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Kurzzusammenfassung

Kurzzusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Herstellung und Charakterisierung
funktionaler Elektroden-Beschichtungen auf der Basis verschiedener Kohlenstoff-Nano-
materialien. Im Hinblick auf eine mogliche Anwendung fiir Elektroden neuraler Schnitt-
stellen werden die Vorgehensweise und Methoden dementsprechend ausgewéhlt. Der
Fokus liegt dabei auf der Untersuchung im Hinblick auf die Eignung des Einsatzes als
Bestandteil des Elektroden-Arrays des Cochlea-Implantats.

Das Cochlea-Implantat ist eine Horprothese, die es erméglicht von Schwerhorig-
keit und Taubheit betroffenen Menschen wieder einen Horeindruck zu vermitteln bzw.
eine deutliche Verbesserung des Horvermogens zu erméglichen. Dabei werden die Au-
diosignale der Umgebung von einem am Kopf befindlichen Mikrofon aufgenommen und
an einen im Schédel befindlichen Signalprozessor weitergeleitet, der diese Signale in
elektrische Impulse umsetzt, mit denen iiber das im Innenohr implantierte Elektroden-
Array die Nervenzellen des Innenohres direkt stimuliert werden.

Als Beschichtungsmaterial kommen dabei Kohlenstoff-Nanoréhren sowie nano-
pordser Kohlenstoff zum Einsatz. Im Falle der Kohlenstoff-Nanorohren (CNTs; engl.: car-
bon nanotubes) werden kommerziell erhéltliche CNTs unterschiedlichen Typs und Rein-
heit verwendet. Die CNTs werden mittels eines nasschemischen Verfahrens aufgereinigt
und mit sauerstoff-haltigen funktionellen Gruppen modifiziert. Dieses Verfahren er-
moglicht die Herstellung stabiler wassriger CNT-Dispersionen. Der exemplarisch fiir die
Gruppe der nanopordsen Kohlenstoffe ausgewéhlte CMK-3 (Carbon Mesostructured by
KAIST-3) wird iiber eine Templat-gestiitzte Synthese hergestellt. Der Einsatz verschie-
dener Polymere als Dispergierhilfsmittel macht es moglich auch vom nanoporésen Koh-
lenstoff stabile Dispersionen zu erhalten. Uber die Beschichtungsverfahren der Rakel-
und der automatisierten Sprithbeschichtung lassen sich mit Hilfe dieser Dispersionen
homogene Filme mit einheitlicher guter Qualitit reproduzierbar in gréf3erer Anzahl her-
stellen. Die Schichtdicken der Filme liegen fiir die sprithbeschichteten CNT-Filme im
Bereich von 100 nm und fiir die spriih- und rakelbeschichteten Filme des nanopordsen
Kohlenstoffs im unteren pm-Bereich. Neben der detaillierten Charakterisierung der
morphologischen und strukturellen Eigenschaften sowie der chemischen Zusammenset-
zung der Filme konnten zudem die mechanische Stabilitat sowie die Stabilitit gegentiber
wissrigen Losungen gezeigt werden. Die elektrische Leitfahigkeit der Filme und ihre
elektrochemischen Eigenschaften wurden mit Hilfe der Impedanzspektroskopie und
Cyclovoltammetrie nachgewiesen.

Im Hinblick auf die mogliche Anwendung im menschlichen Korper als Implan-
tat-Material wird in ausfiithrlichen Zellkultur-Untersuchungen mit verschiedenen Fibro-
blasten-Zelllinien aber auch mit Spiral-Ganglion-Zellen — den Nervenzellen des Inneno-
hres — die Zytokompatibilitat untersucht, um erste Aussagen iiber die allgemeine Bio-
kompeatibilitdat und generelle Eignung der Materialien treffen zu konnen.

Stichworte: Neuronale Schnittstellen; Cochlea-Implantat; Kohlenstoff-Nano-
réhren; nanoporose Kohlenstoff-Materialien; Beschichtungen; pordse Filme; elektroche-
mische Charakterisierung; Zellkulturuntersuchungen; Spiral-Ganglion-Zellen.
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Abstract

Abstract

This thesis examines the manufacturing and characterization of functionalized
coatings for electrodes based on carbon nanomaterials. With regard to the possible ap-
plication for neural interfaces electrodes, procedures and methods are chosen accord-
ingly. The focus is set on the investigation of the feasibility of a usage as component of
the electrode arrays of the cochlear implant.

The cochlear implant is a neuroprosthetic device that enables people with severe
hearing loss to improve their hearing ability or deaf people even to (re-)gain auditory
impressions. Surrounding audio signals are recorded by a microphone that is located at
the patient’s head. The signals are transmitted to a signal processor implanted in the
skull that transduces these signals into electric pulses. These electric pulses stimulate
the neurons of the inner ear by an electrode array implanted directly in the inner ear.

For the electrode coatings, carbon nanotubes (CNTs) and nanoporous carbons
are used. In case of the carbon nanotubes, commercially available CNTs of different type
and purity are utilized. The CNTs are treated via a wet chemical process in order to
become purified and modified with oxygen-containing functional groups. This treat-
ment enables after further processing to obtain stable aqueous dispersion of the CNTs.
The CMK-3 (Carbon Mesostructured by KAIST-3) is selected as an example for the group
of nanoporous carbons and synthesized via a template-based procedure. Using different
polymers as dispersing agent, it is possible to obtain stable dispersions of the nanoporous
carbon as well. With these dispersions, homogenous films with uniformly good quality
can be produced with good reproducibility via two coating methods — doctor blading
and automated spray-coating. Spray-coated CNT films have a thickness of about 100 nm.
The spray-coated and doctor-bladed films of the nanoporous carbon show film thickness
in the low pm-range. In addition to the detailed characterization of the morphological
and structural properties and the chemical composition of the films, the mechanical sta-
bility and the stability against aqueous solvents is also achieved and tested. The electrical
conductivity of the films and their electrochemical properties are proven via impedance
spectroscopy and cyclic voltammetry.

For the possible application in the human body as implant material, the cytocom-
patibility is investigated via detailed cell culture investigations with different cell lines
of fibroblasts and spiral ganglion cells — the neurons of the inner ear. With these inves-
tigations it is possible to make first statements regarding the biocompatibility and gen-
eral suitability of the used carbon nanomaterials.

Keywords: neural interfaces; cochlea implant; carbon nanotubes; nanoporous
carbons; coatings; porous films; electrochemical characterization; cell culture investiga-
tions; spiral ganglion cells.
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Einleitung

1 Einleitung

Horen fiir alle — so lasst sich das Exzellenzcluster Hearing4all nicht nur wortlich
ins Deutsche iibersetzen, der Name stellt gleichzeitig auch dessen Vision und sein Ziel
dar.1:2 Als Teil eines Projektes des interdisziplindren Forschungsverbundes bildete dieses
Leitmotiv die Motivation und Grundlage der Forschungsarbeiten, aus denen diese Arbeit
entstanden ist.

Das Gehor ist als aktivstes Sinnesorgan mafgeblich an grundlegenden Bereichen
des Alltags der menschlichen Gesellschaft beteiligt. Es spielt eine entscheidende Rolle in
der Kommunikation, der Orientierung und der Sicherheit eines Menschen. Diese aufler-
ordentliche Bedeutung wird jedoch haufig erst wahrgenommen, wenn es zu Beeintrach-
tigungen der Horfahigkeit kommt. Mit allein in Deutschland iiber 15 Millionen Betroffe-
nen (Stand: 2017) zéhlt Schwerhorigkeit zu einer unterschétzten Volkskrankheit. Der
Anteil der Betroffenen nimmt mit dem Lebensalter zu und somit wachst die gesellschaft-
liche Relevanz durch den demographischen Wandel stetig.?

In diesem Kontext stellt das Cochlea-Implantat eine Moglichkeit dar, Menschen
zu helfen, die unter hochgradiger Schwerhorigkeit oder gar volliger Taubheit leiden. Es
handelt sich dabei um ein Horimplantat, welches zu den neuronalen Implantaten zahlt.
Patienten mit einer Innenohrschwerhorigkeit werden bei dieser Behandlungsmethode
Platinelektroden direkt in die Cochlea (dt.: Gehorschnecke, ein Teil des Innenohres) ein-
gesetzt. Eine ebenfalls in den Schadel des Patienten implantierte Empfangsspule wandelt
akustische Signale, die es von einem nicht-implantierten, am Kopf des Patienten befes-
tigten Mikrofon erhélt, in eine definierte Abfolge elektrischer Impulse um. Uber die im
Innenohr des Patienten eingesetzten Elektroden werden die Nervenzellen direkt stimu-
liert und es entsteht ein Hoéreindruck.3#

Trotz der Tatsache, dass das Cochlea-Implantat und im Speziellen auch die ver-
wendeten Elektroden bereits seit mehr als 35 Jahren erfolgreich eingesetzt werden, bil-
det die weitere Verbesserung ein Schwerpunktthema der Forschungen des Exzellenz-
clusters Hearing4all. So gibt es aktuelle Bestrebungen zur Verbesserung der Eigenschaf-
ten des Implantats selbst und der fiir das Implantat eingesetzten Materialien. Ziel dieser
Bestrebungen ist es, nicht nur die grundlegenden Eigenschaften immer weiter zu opti-
mieren, sondern ebenso iiber neue Konzepte neue Eigenschaften oder gar zusitzliche
Funktionalitaten fiir das Implantat zu generieren. Denkbar ist hierbei beispielsweise die
Integration implantat-assoziierter Wirkstofffreisetzungssysteme. Vor allem fiir die au-
leren Bestandteile des Implantats, die im Korper in direktem Kontakt mit Gewebe und
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Korperfliissigkeiten stehen, spielt die Auswahl der verwendeten Materialien eine ent-
scheidende Rolle. Dabei wird versucht, fiir diese Bestandteile des Implantats die Biokom-
patibilitat und fiir die Elektrode ihre elektrochemischen Eigenschaften immer weiter zu
verbessern. Dies kann iiber die strukturelle Veranderung der bestehenden Materialien,
die Verwendung neuer Materialien fiir die Elektrodenkontakte oder aber iiber die Be-
schichtung der bestehenden Elektrodenkontakte mit bisher nicht verwendeten Materia-
lien realisiert werden. Neben einer Vielzahl anderer Materialien, wie leitfahigen Poly-
meren, Silizium oder Iridium-Oxid gehoéren Kohlenstoff-Nanomaterialien zu den Kandi-
daten, wenn der Einsatz vollstdndig neuer Materialien fiir diese Anwendung in Betracht
gezogen wird.>

Kohlenstoff-Nanorohren (engl: carbon nanotubes, CNTs) gehoren ebenso wie
Graphen und Fullerene zu den graphitischen Kohlenstoff-Nanomaterialien und werden
seit ihrer im Jahr 1991 veroffentlichten Entdeckung aufgrund ihrer auflergewohnlichen
Struktur und ihrer herausragenden Eigenschaften intensiv erforscht.® Ihre elektrischen,
mechanischen und thermischen Eigenschaften in Kombination mit der stark ausgeprag-
ten chemischen Stabilitait machen sie interessant fiir mikroelektronische, sensorische
oder katalytische Anwendungen sowie in mechanisch verstarkten Verbundmaterialien.”
Dazu gelten sie als vielversprechendes Nanomaterial in der Bio- oder auch Nanomedi-
zin.® Insbesondere fiir den Einsatz von Kohlenstoff-Nanorohren in Beschichtungen neu-
ronaler Mikroelektroden konnten bereits vielversprechende Ergebnisse in der Literatur
gezeigt werden.”~1! Von entscheidender Bedeutung fir alle potenziellen Anwendungs-
beispiele von Kohlenstoff-Nanorohren in der Medizin ist aber die Frage der Biokompa-
tibilitat bzw. Toxizitat. Bisher fithrte die Komplexitat und Vielfaltigkeit der Strukturen
und der Eigenschaften von CNTs in den veréffentlichten Studien zu manchmal differie-
renden Resultaten und teils gegensitzlichen Schliissen.!?-16

Nanopordse Kohlenstoff-Materialien mit geordneter Struktur zeichnen sich
durch sehr hohe spezifische Oberflachen, einheitliche Porendurchmesser und hohe Ad-
sorptionskapazitaten aus. Dazu kommen Eigenschaften wie hohe thermische, chemische
und mechanische Stabilitat.!”18 Populér ist vor allem ihr Einsatz als Adsorbens fiir Mak-
romolekiile, als Tragermaterial in der heterogenen Katalyse, aber ebenso in elektrischen
Anwendungen wie Superkondensatoren oder Batterien.!°-22 Ein Einsatz von nanopor6-
sem Kohlenstoff in biomedizinischen Anwendungen ist bisher noch nicht so intensiv in
den Fokus der Forschung geriickt, wie es bei Kohlenstoff-Nanordhren der Fall ist. Den-
noch gibt es in der Forschung Beispiele fiir Wirkstoft-Freisetzungssysteme oder biologi-
sche Sensoren, bei denen nanopordse Kohlenstoff-Materialien zum Einsatz kamen.?324
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Allerdings gibt es bisher sowohl fiir Kohlenstoff-Nanoréhren als auch nanoporése Koh-
lenstoffe kaum kommerzielle Anwendungen.

Beginnend bei der Auswahl und der Synthese der Materialien miissen mit geeig-
neten Untersuchungsmethoden sowohl die Struktur, die Zusammensetzung und die Ei-
genschaften der Kohlenstoff-Materialien detailliert untersucht und charakterisiert wer-
den. Die angestrebte Verwendung der Materialien als Beschichtungen von Edelmetall-
Elektroden fuhrt dazu, dass Methoden etabliert werden miissen, die Kohlenstoff-Mate-
rialien so zu modifizieren bzw. vorzubereiten, dass aus ihnen Beschichtungen hergestellt
werden konnen. Die Wahl und Entwicklung geeigneter Beschichtungsmethoden wird
sowohl von den Materialien der spéateren Beschichtungen als auch von den Substratma-
terialien, in diesem Fall Edelmetall-Substrate wie Platin oder Gold, beeinflusst. Ziel muss
es dabei sein, dass mit der gewiahlten Beschichtungsmethode gréfiere Anzahlen homo-
gen beschichteter Substrate bei guter Qualitit und guter Reproduzierbarkeit hergestellt
werden konnen. Diese Filme miissen hinsichtlich ihrer morphologischen Eigenschaften
und vor allem mit Blick auf die potentielle Anwendung hinsichtlich ihrer elektrischen
Eigenschaften und ihrer Stabilitat untersucht werden.

Ein wichtiger Bestandteil dieser Arbeit besteht darin, die generelle Eignung der
Materialien bzw. Beschichtungen fiir einen Einsatz in einer biomedizinischen Anwen-
dung wie dem Cochlea-Implantat zu untersuchen. Dazu gehort neben der detaillierten
Charakterisierung der Kohlenstoff-Nanomaterialien und ihrer Beschichtungen vor al-
lem die Testung im Rahmen von Zellkultur-Untersuchungen, um Aussagen zu ihrer
grundlegenden Biokompatibilitét treffen zu konnen. Diese Untersuchungen werden in
Zusammenarbeit mit der Klinik fiir Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde der Medizinischen
Hochschule Hannover (MHH) sowie dem Institut fiir Technische Chemie der Leibniz Uni-
versitdt Hannover durchgefiihrt.

Insgesamt ergeben sich fiir diese Arbeit drei Schwerpunkte bzw. Fragestellungen,
die es gilt fiir die beiden verschiedenen Materialien — Kohlenstoff-Nanoréhren und na-
noporoser Kohlenstoff — zu bearbeiten: Synthese bzw. Modifizierung und Analyse der
Kohlenstoff-Materialien, Herstellung und Charakterisierung der Beschichtungen sowie
Untersuchungen zur Biokompatibilitdt der Beschichtungen. Der Fokus liegt dabei auf
dem potentiellen Einsatz fiir neuronale Mikroelektroden und im Speziellen fiir die Elek-
troden des Cochlea-Implantats.
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2  Grundlagen

Das Kapitel Grundlagen dient dazu, einen kurzen Uberblick iiber neuronale Im-
plantate und im Speziellen iiber das Cochlea-Implantat zu liefern. Das Cochlea-Implan-
tat als erfolgreich eingesetztes neuronales Implantat ist einer der moglichen Anwen-
dungsbereiche der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Elektrodenbeschichtungen auf
der Basis verschiedener Kohlenstoff-Nanomaterialien. Im weiteren Verlauf werden diese
Kohlenstoff-Nanomaterialien genauer beschrieben und dabei vor allem auf die Struktur,
Synthese und die Anwendungsmoglichkeiten dieser Materialien genauer eingegangen.

2.1 Neuronale Implantate

In diesem Abschnitt werden kurz die Grundlagen und einige ausgewahlte Bei-
spiele neuronaler Implantate erldutert. Im Detail wird anschlieffend eines der am erfolg-
reichsten angewendeten Beispiele neuronaler Implantate und potenzielles Anwen-
dungsgebiet der im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Elektrodenbeschichtungen be-
schrieben: das Cochlea-Implantat (CI). Fiir das bessere Verstandnis der Funktionsweise
des CI wird dazu das menschliche Gehor bzw. der Prozess des Horens erlautert.

Als neuronale Implantate bzw. Neuroprothesen werden im Allgemeinen Schnitt-
stellen zwischen dem Nervensystem und einem elektronischen Bauteil bzw. einer Schal-
tung bezeichnet. Dabei werden einzelne Mikroelektroden oder auch Multielektroden-
Arrays (MEAs) zur Stimulation von Nervengewebe verwendet, um Fehlfunktionen des
Nervensystems zu korrigieren oder sogar verloren gegangene Funktionen wiederherzu-
stellen. Genauso existieren Anwendungen, bei denen Elektroden zur reinen Aufzeich-
nung von Nervensignalen verwendet werden und hierbei ebenfalls als neuronale
Schnittstelle dienen.?>26

Im Allgemeinen lasst sich die Funktionsweise solcher Elektroden damit beschrei-
ben, dass die Anderung von Ladungspotentialen innerhalb und aulerhalb von Zellen in
einen Stromfluss umgewandelt wird bzw. umgekehrt. Bei der Aufzeichnung von Signa-
len, die bei der Anregung von Neuronen (ebenso wie auch von Muskelzellen) hervorge-
rufen werden, fithrt der Fluss von Ionen durch Ionenkanile in den Membranen der Zel-
len zu einer Potentialdnderung (Verschiebung von Ionen als Ladungstrager), die von den
Elektroden in einen Stromfluss (Verschiebung von Elektronen als Ladungstrager) um-
gesetzt werden. Werden die Elektroden zur Stimulation verwendet, fithrt der Stromfluss
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dementsprechend zu einem Ionenfluss im Medium. Die so induzierte Depolarisation
kann die Offnung spannungsaktivierter [onenkanile in den Membranen der Zellen aus-
16sen, was eine weitere Verstarkung der Depolarisation bewirkt. Im Falle von Neuronen
wird dadurch ein Aktionspotential ausgelost (bei Muskelzellen dementsprechend eine
Kontraktion).?’

In Abbildung 2.1 ist das Utah-Elektroden-Array als eins der bekanntesten Bei-
spiele fiir ein Multielektroden-Array abgebildet (links). Aulerdem sind die Designs ver-
schiedener Generationen von Elektroden schematisch dargestellt (rechts).

A: Microwires B: Michigan-style
Electrode

[ —— single shank F—===

D c— LT

| === fourshank E_..,,

S

C: Utah Electrode Array D: Cone Electrode
| ]! /:_):—3'\

o

Abbildung 2.1: Darstellung des Utah-Elektroden-Array (UEA) (links) sowie schematische Dar-
stellung verschiedener Generationen von Multielektroden-Technologien (rechts). Das standard-
méflige Utah-Elektroden-Array besitzt 100 Mikroelektroden in einer 10x10-Anordnung [bearbeitet
nach?®] (links). Des Weiteren existieren auch die in der Abbildung dargestellten Elektroden-Designs zur
Anwendung in neuronalen Implantaten (rechts) [bearbeitet nach?’]: (A) Mikrodrahte (engl: microwires)
und (B) Michigan-Elektroden (engl.: Michigan-style electrodes), mit einem bzw. vier Schéiften. (C) Das Stan-
dard-Utah-Elektroden-Array sowie in geneigtem Design (engl.: slanted) und (D) Glaskegel-Elektroden
(engl.: (glass) cone electrode).

Die Anwendung solcher Elektroden ist vor allem in der intrakortikalen Neuro-
stimulation oder aber der Aufnahme von Nervensignalen verbreitet. Sie penetrieren da-
bei direkt den Cortex und bieten so die Moglichkeit, Aktionspotentiale einzelner oder
kleiner Populationen von Neuronen aufzunehmen.?’ Die in Abbildung 2.1 dargestellten
unterschiedlichen Typen neuronaler Elektroden unterscheiden sich dabei in ihrer An-
zahl einzeln ansteuerbarer Elektroden bzw. der Fahigkeit eine Vielzahl verschiedener
Nervensignale getrennt voneinander aufnehmen zu konnen. Auflerdem unterscheiden
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sie sich in der lokalen Genauigkeit der Stimulation bzw. Aufnahme in Bezug auf die
Eindringtiefe in das Gewebe.?’

Elektroden dieser Art werden zudem nach Art ihres potenziellen Einsatzgebietes
eingeteilt. Dabei wird zwischen in-vivo (implantierbar) und in-vitro (nicht implantierbar)
verwendeten Elektroden bzw. MEAs unterschieden. Im Falle neuronaler Implantate han-
delt es sich also folglich um in-vivo Elektroden. Auf die Vielzahl in-vitro verwendeter

Elektroden und ihrer Anwendungen wird im Folgenden nicht niaher eingegangen.

2.1.1 Anwendungsbeispiele neuronaler Implantate

Neuronale Implantate lassen sich allgemein nach ihrem Anwendungsgebiet un-
terscheiden: motorische und sensorische Neuroprothesen. Im Folgenden werden diese
beiden Gruppen neuronaler Implantate erldutert und jeweils aktuelle Anwendungsbei-
spiele beschrieben. Aufgrund der Vielzahl méglicher Anwendungsgebiete und laufender
Forschungsbestrebungen wird in diesem Abschnitt nur eine Auswahl vorgestellt.

Motorische Neuroprothesen

Motorische Neuroprothesen werden heutzutage bisher vor allem dazu eingesetzt
motorische Storungen zu beheben. Ein prominentes Beispiel dafiir ist die Tiefen-Hirn-
Stimulation (THS). Sie kann dazu dienen, Erkrankungen wie das Parkinson-Syndrom,
Tremor, Dystonie und das Tourette-Syndrom zu behandeln. Bei der THS werden den
Patienten in einer minimalinvasiven Operation feine Elektroden in einem definierten
Areal des Hirns platziert, um dieses elektrisch stimulieren zu kdnnen. Beim Patienten
vorherrschende krankhafte Signalveranderungen, welche die normale Hirnfunktion be-
eintrachtigen, werden so beseitigt und die Beschwerden somit deutlich spiirbar verrin-
gert. Bei einer solchen Anwendung wird die motorische Neuroprothese auch als Hirn-
schrittmacher bezeichnet.?%:30

In einem noch frithen Entwicklungsstadium befinden sich Anwendungen wie
brain-computer interfaces (BCIs) oder neuronale Implantate zur Steuerung motorischer
Prothesen (z.B. Arm- oder Handprothesen). Das grundlegende Design und die Funkti-
onsweise eines solchen BCIs lassen sich wie folgt beschreiben: Signale des Gehirns wer-
den tber Elektroden, welche auf der Kopthaut oder direkt im Gehirn platziert sind, auf-
genommen und anschlieffend auf die spezifischen Merkmale der Signale hin analysiert,
die den Willen des Anwenders widerspiegeln. Diese Merkmale werden verarbeitet und
in Befehle umgesetzt, die ein technisches Gerét verarbeitet. Dabei kann es sich um ein
einfaches Textverarbeitungsprogramm bzw. einen Sprachcomputer, einen Cursor auf
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einem Bildschirm oder aber auch um einen Rollstuhl sowie eine Neuroprothese han-
deln.3132

Sensorische Neuroprothesen

Sensorische Neuroprothesen werden dazu eingesetzt physikalische Reize (z.B.
Schall, Licht etc.) in Signale umzusetzen, die neuronal verwertet werden konnen. Dies
dient dazu eingeschrankte oder gar verloren gegangene Sinnesfunktionen (z.B. Horen,
Sehen) zu verbessern, wiederherzustellen oder komplett zu ersetzen. Es gibt aber ebenso
Implantate, die zur Behebung von sensorischen Stérungen eingesetzt werden und somit
auch zu den sensorischen Neuroprothesen gezahlt werden. Dazu gehoren Implantate zur
Schmerzunterdriickung und auch zur Wiederherstellung des Gleichgewichts.?®

Aufgrund des moglichen Anwendungsfeldes, der in dieser Arbeit hergestellten
Elektrodenbeschichtungen wird im Folgenden vor allem auf die neuronalen Implantate
zur Wiederherstellung der akustischen Wahrnehmung und im Speziellen das Cochlea-
Implantat eingegangen. Anwendungsgebiete und Arten weiterer sensorischer Neu-
roprothesen werden jeweils nur kurz beschrieben.

Implantate zur Schmerzunterdriickung (auch: Schmerzschrittmacher) kénnen bei
chronischen Schmerzen eingesetzt werden, die durch Neuropathie des Riickenmarks
oder peripher sensibler Nerven hervorgerufen werden. Wenn diese Schmerzen weder
medikamentds noch operativ behoben werden kénnen, ist es moglich das Schmerzemp-
finden durch die Uberstimulation von Nervenfasern zu unterdriicken. Die Nervenfasern
werden somit blockiert und konnen keine Impulse weiterleiten. Haufigstes Beispiel fiir
ein solches Implantat sind Riickenmarks-Stimulatoren, bei denen stabférmige Elektro-
den in den Rickenmarksraum geschoben werden und die Sendequelle der Elektroden
unter der Haut implantiert wird (siehe: Abbildung 2.2). Uber eine externe Steuereinheit
kann der Patient den Grad der Stimulation selbststandig variieren. Diese Behandlungs-
methode zur Schmerzbehandlung wird schon lange Zeit und relativ haufig verwendet
(bereits seit 30 Jahren mit weltweit jahrlich etwa 14.000 neuronalen Implantate, Stand:
2006)%6:33, Es gibt jedoch wenige Bestrebungen zur Weiterentwicklung und kaum syste-
matische Studien zur klinischen Wirksamkeit.26-33
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Riickenmarks-Stimulation (links) sowie Darstel-
lung des Implantats zur Neurostimulation (rechts). Ein implantierbarer Neurostimulator (rechts) sen-
det tiber eine diinne Elektrode schwache elektrische Signale an die Nerven nahe des Riickenmarks (links).3

Implantate zur Wiederherstellung des Gleichgewichtssinns sind noch in einer
sehr frithen Phase der Erforschung. Es gibt erste teilweise erfolgreiche Tierversuche,
jedoch bisher noch keine zugelassenen klinischen Studien am Menschen. Eine Idee ist
es, ein kunstliches Gleichgewichtsorgan zu implantieren, bei dem auf einem Silicium-
Chip insgesamt sechs Sensoren integriert sind. Jeweils drei dieser Sensoren registrieren
die Drehungen bzw. die Beschleunigungen in allen drei Raumrichtungen. Diese Daten
sollen umgewandelt und direkt an den Gleichgewichtsnerv mittels elektrischer Impulse
tibertragen werden.?¢

Aktueller hingegen sind Bestrebungen tiber neuronale Implantate die optische
Wahrnehmung wiederherzustellen. Dabei gibt es zwei unterschiedliche Ansétze — zum
einen die Kortikal-Implantate zur direkten Stimulation des Gehirns und zum anderen
Retina-Implantate, bei denen die Netzhaut stimuliert werden soll. Beim Retina-Implantat
wird mit Hilfe einer Kamera, die zum Beispiel in das Gestell einer Brille integriert wer-
den kann, ein Videosignal der Umgebung aufgenommen. Dieses Signal wird zu einer
Stimulationssequenz verarbeitet, in ein Radiofrequenzsignal umgewandelt und drahtlos
an eine Empfangseinheit weitergeleitet, die direkt im Augapfel des Patienten eingesetzt
wurde. Diese Einheit dekodiert das Signal und leitet es tiber ein Mikrokabel direkt an die
Stimulationseinheit — ein Mikroelektroden-Array direkt auf der Retina. Hieriiber wird
die Retina mit elektrischen Pulsen stimuliert. Kortikal-Implantate funktionieren nach
einem vergleichbaren Prinzip. Jedoch wird hier die Empfangseinheit in den Schadel des
Patienten implantiert, ein Mikroelektroden-Array in bzw. auf dem visuellen Kortex plat-
ziert und dieser direkt mit elektrischen Pulsen stimuliert. Somit sind beide Implantate
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theoretisch in der Lage die verlorengegangene Sehfahigkeit eines Patienten wiederher-
zustellen. Die Stimulation erfolgt an jeweils unterschiedlichen Abschnitten der Signal-
weiterleitung der visuellen Wahrnehmung. Somit héngt ein Einsatz von der jeweiligen
Art der Schadigung des Patienten ab, die zum Verlust der Sehfahigkeit gefithrt hat. In
diesen beiden Fallen wird unterschieden, ob eine Schadigung der Netzhaut oder des Seh-
nervs vorliegt.3>3¢ Hierbei lassen sich Analogien zu den unterschiedlichen Funktions-
weisen der verschiedenen neuronalen Gehdrimplantate ziehen, die in den folgenden Ab-
satzen beschrieben werden. Welches Implantat zur Herstellung der akustischen Wahr-
nehmung eingesetzt werden kann, hiangt auch in diesen Fallen von der Art der Schadi-
gung ab, die beim Patienten zum Verlust des Horvermogens gefiihrt hat.

Im Gegensatz zu Implantaten zur Wiederherstellung der optischen Wahrneh-
mung sind neuronale Gehdrimplantate verhaltnismaflig weit verbreitet. Neben intensi-
ven klinischen Studien iiber sie gibt es einige Vertreter, die Patienten bereits in grofler
Zahl erfolgreich und standardméflig implantiert werden. Ein prominentes und erfolg-
reich eingesetztes neuronales Implantat und Beispiel fiir eine sensorische Neuroprothese
zur Wiederherstellung der akustischen Wahrnehmung ist das Cochlea-Implantat (CI). In
Deutschland werden jahrlich ca. 3.000 Patienten mit Cochlea-Implantat-Systemen ver-
sorgt und insgesamt horen bereits etwa 25.000 bis 30.000 Menschen in Deutschland mit
Hilfe eines CI (Stand: 2013)%”. Es wird mittlerweile seit tiber 30 Jahren standardmaflig
implantiert.> Patienten, deren Taubheit oder Schwerhorigkeit durch ein Fehlen oder eine
Schadigung der Sinneszellen (Haarzellen) im Innenohr hervorgerufen wird, konnen mit
dieser Art Implantat behandelt werden. Dabei werden die Nervenzellen des Innenohrs
mit Hilfe von Elektroden, die direkt ins Innenohr eingesetzt werden, durch elektrische
Impulse stimuliert, wodurch fiir die Patienten ein Horeindruck entsteht. Der Aufbau und
die Funktionsweise des CI werden aufgrund der Relevanz fiir diese Arbeit in einem ge-
sonderten Kapitel detailliert beschrieben (s. u. Kapitel 2.1.3).

Zu den weiteren neuronalen Implantaten, die zur Wiederherstellung der akusti-
schen Wahrnehmung eingesetzt werden konnen, zahlt das auditorische Hirnstamm-Im-
plantat (ABIL, engl.: auditory brainstem implant). Es kann als ein modifiziertes Cochlea-
Implantat angesehen werden. Im Gegensatz zum CI wird jedoch die Stimulation nicht
im Innenohr durchgefiihrt, sondern es wird der Hirnstamm bzw. der erste Horkern (nu-
cleus cochlearis) im Hirnstamm elektrisch stimuliert. Diese Art der Stimulation wird bei
Patienten verwendet, die durch eine Schadigung des Hornervs ihr Horvermogen verlo-
ren haben. Eine erste klinische Implantation wurde bereits 1979 durchgefiihrt. Verstarkt
eingesetzt wurde das ABI jedoch erst seit den 90er Jahren. Im Jahr 2009 waren es etwa
1.100 Patienten weltweit, die ein ABI trugen.38
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Abbildung 2.3: Aufbau des auditorischen Hirnstamm-Implantats (ABI, engl.: auditory brain-
stem implant). Es sind die einzelnen Bestandteile des ABI dargestellt: Sprachprozessor und Sendespule
sowie das eigentliche Implantat mit der Empfiangerspule und dem Elektrodenarray (links)*°. Der Aufbau
ist, bis auf das Elektrodenarray, analog zu dem des Cochlea-Implantats (vergleiche Abbildung 2.8). Das
Elektrodenarray besteht aus zwolf aktiven Elektroden und einer Referenzelektrode, auflerdem ist ein Po-
lyester-Netz an dem Array angebracht (rechts).*°

In Abbildung 2.3 ist der Aufbau des ABI mit dem Sprachprozessor sowie dem
internen Implantat dargestellt, der deutlich dem Aufbau des CI dhnelt (vergleiche mit
dem Aufbau des Cochlea-Implantats in Abbildung 2.8 weiter unten). Lediglich die ver-
wendete Elektrode zeigt deutliche Unterschiede.?

Ein verhaltnismaflig neues Horimplantat ist die Horprothese zur Stimulation des
Mittelhirns (AMI, engl.: auditory midbrain implant). Bei diesem Implantat wird analog
zur Tiefen-Hirn-Stimulation und im Gegensatz zum ABI eine tieferliegende Hirnregion
elektrisch stimuliert. In diesem Fall wird der inferior colliculus stimuliert. Dieser ist im
Vergleich zum nucleus cochlearis ein auf der Horbahn hoher gelegener Topos und der
zentrale Teil des auditorischen Systems. Bei dieser Technik werden stabférmige Mul-
tielektroden-Arrays mit etwa 20 Ring-Elektroden aus Platin verwendet (die Anzahl kann
je nach Hersteller variieren). Sie dhneln den Elektroden, welche beim ABI verwendet
werden, sind jedoch deutlich kleiner und haben im Allgemeinen deutlich mehr Elektro-
denkontakte. Bei der Implantation wird das Elektroden-Array direkt im Gehirn entlang
des inferior colliculus positioniert. Aktuell wird dieses Implantat noch nicht standardma-
Big Patienten implantiert, sondern ist auf dem Stand intensiver klinischer Studien und
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befindet sich in der Entwicklungsphase. Dabei stellt der operative Zugang bzw. die kor-
rekte und einheitliche Platzierung der Elektrode aktuell noch eine der grofiten Heraus-
forderungen dar.38

2.1.2 Das menschliche Gehor

Um die Funktion des spater im Detail beschriebenen Cochlea-Implantats besser
verstehen zu konnen, wird in diesem Abschnitt der normale Hérvorgang genauer be-
trachtet. Der Vorgang des Horens lasst sich grob in vier Abschnitte unterteilen: den
Schallantransport tiber das auflere Ohr und das Mittelohr, die Schalltransformation in der
Cochlea, die Reizfortleitung in den Nerven und die Reizverarbeitung in der zentralen
Hoérbahn. Fir den Bezug zum Cochlea-Implantat wird detaillierter auf die Schalltrans-
formation im Innenohr eingegangen.

Trommelfell

Ohrmuschel Amboss

¥ Steigbiigel
- "; Hoérnerv

| Gehdrgang Gehorschnecke
(Cochlea)
Ausseres Ohr Mittelohr Innenohr

Abbildung 2.4: Schematische Ubersicht iiber das Horsystem. Das duflere Ohr mit der Ohrmuschel
dient zur Schallaufnahme. Im Mittelohr werden die Schallwellen durch das Trommelfell und die Gehor-
knochel in mechanische Schwingungen umgewandelt. Im Innenohr sitzt das eigentliche Horsinnesorgan
in der Cochlea [bearbeitet nach*!].
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Schallwellen, also mechanische Schwingungen, im Frequenzbereich von etwa
16 bis 20.000 Hz sind in der Lage das menschliche Hérorgan zu reizen. Uber das duflere
Ohr (Ohrmuschel und Gehorgang) gelangen diese Schallwellen zum Trommelfell, wel-
ches in Schwingungen versetzt wird (siehe: Abbildung 2.4). Die drei Gehérknochelchen
des Mittelohres tibertragen diese Schwingungen in das flissigkeitsgefiillte Innenohr.
Dieser Vorgang wird auch als Schallantransport bezeichnet.

