TL Kombi

R =1 pum bzw. 0,25 um (PDFL), B33 TL Medium - FW, R =1 um
Zetapotenzial der Organismen = -25 mV  Zetapotenzial der Organismen = -25 mV

Die im rechten Teil der Abbildung 68 dargestellten héheren Betrage der Wechselwirkungsenergie (bis
5 x 108 J) stiitzen sich auf die starker negativ geladenen Oberflachen der betrachteten Proben. Der hier
vollzogene Vergleich zwischen dem unbehandeltem Glas und den Funktionalisierungen des
Tetraetherlipids mit gezielter Ladungsvariation (TL negativ, TL Kombi) weist fir alle Substrate den
Beginn der effektiven Interaktion in einer Distanz von ca. 20 nm auf. Differenzen treten dann vor allem in
der Hohe der Energiebarriere auf. Ein analoges Bild ergibt die Kalkulation der Energie-Distanz-Kurven
unter der Variation der Zetapotenziale der Mikroorganismen und einem konstanten Oberflachenpotenzial
des Substrates, da flur beide beteiligten Phasen — Substrat und Mikroorganismus - Zetapotenziale in
vergleichbaren GréRenordnungen gemessen wurden (Ergebnisse nicht dargestellt).
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Triandafillu et al.[108] berechneten im Vergleich zu den dargestellten Ergebnissen Wechselwirkungen
mit den Energiebeitrdgen aus van der Waals-, elektrostatischen- und Saure-Base-Energien. Die Autoren
stellen allein durch die Variation der Oberflacheneigenschaften der Bakterien erhebliche Differenzen in
Anziehungs- und AbstoRBungsreaktionen heraus. Der Effekt beginnt ebenfalls bei einer Distanz von
ca. 6 nm. Die GroRenordnung der erreichten Energiebarrieren liegt etwas niedriger bei ca. 4 x 10%°J.
Dagegen kann nach ihrer Auffassung in einem Medium mit einer lonenstarke von 0,1 M der
elektrostatische Betrag vernachlassigt werden. Auch Bos et al.[29] kalkulierten mit nur ca. 4 x 10™%J
niedrigere Absolutwerte im Vergleich zu den hier erhaltenen Ergebnissen. Azeredo et al. [107] dagegen
berechneten nach van Oss die elektrostatische Wechselwirkungsenergie von 10" bis 10™*® J zwischen
S. paucimobilis und Glas. Diese Gréf3enordnung entspricht den oben dargestellten Werten. Im Rahmen
der Diskussion von Absolutwerten der Energiebeitrage ist dennoch zu beachten, dass die jeweiligen
Arbeitsgruppen mit unterschiedlichen Radien der Bakterien, verschiedenen Zetapotenzialen und
lonenstarken rechnen und somit tatséchlich allein Verhaltnisse innerhalb der einzelnen Arbeiten
vergleichbar bleiben.

Betrachtet man nun die dargestellten van der Waals-Energien und die elektrostatischen Interaktionen
unter dem Aspekt der klassischen DLVO-Theorie (siehe Kapitel 2.1.2.3), so ergibt sich exemplarisch die
in Abbildung 69 folgende Darstellung fur das lipidbeschichteten Substrat Glas im Applikationswasser
Flusswasser und fir das lipidierte Silikon im Modell der Dialyse. Das Ergebnis der mit unmodifiziertem
Tetraetherlipid beschichteten Glasoberflache verdeutlicht die dominante Rolle der elektrostatischen
Wechselwirkung. Die Gesamtenergiekurve folgt bereits ab einer Distanz von ca. 20 nm dem Verlauf der
elektrostatischen Energie-Distanz-Funktion. Der Beitrag der van der Waals-Energie senkt allein die Hohe
der entstehenden Energiebarriere. Im Gegensatz dazu spielt fir das mit Tetraetherlipid beschichtete
Silikon der elektrostatische Beitrag eine untergeordnete Rolle. Die Ursache hierfur liegt in der hohen
lonenstarke des Mediums Dialyseflissigkeit. Die van der Waals-Abstof3ung wird vernachlassigbar.

Zusammenfassend leisten die DLVO-Interaktionen nur einen geringen Energiebeitrag zur
Gesamtwechselwirkung zwischen Materialoberflache und Mikroorganismus. Die Applikationen dieser
Wechselwirkungsenergien zur Interpretation bzw. Prognose bioadhasiver Phdnomene ist nur unter
definierten Randbedingungen giltig. Dieser Tatbestand wird durch zahlreiche experimentelle
Erfahrungen anderer Autoren gesttitzt [47, 48, 102, 107, 110].
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Abb. 69: Simulation der DLVO-Wechselwirkung

rot — van der Waals grun — elektrostatisch blau — DLVO
a) B33 TL b) SIKTL
R =1 pym, Medium - FW R = 0,25 pm, Medium - PDFL

Zetapotenzial der Organismen = -25 mV Zetapotenzial der Organismen = -25 mV
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In der Zusammenfassung ist der Beitrag elektrostatischer Wechselwirkungsenergien im Vergleich
zur den van der Waals Wechselwirkungen etwas gréf3er, von héherer Reichweite und in der Regel
abstoRend. Wahrend die eingesetzten Medien die Ho6he der entstehenden Energiebarriere
beeinflussen, bestimmt die Funktionalisierung des Tetraetherlipids die Reichweite der
abstoflRenden elektrostatischen Wechselwirkung.

Zusammenfassend zeigen beide DLVO-Interaktionen nur geringe Energiebeitrage fir die
Gesamtwechselwirkung zwischen Materialoberflache und Mikroorganismus. In wassriger
Umgebung werden abstoRende elektrostatische Wechselwirkungen bereits ab einer Distanz von
20 nm wirksam. Van der Waals'sche Reaktionen treten dagegen erst ab einer Distanz von 5 nm
auf und sind in ihrem Betrag vernachlassigbar. Antifoulingeigenschaften, basierend auf einer
Beeinflussung der Adhasionsenergie aufgrund der Funktionalisierung von Tetraetherlipid-
schichten sind aus dem DLVO-Konzept nicht eindeutig ableitbar.

Saure-Base-Wechselwirkungen, polare, Hydrophob / hydrophile Wechselwirkungen

Im Kapitel 2.1.2.4 werden verschiedene Non-DLVO-Wechselwirkungen dargestellt, welche auf der Basis
des kolloidchemischen Ansatzes in Form von Energie-Distanz-Funktionen diskutiert werden. Zuvor erfolgt
die Betrachtung dieser Wechselwirkungen in ihrer Gesamtheit. Ein gebréauchlicher Ansatz zur Diskussion
dieser stellt die einfache Einteilung in disperse und polare Energien dar. Den polaren Energiebeitragen
werden dabei im Allgemeinen die hydrophil/hydrophoben Interaktionen, die Sdure-Base-Wechselwirkung
sowie partiell ionische und sterische Wechselwirkungen zugeordnet. Boulange-Petermann et al. [95]
bezogen beispielsweise in die als polar bezeichneten Energiebeitrédge ihres Ansatzes ionischen, Saure-
Base-Wechselwirkungen und Wasserstoffbrickenbindungen ein. Sie schilderten im Ergebnis der
Kalkulation der Wechselwirkung zwischen Mikroorganismus und Edelstahl eine signifikante Verknipfung
zwischen der Polaritat der Substratoberflache und dem Biofouling.

Die Analyse der im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Oberflachenpolaritdten (Verhaltnis des polaren
Anteils zur Gesamtoberflachenspannung) in Beziehung zur bakteriellen Adhésion fiihrte insbesondere in
den stérker proteinhaltigen Medien PDFL und Abwasser zu einem Zusammenhang. So wurden zwischen
der Polaritat der funktionalisierten Glaser und der Adhasion von Staphylokokken zum Einen aber auch
zwischender Polaritat und der Adhasion von Abwasserbakterien Korrelationskoeffizienten in einem
Bereich von 77 und 84 % gefunden. Dies lasst die Vermutung zu, dass offenbar die Proteinadsorption
insbesondere auf polare Wechselwirkungen an der Grenzflache reagiert. Diese beeinflusst wiederum als
initialer Schritt der Bioadh&sion die Biofilmbildung insgesamt.

Bos et al.[29] erlauterten, dass die Anwendung der Owens/Wendt-Methode (Kap. 3.3.1) auch fur polare
Wechselwirkungen moéglich ist, so dass fir die Berechnung der auf polaren Anteilen beruhenden
Adhéasionsenergie aus den Oberflachenspannungen der beteiligten Phasen folgt:

YT N ) NP 3

Dieser Ansatz soll exemplarisch fir das Beispiel der Staphylokokkenadhasion in dieser Arbeit
angewendet werden. Die Tabelle 28 prasentiert die Ergebnisse der separaten Kalkulation des Beitrags
der van der Waals-Energie (Gleichungen 52) und der polaren Energie (Gleichung 53) als Mittelwert aus
den beiden eingesetzten Staphylokokkenstammen.

