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Einfuhrung

1 Einfuhrung

1.1 Einleitung

Eine Veranderung, die die naturwissenschaftlichdt Weneuerer Zeit erfahren hat, ist das
Verwischen der Grenzen zwischen den einzelnen isen. Ein gutes Beispiel hierfur
sind die Materialwissenschaften, die beispielswéttsmente von Chemie und Physik
beinhalten. Aber auch in der Chemie existieren hgage Uberschneidungen mit der
Physik, der Pharmazie, der Medizin und in bedewsnMalie mit der Biologie.

Ein schones Beispiel, welches zeigt, wie Angehotngschiedener Fachrichtungen
gemeinsam auf ein Ziel hinarbeiten, ist die kotigdk Freisetzung cytotoxischer
Wirkstoffe aus kunstlichen IntraokularlinsBrf! Diese Freisetzung wird durch
Zweiphotonenabsorption induziert. Um ein solcheagdRt realisieren zu kdnnen, bedarf es

einer Arbeitsgemeinschaft aus Chemie, PharmazidPydik.

Auch die Kombination von Materialien und Methodensader Chemie und den
Materialwissenschaften mit der Biologie versprichin Feld von gro3em Interesse zu
werden. So gab es vor Kurzem Bestrebungen, Zalgggtedukte wie Kaugummis,
Zahncremes und Mundspilungen mit Bakterien der Lattobacillus zu versetzef?!
Hierbei war der Gedanke, dass Haectobacilli eine Reduktion vostreptococcus mutans
die wiederum fur die Entstehung von Karies veramtiet sind, bewirken wirden. Dabei
wurde eine Verringerung der Anzahl der schadlidBakterien um bis zu 98 % angestrebt.
Weitere Forschungen, die Elemente von Polymerchemé Biologie beinhalten haben
zum Zweck, oral aufgenommene Bakterien vor dem ofdicben Verdauungssystem zu
schutzen. Verfolgt wurden und werden hierbei beispieise der Schutz von probiotisch
aktiven Milchsaurebakterien, wie sie in Joghurt keonmen, um ihre positiven
Eigenschaften auf die Gesundheit weiter zu steid&tnAuch existieren ahnliche

Untersuchungen zum Schutz von modifizierten, Theutika produzierenden Bakteri€h.

Im medizinischen Bereich war in den letzten Jahmamh die Suche nach Materialien von

grof3er Aktualitat, die bei guten mechanischen ESgkaften gleichzeitig biokompatibel
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oder auch bioabbaubar waren. Die bereits erwameiedtzung von Wirkstoffen war auch

in diesem Zusammenhang von grofdem Interesse.

Ein weiteres grol3es Interessensgebiet ist die [Eklwig von Biomaterialien und
entsprechenden Technologien fur industrielle Zwedkanobilisierte, aktive biologische
Spezies, wie Enzyme oder ganze Zellen, vermdgen,gaise” Katalysatoren diverse
Reaktionen in wassrigen Medien, mit einem hohendGna Selektivitat und Spezifitat,
unter milden Bedingungen zu katalysieren. Des Wasitesind solche Systeme nicht nur
zum Einsatz in der Produktion denkbar, auch in Bleseitigung von organischen oder
anorganischen Verunreinigungen aus Abwassern odetakinierten Boden wéren sie
einsetzbar. Zudem existieren Bakterien, die Metaile Gold oder Uran in einem Male
anzureichern vermégen, dass diese Metalle einef3t&raehrer Trockenmasse ausmachen.

Daher ware der Einsatz zur Rohstoff (wieder) Gewngndenkbar.

Die vorliegende Dissertationsschrift befasst siéhdar Fortfiihrung und Erweiterung von
Untersuchungen, die im Rahmen einer Diplomarbeithiyefihrt worden waref. Es
handelt sich hierbei um die Kombination lebendegadismen, in Form von Bakterien und
polymeren Materialien, durch die Technik des eledttitischen Spinnens. Die Arbeit
beinhaltet daher Komponenten aus den Bereichen nfeothemie, Biologie,
Materialwissenschaften und Physik. Sie stellt somiites der zuvor beschriebenen,

interdisziplinaren Arbeitsfelder dar.
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1.2 Motivation und Aufgabenstellung

Immobilisierte Bakterien sind fur die industriefeoduktion von grol3em Interesse, da mit
ihnen die gewuinschten Produkte, bei niedrigen Teatpeen, ohne aufwendige Synthesen
hergestellt werden kénnen. Sie werden bereits éePdoduktion von Essig, organischen

Sauren, Aminosauren und der Abwasserbehandlungssif’

Bei vorausgegangenen Untersuchungen im Rahmen Bipdomarbeit mit dem Titel

,untersuchungen zur Verarbeitung Bakterien angbesier Polymerlésungen und
Herstellung einer aktiven biologischen Membran®“reaigezeigt, dass die Kombination
einer aktiven biologischen Spezies und eines widedsfahigen Materials, in Form eines
Polymeren, durch Elektrospinnen mdglich WarAm Ende der Diplomarbeit standen
Faservliese aus Polyethylenoxid und Polyvinylalkplige lebende Bakterien enthielten.
Gleichzeitig wurden die Vliese durch eine Beschialgt mit einem weiteren Polymeren
wasserbestandig gemacht. Erste Schritte in Richéimgy lebenden Membran waren also

gelungen.

Fur solche biologisch aktiven Membranen ergeberh diceite Felder mdglicher

Anwendungen. Sie erscheinen als viel versprecheneéekstoffe und Tragersysteme
.gruner® Katalysatoren fur den Einsatz in der ch&hen oder pharmazeutischen
Produktion. Eine Vision ware hierbei ein Systems denalog eines Teebeutels in das
Reaktionsmedium gegeben und nach erfolgtem Umehte einen Filtrationsschritt zur

Entfernung der Mikroorganismen, wieder herausgenemmverden kann. Lebende
Membranen aus solchen Bakterien enthaltenden Hesemnw konnten auch in der

Umwelttechnik eine Rolle bei der Abwasseraufbergjtispielen. Ein so ausgertsteter
Filter kbnnte Verschmutzungen nicht nur mechandbgich Filtration entfernen, sondern
auch geldste Verschmutzungen durch die eingelageB@kterien beseitigen. Solche
Membranen boten sich auch zum homogenen AusbringerBakterien auf Flachen an,

etwa Schadstoff-Abbauende Bakterien zur Dekontatmimaerseuchter Areale.

Das Hauptziel der Untersuchungen, die der vorlidgan Dissertationsschrift

vorausgingen, war vorrangig die Herstellung eindekteogesponnenen, aktiven
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biologischen Membran. Die Bakterien sollten zudem Rasern aus kommerziell
erhaltlichen Standardpolymeren eingebracht werdeibei sollte vor allem ein Weg
gefunden werden, die bisher verwendeten wasseath@sli Polymere durch

wasserbestandige zu ersetzen.

Aus zur Verfigung stehenden Materialien und Appaest ergab sich als weiteres,
kleineres Themengebiet die Untersuchung elektragesmer Faservliese hinsichtlich

ihrer Eignung zur Filtration von Bakterien aus Big&eiten.




Einfuhrung

1.3 Literaturuiberblick

1.3.1 Funktionalisierung elektrogesponnener Fasern

Bereits gegen Ende des 19. Jahrhunderts wurdenrduoteingen zum Verhalten von
elektrisch aufgeladenen Flissigkeiten durchgefffirzudem war bereits seit den ersten
Jahren des 20. Jahrhunderts bekannt, dass daseArgawer hohen Spannung an fllissiges
Siegelwachs die Bildung von Fasern zur Folge hatwemte*”! Aufgrund der Tatsache,
dass Siegelwachs sehr spréde und somit briichig sedr,man in dieser Beobachtung
keinen kommerziellen Nutzen und es erfolgte keingv@dndung. Das erste Patent, welches
das elektrostatische Spinnen beschreibt wurde afoAmhals vergebéef? Dies geschah
im Jahre 1934. Das Interesse der wissenschaftlickemeinde am elektrostatischen
Spinnen blieb zunachst recht Uberschaubar. So gesfol Untersuchungen durch
Baumgarten zur Herstellung acrylischer Mikrofaséunch Elektrospinnen in den 1970er
Jahrerd™ In den 1980er Jahren fiihrten Larrondo und Manleyetsuchungen zum
elektrostatischen Verspinnen von Schmelzen aushiedenen Polymeren durbf*® Ein
Punkt, nach dem das Interesse an dieser Thematkatstieg, waren die Untersuchungen
von D. H. Reneker, die 1995 durchgefiihrt wurl@nNachdem er dieses Thema quasi
einem Neustart unterzogen hatte, folgten noch weegeundlegende Untersuchungen zum
Elektrospinnen, beispielsweise zur Herstellung Wanofasern und die Ausbildung von
spindelférmigen Verdickungen in den Fasern beirilferstellung, um nur einige zu

nenneritt 18

Als Folge dieser Untersuchungen, stieg die Zahl Werdffentlichungen, die das
elektrostatische Spinnen zum Thema hatten, bzwT eehnik nutzten, sprunghaft an. Der
Grund hierfar ist im relativ geringen und kostensfigen apparativen Aufwand zu finden,
der einen einfachen Zugang zu Fasern mit Durchmegsse Bereich von Mikro- und
Nanometern ermdglicht. Dabei ist das Verfahrentnmthr auf die Herstellung von Fasern
aus Polymeren limitiert. Beispielsweise konnen au€hsern aus Metallen und
anorganischen Materialien, wie Keramiken erzeugtdem. Sie bieten zudem, durch den
so genannten TUFT (tubes by fiber templates) Peoaesh einen Zugang zu Hohlfasern
im Nanometerbereich?® ?°! Die méglichen Kombinationen aus Materialien, Feisdten,
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Faserorientierungen und Fasermorphologien ermdgiichie Herstellung von Materialien
mit unterschiedlichsten Eigenschaften. Einen bmeitéberblick tiber die Technik des
Elektrospinnens, die verwendeten Materialien unde ilAnwendungen bieten die

verfiigbaren, umfangreichen Ubersichtsartikel zurariid? %!

Allerdings waren fur die vorliegende Arbeit vor et solche Techniken von grofRem
Interesse, die sich mit einer Ein- bzw. Anlagerwmn Partikeln oder Substanzen an
elektrogesponnene Fasern befassen. Durch diesetuelletemporare, Immobilisierung
von Partikeln, Enzymen oder Wirkstoffen kann einmk&ionalisierung des Faservlieses

erreicht werden.

Grundsatzlich sind vier verschiedene Methoden dichanismen zur Funktionalisierung
von Fasern vorstellb&? Diese sind Adsorption, Einlagerung, Vernetzung kodalente
Bindung der Stoffe, die die Funktionalisierung been.

Partikel aus verschiedensten Materialien kdnnen raahnigfaltige Art und Weise in
Fasern eingelagert werden. Von grol3em Interessel&ispielsweise Partikel aus Silber,
da diese eine toxische Wirkung gegenluber Baktesigveisen. Sie bieten also einen
Zugang zu antibakteriellen Geweben. Solche Materialwurden zum Beispiel von
Melaiye und Mitarbeitern erzeu§t! Es wurde hierbei ein Silber(l)-Komplex verwendet.
Dieser hatte die Zusammensetzung #8gN1004]**(x) wobei x = 20H bzw. CQ* und
wurde zusammen mit einem hydrophilen, Polyetherebi@s Polymeren, das als Tecophil
bezeichnet wurde, versponnen. Diese Polymere vemdne groRe Menge Wasser
aufzunehmen. Die eigentlichen Partikel wurden eesth dem Spinnprozess, aus dem in
der Faser homogen verteilten Silber-Komplex gehild@er aufRere Einfluss, der die
Bildung der Partikel ausloste, war der Kontakt @&sern mit Wasser. Anschlie3end
konnte nachgewiesen werden, dass die Fasern sdathmkterielle und auch fungizide
Eigenschaften aufwiesen. Eine weitere Methode mendbilisierung von Silber-Partikeln
in Fasern zeigten Xu und Mitarbeité¥. Sie verwendeten in Dimethylformamid und
Dichlormethan gel6stes Poly(L-lactid). Dieser Légumurde vor dem Verspinnen

Silbernitrat zugesetzt. Die Reduktion des Silbeabdts in den Fasern, in einer Wasserstoff-
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Atmosphare bei 80 °C, fuhrte zur Bildung von Patiikaus Silber in den Fasern. Auch in

diesem Fall konnte eine antibakterielle Aktivitér dFasern nachgewiesen werden.

Auch bei den als CNTs (carbon nanotubes) bekartdtdtenstoff-Nanoréhrchen handelt
es sich um Partikel, die in elektrogesponnenenrRasemobilisiert wurden. Neben ihren
beachtlichen mechanischen Eigenschaften weisen elstdff-Nanorbhrchen gute
elektrische und thermische Leitfahigkeiten auf. Diemacht sie gut geeignet zur
Verstarkung polymerer Materialien und interessénefne Einlagerung in Nanofasern, um
deren Eigenschaften weiter zu verbessern. So bebehr Dror und Mitarbeiter die
Einlagerung von so genannten MWCNT (multiwall carbeanotubes) in Fasern aus
Polyethylenoxid®?”’ MWCNTs wurden zudem auch von Hou und Mitarbeitern
immobilisiert®® Sie verwendeten orientierte Faservliese aus Pwolydiil. Hierbei
konnte eine Orientierung der MWCNTSs innerhalb dessdin entlang der Faserachse
nachgewiesen werden. Zudem zeigten sich Zugfestigkel Dehnungsmodul deutlich
erhoht. Weitere Berichte von Garnen, deren E-Matiutlich durch das Einbringen von
Kohlenstoff-Nanoréhrchen gesteigert werden konntstammen von Ko und
Mitarbeitern!®®!

Neben Partikeln aus Silber wurden auch weitere Nédieen in Form von Nanopartikeln in
Fasern eingebracht. Hier war die Absicht der Famidiisierung nicht eine Wirkung gegen
Mikroben, sondern es wurde beispielsweise versuan Fasern Kkatalytische
Eigenschaften zu verleihen. So wurden Palladiumedartikel in Fasern aus Polylactid
eingebracht. Dies geschah durch Anreicherung devezspinnenden LOsung mit einer
Vorlaufersubstanz, in diesem Fall Palladiumacetat anschlielende Reduktion des Salzes
in den Fasern, in einer Wasserstoffumgebung, bebhter Temperatd?(.)] Zusatzlich
wurden auch Partikel aus Magnetit, Zinkoxid, Titexed und Gold in elektrogesponnene
Fasern eingebracht>" Der Durchmesser solcher eingelagerter Partikeh ldurchaus,

wie aus Abbildung 1-1 ersichtlich, ein Mehrfaches &Faserdurchmessers betragen.

Fur diese Arbeit von besonderem Interesse sinchaodnstrengungen, die das Einlagern
von biologischen Materialen in Fasern zum Ziel érattSo erzeugten beispielsweise Lee

und Belcher Nanofasern aus einem Blend von Polypymsolidon und M13 Virer®
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Nach ihrer Herstellung wurden die Fasern in eineffdll6sung aufgeltst, wonach die
Viren noch in der Lage waren, Bakterien zu infieierEs konnte also gezeigt werden, dass
die M13 Viren durch das elektrostatische Verspinmérht inaktiviert worden waren.
Neben Viren wurden auch Bakterien in wasserloslidh@sern eingebracht. Die
verwendeten Polymere waren hierbei Polyethylenaxid Polyvinylalkohol*®3® Bei den
immobilisierten Bakterien handelte es sich Estherichia coliMicrococcus luteugsiehe
Abbildung 1-1)Staphylococcus albusnd Bifidobacterium animalisVor kurzem wurden
zudem Pseudomonas fluorescensZymomonas mobilisund Escherichia coli in
wasserunlosliche Fasern eingebrdthttHierbei wurden Bakterien zusammen mit einem
Blend aus dem FDMA genannten TriblockcopolymererOREPPQ~PEQy und PEO
versponnen. Die Fasern wurden nach dem Verspinnerchd freie radikalische
Polymerisation vernetzt und anschlieRend das PH@ubkgeldst. Das Ergebnis war ein
Bakterien enthaltendes, wasserunlésliches VlieF&@MA. Es wurde nachgewiesen, dass
die Integritat der Bakterien wahrend des Prozesgewahrt blieb. Durch Co-

Elektrospinnen wurden zudem tierische Zellen ineRdiese eingebrackt

\ 1
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Abbildung 1-1: M. luteusBakterien, eingebettet in
Fasern aus Polyethylenoxid.

Neben Bakterien und tierischen Zellen wurden auttyBe in elektrogesponnenen Fasern
immobilisiert. In diesem Zusammenhang wurden ekstéersuchungen, zur kovalenten
Bindung von Enzymen an elektrogesponnene PolysBasérn, von Jia und Mitarbeitern
durchgefiihrt®” Die kovalente Bindung des Enzyms an ein polym@&mégermaterial ist
deshalb von grol3er Bedeutung, weil eine solcheBigcine grol3e Stabilitat aufweist. Es
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ist also mit einer deutlich erh6hten Resistenz gegia Auswaschen oder Austreten des
Enzyms aus der Faser zu rechnen. Zundchst wurde M®Ealystyrol mit
Nitrophenychloroformiat funktionalisiert und anseflend zu Nanofasern versponnen.
Dieses Vlies stellte das Tragermaterial dar. Daswveredete Modellenzym wan-
Chymotrypsin. Es wurde durch Eintauchen der Fasereine gepufferte Losung des
Enzyms kovalent an diese gebunden. Der Durchmeéssererwendeten Polystyrol-Fasern
betrug 120 nm, es wurden 1,4 Gewichtsprozent degris an die Fasern gebunden. Bei
den darauf folgenden Untersuchungen an den Vliesigte die gebundene Form des
Enzyms in wassriger Umgebung 65 % der hydrolytisch&tivitat der freien Form. In
organischen Losungsmitteln hingegen zeigte die mga#dne Form des Enzyms eine
Aktivitat, die bis um den Faktor 5670 tber der Aktt der freien Form lag.

Es existiert daneben ein weiteres Verfahren zumlkamen Bindung, welches von Wang
und Mitarbeitern beschrieben wurdd. In dieser Arbeit wurden Enzymproteine an
ultradinne Cellulose-Fasern gebunden, die durcktidkpinnen von Celluloseacetat und
anschlielende Hydrolyse hergestellt worden waren.d® Fasern, von 100 nm Dicke,
wurden die Enzymproteine mit Hilfe eines Abstandteina aus PEG kovalent gebunden.
Der Abstandshalter diente hierbei dazu, Interalionwischen den Enzymproteinen und
der Oberflache der Fasern zu minimieren. Eventk@flnten solche Interaktionen, die
enzymatische Aktivitat durch Anderungen in der Kmnfation und Erschweren des
Zugangs zum aktiven Zentrum beeinflussen. Untersugén, die mit dem Enzym Lipase
durchgefuhrt wurden zeigten, dass die katalytiggkteritat, im Vergleich zur freien Form,
um den Faktor acht bis zehn gesteigert war. Egezsigh zudem auch, dass die gebundene

Form, in Gegenwart organischer Losungsmittel, hegseDenaturierung geschitzt war.

Die beiden zuvor genannten Verfahren zur nachtiigh, kovalenten Bindung der
Enzyme an Fasern weisen jedoch auch NachteileEaufst offensichtlich, dass nur die
Oberflache der Fasern fur eine Immobilisierung Bazyme genutzt wird. Das interne
Volumen der Fasern, das zudem in der Lage istzdmyme vor widrigen Bedingungen zu
schitzen, wird bei diesen Verfahren nicht genitiet.und Hsieh hingegen beschrieben ein
direktes Verfahren zur Herstellung von Faserviiesdie Enzyme enthieltdf? Sie

verspannen eine wassrige Losung eines Polymeren;@bymotrypsin zugesetzt worden
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war. Jedoch machte die Verwendung eines wasseh@asliPolymeren einen zusatzlichen
Vernetzungsschritt notwendig, so dass wasserbag&néasern erhalten wurden.
Allerdings war die Nutzbarkeit dieser Fasern in svigger Umgebung limitiert. Der Grund
war die Abgabe von Polymer und Enzym an das wasdvgdium, dem die Fasern

ausgesetzt worden waren, was eine instabile enmgehatAktivitat zur Folge hatte.

Um eine stabile enzymatische Aktivitat zu erhalensetzten Herricks und Mitarbeiter das
wasserlosliche Polymere durch ein solches, dasenzastandig wdf®! Losungen von
Polystyrol bzw. Poly(styrol-co-maleinsaureanhydiid)roluol wurde vor dem Verspinnen
ein Komplex vona-Chymotrypsin und Dioctylsulfosuccinat, einem Tehstugesetzt.
Auch in diesem Fall blieb die Aktivitat des Enzymsrglichen mit der Aktivitat der freien
Form, deutlich langer erhalten. Die freie Form dawyms zeigte in einer wassrigen
Pufferlésung eine Halbwertszeit ihrer Aktivitat veimer Stunde. Die immobilisierte Form
hingegen, wies unter den gleichen Bedingungen ldalbwertszeit von 144 Stunden auf.
Hierbei wurde erkannt, dass wahrend des Kontakieslen Pufferlosung Enzym aus den
Fasern austrat. Es zeigte sich also eine Moglithker weiteren Steigerung der
Halbwertszeit. Die Proben wurden zudem mit Glutighyd behandelt, einen Stoff der
dafir bekannt ist, Enzymaktivitdt zu stabilisieréyach der Behandlung konnte kein
Abfallen der enzymatischen Aktivitat in einem Zaitm von 16 Tagen festgestellt werden.
Als einer mdoglichen potentiellen Anwendung in einandustriellen Prozess sehr
zutraglich, wurde die hohe Stabilitat der bioaktiiéasern angesehen, da sie hierdurch

leicht wieder aus Losungen zu entfernen waren.

Neben den hier genannten Beispielen fur die Imnsilng von Objekten bzw. Stoffen
in, bzw. an Nanofasern, die durch Elektrospinnergémellt worden waren, existieren
noch viele weitere. Zu nennen ware hier beispidtssvdie kontrollierte Freisetzung von
Enzymen aus den Fasern. Es existieren zudem Besgeb, solche Fasern zur
Wirkstofffreisetzung zu verwenden, was durch eiddabau der Fasern erreicht werden
kann. Auch eine nachtragliche Oberflachenbehandldeg Fasern, zur verzdgerten
Freisetzung des immobilisierten Wirkstoffes ist kigar 44>
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1.3.2 Immobilisierung von Zellen und Wirkstoffen

Die Anbindung oder Einbindung von Zellen an bzw. Tirigermaterialien, also ihre
Immobilisierung, ist aus verschiedenen Grinden \oteresse. Durch eine solche
Immobilisierung kénnen technisch aufwandige und isadeure Aufreinigungsprozesse
vermieden werden, wenn Zellen in der industrielRmoduktion eingesetzt werden. Bei
solchen Zellen kann es sich zum Beispiel um Badtedder Pilze, wie Hefen handeln.
Bestiinde nun die Mdglichkeit zu verhindern, dassseliZellen im Reaktionsgemisch
zurtckbleiben, wére das aus den oben genannterd@riron grof3em Vorteil. Auch bei
Enzym basierten Prozessen ist ein Nutzen immodiitesi Zellen denkbar. Innerhalb der
Zelle befanden sich die Enzyme quasi in ihrer tiatien Umgebung, wodurch sich ihre
Stabilitat auch bei wiederholten Einsatzzyklengsen sollte.

Die technische Nutzung von immobilisierten Zelleagann bereits im 19. Jahrhundert bei
der Herstellung von Essigsaure. Damals lie3 mandaaf Substrat in einem Rieselfilter
einen Biofilm ausbilden, in welchem die Bakteriémgebunden wareh!

In der heutigen Zeit ist eine einfache und dahechalbeliebte Methode der
Immobilisierung von Zellen die Einlagerung in Gelaus Polymeren. Bei diesen
Polymeren kann es sich sowohl um natirliche, alshaum synthetisch hergestellte
handeln. Auch anorganische Gele finden Anwendumg.Beispiel fur die Verwendung
eines solchen anorganischen Polymeren ist die ¢genlmg von Zellen in Silica-Gele

durch den Sol-Gel-Prozess.

Erste Untersuchungen in diese Richtung wurden imreJd989 von Carturan et al.
veroffentlicht®™ Die Arbeit behandelte die Immobilisierung von Haeflben
(Saccharomyces cerevis)aen SiO,. Die durch den Sol-Gel-Prozess eingelagerten
Hefezellen folgten dem Michaelis-Menten-Gesetz wmdsen dabei fast die gleiche
Aktivitat wie Zellen in einer Suspension auf. Gleteitig blieb die Bioaktivitat Uber
mehrere Monate und Anwendungszyklen erhafted” Es wurden zudem Pflanzenzellen
(Coronilla vaginalig in Silica-Gelen immobilisiert. Auch hier liel3 kicAktivitat tGber

einen Zeitraum von mehreren Monaten nachwerSenDie Immobilisierung von

11
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Pflanzenzellen ist deshalb von grol3er Bedeutungjedaine grol3e Bandbreite chemischer
Verbindungen zu synthetisieren in der Lage sind.

Eine in Bezug auf das hier behandelte Thema sdbressante Arbeit vertffentlichten
Nassif et al., da sie die Einlagerung von BaktedenArtEscherichia colin Silica-Gelen
beschriebef® Es konnte gezeigt werden, dass die d&uRere Memtlim#ellwand und die
Plasmamembran der Bakterien nicht beschadigt wlirdeer der Voraussetzung, dass das
Gel nicht austrocknete, zeigten die immobilisierseherichia coliAktivitat tber mehrere
Tage. Gleichzeitig zeigte sich, dass innerhalb Siksa-Gels im gleichen Zeitraum mehr
Bakterien kultivierbar, also vermehrungsfahig béiepals in einer wassrigen Suspension.

Nicht nur Bakterien widescherichia coliwurden in Silica-Gelen eingeschlossen, sondern
auch Langerhans'sche Ins&fh.>"! Diese sind im Kérper fiir die Produktion von Insuli
verantwortlich. In der Arbeit konnte gezeigt werdetass die Zellen auch nach der
Immobilisierung im Gel noch auf die Zugabe von @k reagierten. Zudem konnte bei in
vivo Experimenten mit diabetischen Mausen gezeigrden, dass diese nach einer
Transplantation, von auf diese Weise verkapseltangerhans'schen Inseln, tber einen
Zeitraum von mindestens drei Monaten praktisch &keBlucose mehr tUber den Urin
ausschieden. Aus dieser Beobachtung konnte gesehlogerden, dass die immobilisierten
Zellen die Funktion eines naturlichen Organs imigie. Durchgeflihrte Untersuchungen
erbrachten die Erkenntnis, dass die KonzentratioimenZucker und Insulin im Blut der
Mause normal waren. Es war offensichtlich, dass fdagorige Gel die Zellen davor
schitzte, von den Antikérpern der Mause angegritienverden. Gleichzeitig ermdéglichte
das Gel jedoch den Zellen Zugang zu Nahrstoffen weid Abfihren der
Stoffwechselprodukte. Neben Langerhans'schen Inselirden auch bereits

Schweinehepatozyten und Zellen aus Rattenlebermbitisiert ™’

Neben den genannten Silica-Gelen spielen Hydrogeie bedeutende Rolle bei der

Immobilisierung von Zellen, Enzymen und Wirkstoffen

Um als Medium fir die Immobilisierung von Zelleneggnet zu sein, muss ein Hydrogel

biokompatibel sein. Das bedeutet, es muss dem &hmsrlder Zelle und ihrer Funktion

12
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zutraglich sein. Zusatzlich muss es eine Permédbdiufweisen, die eine ausreichende
Diffusion und einen ausreichenden Transport von rdtéaffen, Sauerstoff,
Stoffwechselprodukten und ausgeschiedenen Stoffesr das gesamte Netzwerk des
Hydrogels ermoglicht® Prinzipiell existieren drei Hauptmethoden zur Infitisierung
von Zellen in Hydrogelen. Diese sind Adhasion, &jdrung in eine Matrix und
Mikroverkapselung. Die Adh&sionsmethode findet albem Anwendung, wenn es darum
geht, Zellen zur Kultivierung bzw. fur analytiscBevecke zu stabilisieren. Wie der Name
bereits vermuten lasst, basiert diese Methode fatass die zu immobilisierenden Zellen
am Tragermaterial haften. Diese Haftung stellt dachneine Anforderung an das
verwendete Polymer dar. Es kdnnen auch Polymerenadifiziert werden, dass ihre
Eigenschaften in Hinblick auf die Adhasion optinhieverden, beispielsweise durch
geladene Gruppen, Oberflachencharakteristik oder Flinktionalisierung mit Zellen
bindenden Proteinen bzw. Oligopeptiden. Polyvirkgabl, Poly(2-
hydroxyethylmethacrylat) und Poly(glycerolmethaatyl Kollagen sind beispiele fur
verwendete Polymere. Der Hauptunterschied zwisatemAdhasionsmethode und der
Immobilisierung in einer Matrix ist, wie die Zellerom Hydrogel gehalten werden. Im
Gegensatz zur Adhasionsmethode, bei der die Zahedas Polymere gebunden werden,
werden die Zellen bei der Matrix-Methode im Netzkdes Hydrogels eingelagert. Dieser
Vorgang konnte auch als Makroverkapselung bezetcleeden. Gerade Hydrogele sind
fur diese Art der Immobilisierung sehr gut geeign&ie stellen das porose,
dreidimensionale Netzwerk, das dazu bendtigt walié, Zellen am Platz zu halten zur
Verfugung. Anforderungen an das Hydrogel sind diatiirBiokompatibilitat und eine
Moglichkeit, das Hydrogel-Netzwerk unter milden Beglingen erzeugen zu kénnen, so
dass den zu immobilisierenden Zellen kein Schadegeftigt wird. Sind die Zellen bei der
Bildung des Hydrogels zugegen, konnen Bedingungea, organische LOsungsmittel,
toxische Monomere, UV-Strahlung und hohe Tempeeatufolglich nicht eingesetzt
werden. Zum Einsatz kommen stattdessen beispiedew@bllagen, Agarose, Alginat oder
Polyvinylalkohol, auf den im weiteren Verlauf noghsondert eingegangen werden wird.
Bei der Mikroverkapselung werden einzelne Zellerero#lleine Zellcluster von einer
dinnen, porésen und semipermeablen Membran umsehlodnsbesondere bei der
Verkapselung von Zellen von Saugetieren ist hierAbsicht, Nahrstoffen und Sauerstoff,

sowie Stoffwechselprodukten ein Durchringen der Mean zu ermdglichen, nicht jedoch
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Zellen des Immunsystems, die fur AbstoRungsreaitiomerantwortlich sind. Einige
hierzu verwendete Substanzen sind Agarose, Aldtootlysin-Alginat und Poly(2-
hydroxyethylmethacrylat-co-methylmethacrylat). Bden mit diesen drei Methoden
immobilisierten Zellen, handelt es sich um einetev@andbreite an Saugetierzellen, von

Bauchspeicheldriisenzellen tiber Tumorzellen bighiRibroplasterr”!

Einen Ansatz, bei dem Hydrogel-Partikel aus Againgddikrospharen aus Poly(lactid-co-
glycolid) verkapselt wurden, zeigten Wang und WbL.Sie brachten Wirkstoffe aus
Proteinen in die Partikel aus Agarose ein, die wiedh in die Mikrosphéren eingebracht
wurden. Eine Mikrosphéare konnte dabei mehrere lréius Agarose enthalten. Hieraus
resultierte eine hohere Effizienz der Beladung rRibtein, als bei der alleinigen

Verwendung von konventionellen Mikrosphéaren mégtiehvesen ware.

Neben den zuvor genannten Arbeiten zu den Saupeitesn wurden auch bereits eine
Reihe von Untersuchungen durchgefihrt, die sichdaitimmobilisierung von Bakterien
auf verschiedene Art und Weise befassten. Die Mhgé&it der Immobilisierung von
Escherichia coliin Silica-Gelen wurde bereits besprochen. So galbaspielsweise
Bestrebungen, Bakterien der ARseudomonas putidgartiell mit Membranen aus
Celluloseacetat zu immobilisieren und anschliel¥@ewl inhibierenden Effekt von Phenol
auf das Bakterienwachstum zu untersudfénNeben Membranen aus Celluloseacetat

wurden firr den gleichen Zweck zudem Membranen alys&fon verwendef?

Eines der beliebtesten Materialen zur Einlagerumg Bakterien ist Alginat. Bringt man
eine Losung von Alginsaure in Wasser mit einer b@sin Kontakt, die Calcium-lonen
enthalt, so fihrt dies zu einer Vernetzung der Wdgure und zur Ausbildung eines
Hydrogels. In diesem Zusammenhang befassen sicle visrbeiten mit der
Immobilisierung von probiotischen Bakterien wikactobacillus acidophilus und
Bifidobacterium sppBei diesen Bakterien handelt es sich um solche,swe in Yoghurt
vorkommen. Die Motivation solcher Arbeiten liegt idmelsweise darin, die
Uberlebenschancen der Bakterien im VerdauungsttektMenschen zu verbessern, um
die positiven Wirkungen dieser Bakterien zu steid&¥ Den Alginat-Partikeln wurde

teilweise noch Maisstarke beigemischt, um die U(dmrhswahrscheinlichkeit der
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Bakterien weiter zu steigern. Alginat-Partikel ieljedoch nicht die einzige Mdglichkeit
zur Verkapselung von probiotischen Bakterien danei& Uberblick zum Thema liefert

beispielsweise der Ubersichtsartikel von Kailasap4t'

Aul3er probiotischen Bakterien wurden lebende Badterenthaltende Mikrokapseln

hergestellt, die dem Zweck einer oralen AufnahmeTherapiezwecken dienten. Ziel

hierbei war es, die Uberlebenschancen von Baktedienim Verdauungstrakt die Aufgabe
hatten therapierelevante Stoffe zu produzieren abzugeben, zu steigern. Bakterien
kénnen dahingehend verandert werden, dass sierihadge sind, Stoffe wie Antikérper

und Impfstoffe zu produzieren. Die verwendeten MiKapseln waren so genannte APA-
Kapseln, bestehend aus Alginat/Poly(L-lysin)/Aldih

Young et al. beschrieben die Verkapselung von Bektedie das Wachstum von Pflanzen
verbessern solltéf? Das Projekt hatte zum Ziel, fur das Wachstum vdtanRen
nltzliche Bakterien in der Erde anzureichern, indéenUberlebensrate der ausgebrachten
Bakterien gesteigert wurde. Bei den verkapseltektdBgeen handelte es sich um aus
Kompost isolierteBacillus subtilis Die Bakterien waren in der Lage, Calciumphosphat
Loésung zu bringen, und wiesen Aktivitaten von Ngeoase, Amylase, Cellulase,
Pectinase, Phosphatasen, Esterasen und Glucosigafsddie Alginat-Partikel waren bei
ihrer Herstellung zusatzlich mit Huminsaure angdreit worden. Eine mogliche Lagerung

der Partikel, mit nur geringem Verlust an Zellebeiifiinf Monate wurde nachgewiesen.

Eine weitere Arbeit zur Verkapselung von Milchséaeerien wurde von Ivanova et al.
durchgefuihrf®® Bei den verkapselten Bakterien des Strariggsrococcus faecium A 200
handelte es sich um Bakterien, die in der Lage myaBacteriocine zu produzieren.
Bacteriocine sind Proteine oder Peptide, die aktiohielle Eigenschaften aufweisen und
somit in der Nahrungsmittelproduktion als Konsemnrgsstoffe verwendet werden
konnen. Diese antimikrobiellen Eigenschaften bestehauch gegeniber dem
produzierenden Bakterium eng verwandten BakterienarZur Verkapselung wurden

Natriumalginat und Calciumchlorid verwendet.
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Noch einen Schritt weiter gingen Wen et al., als auerst rote Blutkérperchen von
Meerschweinen in Alginat-Partikeln einschlossen uddése Partikel in  einem
nachfolgenden Schritt mit einem kovalent vernetztesynthetischen Hydrogel
tiberzoge®™® Die Bildung des Hydrogels erfolgte hierbei durcteid radikalische
Polymerisation vonN-Vinylpyrrolidon und einem wasserloslichen Copolyere aus
2-Hydroxyethylmethacrylat und Methacrylsdure. Diked hinter dieser Vorgehensweise
war ein Einsatz solcher Materialien in der Transf@tdonstechnologie, beispielsweise zur
Behandlung von Typ | Diabetes, als eine biokompatind robustere Alternative zu
reinen Alginat-Partikeln. Laut den Autoren konnwiche Partikel zur Behandlung von
Menschen auch Zellen tierischer Herkunft beinhalten eine Immunreaktion durch das

schitzende Gel verhindert wirde.

Bei dem Hydrogelbildner, der fur die vorliegendédit am interessantesten ist, handelt es
sich jedoch um Polyvinylalkohol. Eine L&sung von lyRomylalkohol besitzt die
Eigenschaft, bei wiederholtem Einfrieren und Auéawzu vernetzen und ein Hydrogel zu
bilden. Solche Gele werden auch als Cryogele beaetc Daneben bilden wassrige
Losungen des Polymeren noch durch Bestrahlung mémne Elektronenstrahl odey-
Strahlen Hydrogele adf¥: ®® Auch durch eine Zugabe von Farbstoffen, wie Kongor
bildet sich ein Hydrogdf® ™ zur chemischen Vernetzung von Polyvinylalkohol kén
zudem Vernetzungsreagentien wie Glutaraldehyd, addetyd, Formaldehyd und weitere
Monoaldehyde verwendet werd€H. Gerade bei pharmazeutischen oder medizinischen
Anwendungen sind solche Vernetzer jedoch eher uireseht. Im Folgenden werden nur
die durch Einfrieren und Auftauen erzeugten, phalgkh vernetzten Hydrogele
behandelt.

Solche Gele bestehen typischerweise aus untera@naretbundenen Makroporen oder
Supermakroporen. Diese erlauben die ungehinderfeusiin von gelésten Stoffen,
praktisch unabhangig von deren GroRe. Auch ein spant groRer Mengen von
Nanopartikeln oder sogar Mikropartikeln ist moglith Sie zeigen eine hohere
mechanische Starke, als solche Hydrogele, die daneimische oder strahleninduzierte

Vernetzung erzeugt wurdéft!

16



Einfuhrung

Durch wiederholtes Einfrieren und Auftauen erzeugede wurden in der Vergangenheit
hinsichtlich ihrer Eignung fur verschiedenste Zwecktersucht. So wurde beispielsweise
ihre Eignung als Material fir weiche Kontaktlinsevaluiert”™ Neben einer Verwendung
als Kontaktlinsen wurde auch eine Anwendung im Bergon Elektrodenmaterialien und
der Herstellung von Membranen in Betracht gezd@ef?! Auch eine Anwendung als so
genanntes Phantom bei bildgebenden Magnetresonarfakven wurde untersucht! Ihre
speziellen Eigenschaften, wie ihre chemische undhar@sche Stabilitdt, machen sie
zudem auch sehr attraktiv fir chromatographischeveékdungen in der Biotechnologie.
Denkbar ist ein Einsatz bei der Trennung von Pldemi Viren, Zellorganellen oder gar
ganzen Zellet?

Cryogele wurden auch in Hinblick auf die kontraflee Freisetzung von Proteinen hin
untersucht. Beispielsweise wurde die Freisetzungh vRinderserumalbumin als
Modellsubstanz naher betrachtet. Von Interesse haexbei der Einfluss der Anzahl an
Einfrier/Auftau-Zyklen und der Poreneigenschaftess dcels auf die Charakteristik der
Freisetzung des Albuming: ’®

Die Tatsache, dass bei der Herstellung von PVA-Bigdien nach der Methode des
Einfrierens und Auftauens keine chemischen Vermetegische Losungsmittel oder hohe
Temperaturen zum Einsatz kommen, macht sie zur lilisierung von Bakterien und
anderen Zellen geeignet. Da diese Technik seiel@ngZeit bekannt ist, wurde bereits eine
Reihe von verschiedenen Bakterien in solche Gelgetagert. Einen gewissen Uberblick
vermag der Ubersichtsartikel von Lozinsky und Riieu gebeH” Als Beispiele seien
hier die Immobilisierung vorPseudomonas putidaur Erzeugung eines Biosensors zur
Phenoldetektion und von Aktivschlammen zur Abwasskeandlung genanf£4 Auch
Aktivschlamme marinen Ursprunges wurden zur Behargll von Meereswasser
immobilisiert®® Okazaki et al. brachten Bakterien der Becillus cereusdie sie zuvor
aus Aktivschlamm isoliert hatten, in Partikel asAPHydrogel von mehreren Millimetern
Durchmesser ein. Das Ziel war die Entfernung vhpN-Dimethylformamid aus
Abwassef®® Noch einen Schritt weiter gingen Song et al. s&@<chrobactrum anthropi
in mehrere Millimeter grof3en PVA-Partikeln immobiérten und in einem darauf
folgenden Schritt die Partikel mit einer Schichs &anthan tiberzogdt’
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Ein weiterer Punkt, der Polyvinylalkohol Cryogete Bezug auf diese Arbeit interessant
macht, ist die Mdglichkeit aus ihnen Mikro- und hidanopartikel herzustellen. So gelang
es Ficek und Peppas, durch wiederholtes Einfriemh Auftauen einer Dispersion von
wassriger PVA-LOsung in Pflanzendl, unter Zugabe Watriumlaurylsulfat als Tensid,
Mikropartikel im GroRenbereich von 150 — 1400 pnemeugert?! Li et al. erzeugten auf
eine ahnliche Weise Partikel mit einem Durchmesssr 675,5 + 42,7, nm die flr
Freisetzungsversuche von Wirkstoffen auf der Bagi Proteinen und Peptiden
verwendet wurdel® Im Gegensatz zu Pflanzendl und einem Tensid vetaten sie
jedoch ausschlie3lich Siliconél. Das als Modellsabs verwendete Rinderserumalbumin

erwies sich wahrend der Herstellung der Partikebktbil.
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1.4 Nutzung funktionaler Bakterien

Neben den bereits genannten Anwendungen, wie aeluktion von Essigsaure oder der
Entfernung vonN,N-Dimethylformamid aus Abwasser, existiert noch eganze Reihe
weiterer Bakterien, die von groRem Nutzen fur Andwergen in der Umwelttechnik oder
der Produktion bzw. Gewinnung von Rohstoffen setmren. Eine Ubersicht (ber
verschiedene Bakterien und die von ihnen abgeba&ffe bzw. die von ihnen
durchgefihrten Reaktionen liefert der Artikel vorasSidy et af® Er beschreibt
Anwendungen immobilisierter Mikroorganismen in debUmwelttechnik. Als
Tragermaterialien fur die Mikroorganismen dienendkbgele wie Alginat, jedoch auch
Kunststoffe wie Polyurethan und auch Glas. Bei den den Bakterien abgebauten
Umweltgiften handelt es sich um Stoffe wie chldgePhenole und andere Aromaten.
Auch problematische Verbindungen kénnen von den obilisierten Mikroorganismen
abgebaut werden. So zum Beispiel DDT mit Hilfe \aars Schlamm isolierten und co-
immobilisierten Stammen voEnterobacter cloacaeind Alcaligenessp.[gll Ein weiters
Beispiel stellt Cyanursaure dar, die durch immslglitePseudomonasp. NRRL B-12228
abgebaut werden kafis!