In der Cochlea erfolgt nun die Schalltransformation. Dort entsteht eine soge-
nannte Wanderwelle, die sich entlang der Windungen der Schnecke ausbreitet (siehe:
Abbildung 2.5). An einem frequenzspezifischen Ort entlang der Basilarmembran wird
ein Amplitudenmaximum ausgebildet und die elastische Membran dadurch verformt
und ausgelenkt. Hierbei kommt es zu einer Dispersion, also der raumlichen Trennung
nach Frequenzen. Jede Frequenz wird an einer bestimmten Stelle der Basilarmembran
entlang der Schnecke durch ein Amplitudenmaximum der Wanderwelle abgebildet; dies
wird auch als tonotope Organisation der Cochlea bezeichnet. Ermoglicht wird dies
dadurch, dass die Breite der Basilarmembran zunimmt, ihre Elastizitiat sich verandert
und der Durchmesser des knéchernen Kanals abnimmt. Somit wéchst die Amplitude der
Wanderwelle bis zu einer bestimmten Stelle mit maximaler Auslenkung an und fallt da-

nach schnell zusammen.

Helicotrema

~ 500 Hz
\ Modiolus

L Lamina spiralis ossea
<

Scala vestibuli
Ductus cochlearis
Scala tympani

Ganglion spirale 10000 Hz

N. cochlearis

Abbildung 2.5: Schematische Darstellungen der Gehorschnecke. Links ist schematisch der Quer-
schnitt durch die Gehérschnecke in Richtung der Schneckenachse (Modiolus) mit Verlaufsrichtung der
Perilymphe (roter Pfeil: aufwirts, gegen den Uhrzeigersinn; griiner Pfeil: abwérts, mit dem Uhrzeigersinn)
dargestellt [bearbeitet nach?]. Rechts ist eine tonotope Abbildung der Frequenzen auf der Basilarmembran
gezeigt [erstellt nach?].
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Die Auslenkung der Basilarmembran fiithrt zu einer Erregung der Horsinneszel-
len, den sogenannten Haarzellen. Die Erregung der Haarzellen durch hohe Frequenzen
erfolgt am Eingang der Cochlea bzw. der Schneckenbasis, durch niedrigere Frequenzen
an der Schneckenspitze (siehe: Abbildung 2.5).

Wie in Abbildung 2.6 dargestellt, liegen die drei Reihen duflerer und die eine
Reihe innerer Haarzellen im Corti-Organ im ductus cochlearis. Dieser liegt zwischen den

beiden Géngen der Cochlea, die scala tympani abgetrennt durch die Basilarmembran und
die scala vestibuli durch die Reissner-Membran.

eine Reihe innere Haarzellen

Scala vestibuli

Ablenkung c——>

Reissner-

Endolymphe |

Nerven- Tunnelraum Perilymphe
fasern mit Corti- < o
Lymphe Pfeilerzellen ‘:“ epolarisation
Transmitter V‘ | 4
-vesikel _ - = ST
+
synaptischer ® l®t@
pEalt __ Generator
-potential
Nervenfaser

Crista spiralis Membrana Basilarmembran Stria Ligamentum
tectoria mit Corti-Organ vascularis spirale

Abbildung 2.6: Schematische Darstellungen des Corti-Organs (A) als Ausschnitt aus dem Duc-
tus cochlearis (B) sowie des Erregungsvorgangs innerhalb der Haarzelle (C). Die Horsinneszellen,
Haarzellen, sind in Gelb dargestellt und befinden sich im Corti-Organ (A) innerhalb des ductus cochlearis
(B) zwischen der scala vestibuli und scala tympani. Die mechanische Ablenkung der Sinneshirchen der
Haarzellen 16st eine Signalkaskade innerhalb der Haarzelle aus und fithrt zu einem Aktionspotential in
den Nervenfasern (C). [bearbeitet nach?]

Durch Auslenkung der Basilarmembran kommt es zur Verschiebung der mem-
brana tectoria. Dadurch wirken Scherkrafte, die die Sinnesharchen der Haarzellen in tan-
gentialer Richtung verschieben (siehe: Abbildung 2.6 C). Diese Ablenkung dient als Reiz
und fihrt zur Offnung von Ionenkanilen in die Haarzellen. Durch das Einstromen von
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Kalium-Ionen aus der Endolymphe kommt es zu einer Depolarisation an der Zellmem-
bran der Haarzelle und es stromen sofort Calcium-Ionen aus der Perilymphe bzw. Corti-
Lymphe ein. Dadurch kommt es zur Entleerung von Transmittervesikeln in den synap-
tischen Spalt und es baut sich ein postsynaptisches Generatorpotential aus. Wird ein
bestimmter Wert tiberschritten, 16st dies ein Aktionspotential in der Nervenfaser aus.
Die Haarzellen wandeln somit die mechanische Schwingungsenergie zunichst in ein
chemisches Signal und anschlieflend in elektrische Energie um, was als mechanoelektri-
sche Transduktion bezeichnet wird.

Fiir die Ubermittlung der Sinnesinformation sind vor allem die inneren Haarzel-
len zustandig. Die dufleren Haarzellen haben die zusétzliche Funktion eines cochledren
Verstarkers. Sie sind in der Lage durch aktive Kontraktion ihres Aktinfilament-Skeletts
die Amplitude der Wanderwelle zu verstiarken und benachbarte Abschnitte der Basilar-
membran zu ddmpfen. Dieser Prozess wird als elektromechanische Transduktion bezeich-
net. Es erhoht die Empfindlichkeit und das Frequenzauflosungsvermogen des Gehors
erheblich. Die Reizfortleitung erfolgt dann iiber die Nervenfasern und die Reizverarbei-
tung in der zentralen Horbahn.

2.1.3 Das Cochlea-Implantat

Wie bereits beschrieben, ist das Cochlea-Implantat ein besonders populéres neu-
ronales Implantat und eine therapeutisch erfolgreich eingesetzte sensorische Neuropro-
these. Es handelt sich um eine elektronische Horprothese, welche bei ausgefallener In-
nenohrfunktion eines Patienten als funktioneller Ersatz der Sinneszellen dienen kann.
Dabei werden die Nervenzellen direkt in der Hérschnecke stimuliert.

Aufbau des Cochlea-Implantats

Wie in Abbildung 2.7 dargestellt, ist das Cochlea-Implantat grundlegend aus zwei
Teilen aufgebaut: dem externen Teil, welcher aus dem Soundprozessor und der Sen-
despule besteht, und dem eigentlichen Implantat mit der Empféngerspule sowie der in
die Cochlea eingesetzten und im Elektrodentrager eingebetteten Elektrode mit ihren ein-
zelnen Stimulationskontakten.>4
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Abbildung 2.7: Schematische Darstellung des Aufbaus des Ohres mit eingesetztem Cochlea-
Implantat. Der externe Teil des Implantats besteht aus Soundprozessor und Sendespule. Der interne Teil,
das eigentliche Implantat, ist in den Schidelknochen des Patienten eingesetzt, wobei der Elektrodentrager
direkt in der Cochlea sitzt. [bearbeitet nach#?]

Der Soundprozessor enthalt ein Mikrofon zur Schallaufnahme. Die auditorische
Information wird in eine vorgegebene Abfolge von elektrischen Impulsen umgesetzt. Im
seitlich am Kopf hinter dem Ohr mittels Magneten befestigten Teil des Cochlea-Implan-
tats sitzt die Sendespule, tiber die mit Hilfe von Radiowellen diese Signale transkutan an
den internen Teil des Implantats iibertragen werden. Aufierdem sitzt im externen Teil
des Implantats eine Batterie als Energieversorgung, wobei die Energie mittels Induktion
ebenfalls transkutan an den internen Teil des Implantats {ibertragen wird.

Das eigentliche Implantat, welches in ein ausgebohrtes Knochenbett hinter dem
Mastoid unter der Haut eingepflanzt wird, empfingt die Signale des Soundprozessors
mit Hilfe der Empfangerspule. Sie werden dekodiert und an die einzelnen Elektroden in
der Cochlea geleitet. Der Elektrodentrager wird durch die Mastoidhohle und tiber das
runde Fenster in die scala tympani bzw. die basale Schneckenwindung der Cochlea ein-
gefithrt. Das Gehause des internen Implantats besteht meist aus Titan, ist jedoch haufig
zusétzlich mit Silikon ummantelt.
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Abbildung 2.8: Darstellung der einzelnen Bestandteile des Cochlea-Implantats. Der externe Teil,
welcher hinter dem Ohr und auflen am Kopf getragen wird, besteht aus Soundprozessor und Sendespule
(links)*3. Das eigentliche Implantat mit der Empfangerspule wird in ein Knochenbett im Schadel des Pati-
enten eingesetzt. Der Elektrodentrager mit den fiir die Stimulation verwendeten Platin-Kontakten in die
Cochlea eingefiithrt (mittig)*t. Als GroBenvergleich ist der interne Teil des Implantats in einer menschli-
chen Hand dargestellt (rechts)®.

Der Aufbau des Elektrodentragers ist schematisch in Abbildung 2.9 dargestellt.
Er besteht aus etwa 12 bis 22 einzelnen Platin-Kontakten. Die Anzahl der Elektroden
variiert je nach Hersteller, unterschiedlichen Ausfithrungen und Gréfie des Cochlea-Im-
plantats. Jeder einzelne Platin-Kontakt ist iiber einen Platin-Draht mit dem Implantat
verbunden. Der gesamte Elektrodentrager ist umhiillt von einer Silikon-Matrix, so dass
nur die einzelnen Platin-Kontakte freiliegen.>4¢

— S———_Sa——— e e
%

Platin-Kontakte (12-22) Silikon-Matrix

-

Platin-Drahte
Abbildung 2.9: Darstellung des Elektrodentrigers des Cochlea-Implantats. Schematischer Auf-

bau des Elektrodentrigers des Cochlea-Implantats (links) [bearbeitet nach*’] sowie fotografische Auf-
nahme mit Groflenskala (rechts) [bearbeitet nach*?].
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Silikon wird als Material fiir die Ummantelung der Driahte und Elektroden vor
allem deswegen verwendet, weil es die nétige Flexibilitat bietet, um den Elektrodentra-
ger Uber das runde Fenster einzufithren und die Windungen bzw. Kriimmung der Coch-
lea nachzuempfinden (siehe: rechts in Abbildung 2.9). Aulerdem findet es bereits seit 60
Jahren als Material in der Medizin Anwendung und weist eine exzellente Biokompatibi-
litat auf. Teilweise werden vorgeformte Elektroden verwendet, um den Abstand zwi-
schen den Kontakten und den Nervenzellen im Modiolus zu verringern. Gleichzeitig bie-
tet Silikon aber die nétige Steifigkeit um sicherzustellen, dass der Elektrodentrager si-
cher und reproduzierbar in der Cochlea positioniert und ohne Traumata eingefiithrt wer-
den kann.’ Jedoch wird die Gesamtsteifigkeit der Elektrode weniger durch das Material
der Ummantelung, sondern grofitenteils durch die innenliegenden Platin-Drahte be-
stimmt. Vor allem ihre geometrische Konfiguration hat Einfluss auf die mechanischen
Eigenschaften der Elektrode.’

Platin als Kontaktmaterial bei elektrischer Stimulation findet Anwendung, da es
wie andere Edelmetalle eine sehr geringe Reaktivitat und hohe Korrosionsbestandigkeit
aufweist. Es weist auflerdem eine hohe Vertraglichkeit im Kontakt mit menschlichem
Gewebe auf und ist im Vergleich zu beispielsweise Iridium relativ weich und lésst sich
dadurch besser verarbeiten. Aus diesen Griinden stellt Platin bis heute weiterhin das
beste aktuell verfiigbare Elektrodenmaterial dar.

Funktionsweise des Cochlea-Implantats

Die einzelnen Elektrodenkontakte des Cochlea-Implantats liegen, wie in der Ab-
bildung 2.7 weiter oben und hier in Abbildung 2.10 schematisch dargestellt, unterschied-
lich tief in der scala tympani der Cochlea.
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Abbildung 2.10: Zwei schematische Darstellungen der intracochleiren Lage des Elektrodentri-
gers in der scala tympani. In der drei-dimensionalen Darstellung der Cochlea sind der Aufbau des
Elektrodentragers mit der Silikon-Matrix, den Platin-Dréhten und -Kontakten sowie die Windungen der
Cochlea mit ihren Kammern und die Ansétze der Gehérknéchelchen des Mittelohres zu sehen (links)?. In
der Zeichnung der Cochlea ist zusatzlich die Lage des Hornervs dargestellt und die einzelnen Bereiche der
Cochlea sind farblich hervorgehoben (rechts) [bearbeitet nach3].

Dadurch ist es moglich, verschiedene Abschnitte der Basilarmembran und die
dazugehorigen Ganglienzellen des Hornervs mit Hilfe elektrischer Pulse zu reizen. Dies
folgt dem Prinzip der tonotopen Reizung, um die Frequenz-Orts-Transformation bei nor-
maler Funktion des intakten Innenohres nachzubilden, wie es in Abschnitt 2.1.2 und
Abbildung 2.5 erlautert wurde. Zusatzlich kann tiber die Variation der Reizrate an den
einzelnen Elektroden die zeitliche Struktur der akustischen Informationen weitergeleitet
werden.

Pathophysiologie des Innenohres

Im Gegensatz zu konventionellen Horgerédten konnen Cochlea-Implantate auch
ohne Resthorvermdégen eingesetzt werden. Sie finden vor allem bei ein- oder beidseitiger
cochledrer bzw. innenohrbedingter Taubheit Anwendung. Dabei liegt bei den meisten
Patienten eine Schadigung der Horsinneszellen, den Haarzellen, vor. Es handelt sich so-
mit um eine sensorische Taubheit oder auch Schallempfindungsschwerhérigkeit.

Voraussetzung hierfiir ist jedoch, dass sowohl der Hornerv als auch die zentrale
Horbahn des Patienten intakt sind. Sind hingegen die Hornerven zerstort und handelt
es sich somit um einen neuralen Horverlust, konnen andere Implantate das Horvermo-
gen wiederherstellen (siehe: auch Abschnitt 2.1.1), z.B. das auditorische Hirnstammim-
plantat (ABI) oder das Mittelhirnimplantat (AMI).

33



Neuronale Implantate

Es gibt unterschiedliche Grade, nach denen die Schadigung der Haarzellen klas-
sifiziert werden kann. In Abbildung 2.11 sind rasterelektronenmikroskopische Aufnah-
men aus dem Inneren der Cochlea einer Ratte dargestellt. Hier sind zum einen der Zu-
stand in der gesunden Cochlea mit intakten Haarzellen und zum anderen die verschie-
denen Grade der Schadigung des Innenohres zu sehen. Im Normalzustand, einer gesun-
den Cochlea, sind eine Reihe innerer Haarzellen (IHCs) und drei Reihen duflerer Haar-
zellen (OHCs) zu erkennen (siehe: A in Abbildung 2.11).

ey v e S
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Abbildung 2.11: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen aus dem Inneren der Cochlea ei-
ner Ratte zur Darstellung der Auswirkungen von Schalltraumata auf die Haarzellen in der
Cochlea. Zu sehen sind der Normalzustand in der gesunden Cochlea (A) sowie die Auswirkungen bzw.
Schédigungen von Schalltraumata verschiedenen Grades (B bis D) [bearbeitet nach®’].

Bei einem Schalltrauma der Stufe 1 sind einige IHCs und einige OHCs der ersten
Reihe bereits verschwunden (B). Hohere Schallintensititen fithren zu einem Schall-
trauma der Stufe 2, bei dem die IHCs vollstindig verschwunden sind. Die OHCs der
ersten Reihe sind ebenso nahezu vollstandig verschwunden und zusétzlich sind Schaden
in der zweiten und dritten Reihe aufgetreten (C). Bei einer weiteren Erhéhung des Larm-
pegels und einem Trauma der Stufe 3 verbleiben in den Frequenz-Regionen des dazuge-
hérigen Gerausches nur wenige OHCs (D).
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Im Normalzustand sind die inneren und &ufieren Haarzellen iiber die peripheren
Nervenfasern innerviert, die von den Spiral-Ganglion-Zellen (SGCs) im Rosenthal-Kanal
ausgehen (siehe: A in Abbildung 2.12).

A Normal Friihes Stadium C

der Schadigung

Fortgeschrittene
Schiadigung

Mesotheliale

Zellen

Rosenthal-
Kanal S$GCs

Behandlung iiber
scala tympani

Behandlung tiber
scala media

Abbildung 2.12: Schematische Darstellung des auditorischen Sinnesepithels und des Hornervs
im Normalzustand im Vergleich zum Zustand im ertaubten Corti-Organ (A bis C). Aufierdem ist
die Wirkung einer Behandlung mit einem Neurotrophin tiber die scala media (D) oder scala tympani (E)
dargestellt [bearbeitet nach®].

Mit dem Verlust der Haarzellen geht eine Riickbildung der Nervenfasern einher,
da sie ihr Ziel verlieren (siehe: B). Aulerdem bilden die Stiitzzellen erstes Narbengewebe.
Ein Verlust erster Spiral-Ganglion-Zellen setzt ebenso ein. Bei einem extrem schweren
Grad der Schadigung ist das gesamte Corti-Organ durch eine einzelne Schicht kubischer
Epithel-Zellen ersetzt. In einem solchen Fall haben sich die peripheren Nervenfasern
meist vollstandig zuriickgebildet und es ist ein betréchtlicher Teil der SGCs abgestorben
(siehe: C).>0

In der Literatur werden unter anderem zwei Ansatze beschrieben, um den Pro-
zess der Riickbildung der peripheren Nervenfasern und den Verlust der Spiral-Ganglion-
Zellen einzudammen bzw. sogar umzukehren. Sie sind beide ebenfalls schematisch in
Abbildung 2.12 (D und E) dargestellt. Die Grundidee ist eine lokale Behandlung mit vi-
ralen Vektoren direkt im Innenohr, wodurch Zellen des Corti-Organs zur Ausschiittung
von Neurotrophinen angeregt werden. Die Nervenfasern sollen nun in Richtung der
Quelle der Neurotrophin-Ausschiittung, den durch den Einfluss der viralen Vektoren
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transduzierten Zellen (gelb markiert in D und E in Abbildung 2.12), wachsen. Zusétzlich
soll auch das Uberleben der SGCs verbessert werden. Erfolgt die Behandlung tiber die
scala media kommt es zur Ausschiittung von Neurotrophinen iiber Zellen des flachen
Epithels, die Nervenfasern wachsen dementsprechend in Richtung dieser Zellen (siehe:
D). Bei einer Behandlung tiber die scala tympani sollen die mesothelialen Zellen trans-
duziert werden und Neurotrophine exprimieren. Die Nervenfasern wiirden zu diesen
Zellen und demnach zur Basilarmembran wachsen.>

Es gibt jedoch auch Uberlegungen und Versuche Neurotrophine oder andere
Wirkstoffe direkt im Innenohr freizusetzen und nicht tiber transduzierte Zellen. Auch in
dem Fall erhofft man sich neuroprotektive (verbessertes Uberleben des SGCs) und rege-
nerative Wirkungen (gesteigerte und gegebenenfalls gerichtete Aussprossung neuer
Nervenfasern).’1->3

Bestrebungen zur Verbesserung der Elektroden des Cochlea-Implantats

Trotz der Tatsache, dass das Cochlea-Implantat und auch im Speziellen die ver-
wendeten Elektroden bereits seit mehr als 35 Jahren erfolgreich eingesetzt werden, gibt
es weiterhin fortlaufende und aktuelle Bestrebungen zur Verbesserung der Eigenschaf-
ten des Implantats selbst und der fiir das Implantat eingesetzten Materialien.>

Um die dauerhafte Funktionstiichtigkeit des Innenohrimplantats zu gewéhrleis-
ten, miissen nach Ernst Lehnhardt grundsatzlich folgende klinische Voraussetzungen ge-
geben sein:>>*

e Die verwendeten Materialien miissen vom Organismus toleriert werden.

e Das Einfithren des Elektrodentrédgers sollte keinen zusatzlichen Schaden
verursachen.

e Die chirurgische Technik sollte so wenig invasiv wie mdoglich sein.

e Die elektrische Stimulation des Hornervs muss effizient und dauerhaft
nicht-schéadigend sein.

e Essollte ein moglichst geringes Risiko bestehen, dass im spateren Verlauf
durch das Implantat Infektionen iiber das Mittelohr in die fliissigkeitsge-
fullten Rdume des Innenohres gelangen konnen.

Diese Punkte fithren dazu, dass an die Materialien, welche im Cochlea-Implantat
eingesetzt werden, besondere Anforderungen beziiglich ihrer mechanischen und elektri-
schen Eigenschaften sowie ihrer Biokompatibilitat und ihrer Langzeitstabilitat gestellt
werden missen.’
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Bei den aktuellen Bestrebungen liegt hierbei fiir die Elektroden des Cochlea-Im-
plantats der Fokus hauptsédchlich auf der Verbesserung der Eigenschaften der Biomate-
rialien in Bezug auf ihre Biokompatibilitdt und der Optimierung der Elektroden-Nerven-
Schnittstelle. Weitere entscheidende Punkte sind die Reduzierung der Groéf3e der einzel-
nen Elektroden innerhalb des Elektrodentragers, um es moglich zu machen eine héhere
Anzahl an Elektroden verwenden zu konnen. Dadurch soll ebenso die Anzahl der unab-
hiangig voneinander stimulierbaren Kanéle erhoht werden kénnen. Neue oder modifi-
zierte Materialien sollten im Hinblick auf diese Zielstellungen ausgewahlt und unter-
sucht werden.

Fiir die Elektroden des Cochlea-Implantats kommen beispielsweise leitfdhige Po-
lymere oder Silizium-Elektroden in Frage. Neben der Erforschung solcher vollstandig
neuer oder bisher nicht fiir diese Anwendung verwendeter Materialien ist eine Funkti-
onalisierung der konventionell verwendeten Elektrodenoberflichen eine vielverspre-
chende Moglichkeit. Dabei lassen sich beispielsweise nach Stover und Lenarz funf unter-
schiedliche Wege der Oberflaichenfunktionalisierung unterscheiden (andere Einteilun-
gen oder weitere Moglichkeiten sind denkbar):

e Physikalisch: Strukturierung der bestehenden Elektroden-Oberfliche.”

e Chemisch: Aufbringen von Beschichtungen anderer Substanzen.>?

e Biochemisch: Anbindung von Signal-Proteinen.>!

e Biologisch: Aufbringen eines Filmes modifizierter Zellen zur Freisetzung
biologischer Substanzen.>?->¢

e Lokale Wirkstofffreisetzung: Anbindung oder Freisetzung von Wirkstof-
fen/Medikamenten direkt auf der Oberflache des Elektrodentrigers oder
der Elektroden. 5135758

Neben der in den Literaturreferenzen angegebenen Moglichkeiten fiir die einzel-
nen Arten der Oberflichenfunktionalisierung der Cochlea-Elektroden gibt es selbstver-
standlich eine Vielzahl weiterer Beispiele, auf die im Rahmen dieser Arbeit nicht naher
eingegangen wird. Ansatz fiir die vorliegende Arbeit ist eine chemische Funktionalisie-
rung der Oberfliache der Platin-Elektroden mit Hilfe verschiedener Kohlenstoff-Nano-
materialien. Im folgenden Abschnitt werden daher diese Materialien néher beschrieben
und erlautert.
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2.2 Kohlenstoff-Nanomaterialien

Seit den ersten Berichten durch Kroto et al. zu Fullerenen und ihren verwandten
Verbindungen Mitte der 80er Jahre und der Entdeckung der Kohlenstoff-Nanorchren
(CNTs; engl.: carbon nanotubes) durch ITijima im Jahr 1991 begann die Ara der Kohlen-
stoff-Nanomaterialien und es kam seitdem zu einem enormen Anstieg der Aktivitdten
in diesem vollig neuen Forschungsfeld.®> Im Jahr 2004 kam mit der Entdeckung des
Graphens durch Geim, Novoselov und ihren Mitarbeitern eine weitere Modifikation des
Kohlenstoffs hinzu.®® Anschaulich betrachtet, kann Graphen als der Ursprung aller gra-
phitischen Kohlenstoff-Materialien angesehen werden (siehe: Abbildung 2.13).

Abbildung 2.13: Schematische Darstellung und Veranschaulichung von Graphen als zwei-di-
mensionale Grundlage aller graphitischen Materialien: Es kann zu null-dimensionalen Fullerenen
geformt, zu ein-dimensionalen Kohlenstoff-Nanorohren aufgerollt und zum drei-dimensionalen Graphit
gestapelt werden (von links nach rechts).o!
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Die zwei-dimensionale Schicht aus in einem Winkel von 120°, bienenwabenfor-
mig angeordneten Kohlenstoff-Atomen kann zu allen anderen Dimensionalititen ge-
formt werden: gewickelt zu den null-dimensionalen Buckyballs, zusammengerollt zu ein-
dimensionalen Nanorohren oder gestapelt zum drei-dimensionalen Graphit.®! Damit
kann nur die Struktur des weiteren Kohlenstoff-Allotrops Diamant nicht direkt iber die
Struktur des Graphens beschrieben werden. Dank ihrer aulergewohnlichen elektri-
schen, thermischen, chemischen und mechanischen Eigenschaften haben Kohlenstoft-
Nanomaterialien einen einzigartigen Stellenwert in den Nanowissenschaften.®?

Im Folgenden wird von diesen Vertretern der graphitischen Kohlenstoff-Nano-
materialien ausschlief8lich auf die Kohlenstoff-Nanorohren niaher eingegangen, da nur
sie im Rahmen dieser Arbeit zum Einsatz kamen. Ein weiterer Abschnitt beschaftigt sich
dartiber hinaus mit nanopordsen Kohlenstoffen. Diese Gruppe von Kohlenstoff-Materi-
alien z&éhlt nicht zu den graphitischen Kohlenstoff-Nanomaterialien im eigentlichen
Sinne. Sie bestehen zwar ebenso aus Kohlenstoff-Atomen und kénnen partiell graphiti-
sche Doménen aufweisen. Allerdings zeigen die nanopordsen Kohlenstoffe keine kris-
talline Fernordnung, so dass sich die Struktur nicht direkt vom Graphen ableiten lasst.
Durch ihr nanopordses Porensystem handelt es sich bei ihnen jedoch ebenso um Nano-
materialien.

Sowohl Kohlenstoff-Nanorchren als auch nanopordse Kohlenstoffe wurden in
dieser Arbeit als Materialien zur Beschichtung von Edelmetall-Elektroden verwendet.

2.2.1 Kohlenstoff-Nanorohren

Sumio Iijima gilt als Entdecker der Kohlenstoff-Nanoréhren. In seiner Veroffent-
lichung aus dem Jahre 1991 in Nature wurden diese noch als spiralférmige Mikrokanal-
chen aus graphitischem Kohlenstoff (engl.: helical microtubules of graphitic carbon) be-
zeichnet.® In diesem Artikel beschrieb Iijima als Erster die erst spater als solche bezeich-
neten multi wall nanotubes (MWNTs). In Abbildung 2.14 ist die erste transmissions-
elektronenmikroskopische Aufnahme dreier mehrwandiger Kohlenstoff-Nanoréhren
gezeigt. Im Querschnitt dieser Nanordhren sind sowohl die unterschiedlichen Wandan-
zahlen als auch die unterschiedlichen Durchmesser der inneren Réhren zu erkennen.
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Abbildung 2.14: Erstes, von Sumio lijima veroffentlichtes Elektronenmikrograph von Kohlen-

@

stoff-Nanorohren aus dem Jahr 1991. Die gezeigten multi wall nanotubes weisen jeweils eine unter-
schiedliche Anzahl von Wanden sowie unterschiedliche Durchmesser der innersten Réhren auf: (a) Aus
funf graphitischen Lagen bestehende Nanoréhre mit einem Durchmesser von 6.7 nm; (b) zwei-lagige
Rohre, 5.5 nm Durchmesser; (c) sieben-lagige Rohre, 6.5 nm Durchmesser, mit dem kleinsten Innendurch-
messer (2.2 nm).®

Schon zwei Jahre spiter zeigte er in einer weiteren Veré6ffentlichung single wall
nanotubes (SWNTs) und nutzte bereits den Begriff carbon nanotubes (CNTs, dt.: Kohlen-
stoff-Nanorohren).63

Struktur und Eigenschaften von Kohlenstoff-Nanoréhren

Kohlenstoff-Nanoréhren konnen als an einer Kante zusammengerollter und dar-
iiber verbundener Ausschnitt einer Schicht Graphen angesehen werden. Sie bestehen
wie alle weiteren graphitischen Kohlenstoff-Modifikationen ausschliellich aus sp?-hy-
bridisierten Kohlenstoff-Atomen, die in einer wabenartigen Struktur aus Sechsecken an-
geordnet sind. Wie in Abbildung 2.15 schematisch dargestellt, wird grundsatzlich nach
den weiter oben schon genannten beiden Arten von Kohlenstoff-Nanorchren unter-
schieden: einwandige bzw. aus einer Rohre bestehende single wall nanotubes (SWNTs)
sowie die mehrwandigen, aus mehreren ineinander geschobenen Réhren unterschiedli-
chen Durchmessers bestehenden multi wall nanotubes (MWNTs).
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Abbildung 2.15: Schematische Darstellung des Aufbaus einer single wall nanotube (SWNT) und
einer multi wall nanotube (MWNT). SWNTs (links) bestehen aus einer R6hre und weisen einen Durch-
messer von etwa 1 nm auf. Die Lange liegt dabei meist im Bereich zwischen 10 nm und bis zu 1 mm
(10° nm). MWNTs (rechts) bestehen aus mehreren ineinander geschobenen Rohren mit jeweils unter-
schiedlichen Durchmessern. Dabei kann der Gesamtdurchmesser je nach Anzahl und Einzeldurchmesser
der einzelnen Réhren im Bereich von 2 bis 50 nm liegen. [bearbeitet nach®]

Die Durchmesser einer einzelnen SWNT liegen dabei im Bereich von 1 nm, bei
einer Liange von 10 bis 10° nm (bzw. 1 mm). In speziellen Veroffentlichungen werden
aber auch Moglichkeiten beschrieben Strange aus SWNTs mit bis zu 20 cm Lange oder
aber auch einzelne Nanoréhren mit einer Lange von bis zu einem halben Meter zu syn-
thetisieren.%4-% Eine MWNT weist in Abhéngigkeit der Anzahl und des jeweiligen
Durchmessers der ineinander geschobenen Réhren einen Durchmesser von 2 bis 20 nm
auf bei vergleichbarer, stark unterschiedlicher Lange.%*

Neben der Unterscheidung zwischen SWNTs und MWNTs lassen sich CNTs an-
hand der Art und Weise einteilen, wie die Schicht aus graphitischen Kohlenstoff-Ato-
men zu einer Rohre aufgerollt ist. In Abbildung 2.16 ist schematisch dargestellt, dass eine
Kohlenstoff-Nanorohre als Ausschnitt einer Graphen-Schicht betrachtet werden kann,
der entlang einer Achse aufgerollt und verbunden wird (gestrichelte Linien). In Abhén-
gigkeit der Orientierung der Hexagone innerhalb eines solchen Ausschnittes einer Gra-
phen-Schicht lassen sich dabei die folgenden drei Typen an Kohlenstoff-Nanorshren un-

terscheiden: armchair, zig-zag und chiral.
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Abbildung 2.16: Schematische Darstellung zur Unterscheidung der unterschiedlichen Typen an
Kohlenstoff-Nanorohren: zig-zag, armchair und chiral. Kohlenstoff-Nanoréhren konnen als aufge-
rollter Ausschnitt einer Graphen-Schicht betrachtet werden (gestrichelte Linie). Anhand des chiralen Vek-
tors Ch mit den Einheitsvektoren a; und a; sowie den dazugehorigen Indizes n und m lassen sich Typ und
Durchmesser von Kohlenstoff-Nanorohren festlegen. Mit Hilfe des sich daraus ergebenden chiralen Win-
kels 0 ist zudem ein Maf fiir die Helikalitdt (,Grad der Verdrehung®) gegeben [erstellt nach®7-68].

Mit Hilfe des chiralen Vektors Ch ldsst sich sowohl die Orientierung der Hexa-
gone innerhalb als auch die Breite des Ausschnittes beschreiben. Dieser lasst sich in die
Teilvektoren a; und az, die auf die Einheitsvektoren eines hexagonalen Gitters zuriick-
gefithrt werden konnen, sowie ihre jeweiligen Indizes n und m zerlegen. Daraus ergibt
sich die ebenso in Abbildung 2.16 dargestellte Formel fiir den chiralen Vektor Ch:

C,=n-a,+m-a, (1)

Cu: Chiraler Vektor; a1, az: Gittervektoren; n, m: Indizes.

Dariiber hinaus ergibt sich auch der in der Abbildung ebenfalls gekennzeichnete
chirale Winkel 8. Dieser Winkel kann als Maf} der Helikalitdt bzw. des ,,Grades der Ver-
drehung® innerhalb einer Kohlenstoff-Nanoréhre angesehen werden. Dabei existieren
zwei Grenzfille fiir den chiralen Winkel 6: zig-zag (0°) und armchair (30°). Namensge-
bend ist dabei die Anordnung der Kohlenstoff-Bindungen entlang des Umfangs einer
Nanordhre, wie fiir beide Félle in Abbildung 2.16 angedeutet. Fiir den zig-zag-Typ erge-
ben sich die Indizes (n,0) und den armchair-Typ (n,n) mit n = m. Fiir Winkel im Bereich
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von 0° bis 30° ergeben sich Indizes n # m fiir die sogenannten chiralen Kohlenstoff-Na-
nordhren. Der Betrag des chiralen Vektors Ch definiert zudem den Durchmesser der Na-
nordhre, da die interatomaren Abstande der Kohlenstoff-Atome bzw. die Bindungslan-
gen bekannt sind.

Die Chiralitdt der Kohlenstoff-Nanorohren hat dabei Einfluss auf ihre Eigen-
schaften, wobei mafigeblich die elektrischen Eigenschaften beeinflusst werden. Es
konnte gezeigt werden, dass in Abhédngigkeit der Chiralitdt Kohlenstoff-Nanoréhren
metallische oder aber halbleitende Eigenschaften aufweisen. So zeigen CNTs des Typs
armchair sowie Nanoréhren mit n — m = 3-x metallisches, alle anderen Typen an CNTs
halbleitendes Verhalten.®’

Die herausragenden elektrischen Eigenschaften von Kohlenstoff-Nanoréhren
sind einer der Hauptgriinde, warum fiir eine Vielzahl von Anwendungen die Eignung
von CNTs untersucht wurde. Das elektronische Bandermodell von SWNTs dhnelt sehr
stark dem des Graphen. Fiir metallische SWNTs kommt es zu Uberlappungspunkten von
Valenz- und Leitungsband. Halbleitende SWNTs hingegen weisen eine Bandliicke auf.
Mit abnehmendem Durchmesser steigt dabei die Grofie der Bandliicke an. Fiir metalli-
sche Kohlenstoff-Nanorohren konnten theoretische Studien zeigen, dass es sich bei ide-
alen SWNTs fiir Distanzen in der Gréflenordnung von einem Mikrometer um ballisti-
sche Leiter handelt. Die Streuung von Elektroden kann fiir diesen Fall vernachlassigt
werden. Durch Verunreinigungen oder Defekte im Gitter der CNTs wird die freie Weg-
lange der Elektronen reduziert und die Leitfahigkeit sinkt.*

Im Gegensatz zu SWNTs wurden die elektrischen Eigenschaften von MWNTs
nicht im selben Detailgrad untersucht. Dies lasst sich auf die deutlich héhere Komplexi-
tat aufgrund des Aufbaus bzw. der Struktur von MWNTs zuriickfithren. Jede einzelne
Rohre tragt mit ihren unterschiedlichen elektronischen Charakteristika und den Unter-
schieden in der Chiralitit zu den elektrischen Eigenschaften der gesamten MWNT bei.
Ebenso kommt es zu Einfliissen durch die Wechselwirkungen zwischen den einzelnen
Rohren innerhalb der MWNT. Dennoch ist der Elektronentransport vor allem durch Lei-
tung der aulersten Rohre dominiert. Bei einer hohen Anzahl von Wéanden in MWNTs
verringert sich ihr Widerstand und die Leifdhigkeit steigt somit.”°

Neben den aulergewohnlichen elektrischen Eigenschafen zeigen Kohlenstoft-
Nanordhren auch in Bezug auf ihre mechanischen Eigenschaften erstaunliche und viel-
versprechende Ergebnisse. Sowohl theoretische Berechnungen als auch experimentelle
Daten konnten zeigen, dass CNTs hérter als Diamant sind und dabei sowohl einen sehr
hohen Elastizitatsmodul (Young-Modul) als auch eine sehr hohe Zugfestigkeit besitzen.
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Mit Hilfe von AFM-Untersuchungen (atomic force microscopy, dt.: Rasterkraft-Mikrosko-
pie) ermittelten Yu et al. beispielsweise fiir den Young-Modul Werte im Bereich von 300
bis 1500 GPa (Mittelwert: 1000 GPa) bei Zugfestigkeiten von 10 bis 50 GPa (Mittelwert:
30 GPa).”! Diese Werte liegen im Bereich von Graphen, was theoretischen Vorhersagen
entspricht, und damit deutlich iiber den Werten der aktuell verwendeten Werkstoffe wie
Stahl oder Hochleistungskeramiken liegt.