Die in der Tabelle prasentierten Adhéasionsenergien zeigen fiir alle Oberflichen eine abstol3ende
Gesamtenergie (AGag, > 0). Feststellen lasst sich zudem, dass fiur alle Glaser nach der Lipidierung
héhere abstoRende Werte im Vergleich zum unbeschichteten Glas kalkuliert wurden. Auf dem polymeren
Substrat zeigte die Lipidierung demgegentber keinen Einfluss auf die hier berechneten Energieterme. In
der Regel ist der polare Anteil der Gesamtwechselwirkung héher.
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Tab. 28: Adhéasionsenergien nach Bos et al. [29] fur Staphylokokken in PDFL

mJ/m? dispers polar Summe dispers polar Summe
B33 1,39 1,01 240 SIK -2,42 9,80 7,38
TL 1,91 8,51 10.42 SIK TL -2,81 9,96 7,15
TL PEG 1,85 7,08 8,93 SIK TL PEG -2,62 10,16 7,54
TL CF 2,00 7,42 9,42 SIK TL negativ -2,79 10,16 7,37
TL negativ 1,92 7,17 9,09 SIK TL positiv -2,89 9,66 6,77
TL positiv 1,93 6,35 8,28 SIK TL Kombi -3,15 9,53 6,38
TL PC 1,87 4,73 6,60
TL Kombi 2,14 5,79 7,93

Gallardo-Moreno et al.[275] berechneten flr die Adhasion von E. faecalis auf den Substraten Glas und
Silikon Gesamtwechselwirkungsenergien in vergleichbaren Groéf3enordnungen von —7,8 bis 14,6 mJ/m?.
Pedri L. [84] publizierte eine Adhasionsenergie zwischen einer Mercaptoundecanolschicht und P. putida
in Wasser in Hohe von 7,66 mJ/m? die ebenfalls den oben dargestellten Resultaten fir die
Tetraetherlipidschichten entspricht. Busscher et al.[67] berechneten die Adh&sionsenergie von oralen
Streptokokken auf Glas, PTFE und PMMA. Die Ergebnisse wiesen im Gegensatz zu den eigenen
Resultaten eine hohere Variation der Gesamtenergie von -79,1 bis 29,7 mJ/m? auf, wobei insbesondere
die unterschiedlichen polaren Anteile der Oberflichenspannung der Mikroorganismen die Werte
beeinflussten. Die Bedeutung des polaren Energiebeitrages bestatigte A. Roosjen [91] in der Kalkulation
der Adhasionsenergie auf der Basis von Kontaktwinkeldaten. Wahrend die rein dispersen Anteile extrem
niedrige Ergebnisse erreichten, stellte die Autorin fur die polaren Anteile nach dem Saure-Base-Modell
bis zu zehnfach héhere Werte vor. In diesem Fall ist jedoch der Einfluss infolge der Anwendung eines
geanderten Auswerteverfahrens fir Kontaktwinkeldaten zu beachten.

Meyer et al.[276] analysierten exponentiell abfallende, nichtelektrostatische polare Wechselwirkungen
hydrophoben Ursprungs zwischen mit Bilayern beschichteten Oberflachen. Beispielhaft wurde dargestellt,
dass zwischen einem Bilayer und einer Substratoberflache starkere und weiter reichende
Anziehungskrafte wirken im Vergleich zu dem Kontakt von zwei Bilayern. Ubertragt man dieses Modell
auf die Oberflachen Membran des Mikroorganismus und der Tetraetherlipidschicht, wird eine erste
Begrindung der geschwachten Anziehung in den vorliegenden Messungen sichtbar, da die
Eigenschaften des Tetraetherlipids hinsichtlich der Struktur gut mit dem Bilayer vergleichbar sind.

Die Kalkulation der Wechselwirkungsenergie basierend auf der Oberflachenspannung, gegliedert
in einen dispersen und polaren Anteil, fuhrt zu niedrigen Werten, aber dennoch zu Ergebnissen in
der erwarteten GréRenordnung. Der polare Anteil ist fiir das Ergebnis entscheidend.

Die dargestellte AbstoBung lésst sich mit der Lipidierung der Glasoberflache verbinden.
Demgegeniber besitzt die Funktionalisierung keinen weiteren zahlbaren Einfluss.

Die gesonderte Betrachtung der nichtdispersen sowie nichtelektrostatischen Wechselwirkungen beginnt
nachfolgend mit der Interpretation der hydrophil/hydrophoben Energiebeitrage gefolgt von der Diskussion
der sterischen Effekte oberflachenadsorbierter Polymere und Lipide.

Zu den entscheidenden Wechselwirkungsenergien in wassrigen Medien zéahlen die hydrophile AbstoRung
und die hydrophobe Anziehung, wonach beide Krafte auf dem Einfluss der Wassermolekile und ihrer
Orientierung in der Grenzflache beruhen. In allen Interpretationen gilt: die Ursache der hydrophoben
Anziehung zwischen zwei unpolaren Molekiilen (hydrophober Effekt) ist relativ leicht verstandlich. Uber
die Anziehung zwischen zwei hydrophoben Oberflachen insbesondere im Wechselspiel mit Biosystemen
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gibt es dagegen keine einheitliche Theorie [277]. Dabei ist Wasser als strukturbildendes Element nach
E. Vogler [278] von essentieller Bedeutung, was er in einem Review anhand der Korrelation zwischen
dem Wasserkontaktwinkel und der Proteinadsorption darstellt. Er diskutiert zwei Grundzustande:

- relativ lose Wasserstrukturen mit einem offenen Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerk bei
hydrophoben Oberflachen, welche zu einer Umordnung und gegenseitigen Integration der beiden
Wasserschichten bei Kontakt fiihrte und

- eine dichte Wasserregion mit einem kollabierten Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerk bei
hydrophilen Oberflachen.

Diese Netzwerke bzw. Wasserschichten kénnen bis zu mehrere 10 nm dick werden. J.P. Nicolas [238]
berechnete mit Hilfe der Molekularsimulation fur die dicht gepackte Schicht des Tetraetherlipids des
Thermoplasma Acidophilum eine umgebende strukturierte Wasserschicht von weniger als 1 nm Dicke.
Die Reichweite der daraus entstehenden Interaktionen ist jedoch deutlich héher.

Der hydrophobe Einfluss, verbunden mit der losen Anlagerung von Wassermolekilen, fordert
offensichtlich vornehmlich die Adsorption von Proteinen [103, 267, 270, 279]. Vergleichbare Phdnomene
der Anziehung zeigten auch zellulare Systeme, hervorgerufen durch hydrophobe Doméanen an der
Membranoberflache [280]. Die hydrophobe Anziehung wird durch einem Anstieg der Zahl an
Wasserstoffbriickenbindungen und damit durch die Verdrangung der weniger favorisierten
Protein/Wasser-Verbindungen begriindet. ,Vertriebene" Proteine lagern sich dann an freien hydrophoben
Oberflachen bereitwillig und fest an. Krishnan bestatigte [279] in Proteinldsungen mit globularen
Blutproteinen die férdernde Rolle des Wassers bei der Adsorption an einer hydrophoben Oberflache.

Hydrophobe Wechselwirkungen treten vorherrschend an polymeren Oberflachen verbunden mit hohen
Kontaktwinkeln auf, wie sie zum Teil auch an dem hier verwendeten Silikonsubstrat gemessen werden
[3]. Die Lipidierung der Silikonoberflachen filhrte anschlieend zu einer signifikanten Reduzierung der
biologischen Adhésion, jedoch nicht zu drastischen Anderungen in der Hydrophobie. Dies bedeutet, allein
die Unterbindung der hydrophoben Anziehung reicht demnach nicht als Ursache des gefundenen
Antifoulings aus, zusatzliche Einflussgré3en verursacht durch die Lipidierung spielen eine Rolle.
Hydrophile Parameter von Lipidschichten oder Lipidanaloga z.B. von Bilayern aus Phospholipiden,
Dextran- oder PEG-Schichten ziehen den Aufbau einer Wasserbarriere an der Grenzflache zum Medium
nach sich und begriinden somit die Behinderung der Adhasion. Zwitterionische Kopfgruppen kénnen dem
Aufbau eines kosmotropen Schichtcharakters dienen und sind schon seit Jahren als Phosphoryl-
cholin(PC)-Schichten mit einem effektiven Antifouling im Einsatz [236]. Hydrogele wie PEG wiederum
bewirken, dass das umgebende Wasser eine geordnete Orientierung aufweist. Filmen, bestehend aus
kurzen PEG-Molekilen, Dextran, Polyethylenimin oder auch Tetraetherlipiden, werden demzufolge
abstolRende Eigenschaften an der Grenzflache zum Medium aufgrund Hydratationswechselwirkungen
zugeschrieben [281-284]. Baba et al. [284] stellten zwar am Beispiel des Phospholipids des
T. acidophilum heraus, dass die Einschrankung der Kettenflexibilitdt zu einer Abnahme der hydrophilen
Wechsel-wirkungen filhren kénnen. Trotz allem sind in Distanzen weniger Nanometer hydrophile
AbstoRBungskrafte wirksam. Dementsprechend kalkulierten Mcintosh et al.[285] in Ubereinstimmung mit
weiteren Studien fir die Interaktion zwischen zwei Lipidbilayern den Effekt der Hydratation eine
Abklinglange von 0,3 - 0,8 nm. Die Hohe der absoluten Hydratationsenergie (bei einer Distanz von Null)
zwischen Bilayern variiert jedoch in den Literaturangaben sehr stark.