Das Beispiel einer relativ bekannten BakterienstrPseudomonas putid&ie sind in der
Lage Phenol, beispielsweise in industriellen Abwé&sshis zu einer Konzentration von
100 mg L[* abzubauen. Um die von den Bakterien tolerierte z€atration des
Schadstoffes weiter zu steigern, kdnnen sie vedtbpgerden, was von Li und Wang
durchgefiihrt wurd&®

Eine Art von Bakterien, die vor alle in der neuetdteratur zugegen ist, igklcanivorax
Wie der Name bereits vermuten lasst, handelt ésdabei um Bakterien, die in der Lage
sind Alkane abzubauen. Die Bakterien finden sicminOl belastetem Meereswasser, aus
welchem beispielsweise ein bedeutender Vertreteesedi Spezies,Alcanivorax
borkumensisin der Nahe von Borkum isoliert wurde. Die Bakeerisind in der Lage
Ci5,Cis-n-Alkane als ihre priméare Quelle von Kohlenstoff mutzed® Eine andere
Gruppe zeigte, dasdAlcanivorax nicht auf die zuvor genannten n-Alkane als
Kohlenstoffquelle limitiert ist und in mit RohdOl xseuchtem Wasser gar zur
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vorherrschenden Bakterienart witd. Die Untersuchungen zeigten, da&fcanivorax
borkumensism Vergleich zuAlcanivorax venetianubesser in der Lage war, verzweigte
Alkane zu degradieren, was als Erklarung fur dahemschen dieser Spezies in Rohdl
verseuchtem Wasser gesehen wurde. Andere Arbesfasdien sich wiederum mit dem an
eine breite Auswahl an Alkanen angepassten Methas von Alcanivorax
borkumensi€® Eine weitere Spezies, die in der Lage ist Alkare \G bis Gs
abzubauen, isdlcanivorax dieseloleiDas Bakterium hat einem Wachstumsbereich von 15
bis 45 °C mit einem Optimum bei 28 *&. Die Bakterien der Gattung Alcanivorax sind
jedoch nicht nur in der Lage Alkane abzubauen, sonkodnnen zudem aus diesen
grenzflachenaktive Stoffe herstellen, wobei es sich potentiell nutzbare Verbindungen
handelt®

Die Nutzung von Bakterien ist jedoch nicht nur adén Abbau organischer
Kontaminationen im Wasser oder Boden beschréanksir&beinige Arten von Bakterien in
der Lage Metalle anzureichern. Dies kann zum epranzipiell fir die Dekontamination
von verschmutztem Wasser oder Flachen genutzt wemnded zum anderen zur
Anreicherung von Metallen und somit zur Rohstoffgewing. Auch eine Kombination
von beidem ist denkbar. So existieren Bakteriea,Hfif* zu Hg reduzieren und so bis zu
98 % aus dem Abwasser entfernen kénnen. Das glgittridem fiir AG* und Ad. Auch
Methoden zur Entfernung von durch Arsen verursaciientaminationen kénnen durch
die Transformierung von A§zu AsS* durch Bakterien verbessert werd&mnterobacter
cloacaeist in der Lage hohe Konzentrationen an Chromatorieren und gleichzeitig
das Chromat zu €t zu reduzieren, welches bei dem Prozess auSfilEine Ubersicht
Uber die von bestimmten Bakterien aufgenommeneraldetind deren Gehalt an der
Trockenmasse der Bakterien gibt der Artikel vonastdy und Holarr”

Im Hinblick auf die hier durchgefuhrten Arbeitemdivor allem auch die Fahigkeiten von
Micrococcus luteusin diesem Bereich von Interesse. So zeigten Faifoml., dass
Micrococcus luteusn der Lage war, geldstes Strontium zu bindentatrdicherweise
fand diese Bindung auch in der Abwesenheit von 8taffen statt und bendtigte zudem
keinerlei Stoffwechselaktivitdt der Bakterien. DiBndung fand zudem in der relativ

kurzen Zeit von einer halben Stunde statt. Hieda®id das Strontium an den fiir Calcium
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vorgesehenen Rezeptor. Daraus ergab sich einetijedieerkEignung vonM. luteus zur
Absorption von Strontiurf®® Neuere Untersuchungen erbrachten zudem den Naghwe
dassM. luteusauch eine Tendenz aufweist, Thorium und Uran assrigen Systemen zu
absorbieren. Es wurde dabei vermutet, dass esbsicliden lonenspezies, die von den
Bakterien aufgenommen werden zum einem um?00nd zum anderen um Th(QkF"
handelte. Bei Versuchen, bei denen sowohl Thorials,auch Uran anwesend waren,
zeigte sich eine Bevorzugung von Thorium bei desdkption durch die Bakterien. Die
Ursache hierfir war wahrscheinlich in der schnelierAbsorption und langsameren
Desorption von Thorium im Vergleich zu Uran zu sl Diese Féahigkeiten
beschranken sich jedoch nicht ai. luteus Auch weitere Bakterienarten, wie
Arthrobacter nicotianae@indBacillus subtiliszeigten sich in der Lage Uran zu absorbieren.
Bei Arthrobacter nicotianadanden sich bis zu 698 mg WO pro Milligramm trockener
Zellen, beiBacillus subtilisbis zu 531 m§-
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2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Elektrospinnen

Die Technik des Elektrospinnens, auch elektrosfaéis Spinnen genannt, nutzt
Hochspannung, um aus einem Flussigkeitstropfen déhne Fasern zu erzeugen. Die
Flissigkeit kann sowohl eine Schmelze, als auck Biolymerlosung darstellen. Die im

Verlauf dieser Arbeit verwendete Anlage ist in Adbing 2-1 schematisch dargestellt.

Spritze mit Polymerlésung

Hochspannungsquelle 1

Kupferscheibe @—

Polymerfaser

2

Hochspannungsquelle 2

Gegenelektrode aus Edelstahl

Abbildung 2-1: Schematischer Aufbau der verwendeten
Anlage zum elektrostatischen Spinnen

Die Spritze reprasentiert den Vorratsbehalter, déie Polymerlésung bzw.

Polymerschmelze enthalt. Der Inhalt wird durch eids Elektrode dienende

Edelstahlkanile kontrolliert aus der Spritze hegapsesst. Dies wurde anfangs durch
einen Schrittmotor, spater durch ein hydraulisclstem realisiert. Unterhalb der
Edelstahlkanile befand sich, in einem Abstand v@mzoder mehr Zentimetern, eine als
Gegenelektrode dienende Metallscheibe. Zeitweilgmén auch von der Scheibe
abweichende Varianten der Gegenelektrode zum Einsat

Der sich an der Kantlenspitze bildende Flussigkep$en wird im Hochspannungsfeld

elektrostatisch aufgeladen. Hierbei wirken die alBshden elektrostatischen Krafte der
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Ladungen der Oberflachenspannung des Tropfensgerigavas eine Anderung der Form
des Tropfens, wie in Abbildung 2-2 dargestellt, wpharisch zu konisch zur Folge hat. Es
kommt zur Ausbildung des so genannten Taylor-Kondigylor folgerte durch

systematische Untersuchungen an verschiedenen seisk&llssigkeiten, dass es bei
Newtonschen Flussigkeiten eines Winkels won 49,3° bedarf, damit ein Gleichgewicht
zwischen den abstofRenden Kraften und der Oberfi@gamnung hergestellt werden kann.
Spéater untersuchten Yarin und Mitarbeiter viskaedake Polymerlésungen und fanden
heraus, dass dieser Winkel hier ke 33,5° liegt!®®1%! Uberschreitet die Spannung
einen Grenzwert, so Ubertreffen die elektrostatiacKrafte die Oberflachenspannung der
Flassigkeit und es kommt zur Ausbildung eines Malstrahls aus dem Tropfen, der sich
auf die Gegenelektrode zu bewegt. Hierbei wird 8&ahl durch die elektrostatische
AbstoRRung der Ladungen auf seiner Oberflache gedetthverfestigt sich entweder durch
Verdunstung des LoOsungsmittels oder durch Abkuhlugg kommt zur Bildung von

Fasern, die sich auf der Gegenelektrode abscheiden.

+
+

T
B R L ok e T

Abbildung 2-2: Schematische Zeichnung der
Tropfenform an der Spitze der Kanile. Ohne
elektrisches Feld (A) , Taylor-Konus (B) und
Ladungsabfluss durch Materialtransport (C).
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Auf ein infinitesimales Segment des Materialstrahlwirken dabei sechs

Hauptkrafte10®: 1071

» Gravitationskrafte.

» Elektrostatische Kréfte, die den geladenen Matrathl von der Kanilenspitze zur
Gegenelektrode transportieren.

* Coulomb-Absto3ungskrafte, die eine Abstollung im n8®d benachbarter
geladener Spezies bewirken. Sie sind fiur die Defpnudes geladenen
Materialstrahls auf seinem Weg zur Gegenelektreatantwortlich.

« Viskoelastische Krafte, die einer Dehnung des Maltrahls entgegen wirken.

* Die Oberflachenspannung. Auch sie wirkt der Dehnw®y Oberflache des
geladenen Materialstrahls entgegen.

« Bremskrafte, die aus der Reibung zwischen geladeRtterialstrahl und der

umgebenden Luft herrihren.

Betrachtet man Hochgeschwindigkeitsaufnahmen dederMbstrahls, so kann man
erkennen, dass sich dieser zunachst in einer divekinie auf die Gegenelektrode zu
bewegt.['%! Allerdings wird der Strahl nach kurzer Zeit instatvobei er sich auf einem
Kegelmantel zur Gegenelektrode hin bewegt. Dureh diiraus entstehenden schnellen
Bewegungen wird der Materialstrahl stark gedehrd &asern mit Durchmessern im
Nanometerbereich konnen entstehen. Diese Instdbiit werden mit den Begriffen
»bending instabilitiesund ,whipping instabilitie$ bezeichnet. Allerdings bezeichnen die
beiden Begriffe prinzipiell den gleichen Effekt. DAusdruck bending instabilitie’s
wurde von der Gruppe um Reneker gepragthipping instabilities dagegen von der

Gruppe um Rutledgé? 109113

Die getrockneten, bzw. verfestigten Fasern schegiem anschlie3end als unorientiertes
Vlies auf der Gegenelektrode ab. Dieser Vorgang adoch in gewisser Weise durch die
Art der Gegenelektrode beeinflusst werden. Die Abgtung von parallel orientierten
Fasern kann beispielsweise durch schnell rotieredgknder, Metallrahmen oder

ahnliches erreicht werdef*18l
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Das Elektrospinnen und somit die Bildung der Faseind von zahlreichen Parametern
beeinflusst.[” 119123 Auf der einen Seite stehen dabei die Parameter,vdn der
verwendeten Apparatur und ihrer Umgebung vorgegalsden. Diese sind die angelegte
Spannung, der Abstand zwischen Kanulenspitze urgktgektrode, die Durchflussrate
sowie die Temperatur und die Luftfeuchtigkeit. Adér anderen Seite stehen die
Parameter, welche die verwendete Losung des Paoiynuoater dessen Schmelze vorgeben.
Es sind zum einen Konzentration, Molekulargewichgrwendetes Ldsungsmittel und
damit verbunden Viskositdt und zum anderen Obdréaspannung und elektrische
Leitfahigkeit der Losung. Auch der Dampfdruck deswendeten Losungsmittels zeigt
einen nicht unerheblichen Einfluss, beispielswers&/erbindung mit der herrschenden
Luftfeuchtigkeit. So wies Baumgarten nach, dasylsche Fasern auf ihrem Weg zur
Gegenelektrode bei einer Luftfeuchtigkeit von malsr60 % nicht mehr trocknen konnten

und an der Kollektorelektrode anhafteteh.

Die dominantesten Parameter sind die elektrischdabegkeit, die Viskositat und die
Oberflachenspannurtf® Bei einer zu niedrigen Viskositat geht das Systamm so
genannten Electrospraying Uber und man erhalt €ropfatt Fasern. Hierbei ist auch ein
Zusammenhang mit der Oberflachenspannung gegebem, @ne hohe
Oberflachenspannung, bei gleichzeitig niedriger kusstdt das Aufbrechen des
Materialstrahls zu Tropfen begunstigt. Zwischen dEntstehen von Fasern und dem
Electrospraying liegt ein Bereich, in dem Fasernt rbiefekten in Form von
spindelférmigen Verdickungen erhalten werdeh.Die elektrische Leitfahigkeit des
versponnenen Mediums wiederum steht im direkten a@wmsenhang mit der

Ladungsdichte im Materialstrahl.
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2.2 PVA-Cryogele

Wird Polyvinylalkohol zuerst durch Erhitzen in Légygebracht und danach wiederholt
eingefroren und wieder aufgetaut, so bildet sichheichelastisches, thermoreversibles Gel
aus. Die Gele sind bei Raumtemperatur stabil urhlben ihre urspringliche Form. Sie

kénnen auf das Funf- bis Sechsfache ihrer urspichregi Lange gedehnt werden, was die
gummiartige, elastische Beschaffenheit und die hokehanische Festigkeit belegt. Die
Eigenschaften dieser Gele hangen vom Polymerisagrad, der Konzentration der

Lésung, der Temperatur, der Zeit des Einfrierend dear Zahl der Wiederholungen des

Einfrierens at?®

Die Vernetzung des Polymeren erfolgt hierbei phgissich, durch die Bildung von
Kristalliten und die Ausbildung von Wasserstoffbtén in der Losung. Die Bildung des
Cryogels lauft wahrend des wiederholten Einfrieramsd Auftauens nach dem in
Abbildung 2-3 beschriebenen Schema’ab.

Lésung Gefrorenes System Getautes Cryogel
® —
‘Q . N —_
e <[]
— o Einfrieren — Auftauen —
® T yavs
4 ® % @<D/L < /
P —
Flussige Phase Makropore
ot _ [] ‘i}%
Makromolekdle in Losung Ldsungsmittel Lésungsmittel Kristallite Polymeres Netzwerk

Abbildung 2-3: Schema der Bildung eines Cryogels durch Einfrienash Auftauen.

Wird die Losung eingefroren, erscheint sie zwar bgem, ist jedoch in Wirklichkeit
heterogen. Der Grund ist die Ausbildung einer ngdftorenen, flissigen Mikrophase, die
neben den Kiristallten des gefrorenen Losungsmittebrliegt. In dieser flissigen

Mikrophase wird das Polymer quasi aufkonzentridtan spricht auch von einer so
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genannten Cryokonzentration. Die flussige Mikroghasprasentiert jedoch nur einen
kleinen Teil des urspringlichen Volumens, so das¥dnzentration des Polymeren in ihr
dramatisch erhoht wird, wodurch die Bildung dessGairangetrieben wird. Gleichzeitig
wirken die Kristallite des gefrorenen Lésungsmétals Template fur die Ausbildung von
Poren. Nach dem Schmelzen lassen sie mit Losung$rgefillte Makroporen zurtck.

Bedingt durch die Oberflachenspannung zwischen ngsmittel und Gel-Phase, wird die
Form der Poren abgerundet. Da die Kristallite désungsmittels beim Einfrieren so lange
wachsen, bis sie andere Kristallite berihren, gimel Poren nicht isoliert, sondern

miteinander verbunden.

Die Ausbildung, der die Polymerketten miteinanderbindenden und somit fur die
physikalische Vernetzung zustandigen Kristallitedtdvon mehreren Faktoren ab. Dazu
gehdren die Konzentration der PVA-L6sung, die ks Einfrierens und die Zeit des
Auftauens. Allgemein kann gesagt werden, dass drestdflinitat mit steigender
Einfrierzeit zunimmt. Sie steigt zudem mit der Keniration der PVA-LOsung an.
Wahrend des Auftauprozesses scheint die Grol3e risgakite zunachst anzuwachsen, um
dann wieder abzunehmen, wofur das Zusammenbrechen Kiristallitstruktur
verantwortlich gemacht wird” Einen starken Einfluss auf die Bildung eines Ges
aul3erdem der Hydrolysegrad des Polyvinylalkoh@shédher der Hydrolysegrad ist, desto
weniger quellen die Gele, wenn sie mit Wasser imtikt kommeri*?® Zudem wurde
herausgefunden, dass die Anzahl der Zyklen augi&ief und Auftauen einen direkten
Einfluss auf die Elastizitat der Hydrogele hat. shaed die Hydrogele nach einer héheren
Anzahl von Zyklen harter und weisen eine hoherdfigkeit auf. Als Grund wird der
Ruckgang des Anteils von PVA gesehen, der nichtPatymeren Netzwerk beteiligt ist.
So waren bei einem Versuch nach einem Zyklus 10@e#wrspringlichen PVA Menge

nicht am Netzwerk beteiligt. Nach vier Zyklen sati&ser Wert auf 7,0 9>"

Hatakeyema et al. gingen in ihrer Arbeit zwar vomem prinzipiell &hnlichen
Bildungsmechanismus der PVA Gele aus, vertraterocjeddie Ansicht, dass die
dreidimensionale Verknipfung des Netzwerkes, zugshtiei PVA Konzentrationen von

zehn Prozent und weniger, nicht durch Kristallitesondern einzig durch
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Wasserstoffbriicken erfolgt. So konnte mit Hilfe v&®ntgendiffraktogrammen keine
Kristallinitat nachgewiesen werdé&f®

Yokoyama et. al. fuhrten Untersuchungen an PVA-bgsm mit einer Konzentration von
15 % durcH®? Es konnte dabei nachgewiesen werden, dass dieefPratach
wiederholtem Einfrieren und Auftauen eine teilweigestallinitat aufwiesen.

Durch einen Vergleich der Untersuchungen untereiearkann davon ausgegangen
werden, dass die physikalische Vernetzung der PRalyetten sowohl durch
Wasserstoffbricken, als auch durch die Bildung kKostalliten stattfindet. Die Bedeutung
der Verknipfung durch Kristallite steigt dabei mér Konzentration der PVA-L6sung, der
Anzahl der Einfriervorgdnge und dem Hydrolysegrad derwendeten PVA.
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2.3 Gasphasenabscheidung von PPX

Die Gasphasenabscheidung von PPX nach dem in Alnlgyl@-4 dargestellten Gorham-
Prozess ermdglicht es, Oberflachen mit einem ghe@digen, dinnen Film des Polymeren
oder seiner Derivate zu verseHEff. Im Zuge des Beschichtungsprozesses wird zunéchst
eine PPX-Vorlauferverbindung, beispielsweise [Bafacyclophan, im Vakuum bei ca.
170 °C verdampft. Hiernach wird sie in eine Pyre@ne geleitet, wo sie bei 600-700 °C
zum intermediaremp-Chinodimethan pyrolysiert wird. Dap-Chinodimethan steht im
Gleichgewicht mit dem Xylylendiradikal, wobei dade{8hgewicht auf der Seite des
p-Chinodimethan liegt®" **? Die Polymerisation erfolgt nach der Kondensatiah der
Oberflache. Hierbei werden kovalente Bindungen zZugschichteten Oberflache
ausgebildet’®® Auf diese Weise konnen Filme mit Dicken bis hinab den
Nanometerbereich hergestellt werden, wodurch Mikoésuren auf dem zu

beschichtenden Substrat nicht verwischt werden.

Xylylendiradikal

: 0.
ca. 170°C s00-700°C ® Raumtemperatur
i = i  ——— “ =
@ Verdampfen Pyralyse *—— @ Kondensation

Polymerisation

=

[2,2]-Paracyclaphan Poaly(p-xylylen)
p-Chinodimethan

Abbildung 2-4: Gorham-Prozess zur Darstellung von PE¥.

PPX ist chemisch sehr bestdndig und bei Raumtemypeualdslich. Es schmilzt unter
Zersetzung erst bei 420 ¢4

29



Ergebnisse und Diskussion

3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Verarbeitung von Bakterien aus wassrigen PEO-L6  sungen

3.1.1 Konzept

Durch das Verfahren des Elektrospinnens ist eifaeier Zugang zu Fasern im Bereich
von Mikrometern bis hinab zu wenigen Nanometernebeg. Durch die Immobilisierung
von Bakterien in solchen Faservliesen sollte es ligctbgsein, falls ein Kontakt der
Bakterien in den Fasern mit dem umgebenden Mediegeloen ist, eine biologisch aktive
Membran herzustellen. Auch die Stabilitdt und dakehVerhéltnis von Oberflache zum

Volumen einer solchen Membran sprechen fur einehgol/erwendung.

Im Zuge vorangegangener Untersuchungen konnte gjeseirden, dass es moglich ist
durch das Verspinnen mit Bakterien angereichertedssriger Loésungen von
Polyethylenoxid und Polyvinylalkohol Bakterien ealtiende Faservliese zu erzeugen. Die
Untersuchungen zeigten, dass die Bakterien in dagelLwaren, den eigentlichen
Spinnprozess in grol3er Zahl zu Uberstehen. ZumimeheBalle vonM. luteuskonnte auch
nachgewiesen werden, dass in den Faservliesen, sienpei Raumtemperatur gelagert

wurden, noch nach mehreren Tagen lebende Baktesitranden wareff!

Von diesen Grundlagen ausgehend wurden die Ubedesken vorE. coli und M. luteus

in Faservliesen aus PEO 900.000 naher untersucht.

3.1.2 Uberlebensfahigkeit in Faservliesen

Die Experimente wurden analog den vorangegangenatersélichungen durchgefuhrt.
Einer wassrigen Losung von PEO 900.000 wurde diwektdem Verspinnen 10 % einer
Fllssigkultur vonE. coli oderM. luteuszugegeben, deren Qf zuvor bestimmt worden
war (siehe Tabelle 3-1). Da siéh coli auch bei diesem Experiment wieder als auf3erst
fragil erwies, wurde bei der Probe MG081206 die Kamtration an Bakterien stark erhoht,
um eine bessere Auflosung zu erhalten. Die Losuvgarden unter den in Tabelle 3-2

aufgefuhrten Bedingungen zu Fasern versponnen.
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Tabelle 3-1:Zusammensetzung der Bakterien enthaltenden Polgmaryen.

Probe Polymerldsung Zugabe Kultur / % Bakterienart ODs7g
MG151106 5 % PEO in® 10 M. luteus 1,0
MG271105a 5 % PEO inj@ 10 M. luteus 0,8
MG271105b 5 % PEO in @ 10 E. coli 1,0
MG081206 5 % PEO in 0 10 E. coli 2,7

Tabelle 3-2: Verarbeitungsbedingungen beim Verspinnen
der Proben.

Probe E/kVcm® d/cm Durchfluss/mL h'

MG151106 0,7 20 0,51
MG271105a 0,9 15 0,51
MG271105b 0,9 15 0,51
MG081206 0,9 15 0,51

Gesponnen wurde direkt in sterile Glaspetrischalborch das hohe Gewicht der
Glaspetrischalen und das aul3erst geringe Gewicltadeervliese im Bereich von wenigen
Milligramm war eine genaue Bestimmung der Masseetieeugten Proben nicht moglich.
Um dennoch eine Vergleichbarkeit der Proben becliglier Menge der versponnenen
Polymerldsung zu gewahrleisten, wurde bei stetsiclyge Geschwindigkeit des
Schrittmotors der Anlage exakt funf Minuten in eiehale gesponnen. Dies entsprach
einer Menge an Polymerlésung von 0,04 mL. Wahreed FBraparation der Proben
herrschte eine Temperatur von 21 bis 22 °C, detivel Luftfeuchtigkeit lag zwischen 55
und 65 %.

Es wurden je rund 30 Proben hergestellt. Die beMeluteusenthaltenden Proben wurden
bei verschiedenen Temperaturen gelagert, MG1511@6 Raumtemperatur und
MG271106a bei vier Grad Celsius. e coli enthaltenden Proben wurden jeweils in eine
bei Raumtemperatur und eine bei vier Grad Celselaggrte Fraktion aufgeteilt. Alle
Proben wurden in der Dunkelheit gelagert. Zu gegeb&eit wurden jeweils drei Proben
einer Serie in ihren Petrischalen durch Zugabe sterilem Kaliumphosphatpuffer
aufgeldst. Diese Losungen dienten als Ausgangspwikt Verdinnungsreihen.

Ausplattieren einer definierten Menge der Losungah Agarplatten und anschlielBendes
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Inkubieren lieferte die Zahl lebender Zellen in dEasermatten zum Zeitpunkt des

Auflosens. Die Resultate werden in Tabelle 3-3 Uiabelle 3-4 sowie in Diagramm 3-1

und Diagramm 3-2 veranschaulicht.

Tabelle 3-3: Lebendzellzahlen und Lagerungszeiten \Mn luteus bei Raumtemperatur und vier Grad
Celsius bezogen auf 0,04 mL Lésung.

MG151106 MG 271106a
Lagerungszeit/ h LZ Lagerungszeit/ h LZ
Losung 137300 Losung 35300

1,0 86400 + 5000 4,0 22300 + 4800
28,5 66500 + 15500 28,0 9300 + 6400
53,0 50400 = 9000 52,0 17300 £ 4700
73,0 20200 = 4500 73,0 11000 + 2200
100,0 3200 + 1900 97,0 12800 + 4500
124,0 2300 + 400 121,0 16300 + 2100
145,0 600 + 400 169,5 14000 + 2300
169,5 1000 + 270 193,5 16600 + 2700

- - 217,5 17400 = 4300

- - 243,0 10500 £ 4000

- - 313,0 15500 £ 3500

Tabelle 3-4: Lebendzellzahlen und Lagerungszeiten ¥orcoli bei vier Grad Celsius bezogen auf 0,04 mL

Ldsung.
MG271106b MG081206
Lagerungszeit / h Lz Lagerungszeit / h Lz
Ldsung 432300 Losung 1231500
1,0 1700 + 800 0,5 1670 + 812
28,0 23,0 0
56,0 46,0 0
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Diagramm 3-1: Auftragung der Lebendzellzahlen gegen
die Zeit fur die Lagerung bei Raumtemperatur. Dierta/
fur die Lésungen vor dem Verspinnen sind nicht afém.
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Diagramm 3-2: Auftragung der Lebendzellzahlen gegen
die Zeit fir die Lagerung bei vier Grad Celsiuse DVerte
fur die Losungen vor dem Verspinnen sind nicht aftém.

Es ist deutlich zu erkennen, dass beide Arten vakiddien das Verspinnen sehr
unterschiedlich Uberstanden. Die in einer voranggeaen Arbeit gemachten
Beobachtungen konnten hierbei bestatigt weflemie Gram-positivenM. luteus

Uberlebten die Bedingungen wahrend des Verspinnedseiner kurzen Lagerungszeit
deutlich besser als die Gram-negatiEencoli. Die beidenM. luteusenthaltenden Proben
MG151106 und MG271106a wiesen nach dem Verspinmeheiner Lagerungszeit von
einer bzw. vier Stunden noch 63 % der Lebendzdllzan dem Verspinnen auf. Im
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Gegensatz dazu betrug der Wert der Lebendzellzli.bcoli nach dem Verspinnen nur
noch 0,4 % bei MG271106b und 0,1 % bei MG08120@pben auf den urspriinglichen
Wert.

M. luteuszeigte auch hier wieder einen standigen RickgangZdhl lebender Zellen in
den Proben wenn diese bei Raumtemperatur gelagedew. Deutliche Unterschiede
weist jedoch Diagramm 3-2 auf. Hier stabilisierthsidie Lebendzellzahl bei einer
Lagerung bei vier Grad Celsius. Auch nach einerekaggsdauer von mehr als 300

Stunden ist kein signifikantes Abfallen des Werderkennen.

Auffallend sind in diesem Zusammenhang auch die nifkgnt hohen
Standardabweichungen der einzelnen Messpunkte nnDdagrammen. Eine mdgliche
Hauptursache hierfur liegt in der Préparation dezedinen Proben. Es kann nicht mit
absoluter Sicherheit davon ausgegangen werden, d@ssgesamten, wahrend der
funfmintigen Spinnzeit erzeugten Fasern in derigtale aufgefangen wurden. Auch
kann es besonders im Falle der zur AggregationeneignM. luteuszur Bildung von
Inhomogenitaten innerhalb der Spinnldsung kommendass eine erzeugte Probe, im
Vergleich zu einer anderen, trotz gleicher Mengspennener Polymerldsung eine andere

Zahl Bakterien enthalten konnte.

3.1.3 Zusammenfassung

Es kann an dieser Stelle festgestellt werden, dizsbestehenden Erkenntnisse bezlglich
des Verspinnens mit Bakterien angereicherter, wgessPEO-Losungen bestatigt und
erweitert werden konnten. Sowadll luteus als auclE. coli Uberstanden das Verspinnen,
wenn aucte. coliin weitaus geringerer ZaHhkt. coli starb in den Fasermatten schnell ab,

M. luteusliberlebte, vor allem bei Lagerung bei vier GratsiDis, mehr als 300 Stunden.
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3.2 PPX Beschichtung Bakterien enthaltender PEO Fas ern

3.2.1 Konzept

Die Verwendung von PPX macht es méglich, eine Qdeme mit einem chemisch inerten
Polymerfilm zu versehen. Die Abscheidung des Potfjilmes erfolgt dabei aus der
Gasphase durch Pyrolyse einer Vorlauferverbind{®@]-Paracyclophan wird dabei bei
erhohter Temperatur zersetzt, die eigentliche Petigation erfolgt bei Raumtemperatur
aus der Gasphase an der Oberflache des zu bestbichibjektes im Hochvakuum. Durch
die Beschichtung von PEO Fasern mit darin eingeboed Bakterien sollte es mdglich
sein, wasserfeste Faservliese zu erhalten. Zuddite ss eventuell mdglich sein, nach
herauslosen des PEO Kerns analog dem TUFT Prozgdfakern aus PPX zu erhalten, in

deren Innerem die Bakterien eingelagert §ifnd”

Es konnte bereits in vorausgegangenen Experimg@egigt werden, dass in PEO Fasern
immobilisierte M. luteus die Beschichtung unter diesen recht harschen Baedgen
Uberstanden. Aus diesem Grund wurde die PPX Bdscimg von solchen Substraten im

Zuge dieser Arbeit weiter verfolgt.

3.2.2 Beschichtung von PEO Fasermatten

Es wurden zunéchst Fasermatten aus PEO mit dataleanenM. luteushergestellt. Im

Gegensatz zu der in Abschnitt 3.1.2. beschrieb&ferante wurde hier allerdings keine
Flissigkultur verwendet. Zur Steigerung der Baktesinzahl in den Fasern wurden die
Bakterien zuvor durch Zentrifugation sedimentiarerwendet wurde eine 48 Stunden
Kultur. Die Zusammensetzung der Spinnlésung, salgeVerarbeitungsbedingungen sind

Tabelle 3-5 und Tabelle 3-6 zu entnehmen.

Tabelle 3-5:Zusammensetzung der Spinnlésung.

Probe Menge PEO Lésung/g  Menge Sediment/g Ant&ediment/ % Bakterienart

MG260907b 3,0 0,5 14 M. luteus
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Tabelle 3-6:Verarbeitungsbedingungen von.

Probe E/ kv d/cm  Durchfluss/ mL h* rel. Luftfeuchte / % Temperatur / °C

MG260907b 15 20 0,51 55 22

Es wurden drei Proben mit einer Spinnzeit von j&\20 Minuten auf Rahmen, sowie eine

Probe mit einer Spinnzeit von 30 Minuten auf Alumimfolie hergestellt.

Die Proben auf den Rahmen wurden, um eine Bescimghtvon beiden Seiten zu
gewahrleisten, auf der Seite liegend in die Besthiggskammer gegeben. Die auf
Aluminiumfolie gesponnene Probe wurde von der Fabgenommen und Stiicke von ca.
1 cnf auf einen Objekttrager aufgeklebt. Die verwendetendye [2,2]-Paracyclophan
(DPX-N) betrug 2,17 g, was in einer Schichtdickenvb pum (DEKTAK) resultierte.
Abbildung 3-1 stellt die beschichteten Vliese debeschichteten gegentiber.

Die Beschichtung der Oberflache des Vlieses eractiemogen. Vor allem beim
Vergleich von A und C zeigt sich sehr deutlich di;mahme des Faserdurchmessers durch
die PPX Beschichtung. Auch scheint die Oberflachme Defekte, wie unbeschichtete

Stellen aufzuweisen.

Um das Verhalten der Faservliese gegentiber Namdbzu untersuchen, wurden Proben
der Vliese in N&ahrlésung eingebracht. Hierbei wardde auf Rahmen gesponnenen
Proben direkt in die Losung gegeben. Die unter [Eermahme des Objekttragers
beschichteten Proben wurden vorsichtig vom Traggeaommen und zusammen mit dem
Klebeband in die Loésung gegeben, um die PPX Schichit zu beschadigen. Die Proben
wurden in individuellen GefaRen inkubiert, wobes dahmenlosen Proben mit 150 U thin
geschuttelt wurden.

Alle Proben zeigten ein starkes Wachstum Wbnluteus was nahe legt, dass zumindest
einige lebende Bakterien in der Lage waren dasriAgse zu verlassen und sich in der
Nahrlosung zu vermehren. Aus diesem Grund wurdenFdservliese dem N&ahrmedium
entnommen, mit Wasser abgespult und mit dem Résken@nenmikroskop untersucht.

Die Ergebnisse werden in Abbildung 3-2 veranscleauli
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Abbildung 3-1: PEO Faservliese MG260907b vor und nach der Besingimit PPX. Die Abbildungen A
und B zeigen das Vlies vor dem Beschichten. Die ildllobgen C und D zeigen das Vlies nach der
Beschichtung mit PPX.

Auch nach der Inkubation im Nahrmedium und ansBelielem Spilen waren keine
Beschadigungen der PPX Oberflache zu erkennen. Badterien enthaltenden
Verdickungen in den einzelnen Fasern schienentizialsein. Wie auf den Aufnahmen C
und D in Abbildung 3-2 zu erkennen ist, bildetehsaffenbar auf Teilen des Vlieses ein
Biofilm aus. Bedingt durch das Aussehen der Batein Aufnahme D, sowie durch
Ausplattieren und anschlielRende mikroskopischemtdathungen der Nahrlésungen kann
davon ausgegangen werden, dass es sich bei deariBakimM. luteushandelte. Eine
eventuelle Kontamination im Zuge der Versuchsdurdching kann somit so gut wie
ausgeschlossen werden.
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Abbildung 3-2: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Fhssev MG260907b nach der
Inkubation in Nahrmedium. A und B zeigen die Vekdiocgen, C und D Bakterien, die sich auf dem Vlies
festgesetzt hatten.

Es wurde ein Experiment entworfen, um die Durchigsst von PPX Filmen gegentber
Bakterien naher zu untersuchen. Hierzu wurde eippafatur verwendet, wie sie in
Abbildung 3-3 gezeigt wird.

Die Apparatur enthielt zwei Kammern, die durch éfi®X Membran voneinander getrennt
werden konnten. In der oberen Kammer befand smfilet Nahrmedium, in der unteren
Kammer eine Flussigkultur voM. luteus Der verwendete PPX Film wurde durch
Beschichten eines Glasobjekttragers und anschlids3eAblosen im Wasser hergestellt.
Die Dicke betrug 1,1 pum. Nach dem Befilllen der App& unter sterilen Bedingungen
wurde sie verschlossen und bei 37 °C mehrere Takmbiert. Die obere, das sterile
Nahrmedium enthaltende Kammer wies zu keinem Zekpeine Tribung auf. Zudem

wiesen auf Agarplatten ausgestrichene Proben dediume zu keinem Zeitpunkt
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Bakterienwachstum auf. Es kann also davon ausgegangerden, dass ein durch
Gasphasenabscheidung hergestellter PPX Film in sghidigtem Zustand keine

Durchlassigkeit fur Bakterien aufweist.

Steriles Nahrmedium

— PPX Film

Abbildung 3-3: Experiment zur Untersuchung der
Durchlassigkeit von PPX Filmen fir Bakterien.
Das mit Bakterien versetzte Nahrmedium ist vom
sterilen durch den PPX-Film getrennt.

Um die Herkunft der in der N&hrldsung wachsendektd&&n néher zu untersuchen,
wurden erneut PEO Vliese nM. luteusmit PPX beschichtet. Zur Herstellung der Probe
MG281107 wurde das Sediment einer 48 Stunden KutinM. luteusverwendet, das mit
einem 50 mmol I* Kaliumphosphatpuffer pH = 7 gewaschen worden Wé.verwendet
Spinnlésung, sowie die Verarbeitungsbedingungenemwaanalog MG260907b. Das
Fasevlies wurde auf einem antihaftbeschichtetenePaufgefangen. Es wurden sechs
Proben von MG281107 zur Beschichtung vorbereitétrad wurden jeweils drei Proben
auf einem Objekttrager fixiert. In einem ersten @wang wurden alle sechs Proben
beschichtet. Hierzu wurden 2,1 g [2,2]-Paracyclopbegesetzt, was in einer Filmdicke
von 1,7 um resultierte (MG281107a). Drei der sdetben wurden erneut unter Einsatz
von 2,0 g [2,2]-Paracyclophan beschichtet, wonaeP®X Schicht eine Gesamtdicke von
3,2 um aufwies (MG281107b). Nach der Entfernungerider Proben auf jedem
Objekttrager fur rasterelektronenmikroskopische ddsuchungen, wurden die
verbleibenden Proben samt dem Objekttrager in 6Gtaililes Nahrmedium gegeben. Dies
diente dazu, eventuelle Beschadigungen der PPXflatiee wahrend des Ablosens der

Proben zu vermeiden. Nach einer Inkubationszeit2dtunden wies das Nahrmedium in
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beiden Gefal3en eine starke Tribung auf, was aulVeichstum von Bakterien hindeutete.
Zudem zeigte sich, dass sich der PPX Film zu grol&len vom Objekttrager abgel6st
hatte und sich nun Flussigkeit zwischen Glas unX BEfand. Die Bakterien, die die
Tribung verursachten, konnten mikroskopischMlduteusidentifiziert werden, was als
Beleg fur ein Austreten von Bakterien aus den hektkten Faservliesen gewertet werden

konnte.

Die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchunglr nicht dem Nahrmedium
ausgesetzten Proben, wiesen einige Auffalligkeatgin Abbildung 3-4 zeigt die die beiden
Proben MG281107a und MG281107b gegenubergestelt. uhterschiedlich starke
Beschichtung der Vliese mit PPX ist deutlich zueerken. Die Oberflache erscheint intakt,
es sind keine Bakterien auf der Oberflache zu setierein Wachstum auslésen koénnten.
Auf einigen Aufnahmen waren jedoch auch Struktuweie, sie in Abbildung 3-5 gezeigt
werden zu sehen. Sowohl MG281107a, als auch MGZ&1 ¥esen Risse in der PPX
Oberflache auf. Die Aufnahmen A und C zeigen diefekRistellen in niedriger
VergroRerung. Die rot markierten Defektstellen veerdn den Abbildungen B und D
vergrol3ert dargestellt. Zudem sind auf der Aufnal@rechartige Strukturen in der PPX

Oberflache zu erkennen.

Es kann also davon ausgegangen werden, dass di@&§Xichtung der Vliese mit darin
immobilisierten Bakterien nicht ohne Defekte in d@berflache ist. Wird ein solches
beschichtetes Vlies einer Flussigkeit, beispielseetiner Nahrlbsung ausgesetzt besteht
die Moglichkeit, dass sich die bereits vorhandeDefektstellen erweitern und Bakterien
aus dem Inneren freigesetzt werden konnen. Einevest Problem, das bei einem
Aussetzen des Vlieses an ein Medium, das eine gewliéggkonzentration von Nahrstoffen
enthalt besteht, dirfte das Wachstum der BaktemenVlies sein. So belastet eine
Vermehrung vonM. luteusim Vlies dessen Stabilitat erheblich. Die Gramiesn

M. luteusweisen einen Innendruck von 20 Atmosphéren auftatiialso in der Lage sein,
die PPX Beschichtung bei ihrer Vermehrung durch diamit verbundene

Volumenzunahme erheblich mechanisch zu belasten.
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Abbildung 3-4: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von MGR8alund MG281107b. A zeigt die
mit 1,7 um PPX beschichtete Probe, B die mit 3,2 peschichtete. Die unterschiedliche Dicke der
Beschichtung ist deutlich zu erkennen.

o

‘G A

MG281107a 18.0kV X2.00K

-

MG281107a 18.08kV X25.8K

MG281107b  18.8kV X18.8K 3.88xm MG281107b

Abbildung 3-5: Defektstellen in der PPX Beschichtung von MG28110Ad MG281107b. Die auf den
Aufnahmen A und C rot markierten BeschadigungetdieinBeschichtung werden auf den Aufnahmen B und
D vergréRert dargestellt.
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3.2.3 Zusammenfassung

Es war moglich, die Bakterien enthaltenden Vliese @mer Schicht aus PPX durch
Gasphasenabscheidung zu versehen. Es zeigte lgiatirgls, dass wenn die Vliese einem
Nahrmedium ausgesetzt wurden, zumindest einige eiekt in der Lage waren, die
Beschichtung zu durchdringen und ein Bakterienw@achsin der Nahrlésung zu

induzieren. Rasterelektronenmikroskopische Unténsngen zeigten, dass die PPX
Beschichtung der Oberflache Risse aufwies, was Enk&rung fir das Austreten von

Bakterien sein konnte.
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3.3 Verspinnen bakterienhaltiger Polymerlésungen au  f Basis

organischer Losungsmittel

3.3.1 Konzept

Die Verwendung von Polymerlésungen auf Basis wésdaher Polymere zur
Herstellung von Vliesen mit immobilisierten, lebendBakterien weist einige Nachteile
auf. So sind die resultierenden Vliese in der Regeit bestandig gegenuber Wasser und
wassrigen Ldsungen. Um eine Wasserbestandigkeiterzeichen sind also weitere,
zusatzliche Schritte notwendig. Mogliche Schrititedsdie nachtragliche Ausriistung mit
einer wasserfesten Beschichtung, wie die zuvorhredmene Gasphasenabscheidung von
PPX oder die Vernetzung des Polymeren nach derrbatang. Eine solche Vernetzung
kann durch den Einsatz chemischer Vernetzer odechdphysikalische Vernetzung,
beispielsweise durch Kristallitbildung oder Wast#fbricken-Wechselwirkung erfolgen.
Die nachtragliche Beschichtung erwies sich als hfiifrbar, jedoch nicht ohne Defekte in
der Oberflache. Vernetzungsmethoden, seien es shbenbder physikalische, setzen die
immobilisierten Bakterien oft nicht akzeptablen Begingen aus. Dazu gehdren zum
Beispiel im Falle von Annealing Erhitzen, oder le#ner chemischen Vernetzung die

Reaktionsbedingungen, sowie toxische LosungsmittdlChemikalien.

Eine mogliche Losung fir dieses Problem kdonntév@ievendung einer schitzenden Hiille
oder Sphéare fur die Bakterien sein. Falls diesed&pldie darin enthaltenen Bakterien
zuverlassig vor einer moglichst gro3en Bandbrede kosungsmitteln schitzt, sollte es
madglich sein, die Bakterien zusammen mit vielenetsthiedlichen, wasserbestandigen
Polymeren aus der Lésung zu verarbeiten. Als piglérsichlitzende Umgebung flr die
Bakterien bieten sich Hydrogele, beispielsweise @grif Basis von Polyvinylalkohol an.
Solche Hydrogele werden bereits zur Immobilisiermog Bakterien, zum Beispiel fur
Bioreaktoren eingesetzt. Zudem beschreibt die aiter Methoden zur Herstellung von
Partikeln aus solchen Hydrogelen. Es liegt alsoenahese beiden Technologien zu
kombinieren und so zu einem Partikel zu kommen,zden einen die Bakterien enthalt
und zum anderen aus allen Nicht-Losungsmitteln Rolyvinylalkohol verarbeitet werden

kann.
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3.3.2 PVA Hydrogele zur Immobilisierung von Bakteri  en

Es wurde zun&chst untersucht, ob die bisher inedi@sbeit verwendeten Bakterien fur
eine Immobilisierung in PVA Hydrogelen verwendetrden kdnnen. Es wurde eine
Suspension vorM. luteus in einer PVA Losung hergestellt. Verwendet wurdaee
48-Stunden Kultur vorM. luteusmit ODs7g = 1,9, sowie eine acht Stunden Kultur von
E. coli mit ODs7g= 2,1 und eine 15 % PVA 28-99 Losung. Die Probsammensetzung
ist Tabelle 3-7 zu entnehmen.

Tabelle 3-7:Probenzusammensetzung der PVA-Hydrogele.