Dartiber hinaus zeigen Kohlenstoff-Nanorohren auflerdem herausragende ther-
mische Eigenschaften. Ebenso wie die weiteren Kohlenstoff-Allotrope Diamant und Gra-
phit weisen sie eine aulergewohnlich geringe Warmekapazitat und hohe Warmeleitfa-
higkeit auf. Fiir ideale SWNTs sollten die thermischen Eigenschaften vergleichbar sein
mit denen von Graphen. Durch die Wechselwirkung zwischen den einzelnen Réhren in
MWNTs dhneln die thermischen Eigenschaften von MWNTs eher dem drei-dimensio-
nalen Graphit.®® Fiir eine einzelne SWNT mit 2.6 pm Lange bei einem Durchmesser von
1.7 nm ermittelten Pop et al. Warmeleitfahigkeiten im Bereich von 3500 W-m™1-K~! bei
Raumtemperatur.”? Kim et al. konnten fir einzelne MWNTs ebenfalls Werte iiber
3000 W-m~1-K~! bei Raumtemperatur messen.”>

Herstellung von Kohlenstoff-Nanordhren und ihr Wachstumsmechanismus

Zur Herstellung von Kohlenstoff-Nanorohren haben sich seit ihrer Entdeckung
unterschiedliche Verfahren etabliert. Zu den drei wichtigsten gehoren die elektrische
Bogenentladung, Laserverdampfung und die katalytische Zersetzung gasformiger Koh-
lenstoffquellen (oder auch chemische Gasphasenabscheidung (CVD) genannt).’

Wihrend einer elektrischen Bogenentladung zwischen zwei Graphitstaben bildet
sich bei Temperaturen von tiber 3000 °C atomarer Kohlenstoff. Durch die Anwesenheit
bestimmter Ubergangsmetall-Nanopartikel (Fe, Co oder Ni) als Katalysator kommt es
zur Bildung von SWNTs. Bei der Verwendung reiner Graphit-Elektroden entstehen
MWNTs. Uber dieses Verfahren wurden die ersten in der Literatur beschriebenen CNTs
von lijima synthetisiert. ¢7:6

Fir die Laserverdampfung wird atomarer Kohlenstoff mittels Laserbestrahlung
von Graphit erhalten. Auch in diesem Verfahren werden Temperaturen grofler als
3000 °C erreicht. Die auch hier notwendigen metallischen Katalysator-Partikel zur Syn-
these von SWNTs sind dem Graphit beigemengt. Ohne die Katalysator entstehen ebenso
MWNTs.7:69%74

Im Gegensatz dazu lassen sich bei der chemischen Gasphasenabscheidung (CVD)
Kohlenstoff-Nanorohren schon bei deutlich niedrigeren Temperaturen (1000-1100 °C)
jedoch unter der Verwendung hoher Driicke (30-50 atm) synthetisieren. Hierbei kommt
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es zur Zersetzung einer gasformigen Kohlenstoffquelle (z.B. Kohlenmonoxid oder ein
Kohlenwasserstoff) an metallischen Nanopartikeln (Fe oder Co). Diese Nanopartikel
werden tiber Pyrolyse geeigneter Prikursor-Verbindungen (z.B. Fe(CO)s) erzeugt.”.’4

Diese Verfahren unterscheiden sich vor allem in der maximal erreichbaren Pro-
duktionsrate. So lassen sich fiir die elektrische Bogenentladung Produktionsraten in der
Groflenordnung von 120 g-d™! und fiir die Laserverdampfung von etwa 50 g-d~! errei-
chen. Mit der chemischen Gasphasenabscheidung konnen hingegen deutlich leichter
groBlere Mengen produziert werden (50 kg-d™!). Trotz der Fortschritte in den Produkti-
onsmethoden sind die Kosten im Hinblick auf Anwendungen im technischen Mafistab
noch verhaltnismaflig hoch. Dies lasst sich grof3tenteils auf die Synthese der benétigten
Katalysator-Partikel aber auch auf die relativ schlechte Reinheit der CNTs nach der Syn-
these zuriickfithren, die eine aufwandige Aufreinigung nach sich zieht. Aulerdem liegen
die CNTs tiblicherweise als Biindel vor.”

Es gibt alternative Synthesemethoden, bei denen einzelne und dazu weitestge-
hend verunreinigungsfreie Kohlenstoff-Nanorohren erhalten werden konnen. Diese
Verfahren sind jedoch nur fiir sehr geringe Mengen geeignet. Die oben genannten Ka-
talysator-Nanopartikel werden hierfiir auf ein Substrat aufgebracht. Uber Lithographie-
Verfahren oder Diinnschicht-Techniken ist es moglich solche Nanopartikel mit kontrol-
liertem Durchmesser sowie in einem definierten Abstand zueinander auf dem Substrat
zu deponieren. Im anschliefenden CVD-Verfahren wachsen von diesen Partikeln aus-
gehend isolierte Kohlenstoff-Nanorshren.”:6%75

Isolierte Kohlenstoff-Nanoréhren sind nicht nur fiir spezielle Anwendungen oder
zur Untersuchung der Eigenschaften einzelner CNTs interessant. Sie bieten auch die
Moglichkeit genaueres Verstandnis iiber den Wachstumsmechanismus von Kohlenstoft-
Nanorohren gewinnen zu kénnen. Die Untersuchung und anschlieende Visualisierung
des Mechanismus werden dabei sowohl tiber die direkte Beobachtung von Experimenten
mittels elektronenmikroskopischer Techniken als auch iiber die graphische Darstellung
von Simulations-Ergebnissen vorgenommen.”>~77 In Abbildung 2.17 sind diese beiden
Moglichkeiten sowie ein schematisches Modell des CNT-Wachstums dargestellt. Auf
den transmissions-elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Li et al. ist jeweils eine
Kohlenstoff-Nanorshre zu drei verschiedenen Phasen des Wachstums an einem metal-

lischen Nanopartikel im CVD-Prozess zu sehen (links, a-c).
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Abbildung 2.17: Visualisierungen des Wachstumsmechanismus von Kohlenstoff-Nanoréhren
an Metall-Katalysator-Nanopartikeln im CVD-Verfahren. Dargestellt sind drei transmissions-elek-
tronenmikroskopische Aufnahmen in jeweils unterschiedlichen Phasen des Wachstums einer Kohlen-
stoff-Nanorohre aus einem Metall-Nanopartikel (links, a-c) [bearbeitet nach?]. Auflerdem sind verschie-
dene Momentaufnahmen einer ab-initio Molekill-Dynamik-Simulation gezeigt, die frithe Stadien des
Wachstums einer SWNT auf einem 1 nm grofien Eisen-Katalysator-Nanopartikel visualisieren (mittig, e-
8) [bearbeitet nach”¢]. Metall-Atome sind in grau, Wasserstoff-Atome in Weifs und Kohlenstoff-Atome in
Orange bzw. in Blau hervorgehoben. Das rechts dargestellte Modell zeigt schematisch das CNT-Wachstum
an einem Eisen-Nanopartikel sowie den Einfluss der Substrat-Katalysator-Wechselwirkungen.”®

Zu Beginn des Wachstums der CNT ist das Metall-Nanopartikel von einer einla-
gigen graphitischen Hiille umgeben (a). Im weiteren Verlauf ist eine ultra-kurze (ca.
4 nm) Nanorohren-Kapsel zu erkennen, die ausgehend vom 2 nm grofien Nanopartikel
gewachsen ist (b). Das fortschreitende Wachstum dieser Kapsel fithrt zu einer Nano-
rohre, die in der weiteren gezeigten Aufnahme bereits eine Lange von etwa 40 nm er-
reicht hat (c). Das Metall-Partikel befindet sich weiterhin auf dem Substrat (unterer Pfeil).
Das obere Ende der Nanorohre ist geschlossen (oberer Pfeil).”

Drei Momentaufnahmen einer ab-initio Molekiil-Dynamik-Simulation zeigen
frihe Stadien des Wachstums einer SWNT auf einem 1 nm grof3en Eisen-Katalysator-
Nanopartikel (mittig, e-g). Nach der Diffusion von Kohlenstoff-Atomen an der Metall-
Oberflache bilden sich C-C-Bindungen sowie erste Pentagone und Hexagone (e, blau
hervorgehoben). In der weiteren Folge entsteht eine Kappe aus sp?-koordinierten Koh-
lenstoff-Atomen, die sich immer mehr zu einer sp?-gebundenen Graphen-Schicht aus-
bildet (f). Die Nanorohre beginnt zu wachsen (g).”¢

Fir das Wachstum von Kohlenstoff-Nanoréhren an Metall-Katalysator-Nanopar-
tikeln auf einer Substrat-Oberfldche sind zwei mogliche Modelle schematisch dargestellt
(rechts). Bei starker Substrat-Katalysator-Wechselwirkung verbleibt das Katalysator-Na-
nopartikel auf der Substrat-Oberflache und es entstehen sogenannte base-grown CNTs.
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Dementsprechend entstehen bei schwacher Wechselwirkung tip-grown CNTs. Das Ka-
talysator-Partikel wird durch das Wachstum der CNTs von der Substrat-Oberflache an-
gehoben.”

Der zugrundeliegende detaillierte Wachstumsmechanismus von CNTs wurde
ausgiebig durch verschiedenste Arbeitsgruppen untersucht, um so ein tiefergehendes
Verstandnis und Kontrolle iiber die Qualitat bzw. Reinheit und ihre Eigenschaften zu
erlangen.” So haben sich unterschiedliche Ansétze zur Beschreibung des Mechanismus
entwickelt. Zwei populare und hiufig beschriebene Modelle sind der VLS- (vapor-liquid-
solid, dt.: Dampf-Flussigkeit-Feststoff) und der VSS-Mechanismus (vapor-solid-solid, dt.:
Dampf-Feststoff-Feststoff), die beide schematisch in Abbildung 2.18 dargestellt sind.”*-8°
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Abbildung 2.18: Schematische Darstellung zweier Modelle zur Beschreibung des CNT-Wachs-
tumsmechanismus. (a) Erster Schritt ist bei beiden Modellen die Zersetzung des kohlenstoff-haltigen

Prakursors an der Oberfldche des Katalysator-Partikels. (b) Beim VLS-Mechanismus (vapor-liquid-solid,
dt.: Dampf-Fliissigkeit-Feststoff) kommt es anschlieflend zur Diffusion von Kohlenstoff-Atomen durch das
Partikel, wobei die Kohlenstoff-Atome geldst vorliegen. (c¢) Im dritten Schritt kommt es zur Préazipitation
von Kohlenstoff am Metall-Substrat-Interface und der Bildung einer Nanordhre. (d-e) Im Gegensatz dazu
diffundiert die Kohlenstoff-Spezies beim VSS-Mechanismus (vapor-solid-solid, dt.: Dampf-Feststoff-Fest-
stoff) ausschlieilich an der Oberfliache des Katalysator-Partikels.”®
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Der VLS-Mechanismus wurde zum ersten Mal von Wagner und Ellis zur Be-
schreibung des Wachstums von Silizium-Whiskers aus Gold-Tropfchen vorgeschla-
gen.®! Dieses Modell ist weit verbreitet um das CNT-Wachstum aber auch das Wachstum
anderer ein-dimensionaler Nanomaterialien zu erkliaren. Es befindet sich jedoch in ste-
tiger Weiterentwicklung und wird weiterhin kontrovers diskutiert.82-8 Wie in Abbil-
dung 2.18 schematisch dargestellt, lasst sich der VLS-Mechanismus in drei Schritte un-
terteilen, die den drei Aggregatzustanden fiir die Namensgebung des Mechanismus ent-
sprechen. Im ersten Schritt kommt es zur Zersetzung des kohlenstoff-haltigen, gasfor-
migen Prakursors an der Oberflache des Katalysator-Partikels und anschlieflend zur Dif-
fusion von Kohlenstoff-Atomen durch das Partikel. Es wird dabei von in Lésung befind-
lichen Kohlenstoff-Atomen und einem fliissigen Katalysator-Partikel ausgegangen. Im
letzten Schritt kommt es zur Prazipitation von Kohlenstoff am Metall-Substrat-Interface
und der Bildung einer Nanoréhre. Dieser Mechanismus ist das seit der Entdeckung von
CNTs am haufigsten akzeptierte Modell fiir das CNT-Wachstum und wird vor allem
beim Einsatz traditioneller Katalysatoren, wie den iiblicherweise verwendeten Uber-
gangsmetallen Fe, Co und Ni, angewendet.”

Als weiteres Modell wird haufig der VSS-Mechanismus zu Erklarung des CNT-
Wachstumsmechanismus genutzt. Dieses Modell wurde im Laufe der Jahre immer po-
pulérer zur Beschreibung des Wachstums von CNTs auf nicht-klassischen Katalysato-
ren, wie Si, SiOz, SiC oder Al203 in nanopartikuldrer Form. Urspriinglich wurde es von
Persson et al. 2004 zur Erklarung des Wachstums von GaAs-Nanodrahten und spéter
ebenso auf das Wachstum von Kohlenstoff-Nanorohren angewendet.8>86 Im Unterschied
zum VLS-Mechanismus kommt es beim VSS-Mechanismus im zweiten Schritt aus-
schlief3lich zu einer Diffusion der Kohlenstoff-Atome an der Oberflache des Katalysator-
Partikels. Es liegt keine fliissige Phase vor.

Doch auch mit diesen beiden Modellen lassen sich nicht alle Teilaspekte beim
Wachstum von Kohlenstoff-Nanoréhren vollstandig erkldaren. So kam es in der Folge zur
Weiterentwicklung dieser beiden Modelle, aber auch zur Entwicklung neuer Modelle.
Beispielhaft sei hier das von Lu und Miao propagierte Nano-Czochralski-Modell genannt.
Sie ziehen hierbei Analogien zum Czochralski-Verfahren, das allgemein durch die in-
dustrielle Produktion von hochreinen Silizium-Einkristallen fiir die Halbleiter-Industrie
bekannt ist. Das Katalysator-Partikel dient hierbei im iibertragenen Sinn als Nano-
Schmelztiegel. Es reagiert mit dem umgebenen kohlenstoff-haltigen Gas bei hohen Tem-
peraturen und absorbiert so kontinuierlich Kohlenstoff-Atome bis zur Ubersittigung des
Partikels. Die Ubersittigung fithrt schlieBBlich zur Nukleation einer CNT-Kappe, die dem
Kristallkeim entspricht. Die damit gestartete Prazipitation von Kohlenstoff-Atomen
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fithrt zur Ausbildung einer Extrusionskraft, was dem Kristallziehen beim makroskopi-
schen Czochralski-Verfahren entspricht. Wahrend des Wachstums rotiert die CNT rela-
tiv zum Katalysator-Partikel und kann somit als Schneckenextrusion betrachtet werden
(engl.: screw extrusion). Die Prazipitations-Rate der Kohlenstoff-Atome und die Rotati-
onsgeschwindigkeit der CNT bestimmen den chiralen Winkel und damit die Chiralitét
der CNT-Réhre. Somit liefert dieses Modell einen Erklarungsansatz zur Entstehung der
unterschiedlichen CNT-Typen und chiralen CNTs im Speziellen.?”

Aufreinigung und Modifizierung von Kohlenstoff-Nanoréhren

Werden Verfahren zur Herstellung grof3erer Mengen an Kohlenstoff-Nanoréh-
ren verwendet, liegen die CNTs tiblicherweise als Biindel vor. Auflerdem enthélt das
synthetisierte Rohmaterial daneben noch weitere Kohlenstoff-Substanzen, wie amor-
phen Kohlenstoff und Fullerene, sowie Verunreinigungen durch die metallischen Kata-
lysator-Partikel. Eine beispielhafte mehrschrittige Aufreinigungs-Prozedur kann wie
folgt aussehen: in einem ersten Schritt erfolgt bei einer Temperatur von 350 °C in nor-
maler Luft-Atmosphére eine thermische Oxidation zur Entfernung des amorphen Koh-
lenstoffs aus dem Rohmaterial. Die Metallpartikel werden anschlieSend durch Behand-
lung mit siedender nicht oxidierender Saure (z.B. HCI) aufgelost. Durch die vorangegan-
genen Reinigungsschritte kommt es zur Entstehung von Defekten in den Kohlenstoff-
Nanorohren. Diese werden iiber eine abschlieffende thermische Behandlung im Vakuum
bei 1100 °C zum Grof3teil ausgeheilt.”

Vereinzelte Kohlenstoff-Nanorohren, die fiir viele Untersuchungen oder Anwen-
dungen gewiinscht sind, kénnen bei diesen Synthesewegen iiber Ultraschall-Behandlun-
gen wassriger Dispersionen der CNTs erhalten werden. Da unbehandelte Kohlenstoft-
Nanorohren aber sowohl in Wasser als auch in allen organischen Losungsmitteln nicht
16slich sind, kommt es schon kurz nach einer solchen Behandlung mit Ultraschall zur
erneuten Prézipitation des festen CNT-Materials. Um eine dauerhafte Vereinzelung der
CNTs sicherzustellen und tiber einen ldngeren Zeitraum stabile Dispersionen zu erhal-
ten ist jedoch eine weitere Modifizierung der Kohlenstoff-Nanorohren notwendig.”-38

Die unterschiedlichen Ansdtze zur Modifizierung von CNTs konnen in drei
grundlegende Kategorien eingeteilt werden: die direkte kovalente Anbindung funktio-
neller Gruppen an das m-konjugierte Skelett der CNTs tiber chemische Reaktionen, die
nicht-kovalente Adsorption oder Umhiillung durch funktionelle Molekiile wie Tenside
oder Polymere und das endohedrale Ausfillen des inneren leeren Hohlraums der
CNTs.7-64.88
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Die direkte kovalente Funktionalisierung von CNTs bietet eine Vielzahl unter-
schiedlicher Moglichkeiten. Durch die graphitischen Seitenwénde und ihre Kappen lie-
fern CNTs zwei Bereiche mit verschiedenen Reaktivitaten fiir eine mogliche Funktiona-
lisierung. Aufgrund der Anwesenheit von Kohlenstoff-Fiinfringen weisen die Kappen
eine relativ hohe Reaktivitat auf, die etwa vergleichbar mit der von Fullerenen ist. Im
Vergleich dazu ist eine Funktionalisierung an den Seitenwinden der Réhren deutlich
ungiinstiger. So miissten beispielsweise fiir Additions-Reaktionen an den partiellen C-
C-Doppelbindungen sp?- in sp3-Zentren umgewandelt werden, was in der graphitischen
Struktur aufgrund der dafiir notwendigen Anderung der Bindungsgeometrie (trigonal-
planar zu tetraedrisch) energetisch erschwert wire. Dies gilt jedoch nur fiir ideale Koh-
lenstoff-Nanorohren. Reale CNTs weisen grundsatzlich Defekte auf. Es wird etwa von
einem Defekt-Anteil in der Groflenordnung von 1-3% ausgegangen. An solchen Defek-
ten sind Reaktionen giinstiger, so dass auch die Seitenwénde die Moglichkeit zur Funk-
tionalisierung bieten. In vielen Féllen liefert die fiir die Aufreinigungs-Prozedur ange-
wendete Oxidation die Grundlage fiir nachfolgende Reaktionen. Durch die Einwirkung
starker oxidierender Sdure kommt es zur Offnung der CNT-Kappen und es bilden sich
Locher in den Seitenwénden. Aulerdem kommt es zur Bildung von sauerstoff-haltigen
funktionellen Gruppen (Carbonyl- aber vor allem Carboxyl-Gruppen) an den geé6ffneten
Enden der Nanorchren sowie an den Defekten innerhalb der Seitenwande. Bei fortwéh-
render Behandlung beginnt der oxidative Abbau der CNTs unter Bildung von CO:. Bei
der Anwendung sehr harscher Oxidationsbedingungen, beispielsweise mit einem Ge-
misch aus konzentrierter Salpeter- und Schwefelsaure in Kombination mit Ultraschall-
Behandlung, kann es zum Abbau der vormals tiber 1 pm langen Nanordhren zu Réhren
mit resultierenden Langen im Bereich von 100-300 nm kommen. Dagegen kann iiber
mildere Oxidationsbedingungen (z.B. konzentrierte Salpetersiure) eine Verkiirzung der
Rohren minimiert werden. Der Vorteil hierbei ist, dass die urspriinglichen Eigenschaften
der CNTs (z.B. mechanische und elektrische) nach ihrer Synthese weitestgehend erhal-
ten bleiben. Die eingefithrten sauerstoff-haltigen Gruppen konnen nicht nur als Aus-
gangsbasis fiir weiterfithrende Reaktion, wie der Bildung von Amiden und Estern die-
nen, sie fithren auflerdem dazu, dass sich die van-der-Waals-Wechselwirkungen zwi-
schen den Nanoréhren verringern. Die nach ihrer Synthese in Biindeln vorliegenden
CNTs lassen sich leichter vereinzeln und ihre Loslichkeit in Wasser und organischen
Losungsmitteln erhoht sich.”:88

Inklusive der eben beschriebenen Einfithrung von Carboxyl-Gruppen mit nach-
folgenden Reaktionen lassen sich folgende drei grundlegende Wege zur kovalenten Mo-
difizierung von Kohlenstoff-Nanoréhren unterscheiden:”-8
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e Oxidation mit anschlieflenden Reaktionen an Carboxyl-Gruppen
e Additionsreaktionen an der Seitenwand

e Nukleophile Substitutionsreaktionen an fluorierten Nanorshren

An den Carboxyl-Gruppen oxidierter CNTs lassen sich diese, wie bereits kurz
beschrieben, iiber nachfolgende Reaktionen, wie der klassischen Veresterung oder Ami-
dierung, weitergehend chemisch modifizieren. Dem gegeniiber bieten Additionsreakti-
onen den Vorteil des direkten Anbringens funktioneller Gruppen. Die unterschiedlichen
reaktiven Spezies (z.B. Radikale, Carbene oder Nitrene), die fiir die Reaktion erforderlich
sind, werden meist auf thermische Weise erzeugt.

Anwendungsperspektiven von Kohlenstoff-Nanoréhren

Die Kombination aus herausragenden elektrischen, mechanischen und thermi-
schen Eigenschaften in Kombination mit der relativ stark ausgeprédgten Inertheit bei
gleichzeitiger Moglichkeit der chemischen Modifizierung macht Kohlenstoff-Nanoréh-
ren interessant fiir eine Vielzahl potenzieller Anwendungsgebiete. Aufgrund dieser Fiille
an Optionen werden an dieser Stelle fiinf ausgewéhlte Moglichkeiten naher beschrieben.
Auf Beispiele der Biomedizin wird aufgrund der Relevanz fiir diese Arbeit im darauffol-
genden Unterabschnitt ndher eingegangen. Die folgende Auswahl gehort zu popularen
und héufig in der Literatur beschriebenen potenziellen Anwendungen von CNTs:’

o Feldeffekt-Transistoren® -1

e Chemische oder biologische Sensoren®%?3

e Tragermaterial in der heterogenen Katalyse®*
e Mechanisch verstirkte Verbundmaterialien®

e Spitzen fir Rasterkraftmikroskope.”®

Fir Transistorbauelemente sind ausschliefilich halbleitende Kohlenstoff-Nano-
rohren von Interesse. Bei allen bisherigen und aktuellen Syntheseverfahren fallen jedoch
ausschliefllich CNT-Produkte an, die eine Mischung aus metallischen und halbleitenden
Kohlenstoff-Nanorohren sind. Um die CNTs nach ihren elektrischen Eigenschaften auf-
zutrennen sind deshalb aufwéndige Trennverfahren notwendig, auf die an dieser Stelle
nicht niaher eingegangen wird. Ein Einsatz von halbleitenden Kohlenstoff-Nanoréhren
in Feldeffekt-Transistoren (FET) bote die Moglichkeit deutlich kleinere Transistoren
bauen zu konnen und die hohere elektrische Leitfahigkeit der CNTs den Vorteil, dass
sich hohere Schalt- und Transitfrequenzen erreichen lieSen. Erste funktionsfahige CNT-
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FETs wurden bereits 1998 von Tans et al. vorgestellt und werden bis heute stetig weiter-
entwickelt.3°-°197 In Abbildung 2.19 sind sowohl der schematische Aufbau eines CNT-
FET nach Noyce et al. sowie die beispielhafte Umsetzung von javey et al. anhand von
mikroskopischen Aufnahmen dargestellt.”%!

3um

Abbildung 2.19: Schematische Darstellung sowie mikroskopische Aufnahmen eines CNT-Feld-
effekt-Transistors (CNT-FET). (a) Die schematische Darstellung des CNT-FET zeigt den Aufbau analog
zu einem tiblichen MOSFET (metal oxide semiconductor FET, dt.: Metall-Oxid-Halbleiter-FET). Metallische
Source- und Drain-Kontakte sind iiber eine einzelne CNT verbunden und auf einer 90 nm dicken Schicht
des Dielektrikums SiO; platziert. Darunter befindet sich Silizium als Substrat bzw. Gate.?® (b) Die elektro-
nenmikroskopische (links) und die rasterkraftmikroskopische Aufnahme (rechts) zeigen reprisentativ die
Umsetzung zweier CNT-FETs an einer einzelnen SWNT. Die SWNT ist direkt durch Palladium-Elektroden
kontaktiert. Durch zwei Drain-Kontakte (D) an den Enden der SWNT und einen mit unterschiedlichem
Abstand (0.3 und 3 pm) dazwischen platzierten Source-Kontakt (S) lassen sich mit einer SWNT zwei un-
terschiedliche CNT-FETs realisieren (rechts). Die Pd-Kontakte sind jeweils mit einem metallischen Ti-Au-
Bonding-Pad verbunden (links).”!

Als Komponenten chemischer oder biologischer Sensoren eignen sich CNTs be-
sonders deshalb, da es sich im Fall von SWNTs bei simtlichen Atomen der Kohlenstoff-
Nanorohren um Oberflichen-Atome handelt. Chemische Sensoren nutzen dabei das
Prinzip des partiellen Ladungstransfers von auf der CNT-Oberflache adsorbierten Ana-
lyt-Molekiilen. Dieser fithrt zu einer Anderung der Dichte freier Ladungstrager in den
Kohlenstoff-Nanordhren und daraus resultiert eine Anderung des elektrischen Wider-
stands, welcher als Sensorsignal erfasst werden kann. Gegeniiber herkémmlichen Sen-
soren aus klassischen Halbleiter-Materialien lassen sich solche Sensoren bei Raumtem-
peratur betreiben. Fiir Molekiile, die eine hohe Tendenz aufweisen als Elektronen-Donor
(z.B. NH3) oder -Akzeptor (NOz) zu dienen, ist keine weitere Funktionalisierung der
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CNTs notwendig.”-”? In Biosensoren konnten die CNTs beispielsweise mit Nukleinsaure,
Proteinen oder Enzymen funktionalisiert werden, um selektiv in Losung befindliche
Substanzen nachzuweisen. Besteman et al. haben halbleitende SWNTs mit dem Enzym
Glucoseoxidase gekoppelt und konnten mit diesem Biosensor die Anwesenheit von Glu-
cose nachweisen.”?

In der heterogenen Katalyse konnten CNTs als Tragermaterial fiir Katalysatoren
dienen. Im Vergleich zur seit langer Zeit als Katalysator-Tragermaterial verwendeten
Aktivkohle bieten CNTs neben einer ebenso hohen spezifischen Oberflache zusatzlich
die Vorteile einer definierten Morphologie und chemischen Zusammensetzung. Der viel-
leicht grofite Vorteil ist jedoch die Moglichkeit der kovalenten Anbindung molekularer
Katalysator-Komplexe. Ein solches Beispiel wurde mit der Anbindung eines Organo-Va-
nadyl-Komplexes an CNTs zur Katalyse der Cyanosilanylierung von Aldehyden bereits
2004 von Baleizdo et al. beschrieben.”-%*

Aufgrund ihrer hohen mechanischen Zugfestigkeit in Kombination mit ihrem
hohen Langen/Durchmesser-Verhiltnis bei geringer Dichte stellen Kohlenstoff-Nano-
rohren ein vielversprechendes Fiillmaterial zur Verstarkung von Werkstoffen dar. Ins-
besondere organische Polymere aber ebenso Keramiken oder Metalle sind dabei ange-
dacht. Um eine effektive Ubertragung der mechanischen Belastung auf CNTs zu gewahr-
leisten ist eine gute Verkniipfung von Werkstoff-Matrix und Nanorohren iiber beispiels-
weise kovalente Bindungen notwendig. Dabei muss eine ausreichende Dichte an funk-
tionellen Gruppen gegeben sein, um eine optimale Anbindung zu gewéhrleisten. Gleich-
zeitig diirfen dabei aber die mechanischen Eigenschaften der CNTs durch einen erhéh-
ten Funktionalisierungsgrad nicht negativ beeinflusst werden.”?® Yao et al. haben dafiir
eine Polymerisation direkt auf der Oberfliche von SWNTs realisiert. Die radikalische
Polymerisation eines Methacrylsaureesters wurde dazu iiber einen an den SWNTs ge-
bundenen Initiator gestartet und somit wurden die Polymerketten an die Nanoréhren
gebunden.”

In Rasterkraftmikroskopen werden mit Hilfe einer feinen Spitze Oberflachen ab-
getastet. Ein Einsatz von Kohlenstoff-Nanoréhren als Spitze wiirde zum einen aufgrund
des Durchmessers der Rohren von wenigen Nanometern die laterale Auflésung der Me-
thode und zum anderen durch das grofle Linge/Durchmesser-Verhéltnis ermoglichen
groflere Hohenunterschiede in Oberflachenprofilen untersuchen zu kénnen. Daneben
konnte durch eine chemische Funktionalisierung der getdffneten Enden der CNTs ein
Mapping in Abhéngigkeit der chemischen Wechselwirkung der Oberflache mit der spe-
zifischen funktionellen Gruppe der CNT durchgefithrt werden.”-%
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Wie bereits erwahnt, handelt es sich hierbei nur um ausgewahlte Beispiele. Su-
perkondensatoren, Lithiumionen-Batterien, Diinnfilm-Elektronik, Beschichtungs-An-
wendungen, Wasserstoff-Speicherung sowie Wasserfilter gehoren zu den unzéhligen
weiteren Ideen, bei denen Potenzial zur Anwendung von CNTs gesehen wird, auf die
hier jedoch nicht naher eingegangen wird.?®"

Kohlenstoff-Nanoréhren in der Biomedizin

Wie im vorangegangenen Abschnitt bereits beschrieben, gelten Kohlenstoff-Na-
nordhren allgemeinhin als vielversprechendes Nanomaterial fiir den technologischen
Fortschritt in einer Vielzahl verschiedener Anwendungsgebiete, so auch in der Bio- oder
Nanomedizin.® Dabei stehen folgende Bereiche bei den Bestrebungen Kohlenstoff-Na-
nordhren anzuwenden besonders im Fokus:

e Kontrollierte Freisetzung oder Einschleusung von Wirkstoffen!%
e Bildgebende Verfahren in der Medizin!?!

e Hyperthermie-Therapie!02.103

o (Gerichtetes) Zellwachstum auf Oberflichen oder Scaffolds!04-106

e Beschichtung neuronaler Mikroelektroden.”~!!

Bei Bestrebungen zur kontrollierten Freisetzung bzw. Einschleusung von Wirk-
stoffen mit Hilfe von Kohlenstoff-Nanordhren lassen sich zwei grundlegende Ansatze
unterscheiden: die Freisetzung kleiner Medikamenten-Molekiile und die von Bio-Mak-
romolekiilen. Fiir kleinere Medikamenten-Molekiile ergeben sich theoretisch drei Mog-
lichkeiten der Beladung der Kohlenstoff-Nanorchren mit dem Wirkstoff. Neben einer
kovalenten Anbindung lassen sich ebenso Adsorption der Molekiile auf der Oberflache
der Nanordhren tiber 7—m-Wechselwirkungen oder eine Einkapselung im Inneren der
Nanorohren realisieren. Wobei letztere Moglichkeit bisher vor allem mit Hilfe theoreti-
scher Berechnungen und nicht tber experimentelle Ergebnisse gezeigt werden
konnte.!% Fiir Makromolekiile spielt letzterer Ansatz aufgrund der erheblich grofleren
Molekiildurchmesser naturgeméafl keinerlei Rolle. Bei beiden Ansitzen kann sich zu
Nutze gemacht werden, dass funktionalisierte Kohlenstoff-Nanoréhren abhéngig von
der Art ihrer Funktionalisierung und ihrer Gréfle in Zellen durch Endozytose oder aber
auch durch passive Diffusion eindringen kénnen.!% Aber ebenso entscheidend ist, dass
fuir SWNTs der Prozess der Exozytose zum Verlassen von Zellen gezeigt werden
konnte.!07
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Fir bildgebende Verfahren in der Medizin ist der Einsatz von Kohlenstoff-Nano-
rohren als Reagenz zur selektiven Molekiil-, Zell- oder Gewebe-Markierung von Inte-
resse. Dabei werden sich die intrinsischen Nahinfrarot-Fluoreszenz-Eigenschaften von
CNTs, ihre starke Fahigkeit zur Raman-Streuung sowie ihre hohe optische Absorption
oder auch die Photolumineszenz speziell funktionalisierter CNTs zu Nutze ge-
macht,100.101

Die gezielte Therapie mit Hyperthermie zur lokalen Bekdampfung von Tumoren
beschreibt einen sehr speziellen Anwendungsfall, bei dem Kohlenstoff-Nanoréhren
ebenfalls aufgrund ihrer starken Absorption von NIR-Strahlung zum Einsatz kommen
konnten. Bei der Anregung mit NIR-Laserlicht wird eine nicht unwesentliche Menge an
Warme generiert. Werden die CNTs gezielt in Krebs-Zellen eingebracht, kann diese Me-
thode dazu verwendet werden die Krebszellen und damit den Tumor durch exzessive
Behandlung mit Wéarme thermisch zu zerstoren.!02.103

Deutlich weiter verbreitet ist der Ansatz, Kohlenstoff-Nanorohren als Substrat
fir Zellen zu verwenden. Dabei gibt es sowohl Bestrebungen auf klassischen, ebenen
Oberflachen als auch in drei-dimensionalen Geriisten im Tissue Engineering (dt.: Gewe-
bekonstruktion bzw. Gewebeziichtung) das Zellwachstum durch den Einsatz von CNTs
zu verbessern. Die intrinsische Nanostrukturierung der CNTs soll dabei dhnlich der bi-
ologischen extrazelluldren Matrix wirken.!®® Durch ihre elektrische Leitfahigkeit sind
CNTs aber vor allem interessant als Substrat fiir das Wachstum von Nervenzellen und
die Ausbildung neuronaler Netzwerke. In einer Vielzahl von Veréffentlichungen konn-
ten unterschiedliche Arbeitsgruppen zeigen, wie zwei-dimensionale Beschichtungen!%,
Matten!!? oder drei-dimensionale Scaffolds'%410> jeweils auf der Basis von Kohlenstoft-
Nanorohren das Wachstum und die Differenzierung von Nervenzellen férdern konnten.