Die nachfolgenden Grafiken in Abbildung 70 beinhalten beispielhaft die Energie-Distanz-Funktionen der
DLVO-Wechselwirkungen im Vergleich der Hydratationsenergie fiir eine lipidierte Glas- und eine lipidierte
Polymerprobe unter Einsatz der Gleichung 30. Zuséatzlich ist die Summe der Energien dargestellt.
Offenkundig ist, der Energiebeitrag der hydrophilen AbstoRung Ubersteigt in Distanzen weniger
Nanometer prinzipiell die Summe der van der Waals-Anziehung und der elektrostatischen Abstof3ung, bei
der lipidierten Glasprobe sogar um ein Vielfaches.
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Abb. 70: Simulation der hydrophilen Wechselwirkung
rot — DLVO, griin — hydrophile AbstoRung, blau — Summe
Eo= 20 mJ/m?, 10=0,8 nm,
a) B33 TL, R =1 pm, Medium - FW b) SIKTL, R =0,25 pm, Medium - PDFL
Zetapotenzial der Organismen = -25 mV Zetapotenzial der Organismen = -25 mV

Fur die Probe B33 TL zeigt sich in der Summe aller Energiebeitrdge (van der Waals-, elektrostatisch und
hydrophile Wechselwirkung) ein erkennbarer Einfluss der DLVO-Beitrage ab einer Distanz von ca. 15 nm
und infolge der hydrophilen Abstol3ung eine zuséatzliche signifikante Steigerung ab ca. 5 nm. Im
Gegensatz dazu bewirken die hydrophilen Interaktionen im Zusammenhang mit der hydrophoben
Oberflache der Probe SIK TL nur eine geringe Zunahme der AbstoRung ab ca. 3 nm. Dies bedeutet, die
Parameter der DLVO-Energien sind weiter ausschlaggebend.

Entscheidend fiir eine explizite parallele Kalkulation der Saure-Base-Wechselwirkungsenergie unter
Anwendung der Gleichung 32 ist die Bestimmung der Adhasionsenergie AGAB"’(O). Die dazu notwendige
Ermittlung der S&ure-Base-Anteile der Oberflachenspannungen fiir die Materialien (ys'/ys) und
Mikroorganismen (y,'/y,) nach dem van Oss-Modell liefert mit dem hier gewéhlten Spektrum der
Messflissigkeiten keine eindeutigen Ergebnisse. Zu vergleichbaren Befunden kommen verschiedene
Autoren bei Anwendung des Verfahrens nach van Oss zur Auswertung von Kontaktwinkeldaten
unterschiedlicher Messflussigkeiten bzw. im Vergleich zu den Verfahren nach Owens/Wendt oder
anderen [286-288]. Werden quantifizierbare Daten der Oberflachenspannung einschliel3lich der
Adhésionsenergie erreicht, liegen die absoluten Werte im positiven Bereich und stitzen somit die
hydrophilen AbstoRungsenergien. Gleichzeitig liegen die berechneten Werte in einer GréRenordnung,
welche mit den Eingangsparametern fur die oben aufgefuhrte Kalkulation der hydrophilen
Wechselwirkung Ubereinstimmen. Des Weiteren entspricht auch der Wert fir A, nach van Oss den
angewendeten Daten [18]. Es wird daher davon ausgegangen, dass die erhalten Ergebnisse der Saure-
Base-Interaktionen im Falle einer Losung den eigenen Ergebnissen entsprechen und in ihrem
abstoRenden Effekt gleicher Weise Einfluss nehmen.

Die zusammenfassende Betrachtung der hydrophoben Anziehung und der hydrophilen
AbstoBung lasst zum Einen die Aussage zu, dass allein die Unterbindung der hydrophoben
Anziehung z.B. durch die Lipidierung der Silikonoberflache nicht als Wirkprinzip des Antifoulings
interpretiert werden kann. Demgegentber spielen hydrophile Effekte verursacht durch die
Lipidierung und ihre Funktionalisierung eine Rolle. Die ermittelte AbstoRBung wirkt jedoch nur in
geringen Distanzen. Sie fuhren jedoch zu einer zunehmenden AbstoBung aufgrund der
hydrophilen bzw. Sdure-Base-Wechselwirkungen.
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Sterische Wechsewirkungen

An die Oberflache gekoppelte langkettige Polymere kdnnen aufgrund ihrer Konformation sterische
AbstofBungen bewirken. In diesem Zusammenhang beschrieben Ksrko et al. [134] die Kopplung von
Polyethylenglykol (PEG) als antiadsorptives Antifoulingmolekil und diskutieren diese Eigenschaft mit
Bezug auf verschiedene theoretische Vorstellungen:

- Anstieg des Volumens durch Quellen,

- abstoRender osmotischer Druck,

- hohe molekulare Mobilitat sowie

- die Bereitstellung nur weniger Bindungsstellen.

Dass Interpretationen sterischer Kréafte gegenwaértig in Bezug auf unterschiedliche Einflussgrof3en der
Polymere (Kettenlange, Kopplungsdichte, Kopplungsart) kontrovers diskutiert werden, kommentierte
J. Israelachvili [289] am Beispiel des PEG. Die nachfolgenden Erlauterungen mit Bezug zur Bioadhésion
unterstreichen diese Problemstellung.

Kenworthy et al. [290] veranschaulichen die untergeordnete Rolle der hydrophilen Interaktionen im
Vergleich zur entstehenden sterischen AbstoBung mit Hilfe kovalent gebundener Polymere. Die
Begriindung liegt in einer wesentlich gréReren Kettenldnge der PEG-Polymere. Spielen bei PEG 350 (n =
350, C,,H4n+20n+1) Noch elektrostatische Wechselwirkungen eine signifikante Rolle, so sind bei PEG 2000
und PEG 5000 allein sterische Krafte wirkungsvoll. Auch Klee et al. [291] zeigen die Abhangigkeit der
Bioadhasion von der Kettenlange des PEG. Wahrend fur PEG 5000 eine Reduzierung der
Proteinadsorption und Adhasion detektiert wurde, fihrte PEG 30000 zum gegenteiligen Resultat. Dies
deutet auf ein Optimum hinsichtlich der Kettenlange. Vacheethasanee et al. [247] koppelten fiir ein
Antifouling PEG 2000 in unterschiedlicher Konzentrationen die Materialoberflache wahrend Tiller et
al.[146] eine antibakterielle Beschichtung mit PEG 5000 vorstellen. Nach Aussage der Autoren fihrte die
Variation der PEG-Konzentration zwar zur Verstdrkung der sterischen Abstol3ung von Bakterien,
beeinflusst die Wechselwirkungen mit Zellen nur unerheblich. Feng et al. [292] analysierten
Kopplungsdichten des PEG zwischen 0,06 — 0,39 Molekiilen/nm* mit Kettenlangen von 5 - 200
Monomeren in Beziehung zur Adsorption von Fibrinogen. Im Ergebnis wurde ein deutlicherer Effekt durch
die Kopplungsdichte des Polymers im Vergleich zur Kettenlange ermittelt. Bryers et al. [46] verwiesen
zusatzlich auf den Einfluss der Kopplungsvariante der Polymere. Die Autoren zeigten den gréf3ten Effekt
hinsichtlich einer reduzierten Proteinadsorption an einer mit PEG-Tetraethern modifizierten Oberflache.
Die Adsorption wurde nachweislich durch die Kopplungsvariante gesteuert. Die Zusammenfassung in der
nachfolgenden Tabelle zeigt, dass neben der Art der Fixierung des PEG und dessen Kopplungsdichte je
Flache vor allem die Molekilkettenlange einen kritischen Faktor fiir die Ausbildung des sterischen
Antifoulings darstellt. Fur die Praparation der Proben TL PEG und TL Kombi in der vorliegenden Arbeit
wurde ein PEG 3500 angewendet.

Tab. 29: Sterisch wirksame Kettenlangen des PEG

abstof3end uneffektiv anziehend
Kenworthy et al [290] PEG 5000 PEG 350 PEG 30000
Kaper et al. [241] PEG 10000
Tiller et al. [146] PEG 5000
Kuhl et al. [293] PEG 8000 PEG 1000

PEG 18500

Park et al. [143] PEG 3400 PEG 1000
Roosjen et al. [47] PEG 9800 PEG 526
vorliegende Arbeit PEG 3500
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Die Entwicklung von Antifoulingkonzepten, basierend auf sterischen Effekten, brachte neben der
Anwendung des Polymers PEG fir sich ebenso kombinierte Anséatze hervor, z.B. durch Aufpfropfen
zusatzlicher Funktionsmolekile oder durch Copolymerisation mit anderen Monomeren. Gusipati et al.
[294] verglichen z.B. in einer aktuellen Arbeit den Effekt eines hydrophoben Fluorpolymers und des PEG.
Beide Schichten pur wirkten auf unterschiedliche Proteine abstoRend: das Fluorpolymer gegeniber
Albumin und Lektin; das PEG bei Liopolysacchariden. Erst in Kombination der beiden Polymere konnte
ein Effekt auf alle Proteine nachgewiesen werden. Bryers etal. [46] gelang mit dem Copolymer
Polyethylenglykol-Poly(acrylic-acid) die Bereitstellung neuer Oberflachen mit minimierter Bioadh&sion
aufgrund der zuséatzlichen Fixierung von Adhasionspeptiden.