Probe PVA-Lsg /g Bakteriensusp. / g PVA Konzentraon / %
MG220107a 4,9 1,6 11
MG220107b 49 1,6 11

Es wurden jeweils zwei Milliliter der Suspension awei zehn Milliliter Rollrandglaser
gegeben. Die Vernetzung zum Hydrogel erfolgte duwdbderholtes Einfrieren und
Auftauen. Hierbei wurden die verschlossenen Glédseimal fur jeweils 20 Stunden bei
-20 °C eingefroren. Zwischen den einzelnen Einhasen lag jeweils eine vierstiindige
Auftauphase bei Raumtemperatur. Nach dem letzteftaden konnten die im Falle von
M. luteusleicht gelblichen und im Falle voR. coli opaken Gele nach Zerstérung des
Glases entnommen werden. Die Gele wurden auf éigarplatte platziert und bei 37 °C
inkubiert, wobei sich beM. luteusdie gelbe Farbung deutlich verstarkte. Auch war in
beiden Fallen ein Wachstum von Bakterien auf dearplgtte unter den Gelen zu

erkennen. Abbildung 3-6 zeigt di¢. luteusenthaltenden Gele nach dem Inkubieren.

Wie in diesem Experiment gezeigt werden konnte,ewasowohlM. luteus als auch

E. coliin der Lage, die bei der Herstellung von PVA-Hygiten nach der Einfrier/Auftau-
Technik herrschenden Bedingungen zu Uberstehererditigs stand zu erwarten, dass
verglichen mitM. luteusein weit geringerer Prozentsatz vancoli im fertigen Hydrogel
noch aktiv war. Allerdings war es an dieser Stallsht mdglich, die Uberlebensraten der
beiden Bakterienarten zu bestimmen oder zu velgeicda es keinen Weg gab, diese zur
Bestimmung der Lebendzellzahl aus dem Hydrogel xtrakieren, ohne sie dabei

abzutoten.

44



Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 3-6: M. luteusenthaltende Hydrogele nach
dem Inkubieren. Die gelbe Farbung durch die Bateri
ist deutlich zu erkennen.

3.3.3 Herstellung von PVA Hydrogelpartikeln im Mikr ~ ometerbereich

Nachdem bewiesen werden konnte, dass sowhhluteus als auchE. coli in PVA
Hydrogelen immobilisiert werden koénnen, wurden Mekbn zur Herstellung von
Hydrogelpartikeln aus PVA in der Grol3enordnung Wiikrometern untersucht. Dabei
sollten mdoglichst keine Tenside verwendet werdem,zd beflrchten stand, dass diese
einen negativen Einfluss auf die Bakterien habenntén. Als Ole wurden, wie in
verschiedenen Beispielen aus der Literatur Pflabizemd Silicondl verwendet. Als
Pflanzen6él kam ein handelsibliches Sonnenblumen@h Zinsatz. Beim Silicondl
handelte es sich um AP200 der Firma Wacker. Auctdevschweres Mineralol getestet.

Tabelle 3-8 listet die einzelnen Versuche auf.

Tabelle 3-8:Zusammensetzung der Proben zur Partikelherstellung.

Probe ol PVA-L6ésung Menge PVA-Ldsung
MG160107a Pflanzendl 10 % PVA 28-99 2 mL
MG160107b Pflanzendl 10 % PVA 28-99 2mL
MG160107c Silicondl AP200 10 % PVA 28-99 2mL
MG160107d Silicondl AP200 10 % PVA 56-98 4 mL
MG160107e Schweres Mineraldl 10 % PVA 56-98 4 mL
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Eine Dispersion der PVA-Lésung im entsprechendemw@ide hergestellt, indem jeweils
40 mL des Ols vorgelegt wurden. Die Zugabe dermehdsung erfolgte unter Rithren mit
einem  Hochgeschwindigkeits-Dispergierwerkzeug vomyp T UltraTurraX  bei
13500 U mift. AnschlieBend wurde zehn Minuten bei der gleicRéihrgeschwindigkeit
homogenisiert. Die Proben wurden nach der Homoggnisy analog den Hydrogelen in
Abschnitt 3.3.2 drei Zyklen, bestehend aus Einéneund Auftauen unterzogen. Nach dem
letzten Auftauen wurden die Proben in die vierfabtenge Aceton gegossen, wodurch die
gequollenen Hydrogel-Partikel ausgetrocknet und gefddt werden sollten. Das
Austrocknen diente dem Zweck ein Verkleben deriRarhach der Trennung vom Ol zu

verhindern.

Mit Ausnahme der Probe MG160107b wurden alle Profeich behandelt, indem sie
direkt nach der Homogenisierung bei -20 °C eingefiovurden. Die Probe MG160107b
wurde nach der Homogenisierung mit Hilfe von flgesn Stickstoff schnell eingefroren
und dann der Lagerungstemperatur ausgesetzt. DMsagehen hatte zum Ziel, eine

eventuelle Entmischung vor dem Erreichen der Teatperon -20 °C zu verhindern.

Es zeigte sich, dass weder bei der Verwendung ¥lanZ&ndl, noch bei der Verwendung
von schwerem Mineraldl ohne die Verwendung von Tdamseine ausreichende Stabilitat
der Dispersion erreicht werden konnte. Die Probe®180107a, MG160107b und

MG160107e trennten sich im Verlauf der Zyklen ausieren und Auftauen so weit auf,

dass nach dem Ausféllen in Aceton keine Partikealéen werden konnten. Die Proben
MG160107c und MG160107d zeigten nach dem letzteftaBen eine schwammartige
Schicht aus Hydrogel an ihrer Oberflache, was aurfe eteilweise Entmischung

zurtckzufiihren war. Nach der Entfernung dieser @thind Ausfallen in Aceton konnten
jedoch Partikel erhalten werden, wie in Abbildung 3u erkennen ist.

Die Partikel zeigten eine relativ breite GroRenméuhg. Zudem waren Agglomerate von
Partikeln zu erkennen, deren Anzahl jedoch durclthaeische Behandlung deutlich
verringert werden konnte. Wie ein Vergleich mit déaken in Abbildung 3-7 zeigt, lag

die Partikelgrof3e im Bereich von Mikrometern. ES aig0 zu erwarten, dass die deutlich
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groReren, gequollenen Partikelvorlaufer im Ol aigsend groR waren, um Bakterien

aufnehmen zu kdnnen.

10.00 um/di 10.00 um/diy

Abbildung 3-7: Digitalmikroskopische Aufnahmen vom Silicondl hergestellten Partikeln MG160107c
nach dem Ausfallen in Aceton bei 2000-facher (AYl &®00-facher (B) VergroRerung. Die Lange des roten
Balkens betréagt jeweils zehn Mikrometer.

Alternativ wurde die Verwendung von Natriumlauryfat als Tensid in Verbindung mit
Pflanzenol untersucht. Das Tensid wurde sowohl @mals auch der Polymerlésung
zugegeben. Die Probenzusammensetzung ist Taballeftnehmen.

Tabelle 9: Probenherstellung unter Verwendung von Natriumlsutfat.

Probe Tensid PVA-Lsg. Menge Ol Menge PVA-Lsg.
MG010207a 6,0 % in Ol 10 % 28-99 inMH 50 mL 5mL
MG010207b 1,2 % in PVA-Lsg. 10 % 28-99 inH 50 mL 5mL

In beiden Fallen wurde die Dispersion durch Ruhfén funf Minuten mit dem
UltraTurraxX¥ bei 13500 U mitt hergestellt. Bei MG010207a zeigte sich direkt ndem
Abschalten des Ruhrers eine Phasenseparation mktuvgung des PVA. Im Falle von
MGO010207b konnte eine stabile Dispersion erhalterden, die drei Zyklen aus einfrieren
und auftauen unterzogen wurde. Nach dem Ausfatieiiceton zeigte sich, dass Partikel
erhalten werden konnten. Diese wiesen jedoch, nvigbbildung 3-8 zu erkennen ist eine
deutlich breitere GroRRenverteilung auf. Zudem wadén enthaltenen, im Vergleich zur
Herstellungsvariante mit Silicondl erhaltenen Agg&rate zahlreicher und groéf3er. Des
Weiteren liel3en sie sich durch mechanisches Bearbeeniger aufbrechen.
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Abbildung 3-8: Digitalmikroskopische Aufnahmen von unter Verwenguvon Natriumlaurylsulfat
hergestellten Partikeln MG010207b nach dem Ausfaite Aceton bei 1000-facher (A) und 5000-facher
VergréRerung (B). Die groRen Agglomerate sind aufn@hme A gut zu erkennen.

Auf Grund dieser Erfahrungen und der zu erwartenSeméadigung der Bakterien durch
das sich in der PVA-L6sung befindliche Tensid, veurdiese Methode nicht weiter
verfolgt.

Im weitern Verlauf der Arbeit zeigte sich jedoclasd es mdoglich war, Partikel durch
direktes Ausfallen der Dispersion nach der Homagiening zu erhalten. Diese Partikel
erwiesen sich ebenfalls als fur die Immobilisiersveysuche geeignet. Fur beide Arten von
Partikeln wurden die Gelschmelztemperaturen nachFa#ing-Ball-Methode bestimmit.
Hierzu wurde eine Stahlkugel von 3,2 mm Durchmessérden gequollenen Hydrogel-
Partikeln platziert und das Gel langsam erhitzheESkala erméglichte ein Ablesen der
Hohe der Kugel. Beim Schmelzen des Gels, welchels suvor durch eine Klarung
ankundigte, sank die Stahlkugel ins Gel ein. Dimage Vorgehensweise kann dem
experimentellen Teil entnommen werden. Es zeigth, slass der Gelschmelzpunkt der
direkt ausgefallten Partikel mit 63 °C etwas nigdriwar, als bei den anderen Partikeln.
Hier lag er bei 69 °C.

3.3.4 Bakterien in PVA Hydrogelpartikeln

Erste Versuche mit PVA Hydrogelen hatten gezeigissdsowohIM. luteus als auch
E. coli erfolgreich in Hydrogele eingebracht werden konnidie nach der Methode des
wiederholten Einfrierens und Auftauens hergesteditden waren. Der néachste Schritt war
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die Untersuchung, ob die zuvor beschriebene Methdde Partikelherstellung ein
Uberleben der Bakterien zulasst. Es bestand didibhigit, dass bei der Verwendung des
UltraTurra¥ zum einen die Scherbelastung bei Geschwindigkeiten mehr als
10.000 U mift und zum anderen die damit verbundene Warmeeniwigktlie Bakterien
einer erheblichen Belastung aussetzten. Auch betsudie Zyklen aus Einfreiren und
Auftauen fur die Bakterien eine nicht zu untersebétle Belastung, da beispielsweise eine
ahnliche Methode in der Biologie zum Aufbrechen \Bekterien verwendet wird. Das
Ausfallen der gequollenen Partikel mit Aceton aieen Trocknungsmittel verursachte fur
die in den Partikeln immobilisierten Bakterien esehr schnelle und starke Veranderung

der Wasseraktivitat, was sie ebenfalls erheblicBémss aussetzte.

Versuche wurden sowohl nil. luteus als auch den deutlich weniger widerstandsfahigen
E. coli durchgefihrt. In Tabelle 3-10 sind die Bedingungereier Versuche aufgelistet.
Verwendet wurden sedimentierte Kulturen der beidgakterienarten. Die Kulturen
wurden zuvor fur 48 Stunden bédl. luteus und 24 h beiE. coli inkubiert. Zur
Partikelherstellung wurde in beiden Féllen Silidon&P200 verwendet. Um die
Mdglichkeit einer Schadigung der Bakterien durch rivvéentwicklung zu minimieren
wurde das Ol vor der Verwendung mit Eiswasser auf°@®@ abgekihlt. Das
Dispergierwerkzeug wurde jeweils zehn Minuten argeet, wobei mit Eiswasser
gekuhlt wurde. Es wurden je drei Einfrier-Auftaukign angewendet. Ausgefallt wurde in
der funffachen Menge Aceton. Nach jedem Schritt dear Proben auf Agarplatten

gegeben und inkubiert, um auf das Vorhandenseenlddr Bakterien zu prufen.

Tabelle 3-10:Zusammensetzung und Ruhrgeschwindigkeiten der RrolrePartikelherstellung.

Probe Polymerlésung Zugabe Sediment PVA Gehalt Rulgeschwindigkeit
15 % PVA 28-99 in _
MG240107b 2,009 10 % 13.500 U niin
H.O
10 % PVA 56-98 in )
MG310507 Ho 0,559 8 % 10.000 U mih
2

Sowohl beiE. coli, als auch béMl. luteusist zu erkennen, dass die Bakterien die Prozedur

Uberstanden. Dies ist vor allem im Falle vBn coli bemerkenswert, da eigentlich zu
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erwarten war, dass diese die harschen BedingungeRaftikelherstellung weit weniger
gut Uberstehen wirden, di4. luteus Abbildung 3-9 zeigt die Ergebnisse ddr luteus

Versuche. Auf Aufnahme A ist von zwei Proben inéutds Bakterienwachstum zu
erkennen. In der Mitte wurde Bakterien enthalteR¥&-LOsung vor dem Dispergieren
aufgebracht, im oberen Bereich Silikon6l mit denrtiRal-Vorlaufern nach dem

Dispergieren. Aufnahme B zeigt das von trockenertikeédn nach dem Ausféllen in
Aceton induzierte Wachstum. Diese Aufnahme verdshitzudem ein Problem, das bei
Arbeiten mit Mikroorganismen auftritt, da es siclei bden weiRen Flachen um
Verunreinigungen durch Schimmelpilze handelt. Desrdtellungsprozess der Partikel
setzte diese eine langere Zeit der Raumluft ausjass die Wahrscheinlichkeit einer

Kontamination relativ grof3 war.

Abbildung 3-9: MG240107b. Auf Aufnahme A ist in der Mitte Baktemgachstum, induziert durch die
Bakterien enthaltende Polymerlésung und im oberemeiBh durch die Partikel-Vorlaufer nach dem
Dispergieren zu erkennen. Aufnahme B zeigt sowahtld die trockenen Partikel induziertes Wachstum, a
auch eine Verunreinigung durch Schimmelpilze.

Die Ergebnisse fUE. coliwerden in Abbildung 3-10 illustriert. Aufnahme A&igt auf die
Agarplatte aufgebrachtes Silicondl mit den darithaeltenen Partikel-Vorlaufern nach dem
Dispergieren. Die Bakterien bewirken die Bildunghvolonien auf der Agarplatte. Von
trockenen Partikeln nach den Einfrier-Auftau-Zyklemd dem Ausfallen in Aceton
induziertes Wachstum ist auf Aufnahme B zu erkenthertbeiden Fallen konnte also das

Vorhandensein lebender Bakterien nachgewiesen werde
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Abbildung 3-10: MG310507. Wachstum auf Aufnahme A, induziert duRdrtikel-Vorlaufer in Siliconol
nach dem Dispergieren, auf Aufnahme B durch troekeartikel.

3.3.5 Lokalisierung der Bakterien in den Partikeln

Die Tatsache, dass die Bakterien das Ausféllen ¢etén Uberstehen war bereits ein
starker Hinweis darauf, dass sich zumindest eih desi Bakterien im Inneren der PVA-
Partikel und nicht auf deren Aul3enseite befand.digee Vermutung zu bestatigen und zu
klaren, ob sich die Bakterien vollstandig innerhd#y Partikel befanden, wurde versucht
diese direkt visuell nachzuweisen. Da sowighlluteus als auchE. coli vor allem in den
trockenen Partikeln nicht, oder nur schwer mit ddikroskop zu erkennen sind, wurde
versucht die Bakterien anzufarben. Zunéchst widkiteusanalog zuvor durchgefuhrter
Farbungen mit einem Fluoreszenzfarbstoff gefdfbBei dem verwendeten Farbstoff
handelte es sich um Calcofluor M2R (Fluorescenglidener 28), der fur Lebendfarbungen
geeignet ist. Die Bakterien waren also nach deméavaih noch am Leben. Dies sollte
gewahrleisten, dass die gefarbten Bakterien ammli€igenschaften im Vergleich zu den
ungefarbten aufwiesen. Ein Nachteil des verwenddtarbstoffes ist allerdings sein

schnelles Ausbleichen unter UV-Licht.

Zur Farbung der Bakterien wurde das gewaschenen®@atlieiner 48 Stunden Kultur von
M. luteusmit einer Stammloésung Calcofluor M2R versetzt. INdagerung bei vier Grad
Celsius und wiederholtem Durchmischen, wurde sediime und mit entionisiertem
Wasser gewaschen. AnschlieBend wurde in Kaliumpgtaadpuffer resuspendiert und die
nun gefarbten Bakterien mit PVA-LOsung vermischieW Abbildung 3-11 zu erkennen
ist, war bei den Bakterien nach der Farbung einglidbe Fluoreszenz zu erkennen. Durch
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ausplattieren wurden lebende Bakterien festgesiait Herstellung der Partikel erfolgte
analog der zuvor beschriebenen VorgehensweiseZiammensetzung der Proben ist in

Tabelle 3-11 wiedergegeben.

O oy A

Abbildung 3-11: Calcofluor M2R gefarbt®l. luteusunter Weilllicht (A) und UV-Licht (B).

Tabelle 3-11:Probenzusammensetzung zur Partikelherstellung.

Probe Menge Kultur Menge PVA-Lsg PVA-Lsg.
MG020407 1049 69 10 % PVA 28-99
MG110708a 054 39 10 % PVA 56-98

Nach dem Ausfallen in Aceton, wurden die Partikeéd Hilfe eines Mikroskops sowohl

unter Weillicht, als auch unter UV-Licht untersudtierbei zeigte sich, dass nicht wie
erwartet, die Bakterien in den Partikeln, sondeim gesamten Partikel unter UV-Licht
blau leuchteten, was auf den Aufnahmen A und B lbillung 3-12 gut zu erkennen ist.
Eine mdgliche Erklarung hierfur ware, dass die Bakh die Partikeln quasi von innen
beleuchten und so selbst nicht zu erkennen sindhA&in Ubergang des Farbstoffes von
den Bakterien zum Polymeren ist nicht ausgeschiossefnahme D zeigt Bakterien in

einem Film aus PVA. Hier erscheinen die zuvor aadeén Bakterien als dunklere
Bereiche in einer Matrix aus leuchtendem Polymerfnahme C, die eine Uberlagerung
der Aufnahmen A und B darstellt, verdeutlicht aliags, dass viele kleinere Partikel nicht
leuchteten. Dies war ein Hinweis darauf, dass k&akterien in den Vorlaufern dieser
Partikel aufgrund ihrer zu geringen GroRe vorhanaesren. Zugleich zeigt diese

Beobachtung, dass ein Ubergang des FarbstoffedasuPolymer eher unwahrscheinlich
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ist, da in diesem Falle auch bei den kleinerenili&dnt eine UV-Aktivitat erkennbar sein
musste. Ahnliche Strukturen, wie sie auf Aufnahmevd@h den Bakterien verursacht
werden, lassen sich auch in einigen Partikeln aifh#ahme B erkennen. Es konnte also an

dieser Stelle davon ausgegangen werden, dass dhehilisierten Bakterien innerhalb der

Partikel lokalisiert waren.

Abbildung 3-12: Mikroskopische Aufnahmen voRartikeln aus Probe MG110708a. Sichtbares Licht (A)
Fluoreszenz(B) und Uberlagerung von A und B (C)inabme D zeigt Bakterien in PVA-LSsung.

Parallel zu den Farbeversuchen wurde ein Ansatronminmen, die Bakterien innerhalb
der Partikel rasterelektronenmikroskopisch unterrmidémdung eines Cryo-Tisches
nachzuweisen. Diese Anordnung ermdglicht es, whak&ge Proben unter dem
Rasterelektronenmikroskop zu untersuchen, ohne diesher trocknen zu missen und so
eventuell ihre Struktur zu zerstéren. Hierzu wurdernandene Agglomerate der Partikel
nach der Herstellung im Achatmdrser moglichst resttizind die Partikel durch Zugabe

von entionisiertem Wasser zum Quellen gebracht.nDreaufgequollenen Partikel wurden
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auf einem speziellen Probentrager mit flissigerokStoff gekihlt. Nach dem Einfuhren in
das Gerat wurde mit einer Klinge die Oberflache gisguollenen Partikel aufgebrochen,
um das Innere einiger Partikel freizulegen. Nach Bleschichtung mit einer moglicht

dinnen Platinschicht konnten die Proben untersuehden.

Die Herstellung der verwendeten Partikel erfolgteehahier wieder analog der zuvor
beschriebenen Vorgehensweise. Die Zusammensetamgedvendeten Lésungen ist in
Tabelle 3-12 wiedergegeben.

Tabelle 3-12:Probenzusammensetzung.

Probe Bakterium Menge Kultur Menge PVA-Lsg PVA-Lsg.
MG090608a M. luteus 109 649 10 % PVA 56-98
MG090608b E. coli 109 69 10 % PVA 56-98

Aufnahmen von MG090608a sind in Abbildung 3-13 ehen. Aufnahme A zeigt einen
Bereich, in welchem Strukturen zu erkennen sind,atiensichtlich gequollene und beim
Bruch zerteilte Partikel reprasentieren. AufnahmeisB eine Vergréf3erung des auf
Aufnahme A rot markierten Bereiches. Es durfte sigbei um den Querschnitt durch ein
Agglomerat einzelner Partikel handeln. Begreift ndia deutlich helleren Linien als
Trennlinien zwischen einzelnen Partikeln, so findgrh im Zentrum dieser Partikel oft
Strukturen, deren GrofR3e sich im Bereich des mogficBurchmessers vorl. luteus
befindet. Die kornige Struktur auf der Probenoldetie rihrt vom in der Probe
enthaltenen Wasser her und wird von der verwenddtearsuchungsmethode verursacht.
Aufnahme C zeigt ein weiteres Agglomerat aus Palriikbei einer leicht hdheren
VergroBerung. Der rot markierte Bereich zeigt euktur, die auf Aufnahme D
vergrolRert wiedergegeben ist und einen deutlichewess flir das Vorhandensein von
Bakterien der ArM. luteusinnerhalb der Partikel darstellt.

Wie schon zuvor erwéhnt, ist es eine charaktecistis Eigenschaft vorM. luteus
Bakterien, sich in Agglomeraten und insbesondefketnaden zusammenzulagern. Die auf
Aufnahme D zu erkennende Struktur lasst sich mihehoWahrscheinlichkeit als
Querschnitt durch eine solche Tetrade interpratieZem Vergleich kann Abbildung 3-14
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herangezogen werden. Auf dieser lichtmikroskopischefnahme vorM. luteussind drei
tetradische Strukturen, wie sie von diesen Baktegibildet werden, deutlich zu erkennen.

2.00kV SEI SEM X 12,000 2.00kV SEI

. e A % e A
% : i o i
BN 100nm JEOL -
2.00kV SEI SEM 2.00kV SEI SEM WD 6mm 100 nm

Abbildung 3-13: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von MGO08@6unter Verwendung eines
Cryo-Tisches. Zu erkennen sind Agglomerate der@hiind darin enthaltene, bakteriendhnliche Streut.

Lens:X 5000,

Abbildung 3-14: M. luteusBakterien in Wasser. Drei
tetradische Strukturen sind deutlich zu erkennen.
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Die Untersuchung der Probe MGO090608b ergab wenigedeutige Ergebnisse.
Strukturen, die€E. coli zugeordnet werden konnten lie3en sich nicht find@ne mogliche
Erklarung hierflr ist, dasi. coli deutlich weniger stabil ist, aM. luteus Beispielsweise

ist der Innendruck dieser Bakterienart deutlichirggar, was dazu fuhren kdnnte, dass sich
ein durch ein solches Bakterium verlaufender Braoidit von seiner Umgebung abhebt.
Auffallig war, dass die bei Probe MG090608a beobzten Strukturen nicht wieder
auftraten. Dies ist als indirekter Beweis dafurvwerten, dass es sich bei den tetradischen
Strukturen der Probe MG090608a tunluteushandelte.

Zur Verifikation dieser Ergebnisse wurde eine weitearbemethode getestet. Es wurde in
diesem Fall eine an die Gram-Farbung angelehntéddet angewandt. Diese erméglicht
eine gute Erkennbarkeit Gram-positiver Bakteriere Wi. luteus unter Weil3licht. Ein
gewisser Nachteil ist allerdings, dass die Bakiterien Gegensatz zur Farbung mit
Calcofluor M2R abgetotet werden. Im Gegensatz tasskschen Gram-Farbung wurden
die Bakterien nicht nach dem Fixieren auf einersGierflache gefarbt. Zur Herstellung
einer groRen Menge gefarbter Bakterien wurden setierteM. luteusdem Farbeprozess

unterworfen.

In einem ersten Versuch wurde das Sediment eineSthden Kultur zunéchst mit
entionisiertem Wasser gewaschen. Als Reagenzierikaime Losung von Kristallviolett
in Aceton, sowie lod und Kaliumiodid in Wasser zlimsatz. Das Sediment wurde als
erstes mit Kristallviolett LOsung versetzt und damamit entionisiertem Wasser
gewaschen. Nach Zugabe der lod-Losung wurde ern@titentionisiertem Wasser
gewaschen. Dabei zeigte sich, dass die Bakterieim aer Zugabe der lod-Lésung deutlich
agglomerierten und sich auch durch die Anwendung Wtraschall nur schlecht
resuspendieren liel3en. Die nun deutlich violetéde#enM. luteus(siehe Aufnahme A in
Abbildung 3-15) wurden mit PVA-LOsung vermischt, lofee nach der Einfrier/Auftau-

Methode zu Partikeln verarbeitet wurden.

Es wurden wahrend der Herstellung der Partikel &molus verschiedenen Stadien
genommen und lichtmikroskopisch bzw. digitalmikrogisch untersucht. Die Ergebnisse

hiervon werden in Abbildung 3-16 veranschaulicht.
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Abbildung 3-15: Mit Kristallviolett gefarbteM. luteus Unter Verwendung von lod (A) und ohne die
Verwendung von lod (B). Die Agglomerate auf Aufnahm erwiesen sich als deutlich bestandiger.

Auf Aufnahme A ist eine Probe zu sehen, die direldch dem Einsatz des
Hochgeschwindigkeits-Dispergierwerkzeuges genommande. Deutlich zu erkennen
sind die Tropfen der PVA-L6sung im Silicondl. Inhalb der Tropfen sind die
eingeschlossenenl. luteusals blaue Partikel gut zu erkennen. Auffallendasth die
Tatsache, dass sich keine Bakterien aul3erhalb rd@feh aus PVA-LOsung befinden. Es
scheint also keinen Ubergang von Bakterien aus.dsung ins Siliconol stattgefunden zu
haben. Aufnahme B zeigt die Tropfen aus PVA-L6soagh dem letzten Auftauen. lhre
Form hatte sich gegeniuiber Aufnahme A nicht verdnd@as Ergebnis des Ausféllens in
Aceton ist auf Aufnahme C zu erkennen. Hierbei lefinels sich um nun trockene Partikel
aus PVA. Auch hier sind die im Partikel eingeschéven Bakterien gut zu erkennen.
Aufnahme C schlie3lich zeigt gequollene Partikelierel wurden die in Aceton
ausgefallten Partikel fur eine Stunde in Wasseeleg und danach auf einen Objekttrager
uberfihrt. Die in den Partikeln immobilisiertéh luteussind auch hier wieder deutlich zu
erkennen. Es zeigte sich auch, dass sich die P\f#kelain der Gegenwart von Wasser
nicht auflésten und auch ihre Form nicht verlorerggNeben den Partikeln, die Bakterien
enthalten sind auf der Aufnahme auch leere Partikedehen. Die typischen tetradischen
Strukturen vorM. luteussind in einigen Fallen innerhalb der Partikel deltzu erkennen.

In einer Wiederholung des Experimentes wurde dieozieschriebene Farbemethode
leicht variiert. Das Bakteriensediment wurde ebkmfanit entionisiertem Wasser
gewaschen und mit einer Losung von Kristallviolett Wasser versetzt. Nach kurzer
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Wartezeit wurde so lange mit entionisiertem Wag®svaschen, bis die Waschlésung nur
noch leicht blau gefarbt war. Auf eine Verwenduram vod wurde verzichtet. Es zeigte
sich, dass das dunkel gefarbte Bakteriensedimeuticte weniger zur Agglomeration
neigte und leicht resuspendiert werden konnte. Alufme B in Abbildung 3-15 zeigt die so
gefarbtenM. luteus unter dem optischen Mikroskop. Die gefarbten Badie wurden
analog MG150708c in PVA-Partikel eingebracht unditets optischer Mikroskopie
untersucht. Dabei zeigte sich, dass sich die aufrdidifizierte Weise gefarbten Bakterien
ebenfalls deutlich erkennbar innerhalb der Partietnden. In Abbildung 3-17 sind zwei
Aufnahmen dieser Partikel (MG150708f) in gequollanéustand zu sehen.

V5 e
rmEm
Lens:X 3000

>

C Lens:X 5000

— | I By ’
10 um e e o . + 20 um

Abbildung 3-16: Mikroskopische (A) bzw. digitalmikroskopische Aufiraen von MG150708c. A: PVA-
Lésung in Silicondl vor dem Einfrieren. B: PVA-LGsyiin Silicondl nach dem letzten Auftauen. C: Faiti
nach dem Ausfallen in Aceton. D: Gequollene Pariik&Vasser.
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A Lens:X 5000 B Lens:X 5000

10 ym 10 pm

Abbildung 3-17: Digitalmikroskopische Aufnahmen gequollener Pattilan MG150708f.

3.3.6 Uberlebensfahigkeit der Bakterien in den Part  ikeln

Um zu untersuchen, wie lange die in den Partikelmobilisierten Bakterien lebensfahig,
d.h. fahig zur Reproduktion bei Kontakt mit gel@stdahrstoffen waren, wurden Proben
von M. luteusundE. coli bei verschiedenen Temperaturen aufbewahrt. Kigieegen der
Partikel wurden zu gegebenen Zeiten auf Agarplatggebracht und nach Inkubation auf
das Vorhandensein reproduktionsfahiger Bakteried daren ldentitat untersucht. Die
hierbei verwendeten Partikel entstammten jeweitereCharge, um die Vergleichbarkeit
der Ergebnisse zu gewahrleisten. Um eine ausreidehbtenge an Partikeln zu erhalten,
wurden jeweils drei Ansétze vereinigt. Die Herstefisbedingungen sind Tabelle 3-13 zu
entnehmen. Es konnten nach drei Zyklen aus Eiefniemd Auftauen 370 mg Partikel im
Falle vonM. luteusund 280 mg Partikel im Falle vda coli erhalten werden. Die Partikel
wurden in verschlossenen Roéhrchen bei vier Gradi@el Raumtemperatur und 37 °C
aufbewahrt. Roéhrchen, die Partikel bei vier Gradsids enthielten, wurden vor dem
Offnen langsam auf Raumtemperatur erwarmt, um énkdBdensieren von Wasser zu
verhindern. Parallel hierzu wurden Proben vers@ned Alters auf die Anwesenheit
lebender Bakterien getestet. Diese Proben warenabosslos bei vier Grad Celsius

gelagert worden.

In den bei 37 °C gelagerten Proben konnten noch 8cTagen Lagerungszeit lebende
Bakterien beider Arten nachgewiesen werden. Die Rmimtemperatur und vier Grad

Celsius gelagerten Partikel wiesen auch nach 16@ermanoch Aktivitat auf. Die
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Ergebnisse entsprechen an dieser Stelle den, augetsuchen zur Lebenserwartung von
Bakterien in Vliesen aus wasserloslichen Polymeesultierenden Erwartungen. Auch
hier war wieder deutlich zu erkennen, dass die ibilisterten Bakterien bei héheren
Temperaturen eine geringere Lebensspanne hattdardilbs schienen die in den
Partikeln immobilisierten Bakterien bei Raumtemparaleutlich besser zu Uberleben, als
in den PEO-Fasern. Hier Uberlelée luteusbei Raumtemperatur rund 310 StundEgn,
coli nur 170 Stunden. Wiederum war eine genaue Unteusuyc der Lebendzellzahlen
innerhalb der Partikel nicht moglich. Es konnteoatécht analog den Untersuchungen an
den PEO-Fasern, die Entwicklung der Anzahl derridba Zellen gegen die Zeit bei den
verschiedenen Temperaturen miteinander verglichenden. Der Grund hierflr lag darin,
dass es nicht moglich war, die Bakterien von datikedn zu trennen. Enthielt ein Partikel
mehrere lebende Bakterien, so erschienen dieseeials Kolonie, weshalb eine
Bestimmung der Lebendzellzahl durch Auszahlungkadonien auf den Agarplatten nicht

sinnvoll war.

Tabelle 3-13:Probenzusammensetzung der Uberlebensfahigkeitstests

Probe Menge Sediment Menge PVA-Lsg. PVA-Lsg Endgehd@VA
MG240708a 1lg 649 10 % PVA 56-98 8,6 %
MG240708b 1lg 69 10 % PVA 56-98 8,6 %

Als mdogliche alternative Methode zur Bestimmung dehl der lebenden Zellen in den
Partikeln wurde eine selektive Farbemethode vereendiese, Vital-Fluoreszenz-
Doppelfarbung genannte Methode, beruht auf ein¢éerschiedlichen Farbung lebender
und toter Zellen. Bei der Verstoffwechselung ein@rlauferverbindung in lebenden
Zellen entsteht ein Farbstoff, der die Zellen grfimoreszieren lasst. Als zweite
Komponente kommt Propidiumiodid zum Einsatz, daskg¢h intakte Membranen nicht
durchdringen kann. Gelangt es durch eine besclg&tgmbran in die Zelle, bindet es an
die DNA bzw. RNA und verursacht dort rote FluoreszeBei diesem Test erscheinen
lebende Bakterien also griin und tote Bakterien, idieder Regel eine beschadigte
Membran aufweisen, rot. Es sollte also moglich ,sdurch Auszahlen der grinen und

roten Bakterien in einem Partikel den Anteil aneletben Zellen zu bestimmen. Die
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Farbeversuche erfolgten an Partikeln verschied€hargen. Beispiele sind in Abbildung

3-18 wiedergegeben.

Abbildung 3-18: Aufnahmen vorM. luteusnach Vital-Fluoreszenz-Doppelfarbung. Aufnahme
A zeigt grin fluoreszierende Bakterien aus eineiscfren Kultur, Aufnahme B rot
fluoreszierende Bakterien in gequollenen Hydroggilein (Aufnahmen: Greenblatt).

Es wurden sowohl frisch kultiviert®!. luteus als auch solche in Partikeln angefarbt.
Proben der Partikel wurden hierzu nach wenigen kmiontakt zu einem Nahrmedium

dem Farbeprozess unterzogen. Auf Aufnahme A in Wbbg 3-18 sind grin

fluoreszierende Bakterien aus der frischen Kultogedbildet. Die grine Farbe zeigt an,
dass diese erwartungsgemald alle noch am Leben .wanémahme B zeigt Bakterien in

einem Partikel, sie fluoreszieren rot, weisen a@we beschadigte Membran auf. Die
Réander des gequollenen Partikels sind deutlichrkan@en. Die rote Fluoreszenz aller
Bakterien in den Partikeln stand im Widerspruchden zuvor gemachten Beobachtungen,
wonach die Partikel lebende Bakterien enthielteine EErklarung flr dieses Phanomen
konnte sein, dass die Membranen der Bakterien heschadigt war, diese jedoch nicht tot

waren. Bei langerem Kontakt mit Nahrmedium konrgienquasi wiederbelebt werden.

Dies wirde zum einen die rote Fluoreszenz und zuoderan das von den Partikeln
hervorgerufene heftige Wachstum von Bakterien auf Algarplatten erklaren. Aus diesem
Grund war die Vital-Fluoreszenz-Doppelfarbung eb#sficht zur Bestimmung der Zahl

lebender Zellen in den PVA-Partikeln verwendbar.

61



Ergebnisse und Diskussion

Es kann allerdings gesagt werden, dass sich dieobilisierung von Bakterien in PVA-
Partikeln und PEO-Fasern in einigen Punkten urterdet. So zeigte sich, dass die
Bakterien in den PEO-Fasern nur von wenig Polymegeben waren, wahrend sie in den
trockenen Partikeln von deutlich mehr Polymer unegefind, was sie besser gegen aul3ere
Einflisse abschirmen sollte. Der Hauptunterschiguiftel allerdings im Schritt des
Ausfallens der feuchten Partikel-Vorlaufer aus d8iiicondl mittels Aceton darstellen.
Hierbei wird den Partikeln und somit auch den dasingeschlossenen Bakterien sehr
schnell das Wasser entzogen. Dieser Effekt istem Gefriertrocknen zur Konservierung
von Bakterien zu vergleichen. Eine schnelle Redukties Wassergehaltes der Bakterien

ist bei der Herstellung der PEO-Fasern nicht zuagem.

Die Untersuchung der ausnahmslos bei vier Gradggden Proben aus friiheren
Versuchen ergab, dass in allen noch reaktivierlizakterien zu finden waren. Eine
Auflistung der Untersuchten Proben, der darin imitigberten Bakterienart und des Alters
zum Testzeitpunkt findet sich in Tabelle 3-14. Amnd der Proben MG050607 und
MG310507 kann gesagt werden, dass sowohlMieluteus als auch beE. coli nach

wenigstens 14 Monaten Lagerung der Partikel ber Gead Celsius noch lebende
Bakterien vorhanden waren. Da dies auch auf die isiczorher gehenden Versuchen als
fragil erwiesenenE. coli zutrifft, kann davon ausgegangen werden, dass raesi

M. luteusin der Lage ist die 14 Monate deutlich zu Ubeféref

Tabelle 3-14:Auf lebende Bakterien untersuchte Proben vorangggaer Versuche.

Probe Bakterienart Lagerungsdauer Kolonienbildung
MG 221007a M. luteus 8 Monate Ja
MG 260907a M. luteus 8 Monate Ja
MG 111207b M. luteus 7 Monate Ja
MG 050607 M. luteus 14 Monate Ja
MG 150108a M. luteus 7 Monate Ja
MG 140108a M. luteus 7 Monate Ja
MG 111207a E. coli 8 Monate Ja
MG 150108b E. coli 7 Monate Ja
MG 310507 E. coli 14 Monate Ja
MG 020408a E. coli 4 Monate Ja
MG 020408b M. luteus 4 Monate Ja
MG 220408b M. luteus 4 Monate Ja
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Letztendlich stellen die an dieser Stelle beobdehte.ebensdauern eine deutliche
Steigerung gegenuber denen in den PEO-Fasern dar.

3.3.7 Schutz gegeniber organischen Losungsmitteln

Vor Allem im Hinblick auf ein spéateres Verspinnear Bakterien enthaltenden Partikel,
stellte sich die Frage nach den Auswirkungen elérgeren Kontakts der Partikel mit
organischen Loésungsmitteln. Da das Ausfallen detikéhin Aceton erfolgte und die im

Aceton ausgefallenen Partikel beim Abfiltrierenvieise mehrere Stunden Kontakt zum
Lésungsmittel hatten, war zu diesem Zeitpunkt egewvisse Schutzwirkung bereits
bekannt. Deshalb wurden in einem Vorversuch bermthandene Partikel mit beiden
Bakterienarten verschiedenen Losungsmitteln ausgedes handelte sich dabei um die
Proben MG090108a und MGO090108b. Bei den Ldsungsimithandelte es sich um
Chloroform, Dichlormethan, Ethanol, Tetrahydrofuramd Toluol. Hier konnten in allen

Fallen noch nach 144 Stunden lebende Bakteriengeaghsen werden

Um die Ergebnisse des Vorversuches zu bestéatigah auszubauen, wurden die
Auswirkungen einiger Standard-Losungsmittel fur yRwre, die auch beim
Elektrospinnen zum Einsatz kommen, erneut und éinen langeren Zeitraum untersucht.
Es wurden ausschlie3lich Losungsmittel verwendetPalyvinylalkohol nicht I6sen. Der
Grund war, dass davon ausgegangen wurde, dassn8etyedie in der Lage sind PVA zu
quellen oder zu lésen, in die Partikel eindringenl dort die immobilisierten Bakterien

schadigen kénnen.

Die and dieser Stelle untersuchten Losungsmitteew&ceton, Ethanol, Tetrahydrofuran,
Chloroform, Dichlormethan und Toluol. Es wurdenrwerschiedene Arten von Partikeln
auf ihre Schutzwirkung hin untersucht. Dabei hatedek sich um Partikel, did. luteus
bzw. E. coli enthielten und vor dem Ausfallen in Aceton drekl&y aus Einfrieren und
Auftauen durchlaufen hatten und um solche, die ndeh Behandlung mit dem
Dispergierwerkzeug direkt ausgefallt worden wareie Art der einzelnen Proben kann
Tabelle 3-15 entnommen werden. Bei den Probemalia dem Dispergieren drei Zyklen

aus Einfrieren und Auftauen unterzogen wurden, euae deutlich niedrigere Ausbeute im
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Vergleich zum direkten Ausfallen zu erwarten. Aussdm Grund wurden pro Probe
zweimal 80 mL Silicondl verwendet, im Gegensatz8umL bei den Proben mit dem
direkten Ausféallen. Es wurde zu 80 mL Siliconél @ls ein Milliliter der Mischung aus

PVA-LAsung und Bakteriensediment gegeben.

Tabelle 3-15:Probenzusammensetzung.

Probe Bakterium Menge PVA-Lsg. Menge Sediment Austien
MG090608a M. luteus 649 1g nach drei Zyklen
MG090608b E. coli 69 1g nach drei Zyklen
MG090608c E. coli 649 1lg direkt
MG090608d M. luteus 69 1lg direkt

Die so praparierten Partikel wurden in einem Acliasar vorsichtig zerrieben, um
groBere Agglomerate aufzubrechen. Anschliel3end evuiroben der Partikel in zuvor
sterilisierten Glasern mit jeweils so viel des b#enden Losungsmittels versetzt, dass ein
Uberstand von wenigstens einem Zentimeter erreishitde. Die Glaser wurden
verschlossen und unter Ausschluss von Licht ber Bead Celsius aufbewahrt. Zu
gegeben Zeiten wurden Proben der Partikel entnomuamehzur Uberpriifung auf das
Vorhandensein lebender Bakterien auf Agarplattefgedaracht. Hierzu wurden die
Probenglaser dem Kihlschrank enthnommen und langadgniRaumtemperatur erwarmt,
um bei ihrem Offnen ein Einkondensieren von Wasseéiie Losungsmittel zu verhindern.
Anschlie3end wurde die Probe aufgeschittelt undemir sterilen Pipette ein Volumen
der Flussigkeit entnommen und auf einen Glasobgeketr aufgebracht. Nach Verdampfen
des Losungsmittels wurde der Glasobjekttrager mitdie Partikel tragenden Seite nach
unten auf eine Agarplatte aufgebracht und leictgednickt. Dieses Vorgehen wurde
gewahlt, da davon ausgegangen werden konnte, dass\ermischung des in der
Agarplatte gebundenen Wassers mit dem Losungsraiiteinem Absterben der Bakterien
fuhren kénnte. Nach 20 Minuten wurde der Objektragieder abgenommen, wobei die
nun gequollenen Partikel auf der Agar-Oberflacheickblieben. Die Agarplatten wurden
nun bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Das Vorhamgein lebender Bakterien in den
Partikeln fuhrte bei deren Vermehrung zu einem K@owachstum um die einzelnen

Partikel. Zum Ausschluss der Mdglichkeit von Kontaationen wurden die auf den
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Agarplatten wachsenden Bakterien unter dem Lichiosikop untersucht. Die Resultate
werden in Tabelle 3-16, Tabelle 3-17 und TabellEB3usammengefasst.

Tabelle 3-16: Ergebnisse der Tests nach einer Stunde Lageruhg&aditerienwachstum war bei allem
Kombinationen vorhanden.