Einen duflerst spezialisierten, aber vielversprechenden Teilbereich der Biomedi-
zin stellt der Einsatz von Kohlenstoff-Nanorohren fiir neuronale Mikroelektroden dar.
Als Beschichtung bestehender Mikroelektroden-Technologien!!, als Komposit mit leit-
fahigen Polymeren® oder gar in einer ausschliefllich aus Kohlenstoff-Nanor6hren beste-
henden Mikroelektrode zeigten CNTs vielversprechende Ergebnisse. Sowohl die Auf-
nahme der Signale von Nervenzellen als auch deren Stimulation konnte durch den Ein-
satz CNT-basierter bzw. -modifizierter Elektroden verbessert werden. Diese Veroffent-
lichungen und Resultate dienten als Motivation dafiir in dieser Arbeit die Eignung von
CNTs fiir einen Einsatz im Rahmen des Cochlea-Implantats zu untersuchen.

Von entscheidender Bedeutung fiir alle potenziellen Anwendungsbeispiele von
Kohlenstoff-Nanorohren in der Medizin ist die Frage der Biokompatibilitat bzw. Toxizi-
tat. Das toxische Potential wurde mittlerweile an vielen unterschiedlichen Zelllinien und
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Tiermodellen untersucht. Die Toxizitat hdngt von verschiedensten Eigenschaften der
Kohlenstoff-Nanorohren ab. Lange, Aspekt-Verhaltnis, spezifische Oberflache, Grad der
Aggregation, Grad und Art weiterer Modifizierungen, Reinheit, Konzentration und Do-
sis spielen dabei beispielsweise eine Rolle.!2 Durch diese Komplexitit und Vielfaltigkeit
der Eigenschaften von CNTs wurden in den verdffentlichten Studien unterschiedliche
Resultate erzielt und teils gegensitzliche Schliisse gezogen.'®* 1 Dementsprechend exis-
tieren aktuell immer noch kontriare Aussagen beziiglich der Toxizitat von CNTs und der
daraus folgenden Gefahrlichkeit fiir den menschlichen Organismus. Exemplarisch lassen
sich hierbei die beiden Studien von Marchesan et al. und Magrez et al. nennen, die auf-
grund des unterschiedlichen Aufbaus ihrer Studien zu gegensitzlichen Aussagen tiber
die Zytotoxizitit funktionalisierter Kohlenstoff-Nanoréhren kommen.®!!! Hinzu
kommt, dass bisher nur sehr wenige Studien die Auswirkungen einer Langzeitexposition
von CNTs und eine daraus folgende mogliche chronische Toxizitat betrachten.!?

2.2.2 Nanoporose Kohlenstoffe

Pordse, anorganische Festkorper-Materialien im Allgemeinen und speziell po-
rose Kohlenstoff-Materialien sind aufgrund ihrer Eigenschaften interessant fiir eine
Vielzahl von Anwendungsbereichen. Durch ihre offene Struktur und ihre hohe Oberfla-
che (innere und dufiere Oberfliche) weisen sie eine ausgepragte Fahigkeit zur Adsorp-
tion und katalytischen Aktivitat auf.

Generell konnen verschiedene Typen pordser, anorganischer Festkorper-Materi-
alien unterschieden werden, was ebenso auf die porésen Kohlenstoff-Materialien ange-
wendet werden kann. Zum einen lassen sich pordse Materialien nach IUPAC-Definition
anhand der Durchmesser ihrer Poren in mikro- (< 2 nm), meso- (> 2 nm und < 50 nm)
und makropordse (> 50 nm) Materialien klassifizieren.!'? Zum anderen kénnen pordse
Materialien in einer nicht strikten, eindeutigen Einteilung anhand der Struktur und Ord-
nung ihres Porensystems in geordnet und ungeordnet eingeteilt werden. Dabei weisen
pordse Materialien mit einer geordneten Struktur eher Poren mit einheitlichem Poren-
durchmesser und gleicher Porengestalt auf, was zu einer engen Verteilung des Poren-
durchmessers fiihrt. Diese Eigenschaft ist unabhiangig davon, ob die Struktur des Fest-
korpers auf atomarer Ebene kristallin oder amorph ist. Porése Materialien mit ungeord-
neter Struktur weisen tendenziell breitere Verteilungen der Porendurchmesser auf und
besitzen dementsprechend Poren mit einer Vielzahl unterschiedlicher Durchmesser.!”

Um die grundlegende Eignung mesopordser Kohlenstoffe fiir eine Anwendung
als Beschichtung neuronaler Elektroden erstmalig zu untersuchen, wurde im Rahmen
dieser Arbeit exemplarisch ein spezieller Typ nanoporoser Kohlenstoffe ausgewahlt. Die
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Wabhl fiel dabei auf den sogenannten CMK-3 (Carbon Mesostructured by KAIST-3). Als
mesopordser Kohlenstoff mit geordneter Porenstruktur wurde CMK-3 von Jun et al. im
Jahr 2000 erstmals publiziert.!!® Die gut kontrollier- und einstellbaren Eigenschaften des
CMK-3, wie beispielsweise enge und einheitliche Porenverteilung sowie Porendurch-
messer im mesopordsen Bereich, machen ihn zu einem idealen Kandidaten, um als Aus-
gangsbasis fir die Untersuchung des potentiellen Einsatzes nanoporoser Kohlenstoff-
Materialien als Beschichtung neuronaler Implantate zu dienen. Aufgrund der Tatsache,
dass CMK-3 in der Arbeitsgruppe Behrens bereits ein etabliertes Material darstellte,
konnte der Fokus auf die Entwicklung beschichtungsfahiger Dispersionen und auf aus
diesen hergestellte Filme des pordsen Kohlenstoffs gelegt werden. Bei der Synthese des
reinen CMK-3-Feststoffes konnte auf bekannte Synthesevorschriften zuriickgegriffen
werden. 14115

In den folgenden Unterabschnitten des Kapitels wird zuerst die Synthese nano-
pordser Kohlenstoffe im Allgemeinen, aber auch die des CMK-3 im Speziellen, per tem-
plat-gestiitztem Verfahren naher erldutert. Des Weiteren werden die Eigenschaften so-
wie die Struktur des nanopordsen Kohlenstoffs CMK-3 beschrieben. Es folgt eine Zu-
sammenstellung der Anwendungsgebiete nanoporoser Kohlenstoffe sowie ein kurzer
Abschnitt mit Fokus auf mogliche Anwendungen nanopordser Kohlenstoffe im Bereich
der Biomedizin.

Templat-gestiitzte Verfahren zur Herstellung nanoporéser Kohlenstoffe

Fiir die Forschung und eine Vielzahl von Anwendungen besteht grof3es Interesse
pordse Festkorper-Materialien und Festkorper-Materialien mit grofler Oberflache zu
synthetisieren. Dies gilt fiir anorganische Materialien im Allgemeinen, aber auch fiir die
in dieser Arbeit relevanten Kohlenstoff-Materialien.

Zur Herstellung von Materialien mit grofler Oberfliche gibt es grundsitzlich
zwei Moglichkeiten. Zum einen lasst sich ein feinteiliges Bulkmaterial herstellen, das
eine grofie spezifische Oberflache aufweist, und zum anderen ein hoch poréses Bulkma-
terial. Interessant ist vor allem die Steuerung von Struktur- und Textureigenschaften im
Nanometerbereich. Beruhte zu Beginn die kontrollierte Synthese von pordsen Festkor-
pern vor allem auf erfahrungsgeméafier Variation von Syntheseparametern, kam es in
der Zeolith-Forschung mit den Templat-Synthesen erstmals zur Einfithrung von De-
signkonzepten. Zwar suggeriert der Begriff Templat (aus dem Englischen: template,
dt.: Schablone), dass das Porensystem des synthetisierten Festkorpers eine Nachbildung
des Templats ist. So ist dies bei mikropordsen Festkorpern in den seltensten Fallen zu-

treffend. Bei mesopordsen Festkorpern (z.B. inversen Opalen) hingegen lasst sich der
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hergestellte Festkorper in vielen Fillen als exakte Negativ-Nachbildung des Templats
ansehen. Daher wurde fiir solche Verfahren der Begriff Nanocasting (dt.: Nano-Giefen)
populér.17.116

Beziiglich der Funktionsweise von Templaten lassen sich zwei unterschiedliche
Strategien unterscheiden: das Endo- bzw. das Exotemplat-Verfahren. In Abbildung 2.20
sind diese beiden Verfahren schematisch dargestellt.

Endotemplat-Verfahren

e a® _
w"ff?"’;_. o N
X kT

Exotemplat-Verfahren
Abbildung 2.20: Schematische Darstellung des Endo- und Exotemplat-Verfahrens zur Synthese
poroser Materialien. Beim Endotemplat-Verfahren (oben) werden molekulare und supramolekulare Spe-
zies als Templat verwendet, die in den wachsenden Festkorper eingeschlossen werden. Im Exotemplat-
Verfahren dienen pordse Feststoffe als Templat und werden von einer Vorlduferverbindung des zu syn-

thetisierenden, spateren Feststoffes infiltriert. Beide Verfahren haben gemein, dass das jeweilige Templat

vom zwischenzeitlich entstandenen Komposit-Material entfernt wird, um das gewiinschte porése Material

zu erhalten.11°

Fir das Endotemplat-Verfahren werden molekulare und supramolekulare Spe-
zies als Templat verwendet. Sie liegen als isolierte Vorstufen vor. Der zu synthetisie-
rende Festkorper wéachst um diese isolierten Einheiten herum und schlief3t sie ein. Beim
Exotemplat-Verfahren hingegen wird von einem pordsen Feststoff als Templat ausge-
gangen. Das Templat liegt anschaulich als Geriist mit Hohlrdumen vor. Diese werden
von einer Vorlauferverbindung des spateren Feststoffes infiltriert. In beiden Fallen ent-
steht zwischenzeitlich ein Komposit-Material aus spaterem, gewiinschtem Feststoff und
dem Templat. Durch selektive Entfernung des Templats wird jeweils das porose Fest-
korper-Material bzw. der Feststoff mit grofler Oberflache erhalten.!16

Die Synthese mesopordser Kohlenstoff-Materialien mit einer geordneten Struk-
tur analog zur Herstellung mesoporoser Silica-Materialien gestaltete sich lange Zeit als
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sehr schwierig. Uber eine an den klassischen Sol-Gel-Prozess angelehnte Synthese mit
Hilfe eines tensid-basierten Templats ist dies nicht méglich. Durch die Verwendung von
Exotemplaten, also fester Template (engl.: hard templates) auf der Basis mesopordser Si-
lica-Materialien, ergaben sich neue Mdglichkeiten in der Herstellung periodischer Koh-
lenstoff-Strukturen. Mit diesem sogenannten Nanocasting lassen sich von einem Silica-
Templat ausgehend tiber einen drei-stufigen Syntheseweg mesopordse Kohlenstoffe mit
geordneter Struktur herstellen.!”-116

Diese von jun et al. fir den mesopordsen Kohlenstoff CMK-angewendete Syn-
thesestrategie ist schematisch in der folgenden Abbildung 2.21 dargestellt:113

- -

Silica-Templat Silica-Kohlenstoff- Poroser Kohlenstoff
SBA-15 Komposit CMK-3

Abbildung 2.21: Schematische Darstellung der Nanocasting-Synthesestrategie am Beispiel der
Herstellung des geordneten mesoporosen Kohlenstoffs CMK-3. Im ersten Schritt des Nanocasting-
Prozesses zur Herstellung des mesopordsen Kohlenstoffs CMK-3 dient das per Sol-Gel-Prozess syntheti-
sierte mesopordose Silica-Material SBA-15 als Exotemplat zur Infiltration mit einem Kohlenstoff-Prakursor.
Anschlieend kommt es per thermischer Carbonisierung zur Bildung eines Silica-Kohlenstoff-Komposits.
Im letzten Schritt wird das Silica-Netzwerk selektiv entfernt und der mesopordse Kohlenstoff CMK-3 wird

erhalten [nach!!>117].

Als Exotemplat fiir die Synthese des Kohlenstoffs CMK-3 wird das mesopordse
Silica-Material SBA-15 (Santa Barbara Amorphous-15) verwendet. Zuvor wurde SBA-15
iiber eine klassische Sol-Gel-Synthese mit Hilfe des Block-Copolymers Pluronic P123 als
Templat und Tetraethoxysilan (TEOS) als Silica-Vorlauferverbindung synthetisiert. Wie
beim Nanocasting iiblich, wird das Exotemplat von einer Kohlenstoff-Vorlauferverbin-
dung, im Falle dieser Arbeit Glucose, infiltriert und so anschlieend per thermischer
Carbonisierung ein Silica-Kohlenstoff-Komposit hergestellt. Um den reinen pordsen
Kohlenstoff zu erhalten, wird im letzten Schritt der Herstellungs-Prozedur das Silica-
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Templat selektiv entfernt. Dazu wurde in dieser Arbeit Flusssaure verwendet. Die ge-
nauen Prozeduren oder Parameter sowohl zur Synthese des Kohlenstoffs CMK-3 als
auch zum verwendeten Silica-Templats SBA-15 sind im Abschnitt Methoden und Mate-
rialien in den jeweiligen Unterabschnitten des Kapitels 3.1.3 Nanopordoser Kohlenstoff als
Elektrodenmaterial zu finden.

Struktur und Eigenschaften nanoporéser Kohlenstoffe

Nanopordse Kohlenstoff-Materialien mit geordneter Struktur zeichnen sich im
Allgemeinen durch sehr hohe spezifische Oberflichen (typischerweise 1300-
2000 m?-g71), einheitliche Porendurchmesser und hohe Adsorptionskapazititen aus.
Dazu weisen sie eine relativ hohe thermische, chemische und mechanische Stabilitat auf.
Fir Syntheserouten bei niedrigen Temperaturen (700-1000 °C) sind die Kohlenstoffe
hauptséchlich amorph und weisen nur geringe oder keine Graphitisierung auf. Beziig-
lich der Porenformen, ihrer Konnektivitdt und der Dicke der Porenwinde gibt es eine
enorme Vielzahl unterschiedlicher Kohlenstoff-Materialien, die abhéngig von den un-
terschiedlichen Silica-Templaten mit verschiedensten Strukturen und Porendurchmes-
sern synthetisiert wurden.!”-18

In dieser Arbeit wurde das Silica-Templat SBA-15 zur Herstellung des mesopo-
rosen Kohlenstoffs CMK-3 genutzt. Von Jun et al. erstmals im Jahr 2000 publiziert, zei-
gen die in Abbildung 2.22 gezeigten transmissionselektronenmikroskopischen Aufnah-
men die hexagonale Anordnung sowohl fiir die mikrometergrofien Partikel als auch auf
der Ebene der Poren im unteren Nanometer-Bereich.
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Abbildung 2.22: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen des nanoporosen Koh-
lenstoffs CMK-3. Die linke Aufnahme zeigt entlang der Anordnung der Stabchen bzw. Poren ein hexa-
gonales, mikrometergrofies Partikel (links in der Aufnahme) sowie senkrecht zu der Richtung der Poren
deren Anordnung (rechts in der Aufnahme).!'3 In hoherer VergrofSerung wird in der rechten Aufnahme
die hexagonale Anordnung der Poren noch deutlicher.'®

Gemaf} des Nanocasting-Ansatzes und der Nutzung von SBA-15 als Exotemplat
entsteht mit dem mesopordsen Kohlenstoft CMK-3 strukturell betrachtet eine exakte,
inverse Replik des SBA-15. Die Strukturen beider Materialien sind in Abbildung 2.23
nochmals schematisch dargestellt. SBA-15 besteht aus hexagonal angeordneten zylin-
drischen Réhren mit einem Durchmesser von 9 nm, was analog zur honigwaben-artigen
Struktur des Silicas MCM-41 (Mobil Composition of Matter No. 41) ist.!?® SBA-15 weist
jedoch zusitzlich Verbindungen zwischen diesen Rohren durch Mikroporen in Poren-
winden auf. Dementsprechend weist CMK-3 als inverses Replika Nano-Stébe aus Koh-
lenstoff auf, die etwa einen Durchmesser von 7 nm aufweisen. Die Zentren zweier be-
nachbarter Rohren sind im Abstand von 10 nm angeordnet, was zu einem Abstand der
Oberflachen zweier Réhren von 3 nm fiithrt. Die Kohlenstoff-Stébe sind durch Abstand-
halter verbunden, die ebenfalls aus Kohlenstoff bestehen. Sie entstehen durch die Kanal-
verbindenden Mikroporen von SBA-15, die bei der Synthese von CMK-3 mit Kohlenstoff
ausgefiillt werden. Auflerdem zeigen die synthetisierten Partikel des CMK-3 dieselbe
Morphologie wie die Ausgangspartikel des Silica-Templats SBA-15.113:117.120.121
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Nanocasting

Silica-Templat Poroser Kohlenstoff
SBA-15 CMK-3

Abbildung 2.23: Schematische Darstellung der Struktur des Silica-Templats SBA-15 sowie des
porosen Kohlenstoffs CMK-3. Das als Exotemplat genutzt Silica SBA-15 weist eine Struktur mit hexa-
gonal angeordneten Réhren eines Durchmessers von 9 nm auf. Diese Kanéle sind durch Mikroporen in
den Porenwinden verbunden. Als exaktes, inverses Replik zeigt die Struktur von CMK-3 Stibchen mit
einem Durchmessers von 7 nm, die durch Abstandhalter verbunden sind.

Die Struktur von CMK-3 fiihrt zu einer Einordnung in die zwei-dimensionale
Raumgruppe p6mm, analog zur Struktur von SBA-15. Diese hoch-geordnete hexagonale
Struktur des Kohlenstoffs CMK-3 lasst sich nur durch die verbundenen Kanile des
SBA-15 erreichen. Bei vergleichbaren Synthesen mit MCM-41 als Templat entstehen
Nano-Stibe aus Kohlenstoff, die untereinander nicht verbunden sind. Somit kommt es
in diesem nicht zur Ausbildung einer hexagonalen Struktur der Stabe.!!3

Anzumerken ist, dass unter Verwendung des Templats SBA-15 nanopordse Koh-
lenstoffe mit einer vom CMK-3 abweichenden Struktur erhalten werden kénnen. Mit
Hilfe angepasster Synthesebedingungen und einem anderen Kohlenstoff-Prakursor (z.B.
Fulfurylalkohol) wird bei ansonsten analogem Syntheseweg der nanoporése Kohlenstoff
CMK-5 erhalten. Im Unterschied zu CMK-3 werden bei der Synthese von CMK-5 die
Kanile des Templats SBA-15 nur unvollstandig gefiillt. Im weiteren Verlauf entstehen
deshalb miteinander verbundene Réhren aus Kohlenstoff.

Potenzielle Anwendungsfelder nanoporéser Kohlenstoffe

Nanopordse Kohlenstoff-Materialien sind vor allem aufgrund ihrer sehr grofien
spezifischen Oberflachen, der Moglichkeit ihre Porenstruktur einzustellen und ihre Par-
tikelmorphologie zu kontrollieren interessant fiir viele verschiedene Anwendungsberei-
che. Folgende vier Bereiche gehoren dabei zu den popularsten:
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e Adsorbens fiir Makromolekiile!%-122.123
e Tréagermaterial in der heterogenen Katalyse??:124125
e Superkondensatoren?!126-128

e Batterien bzw. Akkumulatoren.??129-132

Es gibt eine enorme Vielzahl nanoporoser Kohlenstoff-Materialien, die auf un-
terschiedlichsten Wegen synthetisiert wurden und die in diesen Bereichen bereits ver-
wendet werden oder ihre Eignung dahingehend untersucht wird. Doch im Speziellen fiir
den in dieser Arbeit schwerpunktmaflig verwendeten mesopordsen Kohlenstoft CMK-3
gibt es in der Literatur fiir jeden dieser Bereiche veroffentlichte Beispiele.

Ein klassische Anwendung pordser Materialien ist die Verwendung als Adsor-
bens fiir Gase oder Makromolekiile in Anwendungsfeldern wie der Medizin, Trinkwas-
seraufbereitung, Abwasser- oder Abgasreinigung. Das haufig in diesen Bereichen ver-
wendete Kohlenstoff-Material Aktivkohle weist dabei eine breite Verteilung ihrer Po-
rendurchmesser auf, die sich vom mikro- iber den meso- bis hin zum makropordsen
Bereich erstreckt.!?? Dies bringt den Vorteil einer breiten Adsorption vieler verschiede-
ner Molekiile mit stark unterschiedlichen Grofien. Oxidische, Silica-basierte Materialien
wie Zeolithe verfiigen iiber klar definierte Porendurchmesser und koénnen zur spezifi-
schen Adsorption von Molekiilen definierter Grofle verwendet werden. Zur Adsorption
bestimmter Molekiile ist die im Vergleich starker ausgeprigtere Hydrophobizitat von
kohlenstoff-basierten Materialien von Vorteil. In diesen Féllen finden nanoporése Koh-
lenstoffe wie der mesoporose CMK-3 Anwendung. Fiir die Adsorption des beispielhaft
ausgewdahlten Molekiils L-Histidin konnten Vinu et al. systematisch die effektivere Ad-
sorption auf CMK-3 im Vergleich zum Silica-Templat SBA-15 und konventioneller Ak-
tivkohle zeigen.!?® Zusétzlich dazu bietet das Kohlenstoff-Geriist des CMK-3 die Mog-
lichkeit einer Modifizierung mit funktionellen Gruppen, um die Effektivitét der spezifi-
schen Adsorption weiter zu erhdhen. jeong et al. haben eine Funktionalisierung des
CMK-3 mit Amin-Gruppen iiber einen dreistufigen Syntheseweg erreicht, der eine Oxi-
dation mit Salpetersiure, Behandlung mit Thionylchorid und anschlielender Reaktion
mit Ethylendiamin einschlieft. Sowohl der so modifizierte CMK-3 als auch der nicht-
modifizierte CMK-3 zeigten vielversprechende Ergebnisse in der Entfernung von Che-
mikalien aus Abwasser, die Benzolringe in ihrer Struktur aufweisen. Beispielhaft wurde
dies anhand der Substanz Bisphenol-A untersucht.!

Als Tragermaterial in der heterogenen Katalyse finden porose Kohlenstoff-Ma-
terialien wie beispielsweise Aktivkohle seit Beginn der Entwicklung der jeweiligen Ver-
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fahren Anwendung. Im Zuge einer immer weiter fortschreitenden Spezialisierung, Op-
timierung und der Entwicklung neuer Verfahren werden auch spezifische Kohlenstoft-
Materialien wie CMK-3 in diesem Bereich genutzt. So entwickelten Hu et al. einen re-
cyclebaren Katalysator fiir die Oxidation von Phenol auf der Basis eines Komposits aus
Eisen-Nanopartikeln als aktiver Katalysator und CMK-3 als Tragermaterial.!>> Nach
ahnlichem Prinzip haben Kuppan und Selvam Platin-Nanopartikel direkt in der Struktur
des CMK-3 per Reduktion synthetisiert und so ein effektives Katalysator-Material zur
elektrokatalytischen Oxidation von Methanol erhalten.'?* Es gibt viele weitere Beispiele,
bei denen vor allem Nanopartikel von Ubergangsmetallen zur Katalyse von Oxidations-
oder Hydrierungsreaktionen organischer Molekiile auf CMK-3 als Tragermaterial fixiert
werden.?0

Superkondensatoren sind eine spezielle Klasse elektrochemischer Energiespei-
cher-Medien und zeichnen sich vor allem durch die Moglichkeit des besonders schnellen
Be- und Entladens aus. Aus diesem Grund sind sie vor allem fiir Einsatzgebiete interes-
sant, bei denen in kurzer Zeit grofie Mengen an elektrischer Energie aufgenommen oder
bereitgestellt werden miissen. Sie gehoren, wie die bisher beschriebenen Beispiele, zu
den Anwendungen, bei denen generell nanopordse Kohlenstoff-Materialien wie Aktiv-
kohle eingesetzt werden.!?® Gerade geordnete, mesopordse Kohlenstoff-Materialien wie
CMK-3 weisen jedoch aufgrund ihrer bereits beschriebenen Eigenschaften ein enormes
Potential zum Einsatz als Elektroden-Material in Doppelschicht-Superkondensatoren
auf. Dabei wurden bisher vor allem die Eignung von Kompositen aus einem geordneten,
mesopordsen Kohlenstoff wie CMK-3 und Ubergangsmetallverbindungen wie Oxiden,
Sulfiden oder auch metall-organischen Geruistverbindungen (MOFs; engl.: metal-organic
frameworks) untersucht.?1:126:127 Es sind Komposite beschrieben worden, bei denen RuO:
und CNTs in die Struktur des CMK-3 integriert und so deutlich hohere Leistungs- und
Energiedichten gegeniiber reinem CMK-3 erreicht wurden.'?¢ In anderen Veroffentli-
chungen fithrte schon die Kombination aus CNTs und CMK-3 als reines Kohlenstoft-
Komposit-Material zu groflen Kapazitatswerten, hohen Entladungsraten und guter Zy-
klenstabilitat. Die CMK-3-Partikel dienten in den von Yan et al. beschriebenen Arbeiten
als Kern und die direkt in der Struktur des CMK-3 synthetisierten Kohlenstoff-Nanoréh-
ren als Hiille, woraus sich eine Morphologie der entstehenden Partikel ergab, die an die
Rambutan- bzw. Litschi-Frucht erinnerte.!?” Neben diesen raffinierten Kombinationen
verschiedener Materialien konnten Mousavi Safavi und Kiani zeigen, dass allein CMK-3
das Potential hat in Superkondensatoren verwendet zu werden und neben einer exzel-
lenten Langzeitstabilitit ebenso gute Werte fiir die elektrischen Kennzahlen liefert.?!
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Eine weitere Anwendung, bei denen Kohlenstoff-Materialien als Elektroden-Ma-
terial eingesetzt werden, sind Batterien bzw. Akkumulatoren. Neben herkémmlichem
Graphit, Aktivkohle oder Kohlenstoff-Nanopartikeln sind durch die Weiterentwicklung
bestehender Batterietechnologien und Erforschung neuer Batterie-Konzepte geordnete,
mesopordse Kohlenstoffe wie CMK-3 immer mehr in den Fokus gertickt.?2129-132 Klassi-
scherweise dient das kohlenstoff-basierte Material als Anodenmaterial des Akkumula-
tors bzw. der Batterie. Der Feststoff, der als Aktivmaterial dient, wird mit Hilfe eines
Binderpolymers auf einer passiven Ableitelektrode aus Metall fixiert. Die Aufbringung
auf die Oberflache dieser Elektrode erfolgt iiber den Weg einer Elektrodenpaste oder
Dispersion mit Hilfe verschiedenster Beschichtungsmethoden, wie Sprith- oder Rakel-
beschichtung. Diese Pasten oder Dispersionen beinhalten, neben dem Binderpolymer
und dem dispergierten Kohlenstoff, fliichtige Losungsmittel, die nach der Beschichtung
der Elektrodenfolie in einem Trocknungsprozess wieder entfernt werden.!3 Saikia et al.
haben in einer vergleichenden Studie die beiden mesoporésen Kohlenstoffe CMK-3 und
den nicht strukturell verwandten CMK-8 auf ihre Eignung hin in Lithium-Ionen-Batte-
rien als Anodenmaterial zu dienen untersucht und verglichen. Idee bei der Verwendung
geordneter, mesopordser Kohlenstoffe in Lithium-Ionen-Batterien ist es, durch die ge-
ordneten, mesopordsen Kanile die Diffusionswege der Lithium-Ionen zu verkiirzen und
gleichzeitig durch die drei-dimensionale Struktur der Poren und ihrer Wénde einen kon-
tinuierlichen Pfad fiir den schnellen Elektronentransport zu liefern, was zu hohen Leit-
fahigkeiten fiihrt.'?°

Nanoporéser Kohlenstoff in der Biomedizin

Ein Einsatz von nanopordsem Kohlenstoff in biomedizinischen Anwendungen ist
bisher nicht so intensiv in den Fokus der Forschung geriickt, wie die oben beschriebenen
Ideen zur Verwendung von Kohlenstoff-Nanorohren in diesem Gebiet. Dennoch gibt es
Beispiele, bei denen die Eignung nanopordser Kohlenstoff-Materialien aber auch speziell
von CMK-3 fiir den Einsatz im Rahmen biomedizinischer Anwendungen untersucht
worden ist. Hier wurden bisher vor allem die zwei folgenden Anwendungsfalle beschrie-
ben:

e Freisetzung von Wirkstoffen?3133

e Biologische Sensoren.?4134

Analog zu den Kohlenstoff-Nanoréhren oder auch anderen pordsen Materialien,

wie nanopordser Silica, wird sich von nanopordsen Kohlenstoff-Materialien erhofft, sie
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zur lokalen und kontrollierten Freisetzung von Wirkstoffen einzusetzen. Eine der weni-
gen Studien, bei denen explizit CMK-3 dafiir verwendet wurde, ist 2013 von der Arbeits-
gruppe um Karavasili vorgestellt worden. Hierbei wurde CMK-3 ohne jegliche post-syn-
thetische Modifizierung eingesetzt, um die beiden hydrophoben Medikamente Ibuprofen
und Indomethacin einzulagern. Sie stellten dabei unterschiedliche Freisetzungsprofile
der beiden Medikamente in simulierter Magenfliissigkeit (pH = 1.2) fest. Wie bei allen
biomedizinischen Anwendungen ist die Bio- bzw. Zytokompatibilitit der eingesetzten
Materialien von entscheidender Bedeutung. Mit Hilfe von Experimenten mit der Caco-2-
Zelllinie konnten durch Beobachtung der Zell-Profileration und -Viabilitat positive Re-
sultate diesbeziiglich gezeigt werden. Gleichzeitig konnten sie die zelluldre Aufnahme
von CMK-3-Partikeln in diese Zellen nachweisen und so erfolgreich zeigen, dass CMK-3
als Carrier fiir schlecht wasserlosliche Wirkstoffe dienen kann.?3 Mit einer vergleichba-
ren Vorgehensweise untersuchten Kim et al. bereits 2008 die Verwendung von CMK-1
als Carrier fur Wirkstoffe, die im Normalfall die Membran von Zellen nicht durchdrin-
gen konnen. Auch in diesem Fall zeigten sich positive Resultate beziiglich Biokompati-
bilitat des Kohlenstoff-Materials, der effektiven zelluliren Aufnahme von wirkstoff-be-
ladenen CMK-1-Partikeln und lokalen Freisetzung des Wirkstoffes innerhalb von Zellen
der untersuchten Zelllinje.!3?

Analog zum Einsatz von Kohlenstoff-Nanoréhren in Sensor-Anwendungen und
der im vorangegangenen Unterkapitel beschriebenen Verwendung nanopordser Koh-
lenstoffe als Elektroden-Material, zeigen nanopordse Kohlenstoff-Materialien wie
CMK-3 vielversprechende Ergebnisse in Bio-Sensor-Anwendungen. Beispielhaft lassen
sich hier die Arbeiten von Kochana et al. nennen. Sie immobilisierten das Enzym Tyro-
sinase auf CMK-3 und synthetisierten durch den Zusatz des poly-kationischen Polymers
poly-Diallydimethyl-Ammoniumchlorid (PDDA), Nafion und eines TiOz-Sols eine Ma-
trix, mit Hilfe derer sie das enzym-beladene Kohlenstoff-Material auf einer Graphit-
Elektrode aufbrachten. So erhielten sie einen elektrochemischen Bio-Sensor zum Nach-
weis von Tyramin, einer toxischen Substanz, die in eiweif3-haltigen Lebensmittel vor-
kommen kann.'®* Nicht explizit CMK-3, aber ein mit Hilfe des Templats SBA-15 und
strukturell sehr dhnlicher nanopordser Kohlenstoff, wurde von Bao et al. 2012 per Mi-
krowellen-Synthese hergestellt. In diesem Fall wurde das Protein Hamoglobin auf dem
Kohlenstoff-Material immobilisiert, welches auf eine Kohlenstoff-Elektrode aufgebracht
wurde. Uber elektrochemische Untersuchungen konnten sie zeigen, dass die so pripa-
rierte Elektrode als sensitiver Bio-Sensor fiir Wasserstoffperoxid dienen kann.*

Weitere analoge Anwendungen von nanoporésen Kohlenstoffen im Bereich der
Biomedizin sind denkbar und es wird deutlich, welches Potential der Einsatz von CMK-3
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aufgrund seiner Eigenschaften aufweist. Sowohl die beschriebenen Beispiele, bei denen
CMK-3 als Elektroden-Material eingesetzt wurde, als auch die positiven Resultate be-
ziiglich der Bio- bzw. Zytokompatibilitat dieses Materials dienten als Motivation CMK-3
in dieser Arbeit zu verwenden, um eine Eignung als Material zur Beschichtung neuro-

naler Elektroden zu untersuchen.
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3 Methoden und Materialien

Im ersten Abschnitt dieses Kapitels werden die in dieser Arbeit angewendeten
praparativen Methoden beschrieben. Im zweiten Abschnitt folgen die verwendeten ana-
lytischen Methoden inklusive der Beschreibung des Ablaufs sowie die Parameter der
durchgefiihrten Messungen und Charakterisierungsmethoden.

3.1 Praparative Methoden

In den folgenden Unterkapiteln werden die Durchfithrung der Experimente und
Herstellungsverfahren erlautert. Aulerdem werden die verwendeten Materialien und
die genutzten Beschichtungsverfahren beschrieben.

Fiir die Synthesen und Reinigungsprozeduren wurde ausschlie3lich Reinstwasser
verwendet. Dies weist eine Leitfahigkeit von 0.055 pS-cm™! auf und wurde tiber eine An-
lage des Typs MicroPure (Thermo Electron LED GmbH, Deutschland) gereinigt. Die ver-
wendeten organischen Losungsmittel Aceton (=299.5%), Ethanol (=99.8%) und Isopropa-
nol (299.5%) wurden von Carl Roth (Deutschland) bezogen und ohne weitere Reinigung
verwendet.

3.1.1 Substratmaterialien

In diesem Abschnitt wird erliutert, welche Substratmaterialien verwendet bzw.
wie die Substrate hergestellt wurden. Aulerdem wird die Durchfithrung des Reinigungs-
prozesses beschrieben, welcher fiir alle Substrate vor den Beschichtungsprozessen
durchgefiihrt wurde.

Bezugsquellen der verwendeten Substratmaterialien

Fir die Beschichtungen mit unterschiedlichen Kohlenstoff-Materialien wurden
sowohl Edelmetall-Substrate aus Gold vor allem aber aus Platin genutzt.

Als Goldsubstrate wurden mit Gold beschichtete Silicium-Wafer (Au-Orientie-
rung <111>, Si-Orientierung <100>; Sigma Aldrich, Deutschland) verwendet. Auf die na-
tive SiO2-Schicht der Silicium-Wafer wurde vom Hersteller eine 5 nm dicke Haftschicht
aus Titan aufgebracht. Die darauf aufgebrachte Goldschicht weist eine Dicke von 100 nm
auf. Ublicherweise wurden Substrate der Gréf3e 1.5 x 1.5 cm? verwendet. Die Wafer wur-
den dazu mit Hilfe eines Diamant-Schreibers geritzt und in die entsprechende Grofie der
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benotigten Probenstiicke gebrochen. Alternativ wurden sie mit einer Prazisions-Trenn-
schleifmaschine Disco DAC551 (Disco Hi-Tec Europe GmbH, Deutschland) am Institut fiir
Mikroproduktionstechnik (IMPT) der Leibniz Universitit Hannover in ebenfalls
1.5 x 1.5 cm? grof3e Probenstiicke geteilt.

Platin-Substrate wurden vom IMPT angefertigt. Dabei wurden 4-Zoll Silicium-
Wafer (Durchschnittliche Dicke: 525 um, Si-Orientierung <100>; Siegert Wafer, Deutsch-
land) verwendet, was einem realen Durchmesser von 100 mm der Wafer entspricht. Die
Silicium-Wafer wurden ebenfalls mit einer diinnen Haftschicht aus Titan versehen. An-
schlieffend wurde in einer Kathodenzerstaubungs- bzw. Sputteranlage (MRC—Materials
Research Corporation, USA) eine 100 nm Schicht aus Platin aufgebracht. Die Wafer wur-
den ebenfalls mit einer Trennschleifmaschine in 1.5 x 1.5 cm? grofle Probenstiicke ge-
teilt.