Zur Evaluierung der eigenen Ergebnisse wird auf zwei weitere Arbeiten verwiesen: Marchant et al. [43]
beschrieben die antiadhasive Wirkung einer glykokalixartigen Oberflache am Infektionskeim
S. epidermidis. Das Antifouling beruht dabei auf kurzen Dextranmolekilen, welche sterische
AbstoBungseffekte entstehen lassen. Hier ist ein Vergleich mit der eingesetzten unmodifizierten
Tetraetherlipidschicht mdglich, welche, wie die nachfolgende Abbildung unterstreicht, auf beiden
Substraten zur Reduzierung der Bioadhasion fiihrte.

Zheng et al. [295] zeigten in ihrer aktuellen Arbeit zwei Wirkmechanismen: (i) sterische AbstoRung durch
das PEG (lange Polymerkette) und (ii) die Ausbildung einer Wasserbarriere durch ein Oligoethylenglykol
(kurze Ketten) und CHs-Endgruppen. Dieser Schichtaufbau ist mit den Proben TL PEG (lange Ketten)
aber auch TL positiv (kurze Kette und CHs-Gruppe) vergleichbar. Zheng et al. [295] stellten flr die
peggylierte Oberflache die starkste AbstoRung vor der Probe mit Methylendgruppen heraus. Ein Effekt,
den die eigenen Ergebnisse bestatigen (Abb. 71).

Die Abbildung 71 bestatigt zudem die sterischen Effekte in Medien mit hdherer lonenstarke am Ergebnis
der Probe B33 TL PEG bei der Adhéasion in Dialyseflissigkeit. Die hydratisierende Wirkung der
Wasserbarriere an der TL-Schicht wird durch das zusatzlich gekoppelte PEG in geeigneter Molekiillange
mit einem sterischen Effekt erganzt. Das weniger drastische Ergebnis der Probe TL Kombi wird auf die
Einschrankung der Flexibilitat der Ethylenglykolketten zurlick gefiihrt. Die Betrachtung der Modifikationen
des Silikons demonstriert einen weniger drastischen Effekt durch das PEG. Die Ursache liegt in der
unzureichenden Ausbildung einer dichten Tetraetherlipidschicht und damit eine geringere
Kopplungsdichte des PEG. Es bleibt zu hinterfragen, ob die erreichte Peggylierung zur notwendigen
blrstenartigen Konformationen der Polymere geflihrt hat. Die zuséatzliche Bindung sich gegenseitig
abstoRender negativer Ladungsgruppen (Probe SIK TL Kombi) kdnnte im Ergebnis wieder zu einer
gunstigeren Konformation der Molekile und abstof3enden Kréaften gefuhrt haben.
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Abb. 71: Zellzahl der Staphylokokken nach 24h, Vergleich der sterischen Parameter
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Vorzugsweise durch die sprunghafte Entwicklung der Atomkraftmikroskopie wurde die experimentelle
Bestimmung und die Modellbildung sterischer Wechselwirkungen in zahlreichen Arbeitsgruppen
vorangetrieben. Auch hier steht die Analyse von PEG-Schichten beherrschend im Fokus. Die
entscheidenden Kennziffern zur Kalkulation der sterischen Energie sind wie in Kapitel 2.1 vorgestellt:

- die Segmentlange des Monomers und die Kettenlange des Polymers
- die Kopplungsdichte des Polymers je Flache

- die Konformation: als Knauel (mushroom) oder kammartig (brush)

- die Breite des Knauel bzw. die effektive Dicke der Schicht.

Mit dem Ziel, die sterischen Wechselwirkungen der in dieser Arbeit verwendeten Tetraetherlipidschichten
in einem ersten Schritt quantifizieren zu koénnen, werden zundchst vergleichbare Literaturangaben
diskutiert. So beschrieben Kenworthy et al. [290] die ,mushroom“-Struktur und berechneten
Knéauelbreiten von 3,6 nm fur PEG 2000 bis 6,4 nm fir PEG 5000. Die Segmentlange des PEG betragt
laut diesen Autoren | = 0,35 nm. Butt et al. [19] unterbreiteten dem PEG-Monomer eine Segmentlange
von 0,4 nm. Mit 100 Segmenten (z.B. PEG 4400) und einer hohen Kopplungsdichte von I' = 10" m?
betragt dann die Dicke der kammartigen Schicht ca. 22 nm. Kuhl et al. [293] nutzten Kalkulationen nach
dem Alexander de Gennes-Modell und erhielten bei kurzen Kettenlangen eine ineffektive Schichtdicke,
wahrend lange Polymere agglomerieren und Bridging hervorrufen. Das PEG mittlerer Kettenlange
dagegen zeigt sterische Barrieren bei einer Distanz zwischen 20 und 10 nm. Mit Proteinen wurden nach
Efremova et al. [296] durch kammartige Strukturen des PEG Energiebarrieren von bis zu 44 KT
nachgewiesen, welche die Proteine kinetisch behindern, da deren eigene Adhasionsenergie nur in
Grolenordnungen von 2 KT liegt. Damit das Protein adsorbiert, ist eine Konformationsanpassung sowohl
im Proteinmolekul als auch in der PEG-Schicht erforderlich.

Die Anwendung der Gleichung 34 ermdglicht die Abschéatzung der effektiven Schichtdicke fir die hier
untersuchte Probe TL PEG unter der Annahme einer verhaltnismaRigen Kopplungsdichte. Die Kalkulation
erfolgt fir zwei Kopplungsdichten, welche sich an Literaturangaben orientieren, da die exakte Anzahl
gekoppelter Molekile an der Probenoberflache nicht bestimmbar ist. Vergleichend werden Resultate
nach Butt et al. [19] und A. Roosjen [91] sowie die Abschatzung der Probe TL als Beispiel eines
kurzkettigen Polymers dargestellt.

Tab. 30: Sterisch effektive Schichtdicken, Substrat: Borosilikatglas

Lange des Anzahl der Radius des Kopplungs- effektive
Segments Segmente Knauels dichte Schichtdicke
Butt et al. 0,4 nm 100 1,63 nm 1x10"®/m? 22 nm
A. Roosjen 0,28 nm 220 5,9 x 10" /m? 22 nm
TL PEG -1 0,4 nm 80 1,45 nm 1x 10" /m? 17 nm
TL PEG -2 0,4 nm 80 1,45 nm 5x 10" /m? 13 nm
TL 4 nm 1 - 1x10"®/m? 2,2nm

Die anschlieBende Kalkulation der Energie-Distanz-Kurven (Abb. 72) basiert auf dem AdG-Modell. Im
Vergleich wird der Einfluss der effektiven Schichtdicke (Tabelle 26) fir die Starke der absto3enden
Wechselwirkung sichtbar. Die Abschéatzung der Variante 1 fur die Probe TL PEG in Abbildung 72a fihrt
zu einem mit dem Beispiel nach Butt et al. [19] (Abb. 72c) vergleichbaren Verlauf. Die Energie der
Variante 2 im Teilbild b verringert sicht um ca. 75%. Betrachtet man dagegen eine unmodifizierte
Tetraetherlipidschicht als sterische Konformation, liegt die H6he der Abstolung um mehrere
GroéRenordnungen niedriger und wirkt nur in einem Bereich weniger Nanometer (Abb. 72d).
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Die Gegeniiberstellung dieser Ergebnisse mit Resultaten der bakteriellen Adhasion bestétigt jedoch die
zu erwarteten drastischen Differenzen zwischen der unmodifizierten Lipidschicht und der zusétzlich
peggylierten Probe nicht. Allein in dem Medium der medizinischen Applikation mit einer hohen
lonenstarke (PDFL), welches nur geringe elektrostatische Wechselwirkungen zuldsst, wird eine
zusatzliche signifikante Reduzierung durch das PEG detektiert, welche wiederum auf sterische
AbstoBungskrafte zuriickgefihrt werden kann.
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Abb. 72: Simulation der sterischen Wechselwirkung
a) TLPEG -1 b) TL PEG - 2
PEG 3500 PEG 3500
Kopplungsdichte 1 x 10*%/m? Kopplungsdichte 5 x 10*'/m?
Radius 1 um Radius 1 um
C) Butt et al. [3] d) TL
PEG 5000
Kopplungsdichte 1 x 10™8/m? Kopplungsdichte 1 x 10'8/m?
Radius 1 pm Radius 1 pm

Zusammenfassend wird die Bedeutung der sterischen Wechselwirkungen fiur das Antifouling
verdeutlicht. Zunachst entspricht die gewahlte Funktionalisierung mit Polyethylenglykol einer
Kettenlange von n = 3500 der als optimal definierten GréR3e fur die abstoRende sterische Wirkung.