Losungsmittel MG090608a MG090608b MG090608c MG09080
Aceton Wachstum Wachstum Wachstum Wachstum
Ethanol Wachstum Wachstum Wachstum Wachstum

Tetrahydrofuran Wachstum Wachstum Wachstum Wachstum
Chloroform Wachstum Wachstum Wachstum Wachstum

Dichlormethan Wachstum Wachstum Wachstum Wachstum

Toluol Wachstum Wachstum Wachstum Wachstum

Tabelle 3-17: Ergebnisse der Tests nach 50 Stunden Lagerungdfeih Bakterienwachstum bei
MG090608b und nur sehr wenig bei MG090608c.

Lésungsmittel MG090608a MG090608b MG090608c MG09086
Aceton Wachstum Wachstum Wachstum Wachstum
Ethanol Wachstum kein Wachstum  wenig Wachstum Wachstum

Tetrahydrofuran Wachstum Wachstum Wachstum Wachstum
Chloroform Wachstum Wachstum Wachstum Wachstum

Dichlormethan Wachstum Wachstum Wachstum Wachstum

Toluol Wachstum Wachstum Wachstum Wachstum

Tabelle 3-18: Ergebnisse der Tests nach 340 Stunden LagerungBaditerienwachstum war bis auf die
Kombination Ethanol uné. coli tiberall vorhanden.

Losungsmittel MG090608a MG090608b MG090608c MG09080
Aceton Wachstum Wachstum Wachstum Wachstum
Ethanol Wachstum kein Wachstum kein Wachstum Wachstum

Tetrahydrofuran Wachstum Wachstum Wachstum Wachstum
Chloroform Wachstum Wachstum Wachstum Wachstum

Dichlormethan Wachstum Wachstum Wachstum Wachstum

Toluol Wachstum Wachstum Wachstum Wachstum

Die erste Probenentnahme erfolgte nach einer Stutweiesem Zeitpunkt liel sich bei
allen Proben Bakterienwachstum auf den Agarplafeststellen. Auch wenn aus im
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vorigen Abschnitt genannten Grinden, keine Quamgifuing der pro Gewichtseinheit an
Partikeln noch lebenden Bakterien erfolgen konst,erschien doch das Wachstum
subjektiv gleich stark. Keines der untersuchtenubgsmittel schien nach dieser Zeit die

Bakterien in den Partikeln starker zu schadigerimsanderes.

Bei der nachsten Probennahme nach 22 StundenneohiieE. coli enthaltenden Partikel
in Kombination mit Ethanol im Vergleich mit den amdn Kombinationen weniger
Wachstum zu zeigen. Dies bestatigte sich nach &0dgh, hier konnten nur noch einzelne
Kolonien beobachtet werden. Nach 100 Stunden war Weachstum, verursacht durch
E. coli enthaltende Partikel aus Ethanol mehr nachzuwefié anderen Kombinationen
zeigten auch nach einer Lagerungszeit von mehB40sStunden noch Wachstum nach
Inkubation auf Agarplatten. Hierbei wurde zudem nkeisignifikante Reduktion des

Wachstums festgestellt.

Da ein Wasserzusatz zu einigen Losungsmittel-Palym€mbinationen die

Spinneigenschaften verbessern kann und um die Akisngen von Losungsmitteln mit
hohem Wassergehalt zu untersuchen, wurden diek&laatich in ein Gemisch aus 85 %
Aceton und 15 % Wasser gegeben. Hier zeigte s@abs die Bakterien in den Partikeln

schon nach nur einer Stunde komplett abgestorbesnwa

Aufgrund der Tatsache, dass die Kombination Eoroli und Ethanol im Vorversuch ein
Uberleben der immobilisierten Bakterien fiir mels 44 Stunden ermdglichte und das bei
der Wiederholung des Versuches nur diese Kombimation Absterben der Bakterien
fuhrte, wurde dieser Teil erneut durchgefuhrt. Viemdet wurden neu hergestellte Partikel,
um auszuschliel3en, dass die zuvor verwendeterk&ladte Ursache fur das Absterben der
Bakterien waren. Es wurden die Proben MG090608b 803@8b und MG240908b
Ethanol augesetzt und nach der oben beschriebeneimolle getestet. Die Probe
MGO090608b wurde zusatzlich noch sieben Tage tUbesptor(V)-oxid getrocknet. Im
Falle von MG090608b waren nach 24 Stunden keinedetionsfahigen Bakterien mehr
zu finden. Die Proben MG290708b und MG240908b eeigiach 22 bzw. 26 Stunden
nach der Inkubation noch relativ schwaches Wachsksmmuss also davon ausgegangen

werden, dass die Resultate des Vorversuches roctekt waren.
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Die Versuche bezlglich der Schutzeigenschaften Riatikel gegentber organischen
Losungsmitteln zeigten, dass in solchen Partikeimobilisierte Bakterien tber einen
relativ gro3en Zeitraum diversen Losungsmitten asstyt werden konnten. Dabei war
auch nach einer Lagerungszeit von 340 Stundendgkgitifikanter Riickgang der Zahl sich
bildender Kolonien nach der Inkubation zu erkennBei den hier durchgeflhrten
Versuchen bildete die einzige Ausnahme die Komimnaton E. coli und Ethanol. Hier
war nach einer Kontaktzeit von ca. 20 Stunden tseean starker Riickgang der Anzahl der
reproduktionsfahigen Bakterien zu erkennen. NactereKontaktzeit von mehr als 50
Stunden waren in keinem Fall lebertelecoli zu finden. Es konnte jedoch gesagt werden,
dass ein gemeinsames Verspinnen von PolymerldsungéenBakterien enthaltenden
Partikeln mdglich war. Dies galt auch fur die Komdttion E. coli und Ethanol, da die
Experimente gezeigt hatten, dass eine SchutzwirkmnBereich von Stunden vorhanden

war, was als ausreichend erachtet wurde.

3.3.8 Versuche mit Partikeln aus Alginsaure

Parallel zu den Versuchen mit Hydrogelpartikeln @&dyvinylalkohol wurden noch
weitere Ansétze verfolgt, um Bakterien in wassegbetigen, durch Elektrospinnen

hergestellte Fasern zu immobilisieren.

Einer dieser Anséatze war die Herstellung einer@dtidven Art von Hydrogelpartikeln aus
Alginsaure. Bei Alginsdure handelt es sich um eatygaccharid, welches von Braunalgen
und einigen Bakterienarten gebildet wird. In derawralgen bildet Alginsdure das
strukturgebende Element der Zellewand. Sie bestghtEinheiten vom-L-Guluronsaure
und B-D-Mannuronsaure, die 1,4-glycosidisch miteinangebunden sinf*® Die beiden
Uronsauren bilden im Polysaccharid homopolymereeisbe. Alginate gelieren in
Anwesenheit von Calcium-lonen, was durch Zugabe WWITA wieder riickgangig
gemacht werden kann. Dieses System bietet siclnrapbilisierung von Zellen und eine
eventuelle spatere Freisetzung an. Fur die VersuaciePartikelherstellung wurde das
Natriumsalz der Alginsaure verwendet, dessen Strukthematisch in Abbildung 3-19

gezeigt wird.
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Natriumalginat kann durch Gelierung mit Calcium danbei entsprechender Behandlung
zu Mikropartikeln verarbeitet werden. Es wird inrdeiteratur beispielsweise zur

Mikroverkapselung von DNA verwendgt®
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Abbildung 3-19: Natriumsalz der Alginsaure.

Es wurde an die in der Literatur beschriebene Mighangelehnt versucht, Mikrokapseln
aus Natriumalginat zum spéateren Verspinnen in Petligsungen herzustellen. Hierzu
wurde eine wassrige Alginat-Lésung mit einem nmhischen Tensid versetzt. Diese
Mischung wurde in Raps6l gegeben und mit dem Hostigeindigkeits-

Dispergierwerkzeug homogenisiert. Nach wenigen Minuwurde eine Calciumchlorid
L6ésung hinzu gegeben und fir weitere zwei Minutepelgiert. Die Zusammensetzung
kann Tabelle 3-19 entnommen werden. Nach dem Ziegigren wurde die sich bildende
olige Phase verworfen und der Ruckstand mit Acedewaschen um die Partikel zu

trocknen und vom restlichen Ol zu befreien.

Tabelle 3-19:Probenzusammensetzung zur Herstellung von Aldraatikeln.

Probe Alginat-Lésung Tensid Rapsol Gelierungsmittel

MG230607 17mL1,5% 1,6 mL Tween 85 70 mL 17 mh % CaC}

Der resultierende Feststoff wurde mittels des Rakaitronenmikroskops untersucht. Die
Aufnahmen sind in Abbildung 3-20 abgebildet. Egtesich, dass zwar Partikel erhalten
werden konnten, diese jedoch keine sphérische Rofmiesen. Die Struktur der Partikel,

wie sie vor allem auf Aufnahme B zu erkennen issi&ermuten, dass die Strukturen auf

den Aufnahmen aus Agglomeraten kleinerer Partikstdhen. Zudem lasst die Umgebung
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der Partikel auf Aufnahme A darauf schlieRen, ausist alle Rickstande des Ols bzw. des
Tensides entfernt werden konnten. Die Tatsaches diadz des Einsatzes, einer im
Verhéltnis groRen Menge Tensid, keine Partikel leghawerden konnten, die sich zum
Elektrospinnen einsetzen lassen und dass sich elasidlbei der Partikel Herstellung in
der wassrigen Phase befand, lielRen die auf diesseWergestellten Alginat-Partikel fur

die Immobilisierung von Bakterien in Polymerfasats wenig geeignet erscheinen.

Da mit den Partikeln aus PVA-Hydrogelen bereits ®&ial versprechendes System
vorhanden war, wurde an dieser Stelle auf eineenesitntersuchung des Alginat Systems
verzichtet. Dennoch stellt die Herstellung Bakterenthaltender Mikropartikel auf Basis
von Alginaten zur Verarbeitung aus Polymerlosundgén zuklnftige Arbeiten ein
interessantes System dar. Es muss allerdings teimativer Weg der Herstellung gewéahlt
werden. Insbesondere die Moglichkeit der erneutewl gezielten Freisetzung der
Bakterien aus den Partikeln kbnnte von gro3emdssar sein.

)
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Abbildung 3-20: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der AlgRartikel. Aufnahme A wurde bei
100-facher VergréRerung aufgenommen, Aufnahme BI0€0-facher.

3.3.9 Versuche mit Partikeln aus Agarose

Ein anderer Ansatz war die Herstellung der die Baéh enthaltenden Hydrogel-Partikel
bzw. Spharen direkt in der spater zu verspinnehésnong. Dies hatte den Vorteil, dass im
Vergleich zu den PVA-Hydrogel-Partikeln zwei zeftaéndige und zum Teil auch

problematische Schritte umgangen werden kdnntem £imen entfiele der langwierige
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Prozess des Ausfallens der Partikel und deren Befyevom anhaftenden Siliconél, zum
anderen mussten die Partikel nicht wieder resusednaverden, um sie in einer
Spinnlésung homogen zu verteilen. Sowohl bei dezniiung der PVA-Partikel vom
Silicondl, als auch bei deren Resuspendierung wusibveise ein Ultraschallbad

eingesetzt, was immobilisierten Bakterien event8eladen zufiigen kdnnte.

Als Material um die Hydrogel-Partikel bzw. Sphaiander zu verspinnenden Losung zu
erzeugen wurde Agarose ausgewahlt. Bei Agaroseeftagsl sich um ein Polysaccharid,
welches aus D-Galactopyranose und 3,6-Anhydro-laGapyranose aufgebaut ist. Die
beiden Monomere sind glycosidisch miteinander vedem. Agarose bildet den
Hauptbestandteil des Agar und ist ein starker Gkibr. Die Temperatur, bei der eine
Lésung von Agarose in Wasser geliert liegt unter’@0 Es ist somit also mdglich
Bakterien in eine solche Losung einzubringen undclduAbkihlen im Gel zu

immobilisieren.

Es wurde zunachst untersucht, ob es prinzipiell liddgwar, Bakterien enthaltende
Hydrogel-Partikel direkt in einer Polymerldsung hestellen, die spater versponnen
werden sollte. Hierzu wurde eine Losung von Agaiasé/asser hergestellt und auf eine,
fur Bakterien tolerierbare Temperatur abgekihltt Bgarose-Losung wurde Fluorescein-
Natriumsalz zugesetzt, um sie unter dem Mikroskop der Polymerldsung unterscheiden
zu konnen. Die Losung wurde in die ebenfalls temaper Losung eines Polymeren in
einem nicht wasser-mischbaren Losungsmittel eiragdttrund jeweils eine Minute mit
einem Hochgeschwindigkeits-Dispergierwerkzeug bdbln In einem ersten Versuch
wurde eine LOsung von Polyethylenoxid 900.000 inlo@iform betrachtet. Die

Zusammensetzung der Proben kann Tabelle 3-20 entearwerden.

Zunachst wurden hoher konzentrierte PEO-LOsungere alie Zugabe eines Tensides
bereitet. Die PEO-L6sungen wurden vor der Zugabé\darose-Losung jeweils auf 45 °C
vorgewarmt, um ein allzu schnelles Gelieren derrAga zu verhindern. Es zeigte sich
jedoch, dass nach der Zugabe der Agarose-Lésung dexd Anwendung des

Hochgeschwindigkeits-Dispergierwerkzeuges eine sefose Mischung erhalten wurde.

Auch konnte keine vollstandige Durchmischung defyferldsung mit der Agarose-
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L6sung erhalten werden. Dennoch war, wie in Ablnlgi3-21 dargestellt, die Bildung von
Agarose-Partikeln innerhalb der Polymerldsung zkemmen. Allerdings wiesen die

Agarose-Partikel eine breite GroRenverteilung anaf waren zum Teil sehr grof3.

Tabelle 3-20:Zusammensetzung der Proben zur PartikelherstelluRglymerldsungen. Die Konzentration
der verwendeten Agarose-Losung betrug 2,5 %.

Probe [PEO]/ % Tensid Polymerlésung : Agarose-Ldsog
MG190407a 4 - 13:1
MG190407b 2 - 13:1
MG200407 1 2 % Tweéng5 13:1
MG230407a 1 2 % Tweér85 13:1
MG230407b 1 3 % TweérB5 13:1
MG240407a 1 3 % Brij 35p 13:1
MG240407b 1 3 % Brij 78 13:1
MG240407¢c 1 39 13:1
MG240407d 1 4 % Tweér85 13:1

1: Polyethylenglycol-block-Polypropylenglycol-blo¢kelyethylenglycol

Abbildung 3-21: Agarose-Partikel in einem PEO-Film (MG190407) umézilicht (A) und UV-Licht (B).
Beide Aufnahmen zeigen die gleiche Stelle auf deb®.

Bei einer PEO-Konzentration von 1 % konnte zwareeDispersion erzeugt werden,
jedoch war diese nicht lange genug stabil, um \@msen werden zu kdnnen. Um dieses
Problem zu minimieren, wurde die PEO-Konzentratiaiter reduziert und verschiedene
nicht ionische Tenside in hohen Konzentrationemesetzt. Hierbei handelte es sich um
Tweerf 85, Brij 35p, Brij 78 und Polyethylenglycol-blo¢kelypropylenglycol-block-
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Polyethylenglycol. Es zeigte sich, dass sich digpBisionen mit steigender Konzentration
an Tensiden langsamer entmischten. Hierbei zeigteTaveerf 85 den anderen Tensiden
deutlich Uberlegen. Abbildung 3-22 zeigt Aufnahnmanes Films von MG200407 unter
dem Mikroskop. Im Vergleich zur tensidlosen Prob@&2M0401 in Abbildung 3-21 waren
die Partikel kleiner und schienen von ihrer GroBezum Verspinnen geeignet. Auch war

die Grol3enverteilung weniger breit.

[ | | |
50 um 50 um

Abbildung 3-22: Agarose-Partikel in einem PEO-Film unter Verwergleimes Tensides (MG200407) unter
Weildlicht (A) und UV-Licht (B). Beide Aufnahmen pein die gleiche Stelle auf der Probe. Die
eingeschlossenen Partikel sind deutlich zu erkennen

Die Tweerf 85 enthaltenden Proben MG230407a, MG230407b un@408&07d waren

Uber einen ausreichen langen Zeitraum stabil, wktrelversponnen werden zu kdnnen.
Allerdings lieferte nur die Probe mit dem geringsleensidgehalt Fasern. Die Ergebnisse
werden in Abbildung 3-23 veranschaulicht. Die Aufmeen A und B zeigen Fasern, die
aus MG230407a erhalten wurden. Im Gegensatz zurkase reinem PEO 900.000 sind

die erhaltenen deutlich weniger stabil und scheimeatem ineinander verlaufen zu sein.

Nach den Versuchen mit dem problemlos zu verspuererPEO wurde versucht, das
Konzept auf Polymere zu Ubertragen, die beim Varsgm zu wasserbestandigen Fasern
fuhren. Als Polymere wurden Polystyrol (PS) undyatbonat (PC) ausgewahlt, da beide
ebenfalls aus nicht wassermischbaren Lésungsmitteirsbesondere Chloroform
versponnen werden konnen. Die Vorgehensweise a@rent sich an der zuvor

beschriebenen. Die Zusammensetzung der ProbenTiedoatle 3-21 enthommen werden.
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Abbildung 3-23: Fasern von MG230407a unter Weildlicht (A) und UVHti¢B), sowie MG240407d unter
UV-Licht. MG230407a enthalt zwei Prozent Tween 88G240407d vier Prozent. Die Partikel auf
Aufnahme B scheinen sich zumindest teilweise ineten der Fasern zu befinden.

Tabelle 3-21: Probenzusammensetzung. Die Konzentration der velsten, mit Fluorescein versetzten
Agarose-Losung betrug 2,5 %.

Polymerlésung : Agarose-

Probe Polymer Losungsmittel Tweefi 85
Ldsung
MG260407 15% PS CHgl 0% 13:1
MG270407 15% PS CHgl 1% 13:1
MG110507a 15 % PC CH¢I 0% 27:1
MG110507b 10 % PC CHgl 1% 13:1
MG140507a 15 % PC Gal, 1% 271

Die Chloroform enthaltenden Polymerlésungen wurden der Zugabe der Agarose-
Lésung auf 45 °C temperiert. Bei der Dichlormettemhaltenden Polycarbonat-Losung

wurde auf eine Temperatur knapp unterhalb des Bigddes von 40 °C temperiert. Die
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Verarbeitung der Dichlormethan enthaltenden Losunagjedoch durch die Temperatur in
de Nahe des Siedepunktes allgemein problematisthesh der Zugabe der Agarose-
Lésung unter Anwendung des Hochgeschwindigkeitp&igierwerkzeuges konnten in
allen Fallen homogene Dispersionen erhalten werden,erst nach mehreren Stunden
Anzeichen einer Phasentrennung aufwiesen. Die Bigpen waren also fir eine
Verarbeitung durch Elektrospinnen ausreichend lasigdil. Es konnten hierbei keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Dispersipndie Tensid enthielten und
Dispersionen ohne Tensid festgestellt werden. Dieb&h wurden direkt nach ihrer
Herstellung versponnen und so auf ihre generelimltig zur Produktion von Fasern hin
Uberprift. Hierbei zeigte sich, dass die Polystyu@dungen deutlich bessere Ergebnisse
lieferten als die Polycarbonat-Lésungen. Die besHgebnisse der finf getesteten
Lésungen zeigte die Polystyrol-Lésung mit einemzer Tweefi 85 wahrend aus den
Polycarbonat-Losungen nur vereinzelt kurze Fasersatg erhalten werden konnten. Aus
diesem Grund wurden die weiteren Versuche mit Rgigsdurchgefihrt.

Erste Versuche des Verspinnens einer Polystyraoetiaa Losung mit MG260407 unter
den in Tabelle 3-22 aufgelisteten Bedingungen &rhaur Erkenntnis, dass ein Einbringen
von Agarose Partikeln in Fasern maoglich ist. Diesdvdurch Aufnahme A in Abbildung
3-24 verdeutlicht. Zwar sind die erhaltenen Fasettuesser im Verhaltnis zu den in den
Tropfen erkennbaren Agarose Partikeln zu geringdiese gut aufnehmen zu kénnen,
dennoch sind vereinzelt in die Faser inkorporieRartikel zu erkennen. Zur
Verdeutlichung dessen wurde vom entsprechenden chAogs der Fasermatte eine
Aufnahme unter UV Beleuchtung gemacht (Aufnahme Bljer sind leuchtende
Einschlisse in den Fasern auf3erhalb der Tropfearkzennen. Dieser Hinweis auf ein
maogliches Einbringen von Partikeln in Fasern nasdsat Methode konnte durch das
Verspinnen von MG270407 bestatigt werden. Die Emnggd® des Verspinnens dieser
Probe sind in Abbildung 3-25 dargestellt. Die Vemtungsparameter kbnnen Tabelle
3-22 entnommen werden. Aufnahme A in Abbildung 322t ein digitalmikroskopische
Aufnahme der erhaltenen Fasern. Der DurchmesseFakarn lag bei 1,9 £ 0,6 um. Sie
wiesen einen Durchmesser auf, der ausreichend @a&ofum Bakterien in Partikeln darin
einbringen zu kénnen. Zur Bestatigung dessen koaotd gewertet werden, dass die

Fasern auf Aufnahme A Verdickungen aufweisen ddéferm sich von der fur Beads
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ublichen unterschied. Auch wies MG270407 im Gegenza MG260407 keine Tropfen
der Spinnlésung auf der Fasermatte auf. Um die limkeung der Agarose-Partikel zu
untersuchen, wurden auch bei dieser Probe lichtskapische Aufnahmen unter
Weildlicht und UV-Licht gemacht. Es handelt sichrb& um die Aufnahmen B und C in
Abbildung 3-25. Auf Aufnahme B sind wie auf der ithdmikroskopischen Aufnahme A
wieder Verdickungen innerhalb der einzelnen Fagararkennen. Dass es sich hierbei um
immobilisierte Agarose-Partikel handelte, konntectidie unter UV-Licht aufgenommene
Aufnahme B bestatigt werden. Vergleicht man diedeéei Aufnahmen, die den gleichen
Ausschnitt der Fasermatte zeigen, so erkennt nmass és sich bei den Verdickungen um
in die Faser inkorporierte Agarose-Partikel haredeltDie Durchmesser der
eingeschlossenen Agarose-Partikel waren mit memrgtierometern ebenfalls in einem

fur das Aufnehmen von Bakterien geeigneten Bereich.

Tabelle 3-22: Verarbeitungsbedingungen des Verspinnens. Die Tehpebetrug 25 °C, die relative
Luftfeuchtigkeit 50 %.

Probe E/kV Abstand / cm Durchfluss / cmih?
MG260407 25 25 0,52
MG270407 25 25 0,52

Abbildung 3-24: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Probe MG260407eurwWeildlicht (A) und UV
Beleuchtung (B). Die leuchtenden Punkte in den few@auf Aufnahme B verdeutlichen die Partikelbildun
Vereinzelt sind Partikel als leuchtende Verdickumgeden Fasern zu erkennen.

Nach diesen Versuchen wurde in einem néchsten tScas direkte Einbringen von

Bakterien aus einer Polystyrol-basierten SpinnlgsarFasern untersucht. Die Herstellung
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der Spinnlésung erfolgte analog der zuvor angeveantitethode unter Verwendung des
Tensides Tweéh 85 in der Polymerlésung. Die Bakterien der Micrococcus luteus
wurden vor der Herstellung der zu verspinnendenp@sson in die Agarose-Losung
eingebracht. Verwendet wurde hierzu eine 48 Stunddtur in flissigem Nahrmedium,
die zu gleichen Teilen mit zuvor auf 40 °C tempeeie Agarose-LAosung versetzt wurde.
Die genaue Probenzusammensetzung kann Tabelle 8r2B8ommen werden, die

Bedingungen des Elektrospinnens Tabelle 3-24.

AN /a0 ) W4

} o\
7 Lens:X 1000%
N / U\
7 \ |
&7 / ) A

Abbildung 3-25: Aufnahmen der Probe MG270407. Digitalmikroskopig#), lichtmikroskopisch unter
Weilllicht (B) und unter UV-Beleuchtung (C). Deutlisind in den im Gegensatz zu MG260407 deutlich
dickeren Fasern inkorporierte Partikel zu erkenerinahme C bestétigt, dass es sich bei den Veudipin
um Agarose-Partikel handelt.

Gesponnen wurde sowohl auf Aluminiumrahmen, alshaacf Objekttrager. Die
erhaltenen Fasern wurden licht- und rasterelektmomiaoskopisch untersucht. Die

Aufnahmen sind in Abbildung 3-26 dargestellt.
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Tabelle 3-23: Probenzusammensetzung. Die Konzentration der veleten, mitM. luteus versetzten
Agarose-Losung betrug 1,25 %.

Probe Polymer  Loésungsmittel Tweefi 85 Polymerldsung : Agarose-Losung

MG140507b 15 % PS CHgI 1% 13:1

Tabelle 3-24:Bedingungen des Verspinnens von MG140507b. Die Eeatpr betrug 24 °C, die relative
Luftfeuchtigkeit 53 %.

Probe E/kV Abstand / cm Durchfluss / cmih?

MG140507a 25 24 0,52

Lens:X 4000
150.00 um/di

p 10.00 um/di

10 um

o ————— I
918389 5.8 kV X4.800K 7.50+rm 18299 5.8 kV X11.8K 2.73rm

Abbildung 3-26: Digitalmikroskopische (A, B) und rasterelektronekroskopische (C, D) Aufnahmen von
MG140507a. Auf den Aufnahmen A und B sind in derdfa eingeschlossene Partikel als Verdickungen zu
erkennen. Die Aufnahmen C und D zeigen Defektstaheden Fasern, bedingt durch ein Austrocknen und
Schrumpfen der Partikel im Vakuum.

Der Durchmesser der Fasern lag im Bereich von 7 Auf den Aufnahmen A und B
sind wie auf der Aufnahme A in Abbildung 3-25 voroBe MG270407 die Verdickungen
zu erkennen, die die Agarose-Partikel enthieltauf. den rasterelektronenmikroskopischen
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Aufnahmen C und D sind diese Verdickungen nicht mmherkennen. An ihrer Stelle
zeigten die Fasern lochartige Defekte. Diese Defk&hnten auch in den Fasern der Probe
MG270407 nachgewiesen werden, die keine Baktemémeadt. Die Ursache hierfir ist in
der Probenvorbereitung der Elektronenmikroskopiswuthen. Die Proben wurden hierbei
einem Vakuum ausgesetzt, das das in den Agarosigdhaenthaltene Wasser verdunsten
lie und so zu einer Starken Schrumpfung der Rdrtiihrte. Eine Separation der
Agarose-Partikel von der Polymerlosung wahrend ®esspinnens kann praktisch
ausgeschlossen werden, da auch bei intensiver Sigthmehreren Proben keine Partikel

aulRerhalb der Fasern nachgewiesen werden konnten.

Um auf ein Vorhandensein lebender Bakterien hitesten, wurden Teile der Faservliese
auf Agarplatten gegeben und Uber mehrere Tage iekuldllerdings war bei keiner der
Proben ein Wachstum voW. luteusfestzustellen. Es muss jedoch festgestellt werdass
dies kein eindeutiger Nachweis fir das AbsterbanBadterien innerhalb der Fasern sein
kann. Der Grund hierfur ist, dass die Partikel w$iehtlich komplett durch eine Schicht
aus Polystyrol verdeckt wurden. Wirden Teile deatilkad an der Oberflache der Fasern
liegen, so hatte bei den Untersuchungen durch idrtmikroskopischen Methoden ein
Schrumpfen der Partikel durch Verdunstung von Wasskennbar sein mussen, was
jedoch bei keiner der untersuchten Proben der Wwail Aus dem Faktum, dass kein
Wasser die Partikel verlassen kann, kann geschlogseden dass es der Nahrstoffe
enthaltenden Flissigkeit aus den Agarplatten ebemiight méglich war zu den Bakterien
in den Partikeln zu gelangen. Da sich die Bakterjedoch in Abwesenheit von
Nahrstoffen nicht vermehren konnten, kam es zuekekreisetzung und somit auch zu
keinem Wachstum auf der Agarplatte. Es stand jedieider keine geeignete Methode zur
Verfigung, um die Partikel wieder von den Faserrireanen, ohne die Bakterien durch
die Trennmethode abzutdten. Eine eindeutige Ausegeéiglich des Uberlebens oder

Absterbens voM. luteusin Fasern aus Polystyrol war somit nicht méglich.

Dieser Ansatz wurde im Laufe der weiteren Arbeitms mehreren Grinden nicht
weiterverfolgt. Eine Ursache war die Verwendung ésungsmitteln wie Dichlormethan
und Chloroform, die sich zu geringen Anteilen mita¥¥er mischen. So l6sen sich

beispielsweise 20 g Dichlormethan und 8,2 g Chtorof in einem Liter Wasser bei
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20 °C™®1 Es kann also nicht ausgeschlossen werden, das«afieentration dieser
Losungsmittel in den Agarose-Partikeln eine Konmdin erreicht, die von einigen
Mikroorganismen nicht toleriert werden kann. Chformm gilt als stark Wasser
gefahrdend, beispielsweise ist bereits eine Komagoh von 125 mg T fir das
Bakterium Pseudomonas putidaddlich, der EGy, Wert fur Belebtschlamm betragt
1010 mg L in drei Stundef® Auch ist das System der PVA-Partikel im Gegengatz
den Agarose-Partikeln fir Losungsmittel wie Ethagekignet, die beim Verspinnen von
Polymeren mit einer gewissen Durchlassigkeit fursgéa zum Einsatz kommen, zu
nennen ware hier beispielsweise Polyvinylbutyrah \Eeiterer eventueller Nachteil ist die
Tatsache, dass die in den Fasern inkorporierterrosgaPartikel immer noch grol3ere
Mengen Wasser enthalten, was sich negativ auf dieehserwartung auswirken konnte.
Der gewichtigste Grund fiir die Aufgabe dieses Systeind den vollstandigen Wechsel
zum PVA System war jedoch die festgestellte Schukanng der PVA-Partikel gegen ein
breites Spektrum an Lésungsmitteln wie sie beinktdspinnen zum Einsatz kommen.

Dennoch bietet auch dieses System einige interess@&nsatzpunkte fir zukinftige
Untersuchungen, da durch die Verwendung wassegbalfPartikel beispielsweise kein
Quellen der Partikel in den Fasern stattfinden kann

3.3.10 Immobilisierung von PVA Partikeln in Polymer  fasern durch

Elektrospinnen

Nachdem sich die Partikel aus PVA Hydrogelen algudgeeignet erwiesen hatten,
verschieden Arten von Bakterien darin einschlief®g vor dem Einfluss diverser
Losungsmittel schitzen zu kénnen, wurden erste Meies unternommen diese Partikel

durch Elektrospinnen in wasserbestandige Faserulgimgen.

In einem ersten Versuch wurde gestestet, ob PVArbfeal-Partikel in Fasern aus
Polyvinylbutyral (PVB), einem Polymeren mit bekagmt guten Spinneigenschaften,
eingebracht werden konnten. Die verwendeten Parékthielten zunachst noch keine
Bakterien. Hierzu wurden zunéachst die Partikel Awmfbrechen grol3erer Agglomerate in
einem Achatmorser vorbehandelt, anschlie3end nhiarietl versetzt und mit Hilfe eines
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Ultraschallbades aufgeschlammt. Hiernach erfolggeZdgabe des Polymeren. Die genaue
Zusammensetzung der Probe kann Tabelle 3-25 enteommverden. Die

Verarbeitungsbedingungen finden sich in Tabell&3-2

Tabelle 3-25:Zusammensetzung der Probe MG080307 und erwarteteil Aler PVA-Partikel
in den fertigen Fasern.

Probe Ethanol PVB PVA-Partikel Anteil PVA-Partikel an Faser
MG080307 0,85¢ 0,159 18 mg 11 %

Tabelle 3-26: Verarbeitungsbedingungen der Probe MGO080307. DimpEeatur betrug
20 °C, die relative Luftfeuchtigkeit 55 %.

Probe E/kV Abstand / cm Durchfluss / cmih?
MG080307 25 20 0,85

Gesponnen wurde auf Glasobjekttrager fur digitatogkopische und Aluminiumfolie far
rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen.ADimahmen sind in Abbildung 3-27
wiedergegeben. Untersuchungen der Fasern, die derohVerspinnen der Probe mittels
eines Digitalmikroskopes durchgefiihrt wurden zeigkasern, die auffallige Strukturen
aufwiesen, wie auf den Aufnahmen A und B zu erkeanieée Fasern, deren Durchmesser
im Bereich von 160 nm lag, wiesen Verdickungen minegelmaRigen Abstanden auf, die
von runden Objekten im Faserinneren herzurihrenieseh. Es war somit
unwahrscheinlich, dass es sich bei diesen Verdgdmmum Beads handelte, da diese eine
als spindelférmig zu beschreibende Struktur aufereisnd in regelmalRligeren Abstanden
auftreten. Zum Vergleich ist in Abbildung 3-28 aAlufnahme A eine Probe von
elektroversponnenem Polyvinylchlorid wiedergegelitia,eine grol3e Anzahl von Beads
aufweist. Vergleicht man diese Aufnahme mit MGO0803G0 ist ein deutlicher
Unterschied zu erkennen. Zur Bestatigung dieseelinigse wurden die Aufnahmen C und
D mit dem Rasterelektronenmikroskop angefertigtt Aufnahme C sind bei 2000-facher
VergroRerung, wie bei den optischen Aufnahmen dezdikungen in den Fasern zu
erkennen. Aufnahme D zeigt eine VergréRerung esmchen Verdickung. Um die
Moglichkeit eines Vergleiches zu bieten, ist auffdahme B in Abbildung 3-28 die
rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines PYAHkels nach dem Ausfallen in
Aceton wiedergegeben. Die charakteristische Besafiadéit der Oberflache der PVA-
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Partikel fand sich in der Verdickung in der Fases aler Probe MG080307 wieder.
Anhand der Mikroskopischen Aufnahmen konnte an edieStelle davon ausgegangen
werden, dass es sich bei den Verdickungen in deserRatatsachlich um die
eingeschlossenen PVA-Partikel handelte. Ein waiteliaweis darauf war die Tatsache,
dass bei keiner Probe Partikel aul3erhalb der Fésstgestellt werden konnten.

A B T \
:b*-_» - Lens:x 5000 , ’1 XOOQ

L
A 10 pm

N

\ =

I
14777 S.8 kV X18.08K 1.67rm

L) 1 |
14781 S.080 kV X2.8080K 15.0rm

Abbildung 3-27: Digitalmikroskopische (A, B) und rasterelektronekroskopische (C, D) Aufnahmen von
MGO080307. Erkennbar sind die PVA-Partikel in denBPNasern. Es wurden Partikel ohne Bakterien
verwendet.

Neben den Untersuchungen mit Polyvinylbutyral wursgsucht die PVA-Partikel in
weitere elektroverspinnbare Polymere einzubringéis ein biologisch abbaubares
Polymer wurde Polygfcaprolacton) ausgewahlt. Hierbei war die Vorgehense analog
der beim PVB angewandten. Als Ldsungsmittel kam &gmisch von Methanol mit
Chloroform im Verhéltnis 1:3 zum Einsatz. Nach démfschlammen der Partikel im
Lésungsmittelgemisch, wurde die Konzentration dely-caprolacton)-Losung auf eine

Konzentration von 30 % eingestellt. Die Losung veufzki einer Spannung von 15 kV,
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einem Elektrodenabstand von 17 cm und einer Durskfate von 4,33 mL hversponnen.
Die Probe tragt die Bezeichnung MG100408a, das l#igewird in Abbildung 3-29

veranschaulicht.

(&
814756 18.0kV X18.80K 3.80rm

Abbildung 3-28: Digitalmikroskopische Aufnahme zur Verdeutlichurgsdypischen Aussehens von Beads
am Beispiel von Polyvinylchlorid (A). Rasterelekienmikroskopische Aufnahme von PVA-Partikeln und
ihrer charakteristischen Oberflachenstruktur (B).

830784 5.é kV X18.8K 3.080rm

Abbildung 3-29: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von MG0884 Es handelt sich um PVA-
Partikel in PCL-Fasern. Aufnahme A zeigt die Prdim 1000-facher VergréRerung, Aufnahme B eine
Verdickung in einer Faser bei 10.000-facher Vergrafig.

Wie auf Aufnahme A in Abbildung 3-29 zu erkennenvgeisen die erhaltenen Fasern eine
grol3e Streuung ihres Durchmessers auf. Auch waistilgerwiegender Teil der Fasern
einen Durchmesser im Bereich von mehreren Mikromeaef, der somit relativ hoch ist.
Aufnahme B zeigt einen vergrol3erten AusschnittFesermatte. Hier ist eine Verdickung
zu erkennen, wie sie einem eingeschlossenen Hadikgeordnet werden kann. Die
Oberflachenstruktur der Verdickungen reflektieriazwlie Struktur der PVA-Partikel nicht
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in gleichem Mal3e wie bei der Verarbeitung aus Pd¥&noch kann auch hier wieder
davon ausgegangen werden, dass es sich um eingesaid Partikel handelt. Ein weiterer
Hinweis ist auch hier wieder das Fehlen von PdrileuRerhalb der Fasern auf allen

Aufnahmen.

Das Verspinnen mit Polyvinylbutyral und Palygaprolacton) lieferte starke Hinweise auf
den Einschluss der PVA-Partikel innerhalb der FasBennoch handelte es sich hierbei
nicht um einen eindeutigen Beweis. Um diesen zuriregbn wurden Versuche

Unternommen, die Partikel innerhalb der Faserneritig sichtbar zu machen.

In einem ersten Ansatz wurde hierzu versucht dasPautikelherstellung verwendete
Polymere Polyvinylalkohol vor der Verarbeitung zuVARPartikeln mit einer
Funktionalitdt auszustatten, die bei der Beleudptomt UV-Licht eine eindeutig vom
Material der ungebenden Faser zu unterscheidenaedsizenz zeigte. Aus diesem Grund
wurde der Polyvinylalkohol mit Fluoresceinisothiacpt (FITC) modifiziert, um die
erwahnte fluoreszierende Eigenschaft einzufihréMCFemittiert bei Anregung griines
Licht (518 nm). Aus dem so modifizierten PVA wurdenter Anwendung der Methode
des Einfrierens und Auftauens Partikel hergesteltt zusammen mit PolxCaprolacton)
versponnen. Die Probe tragt die Bezeichnung MG2284Die Verarbeitungsbedingungen
wie Losungsmittel, Konzentration der Losung und aR@eter des Spinnprozesses
entsprachen den im Zusammenhang mit Probe MG100d8dehriebenen. Gesponnen
wurde auf Objekttrager aus Glas. Die erhaltenerefrasiurden lichtmikroskopisch bei
Beleuchtung mit Weil3licht und UV-Licht untersucBie Aufnahmen sind in Abbildung
3-30 zu finden. Aufnahme A zeigt Fasern bei Beléwofp mit Weildlicht. Etwa in der
Mitte des Bildes ist eine Verdickung zu erkennenje wsie auch auf der
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahme B in Adioilg 3-29 zu sehen ist. Aufnahme
B zeigt den gleichen Ausschnitt aus der Fasermjatiech bei Beleuchtung mit UV-Licht.
Es ist deutlich zu erkennen, dass die Verdickumg atarke Fluoreszenz zeigte, nicht
jedoch die restliche Faser. Um diesen Sachverhalt verdeutlichen wurde eine
Uberlagerung der beiden Bilder angefertigt, sigdinsich auf Aufnahme C. Es ist klar zu

erkennen, dass es sich bei dem fluoreszierendekt lrum die Verdickung in der Faser
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handelte. Somit kann an dieser Stelle der Bewaisdiracht gesehen werden, dass die
Partikel beim Verspinnen tatsachlich in den Fagamobilisiert wurden.

In den zuvor durchgefihrten Versuchen konnte naglegen werden, dass die
hergestellten PVA-Partikel in der Lage waren Bakter gegen eine Reihe von
Losungsmitteln zu schitzen. Zudem waren die Partikeim Verspinnen mit
Polymerlésungen auf Basis eben dieser Losungsniittdhneren der Fasern lokalisiert.
Der nachste Schritt war nun das Verspinnen vonikeanrt die bei ihrer Herstellung mit

Bakterien beladen worden waren, um auf diese Wemsserbestandige Faservliese zu

erhalten, die innerhalb der Fasern lebende Baktemn¢hielten.

50 um

Abbildung 3-30: Lichtmikroskopische Aufnahmen von PVA-Partikeln am$ FITC modifiziertem PVA in
PCL-Fasern (MG220408a). Beleuchtung mit WeiRli&)t UV-Licht (B) und eine Uberlagerung der beiden
Aufnahmen (C).

Es wurde zunéchst der Versuch unternomnménuteusbeladene PVA-Partikel in Fasern

aus Polyvinylbutyral zu immobilisieren. Die verweten PVA-Partikel der Probe
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MGO011007a wurden nach der Methode des wiederhdi®rfrierens und Auftauens
hergestellt. Die Probenzusammensetzung kann TaBellé entnommen werden. Die
Partikel wurden direkt nach dem Ausféllen in Acetord anschlieRender Trocknung an
der Luft zur Praparation der Spinnldsung verwenDetse erfolgte durch Aufschlammen
der Partikel im Loésungsmittel Ethanol unter Anwemnglu von Ultraschall und
nachfolgender Zugabe einer konzentrierten Losung Rolyvinylbutyral in Ethanol. Die
Zusammensetzung der Probe MG011007b ist in TaBel@ wiedergegeben. Gesponnen
wurde auf Aluminiumfolie und auf Aluminiumrahmen.ieDSpannung lag hierbei bei
25 kV bei einem Elektrodenabstand von 20 cm. Diecbilussrate lag im Falle der
Aluminiumrahmen bei 0,34 mL hund beim Spinnen auf die Aluminiumfolie bei
0,85 mL H".

Tabelle 3-27:Probenzusammensetzung der Partikel. Verwendet vaingePVA 56-98 Losung mit 10 %.

Probe Bakterium  Menge PVA-Lsg. Menge Sediment Dispgieren

MGO011007a M. luteus 3,80 0,59 10.000 U minfiir 15 min

Tabelle 3-28:Probenzusammensetzung der Spinnlésung.

Probe Ethanol 15 % PVB PVA-Partikel Anteil PVA-Partikel an Faser
MG011007b 0,33 ¢g 0,67 g 30 mg 22 %

Unmittelbar nach der Herstellung wurden Proben eenaltenen Faservliese auf
Nahrmedium in Form von Agarplatten aufgebracht wed 37 °C im Brutschrank

inkubiert. Die auf die Aluminiumrahmen aufgesporgrenind somit von beiden Seiten frei
zuganglichen Faservliese wurden in flissiges Nadmwme in 100 mL

Schraubdeckelglasern gegeben und ebenfalls belC3icht schittelnd inkubiert. Nach
zwei Tagen war auf den Agarplatten ein deutlichexNgtum von Bakterien zu erkennen.
Das flussige Nahrmedium zeigte Bakterienwachstunchdieine starke Tribung der

Losung an. In Abbildung 3-31 ist eine solche Agattel abgebildet.

Die Bakterien konnten durch Farbe, Geruch und Aweseunter dem Mikroskop als

M. luteusidentifiziert werden.
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Die Tatsache, dass die Fasermatte in der Lage aufirder Agarplatte Wachstum von
M. luteus hervorzurufen zeigte, dass die Bakterien den Psozis Herstellung des
Faservlieses Uberlebt hatten. Betrachtet man dexffabhe der Agarplatte in Abbildung
3-31 an der Stelle, an der eine Probe des Vliesels der Inkubation abgenommen wurde,
so erkennt man, dass das Wachstum der Bakterienhaitth des Vlieses recht gleichmaliig
ist. Dies kann als Hinweis darauf gewertet werdiass das Bakterienwachstum an vielen
Stellen gleichzeitig induziert wurde, was bedeutietss viele Bakterien Uberlebt hatten.
Gleichzeitig bedeutet das starke Wachstum jedoch,adass die Bakterien anscheinend
relativ leicht aus den Fasern austreten konnters diasem Grund wurde die von der

Agarplatte abgenommene Probe rasterelektronennkibposch untersucht.