Vor dem Trennschleif-Prozess wurde zum Schutz der empfindlichen Metallober-
flache der Fotolack AZ 9260 (MicroChemicals, Deutschland) aufgetragen. Dieser wurde
vor der eigentlichen Reinigung und Verwendung der Probenstiicke durch griindliches
Abspiilen - zuerst mit Aceton und anschlieflend mit Isopropanol- entfernt. Nach Trock-
nung der Substrate im Stickstoff-Strom erfolgte die im Folgenden beschriebene Reini-

gung.

Reinigung der Substrate mit Piranha-Sdure

Fir alle Beschichtungen wurden die Gold- und Platin-Substrate direkt vor dem
eigentlichen Beschichtungsvorgang mit Hilfe von Piranha-Sdure gereinigt. Dazu wur-
den die Substrate aufrecht in einer Halterung aus Teflon fixiert. Anschlieend wurden
sie mindestens 30 Minuten mit frisch angesetzter Piranha-Sdure-Losung behandelt.
Diese wurde aus konzentrierter Schwefelsaure (H2S04, 98%; Sigma Aldrich, Deutschland)
und Wasserstoffperoxid-Losung (H202, > 35%; Sigma Aldrich, Deutschland) im Verhélt-
nis von 2 zu 1 hergestellt. Danach wurden die Substrate nacheinander intensiv mit
Reinstwasser, Ethanol und Isopropanol gespiilt und in der jeweiligen Losung mindestens
15 Minuten unter Rithren gelagert. Direkt vor der Beschichtung wurden die einzelnen
Substrate im Stickstoff-Strom getrocknet. Um optimale Benetzungseigenschaften der
Oberfldchen zu gewéhrleisten, wurde der Beschichtungsprozess jeweils direkt nach dem
Reinigungsvorgang durchgefiihrt.
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3.1.2 Kohlenstoff-Nanorohren als Elektrodenmaterial

In diesem Abschnitt werden die einzelnen Schritte beschrieben, die nétig waren,
um Kohlenstoff-Nanordhren als Beschichtungsmaterial fiir Edelmetallelektroden einset-
zen zu konnen. Einem Aufreinigungs- und Modifizierungsprozess der Kohlenstoft-Na-
nordhren folgte die Herstellung langzeitstabiler wéssriger Dispersionen. Diese Disper-
sionen wurden in einem Sprithbeschichtungsprozess zur Beschichtung von Platin- und
Goldsubstraten eingesetzt.

Bezugsquellen der unterschiedlichen verwendeten Kohlenstoff-Nanoréhren

Fir den Hauptteil der im Folgenden beschriebenen Experimente und durchge-
fihrten Zellkulturuntersuchungen wurden zwei unterschiedliche single wall nanotubes
(SWNTs; SWeNT CG200, SouthWest NanoTechnologies, USA und SWCNT, Fraunhofer IWS
Dresden, Deutschland) und eine Sorte von multi wall nanotubes (MWNTs; Baytubes C70P,
Bayer MaterialScience, Deutschland) verwendet. Einzelne Experimente zur Aufreinigung
und Modifizierung der Kohlenstoff-Nanoréhren und Untersuchungen wurden aufierdem
mit weiteren SWNTs durchgefithrt: Tuball SWNT75 (OCSiAl Ltd., Deutschland),
SWeNT CG300 (SouthWest Nanotechnologies, USA), SWeNT SG65i (halbleitend;
SouthWest Nanotechnologies, USA) und NC1101 (Carboxyl-modifiziert; Nanocyl, Belgien).

Aufreinigung und Modlifizierung der Kohlenstoff-Nanoréhren

Die unterschiedlichen Kohlenstoff-Nanorohren der verschiedenen Hersteller
wurden jeweils demselben Aufreinigungs- bzw. Modifizierungsprozess unterzogen. Um
etwaige Katalysator-Riickstinde aus dem Herstellungsprozess der Kohlenstoff-Nano-
rohren zu entfernen und die Kohlenstoff-Nanoréhren mit Carboxyl-Gruppen (COOH-
Gruppen) zu modifizieren, wurden die von den Lieferanten bereitgestellten CNTs mit
einer oxidierenden Siure behandelt.!3>"137 Zu den CNT-Formulierungen wurde kon-
zentrierte Salpetersaure (HNOs, 70%; Sigma Aldrich, Deutschland) langsam zugetropft,
um eine zu heftige Reaktion zu vermeiden. Je nach CNT-Ausgangsmaterial wurden un-
terschiedliche Ansatzgrofien verwendet. Es wurde von 250 mg und von 3.5 g CNT-Aus-
gangsmaterial ausgegangen. Dabei wurden jeweils zwischen 50 und 100 mL Salpeter-
sdaure pro Gramm des CNT-Ausgangsmaterials verwendet. Anschlieend wurde die
Temperatur auf 130 °C erhoht und das Gemisch sechs Stunden mit konzentrierter Salpe-
tersaure unter Riickfluss behandelt. Entstehende nitrose Gase wurden in regelméfligen
Abstanden mit Hilfe eines Argon-Gasstroms ausgetrieben. Nach dem Abkiihlen auf

Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch in das doppelte Volumen Reinstwasser
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gegossen. Es folgten diverse Wasch- und Zentrifugierschritte jeweils mit Reinstwasser,
bis ein pH-Wert grofler zwei erreicht wurde und die CNTs nicht mehr per Zentrifugation
von der Waschlosung abtrennbar waren. Anschlieffend wurde das Gemisch fiir eine Wo-
che in dest. Wasser dialysiert, wobei die Dialyselosung in regelméfligen Abstédnden aus-
getauscht und der pH-Wert iiberpriift wurde. Fiir grofle Volumina (ca. 250 mL) wurde
ein Dialyseschlauch (Typ 27/32, Wandstérke: 0.023 mm, Breite 34 mm, Durchmesser:
21.5 mm, MWCO: 14 kD; Visking, Carl Roth, Deutschland) und fiir geringe Volumina (ca.
20 mL) ein Dialyseréhrchen (MWCO: 6-8 kDa; Pur-A-Lyzer Mega 600 Dialysis Kit, Sigma
Aldrich, Deutschland) verwendet. Nach Beendigung des Dialyseprozesses wurde das Ge-
misch in einen Kolben tiberfiihrt. Eine anschlieBende Gefriertrocknung fithrte zu einem
leichten und volumindsen CNT-Feststoff.

Herstellung von widssrigen Dispersionen aus modifizierten Kohlenstoff-Nanordhren

Zur Herstellung langzeitstabiler wassriger Dispersionen aus den verschiedenen
aufgereinigten und modifizierten Kohlenstoff-Nanoréhren wurden die Kohlenstoft-Na-
nordhren-Pulver zuerst in Reinstwasser vordispergiert. Dazu wurde CNT-Pulver in ei-
nem Massenanteil von 0.1 m% zum Wasser hinzugefiigt und in einem Glasgefaf§ min-
destens 30 Minuten im Ultraschallbad behandelt. Anschlieend erfolgte eine Behand-
lung mit einem Ultraschalldesintegrator (Branson Digital Sonifier 450D, Branson Ultra-
sonics, USA) bei einer Leistung von 160 W fiir eine Stunde.

Analog wurde auch bei SWNTs des Typs NC1101 vom Hersteller Nanocyl (Bel-
gien) verfahren, die vom Hersteller bereits eine Oberflachenmodifizierung mit Carboxyl-
Gruppen erhalten hatten und daher nicht weiter behandelt wurden. Auflerdem wurde
auch der Versuch unternommen unbehandelte CNTs auf diese Weise in Wasser zu dis-
pergieren.

Damit die Dispersionen der Kohlenstoff-Nanorohren fiir Beschichtungsversuche
verwendet werden konnten, wurden sie mit Reinstwasser auf einen CNT-Massenanteil

von 0.01 m% weiter verdiinnt.

Beschichtung mit Dispersionen aus Kohlenstoff-Nanoréhren

Fir die manuelle Sprithbeschichtung wurde eine Airbrush-Pistole des Typs
AFC-101A des Herstellers Conrad Electronic mit einer 0.35 mm Edelstahlsteckdiise ver-
wendet. Als Tragergas wurde Stickstoff mit einem Druck von 3 bar genutzt. In einer
Halterung aus Aluminium wurden drei Substrate auf einer Heizplatte platziert, die auf
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120 °C geheizt wurde. Es wurden 2 mL-Portionen der Beschichtungslosung in den Flis-
sigkeitsbehalter der Spriihpistole gefiillt, insgesamt wurden 12 mL verwendet. Der voll-
standige Beschichtungsvorgang bestand aus 500 einzelnen, kurzen Spriithstofien.

Die automatisierte Sprithbeschichtung der Substrate erfolgte mit Hilfe eines
Sprithroboters. Hierbei handelte es sich um einen Tischroboter Tabletop-Roboter TT der
Firma Walther Systemtechnik (Deutschland), welcher mit einem ansteuerbaren xyz-Arm,
einem Sprithventil des Typs SMS-02 und einer externen Heizplatte ausgestattet war. Zur
Programmierung des Roboters wurde die Software PC Interface Software for X-SEL 7.6.6.0
der Firma IAICorp verwendet. Das verwendete Sprith-Programm wurde in der SEL-Spra-
che geschrieben.

Mit Hilfe der automatisierten Sprithbeschichtung war es moglich eine groflere
Anzahl an Substraten gleichzeitig innerhalb eines Vorgangs zu beschichten. Dazu wurde
eine Halterung aus Aluminium angefertigt, in der bis zu 15 Substrate fiir die Sprithbe-
schichtung fixiert werden konnten. Diese Halterung wurde auf der Heizplatte platziert.
Durch die Verwendung von Aluminium wurde eine gute Warmetibertragung zwischen
der Heizplatte und der Halterung sowie der Halterung und den Substraten sichergestellt.
Die Halterung ist in Abbildung 3.1 dargestellt.

Abbildung 3.1: Darstellung der Halterung aus Aluminium zur Fixierung von bis zu 15 Substra-
ten fiir die automatisierte Sprithbeschichtung,.
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Durch die Halterungen wurde die zu beschichtende Flache der einzelnen Sub-
strate von 225 mm? (15 x 15 mm?®) auf 196 mm?® (14 x 14 mm?) verringert. Das Beschich-
tungsprogramm wurde so erstellt, dass die Substrate jeweils mit 500 Sprithstoflen be-
schichtet wurden. Dazu wurden die einzelnen Zeilen und Spalten der Probenhalterung
jeweils nacheinander aus beiden Richtungen 125 Mal durch den Roboter abgefahren. Das
gesamte Programm, welches aus dem Hauptprogramm und zwei Unterprogrammen be-
steht, ist im Anhang in Abbildung 7.1 gezeigt.

Als Tragergas wurde ebenfalls Stickstoff verwendet, wobei ein Vordruck von
5 bar, ein Materialdruck von 1 bar und ein Zerstdauberdruck von 0.6 bar eingestellt
wurde. In die grof3e Kartusche des Sprithventils wurden 90 mL Beschichtungslosung ge-
fullt. Es wurde eine Runddiise verwendet und das Ventil wurde mit 15 Klicks geoffnet.
Die Heizplatte wurde auf eine Temperatur von 150 °C eingestellt, was einer effektiven
Temperatur von 130 °C auf der Aluminiumplatte entsprach (per Kontaktthermometer
uberprift).

Sowohl bei der manuellen als auch bei der automatisierten Sprithbeschichtung
wurden die Proben im Anschluss an den Beschichtungsvorgang fiir 24 h im Umluftofen
bei 60 °C getrocknet.

3.1.3 Nanoporoser Kohlenstoff als Elektrodenmaterial

Der nanopordse Kohlenstoff CMK-3 wurde tiber eine Templat-Synthese mit Hilfe
des nanopordsen Silicas SBA-15 hergestellt. Damit dieser Kohlenstoff als Material zur
Beschichtung von Metall-Substraten bzw. Elektroden dienen konnte, wurden im Folgen-
den Elektrodenpasten und Dispersionen aus diesem Kohlenstoff hergestellt. Des Weite-
ren sind in diesem Abschnitt die verwendeten Beschichtungsmethoden beschrieben.

Synthese des nanoporésen Silica-Templats SBA-15

Die Synthese des Silica-Templats SBA-15 basierte auf den Arbeiten von Zhao et
al.1?1138 und Heinroth'®>. In einem Rundkolben wurden 400 mL Salzsaure (2 M; Sigma
Aldrich, Deutschland) vorgelegt und auf 30 °C erwarmt. AnschlieBend wurden 20.1 g des
Block-Copolymers Pluronic P123 (3.5 mmol, 1.8 eq; Sigma Aldrich, Deutschland) im Um-
luftofen bei 60 °C verfliissigt, langsam hinzugegeben und fiir ca. 3 h kréaftig geriihrt, bis
eine homogene, schlierenfreie Mischung entstanden war. Nach Erh6hung der Tempera-
tur auf 40 °C wurden 42 mL Tetraethoxysilan (TEOS, 190 mmol, 1.0 eq; Sigma Aldrich,
Deutschland) hinzugefiigt und fiir weitere 12 h bei 40 °C geriihrt.
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Es bildete sich ein volumindéser, weifler Niederschlag. Das gesamte Reaktionsge-
misch wurde in ein Polypropylen-Gefaf3 (PP) iiberfiihrt und alterte fiir 72 h bei 100°C im
Umluftofen. Nach der Alterungszeit und Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde der Fest-
stoff mit Hilfe von Unterdruck abfiltriert und mit dest. Wasser so lange gewaschen, bis
das Waschwasser neutral war und es zu keiner Schaumbildung mehr kam. Anschlieflend
wurde der Feststoff mehrfach mit Ethanol gewaschen und 24 h bei 90 °C im Umluftofen
getrocknet. Zur Entfernung des Polymers wurde der Feststoff im Calcinationsofen an
Luft fiir 12 h bei 500 °C mit einer Aufheizrate von 4 °C-min~! calciniert.

Herstellung des Silica-Kohlenstoff-Komposits

Die Synthese des nanopordsen Kohlenstoffs CMK-3 erfolgte iiber die Exotemp-
lat-Synthese (siehe: 2.2.2) mit Hilfe des nanoporosen Silica-Templats SBA-15. Als Zwi-
schenschritt wurde dabei tiber die Infiltration des Kohlenstoffprakursors Saccharose und
anschlieBender Carbonisierung ein Silica-Kohlenstoff-Komposit hergestellt.!13:115

Folgende zweistufige Reaktionsvorschrift gilt fiir ein Gramm des Silica-Templats
SBA-15 und wurde je nach erhaltener Menge des Templats bzw. gewiinschter Menge
des Produkts dementsprechend angepasst. Im ersten Imprégnationsschritt wurden 1.3 g
Saccharose (Sigma Aldrich, Deutschland) in 5 mL Wasser gelost und 80 pL konzentrierte
Schwefelsdure (96%) zugetropft. Zu der klaren Losung wurde 1 g des Templats SBA-15
langsam portionsweise hinzugegeben und die entstandene weifle viskose Masse an-
schlieend 10 min kréftig gerithrt. Danach wurde das Reaktionsgemisch zuerst fiir 6 h
bei 100 °C und dann fiir weitere 6 h bei 160 °C im Umluftofen behandelt. Fiir den zweiten
Impragnationsschritt wurde diese Prozedur mit dem entstandenen braunen Pulver wie-
derholt. Das braune Pulver wurde dafiir einer dquivalenten Saccharose-Losung hinzu-
gefiigt und anschlieend demselben Temperaturprogramm unterzogen.

Zur Carbonisierung der Kohlenstoffvorlauferverbindung wurde das Produkt in
einem Calcinationsofen fiir 3 h im Argon-Strom bei 900 °C erhitzt. Zuvor wurde die
Temperatur mit einer Aufheizrate von 1 °C-min~! erhoht.

Entfernung des Silica-Templats und Herstellung des nanoporésen Kohlen-
stoffs CMK-3

Zur Entfernung des Silica-Templats aus dem erhaltenen Silica-Kohlenstoff-Kom-
posit wurde Flusssaure (40%; Sigma Aldrich, Deutschland) verwendet. In einem Polypro-
pylen-Becherglas wurden zu 1 g des Silica-Kohlenstoff-Komposits unter vorsichtigem
Rithren 7.2 mL Flusssdure gegeben. Anschlieflend wurde das Gemisch fiir 5 h gertihrt.
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Nach dem Atzvorgang wurde der schwarze Feststoff abfiltriert und intensiv mit dest.
Wasser und anschlieffend mit Ethanol gewaschen. Die Trocknung des Feststoffes er-
folgte anschlieffend bei 80 °C im Umluftofen.

Herstellung von Elektrodenpasten

Zur Herstellung von Elektrodenpasten aus dem nanopordsen Kohlenstoff CMK-3
wurde der Kohlenstoff mit Hilfe eines Binder-Polymers in einem Losungsmittel disper-
giert. Als Vergleich wurde ebenfalls eine kommerziell hergestellte, pulverféormige Ak-
tivkohle (Sigma Aldrich, Deutschland; reinst, Methylenblau-Adsorption > 12 ml) ver-
wendet und analog zu Elektrodenpasten verarbeitet. Diese Elektrodenpasten konnten
im Folgenden fiir die Beschichtung von Elektroden genutzt werden. Es wurden drei un-
terschiedliche Binder-Polymere verwendet: Chitosan (Chit)'3, das Natriumsalz der Car-
boxymethylcellulose (CMC)'* und Polyvinylidenfluorid (PVDF)!4® Die Strukturformeln
dieser drei Binder-Polymere sind in Abbildung 3.2 dargestellt.

OH OH OR HO H OF
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HO H HO HO oR 0 [
NH, N NH, OR . P,

R = H oder CH,COONa
Abbildung 3.2: Strukturformeln der drei in dieser Arbeit verwendeten Binder-Polymere zur

Herstellung der Elektrodenpasten aus nanoporosen Kohlenstoffen: Chitosan (Chit), das Natrium-
salz der Carboxymethylcellulose (CMC) und Polyvinylidenfluorid (PVDF) (von links nach rechts).

Es wurde Chitosan (mittleres Molekulargewicht; Sigma Aldrich, Deutschland)
mit einem Deacetylierungsgrad von 75-85% verwendet. Einzelne Experimente wurden
mit einem Chitosan mit geringerem Molekulargewicht (Deacetylierungsgrad: > 75%;
Sigma Aldrich, Deutschland) durchgefiithrt. Zur weiteren Verwendung in den Elektro-
denpasten wurde das Chitosan in 6-%iger Essigsaure (0.1 M; Sigma Aldrich, Deutschland)
mit einer Konzentration von 7.5-30 mg-mL~! gelost. Aulerdem wurden Elektrodenpas-
ten aus drei unterschiedlichen Natriumsalzen der Carboxymethylcellulose (Sigma Ald-
rich, Deutschland) hergestellt: mittlere Viskositat (Substitutionsgrad: 0.60-0.95), Mole-
kulargewicht: ~ 90.000 g-mol™!  (Substitutionsgrad: 0.7) und  Molekulargewicht:
250.000 g-mol~! (Substitutionsgrad: 0.7). Diese wurden jeweils in Reinstwasser gelost
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(13.8-44 mg-mL™!). Als einziges vollstandig synthetisches Binder-Polymer wurde pul-
verformiges PVDF (Sigma Aldrich, Deutschland) mit einem vom Hersteller angegebenen
mittleren Molekulargewicht von 534.000 g-mol™! verwendet. Zur Herstellung der Poly-
mer-Losung (31-54 mg-mL™') wurde N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP, > 99%; Sigma Ald-
rich, Deutschland) verwendet.

Bei der Herstellung der Elektrodenpasten wurden sowohl die Massenkonzentra-
tion der Binder-Polymer-Losung, als auch das Massenverhaltnis Binder-Polymer zu
Kohlenstoff sowie das Volumen an Binder-Polymer-Losung pro Gramm Kohlenstoff va-
riiert.

Unabhéngig von der Materialzusammensetzung erfolgte die Herstellung der
Elektrodenpasten nach einer allgemeinen Vorgehensweise. Das Binder-Polymer wurde
in dem jeweiligen Losungsmittel mit einem definierten Massengehalt durch Einsatz ei-
nes Vortexmischers und Lagerung fiir 12 Stunden bei 60 °C im Umluftofen gelost. Dabei
wurde der Massengehalt des Binder-Polymers so variiert, dass die Viskositat der Losung
eine gute Verarbeitung ermdglichte und sich die daraus hergestellte Elektrodenpaste fiir
die Beschichtung eignete. Ein bestimmtes Volumen (2-3.5 mL) der Binder-Polymer-Lo6-
sung wurde tropfenweise zu einer definierten Menge des Kohlenstoff-Materials (500 mg)
hinzugefiigt. Das Gemisch wurde wahrenddessen mit Hilfe eines Metallspatels gut
durchmischt. Nach dieser Vorvermischung erfolgte der eigentliche Vermischungsvor-
gang nach zwei unterschiedlichen Prozeduren.

Zur Vermischung der drei Komponenten wurde zum einen eine sogenannte du-
ale asymmetrische Zentrifuge des Typs SpeedMixer™ der Firma Hauschild & Co. KG
(Deutschland) verwendet. Es wurde ein Mischprogramm durchgefiihrt, welches aus funf
Zyklen a 2 min bei einer Umdrehungsgeschwindigkeit von 1140 rpm bestand. Die Ver-
mischung erfolgte in 12 mL-PP-Bechern.

Als weitere Methode zur Vermischung bei der Herstellung der Elektrodenpasten
diente eine Planetenkugelmiihle des Typs PM100 des Herstellers Retsch (Deutschland).
Kohlenstoff und Binder-Polymer-Losung wurden dazu direkt in einem Mahlbecher
(ZrO2, Mahlbechergrofle: 50 mL), wie oben beschrieben, vermengt. Zu der vorvermisch-
ten Paste wurde eine ZrO2-Mahlkugel (Durchmesser: 2 cm) gegeben. Es wurde ein 20-
minitiges Mahlprogramm mit einer Drehzahl von 400 rpm angewendet, bei dem alle
fiinf Minuten die Drehrichtung gewechselt wurde.

Sowohl die Vermischung in der dualen asymmetrischen Zentrifuge als auch in
der Planetenkugelmiihle zur Herstellung der Elektrodenpasten wurden direkt vor den
Beschichtungsvorgangen ausgefiithrt, da sich die Elektrodenpasten nicht als langzeit-
stabil erwiesen und zu zeitnahem Eintrocknen neigten.
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Herstellung von Dispersionen der porésen Kohlenstoffe

Zur Anwendung bei der Sprithbeschichtung wurden wéssrige Dispersionen der
pordsen Kohlenstoffe mit Chitosan als Binder-Polymer hergestellt, die eine deutlich ge-
ringere Viskositat als die fiir die Rakelbeschichtung verwendeten Elektrodenpasten auf-
wiesen. Dafiir gab es zwei unterschiedliche Vorgehensweisen. Zum einen wurden die
fertig vermischten Elektrodenpasten direkt mit Reinstwasser im Verhéaltnis 1:100 ver-
diinnt. Zum anderen wurden die einzelnen Komponenten, Binder-Polymerlésung, Koh-
lenstoff und Wasser, direkt in einem Gefaf3 mit Hilfe eines Ultraschalldesintegrators ver-
mischt. Dazu wurden 2 mL der entsprechenden Chitosan-Losung mit 18 mL Reinstwas-
ser verdinnt und anschlieflend erfolgte die Zugabe des Kohlenstoffs. Das Gemisch
wurde fiir 30 Minuten im Ultraschall-Bad behandelt und danach mit weiteren 180 mL
Reinstwasser verdiinnt. Die Dispersion wurde mit einem Ultraschalldesintegrator (Bran-
son Digital Sonifier 450D, Branson Ultrasonics, USA) bei einer Leistung von 100 W fiir
15 Minuten behandelt.

Beschichtungsmethoden zur Herstellung von Elektrodenbeschichtungen aus porésen
Kohlenstoffen

Zur Beschichtung der Metallsubstrate mit Elektrodenpasten aus porésem Koh-
lenstoff bzw. Aktivkohle wurde neben der Methode der Rakelbeschichtung ebenfalls die
Sprithbeschichtung eingesetzt. Das grundlegende Prozedere der Rakelbeschichtung zur
Herstellung von kohlenstofthaltigen Beschichtungen fiir Elektroden basiert auf den Ar-
beiten von Thomas Marks et al. und wurde fur die spezifischen Voraussetzungen ange-
passt und modifiziert.!4°

Fir die Rakelbeschichtungen wurde als Unterlage bzw. Halterung fiir die Sub-
strate eine 15 x 20 cm? grofle Aluminium-Platte verwendet. Diese Platte ist mit einer
Vertiefung versehen worden, in die die Substrate (1.5 x 1.5 cm?) so eingesetzt werden
konnten, dass nur ein geringer Spalt sowie kein Hohenunterschied zwischen der Sub-
strat-Oberflache und der Oberflache der Aluminium-Platte bestand. Der Beschichtungs-
vorgang ist schematisch in Abbildung 3.3 dargestellt. Direkt nach der in Abschnitt 3.1.1
im Unterkapitel Reinigung der Substrate mit Piranha-Sdure beschriebenen Behandlung
wurden die Substrate in die Vertiefung der Platte eingesetzt. Die frisch vermischte Elek-
trodenpaste wurde mit Hilfe eines Spatels oder einer Direktverdranger-Pipette auf die
Platte direkt vor das Substrat aufgetragen. Die Rakel wurde anschlieffend mit moglichst
konstanter Geschwindigkeit manuell iiber die Platte gezogen. Das beschichtete Substrat
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wurde vorsichtig aus der Halterung entfernt und, soweit nicht anders angegeben, fiir
mind. 12 h bei 80 °C im Umluftofen getrocknet.

Elektrodenpaste

4-Schichtrakel Substrat

Abbildung 3.3: Schematische sequentielle Darstellung der Beschichtung eines Substrates mit
Hilfe der Rakelbeschichtung. Das zu beschichtende Substrat wurde in die Vertiefung der dafiir ange-
fertigten Platte eingesetzt. Anschliefend wurde die Elektrodenpaste vor das Substrat aufgetragen und die
Rakel tiber das Substrat gezogen.

Fiir die Rakelbeschichtungen wurde eine Lackhantel des Herstellers BYK-Gardner
GmbH (Deutschland) verwendet. Dabei handelt es sich um eine 4-Schichtrakel aus rost-
freiem Edelstahl, welche eine Filmbreite von 80 mm und vier verschiedene Spalth6hen
(50, 100, 150 und 200 pm) bietet. Um die optimale Qualitdt der Beschichtungen zu errei-
chen, wurden neben der Variation bei der Zusammensetzung und Vermischung der
Elektrodenpasten auch die unterschiedlichen Spalthéhen sowie unterschiedliche Volu-
mina der auf die Platte aufgetragenen Elektrodenpaste verwendet. Standardméafig
wurde die Spalthéhe von 200 um verwendet.

Die generelle Vorgehensweise der Sprithbeschichtung wurde bereits in Abschnitt
3.1.2 im Unterkapitel Sprithbeschichtung mit Dispersionen aus Kohlenstoff-Nanoréhren er-
lautert. Es wurden die Dispersionen verwendet, die, wie im vorangegangenen Unterka-
pitel Herstellung von Dispersionen aus den porosen Kohlenstoffen beschrieben, hergestellt
wurden. Direkt vor der Verwendung wurden diese nochmals 30 Minuten mit dem

Ultraschallbad behandelt.

3.1.4 Zellkulturuntersuchungen

Um Aussagen iiber die Bio- bzw. Zytokompatibilitidt der kohlenstoff-basierten
Beschichtungen erhalten zu konnen, wurden verschiedene Zellkultur-Experimente
durchgefiihrt. Dabei wurden sowohl Zellen direkt auf den Kohlenstoff-Filmen kultiviert
als auch in Zellkulturmedium, in welchem zuvor die Kohlenstoft-Filme gelagert wurden.
In diesem Abschnitt werden die Durchfithrung dieser Experimente sowie deren Auswer-
tung und Analyse beschrieben. Diese Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit
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der Klinik fiir Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde der Medizinischen Hochschule Hannover
(MHH) sowie dem Institut fiir Technische Chemie der Leibniz Universitdt Hannover durch-

gefiihrt.

Durchfiihrung der Zellkulturuntersuchungen mit Fibroblasten und Beschichtungen

aus Kohlenstoff-Nanoréhren

Die Zellkulturuntersuchungen der Filme aus Kohlenstoff-Nanoréhren mit
NIH3T3-Fibroblasten wurden von Jennifer Schulze aus der Klinik fiir Hals-, Nasen-, Oh-
renheilkunde der Medizinischen Hochschule Hannover (MHH) durchgefiihrt.

Fur erste Zytokompatibilitats-Tests der Filme aus Kohlenstoff-Nanorohren
wurde die murine Fibroblasten-Zelllinie NIH3T3 verwendet. Diese wurde lentiviral infi-
ziert, damit das griin fluoreszierende Protein (GFP) als Marker exprimiert werden
konnte. Die Generierung des lentiviralen Vektors und Prozedur der Infektion wurde de-
tailliert von Warnecke et al. (2007)'4! beschrieben.

Die NIH3T3-Fibroblasten wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM,
hoher Glucose-Gehalt; Biochrom, Deutschland) unter Standardbedingungen (37 °C,
5% COz) kultiviert. Zusatzlich wurden sowohl 10% fetales Kalberserum (FCS, engl.: fetal
calf serum; Biochrom, Deutschland) als auch 1% Penicillin (Biochrom, Deutschland) zuge-
setzt. Die Zellen wurden mit einer Dichte von 1-10* Zellen pro Probe in einer 6er-Zell-
kultur-Multiwell-Platte (Greiner Bio-One, Deutschland) ausgesit. Nachdem den Zellen
die Moglichkeit gegeben wurde auf den Proben zu adhérieren, wurden die Proben nach
24 h in eine neue 6er-Zellkultur-Platte tibertragen. Die Morphologie und Proliferation
der Zellen wurden taglich mit Hilfe eines Auflichtmikroskops (Olympus BX51, Olympus,
Deutschland) tiberpriift und es wurden repréisentative Bilder aufgenommen. Nach vier
Tagen wurden die Zellen von den Proben mit Hilfe einer Trypsin-EDTA-L6sung (0.25%;
Biochrom, Deutschland) zur folgenden Quantifizierung abgeldst. Die Anzahl der leben-
den Zellen wurde anschlieBend mit Hilfe einer Neubauer-Kammer (Blaubrand Neubauer
improved, Brand, Deutschland) und dem Trypanblau-Ausschlusstest (Verdiinnung 1:2;
Sigma Aldrich, Deutschland) bestimmt.

Durchfiihrung der Zellkulturuntersuchungen mit Spiral-Ganglion-Nervenzellen und
Beschichtungen aus Kohlenstoff-Nanordhren

Um den Einfluss auf Nervenzellen fiir die unterschiedlichen Arten von Beschich-

tungen aus Kohlenstoff-Nanoréhren zu ermitteln, wurden frisch isolierte Spiral-
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Ganglion-Zellen (SGC, engl.: spiral ganglion cell) auf CNT-beschichteten Platin-Substra-
ten kultiviert. Die Praparation der Zellen und die eigentlichen Zellkulturen wurden von
Jennifer Schulze und Athanasia Warnecke aus der Klinik fiir Hals-, Nasen-, Ohrenheil-
kunde der Medizinischen Hochschule Hannover (MHH) durchgefiihrt.

Die primére Zellkultur der SGCs wurde aus neonatalen Sprague-Dawley-Ratten
prapariert. Zu diesem Zweck wurden nach der Dekapitation der Tiere die Cochleae iso-
liert und unter dem Mikroskop zerlegt. Anschlielend wurde nach dem von Wefstaedt et
al. (2005)'42 beschriebenen Protokoll vorgegangen, um die enzymatische und mechani-
sche Abtrennung des Ganglion spirale durchzufithren. Danach wurde die Anzahl der le-
benden Zellen mit Hilfe einer Neubauer-Kammer (Blaubrand Neubauer improved, Brand,
Deutschland) und dem Trypanblau-Ausschlusstest (Verdinnung 1:2; Sigma Aldrich,
Deutschland) bestimmt. Die beschichteten und unbeschichteten Platin-Substrate wur-
den in einer 12er-Zellkultur-Testplatte (TPP Techno Plastic Products, Schweiz) platziert.
Die abgetrennten Spiral-Ganglion-Zellen wurden mit einer Dichte von 1-10* Zellen pro
Probe pro Well ausgesiat. Die SGC-Kulturen wurden unter Standardbedingungen in
SGC-Medium kultiviert, welches aus serum-freiem Medium (Panserin 401, PAN Biotech,
Deutschland) erganzt durch HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfon-
saure, 25 mM Endkonzentration; Life Technologies, USA), Glucose (6 mg-mL~'; Braun
AG, Deutschland), Penicillin (30 U-mL~!; Griinenthal GmbH, Deutschland), N-2-Supple-
ment (3 ug-mL~Y; Life Technologies, USA) sowie Insulin (5 pg-mL™!; Sigma Aldrich,
Deutschland) besteht. Nach der Inkubation tiber 48 h wurden die SGCs 10 min mit Para-
formaldehyd-Losung (PFA, 4%; Sigma Aldrich, Deutschland) fixiert und anschlieend
mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS; PBS-Tabletten, Life Technologies, Deutsch-
land) gespilt. Die SGCs wurden auf den drei unterschiedlichen CNT-Beschichtungen
(Bayer MWNTs, Fraunhofer SWNTs, SWeNT SWNTs) und unbeschichtetem Platin kul-
tiviert.

Auflerdem erfolgte eine Kultivierung auf unbeschichtetem Platin und dem Boden
der Zellkultur-Platten, welche mit Poly-D/L-ornithin (0.01 mg-mL~; Sigma Aldrich, USA)
und Laminin (0.1 mg-mL~!, murin; Life Technologies, USA) beschichtet wurden. Diese
dienten als weitere Kontrollen. Fiir diese Beschichtung wurden die beiden jeweiligen
Stammlosungen (Poly-D/L-ornithin: 10 mg-mL~!; Laminin: 1 mg-mL~!) mit PBS auf die
oben genannten Konzentrationen verdiinnt. Zuerst wurde die Poly-D/L-ornithin-Lésung
fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in das jeweilige Well gegeben. Anschlieffend wurde
die Losung entfernt und das Well mit PBS gewaschen. Dasselbe wurde fiir die Laminin-
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Losung bei 37 °C wiederholt. Auch hier wurde nach Entfernen der Losung mit PBS ge-
spiilt. Die Proben wurden nach der Beschichtung mit Poly-D/L-ornithin und Laminin
unter PBS bei 4 °C gelagert.

Erkldrung zu den ethischen Grundsdtzen bei der Isolierung von Spiral-Ganglion-
Neuronen aus neonatalen Ratten

Die Experimente und Analysen der in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse zu Zell-
kulturuntersuchungen mit Spiral-Ganglion-Neuronen wurden im Zeitraum von Mérz
2014 bis Oktober 2015 durchgefiihrt. Die Experimente wurden in Ubereinstimmung mit
den institutionellen Richtlinien fiir den Tierschutz der Medizinischen Hochschule Hanno-
ver (MHH) durchgefiihrt und folgten den Standards, die im deutschen Tierschutzgesetz
(TierSchG) und in der Europdischen Richtlinie 2010/63/EU zum Schutz der fiir wissen-
schaftliche Zwecke verwendeten Tiere beschrieben werden. Die Euthanasie fiir die
in-vitro-Experimente wurde durch die zustindige lokale Behorde (Institut fiir Versuchs-
tierkunde und Zentrales Tierlaboratorium, Medizinische Hochschule Hannover) unter der
Nummer 2013/44 registriert und genehmigt sowie regelméflig, wie vom Gesetzgeber ge-
fordert, angezeigt. Fiir die exklusive Totung von Tieren zur Gewebeanalyse in der Wis-
senschaft ist keine weitere Genehmigung nétig, wenn keine weitere Behandlung im Vor-
feld erfolgt ist (§4). Die Ratten wurden zu Studien- und Forschungszwecken geziichtet
und geboren. Der Zuchtbestand wurde von der Firma Charles River geliefert und zusam-
men mit seinen Wiirfen in der lizenzierten Einrichtung, dem Institut fiir Versuchstier-
kunde und Zentrales Tierlaboratorium der Medizinischen Hochschule Hannover, unterge-
bracht. Um die Stressbelastung der neonatalen Ratten zu minimieren, wurde die Eutha-
nasie durch Dekapitation von einer lizenzierten Person vor jeglicher weiterer Experi-

mentierung durchgefiihrt.