Die Bioadhasionsprufung der medizinischen Applikation in einem Medium mit hoher lonenstérke
unterstreicht die effektive sterische AbstoRung am Ergebnis der lipidierten und peggylierten
Proben. Die hydratisierende Wirkung der Wasserbarriere an der Lipidschicht wird durch das
zusatzlich gekoppelte PEG in geeigneter Molekiillange mit einem sterischen Effekt erganzt.
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Die Modifikationen des Silikons demonstriert einen weniger drastischen Effekt, wobei die Ursache
in der geringeren Kopplungsdichte des PEG zu suchen ist. Es bleibt dabei zu hinterfragen, ob die
erreichte Peggylierung zur notwendigen birstenartigen Konformationen der Polymere gefiihrt hat.
Die zusatzliche Bindung sich gegenseitig abstoRender negativer Ladungsgruppen (Probe SIK TL
Kombi) fuhrte im Ergebnis wieder zu einer ginstigeren Konformation der Molekiile.

Die Quantifizierung der sterischen Wechselwirkung am Beispiel der lipidierten und peggylierten
Proben veranschaulicht den enormen Einfluss dieser Interaktion unter der Voraussetzung einer
optimalen Konformation der Polymere und einer entsprechenden effektiven Schichtdicke.

In der Diskussion des Kapitels 5.3 wurde die Applikation unspezifischer Wechselwirkungen unter Bezug
auf das beschriebene theoretische Modell auf thermodynamisch kolloidchemischer Basis auf die zuvor
dargestellte Bioadhédsion geprift und dargestellt. Neben den présentierten Korrelationen und
Zusammenhangen werden folgende Schlussbemerkungen erforderlich:

Die dargestellten biophysikalischen Modelle stehen aktuell unter fortwahrender Optimierung. Hierzu
wird der Einsatz nanoskaliger Messmethoden unter biologisch sensitiven Messbedingungen stetig mit
neuen Befunden beitragen. Neben der Integration weiterer Wechselwirkungsenergien: z.B.
hydrodynamische Kréfte, Diffusionsenergien und die Brownsche Bewegung, gewinnen insbesondere
spezifische molekularbiologische Einfliisse und biochemische Wechselwirkungen an Bedeutung.

Die Betrachtung der thermodynamischen Zusammenhange an der Grenzflache zwischen
Mikroorganismus, Medium und Substrat ermdglicht im Rahmen der Bioadhésion als initiale Phase der
Biofilmbildung in vielen Fallen direkte Korrelationen. Spatere Phasen der Biofilmbildung erfordern
unerlasslich die Integration der Wechselwirkungen zwischen den Mikroorganismen untereinander in
das Simulationsmodell. Erst so wird die Prognose der Agglomeration von Bakterien, aber auch der zu
erwartenden Biofilmstruktur (Ausbildung von pilzférmigen dreidimensionalen Gebilden) ermdglicht.

Die Entwicklung realitdtsnaher Biofilmmodelle impliziert groR3tenteils die Anwendung von
Mischkulturen in komplexen Medien. Demgegeniber wird die Analyse fundamentaler und
spezifischer Zusammenhange vorherrschend an definierten Einzelorganismen mdoglich. Dieser
Kontrast ist allein durch einen hohen experimentellen Aufwand im direkten Vergleich der Labor- und
Feldversuche zu I6sen und mit der Modellbetrachtung in Einklang zu bringen.

5.4. Produktentwicklung

Im Zusammenhang mit der technischen Applikation der monomolekularen Tetraetherlipidschichten steht
die Patentanmeldung: ,Kompositmaterialien mit Tetraetherlipiden und deren Herstellung* (WO 00 2006
002616 A1 / DE 10 2004 033 667 9) mit dem Ziel aus Archaea isolierte Tetraetherlipide derart zu
modifizieren, dass diese eine hohere Stabilitat aufweisen und aufgrund ihrer Reaktionsfahigkeit flr
Beschichtungen und Kompositmaterialien verwendbar sind. Die Idee beinhaltet Beschichtungen, die
gegeniber bekannten Schichtsystemen durch eine kovalente Bindung eine hdhere mechanische und
chemische Robustheit versprechen. Anwendungsgebiete der erfindungsgemal modifizierten Oberflachen
sind in der Medizintechnik, der Biotechnologie und in neuen Materialien zu finden.

Die Kooperationen mit Industriepartnern ermdglichten die Realisierung erster Applikationstests mit den in
der vorliegenden Arbeit entwickelten Lipidschichten. Die Fa. Sensortechnik Meinsberg GmbH
beispielsweise setzte Uiber einen Zeitraum von mehreren Monaten erfolgreich beschichtete pH-Elektroden
und Sauerstoffsonden im alltdglichen Messbetrieb ein. Die Demonstrationssysteme kamen an den
folgenden Stellen zum Einsatz [68]: Fischzuchtanlage Neiden, Kommunale Klaranlage Dobeln-Technitz
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(Belebungsbecken), Trinkwassertalsperre Neustadt und Wassergitemessstation der STM (Zschopau).
Waéhrend das untersuchte Wasser der Klaranlage stark organisch und chemisch belastet war, enthielt das
Fischzuchtgewasser vor allem organische Belastungen in Form von Fischfutter. Das zur
Trinkwassergewinnung herangezogene Oberflachenwasser der Talsperre war nur &uf3erst schwach
belastet und bei dem im Bypass durch Durchflussarmaturen geleiteten Wasser einer
Wassergutemessstation an der Zschopau handelte es sich um ein Flusswasser mit relativ vielen
organischen und anorganischen Schwebstoffpartikel. Wie schon im Rahmen der Funktionalitatsprifung
dargestellt, lieBen sich fir lipidbeschichtete pH-Einstabmessketten und Sauerstoffsensoren keine
Nachteile hinsichtlich der sensorischen Eigenschaften feststellen. Bei den eingesetzten lipidierten
Sauerstoffsensoren konnten in verschiedenen Fallen aufgrund des Antifoulings Vorteile der
lipidbeschichteten Sensoren gegeniuber unbeschichteten Exemplaren nachgewiesen werden,
insbesondere in biologisch stark belasteten Gewassern. Dies betraf sowohl das Signaleinstellverhalten
als auch die verringerte Signaldrift infolge Biofouling. Optimierte Tetraetherlipidschichten in Kombination
mit automatisierbaren mechanischen Reinigungsverfahren sollten in Zukunft einen guten Lésungsansatz
fur das eingangs beschriebene Antifoulingproblem im Gewassermonitoring darstellen.

Die IOM GmbH Berlin erprobte erfolgreich laseroptische Fluoreszenzsonden mit Antifoulingschichten auf
Tetraetherlipidbasis Uber mehrere Monate hinweg in Flusswasser. Die Ergebnisse lassen neben einer
Langzeitstabilisierung der Messsysteme gegen Biofouling ebenfalls keine Beeintrachtigung der
sensorischen Messfunktion erwarten. Aus der industriellen Adaption folgt, das eine Uberfiihrung der
Schichtsysteme auf ein breiteres Spektrum an Sensorsystemen und Messsonden der Produktentwicklung
im biotechnologischen Bereich weiten Raum eréffnet.

Soweit die bisher erzielten positiven Eigenschaften der Antifoulingbeschichtungen fur Sensoren weiter
praxisgerecht umgesetzt werden, sind die folgende Vorteile zu erwarten:
Verlangerung der Wartungszyklen und damit Reduzierung von Personalkosten fur den Betrieb der
Analysenmesstechnik in Klaranlagen und Wassergiitemessstationen
Erh6hung der Zuverlassigkeit und damit der Aussagefahigkeit von Analysenmesstechnik
Maoglichkeit zur Kombination der Antifoulingbeschichtung mit konventionellen Reinigungsverfahren
Verbesserung der Einsatzmdglichkeiten von Online-Analytik im Gewéassermonitoring

In Vorbereitung der technologischen Umsetzung der Beschichtungstechnologie entstand am Beispiel
medizinischer Katheter eine Prototypanlage zur Behandlung von Musterschlauchen. Dieses
Gebrauchsmuster diente der Aktivierung, der Silanisierung und der Lipidierung des Innenlumens von
Silikonschlauchen im Labormaf3stab (Abbildung 73). Erste Beschichtungsversuche unterstrichen die
Funktionalitat des dargestellten Beschichtungsprinzips. Mit Hilfe von Kontaktwinkelmessungen wurde die
Lipidierung des Silikonschlauches nachgewiesen.

O

a) Beschichtungsanlage b) schematische Darstellung
Abb. 73: Prototyp der Beschichtungsanlage fur Schlauchsysteme, Katheter (roter Pfeil)
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Antiinfektive Schichten werden in mehr als einer medizinischen Applikation notwendig. Da sich die mit
Tetraetherlipid modifizierten Polymeroberflachen sowohl durch antibakterielle Eigenschaften als auch
durch eine gleichbleibende Biokompatibilitdt auszeichnen und gute Voraussetzungen fur die klinische
Prifung besitzen, erscheint der Transfer dieser ersten vielversprechenden Ergebnisse auf z.B.
Harnwegskatheter und Herzklappen nur als einen ersten Schritt in der weiteren Entwicklung.