Abbildung 3-31: Auf Agarplatte aufgebrachte Proben
von MG011007b nach der Inkubation. Die rechte Probe
wurde von der Agar-Oberfliche abgenommen.
Wachstum vomM. luteusist deutlich zu erkennen.

Aufnahme A in Abbildung 3-32 zeigt einen Ausschndes auf Aluminiumfolie
gesponnenen Faservlieses vom MG011007b direkt aachlerstellung. Deutlich sind die
in den Fasern immobilisierten PVA Partikel zu erkem Die Fasern der Probe wiesen eine
relativ breite Verteilung des Durchmessers aufpgddwaren auf keiner der Aufnahmen
Beads zu erkennen. Auch schien die Probe frei vescBadigungen, wie Lochern oder
verklebten Bereichen zu sein, die durch auf beratgestellte Fasern auftreffende, nicht
getrocknete Spinnlésung verursacht werden konnerf. Aufnahme B ist der dichte
Bewuchs des Faservlieses mit Bakterien zu erkenben Bakterien bedeckten die der

Agar-Oberflache zugewandte Seite der Probe naheltstdndig. Aufgrund des starken
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Bewuchses lie3 sich an dieser Stelle keine naharssage Uber den Zustand des
Faservlieses machen. Bei genauerer BetrachtungBd&terien sind Strukturen wie
Tetraden zu erkennen, die fur die Bakterien derMurtluteustypisch sind. Es lag also
neben den lichtmikroskopischen Beweisen und deemkkinen Erscheinungsbildes auch

eine rasterelektronenmikroskopische Bestatigundddstitat der Bakterien vor.

Abbildung 3-32: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von MGOZIbGdirekt nach dem Verspinnen
(A) und nach der Inkubation auf der Agarplatte (Bifnahme B zeigt die der Agarplatte zugewandt¢eSei
der Probe mit anhaftenden Bakterien.

In Abbildung 3-33 sind Aufnahmen zu sehen, die wien auf Aluminiumrahmen
gesponnenen Faservliesen nach der Inkubation ssiffédm Nahrmedium angefertigt

wurden.

‘1 ’ / J {
) J W

25284 10.08kV X5.80K 6.808rm

K RN 2 ) :
p25282 108.0kV X600 SB8.08rm

Abbildung 3-33: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der aufmfdiumrahmen gesponnenen
Proben von MGO011007b nach der Inkubation in fliessig Nahrmedium. Aufnahme A zeigt die
Probenoberflache bei 600-facher Vergrof3erung, Litichder Oberflache sind gut zu erkennen, AufnalBme
zeigt den markierten Bereich bei 5000-facher Vdbgring.
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Wie auf Aufnahme A zu erkennen ist, war der Bewudes Probenoberflache mit
Bakterien hier weit weniger ausgepragt. Allerdimgseine Reihe Loch-artiger Strukturen

im Faservlies zu erkennen, die wahrend der Inkabantstanden sein mussten.

Keine der untersuchten Proben von MGO011007b zeigiartige Strukturen vor der
Inkubation. Auf Aufnahme B ist der auf Aufnahme Aarkierte Bereich nochmals
vergroRert abgebildet. Es ist zu erkennen, dasStiékturen nicht durch eine Zerstérung
der Fasern entstanden, diese also nicht abgebademwielmehr scheinen die Fasern auf
dem Bild bewegt worden zu sein. Da der Durchmesker Locher durchaus in der
GroRRenordnung gequollener PVA-Partikel liegt, kdamon ausgegangen werden, dass die
Partikel in den Fasern bei Kontakt mit der Nahrhigsquollen und die umgebenden Fasern
des Vlieses dabei verdrangten. Das gesamte Visheint auf Aufnahme B wesentlich
kompakter, als auf Aufnahme A in Abbildung 3-32eBiist zum einen auf ein leichtes
Quellen der Polyvinylbutyral-Fasern und zum andemah die Ausdehnung der Partikel
innerhalb des Vlieses zurtickzufiihren. Da die Rdstegequollenen Partikel durch die
Messmethoden bedingte Probenpréparation nicht sériasrden konnten, wurde nach
weiteren Hinweisen bezlglich des Einflusses qudfenPartikel auf die Faservliese
gesucht. Die Ergebnisse finden sich in Abbildurigg3-

Die Aufnahmen A und B zeigen Details der Fasern W®011007b direkt nach der
Faserherstellung. Deutlich sind die eingeschlossePartikel verschiedener Grofie zu
erkennen. Sowohl Aufnahme C, als auch Aufnahme iBeredie Fasern, nachdem sie in
flissigem Nahrmedium inkubiert worden waren. In demsern waren, wie auf den
Aufnahmen zu erkennen, Defekte aufgetreten. Dieerfawiesen teilweise grof3e, nach
aul3en offene Hohlrdume auf. Die Struktur der Randieser Hohlraume legt die
Vermutung nahe, dass sich die Partikel im Inneren BHasern ausgedehnt hatten.
Gleichzeitig erschien die Oberflache der Faserndemn Kontakt mit dem wasserhaltigen
Nahrmedium als sehr glatt, wahrend sie nach derm&tpn zahlreiche kleine Locher
aufwies. Die wahrscheinlichste Ursache dieser Loshed kleinere Partikel, die im Zuge
des Verspinnens vollstandig in die Faser eingessblo wurden und beim Kontakt mit

Wasser ebenfalls die Oberflache durchbrochen hatten
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Nachdem der Beweis erbracht worden war, dass esliamogt M. luteus durch
Elektrospinnen einer ethanolbasierten Polyvinylbalty 6sung in wasserbestandige Fasern
einzubringen, wurde versucli, coli enthaltende Partikel ebenfalls zu verspinnen. ia d
Vorversuche ergeben hatten, dass die Partikel dréen centhaltenen Bakterien gegen
Ethanol nur eine begrenzte Zeit schitzten, wurdezdiverspinnende Losung unmittelbar
vor dem eigentlichen Spinnvorgang hergestellt, uenkibntaktzeit der PVA-Partikel mit
dem Ethanol auf ein Minimum zu beschranken. BeiHienstellung der Probe MG161007
wurde analog der Probe MGO011007b vorgegangen. B¥arspinnen wurde eine
Spannung von 25 kV bei einem Elektrodenabstand2@eom angelegt. Als Durchflussrate
wurde 0,85 mL H gewéhlt. Gesponnen wurde auf Aluminiumfolie. Dissammensetzung
der verwendeten PVA-Partikel MG101007 ist in Tabed-29 wiedergegeben, die der
Probe MG161007 in Tabelle 3-30.

25186 18.8kV Xlo.

- y
E—— ¥ ——
251708 10.0kV X20.0K 1.58sm 25178 1P.0kV X208.0K 1.58sm

Abbildung 3-34: Detailaufnahmen von Fasern aus MG011007b. Die Aufrem A und B wurden vor dem
Kontakt mit dem Nahrmedium gemacht, die Aufnahmam@ D danach.
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Tabelle 3-29: Probenzusammensetzung der Partikel. Verwendet weirde wassrige PVA 56-98 Ldsung
von 10 %.

Probe Bakterium  Menge PVA-Lsg. Menge Sediment Dispgieren

MG101007 E. coli 3,59 0,59 10.000 U minfir 15 min

Tabelle 3-30:Probenzusammensetzung der Spinnlésung.

Probe Ethanol 15 % PVB PVA-Partikel Anteil PVA-Partikel an Faser
MG0161007 0,33 ¢g 0,67 g 30 mg 22 %

Die Probe wurde in zwei Teile aufgeteilt und einl &af einer Agarplatte, der andere Tell
in einem flissigen Nahrmedium bei 37 °C inkubiEd.konnte Bakterienwachstum auf der
Agarplatte und eine Tribung des flissigen Nahrnmeditestgestellt werden. Die ldentitat
von E. coli konnte durch Farbe, Geruch und mikroskopische gabhungen bestatigt
werden. Die Beobachtungen zeigten deutlich, dassoli wie M. luteusin der Probe

MGO011007b in der Lage war die Fasern zu verlassen.

Beide Bakterienarten konnten durch das gemeinsaemsp\inen Bakterien enthaltender
PVA-Partikel mit einer Polyvinylbutyral-L6sung nichn einer Weise immobilisiert
werden, dass sie zwar Zugang zu Nahrstoffen hatienFasern jedoch nicht verlassen
konnten. Dennoch kann an dieser Stelle festgestaditden, dass es moglich war,
Bakterien der ArterEscherichia coliund Micrococcus luteusdurch Elektrospinnen in

wasserbestandige Fasern einzubringen.

In einem néchsten Schritt sollte nun die Immolelishg in Polymerfasern aus weiteren
Materialien untersucht werden. Es wurden hierzu Badymere ausgewahlt, die sich aus
Loésungsmitteln bzw. Ldsungsmittelgemischen versginmassen, die Polyvinylalkohol
weder quellen noch l6sen. Hierbei handelte es wialPolyg-caprolacton), Poly(L-lactid)

und Polystyrol.

Der erste Versuch bestand im Einbringen Jdn luteus enthaltenden Partikeln in
Polystyrol. Eingesetzt wurden die PVA-Partikel d&harge MGO011007a, deren
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Eigenschaften Tabelle 3-27 entnommen werden konnenTabelle 3-31 ist die
Zusammensetzung der Probe MG021007 wiedergegeben.

Gesponnen wurde auf Aluminiumfolie und Aluminiummadm bei einer Spannung von
25 kV, einem Elektrodenabstand von 20 cm und dinechflussrate von 0,51 mL*hEs
wurden Proben auf Agarplatten aufgebracht, sowilissiges Nahrmedium gegeben und
bei 37 °C inkubiert. Es zeigte sich Wachstum auf dgarplatten und eine Tribung des
Nahrmediums. Die Bakterien konnten &ls luteusidentifiziert werden. Die Bakterien
waren demnach in der Lage die Verarbeitungsbedopgurzu Uberstehen und aus den
Fasern heraus Wachstum zu induzieren. Allerdinggesich auch in diesem Fall wieder,
dass die Bakterien in der Lage waren an mehrergfeStaus dem Faservlies auszutreten,
was aus der Bildung von Kolonien unterhalb der gésa Probe auf der Agarplatte
geschlossen werden konnte. Aufnahme A in AbbildB+8p zeigt die Kolonien nach dem
Abnehmen des Faservlieses. Dies war insofern engthuals dass erwartet worden war,
dass die inkorporierten Partikel vollstandig mibhei Schicht aus Wasser abweisendem
Polystyrol Gberzogen waren. Bei dem weil3lich erswrelem Bewuchs am linken Rand
des vonM. luteusbewachsenen Bereiches, sowie am linken Rand dearpfedte handelte
es sich um eine Kontamination, welche bei der Reijpen der Agarplatte mit der Probe
auf diese gelangte. Es wurden eine Reihe Aufnahmedem Rasterelektronenmikroskop
angefertigt, eine Auswabhl ist in Abbildung 3-35 glstellt.

Tabelle 3-31: Zusammensetzung der Probe MGO021007a. Die resulterePolystyrol-
Konzentration in der Spinnlésung betrug 12,8 %.

Probe CHCl, 15 % PS PVA-Partikel Anteil PVA-Partikel an Faser
MG021007a 0,33¢g 0,67 g 19 mg 4,6 %

Die Aufnahmen B und C zeigen Partikel, die in eif@lystyrol-Faser lokalisiert sind.
Betrachtet man die Polystyrol-Schicht auf den Reli etwas genauer, so scheint diese
kreisrunde Defekte aufzuweisen. Auf Aufnahme Czislem ein Riss zu erkennen, der
durch den Defekt in der Mitte des Bildes hindurchw. von diesem auszugehen scheint.
Aufnahme D zeigt die besonders porose Oberflacher eanderen Verdickung in einer

Faser als Detailaufnahme. Die gesamte Oberflach&/eelickung war mit einer grof3en
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Anzahl Locher in geringem Abstand tUberzogen. Esikdso davon ausgegangen werden,
dass zumindest ein Teil der immobilisierten PVAtRRat mit Feuchtigkeit aus den
Nahrmedien in Kontakt kam, wodurch die Partikel Igpre und Bakterien freisetzen
konnten.

Neben Polystyrol wurdem. luteus enthaltende PVA-Partikel auch in Poly(L-lactid)
(PLLA), einem bioabbaubaren Polymeren eingebrackfierwendet wurde das

Losungsmittel Dichlormethan. Die Vorgehensweisespaich den vorangegangenen
Versuchen. Die genaue Zusammensetzung der Probel®2088 kann Tabelle 3-1

entnommen werden. Gesponnnen wurde mit einer Spgnnon 25 kV, einem

Elektrodenabstand von 20 cm und einer Durchflussran 0,85 mL H. Gesponnen wurde

auf Aluminiumfolie.

. ]
25128 18.08kV X186.080K 3.80rm

é o
Bes5S124 18.8kV X13.8K 2.31#m 25118 18.8kV X40.

Abbildung 3-35: Von MG021007a auf Agarplatte verursachtes Bakterémmstum (A),
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von iny&tgiol-Fasern eingeschlossenen Partikeln (B, C)
sowie der Struktur einer Partikeloberflache (D).
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Tabelle 3-32:Zusammensetzung von MG010208.

Probe CH,CI, PLLA PVA-Partikel Anteil PVA-Partikel an Faser
MG010208 1,84 ¢ 0,16 g 30 mg 16 %

Die Ergebnisse sind in Abbildung 3-36 durch rasédteonenmikroskopische Aufnahmen
dokumentiert. Aufnahme A zeigt einen Ausschnitt desn Faservlies bei 1000-facher
VergroBerung. Deutlich sind die in den Fasern imilisdrten PVA-Partikel als
Verdickungen zu erkennen. Die Fasern wiesen einark sariierenden Durchmesser
zwischen mehreren Mikrometern und unterhalb eindgdvheters auf. Auf Aufnahme B
ist eine solche Verdickung bei einer 18.000-fachengrol3erung dargestellt. Es ist zu
erkennen, dass die erhaltenen Fasern die typisdierfl@chenbeschaffenheit von aus
Dichlormethan-Losungen versponnenen Poly(L-ladid$ern aufwiesen. Die Tatsache,
dass diese spezielle Oberflachenbeschaffenheit auicdem immobilisierten Partikel zu
erkennen ist, kann als weiterer Beleg gewertet arerdlass die Partikel nach dem
Verspinnen von einer Polymerschicht umschlosserenvaddie porése Oberflache des die
Partikel bedeckenden Poly(L-lactid), lie3 erwarteéass vorhandene lebende Bakterien in
der Lage sein wirden, die Fasern in der Gegenwassrger Nahrmedien zu verlassen.
Um auf lebende Bakterien in den Fasern hin zu satdéen, wurden Proben des
Faservlieses auf Agarplatten gelegt und bei 37niQbiert. Es zeigte sich Wachstum von

Bakterien zwischen Vlies und Agarplatte, deren td&nals M. luteusbestétigt werden

konnte.

Abbildung 3-36: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von MGO80Bei 1000-facher (A) und
18.000-facher VergréRerung (B). Das Polymer aufRtetikeloberflache ist gut zu erkennen.
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Es konnte gezeigt werden, dass die Technik zum Ioisieren von Bakterien in
Polymerfasern auch auf Poly(L-lactid) anwendbar.wére bedingt durch die typische
Oberflachenbeschaffenheit der Poly(L-lactid)-Fasarrerwarten, waren die Bakterien in
der Lage die Fasern zu verlassen und Wachstum @ufAdarplatte zu induzieren.
Bemerkenswerterweise fanden sich in einem bei @exd Celsius gelagerten Teil der
Probe auch noch nach 68 Stunden lebende Bakt&ien.konnte als ein erster Hinweis
auf eine langere Lagerungsfahigkeit der Faservieseertet werden, was jedoch zu einem

spateren Zeitpunkt noch eingehender untersuchtemesdllte.

Da bei vorhergehenden Versuchen bereits Erfahrumgérdem Einbringen von PVA-
Partikeln in Fasern aus Paly€aprolacton) gemacht worden waren, wurde versucht
Bakterien enthaltende Partikel auch in Fasern aeseth Polymeren einzubringen. Es
wurden sowohl Versuche miM. luteus als auch mik. coli unternommen. Im Falle von
M. luteus wurde eine LOosung mit einer Konzentration von 28Ply(e-caprolacton)
(MG210408a), im Falle vorE coli (MG250408b) eine mit 29 % verwendet. Als
Losungsmittel diente ein Gemisch von Methanol ufdoform im Verhaltnis 1:3. Die
Herstellung der Spinnlésungen erfolgte analog desrangegangenen Versuche.
Gesponnen wurde in beiden Féllen auf Aluminiumfdle® einer Spannung von 15 kV,
einem Elektrodenabstand von 17 cm und einer Dursbfate von 0,85 mL “h
Anschlieend wurden Proben der Faservliese auf phg#en mit den jeweiligen
Nahrmedien aufgebracht und bei 37 °C inkubiert. Haiden Fallen zeigte sich
Bakterienwachstum, welches als vdn luteusbzw. E. coli verursacht identifiziert werden
konnte. Rasterelektronenmikroskopische AufnahmerPdeben finden sich in Abbildung
3-37. Bei den auf Aufnahme A gezeigten Fasern Hanele sich um die Probe
MG210408a. In die Fasern eingelagerte Partikel gmderkennen. Die Verteilung des
Faserdurchmessers war wie bei den vorangegangeasnidhien mit Polgfcaprolacton)
recht breit. Aufnahme B zeigt Fasern von MG250408bBildmittelpunkt ist ein groRerer
eingelagerter Partikel zu erkennen. Auch diese énotes eine breite Verteilung des

Faserdurchmessers auf.

Nachdem festgestellt worden war, dass Bakteriemmattende PVA-Partikel in durch

Elektrospinnen in Fasern aus verschiedenen Polymienenobilisiert werden konnten,
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sollte ein Blick auf die Art der Freisetzung derkBaien aus den Fasern geworfen werden.
Insbesondere der Einfluss der quellenden Hydroggikel innerhalb des sie umgebenden

Polymeren war von Interesse.

\ \
\ -

931438 18.8kV X5.886K 6.80rm 831432 18.8kV X5.0880K 6.080rm

Abbildung 3-37: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von MGR884(A) und MG250408b (B).
Es handelt sich um PVA-Partikel miit. luteus(A) undE. coli (B) in PCL-Fasern.

Es wurden Filme aus Hydrogel-Partikel enthaltendésungen der Polymere Polystyrol
und Polyvinylbutyral hergestellt. Hierzu wurden PNAydrogel-Partikel der Charge
MG290507 im entsprechenden Losungsmittel dispdrgiad mit einer konzentrierten
Ldsung des Polymeren versetzt. Die Filme wurdenemér Rakel mit einem Spalt von
einem Millimeter auf Glasobjekttragern hergestellProbenbezeichnung und

Zusammensetzung kann Tabelle 3-33 entnommen werden.

Tabelle 3-33:Zusammensetzung der Losungen zur Filmherstellung.

Probe PVA-Partikel Polymer Lésungsmittel
MG221007b MG290507 Polystyrol Chloroform
MG221007¢c MG290507 Polyvinylbutyral Ethanol

Teile der getrockneten Filme wurden fur 24 Stundemntionisiertes Wasser gegeben,
wahrend Vergleichsproben bei Raumtemperatur aufbewaurden. Die dem Wasser
ausgesetzten Proben wurden nach erneuter Trockngemeinsam mit den
Vergleichsproben mit Hilfe des Elektronenmikroskejpsgersucht. Die Aufnahmen werden
in Abbildung 3-38 und Abbildung 3-39 dargestellt.
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Die aus Polyvinylbutyral bestehenden Filme MG22X00@&igten deutliche Unterschiede
ihrer Oberflachenbeschaffenheiten, wenn sie an lhaft. im Wasser gelagert waren. Wie
auf Aufnahme A in Abbildung 3-38 zu erkennen isgran die an der Luft gelagerten
Filme auf ihrer Oberflache quasi glatt. Auch bei0D®-facher Vergrol3erung waren keine
signifikanten Anderungen der Oberflachenstrukturerkennen. Aufnahme B zeigt den
Vergleichsfilm nach 24 Stunden im Wasser. Die Aiehfe des Films war mit zahlreichen
Defekten in Form von Lochern bedeckt. Dieses Ergebideckte sich mit den

Beobachtungen aus den Experimenten mit den in irasenobilisierten Partikeln. Die

Partikel schienen auch in diesem Fall im Polymerfilunter Verdrangung des

Polyvinylbutyral gequollen zu sein. Wo sie die Gldahe erreichten, entstanden bei der

anschlieBenden Trocknung die beobachteten Lécher.

]
27148 18.08kV X18.08K 1.67rm 7148 18.0kV XS5eo 60.0rm

Abbildung 3-38: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Filmaas PVB mit darin
eingeschlossenen PVA-Partikeln (MG221007c). Aufrahinzeigt die an Luft gelagerte Vergleichsprobe,
Aufnahme B die 24 Stunden dem Wasser ausgesetde Pr

Bei den aus Polystyrol bestehenden Filmen MG22100&ten die Unterschiede in der
Oberflachenbeschaffenheit vor und nach dem Wasstkb weit weniger deutlich

ausgepragt. Auf Aufnahme A ist ein Ausschnitt ddre@@lache der an Luft gelagerten
Vergleichsprobe bei 40.000-facher VergroRerung =hes. Die Oberflache war
weitestgehend glatt. Aufnahme B zeigt einen Ausgtcher Oberflache nach dem
Wasserkontakt. Diese war praktisch unveranderkdeste jedoch in einem Fall die auf
Aufnahme C abgebildete Struktur beobachtet werdere Struktur scheint darauf

hinzudeuten, dass sich ein Objekt im Inneren désesi ausgedehnt und dabei die
Oberflache aufgebrochen hatte. Es ist also wahirdatte dass ein nahe der Oberflache
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liegender Hydrogel-Partikel mit Wasser in Kontakink und durch sein Aufquellen die
abgebildete Struktur verursachte. Aufféallig istsslalie den Partikel bedeckende Schicht
aus Polystyrol nur eine Dicke von wenigen Nanonmetbesessen zu haben schien,
wodurch schon ein kleiner Riss den Kontakt zum Wagdsergestellt haben kénnte.
Vergleicht man diese Aufnahmen mit den Aufnahmerr de Polystyrol-Fasern
immobilisierten PVA-Partikel in Abbildung 3-35, istinfach zu erkenn, dass die
Polystyrol-Schicht auf den Partikeln in den Fas#gntlich mehr Defekte aufwies. Im Fall
der Fasern schien die Wahrscheinlichkeit, dassPairtikel durch Quellung Bakterien
freisetze somit deutlich grofer. Dies stand im Emehmen mit der Erfahrung, dass das
Bakterienwachstum bei auf Agarplatten ausgebrachteben von Faservliesen an vielen
Stellen induziert worden war.

] )
27156 18.08kV X48.0K 750nm 27154 18.8kV X18.0K 3.00rm

I
27152 18.8kV X15.80K 2.80rm

Abbildung 3-39: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Filmeos PS mit darin
eingeschlossenen PVA-Partikeln (MG221007b). Aufralinzeigt die an Luft gelagerte Vergleichsprobe.
Die Aufnahmen B und C zeigen verschiedene Aussehddr im Wasser gelagerten Probe. Auf Aufnahme C
ist die aufgesprengte Oberflache des Films zu eiken
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Es gilt zu erwahnen, dass eventuell auch die Bkteselbst einen weiteren Beitrag zu
ihrer Freisetzung leisteten. Wurden, wie im Falkr éraservliese die immobilisierten
Bakterien einem Nahrmedium ausgesetzt, so setterich eine Vermehrung innerhalb
der Bakterien innerhalb der gequollenen Partikel Bia Bakterien einen Innendruck von
mehreren Atmospharen aufweisen, steht zu erwadass durch ihre Vermehrung die
Partikel und deren Umgebung einer starken Belastusgesetzt werden.

In Proben von MG180808 und MG130808, die in Polylanotyral bzw. Poly¢-
caprolacton) immobilisierte PVA-Partikel niit coli undM. luteusenthielten, konnten bei
Tests auch nach mehr als 58 Tagen noch lebendergakhachgewiesen werden.

3.3.11 Nachweis der Bakterienaktivitat

Im vorigen Abschnitt konnte nachgewiesen werdess daakterien in elektrogesponnene
Fasern aus nicht in Wasser |0slichen Polymerenebraght werden konnten. Nun stellte
sich die Frage, ob die immobilisierten Bakteries dan PVA-Partikeln heraus in der Lage

waren, Stoffwechsel zu betreiben.

Im Laufe des Versuches sollten die in Polyvinylbakeingebrachten PVA-Partikeln einer
wassrigen Umgebung ausgesetzt werden. Die Umsetsiumgr Substanz in dieser
Umgebung sollte durch geeignete Methoden nachgewiesid so die Aktivitdt der
Bakterien belegt bzw. verfolgt werden. Es konnto@h davon ausgegangen werden, dass
eine Vermehrung der Bakterien in den Partikeln K@mntakt mit einem Nahrmedium zu
deren Freisetzung filhren wiirde. Die Folge ware exgonentielle Vermehrung der
Bakterien im N&ahrmedium, so dass nicht zwischen Aldivitat der Bakterien in der
Polyvinylbutyral-Matrix und der Aktivitat der Bakien im Nahrmedium unterschieden
werden konnte. Aus diesem Grund wurde nach eineaia gesucht, die es ermdglichte
die Bakterienaktivitdt nachzuweisen, eine Vermegruder Bakterien jedoch zu
unterdricken. Bakterienaktivitat bedeutete in dies&ll, das in Kontakt kommen einer
Substanz aus dem umgebenden Medium, ihre Umwandimnddakterium und dem

Nachweis der umgewandelten Substanz im Medium.
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Als ein diesen Anforderungen entsprechendes Systanmie eine Losung von Resazurin in
Kaliumphosphat-Puffer pH = 7 ausgewahlt. Resazwvird seit langerer Zeit zum
Nachweis der Stoffwechselaktivitat von Bakterienwendet*® 1*°' Dabei handelt es sich
um einen Farbstoff, dessen geltste oxidierte Fama blau-violette Farbung aufweist.
Nach der Reduktion zum Resorufin weist die Losumge epurpurne Farbung auf.
Abbildung 3-40 zeigt den Farbstoff in der oxidierteind reduzierten Form. Der
Farbunterschied der Lésungen wird in Abbildung 3wl Diagramm 3-3 verdeutlicht.
Verantwortlich fur die Reduktion und den damit wardenen Farbwechsel sind Enzyme
aus der Klasse der Dehydrogenasen in den Bakterenyunden mit der Anwesenheit von
NADH. Dehydrogenasen sind Enzyme, die eine Bestingnuder gesamten
mikrobiologischen Aktivitat ermdglichen. Sie sindinezentraler Bestandteil des
bakteriellen  Stoffwechsels und katalysieren eine el2dhl von Reaktionen.
Dehydrogenasen sind auch zum Nachweis geringembiidter Aktivitaten geeignét®"!
Resazurin kann beispielsweise zur Beurteilung @tdriologischen Qualitat von Milch
verwendet werden, hierbei wird der Farbstoff detcMizugesetzt, die Geschwindigkeit
des Farbwechsels gibt Aufschluss Uber die Kontaisimader Milch*? Auch zum
Nachweis von Bakterien in Sedimenten und zur Qitaliestimmung von Meeresfriichten
kann Resazurin eingesetzt werdéii'*® Der Nachweis der Farbanderung kann visuell
oder laut Literatur spektroskopisch bei einer WeHage von 610 nm erfolgéf”! In

Kaliumphosphat-Puffer wurde das Absorptionsmaxinzun®02 nm bestimmt.

©

T
N

O NADH/H*
NAD+ +H20

Abbildung 3-40: Der Farbstoff wird in der oxidierten Form als Ragéz (links) und in der reduzierten
Form als Resorufin (rechts) bezeichnet.

Die Tatsache, dass Resazurin zum Nachweis auchggerBakterienaktivitaten geeignet
ist, machte es notwendig, dass die Proben freikKmmtaminationen wie Fremdbakterien
und Pilzen waren. Die Anwesenheit dieser Keimeehétteinem falsch-positiven Ergebnis

fuhren kénnen, da es unmoglich gewesen wére zwisdmer und der Aktivitat der
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immobilisierten Bakterien zu unterscheiden. Ausdm Grunde wurden sowohl Versuche

mit Bakterien enthaltenden PVA-Partikeln in Polydbutyral-Filmen als auch in Fasern

durchgefthrt. Der Grund war die einfachere Hensitgl solcher Filme unter sterilen

Bedingungen.

Abbildung 3-41: Ldsung von Resazurin in
Kaliumphosphat-Puffer pH = 7 vor dem Kontakt mit
lebenden Bakterien (links) und danach (rechts).
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Diagramm 3-3: Absorptionsspektren von Resazurin
(schwarz) und Resorufin (rot) in Kaliumphosphat-

Puffer

pH = 7. Die Absorptionsmaxima liegen bei

602 nm fur Resazurin und 573 nm fur Resorufin.

Die Zuganglichkeit der

im Polyvinylbutyral-Film imwbilisierten Bakterien durch das

umgebende wassrige Medium wurde durch einen Versuih Fluorescein-Natrium

uberpruft. Hierzu wurden PVA-Partikel Hergesteliie keine Bakterien, jedoch
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Fluorescein enthielten. Die verwendeten Partikestammten der Charge MG110809a,
ihre Zusammensetzung kann Tabelle 3-34 entnommestewe

Tabelle 3-34: Zusammensetzung der Probe MG110809a. Es wurdem k&iklen aus
Einfrieren und Auftauen angewendet.

Probe Polymerlésung Menge Fluo.-Na Dispergieren
MG110809a 5g 10 % PVA 28-99 7.5 mg 10.000 U hfiir 15 min

Die Fluorescein-Natrium enthaltenden Partikel wardeu Testzwecken unter
Zuhilfenahme von Ultraschall in Ethanol dispergieAu verschiedenen Zeitpunkten
wurden Proben entnommen und nach dem Entfernenendtraltenen Partikel durch
Zentrifugation im Fluoreszenzspektrophotometer nsoteht. Obwohl Fluorescein-Natrium
in Ethanol gut I6slich ist, konnten keine Spurendar Alkohol-Phase nachgewiesen
werden. Dies konnte als weiterer Beweis fur diegapsagte Schutzwirkung der PVA-
Partikel in Bezug auf darin immobilisierte Bakterigewertet werden.

Die Partikel wurden in Ethanol dispergiert, danagburde eine Lésung von

Polyvinylbutyral zugegeben. Die genaue Probenzusamsetizung ist Tabelle 3-35 zu
entnehmen.

Zur Durchfihrung des Versuches wurde ein 50 mL Egr&entrifugeneinsatz aus
Kunststoff auf der Innenseite mit einem Film aus MG809 beschichtet. Nach dem
Evaporieren des Losungsmittels wurden 50 mL ergiertes Wasser in das Gefal3
gegeben. Die Freisetzung von Fluorescein wurdeHitfieé eines Fluoreszenzphotometers
verfolgt. Dazu wurden zu gegebenen Zeitpunkten &radntnommen und die Starke der

Fluoreszenz bestimmt. Die Ergebnisse werden inf@rag 3-4 dargestellt.

Tabelle 3-35:Zusammensetzung der Losung zur Filmherstellung.

Probe EtOH 15 % PVB  PVA-Partikel Anteil PVA-Partike | am Film
MG140809 184 ¢ 1,25¢ 27 mg 29 %
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Der Graph auf der linken Seite zeigt die Starke Fepreszenz aufgetragen gegen die
eingestrahlte Wellenlange. Das Maximum der Flu@esz lag bei einer
Anregungswellenlange von 510 nm. Die verschiedenv&u wurden zu verschiedenen
Zeitpunkten aufgenommen. Die blaue Kurve reprasgntias Losungsmittel. Es ist
deutlich zu erkennen, dass die Starke der Fluoneszmit der Zeit zunimmt. Zur
Verdeutlichung dessen wurde auf der rechten Settdndensitat des Fluoreszenzsignals
bei 510 nm gegen die Zeit aufgetragen. Der erstesplenkt wurde nach funf Minuten
Kontakt zum Wasser aufgenommen, der letzte nachSitthden. Die Freisetzung des

Fluoresceins verlief anfangs schnell und erreielme Sattigung.
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Diagramm 3-4: Ergebnisse der Untersuchungen zur Freisetzung viordscein mit dem
Fluoreszenzspektrophotometer. Der linke Graph zdigt Signalstarke in Abhéngigkeit von der
Anregungswellenlange zu verschiedenen Zeitpunkier. Graph auf der rechten Seite zeigt die
Signalstarke bei 510 nm in Abh&ngigkeit von der &ales Wasserkontaktes.

Der Versuch bewies, dass die im PolyvinylbutyrdirFiimmobilisierten Partikel fir
Wasser zugéanglich waren und der darin enthaltembstedf in das wassrige Medium
Uberzutreten in der Lage war. Es konnte also dausgegangen werden, dass Bakterien in
Partikeln, die wiederum in einem Film aus Polyvioutyral immobilisiert waren in
Kontakt mit Resazurin kommen konnten. Auch zeigeser Versuch, dass das eventuell
entstehende Resorufin anschlieRend im wassrigeniukbedachzuweisen sein musste.
Bedingt durch die wesentlich geringere Dicke vomy#nylbutyral-Fasern und deren im
Verhaltnis zur Masse deutlich gro3ere Oberflaclmnke davon ausgegangen werden,

dass diese Erkenntnisse auch auf in Fasern immaiabié Partikel zutrafen.
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Nachdem die Méglichkeit eines Stoffaustausches aweis immobilisierten Partikeln und
dem wassrigen Medium nachgewiesen worden war, wundeitere Versuche mit
Bakterien enthaltenden Partikeln durchgefulivit. luteus enthaltende Partikel wurden
hierzu sowohl in Polyvinylbutyral-Fasern, als auchFilmen aus dem gleichen Material
immobilisiert. Der Grund hierfir war die Tatsacligss es sich als aul3erst schwierig
herausstellte, Faservliese in ausreichender Meiigesihen solchen Test unter absolut

sterilen Bedingungen herzustellen.

Vorversuche mit M. luteus enthaltenden PVA-Partikeln in Faservliesen aus
Polyvinylbutyral hatten ergeben, dass es zwingeotivendig war, die Vliese auf ein
Tragermaterial aufzubringen, da sie sich bei Kantakit der Resazurin-Losung
zusammenzogen und nach einiger Zeit eine Kugeletald Hierdurch war ein
ausreichender Kontakt zwischen dem wassrigen Medimd den immobilisierten
Partikeln nicht mehr gegeben. Nachdem Aluminium &lssache falsch-positiver
Testergebnisse identifiziert worden war, wurde Bl&germaterial Filterpapier gewabhit.
Die verwendeten Filterpapiere wurden vor ihrer Vamdung bei 130 °C fur mehrere

Stunden sterilisiert.

In einem ersten Versuch wurdeM. luteus enthaltende PVA-Partikel der Charge
MGO060409a aus einer Polyvinylbutyral-Losung verspgoamn Die Zusammensetzung der
Partikel und der Spinnlésung kénnen Tabelle 3-36 Tebelle 3-37 entnommen werden.

Tabelle 3-36: Probenzusammensetzung. Verwendet wurde eine LégangPVA 28-99 mit 15 %. Die
Partikel wurden direkt ausgefallt.

Probe Bakterium  Menge PVA-Lsg. Menge Sediment Dispgieren

MGO060409a M. luteus 6,09 10g 10.000 U mifhfiir 15 min

Tabelle 3-37:Zusammensetzung der Spinnlésung.

Probe EtOH 15 % PVB PVA-Partikel  Anteil PVA-Partike | an den Fasern
MGO070409b 0,49 20g 100 mg 22 %
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Zur Herstellung des Faservlieses wurde die Spimg@nkunachst mit 70 vol.% Ethanol
gereinigt, um die Keimzahl so niedrig wie mogliah lzalten. Gesponnen wurde auf ein
Rundfilter mit einem Durchmesser von zwolf Zentieraet welches direkt auf die
Gegenelektrode gelegt worden war. Die angelegtent@pey betrug 25 kV bei einem
Elektrodenabstand von 20 cm und einer Durchflussvan 0,85 mL H. Es wurde fiir
50 Minuten gesponnen. Das Gewicht des Vlieses aumh drilterpapier wurde nicht

bestimmt, um eine weitere mdgliche Kontaminatiomdiguauszuschliel3en.

Der Test auf eine vorhandene Aktivitat der Bakterien Vlies wurde in 100 mL
Schraubdeckelglasern durchgefiihrt. Alle verwend®taterialien waren zuvor sterilisiert
worden. Das Faservlies wurde zusammen mit demrpélpéer in das Glas gegeben und
mit 110 mL der Resazurin-Losung Uberschichtet. ®ibsstand aus 3,6 mg Resazurin
geldst in 750 mg Kaliumphosphat-Puffer pH = 7 niriee Konzentration von 50 mmol™L
Als Vergleichsprobe wurde ein steriles Filterpapiereinem andern Glas ebenfalls mit
110 mL Resazurin-Losung Uberschichtet. Die Probarden bei Raumtemperatur in der
Dunkelheit aufbewahrt. Die Umwandlung des Farbswffwurde am UV/Vis-
Spektrophotometer verfolgt. Hierzu wurden Uber %3%Ftunden zu verschiedenen
Zeitpunkten Proben entnommen. Die erhaltenen Sgeksind in Diagramm 3-5
dargestellt. Die Probenentnahme erfolgte unter-s@hblen Bedingungen. Zudem wurden
von jeder entnommenen Probe nach der Untersucmrigpektrophotometer 200 pL auf
einer Agarplatte mit TS-Medium ausgebracht, um de&s Fasern austretende Bakterien

bzw. Kontaminationen des wassrigen Mediums erkezneonnen.

Die beiden Auftragungen in Diagramm 3-5 zeigenidieinem Zeitraum von Null bis 135
Stunden aufgenommenen Spektren. Es ist bei ddakterien enthaltenden Probe auf der
rechten Seite deutlich zu erkennen, dass ResamurResorufin umgewandelt wurde.
Allerdings war auch bei der Referenzprobe eine Abma der Starke des Resazurin
Signals zu erkennen. Die Agarplattentests zeigtdreiden GefalRen nach 66 Stunden eine
Kontamination mit einem Fremdbakterium an. Es kerauisgeschlossen werden, dass es
sich um aus den Fasern ausgetretene Bakterien ltgnda die Kolonien auf den
Agarplatten eine weil3e Farbung aufwieddn luteusdagegen bildet gelbe Kolonien. Die

Anwesenheit dieses Bakteriums konnte auch dentéicRuckgang der Signalstarke bei
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der Referenzprobe erklaren, da der Resazurintestezmen sehr empfindlich ist und zum
anderen auch mit einer niedrigen Resazurin Konzgotr im Puffer gearbeitet wurde.
Auch wurden die Gefal3e vor der Probenentnahme mjelthittelt, so dass auf dem
Boden bzw. dem Filterpapier aufsitzende Bakteriefarags nicht detektiert wurden.
Dennoch war bemerkenswert, dass der Rickgang dgeal8itensitat bei der die Bakterien
enthaltenden Probe deutlich starker ausfiel, alsdee Referenzprobe. Dies wurde als
Hinweis darauf gewertet, dass die immobilisiertdn luteusim Wesentlichen fir die

Umsetzung von Resazurin zu Resorufin verantworthianen.

1,0
094
08+
074
0,6
05+
04
034

0,2

0,14

0,0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 420 450 480 510 540 570 600 630 660

Anm? Anm™?

Diagramm 3-5: Absorptionsspektren von MG070409b im Bereich vof #% 650 nm. Das
linke Spektrum représentiert die Referenzproberélaste die Bakterien enthaltende Probe. Die
aufgenommenen Kurven decken einen Zeitraum vorb138inden ab.

Es konnte nicht ausgeschlossen werden, dass dmdbekterien bereits durch den
langwierigen Herstellungsprozess der Probe, bei dlE® Faservlies der Raumluft
exponiert war auf die Fasern gelangten. Auch stelRilzsporen eine bedeutende Quelle
maoglicher Kontaminationen dar, wie durch das Auéinevon Schimmel bei diversen
Vorversuchen festgestellt werden konnte. Aus die€gund wurden weitere Experimente
mit Filmen aus dem gleichen Polymeren durchgefiffiine hatten den grof3en Vorteil,
dass ihr Herstellungsprozess einen geringeren aiygam Aufbau bendtigte und so Uber

die gesamte Herstellung eine sterile Umgebung sgelséellt werden konnte.

Hergestellt wurden Filme aus Polyvinylbutyral sowohit E. coli als auchM. luteus
enthaltenden Partikeln. Zur Stabilisierung der Eilmnd um eine sterile Umgebung

wahrend der Herstellung und des Versuches zu gésigten, wurde die Innenseite von
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sterilisierten 50 mL Zentrifugeneinsatzen bescl@thEine genaue Beschreibung der
Vorgehensweise findet sich im experimentellen Télle verwendeten PVA-Partikel

entstammten den Chargen MG200709 und MG210709Pargkelzusammensetzung ist
in Tabelle 3-38 wiedergegeben. Die Zusammensetzdag Polymerldsungen zur

Beschichtung findet sich in Tabelle 3-39.

Tabelle 3-38: Probenzusammensetzung. Verwendet wurde eine LégangPVA 28-99 mit 15 %. Die
Partikel wurden direkt ausgefallt.

Probe Bakterium  Menge PVA-Lsg. Menge Sediment Dispgieren
MG200709 E. coli 50¢g 1,39 10.000 U mifhfiir 15 min
MG210709 M. luteus 10,0 g 29 10.000 U mihfiir 15 min

Tabelle 3-39:Zusammensetzung der Beschichtungslésungen.

Probe EtOH 15 % PVB PVA-Partikel Anteil PVA-Partike | am Film
MG230709 10g 509 260 mg MG200709 26 %
MG240709 109 50¢g 370 mg MG210709 33 %

Es wurden pro Bakterienart zwei Zentrifugeneinséizschichtet. Nach dem Trocknen des
Films wurden die Gefalle mit je 50 mL der Resazldsung beflllt. Die Konzentration
von Resazurin im Kaliumphosphat-Puffer pH = 7 bgt®6 mg [*. Aufbewahrt wurden
die Proben bei 37 °C im Inkubator. Neben den bebtdien Gefallen wurden auch ein
unbeschichtetes mit der Farbstoff-Losung befilld s Referenz verwendet. Proben
wurden Uber einen Zeitraum von 288 Stunden entnommed am UV/Vis-
Spektrophotometer untersucht. Je 200 puL der Fdfdsteung wurden auf Agarplatten
ausgebracht um Kontaminationen bzw. austretendéeBak Detektieren zu kdnnen. Die
Ergebnisse werden in Diagramm 3-6 fir die coli enthaltenden Partikel, sowie in

Diagramm 3-7 fur dié/l. luteusenthaltenden Partikel illustriert.