Immunfluoreszenz-Anfirbung der Spiral-Ganglion-Zellkulturen

Die abgetrennten SGC-Kulturen sind gemischte Zellkulturen, die neben den Ner-
venzellen auch aus Fibroblasten und Gliazellen bestehen. Zur Identifizierung der Spiral-
Ganglion-Neuronen (SGNs) in den gemischten SGC-Kulturen wurde ein Neurofilament-
Antikorper (200 kDa, monoklonal aus der Maus, Klon RT97; Leica Biosystems, Deutsch-
land) als neuron-spezifischer Marker verwendet. Die Gliazellen wurden mit dem S100-
Antikorper (5100 Isoform, polyklonal aus dem Kaninchen; abcam, Grofibritannien) an-
gefarbt. Alle auf den Platin-Proben kultivierten Zellen wurden mit Paraformaldehyd-
Losung (PFA, 4%; Sigma Aldrich, Deutschland) fixiert und mit Triton X-100(0.25%; Sigma
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Aldrich, Deutschland) fiir 10 min in PBS permeabilisiert. Nach dreimaligem jeweils finf-
miniitigem Waschen mit 0.1% Triton X-100 in PBS (PBT; Sigma Aldrich, Deutschland)
wurden die Proben 1 h in einem Blockpuffer inkubiert, der 5% FCS (Biochrom, Deutsch-
land) enthielt. Anschlieffend wurden die Proben weitere drei Male fiir 3 min mit PBT
gewaschen und die Zellen in einer Losung aus den priméren Antikorpern anti-Neuro-
filament (1:500) und anti-S100 (1:50) tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Losung wurde
mit einem Antikorper-Verdinnungspuffer verdiinnt, der 2% FCS (Biochrom, Deutsch-
land) und 1% Rinderalbumin (BSA, Sigma Aldrich, Deutschland) in PBT enthielt. Es folg-
ten drei Waschschritte fiir jeweils 5 min in PBT und danach eine Inkubation fiir 1 h bei
Raumtemperatur in Losungen der fluoreszenz-konjugierten sekundédren Antikorper
Alexa Fluor 488 (1:1000, anti-Maus aus der Ziege; Jackson ImmunoResearch, USA) und
Alexa Fluor 594 (1:500, anti-Kaninchen aus der Ziege; Jackson ImmunoResearch, USA)
sowie 4°,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI, 1:250; AppliChem, Deutschland). Zum Ab-
schluss wurden die Proben noch mit PBS gewaschen und darin gelagert. Es wurden mit
Hilfe eines Auflichtmikroskops (Olympus BX51, Olympus, Deutschland) reprasentative
Bilder der Proben aufgenommen und die Anzahl der iiberlebenden SGNs bestimmt, in-
dem alle neurofilament-positiven Zellen mit einer Neuriten-Lange von mindestens drei-
mal dem Durchmesser des Zellsomata (auch Perikaryon genannt) gezahlt wurden.!43

Durchfiihrung der Zellkulturuntersuchungen mit CNT-Uberstdnden

Um den Einfluss moglicher freigesetzter Substanzen aus den Beschichtungen aus
Kohlenstoff-Nanoréhren zu untersuchen, wurden Zellkulturuntersuchungen mit Spiral-
Ganglion-Zellen und CNT-Uberstianden durchgefithrt. Zu diesem Zweck wurden CNT-
beschichtete Platin-Proben uiber finf Tage in DMEM inkubiert, dem sowohl 10% FCS
(Biochrom, Deutschland) als auch 1% Penicillin und Streptomycin (Biochrom, Deutsch-
land) hinzugefiigt wurden. Die Uberstinde wurden gesammelt und zu frisch isolierten
SGCs (s.0.) hinzugegeben. Die abgetrennten SGCs wurden mit einer Dichte von 1-10*
Zellen pro Well in einer 96er-Zellkultur-Multiwell-Platte (Nunc, Nunclon Surface,
Thermo Fisher Scientific, USA) ausgesit und fiir 48 h in einer 1:1-Mischung aus den ge-
sammelten Uberstinden der drei unterschiedlichen Typen von CNT-beschichteten Pro-
ben und dem SGC-Medium kultiviert. Eine Aussaat-Kontrolle wurde bereits 4 h nach der
Ausplatierung fixiert. Als weitere Kontrollen wurden SGCs in SGC-Medium ohne Se-
rum-Zusatz (Medium-Kontrolle), in SGC-Medium ergénzt durch 50 ng-mL~! BDNF (In-
vitrogen by Life Technologies, USA) (BDNF-Kontrolle) und serum-haltigem Medium
(FCS-Kontrolle) kultiviert. Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurden die Zellen fiir
10 min mit einem 1:1-Gemisch aus Aceton (7. T. Baker, Niederlande) und Methanol (Carl
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Roth, Deutschland) fixiert und mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS; PBS-Tabletten,
Life Technologies, Deutschland) gewaschen.

Zur Quantifizierung des neuronalen Uberlebens wurde eine neuron-spezifische
Farbung zur Identifizierung der SGNs verwendet. Die fixierten Zellen wurden dement-
sprechend mit dem Neurofilament-Antikorper (200 kDa, monoklonal aus der Maus, Klon
RT97; Leica Biosystems, Deutschland), einem sekundéren biotinyliertem Maus-Antikor-
per und einer ABC-Komplex-Losung unter der Verwendung des Vectastain Elite ABC Kit
(Vector Laboratories Inc., USA) angefarbt. Die Prozedur wurde bereits detailliert in der
Literatur beschrieben.'*? Die Antikérper-Komplexe wurden durch den Zusatz von Dia-
minobenzidin (Peroxidase Substrate Kit DAB, Vector Laboratories Inc., USA) sichtbar ge-
macht. Als lebende Zellen wurden neurofilament-positive Zellen definiert, deren Neurite
eine Lange von mindestens dreimal des Durchmessers des Zellsomata aufwiesen.!*3 Mit
Hilfe eines Auflichtmikroskops (Olympus BX51, Olympus, Deutschland) wurde ihre An-
zahl bestimmt und représentative wurden Bilder aufgenommen. Die Uberlebensrate
wurde bestimmt, indem die Anzahl an lebenden Neuronen pro Well in Beziehung gesetzt
wurde zur mittleren Aussaat-Dichte (mittlere Anzahl der Neuronen in der Aussaat-Kon-
trolle) derselben Zellkultur-Platte.

Diese Zellkulturen und lichtmikroskopischen Aufnahmen der Proben wurden
von Jennifer Schulze und Athanasia Warnecke aus der Klinik fiir Hals-, Nasen-, Ohren-
heilkunde der Medizinischen Hochschule Hannover (MHH) durchgefiihrt.

Statistische Analyse der Zellkultur-Untersuchungen mit CNTs

Zur weiteren Auswertung wurden die Zellkulturuntersuchungen mit CNT-Be-
schichtungen mit Hilfe von statistischen Analysemethoden ausgewertet. Dazu wurde
das Programm Prism 5 (GraphPad, USA) verwendet. Die Ergebnisse wurden mit einer
einfachen Varianzanalyse (ANOVA, engl.: analysis of variance) validiert und anschlie-
3end folgte ein multipler Vergleichstest nach der Bonferroni-Methode. Es wurde das tib-
liche Signifikanzniveau von P < 0.05 verwendet.!4* Alle quantitativen Daten reprasentie-
ren das Mittel von jeweils mindestens drei unabhiangigen Ansétzen (N), wobei fiir jede
Probe mindestens ein Duplikat mit einbezogen wurde (n). Die Fehlerbalken in den da-
zugehorigen Abbildungen geben den Standardfehler des Mittelwertes (SEM, engl.: stan-
dard error of the mean) an. Die Signifikanzniveaus wurden wie folgt festgelegt: *p < 0.05
(signifikant); **p < 0.01 (sehr signifikant); ***p < 0.001 (hoch signifikant).!4*
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Durchfiihrung der Zellkulturuntersuchung mit Fibroblasten und Beschichtungen

aus porosen Kohlenstoffen

Zellkulturuntersuchungen mit zwei verschiedenen Zelllinien von Fibroblasten
(L929 und GFP-NIH3T3) und den Beschichtungen mit pordsen Kohlenstoffen wurden
von Dr. Antonina Lavrentieva vom Institut fiir Technische Chemie der Leibniz Universitdt
Hannover durchgefiihrt. Einleitende Experimente wurden von Jennifer Schulze aus der
Klinik fiir Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde der Medizinischen Hochschule Hannover (MHH)
durchgefiihrt. Das Pierce Protein Assay sowie die Messungen der Glucose- und Lactat-
Konzentration wurden auflerdem von Marline Kirsch, ebenfalls vom Institut fiir Techni-
sche Chemie, durchgefiihrt.

Vor Beginn der Durchfithrung der eigentlichen Kultivierung der Zellen wurden
die beschichteten und unbeschichteten Proben mindestens 30 min von beiden Seiten UV-
sterilisiert (UV-C, 200-280 nm). Es wurde fiir alle Untersuchungen 1 mL pro Well bzw.
Probe DMEM (Biochrom, Deutschland) mit einem Zusatz von 1% Penicillin und Strepto-
mycin (Biochrom, Deutschland) als Medium verwendet. Diesem Medium wurden auf3er-
dem 10% Humanserum AB (S-41-M; c.c.pro GmbH, Deutschland) hinzugefiigt. Teilweise
wurde vor der Kultivierung ein Schritt zur Gleichgewichtseinstellung zwischen Proben
und Bestandteilen des Mediums eingefiigt. Dazu wurden die Proben iiber 24 Stunden in
1 mL Medium bzw. Humanserum-Losung gelagert und diese Losung anschlieffend ent-
fernt. Die Kultivierung fand jeweils unter Standardbedingungen (37 °C, 5% COz) in 12er-
Zellkultur-Multiwell-Platten (Cellstar®, Greiner Bio-One, Deutschland) statt. Als weitere
Kontrolle wurde eine 6er-Zellkultur-Multiwell-Platte (Sarstedt, Deutschland) mit einer
Wachstumsoberflache fiir adhdrente Zellen verwendet. Die Kultivierungszeit wurde bei
den unterschiedlichen Experimenten variiert (24, 72 und 96 h). Die Zellen wurden je-
weils mit einer Dichte von 1-10* bzw. 1.4-10* Zellen pro Probe bzw. Well ausgesit und
vorher in 250 bzw. 400 uL. Medium suspendiert. Nachdem den Zellen Zeit gegeben wurde
zu adhérieren, wurden die 1 mL Medium hinzugefiigt. Wahrend der Kultivierung wur-
den Zeitraffer-Aufnahmen mit einem Mikroskop des Typs Lumascope 600 (Etaluma,
USA) aufgenommen. Nach der Kultivierung wurden fluoreszenzmikroskopische Auf-
nahmen mit einem inversen Mikroskop des Typs Olympus IX50 (Olympus, Deutschland)
angefertigt.

L929-Fibroblasten wurden nach der Kultivierung auf den Proben mit Calcein-AM
(3 uM in DMEM basal; Merck Millipore, Deutschland) und Propidiumiodid (PL, 2.5 uM;
Sigma Aldrich, Deutschland) fiir eine Lebend-Tot-Farbung (live-dead-staining) angefarbt.
Nach der Zugabe der jeweiligen Losung wurde fiir 15 min inkubiert. Hierbei wird das
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nicht-fluoreszierende Reagenz Calcein-AM als Acetoxymethylester des Fluoreszenzfarb-
stoffes Calcein zum Test der Zell-Viabilitat fiir die kurzzeitige Markierung lebender Zel-
len verwendet. Durch die Maskierung mit den Acetoxymethyl-Gruppen kann Cal-
cein-AM durch die Zellmembran in lebende Zellen transportiert werden. Gleichzeitig
koénnen so Calcium-Ionen von dem Molekiil nicht komplexiert werden. Innerhalb leben-
der Zellen setzen Esterasen Calcein-AM enzymatisch durch Abspaltung der Acetoxyme-
thyl-Gruppen so zu Calcein um (siehe: Abbildung 3.4). Calcein chelatisiert Calcium-Io-
nen innerhalb der Zelle, dies fithrt zu einer intensiven, griinen Fluoreszenz. Abgestor-
bene Zellen hingegen besitzen keine aktiven Esterasen, die Calcein-AM zu Calcein um-

setzen konnten. Daher kommt es zu keiner griinen Fluoreszenz bei abgestorbenen Zel-
len.1%

o) CH, HiC 0
HOOC HO. 0. OH COOH
RooC._ 0 o _coor h O O
\| O O r HOOC.__N N.__-COOH
ROOC. N N COOR

~ Esterase (o)
_—’.
. S

o & b"‘v:\oJk ?

Calcein-AM Calcein

CH,

Abbildung 3.4: Reaktion der Vorliufer-Reagenz Calcein-AM zum Fluoreszenzfarbstoff Cal-
cein mit Hilfe von Esterasen. Durch Maskierung der Carboxyl-Gruppen von Calcein mit Acetoxyme-
thyl-Gruppen kann der Vorldufer Calcein-AM in lebende Zellen eindringen. Uber die Abspaltung dieser
Gruppen durch unspezifische Esterase-Aktivitdt im Inneren von lebenden Zellen entsteht der Fluores-
zenzfarbstoff Calcein. Dieser ist in der Lage Calcium-Ionen innerhalb der Zellen zu chelatisieren, was zu

einer intensiven griinen Fluoreszenz fithrt.!%

Gleichzeitig konnen durch die Verwendung von Propidiumiodid abgestorbene
Zellen ebenfalls mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops sichtbar gemacht werden. Propi-
diumiodid wirkt als Nukleinsaure-Interkalator und kann nur die perforierte Zellmemb-
ran von toten Zellen nicht aber die intakte von lebenden durchdringen. Wenn Propidi-
umiodid in DNA interkaliert, weist es eine rote Fluoreszenz auf.14

Somit kann durch fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bei den zwei unter-
schiedlichen jeweiligen Anregungswellenldngen und nachtrigliche Uberlagerung dieser
zwei Aufnahmen eine simultane ortsaufgeldste Identifizierung lebender und toter Zellen
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erfolgen. In diesen Bildern weisen dementsprechend lebende Zellen eine griine Farbung
und tote Zellen eine rote Farbung auf.

Eine Quantifizierung erfolgt iiber die Auszéhlung der auf den fluoreszenzmikro-
skopischen Aufnahmen lebendigen, griin gefiarbten Zellen mit Hilfe der Software Image}
1.49m (National Institutes of Health, USA). Dazu wurden fiir jede Probe fiinf reprasenta-
tive Bilder aufgenommen und die auf diesen Aufnahmen sichtbaren Zellen durch eine
definierte Vorgehensweise automatisiert iiber die Software ausgezahlt.

Auflerdem wurden mit den Beschichtungen der pordsen Kohlenstoffe Extrakti-
ons-Tests nach der ISO-Norm 10993-12:2012 (Biologische Beurteilung von Medizinproduk-
ten — Teil 12: Probenvorbereitung und Referenzmaterialien) durchgefithrt. Dazu wurden
die jeweiligen Proben fiir 72h in 1 mL DMEM in 12er-Zellkultur-Multiwell-Platten
(Cellstar®, Greiner Bio-One, Deutschland) unter Standardbedingungen inkubiert. An-
schliefend wurden 100 pL des Extraktionsmediums entnommen. L929-Fibroblasten
wurden in einer Konzentration von 8000 Zellen/Well in einer 96er-Zellkultur-Micro-
Platte (Cellstar®, Greiner Bio-One, Deutschland) in 100 pL. DMEM (+ 1% Penicillin und
Streptomycin, + 10% FCS) ausplattiert und fiir 24 h inkubiert. Danach wurde das Medium
entfernt, 100 puL/Well des Extraktionsmediums hinzugefiigt und weitere 24 h inkubiert.

Die Bestimmung der Zellanzahlen erfolgt mit Hilfe des CellTiter-Blue (CTB)-As-
says. Dabei handelt es sich um einen Viabilititstest, der anhand der metabolischen Ak-
tivitat indirekt die Viabilitat der Zellen bestimmt. In dem CTB-Reagenz ist der dunkel-
blaue Farbstoff Resazurin enthalten, welcher von lebenden Zellen zu dem pinken fluo-
reszenten Resorufin reduziert wird. Resorufin absorbiert Licht der Wellenlédnge 579 nm
und emittiert Licht der Wellenlange 584 nm.
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Abbildung 3.5: Reduktion des blauen Farbstoffes Resazurin zum rosafarbenen, fluoreszieren-
den Farbstoff Resorufin. Die metabolische Aktivitit aktiver lebender Zellen fithrt zur Reduktion von
Resazurin zum fluoreszierenden Resorufin. Die entstehende Fluoreszenz ist proportional zur Anzahl le-
bender Zellen.
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Zur Verwendung des CTB-Assays wurde das Zellmedium vollstindig entfernt,
anschlieflend einmal mit PBS-Losung gewaschen und die 10%ige CTB-Losung hinzuge-
geben. Die Proben wurden dann 30 min unter Standardbedingungen inkubiert. Die Flu-
oreszenz wurde anschlieBend mit Hilfe eines Fluoreszenzplattenlesegerats Fluoroskan
Ascent (Thermo Scientific GmbH, Deutschland; Extinktion: 544 nm, Emission: 590 nm)
bestimmt.

Fir einige Experimente wurden die GFP-NIH3T3-Fibroblasten zusatzlich nach
der Kultivierung fixiert und die Zellkerne mit DAPI (DAPI-Stammloésung: 0.5 mg-mL~!
DAPI in Reinstwasser; DAPI-Puffer: 100 mM Tris pH 7, 150 mM NaCl, 1 mM CacCly, 0.5
MgClz, 0.1% Nonidet) angefarbt. Auflerdem wurden zur folgenden Quantifizierung die
Zellen von den Proben mit Hilfe einer Trypsin-EDTA-Losung (0.25%; Biochrom,
Deutschland) abgeldst. Dazu wurden pro Well 500 pL dieser Losung hinzugegeben und
nach fiinf Minuten bei 37 °C weitere 500 pL. Medium. Anschlieffend wurde fiir fiinf Mi-
nuten bei 300 g zentrifugiert. Der entstandene Pellet aus Zellen wurde in 20 pL. Medium
resuspendiert und mit 20 pL. Trypanblau-Losung behandelt. Die Anzahl der lebenden
Zellen wurde anschlieffend mit Hilfe einer Neubauer-Kammer (Blaubrand Neubauer im-
proved, Brand, Deutschland) und dem Trypanblau-Ausschlusstest (Verdiinnung 1:2;
Sigma Aldrich, Deutschland) bestimmt.

Zur Bestimmung der Glucose- und Lactat-Konzentration im Medium vor und
nach der Kultivierung wurde ein YSI 2900/2950 (Xylem Inc., USA) verwendet. Aulerdem
wurde die Osmolaritat mit Hilfe eines Osmomat 3000 (Gonotec GmbH, Deutschland) be-
stimmt.

Die zur Inkubation der Proben verwendeten Humanserum-Lésungen wurden fiir
ausgewdhlte Experimente mit Hilfe des Pierce BCA Protein Assays auf ihre Protein-Kon-
zentration sowohl vor als auch nach der Inkubation der Filme aus nanopordsen Kohlen-
stoffen und der entsprechenden Kontrollen untersucht. Dabei wurde das Pierce™ 660nm
Protein Assay von Thermo Scientific verwendet und streng der vom Hersteller vorgege-
benen Vorgehensweise gefolgt. Dazu wurde eine Standard-Kurve mit bekannter Protein-
Konzentration eines vorverdiinnten BSA-Protein-Assay-Standards im Bereich von 0 bis
2 mg-mL~! (0.25-Schritte) angesetzt. Je 10 pL der Standard-Losungen sowie der Proben-
Losungen (60-fach verdiinnt) wurden in eine 96-Well-Platte pipettiert. Nach Zugabe von
jeweils 150 pL der Protein-Assay-Reagenz wurde die abgedeckte Platte bei mittlerer Ge-
schwindigkeit fiir eine Minute mit einem Schiittler behandelt. Anschlieffend wurde nach
fiinf-minttiger Inkubation bei Raumtemperatur die Absorbanz jeder Losung bei 660 nm
mit Hilfe eines Plattenreaders (AE.L.VIS GmbH, Deutschland) bestimmt.
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3.2 Charakterisierungsmethoden

Dieses Kapitel dient zur Erlduterung und Beschreibung der in dieser Arbeit ver-
wendeten Analysemethoden. Fiir Standardmethoden wird vor allem auf die Durchfiih-
rung der Messungen, die jeweiligen Messparameter und etwaige Besonderheiten der
Messungen bzw. in der Probenvorbereitung eingegangen. In einigen Féllen wurde in-

tensiver auf die spezifischen Auswertungsmethoden eingegangen.

3.2.1 Elektronenmikroskopische Untersuchungsmethoden

Im Rahmen dieser Arbeit diente die Rasterelektronenmikroskopie dazu die To-
pographie und Morphologie der Materialien und der hergestellten Filme zu untersuchen.

Zur Untersuchung der Filme wurden diese auf ihrer Riickseite mit Hilfe eines
Diamantstiftes angeritzt und Probenstiicke geeigneter Grofie gebrochen. Diese wurden
mit Hilfe eines Graphit-Klebepads auf einem Messing- bzw. Edelstahl-Probentréiger fi-
xiert. Im Falle von Querschnitts-Aufnahmen erfolgte diese Fixierung auf speziellen Pro-
bentragern senkrecht zur Messebene. Feststoffe wurden direkt auf ein Graphit-Klebepad
aufgebracht, welches auf einem Messing-Probentrager fixiert war. Uberschiissige, nicht
haftende Feststoft-Partikel wurden vorsichtig im Stickstoff-Strom entfernt.

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen wurden an einem Feldemissions-
Rasterelektronenmikroskop des Typs JSM-6700F und an einem Rasterelektronenmikro-
skop des Typs JSM-6610LV des Herstellers JEOL durchgefiihrt. Fiir das Feldemissions-
Rasterelektronenmikroskop wurde ein Arbeitsabstand von 3 mm sowie eine Beschleu-
nigungsspannung von 2 kV gewéhlt. Diese Messungen wurden von Katharina Nolte,
Dennes Nettelroth und Bastian Hoppe durchgefiihrt.

3.2.2 Konfokalmikroskopie

Die Konfokalmikroskopie konnte zum einen zur Bestimmung der Schichtdicke
der Filme aus Kohlenstoff-Nanorohren und zum anderen zur Visualisierung der Topo-
graphie und Bestimmung der Rauheit der Filme dienen.

Konfokalmikroskopische Aufnahmen wurden an einem Leica DCM 3D des Her-
stellers Leica Microsystems von Hans-Christoph Schwarz durchgefiihrt. Als Objektiv
wurde ein EPI 150X-L verwendet und ein 3 pm konfokaler z-Scan durchgefiihrt. Die Aus-
wertung erfolgte mit Hilfe der Software Leica DCM3D 3.2.3.5 des Herstellers Sensofar
und mit der Software Gwyddion 2.45 vom Tschechischen Metrologie-Institut in Briinn,
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Tschechien. Dabei wurde jeweils eine Fliche von 5440 pm? (85 x 64 pm?) der Probe ge-
scannt.

Durch das mechanische Entfernen von Teilen der CNT-Beschichtungen konnten
mit Hilfe der konfokalmikroskopischen Aufnahmen die Schichtdicken der Filme be-
stimmt werden. Zur Entfernung der CNT-Beschichtung wurde mit Hilfe eines Kunst-
stoffspatels ein starker Kontaktdruck ausgeiibt, um die glatte Platinoberflaiche méglichst
nicht zu beschadigen.

Zur Ermittlung der Schichtdicke gibt es zwei unterschiedliche Ansétze: Auswer-
tung der Hohenprofile an den erzeugten Kanten zwischen Substrat und Schicht sowie

Betrachtung der Histogramme der ermittelten Datenpunkte der Hoheninformationen.

3.2.3 Rontgen-Diffraktometrie

Die synthetisierten porésen Kohlenstoffe und Silica-Template sowie die kom-
merziellen Aktivkohlen wurden mittels Rontgen-Beugungsmethoden in Reflexionsgeo-
metrie untersucht. Dabei wurden die Untersuchungen im Bereich kleiner Beugungswin-
kel durchgetfithrt, um Aussagen iiber die jeweiligen Porensysteme treffen zu kénnen. Die
Messungen wurden an einem Theta-Theta-Diffraktometer des Herstellers STOE
(Deutschland) durchgefiihrt. Durch einen Sekundarmonochromator aus Graphit-[002]
vor dem Detektor wurde von der polychromatischen Rontgen-Strahlung ausschlie3lich
CuK,;-Strahlung (A = 1.5406 A) durchgelassen. Die Feststoffe wurden im Bereich kleiner
Winkel von 0.7-4 °20, einer Schrittweite von 0.01 °20 und einer Messzeit von 10 s pro
Schritt gemessen. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Software WinXPow des
Herstellers STOE.

Da fiir den porésen Kohlenstoff CMK-3 und das Silica-Templat SBA-15 nur sehr
wenige und zudem stark verbreiterte Reflexe auftreten bzw. erwartet wurden, war eine
automatische Indizierung mit Hilfe der Software WinXPow nicht moglich. Daher erfolgte
die Auswertung der Reflexe auf Grundlage der Bragg-Gleichung. Fiir die beiden Sub-
stanzen wurde ein hexagonales Kristallgitter und ein hexagonales Porensystem in der
Ebenengruppe p6mm erwartet.!13138 Hierfiir ergibt sich aus der quadratischen Bragg-
Gleichung fir die erste Beugungsordnung folgende Gleichung zur Berechnung der Git-
terkonstante ar:
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Gt h* + hk + k*
' sind 3

(2)

a; : Gitterkonstante; A : Wellenldnge der Rontgen-Strahlung; 0: Reflexposition; h,k : Millersche Indices.

3.2.4 Spektroskopische Methoden

Im Rahmen dieser Arbeit wurden diverse unterschiedliche spektroskopische Me-
thoden zur Charakterisierung und Untersuchung der verschiedenen Materialien und
Elektroden verwendet. Dabei wurde die Raman-Spektroskopie genutzt, um Informatio-
nen iber die Struktur der verwendeten Kohlenstoff-Nanoréhren zu erhalten. Die
UV-Vis-Spektroskopie wurde hingegen zum qualitativen bzw. semi-quantitativen Nach-
weis der CNTs in ihren wassrigen Dispersionen verwendet. Energiedispersive Rontgen-
Spektroskopie (EDXS) und Rontgen-Photoelektronenspektroskopie (XPS) dienten zur

Untersuchung der elementaren Zusammensetzung von Feststoffen bzw. Filmen.

Raman-Spektroskopie

Als gebrauchliche Methode zur Untersuchung von Kohlenstoff-Nanomaterialien
wurde die Raman-Spektroskopie in dieser Arbeit dazu verwendet, um Informationen
iber die Struktur, Fehlstellen und mégliche funktionelle Gruppen der verwendeten Koh-
lenstoff-Nanordhren zur erhalten.146-148

Alle graphitischen Materialien haben dieselben Raman-Banden gemeinsam, die
sich nur gering in ihrer Lage, Form oder Intensitit unterscheiden. Bei etwa 1580 cm™!
lasst sich die sogenannte G- bzw. Graphit-Bande beobachten. Diese Bande kann der An-
regung der Schwingung der C-C-Doppelbindungen des polyaromatischen Geriistes zu-
geordnet werden. Im Bereich von 1350 cm™! erscheint im Raman-Spektrum dieser Ma-
terialien die sogenannte D- bzw. Defekt-Bande, die durch die Defekte in den Schichten
hervorgerufen wird und deren Intensitdt mit zunehmender Anzahl dieser Defekte an-
steigt. Das Verhéltnis der Intensitaten der D- und G-Bande kann dazu genutzt werden
die durchschnittliche Grofie L der intakten sp>-hybridisierten Bereiche innerhalb einer
graphitischen Schicht zu berechnen. Dazu wurde von Cancgado et al. folgender empiri-
scher mathematischer Zusammenhang beschrieben:!4
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-1
L,=2410" 2 (j—f’j 3)

G

Lg : Grofle der sp?-hybridisierten Bereiche einer graphitisierten Schicht in nm; A : Wellenlange des Lasers
in nm; Ip, I : Intensitit der D- bzw. G-Bande

Uber diese empirisch ermittelte Formel lassen sich aus den Intensititsverhaltnis-
sen der jeweiligen D- und G-Banden die jeweiligen Kohérenzlangen in der Ebene Lg fiir
ein graphitisches Material ermitteln. Als Mafl fiir die Ausdehnung des sp*hybridisierten
Anteils innerhalb der CNTs bzw. des Kohlenstoff-Materials stellt L somit einen Indika-
tor fir den Grad der Graphitisierung!>® der CNTs dar und gibt Hinweise auf die Anwe-
senheit funktioneller Gruppen'!.

Des Weiteren kann bei 2700 cm~! die G - oder auch 2D-Bande beobachtet werden,
welche einen Oberton der D-Bande darstellt. Fir SWNTs kommt die Besonderheit hinzu,
dass unterhalb von 500 cm™! eine Serie von Banden erscheinen. Diese Banden werden
als RBM-Banden (engl.: radial breathing mode) bezeichnet. Sie treten nur bei SWNTs auf
und entstehen durch die Expansion und Kontraktion der Rohren. Die Lage der Banden
korreliert mit dem Durchmesser der Nanoréhren und kann Informationen iiber die Ag-
gregation der Rohren untereinander liefern.

Zur Probenvorbereitung wurde eine geringe Menge des CNT-Materials in Etha-
nol aufgeschlammt, auf ein Stiick eines gold-beschichteten Silicium-Wafers getropft und
an der Luft trocknen gelassen. Die Untersuchungen mittels Raman-Spektroskopie wur-
den an einem Raman-Mikroskop des Typs Senterra des Herstellers Bruker durchgefiihrt.
Fiir die Messungen wurde ein Laser mit einer Wellenldnge von 532 nm und einer Leis-
tung von 10 mW verwendet. Die Auswertung der Spektren erfolgte mit der Software
Opus des Herstellers Bruker.

UV-Vis-Spektroskopie

Die UV-Vis-Spektroskopie wurde in dieser Arbeit zum qualitativen bzw. semi-
quantitativen Nachweis der Kohlenstoff-Nanoréhren in ihren Dispersionen verwendet.
Dabei wurden CNT-Dispersionen in einer dezimalen Verdiinnungsreihe definierter Mas-
senkonzentrationen (1072 bis 107® m%) untersucht.

Die wissrigen Dispersionen der Kohlenstoff-Nanorohren wurden mit einem UV-
Vis-Spektrometer des Typs Varian Cary 5E des Herstellers Agilent Technologies unter-
sucht. Die Messungen wurden im Wellenlangenbereich von 300 bis 800 nm in einer
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Quarz-Kiivette (10 mm) durchgefiithrt. Die jeweiligen CNT-Dispersionen mit unter-
schiedlichen Massenkonzentrationen wurden dabei direkt in die Kiivette gefiillt. Die

Scan-Rate der Messungen betrug 600 nm-min~! bei einem Daten-Intervall von 1 nm.

Energiedispersive Rontgen-Spektroskopie

Die energiedispersive Rontgen-Spektroskopie (EDXS) diente im Rahmen dieser
Arbeit zur Untersuchung der elementaren Zusammensetzung des pordsen Kohlenstoffs
CMK-3 und seiner Filme.

Fir die EDXS-Untersuchungen wurden die pulverformigen Feststoffe direkt in
eine zylindrische Vertiefung eines Aluminiumtragers gegeben und glattgestrichen. Zur
Untersuchung der Filme wurden diese auf ihrer Riickseite mit Hilfe eines Diamantstiftes
angeritzt und Probenstiicke geeigneter Grofle gebrochen. Diese wurden mit Hilfe eines
Graphit-Klebepads auf einem Aluminium-Probentrager fixiert.

Die Messungen erfolgten an einem Rasterelektronenmikroskop des Typs
JSM-6610LV des Herstellers JEOL mit integriertem Silicium-Drift-Detektor XFlash Detec-
tor 410-M der Firma Bruker Nano. Die Beschleunigungsspannung lag bei 10 kV und der
Arbeitsabstand bei 10 mm. Durchgefithrt wurden diese Messungen von Bastian Hoppe.

Réntgen-Photoelektronenspektroskopie

Ahnlich zur energiedispersiven Rontgen-Spektroskopie (EDXS) wurde die Ront-
gen-photoelektronenspektroskopie (XPS) zur Bestimmung der elementaren Zusammen-
setzung genutzt. In diesem Fall wurden jedoch vor allem die Filme aus Kohlenstoff-Na-
nordhren im Hinblick auf Katalysator-Riickstidnde, die elementare Zusammensetzung an
der Oberflache der Beschichtung sowie Hinweise fiir eine Modifizierung der CNTs un-
tersucht.

Rontgen-Photoelektronenspektren der Filme aus Kohlenstoff-Nanorohren wur-
den von der Firma Covestro an einem Versa Probe Spektrometer des Herstellers Physical
Electronics angefertigt. Es wurde ein Basisdruck von 1078 mbar eingestellt. Monochro-
matische AlK,-Rontgen-Photonen (1486.68 eV) wurden in einem Winkel von 45° relativ
zum Elektronenanalysator-Eingang eingestrahlt. Fir Ubersichtsspektren wurden die
Photoelektronen mit Hilfe eines konzentrischen halbkugelférmigen Analysators detek-
tiert, welcher bei einer konstanten Durchgangsenergie von 187.5 eV betrieben wurde.
Der Photoemissionswinkel 6 wurde auf 54.7° festgelegt. Die Rontgen-Quelle wurde mit
50 W und einer Spotgrofie von 200 pm betrieben. Fiir die drei unterschiedlichen Typen
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von Kohlenstoff-Nanoréhren wurden jeweils zwei Proben an jeweils zwei Messpunkten
untersucht.

3.2.5 Optische Emissionsspektrometrie

Zur weiteren Charakterisierung der Dispersionen aus Kohlenstoff-Nanorohren
wurde die optische Emissionsspektrometrie mittels induktiv gekoppelten Plasmas (ICP-
OES, engl.: inductively coupled plasma optical emission spectrometry) verwendet. Diese
Analysemethode gibt die Moglichkeit Aussagen iiber die Elementzusammensetzung der
aufgereinigten Kohlenstoff-Nanorohren bzw. der aus ihnen hergestellten Dispersionen
zu treffen.

Die Prozedur der Probenvorbereitung sowie die nachfolgende Analyse per ICP-
OES basieren auf den Arbeiten von Yang et al. (2010)'>? und wurden von Damian Motz
aus dem Arbeitskreis Analytik des Instituts fiir Anorganische Chemie der Leibniz Univer-
sitdt Hannover durchgefithrt. Um die Metallriickstande der zur Herstellung der Kohlen-
stoff-Nanorohren verwendeten Katalysatoren, die auf und in den Kohlenstoff-Nanoréh-
ren eingekapselt vorliegen konnen, zu extrahieren, wurde eine mikrowellenunterstiitzte
Behandlung mit Salpetersaure und Wasserstoffperoxid verwendet. Dazu wurden von
den drei unterschiedlichen Typen von Kohlenstoff-Nanoréhren jeweils 3 g der jeweili-
gen Dispersionen mit 3 mL Salpetersdure (65%, nach subboiled-Aufreinigung; Sigma Ald-
rich, Deutschland) und 4 mL Wasserstoffperoxid-Losung (30%; Sigma Aldrich, Deutsch-
land) vermischt. Danach erfolgte der Mikrowellenaufschluss in einer Mikrowelle des
Typs turboWAVE des Herstellers MLS GmbH. Entsprechend den Arbeiten von Yang et al.
wurde dafiir eine zweistufige Prozedur verwendet. Die Temperatur wurde in einer
Rampe mit einer Heizleistung von 1200 W innerhalb von 20 min auf 170 °C erhoht, ge-
folgt von einer Verweilzeit von 5 min bei dieser Temperatur. Anschlieflend wurde durch
eine Rampe mit 1200 W auf 185 °C geheizt und diese Temperatur fiir 15 min gehalten.
Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wurden die Proben mit Reinstwasser auf 30 g
verdiinnt. Vor der Analyse wurden alle Proben durch einen metallfreien PTFE-Filter
(0.45 pm; VWR, Deutschland) gefiltert. Fiir die ICP-OES-Analyse wurde ein Spectro AR-
COS-System des Herstellers Spectro Analytical Instruments verwendet. Die zu analysie-
renden Metalle wurden in Ubereinstimmung der drei unterschiedlichen Proben und den
jeweils hochsten detektierten Intensitaten gewéahlt, welche den hochsten Gehalten ent-
sprachen. Folgende Metalle wurden in allen drei Proben untersucht und quantifiziert
(jeweils verwendete Kalibrationsbereiche in Klammern): Kobalt (15-100 pg-kg™), Eisen,
Molybdan, Nickel, Zink (20-100 pg-kg™!), Magnesium (50-100 pg-kg™!) und Calcium
(50-2500 pg-kg™'). Wenn nétig, wurden die Proben weiter verdiinnt.
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3.2.6 Thermogravimetrische Untersuchungen

Die Thermogravimetrie (TG) fand im Rahmen dieser Arbeit Anwendung, um die
Massendanderung der verwendeten Materialien in Abhéngigkeit von Temperaturdande-
rungen zu untersuchen. Im Speziellen fiir Kohlenstoff-Materialien kann diese Methode
Aufschluss tiber die Reinheit liefern und Hinweise auf anorganische Riickstande bzw.
Verunreinigungen der Materialien geben. Auflerdem lésst sich der dreistufige Prozess
der Templat-Synthese des nanopordsen Kohlenstoffs CMK-3 gut iiber diese Untersu-
chungen verfolgen.