Dass der Bedarf auch aktuell besteht, zeigt Lawrence et al. [297] in einer aktuellen Studie (2005), die
nach wie vor keine verwendbaren Losung des Infektionsproblems bei einer Langzeitkatheterisierung
aufzeigen kann. Neben dem Einsatz unterschiedlicher antibakterieller Beschichtungen beobachten die
Autoren auch Entwicklungsansétze im konstruktiven Bereich.

Beziiglich der Verbesserung von Antifoulingkonzepten entwickelte die Arbeitsgruppe von H.C. Flemming
[219] eine integrierte Antifoulingstrategie, welche nicht allein auf die Toétung der biofilmbildenden
Organismen abzielt, sondern aufbauend auf einer Risikoanalyse eine Akzeptanz des nicht schadigenden
Biofilms erlaubt. Ziel ist es, einen gewissen Biofilm zu tolerieren und MalBnahmen zur Beherrschung
dieses Levels zu ergreifen. Die praktische Umsetzung eines derartigen Modells der Fehleranalyse als
Antifoulingstrategie kann auf der Basis der Tetraethelipide erfolgen und entspricht zudem der zuvor
angesprochenen Kopplung von antiadhasiven Beschichtungen und Reinigungssystemen.

Fur die Verbesserung des Antifoulingverhaltens der Tetraetherlipidschichten finden sich weitere aktuelle
vielversprechende Ansatze. Danese et al. [298] stellen inshesondere fur medizinische Applikationen die
Kombination nichtbakteriozider Methoden mit der Anwendung von spezifischen Antibiotika wie. z.B.
Rifampin in den Vordergrund. Kohnen et al. [141] beschichteten Silikonkatheter ebenfalls mit Antibiotika
wie Rifampin und Sparfloxacin in Kombination. Problematisch ist die Beschichtungsstabilitat bzw.
Reproduzierbarkeit. Der Einsatz spezifisch effektiver Antibiotika sollte demzufolge in Verbindung mit der
unspezifisch abschirmend wund als Spacer wirkenden Tetraetherhlipidschicht eine ideale
Produktentwicklung fir definierte medizinische Applikationen begriinden kénnen.

Fir die Entstehung neuer Produkte bieten die monomolekularen Lipidschichten neben den Antifouling-
eigenschaften als Spacer zuséatzlich eine breite Anwendungsvielfalt. Wie bereits von Tamm et al. [299]
beschrieben, lassen sich derartige Schichtsysteme nanostrukturiert als Biosensoren optimieren, da die
Integration aktiver Funktionsmolekile kovalent mdglich ist. Selfassembled Monolayer dienen ebenfalls
bei Kirby et al.[300] als Basis fur die Entwicklung von Biochips in der DNA-Analytik. Die geforderte
Variation des Zetapotenzials und der zellularen Adhésion einschlief3lich der optischen Funktionalitat liel3e
sich desgleichen mit Tetraetherlipidschichten verwirklichen. Wisniewski et al. [301] beschreiben am
Beispiel implantierbarer Glukosesensoren einen weiterhin hohen Bedarf in der Reduzierung des
Biofouling derartiger Sensoren bei gleichbleibender Funktionalitat des Messsystems.
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Zusammenfassung
Zusammenfassung

Seit geraumer Zeit beschaftigt sich die Wissenschaft mit der Bekampfung unerwiinschter Biofilme — dem
Antifouling. Die vorliegende Arbeit ordnet sich in diesen Entwicklungsschwerpunkt ein. Es wird versucht,
Uber die Beschichtung mit archaealen Tetraetherlipiden und deren Funktionalisierung antiadhésive
Eigenschaften zu entwickeln, aufgrund derer die Anhaftung von Mikroorganismen und damit die
darauffolgende Biofilmbildung verhindert werden kann.

Die Einteilung der Biofilmbildung in die initiale Phase und die Phase des Biofilmwachstums ist von
Bedeutung, da sich die Entwicklung des Antifouling ebenfalls an den Prozessen orientiert. Die
zugrundeliegende Recherche zeigt, dass sich grundsatzlich Antifoulingkonzepte trotz der
unterschiedlichen Applikationen vergleichen lassen und auf analoge Wechselwirkungsprinzipien
ruckfihrbar sind. Die gezielte Modifikation physikochemischer Materialparameter stellt neben der
Integration spezifisch wirkender Funktionsmolekiile aus heutiger Sicht ein gangbares Antifoulingkonzept
dar. Dies gilt in erster Linie, da fur die initiale Biofilmbildung die unspezifischen Wechselwirkungen
verantwortlich sind. Das Verstandnis der thermodynamischen Relationen der Bioadhéasion bildet daher
die Grundlage der Entwicklung neuer Antifoulingstrategien. Mit Bezug auf die Gibbs'sche
Fundamentalgleichung wurden demgemaR in der Konzeptentwicklung relevante Wechselwirkungen an
der zu betrachtenden Grenzflaiche zwischen Substrat/Biosystem/Medium verglichen und in einem
eigenen Konzept zusammengefasst.

In dieser Arbeit werden archaeale Membranlipide als Basis der Oberflachenmodifizierung genutzt.
Wesentliche Vorteile der Membranlipide der Archaea sind ihre Resistenz gegeniber hydrolytischem und
enzymatischem Abbau, die Unempflindlichkeit gegen Oxidation sowie die biologische Vertraglichkeit. Die
verwendeten Tetraetherlipide stammen ausnahmslos vom Mikroorganismus Thermoplasma acidophilum
und wurden kovalent durch Aktivierung an Materialoberflachen Uber die Self-Assembling-Methode fixiert.

Entsprechend der beiden betrachteten Applikationen: Sensoren im Gewassermonitoring und Katheter fir
die peritoneale Dialyse, dienten als Substratwerkstoffe das Borosilikatglas BOROFLOAT B33 (Schott
Jena AG) und ein kommerzielles Silikon aus dem Medizinproduktebereich (Raumedic SIK 6504, Rehau
AG). Nach dem Aufbau der monomolekularen Tetraetherlipidschichten erfolgte die Modifizierung der nicht
zur Verankerung benétigten Kopfgruppe. Die Funktionalisierung der Tetraetherlipidschicht wurde dabei
mit dem Ziel der Variation physikochemischer Parameter und der Kopplung spezifisch funktioneller
Gruppen realisiert. Die Charakterisierung der Lipidschichten umfasste neben der Bewertung der
Schichtqualitat die Bestimmung energetischer Oberflachenparameter und die Erfassung des
Zetapotenzials. Es schloss sich die analoge Charakterisierung der Mikroorganismen und Medien
bezlglich ihrer Hydrophobizitat, Elektrokinetik und Morphologie an, um die Grundlage fur die
Quantifizierung der resultierenden Wechselwirkungsenergien an der Grenzflache zwischen Schicht und
Biosystem zu legen.

Mit dem Ziel, sowohl eine applikationsspezifische Aussage zur initialen bakteriellen Adhasion zu erhalten,
aber auch ein mdglichst umfassendes Bild der Biofilmbildung zu gewinnen, gliederte sich die
Bioadhasionsprifung in dieser Arbeit in Stufen. GemaR der Applikationsbeispiele wurden in vitro-Modelle
aufgebaut, welche die Anwendung im Gewassermonitoring aber auch medizinische
Umgebungsbedingungen simulierten. Die Bioadhasionsmessung im Labor wurde unter definierten
Stromungsbedingungen in Anwendung von FlieBkammersystemen durchgefiihrt. In Kooperation mit
Industriepartnern erfolgte die Einbringung der Tetraetherlipidschichten in Funktionalitatstest unter realen
Feldbedingungen und in die Biokompatibilitatsprifung.

Die auf dem Borosilikatglas aufgebrachten monomolekularen Lipidschichten verdeutlichten, dass das aus
der Membran des Thermoplasma acidophilum erhaltene archaeale Tetraetherlipid auf einer
Glasoberflache kovalent fixierbar ist. Es steht eine neuartige Beschichtung zur Verfiigung, welche als
Spacer fur die Anbindung von Funktionsmolekulen dient.
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Zusammenfassung

Die auf den Tetraetherlipidfimen aufbauenden Schichtsysteme behalten auch nach ihrer
Funktionalisierung eine physikalische Langzeitstabilitdt und chemische Resistenz. Die neuen
Lipidschichten prasentierten ebenso den Erhalt sowohl der optischen als auch der elektrochemischen
Sensorfunktionalitat. Es konnte zudem eine wirksame Lipidbeschichtung auf der Silikonoberflache mit
Hilfe einer neu entwickelten Aktivierungschemie nachgewiesen werden. Erwartungsgemal erreicht die
nanoskalige Lipidschicht auf Silikon jedoch keine mit Schichten auf dem Glassubstrat vergleichbare
Homogenitat. Dennoch ist davon auszugehen, dass die gesamte Polymeroberflache beschichtet wurde
unter Einbeziehung einer akzeptablen Anzahl von Defekten.