Bei den beiden Proben nkt coli zeigte sich nur eine leichte Umwandlung von Resazu
in Resorufin im Verlauf von 214 Stunden. Die beolt® 1l nach 214 Stunden erkennbare
starkere Umwandlung ist auf eine Kontamination Friémdbakterien zurtckzufihren.
Ebenso wies die Referenzprobe nach 143 Stundenkaineamination auf, weshalb sie
nicht weiter untersucht wurde. Aus den Filmen atrsgeneE. coli konnten in keinem Fall
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nachgewiesen werden. Es ist jedoch zu erkenners bas der Referenzprobe keine
Umwandlung von Resazurin in Resorufin stattgefunio@ite. Die zu niedrige Absorption
fur Resazurin nach 24,5 Stunden ist auf einen Mbssf zurtickzufihren, erkenntlich an

der fehlenden Zunahme der Absorption fiir Resorufin.
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Diagramm 3-6: Absorptionsspektren von MG230709 im Bereich von 428 650 nm.
Aufgenommen wurden die Spektren in einem Zeitrawm lvis zu 214 Stunden. Die oberen,
mit Probe | und Probe Il bezeichneten Spektreneredie Bakterien enthaltenden Proben, das
untere Spektrum zeigt die Referenzprobe. Probsolkie die Referenzprobe zeigten bei 214
bzw. 143 Stunden eine Kontamination.

Die M. luteus enthaltenden Proben wurden dber einen Zeitraum w@gesamt

288 Stunden untersucht. Alle Proben, einschlieldieh Referenzprobe blieben Uber den
gesamten Zeitraum kontaminationsfrei. Auch konnben den Agarplattentests keine
Bakterien nachgewiesen werden, die aus den Filmsgesreten waren. Wie aus den
beiden Spektren von Probe | und Probe Il in DiagnaBi7 eindeutig zu entnehmen ist,

gab es in beiden Fallen eine Umwandlung von ResazuResorufin. Im Gegensatz dazu
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zeigte die Referenzprobe praktisch keine Verandgran. Auffallig ist die deutlich
starkere Abnahme von Resazurin bei Probe Il. Oefs sich mit der deutlich grof3eren
Masse des in dieser Probe verwendeten Films undadeit verbundenen hoheren Anzahl
von M. luteusin der Probe erklaren. Zur Verdeutlichung diesesstandes beinhaltet
Diagramm 3-7 eine Auftragung der Absorption bei 60t gegen die Zeit der beiden
Proben. Wie aus der Auftragung hervorgeht, warGkschwindigkeit der Abnahme des
Resazurins zu Beginn des Versuches deutlich hélsegegen Ende. Ein Faktor, der
wahrscheinlich zu dieser Abnahme beitrug war dieenwartende Abnahme der Zahl
lebender Bakterien im Film unter den im Versuchr¢erenden Bedingungen. Zugleich ist
diese Auftragung auch ein starker Hinweis daraa§sdn keiner der beiden Proben eine
relevante Kontamination auftrat, da dies zu einegsdBleunigung der Farbstoff
Umwandlung gefuhrt hatte, was durch einen pléteicbfall der Absorption durch das

Resazurin in der Auftragung zu erkennen wére.

Als Resultat des Versuches konnte eine Umwandlumg Resazurin in Resorufin bei
beiden Bakterienarten nachgewiesen werden. DieeBiakt scheinen also in Filmen aus
Polyvinylbutyral aktiv, d.h. zur Metabolisierungv&toffen in der Lage zu sein. Es zeigte
sich in Falle vonM. luteusein Zusammenhang zwischen der Menge an umgesetzten
Resazurin und der Anzahl der im Film immobilisiar®akterien. Auch bei dek. coli
enthaltenden Partikeln war eine schwache, jedoch/argleich zur Referenz deutliche
Umwandlung von Resazurin in Resorufin zu erkenii@ese Tatsache entsprach insofern
den Erwartungen, als das in den Vorversuchen fettife werden konnte, dass die
Lebenserwartung von immobilisiertela. coli gegeniberM. luteus insbesondere bei
erhohten Temperaturen deutlich niedriger war. Dadgumn, dass der Versuch in wassriger
Umgebung durchgefiihrt worden war, dirfte die Ledaosr noch zusatzlich verkirzt
haben.

Zur Bestatigung dieser Erkenntnisse wurde zu eisedteren Zeitpunkt ein ahnlicher
Versuch durchgefuhrt. Verwendet wurdéh luteus enthaltende Partikel der Charge
MG211009 deren Zusammensetzung Tabelle 3-40 zelem@n ist. Erneut wurden sterile
Zentrifugeneinséatze nach der gleichen Methode wieMiG230709 und MG240709 von

innen beschichtet. Zur Beschichtung wurden jew&fisg der Losung in eines der Gefalde
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gegeben und komplett darin eingetrocknet. Die genalusammensetzung der
Beschichtungslosung kann Tabelle 3-41 entnommerdemer Die Konzentration der
Lésung von Resazurin in Kaliumphosphat-Puffer pH sbetrug 3,6 mgt. Nach der

Trocknung des Films wurden 50 mL davon in die GefgBgeben. Auf eine Referenz

wurde verzichtet. Die Ergebnisse werden in DiagraBa@nverdeutlicht.
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Diagramm 3-7: Die Abbildungen in der oberen Reihe zeigen Absorsspektren der Proben |

und Il von MG240709. Die linke Abbildung in der entn Reihe zeigt die Absorptionsspektren
der Referenzprobe. Die rechte untere Abbildungtzsiige Auftragung der Absorption bei 601

nm gegen die Zeit fir Probe | und Il. Kontaminagéoriraten in keinem Fall auf.

Tabelle 3-40: Probenzusammensetzung. Verwendet wurde eine LogangPVA 28-99 mit 15 %. Die
Partikel wurden direkt ausgefallt.

Probe Bakterium  Menge PVA-Lsg. Menge Sediment Dispgieren

MG211009 M. luteus 39 05¢g 10.000 U mihfur 15 min
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Tabelle 3-41:Zusammensetzung der Beschichtungslésung.

Probe EtOH 15 % PVB PVA-Partikel Anteil PVA-Partike | am Film
MG221009 10g¢g 509 405 mg MG211009 35%

Erneut war bei beiden Proben die fir die Baktekéwi#at charakteristische Farbstoff-
Umwandlung zu erkennen. Wie die beiden GrapherdantMesskurven in Diagramm 3-8
erkennen lassen, ging die Starke der dem Resaauriuordnenden Absorption bei 601 nm
bestandig zurtick. Unterschiede in der Umsetzungsnatren bei Probe | und Il zwar
erkennbar, jedoch nicht so stark ausgepragt wien bmivor durchgefuhrten Versuch
MG240709. Der Grund hierfur lag in der Masse deim&j die durch die leicht

modifizierte Herstellungsweise gleich war. Die decim erkennbaren, leichten
Unterschiede kdnnten ihre Ursache in einer niclist&mdig homogenen Verteilung der
die Bakterien enthaltenden PVA-Partikel in der Bedttungslosung gehabt haben.

Bei Probe Il war nach 328 Stunden auf den als Kdletrangelegten Kulturen auf
Agarplatten eine Kontamination feststellbar, washawam Verlauf der zugehdrigen
Messkurve zu erkennen ist. Aus den Filmen austdet®akterien wurden in keinem Fall
festgestellt. Betrachtet man die Auftragung derk&tder Absorption gegen die Zeit in
Diagramm 3-8, so erkennt man bei Probe |, dassiwigorangegangenen Versuch die
Absorption und somit die Konzentration an ResazaurBeginn des Versuches schneller
zurickging als gegen Ende. Im Gegensatz zu Preb&cheint die Abnahme an Resazurin
bei Probe Il linear, was jedoch am deutlich zu ngah Absorptionswert bei 328 Stunden

aufgrund der Kontamination durch Fremdbakteriedi@ser Probe liegt.

Im Zuge der Versuche zum Nachweis der Aktivitdt). dder Fahigkeit von in PVA-

Partikeln immobilisierten Bakterien, die wiederum einer Matrix aus einem nicht
wasserloslichen Polymeren eingelagert waren, konntéverse neue Erkenntnisse
gewonnen werden. So wurde gezeigt, dass zwischemdeolyvinylbutyral eingelagerten
Partikeln und einem wassrigen Medium, welches digvinylbutyral Matrix umgibt ein

Stoffaustausch stattfinden konnte, was durch dmisBtzung von Fluorescein-Natrium
verdeutlicht wurde. Die Fahigkeit der immobiliset Bakterien zur Umwandlung von

Stoffen aus dem wassrigen Medium wurde durch deuRigon von Resazurin aufgezeigt.
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Die Fahigkeit der Umwandlung von Resazurin in ReBorkonnte als Bestatigung fur die
vorhandene Aktivitat der Bakterien gewertet werd&ferdings zeigten sich die fragileren
E. coli den stabileretM. luteusgegentber bei der Farbstoffumwandlung als unteneg
Der Abbau von Resazurin konnte sowohl bei Fasemtiemit darin enthaltenen PVA-
Partikeln, als auch bei Filmen beobachtet werdes. zEigte sich jedoch, dass die
Herstellung von Faservliesen in ausreichender Mengeden zur Verfigung stehenden
Methoden aul3erst schwierig war. Kein Versuch miedé4n konnte ohne das Auftreten
einer Kontamination durchgefiihrt werden. Die Hehstg kontaminationsfreier Filme

konnte realisiert werden, wenn auch die Geschwkaligder Farbstoff-Umsetzung

aufgrund der kleineren Oberflache pro Gewichtsetrdezinger war.
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Diagramm 3-8: Die obere Reihe zeigt Absorptionsspektren der Rrobeund Il von
MG221009. Probe | war kontaminationsfrei, bei Prdbewurde bei 328 Stunden eine
Kontamination durch fremde Bakterien festgestalitder unteren Reihe sind Auftragungen der
Absorption der Proben | und Il bei 601 nm gegenZbé dargestellt. Bei Probe Il wurde der
Wert des Zeitpunktes bei dem die Kontaminationratfhit aufgetragen.
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3.3.12 Zusammenfassung

Es wurden Bakterien der Artda. coli und M. luteusin Partikel aus Polyvinylalkohol
eingebracht. Diese Partikel wurden in Aceton audljefvobei ihnen das Wasser entzogen
wurde. Dadurch wurde ein trockenes Pulver erhattas,aus genannten Partikeln mit einer
breiten Verteilung des Durchmessers bestand. Esit&ogezeigt werden, dass die
Bakterien Innerhalb der Partikel lokalisiert wanemd nicht auf ihrer Oberflache. Tests
ergaben, dass sich in den Partikeln, insbesondereirer Lagerung bei vier Grad Celsius
auch noch nach vielen Monaten lebende BakterietiefanDies galt sowohl fivl. luteus

als auch fUE. coli.

Da vorgesehen war, diese Partikel in Polymerlésangeaf der Basis organischer
Loésungsmittel zu geben und diese dann durch Elghimoen zu Faservliesen zu
verarbeiten, wurden die Partikel hinsichtlich ihrechitzenden Wirkung auf die
eingeschlossenen Bakterien untersucht. Dabei zesgte, dass die Bakterien nicht
abstarben, auch wenn die Partikel dem Losungsniibied mehrere Tage ausgesetzt waren.
Hierbei war allerdings die Voraussetzung, dass dasungsmittel keines war, das
Polyvinylalkohol |6sen konnte. Eine Ausnahme bidetlie Kombination E. coli
enthaltender Partikel und Ethanol. Hier starbenBh&terien innerhalb von Stunden ab.
lhre Uberlebensdauer war allerdings fiir eine sifertVerarbeitung aus ethanolischen

Lésungen ausreichend.

Nach der bewiesenen Schutzwirkung der Partikel giaf immobilisierten Bakterien,
wurden diese in Losungen aus verschiedenen Polyngggeben und versponnen. Das
Resultat waren Faservliese aus wasserbestandiggméten, die lebende Bakterien

enthielten.

Des Weiteren konnte durch die Verwendung einesdaifDehydrogenaseaktivitat der
Bakterien ansprechenden Farbstoffes gezeigt werdagss die sich in den Partikeln
befindenden Bakterien fur einen Stoffaustauschemiém wassrigen Medium zuganglich
sind, auch wenn die Partikel in einen Film aus Palylbutyral eingelagert sind. Es wurde
hierbei ein Polymerfilm anstatt eines Faservliegasvendet, um die Wahrscheinlichkeit

durch Kontaminationen induzierter, falsch-positia&chweise zu minimieren.
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Daneben wurden auch Versuche zur Herstellung voiikBla aus alternativen Materialien
und zur Herstellung feuchter Partikel in der Spasohg mit Alginat und Agarose
durchgefuhrt, aufgrund des Uberlegenen, Polyvikglabl basierten Systems jedoch nicht

weiter verfolgt.
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3.4 Elektrogesponnene Vliese zur Bakterienfiltratio n

3.4.1 Konzept

Die Entfernung von Bakterien und anderen Mikroorgauen aus Fllssigkeiten ist von
groRem Interesse. Denkbar sind hier AnwendungenBieneich der Filtration von
Prozesswasser, Kuhlwasser, wassermischbaren Kumksdtoffen oder Treibstoffen.
Zudem sind viele Pathogene, wie die Erreger von l€€ap Typhus und diverser
Durchfallerkrankungen durch Filtration aus Trinkaes entfernbar. Auch eignen sich

solche Filter zur Entfernung unasthetischer Schwefiesaus dem Wasser.

Bei den vorangegangenen Arbeiten wurde Wissen urfdhieing im Bereich der
Kultivierung von Mikroorganismen und der Bestimmuihger Zahl in flissigen Medien
erworben. Die Technik des Elektrospinnens ermégksh Vliese aus diversen Polymeren
mit verschiedensten Eigenschaften wie FaserdurcteneBasermorphologie, Porengrolie
und Dicke des Vlieses herzustellen. Da elektrogespoe Vliese Eigenschaften von
Filtern besitzen und bereits Anwendungen in ddeféchnik finden, war es nahe liegend,

ihre Eignung in Bezug auf das Entfernen von Baktedus Fllssigkeiten zu untersuchen.

Im Verlaufe dieses kleineren Teils der Arbeit wudie Eignung von elektrogesponnenen

Vliesen, inshesondere auf der Basis von Polyanzdr@akterienfiltration untersucht.

3.4.2 Herstellung der Filtervliese

Die Vliese wurden aus Losungen von Polyamid 6 imere Ameisensaure durch
Elektrospinnen hergestellt. Es wurde die gleichdage wie bei den Versuchen zur
Immobilisierung von Bakterien verwendet. Jedoch é&manzum Teil unterschiedliche
Gegenelektroden zum Einsatz. Auch wurde die veretnédnlage zwischenzeitlich von
einem motorgetriebenen zu einem hydraulischen Bysteum Spritzenvorschub

umgerustet.

Eines der Hauptprobleme, welches tUberkommen wengesste, stellte die Herstellung

von Filtervliesen von ausreichender Homogenitat 8arnahm die Dicke der Schicht aus
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abgeschiedenen Fasern zum Rand der vom Polymérsitajedeckten Flache hin
kontinuierlich ab. Eine, aus einem auf diese Wéisagestelltes Filtervlies entnommene
Probe wirde also einen Gradienten bezlglich ihrekdh beinhalten. Zudem konnte
festgestellt werden, dass die von Materialstrafgedieckte Flache bei gleichen Parametern
wie Spannung, Elektrodenabstand und Durchflussgesdigkeit stark variierte. Auch
konnte beobachtet werden, dass sich die Lage derStoahl abgedeckten Flache wahrend
des Spinnvorgangs veranderte, so dass die besporifi@che die Form mehrerer sich
Uberlagernder Kreise hatte. Aus diesem Grund wurden Herstellung der Vliese
bewegliche Gegenelektroden eingesetzt, um diesdaktEEo weit als mdglich zu
kompensieren. Schematische Zeichnungen sind inlduoig 3-42 wiedergegeben.

e ——— -
Abbildung 3-42: Schematische Zeichnung der beiden verwendeten @kedgroden-Varianten.

Die linke Zeichnung zeigt die durch einen Elektréonan Drehung versetzte Aluminiumscheibe,
die rechte Zeichnung die sich drehende und in agizbintalen bewegbare Walzenelektrode.

Eine der verwendeten Gegenelektroden bestand aes geerdeten Aluminiumscheibe
von zwolf Zentimetern Durchmesser, die durch eiB&ktromotor in langsame Drehung
versetzt werden konnte. Sie wurde so in der Anfagtziert, dass sich ihr Zentrum nicht
unterhalb der Kanule befand. Beim Spinnen bildetk auf ihr eine schmale Bahn Vlies
von ausreichender Homogenitat. Die andere verwen@etienelektrode bestand aus einer
geerdeten Aluminiumwalze, die ebenfalls durch eiB#gktromotor in Rotation versetzt
werden konnte. Zudem konnte die Walze durch einemteven Elektromotor in der
Horizontalen bewegt werden, so dass der Bereick, dam ausreichend homogenes
Filtervlies entnommen werden konnte, im Gegensaiz Zluminiumscheibe deutlich

grol3er war.
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Die verwendeten Lésungen von Polyamid 6 in Ameigeres wiesen Konzentrationen im
Bereich von 12 — 19 % auf. Die metallische Obeh#der verwendeten Gegenelektroden
wurde vor dem Spinnen mit einem Tragermaterial dieléum Einsatz kamen Papier,

Papierfilter und Polyestergewebe.

An der Kantle der Spritze wurde eine Spannung hk\Bangelegt, die Gegenelektrode
wurde geerdet. Als Durchflussgeschwindigkeit wurdie niedrigst mégliche Stufe,
entsprechend 0,17 mL*hausgewahlt. Der Grund hierfiir lag in der Beobaeht dass
sich bei hoheren Durchflussraten in unregelmaligeitabstanden kleinste Tropfen der
Polymerlésung von der Kanuile l6sten und noch insdigem Zustand auf die
Gegenelektrode gelangten. Das enthaltene Losurtgsnzierstorte dabei die bereits
abgeschiedenen Fasern in der Umgebung des Tropfehanachte die Filter in ihrer
Wirkung nicht mehr vergleichbar, da diese Fehlstelin den nachfolgenden Tests eine
grof3e Zahl Bakterien passieren liel3en.

Es wurden zwei Arten von Filtern hergestellt. Zumea solche, die aus diinnen Schichten
von Fasern auf Tragermaterialien wie PapierfiltderoPolyestergewebe bestanden und
zum anderen solche, die komplett aus einem eled$mannenen Vlies bestanden. Letztere
wurden durch Spinnen auf Papier und anschlielealEsen durch Eintauchen in ein
Wasserbad hergestellt. Sie erwiesen sich jedoayrund ihrer niedrigen Masse als sehr
schwer handhabbar. Deshalb wurden die VersucheViiesen durchgefuhrt, die auf

Tragermaterialien gesponnen worden waren.

3.4.3 Eigenschaften der Filterviiese

Der Durchmesser der PA 6-Fasern konnte durch Vamiaker Polymerkonzentration in der
zu verspinnenden LGsung beeinflusst werden. Einkei®d Konzentration fiihrte zu
vergrol3erten Durchmessern. Jedoch war bei einealdna der Konzentration von PA 6 in
der L6ésung auch eine Zunahme der feinen Netzweskschen den Fasern zu beobachten.
Das auftreten dieser Netzwerke konnte beim eleldtisshen Verspinnen von fir
Polyamid haufig beobachtet werden. Im Gegensatderubei verschiedenen Proben aus

Lésungen gleicher Konzentration erhaltenen Fasehtuessern war jedoch die Haufigkeit
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der Netzwerke nicht reproduzierbar. Es musste jedtavon ausgegangen werden, dass
diese Strukturen, falls sie den mechanischen Reglgsh eines Filtrationsprozesses
widerstehen konnten, einen erheblich Einfluss aef Kilterleistungen haben wiurden.
Vergleiche der Proben vor und nach den Filtertéisfden jedoch vermuten, dass die
Netzwerke der mechanischen Belastung nicht stalteihieSo sind beispielsweise auf den
Aufnahmen in Abbildung 3-45 keine Anzeichen der 2Ma&trke in den Bereichen zu
erkennen, in denen Risse im Filterkuchen einenkBiigf das Vlies erlauben. Auch lassen
sich auf dem auf Aufnahme D in Abbildung 3-47 ablgielten Filtervlies, nach der
Entfernung des Filterkuchens, keine Netzwerke ifleieren. Es konnte jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass in diesem Fall diewBiddz erst beim Abspillen des
Filterkuchens zerstort worden waren. Aus diesennm@ist eine abschlieRende Aussage an

dieser Stelle nicht mdglich.

In Abbildung 3-43 sind beispielhafte, rasterelekomikroskopische Aufnahmen von
PA 6-Vliesen aus verschieden konzentrierten Losnragebildet. Dabei zeigt Aufnahme
A Fasern aus einer Losung von 19 %, Aufnahme Bl&u% und Aufnahme C aus 12 %.
Die Aufnahmen A und B wurden beide bei 25.000-faciergréf3erung aufgenommen,
Aufnahme C bei 80.000-facher Vergrof3erung. Deutisthdie geringere Ausbildung der
die Fasern verbindenden Netzwerke bei der niedkgeeentrierten Lésung zu erkennen.
Bei der auf Aufnahme C abgebildeten Probe warerN@izwerke nur noch vereinzelt zu
beobachten. Vergleicht man die Aufnahmen untereil@egnist deutlich der mit der
Polymerkonzentration sinkende Faserdurchmesserkanmen. Ein genauerer Vergleich
der verschiedenen Faserdurchmesser ist in Tabell2 §egeben. Die Bestimmung der
Faserdurchmesser der Proben erfolgte mit dem HRrogralmageJ anhand
rasterelektronenmikroskopischer Aufnahmen. Wie schee Aufnahmen in Abbildung
3-43 erkennen lie3en, nahm der Faserdurchmesseinkénder Konzentration ab. In der
Tabelle ist zudem mit MG301007 der ermittelte Fdsethmesser einer weiteren Probe
angegeben, die wie MG051107 aus einer Polymerlosund9 % hergestellt worden war.
Hierbei zeigte sich, dass die bei einer bestimmtéaonzentration erhaltenen

Faserdurchmesser reproduziert werden konnten.
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Neben den Durchmessern der Fasern wurden auchuwiahiesser der durch die Fasern
gebildeten Poren untersucht. Hierzu wurden auf desterelektronenmikroskopischen
Aufnahmen Kreise so in die Poren gelegt, dass &ehgzeitig zumindest drei Fasern
berthrten. Auch fur diese Untersuchung wurde damggr@mm ImageJ verwendet. Es
wurden als begrenzende Fasern einer Pore moéglichasst Fasern der oberen Lage
verwendet. Auch wenn die Auswahl und die Definitider einzelnen Poren sicherlich
gewissen subjektiven Einflissen unterlagen, so nvdre Ergebnisse zumindest dennoch
fur einen relativen Vergleich der PorengrolR3en dewzednen Proben untereinander
geeignet. Die ermittelten Porendurchmesser, sowreDdirchmesser der jeweils grof3ten

und kleinsten gemessenen Pore sind in Tabelle &i#felistet.

] . ]
268085 108.08kV X25.08K 1.20rm pee8e2 18.8kV X25.8K 1.28»r+m

279087 18.08kV X88.0K 375nm

Abbildung 3-43: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von PAagF aus verschieden
konzentrierten Losungen. A: MG051107, 19 % PA 6M&061107, 15 % PA 6. C: MG071107 12 % PA 6.
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Tabelle 3-42: Vergleich der Polyamid 6-Konzentration in der Spasong mit den resultierenden
Faserdurchmessern einiger Proben.

Probe Konzentration PA 6 Faserdurchmesser / nm
MG301007 19 % 213 +45
MG051107 19 % 216 + 33
MG061107 15 % 131 +18
MG071107 12 % 97 £15

Tabelle 3-43: Ermittelte durchschnittlicher Durchmesser der Pprawie Durchmesser der gréf3ten und
kleinsten gemessenen Pore.

Probe Porendurchmesser / nm grofte Pore / nm kleites Pore / nm
MG301007 1260 410 1980 690
MG051107 1400 + 500 2570 650
MG061107 640 + 290 1330 300
MGO071107 27090 470 170

Es war deutlich zu erkennen, dass der Faserdurcemasf die ermittele Porengrol3e, also
der Durchmesser eines Partikels, der in der Lage duérch die Faserzwischenrdume einer
Lage zu passen, einen grofRen Einfluss hatte. Aumimvdie ermittelten Werte aus den
zuvor genannten Grunden eine subjektive Komponentkielten, so war der Trend der
mit abnehmendem Faserdurchmesser geringer werdeRdemdurchmesser eindeutig
erkennbar. Es bestand also folglich die Méglichkigiiter die gewéhlte Konzentration der

Spinnlésung Einfluss auf den Porendurchmessereatgektellten Vliese zu nehmen.

3.4.4 Bestimmung der Masse der Filtervliese

Die Bestimmung der Masse des Filtervlieses, alsoMBesse des auf das Tragermaterial
aufgetragenen Polyamid 6, erwies sich als probliectat Der Grund hierfir lag in der

Uneinheitlichkeit der mit den beiden Gegenelektrageen hergestellten Filtervliese. So
nahm die Schichtdicke bei der als horizontale Smhaiusgebildeten Gegenelektrode zur
Mitte hin ab, wéhrend sie bei der Walzenelektrode der Mitte des besponnenen
Bereichs nach auf3en hin abnahm. Ein Wiegen desngesal ragermaterials hatte als nur
zu einem Durchschnittswert Uber das gesamte Hiksrgefuhrt. Dieser Durchschnittwert

des Flachengewichtes wére im Einzelfall weit vomlee Flachengewicht der getesteten
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Filtervliese, die nur einen Durchmesser von 30 -rH aufwiesen, entfernt gewesen. Ein
Wiegen der zu testenden Filtervliese war jedoch raghreren Griinden ebenfalls nicht
maoglich. So war die Masse des aufgetragenen Potigamin Verhaltnis zu der Masse des
Tragermaterials sehr gering. Auch die Aufnahme vBeuchtigkeit durch das

Tragermaterial und das Polyamide aus der Luftehathen Einfluss auf die ermittelten
Flachengewichte. Dies hatte zur Folge, dass diehEl&ggewichte durch Wiegen nur

aul3erst ungenau bestimmt werden konnten.

Aus diesen Grinden wurde eine andere Methode zstinrB®ung des Flachengewichtes
ausgewahlt. Der zu verspinnenden Polyamid-Losungdeviweine im Verhaltnis zur
Polymermasse bekannte Menge eines in Ameisenséasliehen Farbstoffes zugesetzt.
Aus dieser Losung wurde durch Herstellen einer Mendingsreihe und Bestimmung der
zu jeder Farbstoffkonzentration gehdrenden StaekeAtdsorption eine Kalibrationsgerade
erstellt. Durch Auflésen eines Filtervlieses mitexi bekannten Flache in einer bestimmten
Menge Ameisensaure, konnte so das exakte Gewicht addgetragenen Polymeren
berechnet werden. Die einem Test der Filtereffziansgesetzten Vliese waren jedoch auf
Grund der Verschmutzung und des Auswaschens vdystedir fir die Massebestimmung
nicht mehr brauchbar. Deshalb wurde die Masse Jsweit Proben bestimmt, die eigens
dafir aus dem von der Gegenelektrode abgenommelies d&htnommen worden waren.
Hierbei wurde auf eine Vergleichbarkeit der Prolggachtet, d.h. sie wurden Zonen

entnommen, die offensichtlich die gleiche Dickevaaéen entnommen.

Als Farbstoff wurde Fluorescein-Natriumsalz verwetndas Maximum der Absorption
lag in der Polymerlésung bei 437,5 nm. Zur Veraastibhung ist in Diagramm 3-9 das
Absorptionsspektrum einer Probe von MG220109a d#elie Die typische Konzentration
lag bei 130 mg Fluorescein-Natrium auf 40 g Polyogsemg. Dies entsprach 0,3 %

bezogen auf die Polymerlésung bzw. zwei Prozenbdpez auf das reine Polymer.
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437,5 nm

1,0
{ MG220109a
=0,00908 mg mL™*

0,84 CF\uurescemrNa

T T T T T T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550 600

Anm®

Diagramm 3-9: Absorptionsspektrum einer
Verdinnungsstufe von MG220109a im Bereich
zwischen 220 und 600 nm. Die Konzentration an
Fluorescein-Natrium betrug 9,08° mg mL™.

Der Zusammenhang zwischen der Konzentration an rédgein-Natrium und der
Absorption bei 437,5 nm wird in Tabelle 3-44 soWiagramm 3-10 veranschaulicht. Wie
der Auftragung zu entnehmen ist, steigt im untdrarc Bereich die Starke der Absorption

linear mit der Konzentration an.

Tabelle 3-44:Starke der Absorption bei 437,5 nm und
zugehdorige Konzentration an Fluorescein-Natrium bei
einer Verdunnungsreihe von MG220109a.

Augzs,nm™ Konzentration / mg mL™
1,0124 0,00908
0,5225 0,00454
0,2671 0,00227
0,2089 0,00182
0,1030 0,00908
0,0513 0,00045

Zur Untersuchung der Auswirkungen des Farbstoffafaes zur Polyamid-L6sung auf die
Spinneigenschaften und hierbei vor allem auf demcBuesser der Fasern, wurde ein
Vergleichsexperiment durchgefihrt. Es wurde einkydMid-Losung in Ameisensaure der

Konzentration 15 % hergestellt. Die Losung wurdézauei Fraktionen aufgeteilt, wovon
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eine mit Fluorescein-Natrium versetzt wurde. Dieler Losungen wurden unter gleichen
Bedingungen versponnen und die Durchmesser derrFasgglichen. Es wurden 17,0 mg
Fluorescein-Natrium zu 5,15 g der Polyamid-Losuegepen. Gesponnen wurden beide
Losungen auf die mit Aluminiumfolie belegte Starti@egenelektrode. Die Spannung
betrug 31 kV bei einem Abstand von 15 cm und eDerchflussgeschwindigkeit von
0,17 mL K. Die Proben wurden mit MG180309c fiir die ungefénmd MG180309d fiir
die gefarbte Losung bezeichnet. In Abbildung 3-44rden als Vergleich zwei

rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen nebendaragestellt.

1,04
0,8
0,6
< ) Y =112,5518 * X
0,4+

0,2

0,0

O,(;OO ' O,OIOZ ' 0,604 ' O,OIOB ' O,(;OS ' O,(;IO
Konzentration / mg mL™
Diagramm 3-10: Auftragung der Starke der
Absorption  der  Verdinnungsstufen  von

MG220109a gegen die Konzentration an
Fluorescein-Natrium.

o

18.0kV X48.8K 758nm 19.0kYV X408.08K 75@nm

Abbildung 3-44: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von MIZD3c (A) und der mit Farbstoff
versetzten Probe MG180309d (B).
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Die anhand der Bilder ermittelten Durchmesser wernteTabelle 3-45 angegeben. Wie
auf den Aufnahmen A und B in Abbildung 3-44 zu emken ist, unterschied sich die
Struktur der aus der mit Farbstoff versetzten Lgsarhaltenen Fasern nicht wesentlich
von Fasern aus reiner Polyamid 6-Losung. Die Fabeider Proben waren glatt und
wiesen keine erkennbaren Defekte auf. Auf Aufnaldyend Zeichen fur die Ausbildung
eines Netzwerkes aus sehr diinnen Fasern zu erkemieegs bereits bei vorangegangenen
Versuchen beim Verspinnen von Losungen einer Kanaigon von 15 % zu beobachten

war.

Tabelle 3-45: Durchschnittlicher Faserdurchmesser, sowie maximaler und minimalerctboesser der
gemessenen Fasern.

Probe Durchmesser / nm maximaler Durchmesser / nm imimaler Durchmesser / nm
MG180309c 115+ 17 143 68
MG180309d 133+ 16 169 95

Auch die ermittelten Faserdurchmesser unterschisagnnur unwesentlich voneinander.
So Uberschneiden sich die Fehlerbereiche der Dwesben der Fasern beider Proben mit
115 £ 17 und 133 % 16 deutlich. Es konnte also dasosgegangen werden, dass der
Zusatz von zwei Prozent Farbstoff zum Polymer keimesentlichen Einfluss auf die

Leistungen der Filter haben wirde.

Um einen direkten Vergleich zwischen der Verwendentger Analysenwaage und der
Farbstoff-Methode zu erhalten, wurde von einer lédgon vier Quadratzentimetern der
Probe MG230109c das Faservlies abgelost, gewogeranschlieend in vier Millilitern
Ameisensaure gelost. Bei dieser Probe handeltechsum ein auf ein Rundfilter von
zwolf Millimeter Durchmesser gesponnenes Vlies.Wiardet wurde die scheibenférmige
Gegenelektrode. Die Analysenwaage ermittelte eiwiGe des Vlieses von 3,73 gm
wohingegen die Farbstoff-Methode 2,98 § ergab. Er lag also nur bei 80 % des mit der
Waage ermittelten Wertes. Der Grund kénnte beispieise in einer eventuellen
Wasseraufnahme des Polymers bei Lagerung an derdiegén. Hierin lag ein weiterer
Vorteil der Farbstoff-Methode, da solche Einflige@tne Bedeutung fir das Messergebnis

hatten.
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3.4.5 Untersuchung der Filtereigenschaften

Die Eigenschaften der Filtervliese hinsichtlich eihrFiltrationswirkung bei mikrobiell

belasteten Flussigkeiten wurden mit Suspensionartveoli undM. luteusuntersucht.

In ersten Versuchen wurden Suspensionen mit Bakiéfonzentrationen im Bereich von
mehreren Millionen pro Milliliter durch ein Filtelies gegeben, das auf ein Papierfilter
gesponnen worden war. Es wurden Vliese verwendetaas Polyamid 6-Losungen mit
19 % (MGO051107), sowie 15 % (MG231007) hergesteiirden waren. Die Vliese
wurden danach getrocknet und mit dem Elektroneroskop untersucht. Ausgewahlte
Aufnahmen sind in Abbildung 3-45 abgebildet.

Die Aufnahmen A und B zeigen die aus der Polyarmigdi$ung mit einer Konzentration
von 19 % hergestellte Probe nach dem Durchlaufr éthduteusSuspension. Bei der auf
Aufnahme A erkennbaren, kdrnigen Struktur handsltseh um den aus Bakterien
bestehenden Filterkuchen. In der Mitte der Aufnatwed&auft ein Riss, der bei der
Trocknung der Probe entstand. Aufnahme B zeigtnreiAasschnitt dieses Risses als
VergroRerung. Deutlich sind die unter dem Filteflerc liegenden Polymerfasern zu
erkennen. Die Aufnahmen C und D zeigen die ausLdsung der Konzentration 15 %
hergestellte Probe. Auch hier schied sich ein ikiltehen ab, der bei der Trocknung riss.
Eine VergréRerte Aufnahme eines solchen Bereichelt #\ufnahme C dar. Es ist
bemerkenswert, dass die Bakterien in beiden Falleht in das Faservlies eindrangen,
sondern auf der Oberflache zu liegen kamen. Aufgjdieser Erkenntnisse konnte davon
ausgegangen werden, dass elektrogesponnene Polgartiese zu Zwecken der

Bakterienfiltration brauchbar waren.

Um Proben von Filtervliesen zu Charakterisieren wmdereinander vergleichen zu
konnen, wurde ein Experiment zur Bestimmung deteféffizienz entworfen. Hierbei
wurde eine bestimmte Menge einer Bakteriensuspendisch die Probe gegeben und
anschlie3end die Zahl lebender Zellen im Filtrad der urspriinglichen Suspension durch
Anfertigen von Verdinnungsreihen und ausbringen Agarplatten bestimmt. Dies

ermoglichte die Bestimmung der Filtereffizienz n&algender Formel:

124



Ergebnisse und Diskussion

A

v £, ¥ = : &% s:z
26864 180.08kV X1.00K 30.0rm 26866 180.8kV X15.8K 2.88rm

Abbildung 3-45: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen nach eif@tartest mit M. luteus von
MG051107 (A, B) und MG231007 (C, D).

Formel 1: Berechnung der Filtereffizienn. C;
bezeichnet die Bakterienkonzentration vor der
Filtration, G die Bakterienkonzentration nach der
Filtration.

Eine Filtereffizienz vom = 1 bedeutete, dass alle Bakterien durch dieafitn entfernt
worden waren. Die Filterprobe kam dabei auf einerégér aus geschaumtem Glas mit
einer Flache von 3,1 dnau liegen. Die zu filtrierende Suspension wurdeefiem, durch
eine Membranpumpe erzeugten Unterdruck durch dibéPgezogen.

Nachdem sich die Proben MG231007 und MG051107 waeeits beschrieben als
prinzipiell zur Bakterienfiltration geeignet erwes hatten, wurden Untersuchungen
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durchgefuhrt, die das Ziel hatten, die Auswirkungéer Dicke der aufgetragenen
Polyamid-Schicht auf die Filtrationsleistung zu tées Die Serien MG231007 und
MGO051107 umfassten hierbei jeweils mehrere 30 mpidefiter, die auf der drehbaren,
scheibenférmigen Elektrode verschieden lange besyoworden waren. Die Bestimmung
der Polymermasse erfolgte hierbei noch durch Wie@ea Ergebnisse kdnnen Tabelle

3-46 entnommen werden.

Tabelle 3-46:Vergleich von Spinnzeit, Polymermasse pro Quadregmend Filtereffizienz. Bei MG231007
wurde eine Polyamid 6-Lésung mit 15 % verwendetM®051107 eine Losung mit 19 %.

Probe Spinnzeit / Polymermasse/  LZ vor Filter / LZ nach Filter /  Filtereffizienz
min g n’ KBE mL ™ KBE mL ™ -
MG231007 2,5 0,51 290000 29000 0,90000
5 0,76 290000 9200 0,96828
10 1,01 290000 20 0,99993
15 1,26 290000 0 1
30 3,29 290000 0 1
45 3,92 290000 0 1
60 7,59 290000 0 1
MG051107 2,5 215 7600000 5680000 0,22895
1,90 7600000 20600 0,99729
2,02 7600000 9400 0,99876
10 2,02 7600000 7600 0,99900
15 3,16 7600000 0 1
30 4,68 7600000 120 0.99998

Die Daten lassen deutlich erkennen, dass die Effzider Filter mit der Spinnzeit und
somit mit der Masse des aufgetragenen PolymerdiegnBie Polymermassen erschienen
im Vergleich mit den spater vorgenommenen Expertarertwas hoch. Diese Vermutung
wurde auch durch die mit der Probe MG230109c geteactlBeobachtungen beim
Vergleich von Waage und Farbstoff-Methode untermtau2ennoch konnte den Daten
entnommen werden, dass mit beiden Konzentrationlggrdffizienzen von eins erreicht
werden konnte. Bemerkenswert war auch, dass digddfiMinuten besponnene Probe von
MGO051107 im Gegensatz zur nur 15 Minuten bespormd®® Bakterien pro 100 mL
durchlie3. Die wahrscheinliche Ursache fur diesgennoch geringen Wert, war das
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Vorhandensein eines Defektes im Vliese, der dureh Abgang eines Tropfens beim
Spinnprozess verursacht worden war. Aus diesemdnunrde beschlossen, den Einfluss
von durch Auftreffen von Tropfen aus Polymerloswegursachten Defekten im Filtervlies

naher zu untersuchen.

Um einen Eindruck zu erhalten, wie stark das Atfére eines solchen, bereits mehrfach
erwahnten Tropfens wahrend des Spinnprozessesiltkeeffizienz beeinflusst, wurden
entsprechende Proben hergestellt. Die Spinnbedgegumurden dabei so gewahlt, dass
Tropfenabgange begunstigt waren. Hierzu wurde diecltflussrate an der Kanule auf
0,34 mL h' gesteigert. Die Ergebnisse werden in Tabelle 3utammengefasst.

Tabelle 3-47: Untersuchung des Einflusses von Defekten im Filiesy die durch das Auftreffen von
Polymerlésung wahrend des Spinnens verursacht womdgren. Zusammenhang zwischen Spinnzeit,
Polymermasse, Defektzahl und Filtereffizienz bei 26G007.

Spinnzeit/ Polymermasse / LZ vor Filter / LZ nach Filter / _ o

) Defekte N L Filtereffizienz n
min g m? KBE mL~ KBE mL~
2,5 1,26 1 209000 1400 0,99330
10 2,53 2 209000 1100 0,99474
15 2,78 4 209000 3200 0,98469
30 4,30 10 209000 8500 0,95933
45 6,32 14 209000 8600 0,95885

Auch in diesem Fall konnte eine Zunahme der Mengewa#getragenem Polyamid bei
steigender Spinnzeit beobachtet werden. Da wahmesl Herstellungsprozesses im
Abstand weniger Minuten von der Kanule abgehendpfén auf die Filtervliiese trafen,
nahm auch die Zahl der Defekte pro 30 mm Filterprolb. Sie lag zwischen einem Defekt
nach 2,5 Minuten und 14 Defekten nach 45 MinutemschlieRend wurde die
Filtereffizienz, wie zuvor beschrieben, mit Bakémsuspension Uberprift. Betrachtet man
die Zahl der Kolonien bildenden Einheiten in Tabet47, so ist zu erkennen, dass die
Proben, die nur einen oder zwei Defekte aufwieserbésten Filtereffizienzen zeigten. So
versechsfachte sich die Zahl der Kolonien bildend®@nheiten pro Milliliter Filtrat
zwischen einem und 14 Defekten trotz gleichzeitaggkssteigender Masse an Polyamid 6

im Filtervlies. Dies verdeutlichte erneut, dass bler Herstellung der Vliese durch
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Auswahl der geeigneten Parameter ein Abgang vopf@nounbedingt vermieden werden

musste.

Zur Verifizierung und Préazisierung der zuvor erbaéin Ergebnisse, wurde der Versuch
zur Ermittlung des Zusammenhangs zwischen Polymssenaind Filtereffizienz mit
leichten  Modifikationen wiederholt. Im Gegensatz r zwzuvor verwendeten,
scheibenférmigen Gegenelektrode kam die walzenfjgraum Einsatz. Dies erlaubte die
Herstellung einer grol3eren Menge Filterproben meichem Flachengewicht. Zur genauen
Ermittlung des Flachengewichtes wurde die Polya#ridhsung mit Fluorescein-Natrium
versetzt. Verwendet wurde die Losung MG220109agrde8pezifikationen bereits in
Abschnitt 3.4.4 beschrieben wurden. Die in Abbilg8i42 beschriebene, walzenférmige
Gegenelektrode wurde mit einer Bahn Filterpapietedie geerdet und aus 13 cm
Entfernung bei einer Durchflussrate von 0,17 mt und einer Spannung von 30 kV
besponnen. Die resultierenden Proben trugen diei@®szng MG280109. In Abbildung
3-46 ist exemplarisch ein mit der walzenférmigeng&weelektrode hergestelltes Vlies

abgebildet. Die Lage der entnommenen Proben igtickeau erkennen.

Abbildung 3-46: Vlies von MG011008. Die Entnahme der
Proben erfolgte aus einem Streifen in der Mitte \disses.
Im linken Drittel des Vlieses ist ein senkrecht&eSen mit
einer geringeren Belegung an Polyamid 6 zu erkenDen
Ursache liegt am an dieser Stelle fehlenden Konraikt
Elektrode.

Es wurden Proben untersucht, die Uber verschieaegel Zeitraume besponnen worden

waren. Die Bestimmung des Flachengewichtes geschiahder in Abschnitt 3.4.4
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beschriebenen Methode. Es wurden jeweils Stlcke emiter Flache von vier
Quadratzentimetern verwendet und mit zwei Milliite Ameisensaure versetzt. Die

untersuchten Proben, sowie die ermittelten Wene isi Tabelle 3-48 zusammengefasst.

Tabelle 3-48:Flachengewichtsbestimmung verschiedener Probeh\@280109.