Die thermogravimetrischen Untersuchungen wurden an einer Thermo-
waage STA 429 des Herstellers Netzsch von Katharina Nolte und Sergej Springer durch-
gefithrt. Die Messungen erfolgten im Luftstrom im Bereich von 35 °C bis 1000 °C mit
einer Aufheizrate von 5 K-min~!. Zur Analyse der Daten wurde die Software Proteus
Thermal Analysis 4.3.1 des Herstellers Netzsch verwendet.

3.2.7 Kontaktwinkel-Messungen

Zur Charakterisierung der Benetzungseigenschaften der Filme aus nanoporésem
Kohlenstoff und méglicher Unterschiede aufgrund der Verwendung unterschiedlicher
Binderpolymere wurden Kontaktwinkel-Messungen mit Reinstwasser als Testfliissigkeit
durchgefiihrt.

Die Kontaktwinkel-Messungen wurden an einem Geréat des Typs Surftens Origi-
nal des Herstellers OEG - Gesellschaft fiir Optik, Elektronik & Gerdtetechnik (Deutschland)
durchgefiihrt. Eine im Gerat fest installierte Spritze wurde mit Reinstwasser befiillt. Die
Proben wurden direkt auf dem Probentisch platziert. Durch einen jeweils gleich gewahl-
ten Abstand von Kaniile zu Probenoberfliche wurde fiir jede Einzelmessung eine &hnli-
che Tropfengrofle sichergestellt. Die Erstellung der Fotos der Wassertropfen auf der Pro-
benoberfliache sowie die Bestimmung der jeweiligen Kontaktwinkel wurden tiber die da-
zugehorige Software Surftens des Herstellers durchgefiihrt. Pro Probe wurden jeweils
mindestens drei Einzelmessungen durchgefiihrt.

3.2.8 Physisorptions-Untersuchungen

Zur naheren Untersuchung der Porensysteme und Bestimmung der spezifischen
Oberfldche der nanopordsen Materialien wurden Physisorptions-Untersuchungen
durchgefiihrt.

Die Stickstoff-Physisorptions-Messungen bei 77 K wurden an einer Autosorb 3B
des Herstellers Quantachrome durchgefiihrt. Die Argon-Physisorptions-Messungen bei
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87 K wurden an einer Autosorb 1 ebenfalls vom Hersteller Quantachrome durchgefiihrt.
An beiden Gerdten wurden die Messungen von Jann Lippke, Mandy Jahnsund Alexander
Mohmeyer angefertigt. Feststoffe wurden direkt in die speziellen Messkammern aus Glas
abgegeben. Im Falle der Filme wurden zehn beschichtete Proben in eine dafiir vorgese-
hene Messkammer mit groflerem Volumen gegeben. Statt des Gewichtes wurde die mit
dem Kohlenstoff-Material beschichtete Flache bestimmt und in Beziehung zu den Mess-
ergebnissen gesetzt. Die Proben wurden zur Aktivierung vor den Messungen mindestens
fiir 24 Stunden bei 80 °C im Vakuum ausgeheizt. Zur Auswertung wurde die Software
ASiQwin 2.0 des Messgerite-Herstellers Quantachrome verwendet. Zur Bestimmung der
BET-Oberflachen wurde der in der Software implementierte Micropore BET-Assistant ge-
nutzt. Zur Berechnung der jeweiligen Porenweitenverteilungen sowie der Porenvolu-
mina wurden die ebenfalls implementierten DFT-Modelle und dazugehdrigen Berech-
nungen angewendet. Die jeweils fiir diese Berechnungen verwendeten Kernels sind in
der jeweiligen Darstellung der Messung und des Fits angegeben.

3.2.9 Elektrochemische Charakterisierung

Zur elektrochemischen Charakterisierung der unterschiedlichen kohlenstoff-ba-
sierten Beschichtungen auf Metall-Substraten wurden sowohl die Methode der Impe-
danzspektroskopie als auch die Cyclovoltammetrie eingesetzt. Neben dem allgemeinen
Messaufbau fiir beide Methoden und der Elektrodenpriparation wird auch kurz auf spe-
zifische Methoden der Auswertung bei beiden Methoden eingegangen.

Messaufbau und Elektrodenprdparation

Die Untersuchungen beschichteter sowie unbeschichteter Metall-Substrate mit-
tels Impedanzspektroskopie und Cyclovoltammetrie wurden an einem Princeton Applied
Research Versastat 4 Potentiostaten des Herstellers Ametek Scientific Instruments
(Deutschland) durchgefiihrt. Fiir alle Messungen wurde eine Standard-Dreielektroden-
Anordnung verwendet, bei der jeweils eine Ag/AgCl-Elektrode als Referenzelektrode
und ein Platin-Draht als Gegenelektrode diente (beide: Ametek Scientific Instruments,
Deutschland). Die Gegenelektrode bestand aus einem Glasréhrchen mit pordser Glas-
fritte, in der der Platindraht eingesetzt wurde und die mit demselben Elektrolyten wie
die Messzelle befiillt wurde. Die Referenzelektrode bestand aus einem sich nach unten
hin verjiingenden Glasréhrchen ebenfalls mit einer pordsen Glasfritte. Als Elektrolyt
wurde Natriumchlorid-Lésung (0.85%; Sigma Aldrich, Deutschland) gewéhlt.
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Fir die CNT-beschichteten Platin-Substrate erfolgte eine spezielle Praparation,
um sie als Elektroden fiir die elektrochemischen Charakterisierungsmethoden verwen-
den zu kdnnen. Diese Préaparation ist schematisch in Abbildung 3.6 dargestellt.

Kupferdraht

transparentes \

Substrat CNT-Beschichtung Klebeband

Spriih-
beschichtung

—)

15N Am 15M

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der Elektrodenpriparation der CNT-beschichteten
Platin-Substrate. Nach der Sprithbeschichtung wurden mit Hilfe eines Silberleitlackes etwa 8 cm eines

Elektroden-

préparation Silberleitlack

Kupferdrahtes auf der Probe fixiert. Anschlieend wurde diese Kontaktstelle mit transparentem Klebe-
band isoliert.

Nach der Sprithbeschichtung mit den Dispersionen aus Kohlenstoff-Nanoréhren
wurden etwa 8 cm Kupfer-Draht (= 99.9%, Durchmesser: 1 mm; Sigma Aldrich, Deutsch-
land) durch das Auftragen von Silberleitlack (Ferro GmbH, Deutschland) mit Hilfe eines
Pinsels an der oberen Kante des Substrates bzw. der Beschichtung fixiert. Der Lack
wurde fiir mindestens 12 h an der Luft getrocknet. AnschlieBend wurde die durch den
Silberleitlack erzeugte Kontaktstelle zwischen Kupferdraht und Beschichtung bzw. Sub-
strat mit Hilfe von transparentem Klebeband isoliert. Dadurch wurde die aktive Elek-
trodenflache von 225 mm? (15 x 15 mm?) auf 150 mm? (15 x 10 mm?) reduziert. Die Mes-
sungen wurden in einer Messzelle aus Glas (Analytical Cell Kit) des Herstellers Princeton
Applied Research mit der oben beschriebenen Elektrodenanordnung durchgefiihrt. In
dieser Messzelle wurden 80 mL der Elektrolyt-Losung verwendet.

Des Weiteren wurden fiir die elektrochemischen Messungen eigens Messzellen
aus Teflon angefertigt. Mit diesen Messzellen war es moglich die beschichteten und un-
beschichteten Substrate direkt ohne weitere Probenpraparation im Hinblick auf ihre
elektrochemischen Eigenschaften zu untersuchen. In Abbildung 3.7 ist solch eine Mess-
zelle detailliert dargestellt.
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Dichtring
(d = 10 mm)

? Gegenelektrode Referenzelektrode
(Platindraht) (Silberdraht)

Abbildung 3.7: Messzelle zur elektrochemischen Charakterisierung. (a): Vollstindig aufgebaute
Messzelle; (b): Messzelle ohne Teflon-Abdeckung und Fliigelmuttern, Offnung fiir Probe und Dichtring
sind sichtbar; (c): schematische Darstellung der Positionierung der Probe (Arbeitselektrode), Schrauben
fehlen im Vergleich zum vorherigen Bild, die drei Elektroden sind gekennzeichnet; (d): Blick in das Innere
der Messzelle, Gegen- (Platindraht) und Referenzelektrode (Silberdraht) sind in den Glasréhrchen mit po-
roser Glasfritte gezeigt.

Zwei Bohrungen im Deckel der Messzelle gewéhrleisteten, dass Gegen- und Re-
ferenzelektrode in einem festen Abstand zueinander (24 mm) und zur Arbeitselektrode
an einer definierten Position in die Messzelle eingesetzt werden konnten. So konnte eine
definierte Geometrie der drei Elektroden gewahrleistet werden. In dieser Messzelle wur-
den 50 mL der Elektrolyt-Losung verwendet. Die aktive Elektrodenflaiche wurde durch
die Offnung der Messzelle und den verwendeten Dichtungsring auf 78.5 mm? verringert.

Impedanzspektroskopie

Im Gegensatz zu klassischen Methoden der Elektrochemie, die entweder mit ei-
ner konstanten Spannung (z. B. Chronoaperometrie)!>® oder mit einer Wechselspannung
mit definierter Frequenz und grofler Amplitude (z. B. Cyclovoltammetrie)!>* arbeiten,
wird bei der Impedanzspektroskopie eine sinusformige Wechselspannung mit kleiner
Amplitude und variierender Frequenz verwendet.!
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Bei der Impedanzspektroskopie wird an ein zu untersuchendes, elektrochemi-
sches System eine Wechselspannung mit definierter Amplitude angelegt und deren Fre-
quenz variiert. Ermittelt wird dann die frequenzabhangige Impedanz (Wechselstromwi-
derstand) des Systems. Dabei kann es sich bei dem elektrochemischen System um Fest-
korperelektrolyte, gelste Substanzen oder auch Oberflachenbeschichtungen handeln. !>
Bei der Auswertung der gemessenen Daten dient ein Ersatzschaltbild dazu die physika-
lischen Eigenschaften des elektrochemischen Systems iiber die Kombination von Rei-
hen- und Parallelschaltungen einfacher Impedanzelemente zu beschreiben. Diese Ele-
mente konnen Bauteile beschreiben, wie sie in elektrischen Schaltungen vorkommen
(z. B. Ohmsche Widerstédnde, Kondensatoren etc.). Im Folgenden werden kurz die in die-
ser Arbeit verwendeten Impedanzelemente erldutert: Widerstand, Kondensator und
konstantes Phasenelement.

Im Falle eines einfachen Ohmschen Widerstands R entspricht die Impedanz Z
dem Widerstand R. Es tritt weder eine Frequenzabhingigkeit noch eine Phasenverschie-
bung auf. Widerstiande treten bei Durchtrittsreaktionen zwischen Elektronen- und Io-
nenleitern, Elektrolytwiderstanden oder auch Widerstanden von Deckschichten auf.!>¢

Bei Kondensatoren hingegen wirkt sich der Ladungsfluss auf die Spannung aus.
Dieses dynamische Verhalten eines Kondensators kann iiber folgende Gleichung be-
schrieben werden:!>>

—— ~ 1

= (4)
C ¢ Ci-w

Zc : Impedanz des Kondensators C; C : Kapazitit, i : imaginire Einheit; o : Kreisfrequenz (= 27 )

Elektrochemische Prozesse mit einem solchen Verhalten sind beispielsweise die
Aufladung von Helmholtz- und elektrochemischen Doppelschichten, aber auch Adsorp-
tionsvorgange an Elektroden.!>

Da der Beschreibung realer Systeme bzw. Elektrodenprozesse mit Hilfe der idea-
len Impedanzelemente — Widerstand, Kondensator und Spule — Grenzen gesetzt sind,
wurden nicht ideale Impedanzelemente eingefithrt, um Abweichungen vom Idealverhal-
ten besser beschreiben zu kénnen. Solche Abweichungen kénnen durch nicht einheitli-
che Materialeigenschaften an der Oberfliche von Elektroden entstehen. In der Realitat
sind Elektrodenoberflachen beispielsweise nie vollig glatt und einheitlich, sondern be-
sitzen eine gewisse Rauheit. Um darauf zuriickzufithrende Abweichungen des elektro-
chemischen Verhaltens beschreiben zu konnen, wurde das konstante Phasenelement
(CPE, engl.: constant phase element) eingefiithrt:1>7:158
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_<e Zipp = ; (5)

CPE [C-(i-0)"]

Zcpg : Impedanz des konstanten Phasenelements CPE; C : Kapazitit, i : imaginire Einheit; o : Kreisfre-
quenz (= 2m-f); « : Faktor zu Kompensation von Abweichungen durch nicht ideal glatte Elektrodenober-
flichen (0 < o <1).

Der Exponent « ist dabei ein Faktor, der diese Abweichungen von der ideal glat-
ten Elektrodenoberfldche beschreibt. In den Grenzfillen « = 1 entspricht das CPE einem
idealen Kondensator, fiir = 0 einem Ohmschen Widerstand. Fiir a = 0.5 ergibt sich der
Fall einer Warburg-Impedanz.!>>1>° Damit kann tiber ein Ersatzschaltbild mit einem CPE
das Verhalten einer nicht idealen Elektrode besser beschrieben werden und zusétzlich
dazu kann « demnach als Maf} fiir die Glatte der Elektrodenoberfliche angesehen wer-
den.157.158

Vor den Messungen wurde, nach Einsetzen der Elektroden und Befiillen der
Messzellen mit dem Elektrolyten, mindestens zehn Minuten die Einstellung des Gleich-
gewichts abgewartet. Anschlieffend wurde nach einer 120 s Messung des Ruhepotentials
(open circuit potential) ein Wechselstrom mit einer Amplitude von 10 rms mV angelegt
und die Werte der Impedanz im Bereich von 107! (oder 1072) bis 10° Hz an jeweils 10
Messpunkten pro Dekade bestimmt. Durchgefiithrt wurden die Messungen mit Hilfe der
Geréatesoftware VersaStudio der Firma Ametek Scientific Instruments. Die Auswertung
der Messungen mittels Ersatzschaltbildern erfolgte mit der Software ZView der Firma
Scribner Associates.

Cyclovoltammetrie

Wie bereits im vorangegangenen Abschnitt erwahnt, gehort die Cyclovoltam-
metrie zu den klassischen Methoden der Elektrochemie.!>*10 Im Gegensatz zur Chrono-
amperometrie wird zwischen Arbeits- und Gegenelektrode keine zeitlich konstante
Spannung angelegt. Vielmehr wird mit einer konstanten Potentialvorschubgeschwin-
digkeit das Potential E von einem Startpotential Estart bis zu einem Umkehrpotential Ey
variiert. Ist dieses Potential erreicht wird die Richtung der Spannungsianderung umge-
kehrt und E bis zum erneuten Erreichen von Estart variiert. Ein solcher Durchlauf wird
als Zyklus bezeichnet (single cycle CV). Haufig werden mehrere dieser Zyklen abgefah-
ren (multiple cycle CV). Der dreiecksférmige (bzw. sdgezahnférmige) Spannungsverlauf
beim Durchlaufen dieser Zyklen ist namensgebend fiir die Bezeichnung Dreiecksspan-
nungsmethode, unter der die Cyclovoltammetrie ebenfalls bekannt ist. Im Vergleich mit
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der im vorherigen Abschnitt beschriebenen Impedanzspektroskopie werden deutlich ho-
here Spannungen angelegt und es flielen ebenso deutlich grofiere Strome.

Neben Informationen iiber die Thermodynamik von Redoxprozessen koénnen
Cyclovoltammogramme Aussagen tiber die Kinetik heterogener Elektronentransferpro-
zesse und angekoppelter chemischer Reaktionen liefern.16°

Sind im Elektrolyten keine redoxaktiven Substanzen vorhanden, sind die maxi-
malen negativen und positiven Umkehrpotentiale ausschliefllich durch die Zersetzung
des Elektrolyten bestimmt. Die Strome sind dann in einem wéssrigen Elektrolyten aus-
schlieBlich auf den Auf- und Abbau von Wasserstoff- und Sauerstoff-Chemisorptions-
schichten als Deckschichten auf den Elektroden zuriickzufithren. In einem solchen Fall
ist die Kapazitat der Doppelschicht Cp tiber Potentialvorschubgeschwindigkeit v (ent-
spricht im Fall der Cyclovoltammetrie der Scan-Rate der Messung) direkt mit der Strom-
dichte j verkniipft. Fiir ein Potential von E = 0 V lasst sich damit tiber folgende Formel
mit der Differenz der Stromstérken von Hin- und Riicklauf der Messung Aj die Doppel-
schichtkapazitat Cp fiir dieses Potential berechnen:161:162

C,=—" (5)
Cp : Doppelschichtkapazitat; v : Scan-Rate der Messung; Aj : Stromstérke-Differenz bei E=0 V.

Da im Rahmen dieser Arbeit Natriumchlorid-Losung als Elektrolyt verwendet
wurde und keine weiteren redoxaktiven Substanzen zugesetzt wurden, konnte mit Hilfe
dieser Formel der Einfluss auf die Doppelschichtkapazitaten fiir die verschiedenen mit
nanopordsem Kohlenstoff beschichteten Filme untersucht und mit denen unbeschichte-
ter Platinelektroden verglichen werden.

Die Cyclovoltammogramme wurden im Spannungsbereich von -0.4 bis +0.4 V
bei einer Scan-Rate von 20 mV-s™! mit jeweils fiinf Zyklen durchgefithrt. Zur Durchfiih-
rung der Messungen, Bestimmung der Stufenhohen und eingeschlossenen Flachen in
den Cyclovoltammogrammen wurde die Geratesoftware VersaStudio der Firma Ametek
Scientific Instruments verwendet.
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4  Ergebnisse

Im ersten Abschnitt dieses Kapitels erfolgt die Beschreibung und Diskussion der
Ergebnisse zu den mit Kohlenstoff-Nanordhren durchgefithrten Experimenten. Im Hin-
blick auf eine Anwendung als Beschichtung neuronaler Elektroden wurden Kohlenstoff-
Nanorohren zur Herstellung wissriger Dispersionen aufgereinigt und modifiziert. Aus
diesen Dispersionen wurden Beschichtungen auf Edelmetall-Substraten hergestellt und
ausfiithrlich charakterisiert.

Im darauffolgenden Abschnitt erfolgt eine analoge Betrachtung der Ergebnisse
zu den Experimenten mit nanopordsen Kohlenstoffen. Dies schlief3t neben der Synthese
des Kohlenstoffs, die Herstellung wissriger Dispersion sowie Anfertigung und ausfiihr-
liche Charakterisierung von Beschichtungen auf Edelmetall-Substraten ein.

4.1 Kohlenstoff-Nanorohren als Beschichtungsmaterial fiir neu-
ronale Elektroden

In diesem ersten Unterkapitel des Ergebnis-Abschnittes dieser Arbeit werden die
Ergebnisse der Experimente zu Kohlenstoff-Nanorchren dargestellt, erlautert und dis-
kutiert. Die Kohlenstoff-Nanoréhren wurden hinsichtlich ihrer Eignung als Beschich-
tungsmaterial neuronaler Elektroden untersucht.

Zunachst werden die Ergebnisse des Aufreinigungsprozesses der Kohlenstoff-
Nanorohren beschrieben. Im Zuge dieser Aufreinigung erfolgte ebenso eine Modifizie-
rung der CNTs, wodurch die Herstellung stabiler wassriger Dispersionen ermoglicht
wurde. Diese Dispersionen wurden im Folgenden bei der Sprithbeschichtung zur Her-
stellung von CNT-Filmen auf Edelmetall-Substraten verwendet. Diese Filme wurden
ausfiihrlich hinsichtlich ihrer Beschaffenheit, Zusammensetzung, elektrischer Eigen-
schaften und Stabilitdt charakterisiert. In einem gesonderten Unterkapitel werden die
Ergebnisse der mit den CNT-Filmen durchgefiihrten Zellkultur-Untersuchungen disku-
tiert, um die mogliche biomedizinische Anwendung zu bewerten.

Zum Abschluss dieses Abschnittes erfolgt eine kurze Zwischenzusammenfas-
sung und ein Fazit zu den erzielten Ergebnissen der Experimente mit Kohlenstoff-Nano-
rohren.
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4.1.1 Aufreinigung und Modifizierung von Kohlenstoff-Nanoréhren und Her-
stellung stabiler Dispersionen

Die Aufreinigung und Modifizierung der unbehandelten, kommerziell erhaltli-
chen Kohlenstoff-Nanoréhren erfolgten iiber eine Behandlung mit Salpetersaure unter
Riickfluss und anschlieender Dialyse sowie Trocknung. Die so hergestellten CNT-Fest-
stoffe wurden mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie, Raman-Spektroskopie sowie
Thermogravimetrie untersucht. Aulerdem wurden die Reaktionslosungen und die Aus-
beute des Aufreinigungsprozesses betrachtet. Die hergestellten wassrigen CNT-Disper-
sionen wurden hinsichtlich ihrer Stabilitdt sowie spektroskopisch untersucht. Zusétzlich
erfolgte eine Analyse auf Verunreinigungen durch Metall-Riickstdnde aus dem Synthe-
seprozess der CNTs. Dabei wurden vor allem drei verschiedene CNT-Ausgangsmateria-
lien verwendet (Bayer MWNTs, Fraunhofer SWNTs und SWeNT SWNTs). Ergebnisse
zu weiteren verwendeten CNT-Ausgangsmaterialien sind jeweils im Anhang dargestellt.

Untersuchungen wihrend des Aufreinigungsprozesses der Kohlenstoff-Nanoréhren

In Abbildung 4.1 sind die Uberstidnde der einzelnen Wasch- und Zentrifugations-
schritte fiir eine beispielhafte Aufreinigung der Kohlenstoff-Nanorohren dargestellt. Die
tiefrotbraune Farbung der ersten beiden Losungen ist auf die, wahrend der Aufreinigung
entstandenen, nitrosen Gase zuriickzufuhren. Mit zunehmender Anzahl an Wasch- und
Zentrifugationsschritten nimmt diese Farbung ab und der pH-Wert steigt an. Geringe
Mengen der CNTs verbleiben nach jedem Schritt in der Losung und fithren zu geringen
Verlusten bei der Ausbeute des CNT-Feststoffes. Ab einem pH-Wert grofler 2 sind die
CNTs nicht mehr vollstandig durch Zentrifugation von der Waschlésung abtrennbar.
Nach dem sechsten Waschschritt (siehe: Bild 6 in Abbildung 4.1) ist dies daran zu erken-
nen, dass die Losung beginnt eine leichte Schwarzfarbung anzunehmen, da die CNTs bei
diesen Bedingungen nun dispergiert in der Losung vorliegen.
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pH-Wert: <0

Abbildung 4.1: Uberstinde der verschiedenen Waschvorginge fiir die Aufreinigung der Koh-
lenstoff-Nanoréhren. Beispielhaft sind die Uberstinde der Aufreinigung fiir die SWeNT CG200 single
wall nanotubes dargestellt.

Dies entspricht den Beobachtungen aus Vorarbeiten von Bibin et al. innerhalb
der Arbeitsgruppe von Prof. Peter Behrens, dass sich nach der Aufreinigung mit oxidie-
renden Sduren und daraus folgender Modifizierung der Kohlenstoff-Nanorohren mit
sauerstoffhaltigen funktionellen Gruppen ab einem pH-Wert grofler als 2 stabile Disper-
sionen bilden und es kaum mehr zur Sedimentation der CNTs kommt.!3” Kleinere
pH-Werte fithren zu nahezu neutralen Zeta-Potentialen der CNTs. Dementsprechend
sinkt das Zeta-Potential fiir hohere pH-Werte zu deutlich niedrigeren negativen Werten
(< -30 mV).

Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen der Kohlenstoff-Nanordhren

Untersuchungen der verwendeten Kohlenstoff-Nanorohren mit Hilfe der Raster-
elektronenmikroskopie lieferten Informationen tiber ihre Langen und Durchmesser.
Laut den Angaben der Hersteller der CNTs liegen die Durchmesser der single wall nano-
tubes (SWNTs) im Bereich von 1 nm und ihre Lange sollte mehr als 1 um betragen. Die
multi wall nanotubes (MWNTs) sollte uneinheitliche Durchmesser zwischen 5 und 20 nm
aufweisen und mit den SWNTs vergleichbare Langen. Die rasterelektronenmikroskopi-
schen Aufnahmen bestatigen diese Angaben (siehe: Abbildung 4.2). Die Bayer MWNTs
bestehen aus einer Mischung von Nanordhren mit unterschiedlichen Durchmessern
(Abbildung 4.2 links). Die Aufnahmen der Fraunhofer SWNTs zeigen grofitenteils sehr
diinne Nanoréhren, jedoch sind auch einige mit sehr groflen Durchmessern sichtbar
(Abbildung 4.2 mittig). Im Gegensatz dazu zeigen die Aufnahmen der SWeNT SWNTs
durchgangig Réhren mit kleinem Durchmesser (Abbildung 4.2 rechts).

105



Kohlenstoff-Nanoréhren als Beschichtungsmaterial fiir neuronale Elektroden

Fraunhofer SWNTs SWeNT SWNTs

T W

unbehandelt

aufgereinigt

Abbildung 4.2: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der unbehandelten (oben) und
aufgereinigten (unten) Kohlenstoff-Nanorohren: Bayer MWNTs, Fraunhofer SWNTs, SWeNT
SWNTs (von links nach rechts).

In den Aufnahmen der unbehandelten CNT-Pulver (Abbildung 4.2 oben) zeigt
sich die Anwesenheit von aus dem Herstellungsprozess verbliebenen anorganischen Ka-
talysator-Partikeln. Die Fraunhofer SWNTs weisen dabei den hochsten Gehalt dieser
Partikel in den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen auf (Abbildung 4.2 mittig
oben). Nach der Saure-Behandlung ist die Menge an Katalysator-Partikeln fiir alle drei
Typen von CNTs deutlich reduziert (Abbildung 4.2 unten). Allerdings sind im Falle der
aufgereinigten SWeNT SWNTs Ablagerungen mit einer anderen Morphologie als den
verbliebenen Katalysator-Partikeln sichtbar (Abbildung 4.2 rechts unten).

Neben den hier dargestellten Ergebnissen fiir die drei verschiedenen CNTs
(Bayer MWNTs, Fraunhofer SWNTs und SWeNT SWNTs) wurden Experimente mit wei-
teren Kohlenstoff-Nanorohren durchgefiihrt. Die Aufreinigung halbleitender CNTs des
Typs SG65i des Herstellers SWeNT fiihrte zu einer Zersetzung der CNTs, was anhand
der rasterelektronischen Aufnahmen ersichtlich ist (siehe: Abbildung 7.2 im Anhang)
und im Folgenden durch Raman-Spektren und thermogravimetrische Messungen vor
und nach der Aufreinigung (siehe: TG-Kurven in Abbildung 7.4 im Anhang) bestatigt
werden konnte. Diese CNTs fanden somit keine Verwendung in weiteren Experimenten.
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Des Weiteren sind Aufnahmen (siehe: Abbildung 7.2 im Anhang) von CNTs dargestellt,
die bereits vom Hersteller mit COOH-Gruppen modifiziert wurden (Nanocyl NC1101)
und zur direkten Herstellung wassriger Dispersionen verwendet wurden. Diese Aufnah-
men weisen keine Besonderheiten auf. Eine Aufreinigung dieser CNTs wurde aufgrund
der bereits bestehenden Modifizierung nicht durchgefiihrt.

Thermogravimetrische Untersuchungen der Kohlenstoff-Nanoréhren

Die Ergebnisse der thermogravimetrischen Analysen der unbehandelten und auf-
gereinigten CNT-Pulver, die im Luftstrom durchgefiihrt wurden, stimmen mit den aus
den rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen erhaltenen Informationen tiber-
ein. In Tabelle 4.1 sind die prozentualen Restmassen nach der thermogravimetrischen
Analyse der unbehandelten und aufgereinigten CNT-Pulver aufgelistet.

Tabelle 4.1:  Riickstinde der Kohlenstoff-Nanorohren-Zubereitungen in Prozent nach der
thermogravimetrischen Analyse im Luftstrom. Diese Methode hat einen typischen Fehler von
etwa 1 m%. Unter der gepunkteten Linie sind die ergénzenden Daten fiir die ebenfalls untersuchten wei-
teren CNTs dargestellt.

Riickstand / m%

Handelsname CNT-Sorte

unbehandelt aufgereinigt
Baytubes C70P MWNT 3 1
Fraunhofer SWNT SWNT 29 14
SWeNT CG200 SWNT 6 9
SWeNT SGé65i SWNT, halbleitend 3 17
Nanocyl NC1101 SWNT, COOH-modifiziert 0 n. z.

Diese Anteile entsprechen den Oxiden der Katalysator-Bestandteile. Wie erwar-
tet, zeigen die Fraunhofer SWNTs den grofiten Riickstand anorganischer Komponenten
sowohl vor als auch nach der Aufreinigung. Es wurde jedoch eine Reduktion dieses
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Riickstandes von 29 auf 14 m% durch die Saure-Behandlung der CNTs erreicht. Der Her-
steller gibt fiir die unbehandelten Fraunhofer SWNTs eine Reinheit von etwa 70% fiir die
SWNTs in ihrer CNT-Zubereitung an. Die unbehandelten Bayer MWNTs weisen schon
ohne weitere Behandlung eine sehr hohe Reinheit von iiber 97% auf (Herstellerangabe:
> 95%). Es konnte dennoch dariiber hinaus eine weitere Reduktion des anorganischen
Gehalts auf 1 m% durch den Aufreinigungsprozess erreicht werden. Nur die SWeNT
SWNTs zeigen einen leichten Anstieg von 6 auf 9 m% fiir den jeweiligen Riickstand nach
der thermogravimetrischen Analyse. Diese Zunahme lasst sich moglicherweise mit der
Aufnahme l6slicher anorganischer Salze wahrend des Dialyse-Prozesses oder der teil-
weisen Entfernung von Kohlenstoff-Material, bspw. amorpher Kohlenstoff, durch Oxi-
dation erklaren. Die Verlaufe der TG-Kurven (siehe: Abbildung 7.3 im Anhang) liefern
keine weiteren Informationen zur Modifizierung oder Reinheit der CNTs.

Fir die halbleitenden SWNTs SWeNT SG65i steigt der anorganische Riickstand
nach der Aufreinigung von 3 auf 17 m% an. Dies spricht ebenfalls fiir eine Zersetzung
der CNTs wahrend des Aufreinigungsprozesses. Die bereits vom Hersteller COOH-mo-
difizierten SWNTs Nanocyl NC1101 zeigen nahezu keinen anorganischen Rickstand
nach der thermischen Behandlung. Die jeweiligen TG-Kurven sind ebenfalls im Anhang
dargestellt (siehe: Abbildung 7.4).

Ausbeuten fiir den Aufreinigungs- und Modifizierungsprozess der Kohlenstoff-Na-
noréhren

Die Ausbeuten nach dem Aufreinigungsprozess fiir die modifizierten unter-
schiedlichen Kohlenstoff-Nanorohren variierten stark (siehe: Tabelle 4.2), was zum einen
auf die verschiedenen Zusammensetzungen der unterschiedlichen CNT-Formulierun-
gen zuriickzufiihren ist, die als Ausgangsmaterial fiir die Aufreinigung verwendet wur-
den. Zum anderen unterschieden sich die Materialverluste wahrend der Durchfithrung
sehr stark, da durch die verschiedenen Ansatzgrofien unterschiedliche Gefafigrofien fiir
die Zentrifugation und Dialyse verwendet werden mussten. Zeigten die modifizierten
Bayer MWNTs eine Ausbeute von nahezu 90%, liegt diese fiir die Fraunhofer SWNTs
trotz der zehnfachen Ansatzgrofie bei gerade einmal knapp 6%. Die SWeNT SWNTs lie-
gen dazwischen mit einer Ausbeute von 26.7%.
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Tabelle 4.2:  Ausbeute der modifizierten unterschiedlichen Kohlenstoff-Nanorohren nach
dem Aufreinigungsprozess mit Salpetersiaure. Die Ausbeute ist jeweils in Milligramm und Massen-
prozent angegeben, jeweils bezogen auf die Masse des verwendeten Ausgangsmaterials. Unter der ge-
punkteten Linie sind die erganzenden Daten fiir die ebenfalls untersuchten weiteren CNTs dargestellt.

Ausgangsmaterial Ausbeute modifizierter CNTs
Handelsname CNT-Sorte
/ mg / mg / m%
Baytubes C70P MWNT 288 259 89.8
Fraunhofer SWNT SWNT 3400 189 5.6
SWeNT CG200 SWNT 237 63.3 26.7
SWeNT SG65i SWNT, halbleitend 231 120 51.9

Die thermogravimetrischen Untersuchungen der Kohlenstoff-Nanoréhren zeig-
ten bereits, dass die unbehandelten Fraunhofer SWNTs den grofiten Anteil anorgani-
schen Katalysator-Materials und damit einhergehend den grofiten Massenverlust beziig-
lich der anorganisch-oxidischen Riickstinde durch den Aufreinigungsprozess aufwei-
sen.

Raman-spektroskopische Untersuchungen der Kohlenstoff-Nanoréhren

Raman-Spektroskopie ist eine gebrauchliche Methode zur Untersuchung von
Kohlenstoff-Nanomaterialien, im Speziellen firr sp?-gebundene Kohlenstoff-Allotrope
wie Graphen!4$148 und Kohlenstoff-Nanoréhren!4’. Raman-Spektren kénnen Informati-
onen iber die Struktur, Fehlstellen, Dotierung und funktionelle Gruppen von Kohlen-
stoff-Nanordhren liefern. Die Raman-Spektren vor und nach der Saure-Behandlung wei-
sen die typischen G-, D- und G*-Banden fiir graphitische Materialien auf (siehe: Abbil-
dung 4.3). Die G-Bande ist die primédre Raman-aktive Mode in Graphit und reprasentiert
das vibratorische Verhalten der sp?~gebundenen Kohlenstoff-Atome in der quasi-plana-
ren Schicht-Konfiguration innerhalb der Kohlenstoff-Nanordhren. Sie tritt bei
1582 cm™! auf. Die D-Bande liegt bei 1350 cm™ und ist bekannt als Unordnungs- oder
Defekt-Mode. Diese Schwingungsmode lasst sich auf die offenen Enden der Kohlenstoft-
Nanorohren und die Defekte innerhalb einer Rohre zuriickfithren. Die G-Mode
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(+2700 cm™!) ist die harmonische Oberschwingung der D-Bande und ist haufig auch als
2D-Bande bekannt.
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Abbildung 4.3: Raman-Spektren der unbehandelten und modifizierten CNT-Materialien. Die
unbehandelten CNT-Materialien sind als gepunktete Linien und die modifizierten als durchgezogene Li-
nien dargestellt. Die Spektren wurden zur Identifizierung der typischen G-, D- und G “Banden fiir graphi-
tische Materialien sowie der fiir SWNTs typischen RBM-Banden verwendet und die dazugehdrigen Inten-
sitaten dieser Banden zur Berechnung der Ls-Werte genutzt.