Die durchgefuihrte Bewertung der energetischen und elektrokinetischen Charakterisierung der
funktionalisierten Tetraetherlipidschichten weist insbesondere auf dem Substrat Glas eine geringe
Bandbreite der Parameter auf. Die charakteristischen Eigenschaften superhydrophil/superhydrophob
oder negativ/positiv geladen wurden nicht in dem erwarteten MalR3 erreicht. Auf dem Substrat Silikon kann
allein bezuglich der Oberflachenladung eine deutlichere Variation erreicht werden. Diese geringe
Variationsbreite wird entweder auf die ungeniigende Anzahl oder die eingeschrankte Funktionalitat der
gekoppelten Funktionsmolekile zuriick gefiihrt.

Dennoch lasst sich die Analyse des Antifoulingpotenzials der Tetraetherlipidschichten und ihrer
Funktionalisierungen in einer positiven Bilanz zusammenfassen. Die erreichte Reduzierung der
bakteriellen Adhasion im in vitro-Laborversuch ist erfolgversprechend. Insbesondere im Feldtest wurde
ein deutlich verbessertes Antifoulingverhalten der neuen Schichten prasentiert. Die Beschichtung der
Materialien mit dem Tetraetherlipid allein zeigt bereits durchgehend einen die Bioadh&sion reduzierenden
Effekt. Es werden im Labor Adhasionsminderungen um bis zu 40% in Fluss- und Trinkwasser erreicht,
wahrend im Abwasser nur eine Verringerung der Adhasion um 20-25% ermittelt wurde. Die
unterschiedlichen Funktionalisierungen fuhren in den drei Wéassern zu einer variierenden Rangfolge in
Antifouling. Fir die Proben TL PEG, TL negativ, TL positiv sowie das unmodifizierte TL l&sst sich
insgesamt in allen wassrigen Medien eine positive Bilanz ziehen. Demgegentber fiihren die Proben TL
PC und TL CF zu einem erfolgreichen Antifoulingverhalten im Infektionsmodell. Das unmodifizierte TL
und die Probe TL PEG weisen erneut vielversprechende Ergebnisse auf. Die funktionalisierten
Silikonoberflachen bestatigen das Ergebnis weitestgehend. Die Probe SIK TL Kombi fiihrte auf Silikon zu
dem besten Antifoulingverhalten.

Die Analyse der Adhasionsmessung mit Einzelorganismen diente der Entwicklung eines realitdtsnahen
biologischen Modells und verdeutlicht eine konkurrierende Adhasion mehrerer Organismen in der
Mischkultur. Das Adhasionspotenzial der Mikroorganismen variiert drastisch. Diese Differenzen werden
durch die starken Unterschiede in den Oberflacheneigenschaften der Bakterien zusatzlich interpretierbar.
Es zeigt sich, dass mit zunehmender Dicke der den Mikroorganismus umgebenden Schleimschicht die
Zahl der adharierten Bakterien abnimmt, d.h. anziehend wirksame physikochemische Wechselwirkungen
oder Proteinfunktionen werden maskiert.

Die vergleichende Betrachtung der Ergebnisse der Laboranalysen und des Feldtests lassen die Annahme
zu, dass die gewdahlte Methodik der in vitro-Bioadh&asionsmessungen eine im Feld nicht existente
Harteprufung darstellt.

Im Rahmen der Diskussion wurden zu den einzelnen Oberflachenparametern vergleichend die Resultate
aus der Literatur und eigene Korrelationsbetrachtungen gegeniber gestellt. Das Ergebnis verdeutlicht,
dass die Hydrophobie des Substratmaterials die bakterielle Adhasion nur unwesentlich beeinflusst. Eine
Ausnahme bilden Medien mit hoher lonenstérke z.B. Dialyseflissigkeit, in welchen hydrophobe
Interaktionen eine zunehmendere Rolle spielen. Die elektrostatisch wirksame AbstoBung kommt
deutlicher auf der negativ geladenen Glasoberflache zum Tragen. Die Lipidierung des Substrates lasst
keine Relation gemessen am Antifoulingpotenzial erkennen, was durch die Nivellierung der
Zetapotenziale der lipidierten und funktionalisierten Substrate gestitzt wird.
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Zusammenfassung

Die experimentell begriindeten Korrelationsbetrachtungen wurden erganzt durch die Darstellung der
Wechselwirkungen in Form von Energie-Distanz-Funktionen ausgehend von thermodynamisch
kolloidchemischen Modellvorstellungen. Mit dem Ziel, neben den Wechselwirkungen der klassischen
DLVO-Theorie, Sdure-Base-Wechselwirkungen sowie sterische Interaktionen modellseitig zu erfassen,
erfolgte in der Konzeptfindung eine eigene Einteilung der in der vorliegenden Arbeit zur Diskussion der
Bioadhasion dienenden Wechselwirkungsenergien. Die Interpretation des erreichten Antifoulings
demonstrierte, dass zusammengefasst der Beitrag der van der Waals-Wechselwirkung vergleichsweise
gering und unabhéngig von der Funktionalisierung der Tetraetherlipidschicht ist. Der Effekt
elektrostatischer Wechselwirkungsenergien ist im Vergleich zu den van der Waals-Wechselwirkungen
etwas grofRer und von hoherer Reichweite. Wahrend die eingesetzten Medien die Hohe der entstehenden
Energiebarriere beeinflussen, bestimmt die Funktionalisierung des Tetraetherlipids die Reichweite der
elektrostatischen Interaktion.

Zusammenfassend sind die dargestellten Antifoulingeigenschaften allein aus dem DLVO-Konzept nicht
eindeutig ableitbar. Die Betrachtung der hydrophoben Anziehung und der hydrophilen AbstoBung lasst
ebenfalls die Aussage zu, dass allein die Unterbindung der hydrophoben Anziehung z.B. durch die
Lipidierung der Silikonoberflache nicht als Wirkprinzip des Antifoulings interpretiert werden kann.
Demgegeniiber spielen hydrophile Effekte verursacht durch die Lipidierung und ihre Funktionalisierung
eine wesentlichere Rolle. Die ermittelte Abstoliung wirkt jedoch nur in geringen Distanzen. Dagegen
verdeutlicht die Interpretation der sterischen Wechselwirkungen eine hohen Stellenwert fir das
Antifouling am Beispiel der funktionalisierten Tetraetherlipidschichten. Dabei entspricht das gewahlite
Polyethylenglykol der als optimal definierten GroR3e fiir die abstoRende sterische Wirkung. Beide Effekte:
die lange sterisch wirkende Polymerkette und die Entstehung einer Wasserbarriere bei mittleren
Kettenlangen, kombiniert mit funktionellen Gruppen, konnten effektiv an dem modifizierten Glas und
Silikon beschrieben werden. Die Quantifizierung der sterischen Wechselwirkungsenergie veranschaulicht
zusatzlich den Einfluss dieser Interaktion unter der Voraussetzung einer optimalen Konformation der
Polymere.

Zusammenfassend und grundsatzlich wird bezlglich der theoretischen Erfassung der Bioadh&sion
bestatigt, dass keines der thermodynamischen Modelle die komplexe Situation zufriedenstellend und
umfassend beschreibt. Letztendlich werden die spezifische Situation begriindet und Modellansatze
optimiert. Dessen ungeachtet wurde klar aufgezeigt, dass sich die Reduzierung der initialen Bioadh&sion
auf Saure-Base-Wechselwirkungen insbesondere ihrer hydrophilen und sterischen Energieanteile
zurlckfihren lasst und somit der Aufbau einer sterisch wirksamen Wasserbarriere ein effektives
Antifoulingkonzept darstellt.

Im Zusammenhang mit der technischen Applikation der Tetraetherlipidschichten entstand u.a. eine
Patentanmeldung. In Einhaltung der technischen Zielstellung der Arbeit erfolgte zudem die erfolgreiche
Prufung ausgewabhlter Lipidbeschichtungen in Feldtests unter realen Applikationsumgebungen, z.B. in
einer Trinkwassertalsperre und einer kommunalen Klaranlage. Zuséatzlich konnte im Rahmen der
erforderlichen Funktionalitéatsprifung eine gute Biokompatibilitdt und Vertraglichkeit als Implantatmaterial
nachgewiesen werden. In Vorbereitung der technologischen Umsetzung der Beschichtungstechnologie
entstand am Beispiel medizinischer Katheter eine Prototypanlage zur Behandlung von Musterschlauchen.
Erste Beschichtungsversuche unterstrichen die Funktionalitdit des Beschichtungsprinzips im
Labormafstab.

Die Entwicklung eines biomimetischen Oberflachencoatings auf der Basis neuartiger archaealer
Tetraetherlipide stellt einen vielversprechenden lipidchemischen Ansatz zur Etablierung eines
langzeitstabilen und biomimetischen Antifoulingkonzeptes dar. Die Reduzierung der initialen Bioadhasion
und darauf folgend der eingeschréankten Biofilmbildung wird auf abstof3ende hydrophile und sterische
NonDLVO-Wechselwirkungen zurlick gefuhrt. Aufgrund ihrer einstellbaren spezifischen Wechselwirkung
mit dem jeweiligen Medium und der kovalenten Fixierbarkeit auf technischen Funktionsflachen kdnnen
sie feld- bzw. prozesstauglich eingesetzt werden.
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Summary

Summary

For quite some time science concerns itself with the prevention of biofilms — the antifouling. The present
work places itself in this development focus. The study aims on the development of antiadhesive
characteristics by means of coating with archaean tetraether lipids and their functionalization in order to
prevent adhesion of microorganisms and thus the following biofilm formation.