Probe Spinnzeit / min Ai37.5nm Fluorescein-Na / mg * Polyamid 6 / g A
MG280109a 10 0,0920 0,7968 0,184
10 0,0946 0,8193 0,190
10 0,0831 0,7197 0,167
MG280109e 30 0,1749 1,5148 0,351
30 0,1821 1,5771 0,365
30 0,167 1,4464 0,335
MG280109g 60 0,5263 45582 1,055
60 0,4394 3.8056 0,881
60 0,4351 3,7683 0,872
MG280109h 60 0,3728 3,2286 0,747
60 0,4140 3,5856 0,830
60 0,3921 3,3959 0,786

Durch die Farbung des Polyamid 6 mit Fluoresceitridimsalz fluoreszierten die Fasern
nach dem Verspinnen wenn sie mit einer UV-Lampeesatmghlt wurden. Hierbei war
bereits zu erkennen, dass die Verteilung der Faseifnder Filteroberflachen nicht
vollstdandig homogen war. Die nachfolgende Bestimgnder Flachengewichte mehrerer
Stiucke aus der gleichen Probe bestétigte dieseaBbting, so betrug beispielsweise das
niedrigste bestimmte Flachengewicht der Probe M@&@80 nur 83 % des hochsten. Aus
diesem Grund wurde bei den nachfolgenden Untersiggrumit dem Durchschnittswert

aus den jeweils drei bestimmten Flachengewichtanbgétet.

Zur Bestimmung der Filtereffizieng wurde eine Suspension vén coli in N&hrlésung
verwendetE. coliwurde aufgrund seines deutlich schnelleren Waahs@ausgewahlt, was
eine schnellere Auswertung der Experimente ermiiglicZudem weiRE. coli keine
Tendenz zur Bildung von Agglomeraten wié. luteus auf, wodurch eine mdogliche
Fehlerquelle ausgeschlossen werden konnte, da aitefum auf den Agarplatten auch
immer eine Kolonie bildete. Das Nahrmedium wurdeé Baikterien versetzt und inkubiert,
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hierbei wurde die OBgin regelmaRigen Zeitabstanden ermittelt. Nach Stenden wurde
ODs7s = 0,137 erreicht und die Bakteriensuspension duE@wasser gekuhlt. Nach
Durchfihrung des Experimentes weitere vier Stundpater wurde OBRgs = 0,139
ermittelt. Es konnte also davon ausgegangen wensess, die Bakterienkonzentration der
zu filtrierenden Suspension wéhrend der Ausfihrdeg Filtertests konstant geblieben
war. Zur Bestimmung der Anzahl der Kolonien bildendEinheiten in der zu filtrierenden
Suspension wurden Verdiunnungsreihen angefertigt jend 00 pL auf Agarplatten

verstrichen. Es wurden pro Verdinnungsstufe zweirpigtten angelegt.

Es wurden jeweils 30 mL der Bakteriensuspensionftetai eines durch eine
Membranpumpe erzeugten Unterdruckes, durch die ePrgérzogen. Die Werte fir
Flachengewicht, Durchlaufzeit fur 30 mL, Zahl ddBEKvor und nach der Filtration, sowie
der Filtereffizienz werden in Tabelle 3-49 zusamgedasst. Die angegebenen Werte flr
die Probe MG280109h entstammten einem zuvor duféhgen Test zur Untersuchung
der Vergleichbarkeit der auf diese Weise gewonneéhamte unter Verwendung einer

anderen Bakteriensuspension.

Tabelle 3-49:Daten zu den untersuchten Vliesen, sowie Ergebdisséntersuchungen. Die Messungen der
Filtereffizienz bei MG280109h wurden zu einem véisdenen Zeitpunkt mit einer anderen Suspension
durchgefuhrt. Als Vergleich sind die Werte fir e@inesnbeschichteten Papierfilter angegeben.

) _ KBE vor KBE nach
Flachengewicht /  Durchlaufzeit o o o
Probe Filtration / Filtration / Effizienz n

g m? /s ) )

mL" mL"
MG280109a 0,153 15 3,88° 1,7510° 0,518
MG280109e 0,350 85 3,88° 3,3210° 0,909
MG280109g 0,936 120 3,88° 34.800 0,990
MG280109h | 0,788 135 2,39’ 2300 0,999
MG280109h I 0,788 145 2,38’ 3100 0,999
Papierfilter - 5 3,630° 3,4510° 0,050

Der Anstieg der Filtereffizieng mit der Masse des aufgetragenen Polyamides istnahh
der Zahlen deutlich erkennbar. So wurden bereits aitiem Auftrag von 0,153 g“m
Polyamid 51,8 % der in der Suspension enthalterattelBien entfernt. Ein Auftrag von
0,788 und 0,936 g mermdglichte bereits die Entfernung von bis zu 999 Zur
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Veranschaulichung werdenn und das Flachengewicht in Diagramm 3-11

gegenibergestellt.

Filtereffizienz n
o o o B
S o [s2] o
1 1 1 n 1 N
n
| |

o
N
1

o
=]
1

T T T T T
0 200 400 600 800 1000

Polyamid / mg m

Diagramm 3-11: Auftragung der Filtereffizienz; der
Proben von MG280109 gegen das Flachengewicht der
Polyamid 6-Vliese.

In die Auftragung wurde auch dgrWert fur ein unbeschichtetes Papierfilter, wieiras
Versuch als Tragermaterial flr die Polyamid 6-\diediente, Gbernommen. In diesem
Falle war im Rahmen der Messgenauigkeit praktisshek Filterwirkung erkennbar. Dies
wurde auch durch rasterelektronenmikroskopischeetdnthungen von Papierfiltern
belegt, durch die zuerst eine Bakteriensuspenstoig von Wasser geleitet worden war.
Weder bei der Verwendung vdn coli noch bei der Verwendung vavi. luteuskonnten

Strukturen gefunden werden, die den entsprecheBdkierien zuzuordnen waren.

Erwartungsgemal stiegen auch die Zeiten, die 3@aklteriensuspension bendtigten, um
das Filtervlies zu passieren deutlich an. Dabeftelimsbesondere bei den Proben mit
einer hohen Filtereffizienz, die Ausbildung einalieFkuchens eine nicht unerhebliche
Rolle gespielt haben. Nach Ausbau der Vliese aus Taestapparatur, konnten die
abgeschiedenen Bakterien mit bloiem Auge als gt@liSchicht erkannt werden. Da
Schwankungen in der Gute des Unterdruckes niclgesablossen werden konnten, lasst

sich aus den Durchlaufzeiten der Proben MG280102jMG280109h keine eindeutige
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Aussage ableiten. Dennoch ist der Trend hin zudgerg Durchlaufzeiten bei starkeren
Polymerschichten eindeutig erkennbar.

Vergleicht man die hier erhaltenen Ergebnisse timisch der Filtereffizienz) mit den
Werten von MG231007 in Tabelle 3-46, so sind dikrdtionsleistungen der in beiden
Fallen aus einer Polyamid 6-Losung mit 19 % heriksh Proben vergleichbar.
Allerdings wurde bei MG211007 eipWert von 0,9 erst bei einem Flachengewicht von
0,51 g M erreicht. Dies bestatigte die Erfahrung, dass dliech W&gen bestimmten
Flachengewichte ein wenig zu hoch ausfielen.

3.4.6 Praxisbezogene Untersuchungen

Um erste Erkenntnisse hinsichtlich einer eventuelferwendbarkeit solcher Filtervliese
in der Filtration von Flussigkeiten zu erhalten,rden Untersuchungen zu Filtration von

Wasser durchgefthrt.

In einem ersten Versuch wurden die zuvor verwendefemratur Uber einen Schlauch mit
der Wasserleitung verbunden und zehn Liter Wassechdein Filtervlies geleitet. Es
wurde in diesem Fall kein Unterdruck angewendeg¢ Biterflache betrug 3,14 énDas

verwendete Vlies entstammte der Charge MG010808cwar auf der scheibenférmigen
Gegenelektrode unter Verwendung einer Polyamid €thg mit einer Konzentration von

20 % hergestellt worden.

Wie auf Aufnahme A in Abbildung 3-47 zu erkennet vges die Probe eine geschlossene
Oberflache auf, das darunter liegende Filterpapiar nicht zu erkennen. Der weil3e
Balken in der Aufnahme reprasentiert eine Lange eiaem Mikrometer. Ausgehend von
den Durchmessern vda coli und M. luteuskonnte davon ausgegangen werden, dass das
Filtervlies in der Lage war, Bakterien aus dem Wasau entfernen. Der Wasserfluss
wurde auf einen Liter pro Stunde eingeregelt. NBebndigung des Versuches wurde das
Vlies getrocknet, wobei sich der Filterkuchen ameei Stelle I6ste. Es folgte eine
Untersuchung mit dem Rasterelektronenmikroskop. Aitnhahmen werden ebenfalls in

Abbildung 3-47 dargestellt. Auf Aufnahme B ist dgbergang zwischen dem Teil des
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Vlieses, durch den das Wasser geflossen war und Tamder unter dem Rand der
Apparatur lag abgebildet. Am unteren Rand der Aufne ist deutlich zu erkennen, dass
Material, das aus dem Wasser stammte, abfiltrientden war. Aufnahme C wiederum
zeigt diese Ablagerungen, also den Filterkucheneiner hoheren VergroRerung. Uber die
Zusammensetzung des Filterkuchens konnten keineafjes gewonnen werden, jedoch
legen die Form der Partikel und die rotbraune Fagldes Filterkuchens nahe, dass es sich
um mineralische Materialien wie Rost handelte. Ben auf Aufnahme D erkennbaren
Strukturen, die nach dem Entfernen des Filterkustsechtbar geworden Waren, kénnte es
sich allerdings um Bakterien handeln. Aufnahme [@tzzudem auch, dass die Fasern des
Vlieses beim Filtrationsprozess offensichtlich nibbschadigt worden waren.

Dies legte die Vermutung nahe, dass im Betriebsesmchen Filters der Filterkuchen
eventuell durch einen gegenlaufigen Druckimpuls gespult werden und die
Einsatzdauer des Filters verlangert werden konnte.

In einem nachsten Schritt sollte die Bestandigkieit Filter untersucht werden. Hierzu
sollte eine grofe Menge Wasser durch die Filteziggglund anschliel3end mit Hilfe einer
Bakteriensuspension uberprift werden, ob einerfiltkung noch gegeben war. Anstelle
von Filterpapier wurde die hierbei verwendete Priglig030809b auf ein Polyestergewebe
mit der Bezeichnung Reemay 2214 gesponnen. Es weirde Polyamid 6-Lésung der
Konzentration 15 % verwendet. Gesponnen wurde @ifnit dem Gewebe belegte,
walzenformige Gegenelektrode. Die Filtereffizienarde vor dem Test mit einét. coli

Suspension Uberpruft und gu= 1 bestimmit.

Da die bisher verwendete Apparatur den Druckendiid-iltration einer gréReren Menge
Wasser in einer akzeptablen Zeit bendtigte niclwaghsen war, wurden speziell zu
diesem Zweck entworfene Apparaturen eingesetziseDiestanden im Wesentlichen aus
einem zerlegbaren Gehduse aus Stahl, in das eiberug aus PVC eingelegt werden

konnte, die das zu testende Filtervlies enthielt.
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Abbildung 3-47: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von MGO0808Dabei zeigt Aufnahme A
das Vlies vor dem Filtertest. Aufnahme B zeigt dareich des Uberganges des vom Wasser durchflossen
Teils, zum nicht durchflossenen Bereich. Aufnahmee@t den Filterkuchen, Aufnahme D das Vlies nach
dem Entfernen des Filterkuchens.

Als Druckquelle diente das Leitungswasser selbsi. d&m verwendeten PVC-Einsatz
betrug die aktive Filterflache 12,6 &mDie Apparatur wurde mit der Wasserleitung
verbunden und der Druck so gewahlt, dass ein sWtesserfluss aus dem Auslass der
Apparatur erkennbar war. Nach sechs Stunden undL9¥¥asser wurde der Versuch
beendet die Durchflussrate lag tiber den gesamtesuble gemittelt bei 2,6 L mith Nach
der Entnahme aus der Apparatur war auf der Filterbman ein dicker, rotbrauner
Filterkuchen zu erkennen. Um auf eine noch vorhaed€&ilterwirkung gegenuber
Bakterien und somit die Integritat des Filters Aenpriufen, wurden 20 Milliliter einer
E. coli Suspension durch die Membran gegeben. Die venterfigspension hatte eine
Konzentration von mehreren Millionen Zellen pro Mier. Hierbei wurde auf die
Bestimmung vomn verzichtet, da die vollstandige Entfernung der tBekn und somit

keine KBE im Filtrat angestrebt wurden. Es kam diei den Filterversuchen in
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Abschnitt 3.4.5 verwendete Apparatur zum Einsatomnachst wurde Versucht, die
Integritat ohne die Entnahme des Vlieses aus deC-Hslterung zu prufen, da die

Maoglichkeit diese dabei zu beschadigen ausgesanos®rden sollte. Es konnte jedoch
keine Filtrationsleistung festgestellt werden, wasmuten liel3, dass die zu filtrierende
Losung das Vlies umgangen hatte. Aus diesem Grunddev das Vlies vorsichtig

entnommen und wie in den Versuchen in AbschnittS3aduf den Tréager gelegt. Es fanden
sich 500 KBE in 0,1 mL Filtrat. Dies entsprach zwhereits einer sehr guten
Filtrationsleistung, war jedoch noch nicht die astgebte Reduktion auf Null. Es Bestand
jedoch die Mdglichkeit, dass die Zellen von derrguell beim Versuch, die nicht der
PVC-Halterung entnommene Membran zu testen konianem Unterseite des Vlieses
stammten. Eine eventuelle gréRere Beschadigunglaaa kbnnte jedoch bereits an dieser
Stelle ausgeschlossen werden, das die Zahl der iBEiltrat hier wesentlich hdher

gewesen ware.

Der Versuch wurde mit einer leicht modifizierten pigpatur wiederholt. Diese bestand
ebenfalls aus einem Edelstahlgehause. Auch wuel®¥C-Halterung fur das Filtervlies
leicht modifiziert. Da nicht ausgeschlossen werklemnte, dass bei der zuvor verwendeten
Apparatur Wasser die PVC-Halterung und somit d#erklies umgehen konnte, wurde
die Apparatur einer Dichtigkeitsprifung unterzogetierzu wurde eine PVC-Halterung
eingesetzt, die statt eines Vlieses eine Barrierthi@t, die Aul3enseite wurde mit
Fluorescein-Natriumsalz beschichtet. An der PVCtétahg vorbei flieBendes Wasser
ware dadurch intensiv gefarbt worden. Die Apparaturde mit der Wasserleitung
verbunden und dem vollen Leitungsdruck belastet, ¢ einem Druckmesser verfolgt
wurde. Wahrend des Testes wurde die Apparatur mximmal 4,5 bar belastet. Es konnte
kein austretendes, grin gefarbtes Wasser gefundeden. Dies war ein Beleg dafir, dass
die modifizierte Apparatur alles Wasser durch d€CFHalterung leitete.

Zur Durchfuihrung des eigentlichen Tests wurde di€alterung mit einem Filtervlies
aus der Charge MGO030809a. Das Vlies war aus eingyamid 6-Losung der
Konzentration 15 % hergestellt worden. Als Filtéeénz wurden = 1 ermittelt. Die

Apparatur wurde mit der Wasserleitung verbundenmitdlem vollen Druck belastet. Der

Leitungsdruck wurde mit einem Druckmesser verfalgt schwankte zwischen 2,5 und
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5bar. Nach 7,5 Stunden hatten rund 1000 L dassVterchflossen, was einer
durchschnittlichen Flussrate von 2,2 L fhientsprach. Eine Verlangsamung der Flussrate
mit der Zeit konnte nicht festgestellt werden. Wigi den vorangegangenen Versuchen

hatte sich ein braunlicher Filterkuchen abgeschmede

Um zu Uberprifen, ob das Filtervlies eventuell bésiigt worden war und seine
Filtereffizienz teilweise verloren hatte, wurde dRestwasser aus der Apparatur entfernt
und durch eine Suspension vBn coli ersetzt. AnschlieRend wurde die Apparatur erneut
mit der Wasserleitung verbunden und die Bakterigpsnosion mit Hilfe des
Wasserdruckes durch das Vlies gepresst. Im aufgefeen Filtrat konnten keing. coli
Bakterien nachgewiesen werden. Die auf einer Ag#mplausgestrichene Probe des

Filterkuchens hingegen zeigte heftiges WachstunBd&terien.

3.4.7 Zusammenfassung

Es wurden Faservliese aus Polyamid 6 hergestelld @wuf ihre Eignung als
Filtermaterialien zur Entfernung von bakteriellearMnreinigungen aus wassrigen Medien
hin untersucht. Da die Flachengewichte der PA @3disehr gering waren, wurden sie bei
ihrer Herstellung auf Tragermaterialien aufgebradnt sie besser handhaben zu kénnen
und ihnen die notwendige Stabilitdt zu verleihem das Flachengewicht der Filtervliese
unabhangig vom Wassergehalt der Fasern oder degerfmaterials exakt bestimmen zu
kénnen, wurde der Spinnldsung ein Farbstoff zugés€&tie Menge des Farbstoffes in
einer Probe und somit die genaue Menge an PA 6t&kamch dem Auflésen der Probe

genau bestimmt werden.

Bei den folgenden Versuchen zur Effizienz der Filteigte es sich, dass es mdglich war,
mit Flachengewichten der Faservliese von knappremem Gramm, die Bakterienzahl in

einer Bakteriensuspension quasi auf Null zu redanie

Die Vliese widerstanden zudem auch dem DurchlanéreWWassermenge im Bereich von

1000 L. Dabei bildete sich auf ihnen ein Filterkeichder wieder entfernt werden konnte.
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Unterhalb des Filterkuchens erschienen die Fasewersehrt. Auch nach diesem Test
waren die Vliese noch in der Lage ihre urspringiEflitereffizienz zu zeigen.
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4 Experimenteller Teil

4.1 Verwendete Materialien

Beschreibung

Aceton

Agar-Agar

Alginsaure Natriumsalz
Calcofluor M2R (Fluorescent Brightener 28)
Chloroform
Dibutylzinndilaurat
Dichlormethan
Dimethylsulfoxid
Escherichia colK12 Laborstamm
Ethanol

Fleischextrakt
Fluoresceinisothiocyanat
Fluorescein-Natriumsalz
Hexan
Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumdihydrogenphosphat
Methanol

Micrococcus luteus
Natriumhydroxid

Pepton

Parylene-N

Resazurin Natriumsalz
Salzsaure

Silikondl AP200
Tetrahydrofuran

Toluol

Trypton-Soja-Bouillon

Quelle
BASF, destillativ gereinigt

Roth, eingesetzt wie erhalten
Roth
Sigma
BASF, destillativ gereinigt
Sigma
BASF, destillativ gereinigt
Merck
DSMZ No.: 1077
BASF, destillativ gereinigt
Merck
Sigma
Sigma
BASF, destillativ gereinigt
Merck / Roth
Merck / Roth
BASF, destillativ gereinigt
DSMZ No.: 1605
Merck
DIFCO
SCS, eingesetzt wie erhalten
Acros Organics
Riedel de Haen
Wacker
BASF, destillativ gereinigt
BASF, destillativ gereinigt
DIFCO, Fluka
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4.2 Eingesetzte kommerzielle Polymere

Polyamid 6 PA 6 B3 BASF
Polyethylenoxid PEO 900.000 Sigma
Polyvinylalkohol Mowiol 10-98, M, = 100,000 Clariant

Mowiol 28-99, M, = 145,000 Clariant
Mowiol 56-98, M, = 195,000 Clariant

Polyvinylbutyral Mowital B60T KSE
Polystyrol PS144 BASF
Polycaprolacton M = 65.000 Sigma
Poly(L-lactid) L210 Boehringer

4.2.1 Modifikation von PVA mit FITC

Es wurde eine literaturbekannte Herstellungsmethaterendet'*® %! Zur Herstellung
von mit Fluoresceinisothiocyanat modifiziertem Rahylalkohol wurden zunéchst
580 mg PVA 56-98 in 8,0 mL DMSO gelost. Es wurdéhp® (49.1 mg, 0.62 mmol)
Pyridin und 25 mg (6.420° mol) Fluoresceinisothiocyanat-lsomer | (FITC) zgejeen.
Nach hinzufiigen von 19.0 pL (20.0 mg, 3107 mol) Dibutylzinndilaurat wurde das
Reaktionsgemisch fur 2 h auf 95 °C erhitzt. Daskiteasgemisch wurde unter Rihren in
80 mL Butanol eingetropft, wobei das Produkt inrRoron gelben Flocken ausfiel. Das
Produkt wurde durch Filtration vom Butanol getrengetrocknet und erneut in DMSO
aufgenommen. Nach erneutem Ausfallen in Butanol ziwdimaliger Wiederholung des
Vorgangs, wurde das Produkt am Vakuum getrocknet. rBodifizierte Polyvinylalkohol
zeigte bei UV-Beleuchtung eine starke Fluoreszemd wurde im Folgenden wie nicht
modifizierter behandelt.

4.3 Verwendete Bakterienarten

4.3.1 Escherichia coli

Die verwendeten Bakterien entstammten einem Kladisthmm, der die DSMZ Nummer
1077 trug.
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E. coli Bakterien weisen eine Lange von 1-4 um und einemcliuesser von 0,4-0,7 um
auf®® Sje gehoren zur Gruppe der Enterobakterien, welefedlerum eine relativ
einheitliche Gruppe innerhalb der Gamma-Proteobigktesind*” Dabei handelt es sich
um Gram-negative, nichstsporulierende, fakultagvohe Stadbchen, die nichtmotil oder
durch peritriche Begeil3elung motil sind. Zudem gilel Enterobakterien Oxidase-negativ
und besitzen relativ einfache Nahrstoffanspricloevedgéaren sie Zucker zu einer Vielzahl
von Endprodukten. UbeE. coli ist ohne Zweifel mehr bekannt, als ber jede amder
Bakterienart. Angehdrige der Gatturkgscherichiasind unter anderem Bewohner des
Verdauungstraktes des Menschen und anderer Waenpdiellen jedoch bei weitem nicht
die dominierende Lebensform d&. coli dient als Indikatorkeim fir eine Belastung von
Wasser bzw. Gewdassern durch Fakalien. Sie konnersofem eine
ernahrungsphysiologisch nutzbringende Rolle spjedensie beispielsweise Vitamin K fir
thren Wirt synthetisieren. Vor allem Wildtypen vda. coli weisen relativ einfache
N&ahrstoffanspriche auf und sind befahigt auf eiw@lzahl von Kohlenstoff- und
Energiequellen wie Zucker, Aminosauren und andemganischen Sauren zu wachsen.
Einige E. coli Stamme sind pathogen und kdnnen bei KleinkinderrcBfallerkrankungen
auslosen. Zudem konnen einzelne Stamme bei &alteezsonen, oder Personen deren

Abwehr herabgesetzt ist, Harnwegsinfektionen heufen.

4.3.2 Micrococcus luteus

Die DSMZ Nummer des verwendeten Stammes war 1605.

M. luteusgehért zur Gruppe der Actinobacteria und ist molphgischStaphylococcusehr
ahnlich, obwohl diese im Gegensatz Mu luteuseinen geringen GC-Gehalt der DNA
aufweisert®®® Eine Unterscheidung der Gattungkticrococcusund Staphylococcusst
jedoch leicht mit Hilfe des Oxidations/Fermentasitasts (O/F-Test) moglicM. luteusist
obligat aerob und produziert aus Glucose nur aéetbsauren, wahren8taphylococcus
fakultativ aerob ist und sowohl unter aeroben wiaesoben Bedingungen aus Glucose
Saure erzeugiM. luteusist ein aerobes, Gram-positives und Katalase-pesitBakterium
mit einem typischen Atmungsstoffwechsel. Wie Gramsiive Kokken im Allgemeinen,
ist auch M. luteus relativ resistent gegen eine geringe Wasserativiind toleriert

Austrocknung und hohen Salzgehalt recht ddt.luteusist pigmentiert, die Kolonien
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weisen eine charakteristische gelbe Farbe auf.ZBiken liegen haufig nicht isoliert vor,
sondern bilden Paare und Tetraden. Dies ist béssygese bei der Bestimmung der
Lebendzellzahl zu beriicksichtigen. Die Paare urttch@den lassen sich allerdings durch die
Anwendung von Ultraschall zumindest temporar tredtié! In der Natur kommen
MicrococcusArten beispielsweise auf der Haut, sowie auf Siildnen und im Erdboden

Vvor.

Der unterschiedliche Aufbau einer Gram-positived emer Gram-negativen Membran ist
in Abbildung 4-1 und in Abbildung 4-2 dargestellt.

Lipoteichonsaur (
@ Zellwand-assoziierte
Proteine (z.B. Protein M,
Teichonsaure, Protein A
Teichuronsaure
[}
/\/

Peptidoglykan

= \( (ca. 20 nm)
peripheres \?\ =
Membranprotein [ O a =
Membranprotein %t;?raasr:n(; 8 nm)

kapsulares
Polysaccharid

Lipopolysaccharid

Porine

Lipoprotein
Peptidoglykan periplasmatischer
(3nm) Raum

Membran-
Proteine

Cytoplasma-
membran (8 nm)

Abbildung 4-2: Aufbau der Membran einer Gram-negativen Zelle. (l@ue
eigene Zeichnung)
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4.4 Verwendete Geréate

Autoklav HMC HiClave HV25L
Systec 2540 EL
Dispergierwerkzeug IKA T18 basic Ultra Turfax
mit S 18 n — 19 G Vorsatz
Inkubator Aqua Lytic
Mikroskope Leica DMRX
Keyence VHX Digital Microscope
pH-Messgerat WTW pH526 mit pH Elektrode Schotidiline 23 pH
Photometer Pharmacia LKB Novaspec I

Amersham Biosciences Ultrospec 3100 pro

PPX-Beschichter SCS Coating Systems LabocoateB8 RO
Reinstwasseranlage Elga Maxima

Schuttelplatte GFL-3005

Sicherheitswerkbank Holten LaminAir
Spektrofluorophotometer ~ SHIMADZU RF-1502
Trockensterilisator Heraeus Instruments T5050

Heraeus kelvitrdtt
Ultraschallbad Bandelin Sonorex RK 102 H
UV/Vis Spektrophotometer Perkin-Elmer Lambda 9

Vakuume-Filtrationsgerat Sartorius

Waagen Mettler PM4800 DeltaRange
Precisa XB 220A

Wasserbadschuttler New Brunswick

Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5403

Heraeus Multifuge 1S-R
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4.5 Nahrmedien und Puffer

45.1 Vollmedium fur Escherichia coli

Zur Kultivierung vonE. coli wurde ein kommerziell erhaltliches Nahrmedium vemadet.
Es handelte sich um eine, auch als TS-Medium beaete Trypton-Soja-Bouillon
(DIFCO, Fluka). Zur Herstellung wurden 30 ¢ ldes Pulvers in deionisiertem Wasser

geldst. Um feste Medien herzustellen wurden zusitals g I Agar zugegeben.

4.5.2 Nahrmedium fir Micrococcus luteus

Die Kultivierung vonM. luteuserfolgte in einem von der DSMZ vorgegebenen Medium
aus Fleischextrakt und Pepton. Die Grundstoffe emrdh der entsprechenden Menge
Wasser gelost. AnschlieRend wurde durch Zugabe Natmonlauge ein pH-Wert von

sieben eingestellt. Zur Herstellung fester Medienrden zusatzlich 15 g L Agar

zugegeben.
M. luteus Medium: Fleischextrakt 509
Pepton: 39
Deionisiertes Wasser: 1000 mL

4.5.3 Kaliumphosphat-Puffer

Es wurde ein Kaliumphosphat-Puffer der Konzentra6 mmol L* mit einem pH-Wert
von sieben verwendet. Zur Herstellung des Puffenslesentionisiertes Wasser verwendet.
Die Losung der Salze wurde bei 121 °C fur 20 Minuaeitoklaviert. Die Aufbewahrung

bis zur Verwendung erfolgte in verschlossenen Rasdei vier Grad Celsius.

Kaliumphosphat-Puffer ~ KH,POy: 2,64 g (19,4 mmol)
KoHP O, 3H,0: 6,98 g (30,6 mmol)
Deionisiertes Wasser: 1000 mL

143



Experimenteller Teil

4.6 Mikrobiologische Methoden

4.6.1 Sterilisation

Die Sterilisation samtlicher Nahrmedien, Puffer ufuhstoffgerate zum Einmalgebrauch
erfolgte, falls nicht anders angegeben, durch daveken bei 121 °C und einem Bar
Uberdruck fiir 20 Minuten. Glasgerate wie Objektnagund Petrischalen, sowie
Metallgerate wurden fur 180 Minuten im Trockengdisaior auf 180 °C erhitzt.

4.6.2 Kaultivierung von Bakterien und Stammhaltung

4.6.2.1Kulturen auf Agarplatten

Das Anlegen von Kulturen auf Agarplatten diente izW&vecken. Zum einen zur
Stammbhaltung, wobei es von Bedeutung war einzelo®rifen zu erhalten und zum
anderen zur Bestimmung der Lebendzellzahl, wobdegeBakterium eine Kolonie
ausbilden sollte. In beiden Fallen erfolgte dieuln&tion aerob bei 37 °C.

Abbildung 4-3: Vereinzelungstechnik.

Zur Stammhaltung wurde eine Kolonie von einer Agdtp mit Hilfe einer durch
Ausgluihen sterilisierten Impfése entnommen und ldugte neun Striche umfassende

Vereinzelungstechnik auf eine neue Agarplatte drfgght. Das Schema, das dabei
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verwendet wurde, wird im Folgenden beschriebenndtesiner Kolonie beladene Impfése
wurde dreimal Uber die Agarplatte gefuhrt und darneut ausgegliht. Nach dem
Abklhlen der Impfése im Medium wurden drei weit&&iche, senkrecht zu den drei
bereits vorhandenen, ausgefiihrt, wobei jeder Swinkn Strich weniger kreuzte (siehe
Abbildung 4-3). Dieser Vorgang wurde ein drittes|Maederholt, nach dem Inkubieren
erhielt man einzelne Kolonien auf der Agarplatie,sich bequem entnehmen lie3en.

Nach der Inkubation bei 37 °C wurden die Agarptatiei 4 °C aufbewahrt. Die Kulturen
wurden wdchentlich kontrolliert und auf neue Agattgn Uberimpft. Dabei wurden die
alten Platten noch mindestens eine Woche aufbewahrt

4.6.2.2Kulturen in flissigen Medien

Die Inkubation der Bakterienkulturen erfolgte aenoit Hilfe von Reagenzglasrollern
bzw. im Schikanenkolben oder Erlenmeyerkolben & his 200 U/min. Zur Herstellung
von Flassigkulturen im Reagenzglas wurden funf iM#ér sterile Nahrldsung entweder
mit einer Einzelkolonie oder mit 0,1 mL einer Fligssiltur inokuliert. Kulturen vorEk.
coli wurden in der Regel bei 37 °C fur 16 Stunden, et vonM. luteusfur 48 Stunden
bei 37 °C inkubiert. Bei der Herstellung von Ku#ar im Schikanen- bzw.
Erlenmeyerkolben wurde mit einer FlussigkeitsmemgeBereich von 150 bis 200 mL

analog vorgegangen.

4.6.3 Bestimmung der Zellzahl

4.6.3.1Bestimmung durch optische Dichte

Die Zelldichte in einer Flussigkultur erfolgte darMessen der Optischen Dichte in einem
Photometer bei einer Wellenlange von 578 nm {fgDEine Optische Dichte von eins
entspricht dabei in etwa einer Zelldichte voh0l Zellen pro Milliliter Kultur. Dies kann

jedoch bei verschiedenen Bakterienarten stark abweai und ist somit als grober
Richtwert zu verstehen. Als Blindwert diente die £des reinen Mediums, gemessen
gegen Luft. AnschlieRend wurde eine Probe der zersuchenden Bakteriensuspension

vermessen. Falls der Wert fur die grolRer als 0,5 war, wurde mit Medium verdinnt.
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Die ODs7g der Bakteriensuspension errechnete sich aus demsgenen Wert abziglich

des Blindwertes, wobei eine eventuelle Verdinnuergicksichtigt wurde.

4.6.3.2Bestimmung mit der Helber-Zahlkammer

Eine weitere Methode zur Bestimmung der Gesamtdllmeben der Bestimmung durch
die optische Dichte stellte die Verwendung einelbeleZahlkammer dar. Die Methode ist
genauer, als die Bestimmung der optischen Dichterscheidet jedoch ebenso wie diese

nicht zwischen lebenden und toten Zellen.

0,0025 mm?

c-Feld

250 um

~

b-Feld = 16 c-Felder

Abbildung 4-4: Darstellung einer Helber-Zahlkammer.

Zur Bestimmung der Gesamtzellzahl einer Probe, wwethe Helber-Zahlkammer mit
einer Tiefe von 0,02 mm verwendet. In das Glaskdenmer waren Netzgitter eingeatzt.
Diese beinhalteten so genannte c- (= Kleinquadnate) b-Felder (= Grof3quadrate). Ein
c-Feld wies hierbei eine Flache von 0,0025 ‘mauf. Von der zu untersuchenden
Flassigkultur ausgehend, wurde mit Phosphatpuffes 30 mmol /L, pH = 7,0) oder
Medium eine Verdiunnungsreihe angefertigt. Die Varding wurde so gewahlt, dass
ungefahr 5 bis 10 Zellen pro Kleinquadrat zu eremrivaren. Nach dem Befullen der
Kammer erfolgte die Auszahlung der Bakterien imzgater unter einem Mikroskop bei

Phasenkontrast.
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Es wurden jeweils drei unabhangig voneinander ls¢efiee Verdinnungen ausgezahlt,
wobei jeweils der Durchschnitt aus den 3 x 16 dé€el ermittelt wurde. Die
Gesamtzellzahl errechnete sich aus dem Volumens eiréeldes und der ermittelten

durchschnittlichen Anzahl von Bakterien im c-Feld:

Vc=0,0025 mmix 0,02 mm = 80° mn? = 0,510 mL

Formel 2: Volumen eines c-Feldes.

Die Zellzahl in einem mL Suspension ergab sichliciignach:

Zellzahl = ¢ : 0,80" mL*

Formel 3: Zahl der Zellen in einem Milliliter.

4.6.3.3Bestimmung der Lebendzellzahl durch die Zahl wactise Kolonien

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl durch BestimmdeigZahl der Kolonien-Bildenden-
Einheiten (KBE), wurde eine definierte Menge der untersuchenden Bakterienkultur
entnommen und anschlieBend eine Verdlinnungsreihgeer ulerwendung eines
Kaliumphosphatpuffers (c=50mmol /L, pH=7) afegtigt. Bakterienhaltige

Polymerldsungen, Filme oder Fasermatten wurderdear Ausbringen auf die Platten in
einer definierten Menge Kaliumphosphatpuffer geldstusgehend von der erwarteten
Zellzahl wurden jeweils 0,1 mL von drei aufeinandefgenden Verdinnungen auf
Agarplatten ausgestrichen und bei 37 °C fir maxi@él Stunden E. coli), bzw. 48

Stunden M. luteug inkubiert. Durch Auszahlen der gewachsenen Kelorkonnte die

Lebendzellzahl in einem Milliliter Bakterienkultdozw. die Zahl lebender Zellen in den

Proben errechnet werden.

4.6.4 Farben von Bakterien

4.6.4.1Farben mit Kristallviolett

Die Farbung mit Kristallviolett ermoglichte es, Baken unter dem digitalen Mikroskop,

bzw. dem Lichtmikroskop ohne Phasenkontrastbelemgchbeobachten zu kdnnen. Hierzu
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wurde eine Probe der zu untersuchenden Suspensiaziren Objekttrager aufgebracht,
mit einem Deckglas verteilt und nach dem Eintrocknenter Verwendung eines
Gasbrenners hitzefixiert. AnschlieRend wurde eifsung von Kristallviolett in Wasser
auf den Objekttrager aufgebracht und nach eineruddirdurch Spulen mit destilliertem
Wasser entfernt. Nach dem Trocknen waren die Baktemter dem Mikroskop deutlich

Zu erkennen.

4.6.4.2L ebendfarbung mit Fluoreszenzfarbstoffen

Um die Bakterien zu farben, sie dabei jedoch niaebzutéten, wurden geeignete
Fluoreszenzfarbstoffe verwendet. Bei den beidewerdeten Farbstoffen handelte es sich
um Calcofluor M2R (Flourescent Brightener 285 sowie Fluoresceinisothiocyar&t’
Beide Farbstoffe blichen unter dem Fluoreszenzrskap schnell aus. Allerdings zeigte
Calcofluor M2R im Vergleich zu Fluoresceinisothiaopt eine hohere Stabilitdt. Zudem
waren auch die Farbeeigenschaften von Calcofludr Meutlich tberlegen.

Um Bakterien mit Calcofluor M2R anzufarben wurdenachst aus dem Farbstoffpulver
eine Stammlosung bereitet. Es wurden 10 mg CaloofM2R in 6,7 mL Wasser gelost
und mit Natronlauge ein pH von 7 eingestellt. Dimn@mlosung wurde bis zu ihrer
Verwendung dunkel im Kuhlschrank aufbewahrt. Zurbeég wurden gleiche Mengen
Stammlésung und Bakteriensuspension vermischt e 84 Stunden im Kihlschrank
gelagert. Die Bakterien wurden mit Hilfe einer Zénoge sedimentiert. Das Sediment

wurde zweimal mit Phosphatpuffer oder physiologesdkochsalzldsung gewaschen.

Im Sediment konnten lebende Bakterien durch Auseianh auf Agarplatten

nachgewiesen werden.

4.6.4.3Vital-Fluoreszenz-Doppelfarbung

Die Vital-Fluoreszenz-Doppelfarbung bot die Mogkeit, Bakterien in Losung bzw.
innerhalb der Partikel mit zwei verschiedenen Raiffen anzufarben und so Riickschliisse

auf den Zustand der Membran der Bakterien zu enhalBakterien mit einer intakten
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Zellwand sollten bei dieser Farbemethode bei Béieung mit UV-Licht grin, solche mit
einer beschadigten Zellwand rot erscheinen. Diddédy wurde unter Verwendung eines
LIVE/DEAD® BacLight Kits L7012 der Firma Invitrogen durchgefti Vorgegangen
wurde nach dem in der Produktinformation vom 159i 2004 beschriebenen Verfahren.
Die Stammlésungen wurden bei -20 °C aufbewahrt, der jeweiligen Verwendung
zunachst auf Raumtemperatur gebracht und vor defme®fzunachst bei maRiger
Geschwindigkeit mit Hilfe der Zentrifuge sedimentie

Bei allen Handlungen war zu bertcksichtigen, dassid den Stammlésungen verwendete
Lésungsmittel DMSO das Eindringen organischer Milekn Gewebe begiinstigt und die
verwendeten Farbstoffe SYTO 9 sowie Propidiumiodid Nukleinsauren binden.

Propidiumiodid ist ein potentielles Mutagen, beiT€Y9 fehlen die entsprechenden Daten.

Abbildung 4-5: M. luteusBakterien in Puffer nach Vital-
Fluoreszenz-Doppelfarbung. In der Mitte des Bildg®ine

Ansammlung griin fluoreszierender Bakterien, umgeimen
rot fluoreszierenden Bakterien zu erkennen.

Zur Farbung der in den PVA-Partikeln immobilisiertBakterien wurde zunachst aus den
beiden Stammlosungen die Farbstoffmischung hergesteelche nur eine begrenzte
Lagerfahigkeit aufwies. Hierzu wurden gleiche Voloenm der Stammldsungen,
typischerweise je 5,0 uL mit einer Eppendorf Ppetbgemessen und in einem 1,7 mL
Mikrozentrifugeneinsatz vereinigt. Nach ausgiebigeiischen unter Zuhilfenahme eines
Vortex-Mischers war die Farbstoffmischung verwergifahig. Es wurden jeweils 3,0 pL

dieser Mischung zu einem Milliliter einer Suspensiter PVA-Partikel in 50 mmol t
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Kaliumphosphat-Puffer pH = 7 gegeben. Die Mischwogde nach erneutem ausgiebigem
Mischen mit dem Vortex-Mischer fur 15 Minuten beatwtntemperatur in der Dunkelheit
inkubiert. Ein Tropfen der Suspension wurde nuneaén Objekttrager aus Glas gegeben,
mit einem Deckglas abgedeckt und mit Hilfe eineshtmikroskopes des Typs Leica

DMRX mit UV-Beleuchtung untersucht.
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4.7 Bakterienhaltige Polymerlésungen

4.7.1 Herstellung PEO-basierter Losungen

Die Herstellung einer mit Bakterien angereicheRetymerlosung erfolgte durch l6sen des
verwendeten Polymeren in einer sterilen Laborflasdnter Verwendung sterilisierten
Wassers. Das verwendete Polymere wurde zuvor keiegeren Behandlung unterzogen.
Fur die meisten Versuche erwies sich die Keimfiieittheser Vorgehensweise als
ausreichend, da das PEO-Pulver als steril angesedeten konnte. Musste eine absolute
Freiheit von Keimen sichergestellt werden, wurde derschlossene Laborflasche nach
dem Auflésen des Polymeren im Autoklaven steriltsieAnschlielend wurde der
Polymerldsung in einer Sicherheitswerkbank, odemimittelbarer Nahe eines brennenden
Gasbrenners, die gewiinschte Menge an Bakteriensispebzw. Sediment zugegeben
und fur mindestens 30 Minuten unter Verwendung eiagnetrihrers durchmischt. Im
Falle von M. luteuswurde die Bakteriensuspension vor der Zugabe Bfliauten mit
Ultraschall behandelt, um vorhandene Agglomerate Bigkterien in Einzelzellen zu

trennen.

4.7.2 Elektrospinnen von mit Bakterien angereichert  en PEO-L&sungen

4.7.2.1Verwendeter Aufbau

Das Verspinnen der mit Bakterien versetzten PEQihgsn erfolgte in einer

geschlossenen Apparatur mit einer Grundflache \br 80 cm. Der Spinnprozess konnte
durch die aus Glas bestehenden Seitenwande vewelglen. In der Mitte der Apparatur
befand sich eine, an deren Decke angebrachte Ytung, zur Befestigung der mit der zu
verspinnenden Polymerlésung gefillten Spritze. gewvendeten Spritzen waren sterile
1 mL Spritzen der Firma Henke-Sass-Wolff mit ein@mendurchmesser von 4,7 mm. Die
als Elektrode dienende Kanlle wurde auf eine Lamge zwei Zentimeter gekurzt. Es
handelte sich um Injektionskanilen Sterican No.IMie Kanilen hatten einen

AulRendurchmesser von 0,55 mm und einen Innendussgengon 0,3 mm. Die Menge der
Polymerlosung, die durch die Kanile austrat, wuadé&ngs durch einen Schrittmotor,

spater durch ein hydraulisches System regulierbdiden Fallen wurde ein Stempel mit
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einer einstellbaren Geschwindigkeit auf den KoldenSpritze gedriickt. Die entstehenden
Polymerfasern wurden auf einer Gegenelektrode &igen. Diese bestand aus einer
rund zehn Millimeter dicken Scheibe aus Aluminiuihr Durchmesser betrug zehn
Zentimeter. Die Elektrode war zur Isolierung aufiesn Sockel aus PVC montiert. Der
Abstand zwischen Kanule und Gegenelektrode liefh sitrch Verschieben der
Spritzenhalterung  variieren. Als Quellen fur die dHspannung dienten
Hochspannungsnetzteile der Firma Applied Voltages dgps HP 30. Die positive

Spannung lag dabei an der Kanule, die negativeeasaheibenférmigen Elektrode an.

4.7.2.2Parameter

Durch die variable Hohe der Spritzenhalterung veaméglich den Abstand zwischen den
beiden Elektroden in einem weiten Bereich zu veeiie Der Bereich, in dem die
Hochspannung gewéhlt werden konnte, war von 0 levH3i0 kV an der Kanile und von
0 kV bis -30 kV an der Gegenelektrode. Die Geschiwgieit des Schrittmotors und somit
auch die Vorschubgeschwindigkeit des Spritzenkadpd&wnnte zwischen 1 cm/h und
99 cm/h in 1 cm Schritten frei gewahlt werden. Aubftfeuchtigkeit und die

Raumtemperatur konnte kein Einfluss genommen werslenunterlagen einer gewissen

Schwankung.