The division of the biofilm formation into the initial phase and the phase of biofilm growth is of importance,
since the development of the antifouling likewise targets these. The basic literature search shows that in
principle antifouling concepts can be compared despite the different applications and be attributed to
similar interaction principles. In addition to the integration of specific functionally molecules the systematic
modification of physico-chemical material parameters represents apart a potential antifouling concept
from from today's viewpoint. This applies primarily, since for the initial biofilm formation the nonspecific
interactions are responsible. The understanding of the thermodynamic relations of the bioadhesion is
therefore the basis of the development of new antifouling strategies. During the concept development
relevant interactions at the interface between substrate/biosystem/medium were compared according to
the Gibbs fundamental equation and summarized in an own concept.

In this work archaean membrane lipids are used as basis of the surface modification. Substantial
advantages of the membrane lipids of the Archaea are their resistance to hydrolytic and enzymatic
degradation, the unsensitivity against oxidation as well as the biological compatibility. The used tetraether
lipids are isolated without exception from the microorganism Thermoplasma acidophilum and were fixed
covalently by activation at material surfaces over the self assembling method. According to the two
selected applications: sensors in the water monitoring and catheters for peritoneal dialysis, a borsilicat
glass BOROFLOAT ® B33 (Schott Jena AG) and a commercial medical silicone (Raumedic SIK 6504,
Rehau AG) served as substrate materials. After the formation of the mono molecular tetraether lipid
coating the second headgroup which is unnecessary for the fixation was modified. The functionalization of
the tetraetherlipid coatings was realized with the goal of the variation of physico-chemical parameters and
the coupling of specific functional groups. The characterization of the lipid films included the
determination of energetic surface parameters and the estimation of the zeta potential in addition to the
evaluation of the layer quality. A similar characterization was carried out for the microorganisms and
media concerning their hydrophobicity, electrokinetics and morphology, in order to put the basis for the
quantification of the resulting interaction energies at the interface between lipid and biosystem.

With the goal of receiving both a application-specific statement to initial bacterial adhesion in addition to a
comprehensive picture of the biofilm formation the bioadhesion test was divided in this work into stages.
In accordance with the application examples in vitro models were developed, which simulated application
in the watermonitoring and medical conditions. The bioadhesion measurement in the laboratory was
accomplished on defined flow conditions by use of flow chamber systems. In co-operation with industrial
partners bringing the tetraetherlipid coatings into functionality test took place on real conditions as well as
into the biocompatibility examination.

The mono molecular lipid films applied on the borslilicate glass clarified that the tetraether lipid isolated
from the membrane of Thermoplasma acidophilum is covalently fixable on a glass surface. A new coating
is available, which serves as spacer for functional molecules. The developed layer systems based on
tetraether lipid films also retain their physical long-term stability and chemical resistance after the
functionalization. The new lipid coatings also did not interfere with the optical and electrochemical sensor
functionality. Additionally an effective lipid coating on the silicone surface with the help of a newly
developed activation chemistry is demonstrated. However, as expected the nanoscale lipid coating on
silicone achieves no homogeneity comparable to layers on the glass substrate. Nevertheless it is
assumed that the whole polymer surface was coated including an acceptable number of defects.
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The realised evaluation of the energetic and electrokinetic characterization of the modified tetraether lipid
coatings revealed in particular on the substrate glass a limited range of the parameters. The characteristic
properties hydrophilic/hydrophobic or negative/positive charged were not reached in the expected
dimension. On the substrate silicone a significant variation can only be achieved concerning the surface
charge. This limited range of variation is attributed either to the insufficient number or the reduced
functionality of the coupled functional molecules.

Nevertheless the analysis of the antifouling potential of the tetraether lipid coatings and their modifications
can be summarized in a positive summary. The reached reduction of the bacterial adhesion in in vitro
laboratoy tests is promising. In particular in the field test a clearly improved antifouling of the new layers
was presented.

The pure tetraether lipid coating of the materials already shows a continuous reduction of bioadhesion. In
the laboratory adhesion reductions are reached of up to 40% in river and drinking water, while in the
waste water only a decrease of the adhesion of 20-25% was determined. The different functionalizations
lead in the three water models to a varying order of rank in antifouling. For the samples TL PEG, TL
negative, TL positive as well as unmodified lipid can be drawn in all aqueous media a positive balance. In
contrast to this the samples TL PC and TL CF lead to a successful antifouling result in the infection
model. Unmodified TL and the sample TL PEG possess again promising results. The functionalized
silicone surfaces confirm the result as far as possible. The sample SIK TL Combi led on silicone to the
best antifouling property.

The analysis of the adhesion measurement with single organisms served for the development of a close-
to-reality biological model and clarifies a competitive adhesion of several organisms in the mixed culture.
The adhesion potential of the bacteria varies drastically. These differences become additionally
interpretable by the strong differences in the surface properties of the bacteria. It is shown that with
increasing thickness of surrounding sime layer the number of the adhered bacteria decreases, i.e.
attractively effective physicochemical interactions or protein functions are masked.

The comparative analysis of the results of the laboratory experiments and the field test confirms the
acceptance that the selected methodology of in vitro bioadhesion evaluation represents a strong test
condition which does not exist in the natural conditions.

In the context of the discussion of the individual surface parameters comparatively the results from the
literature and own views of correlation were opposite placed. The result clarifies that the hydrophobicity of
the substrate material affects the bacterial adhesion only insignificantly. The only exception are media
with high ion strength e.g. peritoneal dialysis liquid, in which hydrophobic interactions increase. The
electrostatically effective repulsion becomes more clear on the negatively charged glass surface. The lipid
coating of the substrate does not show a relation, which is supported by the leveling of the zeta potentials
of the lipid coated and modified substrates.

The experimentally based correlation analysis were supplemented by the representation of the
interactions in the form of energy distance functions on the basis of thermodynamically colloid-chemical
model conceptions. An own organization of the interaction energies serving in this thesis for the
discussion of the bioadhesion took place in the concept identification. This aimed to estimation
interactions apart from the classical DLVO theory, acid-base-model as well as steric interaction energy.
The interpretation of the reached antifouling demonstrated that the contribution of van der Waals
interactions is comparatively small and independent from the functionalization of the tetraether lipid film.
Compared with van der Waals interactions the effect of electrostatic energgies is somewhat larger and of
higher range. While the selected media affect the height of the energy barrier, the functionalization of the
tetraether lipids determines the range of the electrostatic interaction. In summary the represented
antifouling is not derivable from the DLVO concept by itself. The view of the hydrophobic attraction and
the hydrophilic repulsion permits likewise the statement that the prevention of the hydrophobic attraction
e.g. by the lipid coating of the silicone surface cannot be interpreted as an effective principle of the
antifouling. In contrast to this hydrophilic effects play a more substantial role caused by the lipid coating
and its functionalization. The determined repulsion however only works in small distances. On the other
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hand the interpretation of the steric interactions reveals a high potential for the antifouling by the example
of the functionalized tetraether lipid layers. The selected polyethylene glycol represents as the optimally
defined size for the repulsive steric effect. Both effects: the long sterically active polymer chain and the
formation of a water barrier with medium chain lengths, combined with functional groups, could be
described effectively at the modified glass and silicone. The quantification of the steric interactions
illustrates additionally the influence of this energy under the condition of an optimal conformation of the
polymers.

In summary and in principle concerning the theoretical description of the bioadhesion it is confirmed that
none of the thermodynamic models describes the complex situation satisfyingly and comprehensively.
Finally the specific situation is justified and models are optimized. Regardless it was clearly pointed out
that the reduction of the initial bioadhesion can be attributed to acid-base-interaction in particular its
hydrophilic and steric energy contribution and thus the creation of a sterically effective water barrier
represents an promising antifouling concept.

With respect to the technical application of the tetraether lipid films among other things a patent
application was developed. In accordance to the technical goal of the work the successful examination of
selected optimized lipid coatings in field tests under material application environments, e.g. in a drinking
water dam and a local purification plant took place. Additionally a good biocompatibility and compatibility
as implant material could be proven in the context of the necessary functionality examination.

In preparation of the technological scale-up of the coating technology a prototype plant was developed for
the coating of tubes. First coating attempts underlined the functionality of the coating principle in the
laboratory dimension.

The development of biomimetic surface coatings on the basis of new archaean tetraether lipids
represents a promising lipid chemical approach for the establishment of a long-term-stable and
biomimetic antifouling concept. The reduction of the initial bioadhesion and thus the reduced biofilm
formation is attributed to repulsive hydrophilic and steric nonDLVO interactions. Due to their adjustable
specific interactions with the respective medium and the covalent fixability on technical surfaces they can
be applied field and process-suited.
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