4.7.2.3Allgemeine Durchflihrung

Wahrend des Spinnens bestand die Gefahr einer KamdHion der hergestellten Proben
durch Fremdbakterien oder Pilzsporen. Deshalb wunméglichst alle Offnungen der
Apparatur mit Hilfe von Klebeband abgedichtet. Rwden der Apparatur wurde mit
Kunststofffolie ausgelegt und die Keimzahl in dersgmten Apparatur durch intensive
Reinigung mit einer 70 Vol. % Ethanol Losung vegert. Dabei wurde sorgfaltigst darauf
geachtet, dass sich beim Start des Spinnprozessezikndfahiges Alkohol-Luft Gemisch
in der Apparatur befand. Nach Einsetzen der gefulltSpritze wurde der
Elektrospinnvorgang durch Wahl eines geeignetentakloes zwischen Kanule und
Gegenelektrode, einer geeigneten Spannung zwistdreitlektroden und einer passenden

Geschwindigkeit des Schrittmotors gestartet.
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Um die erzeugten Fasern aufzufangen, wurde die r&bgldrode mit verschiedenen
Substraten belegt. Dazu gehérten Aluminiumfolieje®Ritbrager aus Glas, Petrischalen aus

Glas und Rahmen aus Aluminiumblech.

4.7.3 Uberlebensfahigkeit in Faservliesen

Es wurden mehrere bakterienhaltige Polymerldsunigemgestellt. Als Ausgangspunkt
diente eine Ldsung von funf Gewichtsprozent PEO.®@D in Wasser, zu der zehn

Gewichtsprozente Bakteriensuspension gegeben wurden

Die Polymerlosung wurde im Autoklaven sterilisiells Bakteriensuspensionen wurden
24 Stunden alte Kulturen vda coliundM. luteus die ODs7glag zwischen 0,8 und 1,0 fir
M. luteussowie 1,0 und 2,7 bé&. coli. Im Falle vonM. luteuswurde die Suspension direkt
vor der Zugabe zur Polymerlésung fur eine Minute Whtraschallbad behandelt, um
vorhandene Agglomerate aufzubrechen. Um bezlglieh Menge an Polymerfasern
vergleichbare Proben zu erhalten, wurde auf dere@agktrode direkt in sterile
Glaspetrischalen gesponnen. Beim Wechsel Wwbn luteus enthaltender zuE. coli
enthaltender PEO-L6sung wurde die Apparatur grihdfit 70 Vol. % Ethanol gereinigt.
Die Herstellungsbedingungen sind Tabelle 4-1 zaedmhen.

Tabelle 4-1:Parameter bei der Herstellung der Proben.

Parameter Wert
Spinndauer 5 min
Konzentration Polymer 4,5 %
Konzentration Suspension 9,1%
Spannung Kanule 15,0 kV
Spannung Edelstahlscheibe -1,0 kV
Elektrodenabstand 20 cm
Elektrische Feldstérke 0,80 kv/cm
Durchfluss 0,04 cth
rel. Luftfeuchtigkeit 65-70 %
Temperatur 20-23 °C
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Die hergestellten Proben wurden bei Raumtemperahdar vier Grad Celsius in der
Dunkelheit aufbewahrt. Die Bestimmung der Leberidablen der verwendeten PEO-
Lésungen vor dem Verspinnen erfolgte durch Entnalemer bekannten Menge und
Anfertigen einer Verdinnungsreihe. Das Ausbringefinterter Mengen der einzelnen
Verdinnungen erlaubte die genaue Bestimmung derl Zalbender Zellen. Zur
Bestimmung der Zahl der noch lebenden Zellen in deservliesen, wurden in
regelmafigen Abstanden Proben in Kaliumphosphaipwtifgelost. Hierzu wurde das
Gewicht der Petrischale vor und nach Zugabe eihesphatpuffermenge von rund drei
Millilitern bestimmt, um die exakte Puffermenge erthalten. Das Auflésen erfolgte durch
vorsichtiges Schiutteln der verschlossenen Petischm eine vollstdndige Benetzung des
Bodens und somit ein Auflésen des gesamten Vliegdgerzustellen. Mit einer sterilen
Eppendorf Pipette wurden jeweils 0,1 mL der Lésuegtnommen und mit
Kaliumphosphatpuffer ~Verdinnungsreihen angefertigbie LOosung sowie die
Verdinnungen 1:10, 1:50 und 1:100 wurden auf jeveifei Agarplatten gegeben,
verstrichen, inkubiert und die sich bildenden Kaéon ausgezahlt, wodurch Uber die
bekannten Mengen an Puffer auf die Zahl lebenderZen den Fasermatten geschlossen

werden konnte.

4.7.4 PPX Beschichtung bakterienhaltiger Faservlies e

Bakterienhaltige Faservliese wurden nach dem gieictierfahren hergestellt, wie es in
Absatz 4.7.2.3 beschriebenen wird. Um eine gleidig&Beschichtung der Fasermatten
von beiden Seiten erreichen zu kdnnen, wurden digs&luminiumrahmen aufgebracht.
Die Rahmen bestanden aus fiunf Millimeter breitemein aus 0,5 mm starkem
Aluminiumblech. Das Aufbringen der Fasermatten digse Trager erfolgte auf zwei
verschiedene Arten. Zum einen wurden die RahmedemElektrospinnapparatur direkt
besponnen, so dass sich eine frei tragende Faseratschied. Zum anderen wurde eine
dicke Fasermatte auf Aluminiumfolie hergestelltef® wurde mit dem Tragermaterial
zurechtgeschnitten, von der Folie abgezogen undcthieBend mit doppelseitigem

Klebeband auf einer Halterung befestigt.
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Die zu beschichtenden Proben wurden in einem CV&eRy des Typs Labcoater 1 (PDS
2010) der Firma SCS Coating Systems so auf demt@ehbefestigt, dass alle Bereiche
der Proben fir die Gase gleich gut zuganglich wakengesetzt wurde Parylene-N
([2,2]Paracyclophan), wobei als Faustregel proesetztem Gramm eine Schichtdicke des
PPX-Filmes von einem Mikrometer erwartet werdenriten[2,2]Paracyclophan wurde in
einer Aluminiumschale bei 175°C verdampft und &0 86C pyrolysiert. Das entstehende
Chinodimethan kondensierte in der Kammer bei Raompégatur, wobei es zu PPX
polymerisierte. Um die Dicke der abgeschiedenencitimittels DEKTAK bestimmen zu
konnen stets ein Objekttrager mitbeschichtet.

4.7.5 Herstellung bakterienhaltiger PVA-Partikel

Da insbesondere fur die Versuche, bei denen Remazum Einsatz kam, eine
Kontamination der Partikel durch Fremdbakterienrdsigoren von Pilzen ausgeschlossen
werden musste, wurden alle verwendeten Geratdistati Das aus Edelstahl bestehende
Werkzeug des Ultra Turrax Homogenisierers wurdaluminiumfolie eingeschlagen und
bei 130 °C fur mehrere Stunden im Trockensteribis@ehandelt. Das Kunststoffgehéuse
wurde sorgfaltig mit 70 %vol Ethanol gereinigt. Daswendete Silikondl wurde ebenfalls

in den spater verwendeten Gefal3en bei 130 °C irok€resterilisator sterilisiert.

Zur Herstellung Bakterien enthaltender PVA-Partilselrden zunéchst Kulturen der zu
immobilisierenden Bakterien angesetzt. Dies gesamaler Regel in 250 mL Erlenmeyer-
Kolben ohne Schikanen. Die Bakterien wurden noch der exponentiellen
Wachstumsphase mit Hilfe einer Zentrifuge des Thtpsaeus Multifuge bei 5000 U min
fur funf Minuten sedimentiert. Hierzu wurden sterB0 mL Einweg-Zentrifugeneinsatze
verwendet. Nach einem Durchlauf wurde der Uberstaiten dem laufenden Gasbrenner
abgegossen und das Gefal3 fir den nachsten Durdvaefit beflllt. Auf diese Weise
wurde das gesamte Sediment der Kultur in einemGgésammelt.

Um die Bakterien von Resten des Nahrmediums zueieefr wurde das Sediment
anschlieend gewaschen. Dies erfolgte durch Zugelme destilliertem Wasser oder

50 mmol L' Kaliumphosphat-Puffer pH = 7 und Aufschlammen Seslimentes in der
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Flissigkeit. Nach erneutem Sedimentieren mit Hileg Zentrifuge waren die Bakterien
verwendungsfertig. Der Feststoffgehalt des Sediesebetrug bek. coli und M. luteus

jeweils rund 20 %.

Parallel zu den Bakterienkulturen wurden die PVAsludgen vorbereitet. Hierzu wurden
zunachst Wasser und Polyvinylalkohol in fest velie@bare 100 mL Flaschen
eingewogen. Die Flaschen wurden mit einem Magnettdh versehen und verschlossen.
Um das Polymere zu lésen wurden die Flaschen ieneimuf 90 °C temperierten
Wasserbad platziert, wobei die Polymerlésung stigdrihrt wurde. Nach dem Auflésen
des Polymeren wurden die Flaschen in verschlossehetand im Autoklaven bei 121 C
fur 20 Minuten sterilisiert. Nach der Entnahme das Autoklaven wurden die Flaschen
sofort in noch heiBem Zustand auf einem Magnetrutplatziert und der Inhalt
durchmischt, um der Bildung einer Haut aus getretdim Polymeren auf der PVA-
L6sung entgegenzuwirken. Die PVA-LOsungen wurdeschlelRend bei Raumtemperatur
aufbewahrt und nach jedem Offnen erneut im Autaktasterilisiert. Die PVA-Losungen
neigten dazu, nach einiger Zeit bei Raumtemperaiugelieren, was daran zu erkennen
war, dass sie leicht opak wurden. Auch diesem Effednnte durch ein erneutes

Sterilisieren entgegengewirkt werden.

Im nachsten Schritt wurden die Bakterien in der PAM&ung suspendiert. Dies erfolgte in
ebenfalls sterilisierten 10 mL Rollrandglasern.der Regel wurden 0,5 g Sediment der
Bakterien und 3,0 g der Polymerl6ésung verwendet¢ Polymerlésung wurde mit Hilfe
einer Einwegspritze, das Sediment mit einer steri@aspipette in das Rollrandglas
Uberfuhrt. Da die resultierende Mischung insbesmndei der Verwendung voB. coli
Bakterien zu viskos wurde, um sie mit einem Magitestab vermischen zu kénnen,
erfolgte dies mit einem sterilen Edelstahl-Spatal der N&ahe der rauschenden

Brennerflamme.

Das 80 mL Silikonél enthaltende Gefald wurde in mirigad aus Eiswasser platziert. Das
Hochgeschwindigkeits-Dispergierwerkzeug wurde ia 8dikonél eingetaucht, wobei die
Aluminiumfolie nur so weit als notwendig entferntosden war. Wahrend des

Herstellungsprozesses diente sie als provisoriscigchutz  vor mdoglichen
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Kontaminationen. Es wurde gewartet, bis Dispergeekzeug und Silikon6l abgekuihlt
waren. Das Dispergierwerkzeug wurde auf der nistEig Stufe gestartet und die
Suspension aus Bakterien mit einer Einwegspritzee ddantle eingebracht. Hierbei wurde
darauf geachtet, dass die austretende Suspensi@kt drom Dispergierwerkzeug
eingesogen wurde, da sie sich sonst auf der Obbkelgesammelt hétte und vom
Dispergierwerkzeug nicht erreicht worden wéare. Nigech die Suspension im Silikon6l
verteilt war, wurde die Geschwindigkeit gesteigertl fir 15 Minuten homogenisiert. Mit

der hergestellten Dispersion wurde nun auf zwescliedenen Wegen verfahren.

Um Partikel unter Anwendung von Einfrier-Auftau-4gk herzustellen, wurden die
GefalRe mit der Dispersion in verschlossenem Zustaid-20 °C eingefroren. Nach
20 Stunden wurden die GefalRe entnommen und fur Sfenden der Raumtemperatur
ausgesetzt. Hiernach wurden sie erneut bei -20ifiGeforen. Dieser Vorgang wurde
dreimal wiederholt. Nach dem letzten Auftauen fiervStunden bei Raumtemperatur
wurden die Gefal3e getffnet und der Inhalt langsachunter heftigem Rihren in 400 mL
Aceton gegeben. Zuvor war der sich bei den Zyklehder Oberflache der Dispersion
bildende Schwamm aus Hydrogel entfernt worden. Harstellung von PVA-Partikeln

ohne die Applikation von Einfrier-Auftau-Zyklen wade die Dispersion direkt nach der
Herstellung in 400 mL Aceton gegeben, wobei die bsuge deutlich héher ausfiel. Das

Gemisch wurde fir weitere zehn Minuten gerihrt.

Zur Separation der Partikel vom Aceton wurde dasniGeh durch einen 30 mm
Papierfilter oder eine 30 mm Polytetraflourethyleittermembran mit einer Porenweite
von 0,45 um gesaugt. Es wurde im Falle Wbnluteusein gelblicher und im Falle von

E. coli ein grau-brauner Filterkuchen erhalten. Dieserd@ugetrocknet und erneut unter
Verwendung eines Ultraschallbades in ca. zehn IkBlin Aceton aufgeschlammt. Auf
diese Weise wurden letzte Reste von Silikon6l an Bartikeln entfernt, die sonst die
Quelleigenschaften nachteilig beeinflusst hattenwikrde erneut filtriert, der Filterkuchen
abgedeckt neben der rauschenden Brennerflamme clgeéto und in sterilen

Mikroreaktionsgefal3en bei vier Grad Celsius gelager

157



Experimenteller Teil

4.7.6 Uberlebensfahigkeit in PVA-Partikeln

4.7.6.1In Trockensubstanz

Die Bestimmung lebender Bakterien in den PVA-Pattikerfolgte rein qualitativ. Ein
Herausldsen der einzelnen Bakterien aus den Plartikel anschlieliende Bestimmung der
Lebendzellzahl nach der KBE-Methode war nicht nagli

Es wurden zum einen bereits vorhandene, bei viad @elsius gelagerte Proben und zum
anderen speziell zu diesem Zweck hergestellte lRrabeersucht. Im letzteren Fall wurden
die Partikel in 1,7 pL Mikrozentrifugeneinsatzeni veer Grad, Raumtemperatur und
37 °C jeweils in der Dunkelheit gelagert. Die hietzergestellten Proben wurden auf die
GefaRe fur die drei Lagerungstemperaturen verteily eine Vergleichbarkeit zu

gewabhrleisten.

Zum eigentlichen Test wurde die bei vier Grad Celsgelagerte Probe zunéchst auf
Raumtemperatur erwarmt, um ein Einkondensieren Wdasser beim Offnen zu
vermeiden. Die bei den beiden anderen Temperatgetagerten Proben wurden direkt
verwendet. Alle Arbeitsschritte wurden in unmitesler N&he der rauschenden
Brennerflamme ausgefiihrt, die Keimzahl am Arbegsplar zuvor mit 70 vol. % Ethanol
verringert worden. Nach dem Offnen der Mikrozengiéneinsatze wurde mit einem
abgekuhlten, zuvor durch Ausglihen sterilisiertgat8l eine Probe entnommen und auf
der Oberflache einer Agarplatte verteilt. Die Rdatturde verschlossen und nach ca. zehn
Minuten umgedreht, um wahrend der Inkubation eik@mtakt der nun gequollenen
Partikel mit Kondenswasser zu vermeiden. Inkubientde maximal vier Tage bei 37 °C.

Partikel, die lebende Bakterien enthielten verursat Wachstum auf der Platte.

4.7.6.2In Gegenwart organischer Losungsmittel

Die Untersuchung auf eine Schutzwirkung der Pdrtikegeniber organischen
Lésungsmitteln erfolgte ebenfalls qualitativ, wobaiis der Starke des verursachten

Wachstums ein gewisser Trend abgeleitet werdentkonn
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Die Durchfiihrung des Versuches erfolgte in Rollgladern. Die Glaser waren zuvor im
Trockensterilisator behandelt worden. Gearbeitetrdeu neben der rauschenden
Brennerflamme. Die fir die Versuche vorgesehenesbdtr der PVA-Partikel wurden

zuvor im sterilen Achat-Morser behandelt, um grél3ehggregate der Partikel

aufzubrechen. Hierbei wurde darauf geachtet, diehar@sche Belastung der Partikel
maoglichst gering zu halten. Anschlielend wurden @&iartikel auf die einzelnen

Rollrandglaser gleichmallig verteilt. Auf ein Wagearde verzichtet, um eine maogliche
Kontaminationsquelle auszuschlieBen. Die Partikelrden mit jeweils 0,5 mL des

entsprechenden Lésungsmittels Gberschichtet, dieaRdglaser verschlossen und bei vier
Grad Celsius gelagert.

Zur Probenentnahme wurden die Glaser zunachst aummperatur erwarmt, um ein
Einkondensieren von Feuchtigkeit zu verhindern.chtie3end wurden die Rollrandglaser
gedffnet und mit Hilfe einer sterilen Pasteur-Pipetine Probe des Inhalts entnommen.
Die Probenbehalter wurden anschiel3end verschlassgerneut kiihl gelagert. Um einen
Kontakt der Agarplatten mit den Lésungsmitteln amhindern, wurden die entnommenen
Proben zunéchst auf sterilen Objekttragern ausgbbr®ie Objekttrdger wurden mit
Petrischalen abgedeckt, was zwei Zwecken dientan &inen wurde dadurch die
Wahrscheinlichkeit einer Kontamination verminderiduzum anderen verdunstete das
Lésungsmittel dadurch langsamer. Dies war vor alleei Aceton, Ethanol und
Tetrahydrofuran von Bedeutung, da zu starke Abkidnldurch Verdunstung zu einer
Anreicherung von Wasser im Losungsmittel und saurh Absterben der Bakterien hatte
fuhren kdnnen. Nach dem Verdunsten des Losungssntierden die Objekttrager mit den
daran haftenden Partikeln auf eine Agarplatte galed angedrickt. Nach dem Quellen
der Partikel wurden die Objekttrager abgenommes,Riatten umgedreht und bei 37 °C
inkubiert. Lebende Bakterien in den Partikeln veaghten auch hier Wachstum auf den

Platten.

4.7.6.3In Faservliesen

Um zu Uberprifen, ob sich in elektrogesponnenerriBssen noch lebenden Bakterien
befanden wurden zwei Methoden angewendet.
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Die erste bestand darin, Proben der Vliese untagliohist sterilen Bedingungen auf eine
Agarplatte aufzubringen und diese zu inkubieren.llsFasich nach viertagiger
Inkubationszeit bei 37 °C kein Wachstum von Bakienum die Faserprobe herum, bzw.
auf der Faserprobe zeigte, wurde sie von der AdmrHliche abgenommen. Zeigte sich
auch unterhalb des Vlieses kein Wachstum wurde reomgmen, dass keine lebenden
Bakterien in der Fasermatte vorhanden waren.

Alternativ dazu wurden Proben der Vliese in sterildéahrmedium eingebracht und
schiittelnd bei 150 U mithund 37 °C inkubiert. Falls bei diesem Prozess €nidung des
Nahrmediums innerhalb von zwei Tagen zu erkennenwuarde eine Menge von 100 pL
auf einer Agarplatte ausgestrichen, die danachfaliemkubiert wurde. Dies diente dazu,
die Identitat der die Tribung verursachenden Bakiefestzustellen, da diese Methode
Kontaminationen gegenuber deutlich empfindlicher,vas die zuerst beschriebene. Auch

diese Methode konnte nur qualitative Ergebnisderie

4.7.7 Polymerfilme unter sterilen Bedingungen

Die Herstellung von Filmen aus Polyvinylbutyral ndiarin eingeschlossenen, Bakterien
enthaltenden PVA-Partikeln erfolgte in 50 mL Einw&gntrifugeneinsatzen. Durch die
Beschichtung der Innenseite des Gefal3es bei gasselmem Deckel konnte sichergestellt
werden, dass der Polymerfilm weder mit Fremdbadterinoch mit Pilzsporen
kontaminiert wurde. Um die Evaporation des Losuriggeta zu ermdéglichen, wurden
durch die Verschlusskappe des GefalRes zwei Karggéirhrt und die Durchtrittsstelle
anschlieBend luftdicht mit Heil3kleber versiegelabbi wurde eine Kanule bis fast zum
Boden des Gefal3es gefiuihrt, wahrend die andere enigvun den Innenraum hineinragte.
Auf diese weise sollte die Erzeugung eines Luftagom Gefal3 ermdglicht werden. Auf
die kirzere der beiden Kantlen wurde ein Spritienfaufgesetzt, der Kontaminationen
aus der einstromenden Luft entfernen sollte. Digydéie der beiden Kanulen wurde mit
einer Membranpumpe verbunden, mit der der Luftstremreugt und geregelt werden
konnte. In Abbildung 4-6 ist eine schematische Heimng des Aufbaus gegeben.

Die typische Vorgehensweise war die Herstellungreltosung aus Polyvinylbutyral mit

Bakterien enthaltenden PVA-Partikeln wie zuvor kisrbeschrieben. Eine abgemessene
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Menge der Lésung wurde in den Zentrifugeneinsatgelgen, der sofort verschlossen
wurde. Durch Drehen des GefalRes wurde eine gleiBlygeéBenetzung der Wandung
erreicht, wobei dieser Vorgang Uber die gesamted&s Eintrocknens der Polymerlésung
fortgefuhrt wurde. In Zeitabstanden von wenigen bém wurde eine Membranpumpe mit
der langeren der beiden Kantlen verbunden und eoLdit im Inneren ausgetauscht.
Dabei wurde darauf geachtet, dass die TemperaturPdg/merlosung nicht zu weit

absank, da ein Einkondensieren von Wasser es deangjémittel Ethanol erlaubt hatte, in

die Partikel einzudringen und die immobilisierteskBerien zu schadigen.

Zur Pumpe

[

Spritzenfilter

Kaniilen

50 mL Zentrifugeneinsatz ———

Abbildung 4-6: Schematische Zeichnung
des Aufbaus zur Herstellung von
Polymerfilmen unter sterilen
Bedingungen.
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4.8 Charakterisierungsmethoden

4.8.1 Rasterelektronenmikroskopie

Die Untersuchung der Morphologien der Fasern, Igdrtind Bakterien erfolgte unter
Verwendung von Rasterelektronenmikroskopen der iygeachi S-4100 mit Wolfram-

Kathode und JEOL JSM-7500F in der Abteilung Elekémoptik des Fachbereichs
Geologie und des Wissenschaftlichen Zentrums futeNwwissenschaften der Philipps

Universitat Marburg.

Vor der Untersuchung wurden die Proben bei beidetkrdgkopen mittels eines
doppelseitig klebenden Kohlenstoff-Films der Firfad-Plano auf einem Tréager aus
Aluminium befestigt. Im Falle des Hitachi S-4100rde zuerst eine Schicht Kohlenstoff,
dann eine Schicht Gold mittels PVD, unter Verwergluwiner Edwards Auto 306
Hochvakuumapparatur, bei einem Vakuum der Giitex<16° mbar aufgebracht. Proben
fur das JEOL JSM-7500F wurden mit der im Gerat @&tehen Beschichtungsapparatur

vor der Untersuchung mit Platin beschichtet.

4.8.2 Dektak Profilometer

Zur Schichtdickenbestimmung des abgeschiedenen ®RBiXle der Film auf einem
beschichteten Glasobjekttrager eingeschnitten uerd Hbhenunterschied zwischen der
Filmoberflache und dem Objekttrager bestimmt. Dasvendete Analysegerat war vom
Typ Dektak 3. Der Stylus hatte eine Dicke von 1 (das aufliegende Gewicht betrug
2 mg.

4.8.3 Elektrische Leitfahigkeit

Die elektrische Leitfahigkeit wurde bei Raumtemp@rabestimmt. Es wurde ein
Konduktometer InoLab Cond Level 3 mit einem DeteKietraCon 325 (Wissenschaftlich
technische Werkstatten Gmbh) fir Messungen im Beré&0 ps/cm bis 500 ps/cm
verwendet. Die Messungen im Bereich 2 ps/cm bigg6m wurden mit einem LR 325/01
Detektor durchgefinhrt.

162



Experimenteller Teil

Das Volumen der jeweils untersuchten Probe lag enei8h von 60 mL, so dass ein
vollstandiges Eintauchen des Detektors gewéhrieisie

4.8.4 Oberflachenspannung

Die Ermittlung der Oberflachenspannung einer Pol@seng erfolgte mit Hilfe eines

Dynamischen Kontaktwinkelmessers und Tensiometeetaphysics DCAT 11). Hierzu

wurden rund 40 mL Probe in einem Glasgefal in dipakatur eingebracht und dort
temperiert. Zur Messung der Oberflachenspannungdevigine Platte aus Platin mit
definierter Grof3e in die Losung eingetaucht und deteherausgezogen. Der dabei
auftretende Widerstand wurde mittels einer hochpefizWaage verfolgt und durch das
Computerprogramm SCAT 12 ausgewertet

4.8.5 Viskosimetrie

Viskosimetrische Messungen wurden an einem Rotstiskosimeter der Firma Haake,
Typ PK 100 in Abhangigkeit von der Scherkraft bauRtemperatur bestimmt. Das Gerat
war mit einem RV20 Rotavisco gekoppelt und mit sndRheocontroller RC20

ausgerustet. Die Auswertung der Messdaten erfaligteComputer unter Verwendung des
Programmes Rheowin der Firma Haake. Die Viskoswatde bei 600 Umdrehungen pro

Minute angegeben.

4.8.6 Optische Mikroskopie

Die optischen Untersuchungen an Fasern bzw. mibskaifen behandelten Bakterien
wurden sowohl mit einem Mikroskop Leica DMRX, alsich an einem digitalen
Mikroskop der Firma Keyence Modell VHX-100 durchigfeft. Das Leica DMRX war
zusatzlich mit einer DC 200 Kamera, ebenfalls vaich, ausgestattet. Zur Auswertung
wurde die Software ImageJ verwendet.

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen wurden am L&®aRX durchgefuhrt. Die
Proben wurden im Auflichtmodus unter VerwendungeeiQuecksilber-Lichtbogenlampe
untersucht. Zur Filterung des von den Proben esmi¢th Lichts dienten im Mikroskop
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verbaute Filter der Firma Leica. Bildaufnahmen veuranit einer Kamera Leica DC 200

gemacht.

Untersuchungen mittels Phasenkontrastmikroskopienieht gefarbten Bakterien wurden
zusatzlich mit Mikroskopen der Firmen Leitz und $&i die mit entsprechenden
Objektiven ausgerustet waren, durchgeflhrt.

4.8.7 Bestimmung des Gelschmelzpunktes

Die Bestimmung des Gelschmelzpunktes erfolgte r@mhso genannten Falling-Ball-
Methode'®®* ***! Dabei wurde eine Stahlkugel von 3,2 mm und 1363egicht auf das zu
untersuchende, gequollene Gel gelegt. Da die Sighllein Gewicht von mehr als 100 mg
aufwies, war zu erwarten, dass das Messergebrgsewissem Mal3e vom Kugelgewicht
abhangig sein wirde®® Da jedoch immer die gleiche Kugel verwendet wumeren die
Ergebnisse untereinander vergleichbar. Die Messungeurden in Halbmikro-
reagenzglasern durchgefuhrt.

Das Gel im Reagenzglas wurde hergestellt, inden&chst eine Probe des zu testenden
Materials in das Glas Uberfuhrt wurde. Danach wardee PVA-Partikel durch Zugabe
von Wasser gequollen. Es wurde hierbei sicherdeslaks das Gel stets mit einer diinnen
Schicht aus Wasser Uberdeckt war. In diesem Zustamden die Gele vor der Messung
Uber mehrere Tage gehalten, um ein vollstandigesll€u sicherzustellen. Vor der
Messung wurde das Uberschissige Wasser entferoh tkam Platzieren der Stahlkugel
auf der Oberflache des Gels, wobei sichergestelitie; dass zwischen Stahlkugel und der
Wand des Reagenzglases keine Berihrung bestandjewdas Reagenzglas dicht
verschlossen. Dies diente dazu, ein AntrocknerOdmrflache des Gels zu verhindern, da

dies sicherlich einen erheblichen Einfluss aufMesswerte gehabt hatte.

Das verschlossene Reagenzglas, sowie ein Thermometelen in einem Bad aus
Silikondl platziert, welches auf einem Heizrihréangl. Dabei wurde sichergestellt, dass
sowohl das Thermometer, als auch das Reagenzglaglelche Entfernung vom Boden

und der Wand des Olbades aufwiesen. Zusatzlich eveige Skala so platziert, dass die
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Hohe der Stahlkugel abgelesen werden konnte. Diep€eatur des Olbades wurde nun
gesteigert, wobei versucht wurde, eine Heizrateaioem Grad pro Minute zu erreichen.
Durch heftiges Rihren wurde eine gleichmaRige Teatpeverteilung im Olbad
sichergestellt. Eine typische Messkurve ist in Daagm 4-1 dargestellt. Bei der
gemessenen Probe handelte es sich um MG100909lidbeigt am Diagramm zu
erkennen, dass die Kugel bei Erhdhung der Tempemtnédchst unverandert auf der
Oberflache des Gels lag. Ab einer Temperatur voriG®hegann die Kugel einzusinken,
wobei bereits beginnend bei einer Temperatur voAiGgine gesteigerte Transparenz des
Gels zu beobachten war. Bei 67 °C war die Kugeb,hbéi 69 °C vollstandig ins Gel

eingesunken.

-10 |

Lage / mm

-15 4

-20 4

T T T T T T T T T T
25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Temperatur / C

Diagramm 4-1: Bestimmung des Gelschmelzpunktes
von MG100909 nach der Falling-Ball-Methode.
Aufgetragen ist die Lage der Kugel relativ zur 3kal
gegen die Temperatur des Olbades.

Der Gelschmelzpunkt ergab sich, indem durch dieldreigeraden Bereiche, also den
Bereich in dem die Kugel auf dem Gel lag und demeB& in dem die Kugel zum Boden
des Reagenzglases hinab sank, Geraden gelegt wubderSchnittpunkte der beiden
Geraden lieferten den Gelschmelzpunkt. Er lag @seln Fall um 69 °C. Eine genauere
Angabe erschien mit der zu diesem Zeitpunkt zurfigmg stehenden Ausriistung und
der sicherlich nicht Uber die gesamte Zeit konstateizrate als nicht sinnvoll. Es wurden

fur jede Probe mehrere Messungen durchgefihrt umsthéieRend die Mittelwerte

gebildet.
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4.9 Elektrogesponnene Vliese zur Bakterienfiltratio n

4.9.1 Herstellung der Polymerlésungen

Zur Herstellung der Polymerldsungen wurde Polyaékerwendet. Das Granulat wurde
vor der Verwendung rund 24 Stunden bei 50 °C imcKeoaschrank bei vermindertem
Druck getrocknet. Die benétigte Menge wurde nacim d&bwiegen in ein 100 mL
Schraubglas gegeben und in der entsprechenden Meimge Ameisensaure geldst. Nach
dem Auflésen folgte die Zugabe des fur die Bestimghudes Flachengewichtes
notwendigen Farbstoffes. Hierzu wurde Fluorescdmabiumsalz verwendet. Die

typische Menge betrug zwei Prozent bezogen auPdgsnere.

4.9.2 Herstellung der Filterviiese

Die Herstellung der Faservliese erfolgte in der Abschnitt 4.7.2.1 beschriebenen
Apparatur. Allerdings wurde in diesem Fall niche dicheibenférmige Gegenelektrode
verwendet. Zum Einsatz kamen bewegliche Modelle,idiAbbildung 3-42 beschrieben

werden.

Kam die rotierende, scheibenformige Gegenelektruhe Einsatz, wurde zunachst die mit
der Polymerlésung geflllte Spritze in der Apparaturstalliert und an die
Hochspannungsquelle angeschlossen. Die Gegenalekivarde nun so in der Apparatur
platziert, dass sich die Kanule der Spritze nidig@rideren Zentrum, sondern etwas seitlich
verschoben befand. Die Gegenelektrode wurde geeuthet mit einem passend
zugeschnittenen Papier belegt. AnschlieBend wurdka Apparatur und der
Rotationsmechanismus der Gegenelektrode gestafet.wurde im Folgenden flr
mindestens 30 min gewartet. Dies hatte zwei Grindet einen hatte das System Zeit ins
Gleichgewicht zu kommen, was sich positiv auf dierwiinschten Abgange von Tropfen
auswirkte. Zum anderen erlaubte die Tatsache, diasabgeschiedenen Fasern durch die
Verwendung einer gefarbten Polymerldsung gut zerertkn waren, ein Abschatzen der
Charakteristik der Verteilung der abgeschiedeneseiffa auf der Gegenelektrode.
Anschlie3end wurde das zu bespinnende MateriadeufGegenelektrode aufgelegt und

Uber den gewiinschten Zeitraum mit Fasern belegt.
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Bei Verwendung der Walzenelektrode war die Vorgshanse geringflgig verschieden.
Nach der Installation und Kontaktierung der Spritaede die Elektrode in der Apparatur
platziert. Bauartbedingt war der Abstand zwischemi{enspitze und Gegenelektrode hier
geringer. Die Walzenelektrode befand sich zuderhtnioter der Kanule, sondern neben
ihr. Um zu gewabhrleisten, dass sich die erzeugtasefd auf der Walzenelektrode
abschieden, wurde die Kanule gebogen und so auGdgenelektrode ausgerichtet. Die
Aluminiumwalze der Elektrode wurde direkt mit dem espinnenden Material belegt.
Nach dem Starten der Walze und der Apparatur wudierProben direkt hergestellt, ein

Equilibrieren war nicht mdglich.

Sollten Faservliese auf einem Tragermaterial héetjesierde, wurde dieses direkt auf die
Elektroden aufgebracht und besponnen. War das gmhterProdukt ein reines Vlies aus
Polyamid 6, wurde auf mdglichst glattes, nicht Véagsbweisendes Papier gesponnen.
Wurde dieses Papier nun nach dem Spinnen in eirs&iasd gelegt, so saugte sich das
Papier voll Wasser und sank zu Boden. Das Polyanidflies schwamm auf der

Wasseroberflache und konnte vorsichtig abgenommergatrocknet werden.

Die an der Kantilenspitze anliegende Spannung betratien Fallen 30 kV. Der Abstand

zur Gegenelektrode variierte zwischen 15 und flgritiinetern.

4.9.3 Bestimmung der Masse der Filtervliese

Da sich die Bestimmung des Flachengewichtes, der inubegrenzten Bereichen
homogenen Faservliese, mit Hilfe einer Waage astmpraktikabel erwiesen hatte, wurde

eine photometrische Variante gewabhit.

Die zum Spinnen eingesetzte Polymerlésung wurdevauwchiedene Konzentrationen

verdunnt und deren Absorption bei 437,5 nm gegerKdnzentration aufgetragen.

Analog zu jeder Probe, die einem Test der Filtret@dgenschaften unterzogen wurde,
wurde eine Stuck von vier Quadratzentimetern aus dereich gleicher Belegung

entnommen, so dass das Flachengewicht einer Publotkeaandere Ubertragbar war. Diese

167



Experimenteller Teil

Probe wurde in einem luftdichten Gefa3 mit einemage abgemessenen Menge
Ameisensdure Ubergossen und das Polyamid 6 zusanmiterdem Farbstoff vom

Tragermaterial gelost. Die Losung wurde mit Hilieex Zentrifuge von Schwebstoffen
befreit und in einem UV/Vis-Spektrophotometer vessen. Unter Verwendung der

Kalibrationskurve liel3 sich das FlachengewichtRierbe genau bestimmen.

4.9.4 Untersuchung der Filtereigenschaften

Um die Filterwirkung der einzelnen Proben bestimmankénnen, wurde zunachst eine
Bakteriensuspension hergestellt. Es wurden vorzeg®. coli verwendet, da diese im
Gegensatz zWM. luteus keine Aggregate ausbildeten und so verlasslicliggebnisse
lieferten. Das Nahrmedium wurde inokuliert und inkdbator schiuttelnd inkubiert. Die
Dichte der Suspension wurde Uber Photometrie \girfahd das Wachstum bei der
gewinschten Konzentration, noch in der exponeatieWachstumsphase gestoppt, indem
der Kolben in Eiswasser gestellt wurde. Es wurde e/erdiinnungsreihe angefertigt,
deren einzelne Verdinnungen jeweils auf zwei Agdiph ausgebracht wurden, um die

genaue Zahl lebender Zellen in der Suspension gtinfrmen.

Zur Durchfihrung des eigentlichen Testes wurdeRi@be des Vlieses in einer sterilen
Apparatur auf einen Trager aus einem pordsen Muatatfgelegt. Die Apparatur wurde
anschlieBend neben der rauschenden Brennerflamm&0nmL der Bakteriensuspension
befullt. Die Apparatur wurde mit steriler Aluminidatie verschlossen und auf die
Saugflasche aufgesetzt. Jetzt wurde die Bakterspesision mit Hilfe einer
Membranpumpe durch das Vlies gesaugt. Das Filtratdev hierbei in der sterilen
Saugflasche aufgefangen. Anschlie3end wurde eiméiiiaungsreihe angefertigt. Da die
Filtrationswirkung zuvor nur grob abgeschatzt werd®nnte, wurden meist zumindest
funf Verdinnungsstufen und das Filtrat direkt seweils zwei Agarplatten ausgebracht.
Pro Agarplatte wurden 100 pL ausgestrichen. Nachlmeaibation der Agarplatten bei
37 °C konnten die Kolonien gezahlt und so auf dahlZlebender Zellen im Filtrat
zurtckgerechnet werden. Die Effizienz der untertrchFilterprobe ergab sich aus den

Lebendzellzahlen der urspringlichen Suspensiordesd-iltrates nach folgender Formel:
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C, reprasentiert hierbei die Lebendzellzahl in desggmsion, € die Lebendzellzahl im
Filtrat. n = 1 bedeutet hierbei eine Filtrationsleistung ¥60 % aller Zellen.
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5 Schlussfolgerungen

Im Verlauf der dieser Dissertationsschrift zugrutidgenden Untersuchungen, konnte das
Ziel einer wasserbestandigen, aktiven Membran dtreiwerden. Die hierzu

durchgefihrten Versuche erbrachten eine Reihe vienBtnissen.

Die Verwendung wasserloslicher Polymere, mit eiaeschlieRenden Beschichtung mit
PPX durch Gasphasenabscheidung, erwies sich &saptimal. Zum einen erforderte die

nachtragliche Beschichtung einen weiteren Arbedmisdaund zum anderen erwies sich die
aufgetragene Schicht aus PPX als den Belastunghhgewachsen. Dies zeigte sich durch
deutlich erkennbare Risse in der Beschichtung. #ud es unwahrscheinlich, dass eine
gleichmafige Schichtdicke auf den Fasern, auclemti@éferen Ebenen eines Vlieses hétte

erreicht werden konnen.

Die weiteren Untersuchungen zeigten, dass diesgiddPn dadurch Gberkommen werden
konnte, dass die Bakterien, bevor sie in die Fasérgebracht wurden, in Partikel aus
Polyvinylalkohol eingeschlossen wurden. Da diesilk&h eine Schutzwirkung vor vielen,

beim Elektrospinnen gebrduchlichen Losungsmittalfwaisen, steht somit eine weite
Bandbreite an wasserbestandigen Polymeren zur §anfj) die zu Fasern mit darin

immobilisierten Bakterien verarbeitet werden kdnnen

Die Bakterien in den Partikeln waren, entsprechdraigerung vorausgesetzt, auch noch
nach vielen Monaten in der Lage, Bakterienwachstzum erzeugen, wenn sie auf
Feuchtigkeit und Nahrstoffe trafen. Sie stellenoatsne lagerfahige Form der darin

immobilisierten Bakterien dar.

Versuche zeigten auch, dass wenn solche Partikeine Matrix aus Polyvinylbutyral
eingebracht wurden, ein Stoffaustausch mit einee Matrix umgebenden, wassrigen
Medium mdoglich war. Es konnten also Substanzendams Medium, durch das Matrix
Polymere, zu den in den Partikeln immobilisierteamkt®&rien vordringen, dort verandert
werden und wieder zurlck ins Medium gelangen. DBeasspricht der Definition der

lebenden Membran im Sinne der Aufgabenstellung.
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Zusatzlich konnte noch gezeigt werden, dass durel dlektrostatische Spinnen
hergestellte Vliese zur Entfernung von Bakteriers dtissigkeiten durch Filtration
tauglich sind. Die verwendeten Vliese aus Polyagi#tonnten die Konzentration von
Bakterien in einer Suspension von mehreren Milliorpeo Milliliter auf nahezu Null

senken.
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6 Ausblick

Die im Zuge dieser Arbeit weiter verfeinerten undunentwickelten Verfahren zur
Herstellung Bakterien beladener Faservliese auschi@denen wasserfesten Polymeren,
unter Verwendung von die Bakterien schitzendenikeart bieten durchaus noch
Ansatzpunkte zur Klarung von Detailfragen und Mdlgkeiten der Weiterentwicklung.

Eine zentrale Aufgabe, die im Zentrum weiterfihemidntersuchungen stehen konnte, ist
die Immobilisierung weiterer Arten von Bakterien.ieku koénnten in Fasern aus
verschiedenen Materialien zum Einsatz kommen. WhelLiteraturteil bereits erwahnt
wurde, existieren viele Bakterienarten, die in dage sind, Verunreinigungen abzubauen,
oder als Rohstoffe anzusehende Substanzen zu peoeluzbzw. anzureichern. Die
Immobilisierung und Untersuchung solcher Bakter@msichtlich ihrer Aktivitat in der
Membran, wére ein grof3er Fortschritt im Vergleichdem in dieser Arbeit verwendeten
Modellsystem, welches den Farbstoff Resazurin vedst Es besteht hierbei durchaus die
Moglichkeit, dass die Art der verwendeten Partikeher Modifizierung bedarf,
beispielsweise wenn Bakterien immobilisiert werddie, ihnren Ursprung in einer marinen
Umgebung haben. Ein Beispiel fir solche Bakterie glie in dieser Arbeit erwahnten

AlcanivoraxArten.

Des Weiteren ist die Verwendung alternativer Paltiklie zwar in dieser Arbeit kurz
gestreift, jedoch nicht weitergefiihrt wurde, duncheErfolg versprechend. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass es moglich ist, Wasmshialtende Kapseln direkt in der zu
verspinnenden Ldsung zu erzeugen und diese an$ehtiezu verspinnen. Diese Technik
konnte einen Zugang zu Fasevliesen bieten, diet mohd im Falle der PVA-Partikel

trockene, sondern wasserhaltige Partikel mit Bateenthielten. Die Herstellung und

genauere Untersuchung solcher Partikel steht negh a

Sicherlich auch von grol3em Interesse, waren dietelé&rng und das Einbringen von so
genannten intelligenten®“, Bakterien enthaltendegdidgelpartikeln in Fasern. Unter
LIntelligent” ist in diesem Zusammenhang die Eiggvedt der Partikel zu verstehen, auf

aul3ere Reize zu reagieren. Solche Reize kdnntspiblsiweise Temperatur oder pH-Wert
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sein. Eventuell waren auf diese Weise Partikel baservliese zuganglich, die quasi erst
nachdem sie ,eingeschaltet* wurden ihre Arbeit abfmen oder Bakterien an ihre

Umgebung abgeben.

Auch bezuglich der untersuchten Vliese zur Filnatvon Bakterien besteht noch Bedarf
fur weitere Untersuchungen. Notwendig wére hiethneine Optimierung der Vliese. Eine
solche Optimierung kénnte das verwendete Mateedaleffen. Polyamid 6 stellt nur ein
Polymer von vielen dar, das durch die Technik dektmstatischen Spinnens zu dinnen
Fasern verarbeitet werden kann. Auch Faserdurcteme3srengrof3e und Flachengewicht
bedurfen, im Hinblick auf gute Filtrationsergebmeidsei vertretbaren Driicken, noch der

Optimierung.
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