Das Verhaltnis der Intensitaten von G- und D-Bande wird gerne verwendet, um
die Qualitat von fehlgeordneten Kohlenstoff-Materialien zu bewerten.146:148.163 Im Ver-
gleich zu SWNTS zeigen MWNTs iiblicherweise hohe Intensitaten der D-Bande (siehe:
Abbildung 4.3), da die hohe Anzahl konzentrisch aufgerollter Graphit-Schichten zu einer
hohen Defektdichte fithrt. In den Spektren der SWNTs (siehe: Abbildung 4.3) tritt eine

weitere Reihe von Banden bei niedrigen Wellenzahlen auf, die der radial breathing mode
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zugeschrieben und auch als RBM-Bande bezeichnet werden. Diese Banden sind spezi-
fisch fiir SWNTs und entsprechen der radialen Kontraktion und Expansion der Rohren.
Die zugehorigen Wellenzahlen dieser Banden konnen theoretisch Informationen iiber
den Durchmesser der Roéhren und ihren Grad der Aggregation geben. Dies wurde in
diesem Fall jedoch nicht weiterverfolgt.

Aus den Intensitatsverhéltnissen der jeweiligen D- und G-Banden lasst sich die
Kohirenzlange in der Ebene Lg iiber die empirisch ermittelte Formel (Gleichung (2) in
3.2.4) nach Cancado et al. berechnen, die Informationen zur Defektdichte liefert.® Der
hier als Koharenzlange bezeichnete Wert Lg kann als Maf} fur die Ausdehnung des sp?-
hybridisierten Anteils innerhalb der CNTs bzw. des Kohlenstoff-Materials angesehen
werden. Es ist somit ein Indikator fiir den Grad der Graphitisierung!>® der CNTs und

gibt Hinweise auf die Anwesenheit funktioneller Gruppen.!>!

Tabelle 4.3: Berechnete Kristallitgrofien Lg der unbehandelten und aufgereinigten CNT-Pul-
ver. Die aufgelisteten Werte stellen den Mittelwert drei unabhéngiger Messungen und die dazugehorige
Standardabweichung dar. Unter der gepunkteten Linie sind die ergénzenden Daten fiir die ebenfalls un-
tersuchten weiteren CNTs dargestellt.

Kristallitgrofle Lg / nm

Handelsname CNT-Sorte

unbehandelt modifiziert
Baytubes C70P MWNT 17 + 2 20 £ 2
Fraunhofer SWNT SWNT 518 +12 277+ 8
SWeNT CG200 SWNT 170 + 24 110 + 21
SWeNT SGé65i SWNT, halbleitend 142 + 10 20+ 1
Nanocyl NC1101 SWNT, COOH-modifiziert 93+ 8 n. z.

Die in Tabelle 4.3 aufgelisteten Ls-Werte vor und nach der Aufreinigung zeigen,
dass die Saurebehandlung der Kohlenstoff-Nanoréhren zu niedrigeren Werten fiir Lg
fihrt. Dies ist ein Anzeichen fiir eine erhohte Anzahl von Defekten und das kann als
Hinweis auf eine erfolgreiche Modifizierung der Kohlenstoff-Nanoréhren mit Carboxyl-
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Gruppen durch die Behandlung mit Salpetersiure interpretiert werden.!>! Dies ist in
Ubereinstimmung mit der guten Dispergierbarkeit der modifizierten CNTs in Wasser
nach der Aufreinigung. Im Gegensatz dazu sind unbehandelte Kohlenstoff-Nanorohren
in Wasser nicht dispergierbar.!64

Wiissrige Dispersionen aus Kohlenstoff-Nanoréhren

Die geringe Dispergierbarkeit von puren, unbehandelten Kohlenstoff-Nanoroh-
ren ldsst sich auf ihre Tendenz zuriickfithren, sich aufgrund der Entropieminimierung
zu Biindeln oder Strangen zusammenzufiigen. Diese beinhalten hunderte dicht-gepack-
ter CNTs, die durch die van-der-Waals-Anziehungsenergie von etwa 500 eV-um! fir
den Kontakt der Rohren untereinander fest verbunden sind.!®* Daher ist es selbst mit
mechanischen Dispergierverfahren wie einer Behandlung durch Ultraschall nicht mog-
lich, langzeit-stabile Dispersionen von unbehandelten Kohlenstoff-Nanordhren in Was-
ser zu erhalten. In Abbildung 4.4 ist zu sehen, dass sich bei unbehandelten Kohlenstoft-
Nanordohren schon kurze Zeit nach der Behandlung mit Hilfe eines Ultraschalldesin-
tegrators der schwarze CNT-Feststoff als Prazipitat am Boden des Gefafes absetzt und
die tiberstehende Losung vollstandig klar und farblos verbleibt.

COOH-modifiziert nach Aufreinigung
(vom Hersteller Nanocyl) bzw. Modifizierung

unbehandelt

Abbildung 4.4: Wissrige Dispersionen unterschiedlicher Arten von Kohlenstoff-Nanorohren.
Gezeigt sind die wissrigen Dispersionen unbehandelter, vom Hersteller Nanocyl COOH-modifizierter und
im Rahmen dieser Arbeit aufgereinigter bzw. modifizierter Kohlenstoff-Nanorshren (von links nach
rechts). Diese Aufnahmen wurden jeweils etwa eine Stunde nach dem Dispergiervorgang mittels Ultra-

schalldesintegrator angefertigt.
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Eine kovalente Modifizierung der Kohlenstoff-Nanoréhren mit funktionellen
Gruppen, beispielsweise mit Carboxyl-Gruppen, soll dem Abhilfe schaffen und eine Dis-
pergierbarkeit ermoglichen. Der Hersteller Nanocyl bietet kommerziell erhéltliche single
wall nanotubes NC1101 mit einer solchen Modifizierung an. Diese besitzen laut Herstel-
lerangaben eine zehn-prozentige Modifizierung an Carboxyl-Gruppen.!% Dies fiihrt je-
doch nicht zu einer nennenswerten Erhéhung der Dispergierbarkeit dieser CNTs im
Vergleich zu den unbehandelten CNTs, wie in Abbildung 4.4 deutlich zu sehen ist. Nach
der Behandlung mit Ultraschall setzt sich auch hier nach kurzer Zeit der CNT-Feststoff
am Boden des Gefifles ab. Nur eine leichte Farbung der iberstehenden Losung deutet
an, dass wenige CNTs dispergiert wurden. Die Losung verbleibt jedoch klar. Im Gegen-
satz dazu fiihrt der in dieser Arbeit verwendete Aufreinigungs- und Modifizierungspro-
zess mit Salpetersaure als oxidierender Saure zu langzeit-stabilen tiefschwarzen und un-
durchsichtigen Dispersionen der CNTs in Wasser (siehe: Abbildung 4.4). Nach dem Dis-
pergiervorgang mit Hilfe eines Ultraschalldesintegrators ist kein Prazipitat zu beobach-
ten. Erst einige Tage spater lasst sich ein leichter Bodensatz eines schwarzen Feststoffes
beobachten, wobei die Dispersion weiterhin stabil sowie tiefschwarz und undurchsichtig
ist. Durch kurze Behandlung im Ultraschallbad ist der Feststoff wieder vollstandig dis-
pergierbar. Diese wéassrigen Dispersionen von Kohlenstoff-Nanordhren sind langzeit-
stabil iiber den beobachteten Zeitraum von mehreren Jahren. Da keine weiteren Zuséatze
oder Dispergierhilfsmittel zum Einsatz kommen und somit nur die COOH-modifizierten
CNTs und Wasser in den Dispersionen enthalten sind, werden keine Alterungsprozesse
o0.4. beobachtet. Aufgrund dieser verschiedenen Griinde wurden fiir die Durchfithrung
der in dieser Arbeit beschriebenen Beschichtungsprozesse (s.0.) ausschlief}lich wassrige
Dispersionen der selbst aufgereinigten bzw. modifizierten Kohlenstoff-Nanordhren ver-
wendet. Mit unaufgereinigten oder kommerziell erhaltlichen modifizierten Kohlenstoff-
Nanorohren wéren iiber wassrige Dispersionen keine homogenen Beschichtungen mog-
lich gewesen.

Es wurden Verdinnungsreihen der wassrigen CNT-Dispersionen erstellt. Die
Ausgangsdispersionen hatten jeweils einen Massenanteil von 0.1 m%. Jeweils zehnfache
Verdiinnungen wurden bis zu 107® m% durchgefiihrt. In Abbildung 4.5 sind diese Ver-
dinnungen in Reihenfolge abnehmenden CNT-Anteils dargestellt.
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CNT-Anteil

107 m% 107° m% 107 m% 107° m% 107° m%

Abbildung 4.5: Wissrige Dispersionen von Kohlenstoff-Nanorohren mit unterschiedlichem
Massenanteil (von links nach rechts abnehmend). Bis zu einem Massenanteil von 107 m% ist die Far-
bung der Dispersion mit blolem Auge erkennbar, bis 10~ m% mit Hilfe eines UV-Vis-Spektrometers nach-
weisbar. Hoher verdiinnte Dispersionen der CNTs lassen sich nicht mittels UV-Vis-Spektroskopie von
Wasser unterscheiden.

Die durch die dispergierten Kohlenstoff-Nanorohren verursachte schwarze Far-
bung der Dispersionen ist bis zu einem Massenanteil von 1073 m% deutlich erkennbar.
Im Vergleich mit reinem Wasser lasst sich bis zu 10~* m% optisch ein Unterschied wahr-
nehmen. Zur weiteren Untersuchung der Dispersionen wurden UV-Vis-Spektren (siehe:
Anhang Abbildung 7.5) angefertigt. In den Spektren lassen sich, abgesehen von der Her-
absetzung der Transmission iiber den gesamten gemessenen Wellenlangenbereich mit
zunehmenden Massenanteil der CNTs, keine zusiatzlichen Absorptionsbanden im Ver-
gleich zu reinem Wasser feststellen. Eine Herabsetzung der Transmission ist bis zu ei-
nem Massenanteil 10> m% der CNTs zu beobachten. Bei einem Massenanteil von
107% m% lasst sich im UV-Vis-Spektrum des gemessenen Wellenldngenbereichs kein Un-
terschied mehr zu reinem Wasser erkennen.

Um Aussagen iiber die Zusammensetzung der wassrigen CNT-Dispersionen und
der aufgereinigten Kohlenstoff-Nanoroéhren treffen zu kénnen, wurden ICP-OES-Ana-
lysen der drei in dieser Arbeit weitestgehend verwendeten CNT-Dispersionen (Bayer
MWNTs, Fraunhofer SWNTs, SWeNT SWNTs) durchgefiihrt. Diese Methode lieferte In-
formationen tiber den Metall-Gehalt der Dispersionen (siehe: Abbildung 4.6 und Tabelle
4.4), wodurch genauere Aussagen beziiglich der Zusammensetzung der anorganischen
Riickstinde moglich sind. Typische Metalle, die fiir die Katalysatoren bei der Herstellung
von CNTs verwendet werden, sind Cobalt, Eisen, Molybdan und Nickel. Deren Gehalte
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konnten ermittelt und quantifiziert werden. Auflerdem wurden die Erdalkalimetalle
Magnesium und Calcium sowie Zink in signifikanten Mengen detektiert.

30000

- Bayer MWNTs
] - Fraunhofer SWNTs

I sWeNT SWNTs

20000

10000 20000

Metallgehalt / pg-kg ™

Co Fe Mo Ni Zn Mg Ca Gesamt

Nachgewiesene Metalle

Abbildung 4.6: Darstellung der durch ICP-OES-Analyse ermittelten Metallgehalte der ver-
schiedenen CNT-Dispersionen. Die Metallgehalte beziehen sich auf die Dispersionen mit einem CNT-
Massenanteil von 0.1%.

Die Summe der Metallgehalte der Dispersionen zeigt eine gute Ubereinstimmung
mit den Mengen der anorganischen Riickstdande der CNT-Pulver nach der thermogravi-
metrischen Analyse. Insgesamt weisen die Dispersionen der Fraunhofer SWNTs den
hochsten Metallgehalt auf und die der Bayer MWNTs den geringsten. Die Ubergangs-
metalle zeigen sehr unterschiedliche Gehalte fiir die drei verschiedenen untersuchten
CNT-Dispersionen, was offenkundig von den vom Hersteller verwendeten Katalysato-
ren abhédngt. Aufgrund der geringen detektierten Gehalte und im Hinblick auf die
schlechte Loslichkeit noch vorhandener Katalysator-Partikel nach der Aufreinigung und
ihrer Einkapselung in die CNTs sind zytotoxische Effekte durch ihre reduzierte Biover-
fiigbarkeit limitiert.!>? Alle drei Dispersionen weisen verhaltnisméaflig hohe Gehalte der
Erdalkalimetalle Calcium und Magnesium auf, was hochstwahrscheinlich von den Kata-
lysatortragermaterialien stammt.
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Tabelle 4.4: Mit Hilfe der ICP-OES-Analyse ermittelte Metallgehalte der verschiedenen CNT-
Dispersionen. Die Metallgehalte beziehen sich auf die Dispersionen mit einem CNT-Massenanteil von
0.1%. LOD: limit of detection (dt.: Nachweisgrenze).

CNT- Metallgehalt / pg-kg™!
Dispersion .

Co Fe Mo Ni Zn Mg Ca Gesamt
Bayer 284.3 266.6 LOD 60.9 262.59 1959.1 6575 9408.49

<

MWNTs +18.7 +18.4 + 215 +4.54 +23.1 + 452 +453.88
Fraunhofer 15697 4943 668.8 16956 907.06 734.4 14350 54256.26
SWNTs + 380 + 126 +15.3 + 371 +4.49 +23.8 + 468 + 719.56
SWeNT 181.9 554.1 2252.8 132.1 497.69 6039.6 25915 35573.19
SWNTs +21.5 +174 +62.8 + 214 +4.32 +89.8 + 471 + 484.86

Zur genaueren Betrachtung der Angaben zu den einzelnen Metallen sind in Ta-
belle 4.4 die Zahlenwerte der iiber ICP-OES ermittelten Metall-Gehalte zusatzlichen zur
grafischen Darstellung des Sdulendiagrammes in Abbildung 4.6 dargestellt. Die im Ver-
gleich zu der Dispersion der Fraunhofer SWNTs geringen Gehalte an Ubergangsmetal-
len der Bayer MWNT- und SWeNT SWNT-Dispersionen konnen anhand der Zahlen-

werte besser unterschieden und verglichen werden.

4.1.2 Charakterisierung der Filme aus Kohlenstoff-Nanoréhren

Im vorangegangenen Abschnitt wurden die Ergebnisse der Aufreinigung bzw.
Modifizierung von Kohlenstoff-Nanorohren sowie die Herstellung von wissrigen Dis-
persionen aus diesen CNTs beschrieben. Die wissrigen CNT-Dispersionen (0.01 m%)
dienten zur Herstellung von CNT-Beschichtungen auf Gold- aber vor allem auf Platin-
Substraten. Der Fokus lag auf der Entwicklung eines Prozesses zur Herstellung grof3erer
Stiickzahlen von CNT-Filmen in guter und vor allem reproduzierbarer Qualitat iber die
Methode der automatisierten Sprithbeschichtung. In diesem Abschnitt werden die Er-
gebnisse zur Entwicklung dieses Prozesses beschrieben. Dabei werden die Morphologie
und Topographie der CNT-Filme, ihre elementare Zusammensetzung und elektrischen
Eigenschaften detailliert beschrieben. Es folgen die Ergebnisse zu Untersuchungen hin-
sichtlich der Stabilitat der CNT-Filme.
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Morphologie und Topographie der Filme aus Kohlenstoff-Nanoréhren

Zur Untersuchung der Morphologie und Topographie der Filme aus Kohlenstoft-
Nanorohren wurde vor allem die Homogenitit der Beschichtungen iiber die gesamte
Probenflache, die Morphologie auf nanoskopischer Ebene sowie die Oberfldchenstruktur
betrachtet. Aulerdem wurde die Schichtdicke ermittelt. Es wurden sowohl fotografische
Aufnahmen als auch licht-, konfokal-, und elektronenmikroskopische Methoden fiir
diese Untersuchungen verwendet. Zunichst wird dabei die Entwicklung des automati-
sierten Sprithprozesses fiir CNT-Filme auf Gold- und Platin-Substraten gezeigt. An-
schlieend liegt der Fokus auf der Charakterisierung der CNT-Filme der verschiedenen
CNTs auf Platin-Substraten, die iiber den automatisierten Sprithprozess hergestellt wur-
den und fiir Untersuchungen zu ihrer Biokompatibilitdt in Zellkulturexperimenten ver-
wendet wurden.

In Abbildung 4.7 sind lichtmikroskopische Aufnahmen verschiedener, per auto-
matisierter Sprithbeschichtung beschichteter CNT-Filme dargestellt. Von links nach
rechts ist die Entwicklung des Sprithprozesses zu erkennen.

|
10 mm

Abbildung 4.7: Lichtmikroskopische Aufnahmen eines CNT-beschichteten Gold-Substrates
(A) und dreier Platin-Substrate (B-D). Es ist der erfolgreiche Ubergang von Gold- zu Platin-Substraten
(A zu B) sowie die Optimierung des automatisierten Sprith-Prozesses hin zu homogenen Beschichtungen
der gesamten Substrat-Flache (B-D) gezeigt.

Von anfinglich kommerziell erhéltlichen Gold-Substraten (A) wurde der Prozess
erfolgreich auf vergleichbare Platin-Substrate (B-D) iibertragen, die eigens vom IMPT
angefertigt wurden (siehe: 3.1.1). Die ungleichméflige Beschichtung - bei A und B scheint
teilweise das Substrat durch - konnte iiber die Anpassung der Prozessparameter immer
weiter optimiert werden, so dass bei C die gesamte Probenfliache vollstandig beschichtet
wurde. Die Kanten der CNT-beschichteten Substrate sind jedoch bei allen Proben dieser
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Art nicht beschichtet und exponieren blankes Platin aufgrund der Geometrie des Pro-
benhalters (siehe: Beschreibung des Beschichtungsprozesses in Abschnitt 3.1.2). Aufler-
dem sind bei der Probe C Interferenzfarben zu erkennen, was auf Hohenunterschiede
innerhalb der Schicht zuriickzufithren ist. Bei D ist dieses Phanomen nicht zu beobach-
ten, die gesamte Probenflache erscheint homogen beschichtet. Nur an den Rédndern der
Beschichtung treten leichte Unregelméfligkeiten auf.

Die Filme aus Kohlenstoff-Nanorohren (CNTs) auf den Platin-Substraten, die fiir
weitere Zellkulturuntersuchungen verwendet wurden, wurden mit Hilfe von wéssrigen
Dispersionen der drei verschiedenen aufgereinigten CNTs tiber einen automatisierten
Sprithbeschichtungsprozess hergestellt. Fotografische Aufnahmen zeigen homogene Be-
schichtungen iiber die gesamte beschichtete Substrat-Oberflache (siehe: Abbildung 4.8).
Zum Vergleich ist ganz links in Abbildung 4.8 ein unbeschichtetes Platin-Substrat dar-
gestellt.

i

I I
10 mm 10 mm 10 mm 10 mm
unbeschichtetes Platin Bayer MWNTs Fraunhofer SWNTs SWeNT SWNTs

Abbildung 4.8: Aufnahmen eines unbeschichteten Platin-Substrates (ganz links) und der Filme
aus Kohlenstoff-Nanorohren auf den Platin-Substraten (weiter von links nach rechts): Bayer
MWNTs, Fraunhofer SWNTs, SWeNT SWNTs. Die Kanten der CNT-beschichteten Substrate sind
nicht beschichtet und exponieren blankes Platin aufgrund der Geometrie der verwendeten Probenhalte-
rung.

In Abbildung 4.9 sind rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der CNT-Be-
schichtungen dargestellt. Bei niedrigen Vergrofierungen sind die homogen beschichte-
ten Bereiche auch im Mikrometer-Bereich erkennbar. Sowohl fiir die Bayer MWNTs als
auch die Fraunhofer SWNTs sind keine Verunreinigungen in den Beschichtungen er-
kennbar. Bei hoheren Vergroflerungen werden bei den aus SWeNT SWNTs hergestellten
Filmen die Verunreinigungen deutlich sichtbar. Aber auch die Fraunhofer-SWNT-ba-
sierten Filme zeigen die Anwesenheit kleiner anorganischer Partikel. Moglicherweise
handelt es sich dabei um noch vorhandene Katalysator-Partikel. Im Gegensatz zu den
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Aufnahmen der CNT-Pulver (siehe: Abbildung 4.2 in Kapitel 4.1.1) weisen die rasterelek-
tronenmikroskopischen Aufnahmen der aus Fraunhofer SWNTs hergestellten Filme
keine Nanordhren mit sehr groflen Durchmessern auf. Dies ist moglicherweise auf die
schlechte Dispergierbarkeit dieser grofieren Nanordhren in Wasser zuriickzufithren. In
allen drei Féllen zeigen die Kohlenstoff-Nanoréhren keine bevorzugte Orientierung, bil-
den aber ein willkiirlich angeordnetes Netzwerk aus verwobenen Nanoréhren (Abbil-
dung 4.9).

Bayer MWNTs Fraunhofer SWNTs SWeNT SWNTs
T . ‘;" \:%"J" ". 7 o 5

Abbildung 4.9: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Filme aus Kohlenstoff-Na-
nordéhren auf Platin-Substraten: Bayer MWNTs, Fraunhofer SWNTs, SWeNT SWNTs (von links
nach rechts). Die niedrigeren Vergréflerungen zeigen homogen beschichtete Proben; in den hoheren
Vergrofierungen in den Einschiiben jeweils links oben sind die willkiirlich angeordneten Netzwerke aus
Kohlenstoff-Nanorshren erkennbar.

Die REM-Aufnahmen weisen auf eine raue Oberflache der Filme im Nanometer-
Bereich hin, dies wird durch die konfokalmikroskopischen Aufnahmen bestatigt. Um die
Schichtdicke der CNT-Beschichtungen zu bestimmen, wurde diese in kleinen Bereichen
der Proben vor den Aufnahmen entfernt (siehe: Abschnitt 3.2.2). Die klar definierten
Kanten zwischen Beschichtung und Substrat erlauben die Bestimmung der Schichtdi-
cken der CNT-Beschichtungen. In Abbildung 4.10 sind die drei-dimensionalen Projekti-
onen der konfokalmikroskopischen Aufnahmen dieser Bereiche der jeweiligen Proben
dargestellt. Dunkelblaue Bereiche in den Bildern reprisentieren die blanke, planare Pla-
tin-Oberfldche der Substrate. Griin, gelb, orange und weify gefarbte Bereiche kennzeich-
nen dementsprechend die unterschiedlichen Hohen der Beschichtungen.
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150 350 550 720 60 250 450 620

Bayer MWNTs Fraunhofer SWNTs SWeNT SWNTs

Abbildung 4.10: Drei-dimensionale Darstellungen der konfokalmikroskopischen Aufnahmen
der CNT-beschichteten Platin-Substrate: Bayer MWNTs, Fraunhofer SWNTs, SWeNT SWNTs
(von links nach rechts). Teile der CNT-Beschichtungen wurden mechanisch entfernt. Die entstandenen
Kanten zwischen Beschichtung und Substrat wurden dazu verwendet die Schichtdicke der Beschichtun-
gen mit Hilfe konfokalmikroskopischer Scans zu bestimmen. Dunkelblaue Bereiche in den Bildern repré-
sentieren die blanke ebene Platin-Oberflache der Substrate. Griin, gelb und orange gefirbte Bereiche kenn-
zeichnen dementsprechend die unterschiedlichen Héhen der Beschichtungen.

Die drei-dimensionalen Darstellungen geben einen Eindruck iiber die Rauheit der
Oberflache und die Homogenitat der Beschichtungen. Vereinzelt sind mikrometer-hohe
Erhebungen bzw. Unebenheiten zu erkennen. Insgesamt liegt die Hohe aller drei CNT-
Beschichtungen im unteren Nanometer-Bereich. Die Beschichtungen der beiden SWNTs
wirken homogener, in diesen Aufnahmen sind weniger blaue Bereiche des Substrates in
den beschichteten Bereichen zu erkennen. Die Entfernung der Beschichtung in Teilbe-
reichen war fiir alle drei Beschichtungen erfolgreich.

Uber die freigelegten, ebenen Bereiche der Substratoberfliche und die dadurch
erzeugten definierten Kanten zwischen Schicht und Substrat lassen sich, wie in 3.2.2
beschrieben, mit Hilfe von zwei unterschiedlichen Methoden die Schichtdicken der
CNT-Filme bestimmen: Auswertung der Hohenprofile an den Kanten sowie Histo-
gramme der Hohendaten fiir die gesamte Probe. In Abbildung 4.11 sind beispielhaft fiir
einen CNT-Film der SWeNT SWNTs eine lichtmikroskopische Ubersichtsaufnahme der
gesamten Probe, die Darstellungen der konfokalmikroskopischen Aufnahme als zwei-
dimensionale Aufsicht sowie drei-dimensionale Projektion dargestellt. Auflerdem sind
ein beispielhaftes Hohenprofil, dessen Verlauf in der zwei-dimensionalen Ubersicht ge-
kennzeichnet ist, und das Histogramm der Héhendaten fiir die gemessenen Datenpunkte

gezeigt.
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Abbildung 4.11: Darstellung der konfokalmikroskopischen Aufnahme eines CNT-beschichte-
ten Platin-Substrates (SWeNT SWNTs) zur Bestimmung der Schichtdicke. Es sind sowohl eine
lichtmikroskopische Aufnahme der gesamten Probe (oben links) als auch die Darstellungen der konfokal-
mikroskopischen Aufnahme in zwei-dimensionaler Aufsicht (oben mittig) sowie als drei-dimensionale
Projektion (oben rechts) abgebildet. Auflerdem sind ein beispielhaftes Hohenprofil (unten links) an einer
erzeugten Kante und ein Histogramm der Hoéheninformationen der gemessenen Datenpunkte (unten
rechts) dargestellt.

Wie in dieser Abbildung gezeigt, kann an den erzeugten Kanten die Hohendiffe-
renz zwischen Substratoberflache und der Schicht bestimmt werden. Es wurde fiir die
drei unterschiedlichen CNT-Filme jeweils mit fiinf Hohenprofilen an den erzeugten Kan-
ten ein Mittelwert fiir die Dicke der jeweiligen Schicht und die dazugehorige Stan-
dardabweichung der Messwerte bestimmt. Zuséatzlich wurde iiber das Histogramm der
Hohendaten der gemessenen Datenpunkte die Schichtdicke ermittelt. Dies wird dadurch
moglich, dass durch das teilweise Entfernen der Schicht zwei Maxima in der Verteilung
der Hohendatenpunkte entstehen. Die Differenz dieser Maxima ergibt die Schichtdicke.
Voraussetzungen sind dabei jedoch immer, dass die ebene Fldche der Messung keinen
Kippwinkel aufweist und ausreichend grof3e Bereiche der Beschichtung entfernt wur-
den. Auflerdem ist es wichtig, dass die Beschichtung in den entsprechenden Bereichen
nahezu vollstindig entfernt werden konnte. Ebenso muss es sich um eine Schicht mit
relativ einheitlicher Schichtdicke handeln. Trifft dies alles nicht oder nur eingeschrinkt
zu, kommt es zur Verbreiterung der Maxima und im Extremfall gar nicht erst zur Aus-
bildung zweier klar definierter Maxima. In den drei Fallen der CNT-Filme konnte jedoch
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jeweils fiir beide Methoden bei allen drei Beschichtungen die Schichtdicke bestimmt
werden. In Tabelle 4.5 sind diese Werte aufgelistet. Fir die CNT-Filme der
Bayer MWNTs und der Fraunhofer SWNTs sind die graphischen Darstellungen der Mes-
sungen in Abbildung 7.7 und Abbildung 7.8 im Anhang zu finden. Zusatzlich wurde als
Kenngrof3e fiir die Rauheit der Oberfliche die mittlere arithmetische Hohe der Beschich-
tung bestimmt. Hierfiir wurde ein vollstandig beschichteter Teilbereich mit definierter
Flache (1109.56 um? = 33.1 x 33.1 pm?) betrachtet. Auch diese Werte sind in der folgen-
den Tabelle dargestellt.

Tabelle 4.5: Anhand der konfokalmikroskopischen Aufnahmen ermittelte Schichtdicken der
CNT-Filme auf Platin-Substraten sowie die mittlere arithmetische Hohe S, als Kenngrofle fiir
die Rauheit der Oberfliache. Die Schichtdicken wurden tiber die Hohenprofile an den erzeugten Kanten
mit fiinf verschiedenen Profilen je Probe und iiber das Histogramm der Hohendaten fiir die gesamte Probe
ermittelt. Die mittlere arithmetische Hohe S, als Kenngrof3e fiir die zwei-dimensionale Rauheit der Ober-
flache wurde fiir eine Fldche von 1109.56 pm? (33.1 x 33.1 um?) in einem vollstdndig beschichteten Bereich
der Probe bestimmt.

Bayer Fraunhofer SWeNT
MWNTs SWNTs SWNTs
Schichtdicke (Hohenprofil) / nm 118 £ 11 100 £ 15 94+6
Schichtdicke (Histogramm) / nm 132 94 81
Rauheit S, / nm 36 49 40

Es wird deutlich, dass die Werte fir die Schichtdicken zwischen den beiden Me-
thoden geringe Unterschiede aufweisen. Alle Werte liegen jedoch jeweils im Bereich um
100 nm. Das arithmetische Mittel der zwei-dimensionalen Rauheit bzw. die mittlere
arithmetische Hohe S; weist Werte im Bereich von 30 bis zu 50 nm auf. Das bedeutet,
dass die Oberflachen in Relation zur absoluten Schichtdicke sehr rau sind. Dennoch ist
anzumerken, dass sich sowohl die Werte der Schichtdicke als auch der Rauheit im unte-
ren Nanometerbereich befinden. Angesichts der rauen Oberflachen der Beschichtungen
und den Fehlern sowohl fiir die Messung als auch fiir die Auswertungsmethoden ist es
sinnvoller, nur einen generellen Bereich der Schichtdicken von 60 bis zu 150 nm fiir alle
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drei verschiedenen CNT-Beschichtungen anzugeben. Vergleiche der Werte fiir die drei

unterschiedlichen CNT-Filme untereinander sind nur bedingt méglich.

Elementare Zusammensetzung der Filme aus Kohlenstoff-Nanoréhren

Untersuchungen der CNT-Filme mit Hilfe der Rontgen-Photoelektronenspektro-
skopie (XPS) lieferten Informationen iiber die elementare Zusammensetzung an der
Oberflache der Beschichtungen und konnen Tabelle 4.6 entnommen werden.

Tabelle 4.6: Per Rontgen-Photoelektronenspektroskopie (XPS) bestimmte elementare Zu-
sammensetzungen fiir die Oberflichen der drei verschiedenen hergestellten CNT-Filme. Nur
Elemente mit einem Prozentsatz groler 0.5 at% sind aufgelistet.

Oberflichenzusammensetzung / at%

CNT-Film

C (0) N Ca
Bayer MWNTs 80.0 = 8.2 17.1 £ 6.9 1.5+0.9 0.7£0.5
Fraunhofer SWNTs 73.7 + 1.2 229+1.0 2.2+0.2 0.6 £0.1
SWeNT SWNTs 792+ 75 17.7 £ 6.7 1.7 £ 0.6 0.7 £0.5

Die hohen Sauerstoffgehalte sind ein weiterer Nachweis dafiir, dass die Modifi-
zierung der CNTs mit sauerstofthaltigen funktionellen Gruppen erfolgreich war. Der
Stickstoff-Gehalt ist trotz des Aufreinigungsprozesses mit Salpetersidure verhaltnisma-
Big gering. Im Gegensatz zur Analyse der CNT-Dispersionen mit ICP-OES wurden bei
den XPS-Untersuchungen der CNT-Filme keine Ubergangsmetalle auf den Oberflichen
der Beschichtungen detektiert. Dabei ist die Informationstiefe dieser Methode zu beach-
ten, welche bis zu etwa 10 nm liegt. Entweder sind die Metall-Gehalte zu gering fiir diese
Analysentechnik oder die Partikel, die diese Metalle enthalten, sind nicht an der Ober-
flache der Beschichtungen, sondern in den CNTs eingekapselt.

Elektrische Eigenschaften der Filme aus Kohlenstoff-Nanoréhren

Beschichtungen aus Kohlenstoff-Nanorohren fiir Elektroden®-!! oder sogar reine
Kohlenstoff-Nanorchren-Elektroden!®® als Anwendung fiir Nerven-Schnittstellen sind
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zuletzt immer weiter in den Fokus geriickt. Keefer et al. haben im Jahr 2008 gezeigt, dass
Beschichtungen aus Kohlenstoff-Nanoréhren auf Mehrelektroden-Arrays (MEAs) die
Aufnahmequalitat und die elektrische Stimulierung in vitro in neuronalen Zellkulturen
und in vivo an Ratten und Affen durch das Herabsetzen der Impedanz und den erhéhten
Ladungstransfer verbessern.!! Baranauskas et al. konnten durch die Reduzierung der Im-
pedanz mit einer CNT-Beschichtung auf neuralen Mikroelektroden eine Verbesserung
des Signal-Rausch-Verhéltnisses bei der Aufnahme von neuronalen Signalen feststellen.’
Dariiber hinaus fithren geringere Impedanzen zu einer zielgerichteteren Stimulierung
der Zielzellen.

Im Hinblick auf eine potentielle Anwendung von CNT-beschichteten neuronalen
Elektroden wurden die elektrischen Eigenschaften der CNT-Filme auf den Platin-Ober-
flichen mit Hilfe der Impedanzspektroskopie untersucht.

10 E unbeschichtetes Platin = = =unbeschichtetes Platin
] Bayer MWNTs
Fraunhofer SWNTs
SWeNT SWNTs

~ CNT-beschichtet

1Z|/ @

10 T LA B | T LR | T LB LR | T AL | T LRI | T T T
10
f/ Hz

Abbildung 4.12: Impedanzspektroskopie-Scans der verschiedenen CNT-beschichteten Platin-
Substrate im Vergleich mit einer unbeschichteten Platin-Elektrode. Rot: Bayer MWNTs, blau:
Fraunhofer SWNTs, griin: SWeNT SWNTs, gestricheltes schwarz: unbeschichtete Platin-Substrate.

Die Scans (Abbildung 4.12) fiir die unbeschichtete Elektrode und fiir alle CNT-
beschichteten Elektroden zeigen einen typischen Anstieg des Betrags der Impedanz fiir
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niedrigere Frequenzen, wohingegen der Betrag der Impedanz im Bereich hoher Frequen-
zen aufgrund des unkompensierten Widerstands des Elektrolyten nahezu konstant ver-
lauft, wobei die Verlaufe sowohl fir CNT-beschichtete als auch fiir unbeschichtete Pla-
tin-Elektroden gleich sind.'%” Die CNT-Beschichtungen bringen eine Absenkung des Be-
trags der Impedanz im Bereich niedriger Frequenzen (unter 102 Hz) im Vergleich zu den
blanken, unbeschichteten Platin-Elektroden mit sich. Die Verringerung der Impedanz
von etwa einer Groflenordnung wurde bei allen drei unterschiedlichen Typen von CNT-
Beschichtungen festgestellt. Die Absenkung der Impedanz ist vor allem auf die vergro-
Berte Oberflache der Elektrode durch die Beschichtung mit CNTs zuriickzufithren. Ahn-
liche Absenkungen der Impedanz wurden schon fiir CNT-Beschichtungen und -Filme
berichtet.”"!! Verglichen mit gebrauchlichen Mikroelektroden!®!! sind die hier darge-
stellten absoluten Werte des Betrags der Impedanz sehr gering, was auf die vergleichs-
weise grofie Oberfliache der Elektrodenkontakte zuriickzufithren ist (150 mm?).

Die resultierenden Kapazitatswerte wurden mit Hilfe der in Abbildung 4.13 dar-
gestellten Ersatzschaltbilder berechnet und sind in Tabelle 4.7 dargestellt. Die CNT-Be-
schichtungen fithren zu mindestens 10-mal hoheren Kapazitaten der Elektroden (300—
600 pF-cm?) im Vergleich zu den unbeschichteten Platin-Elektroden (20-30 puF-cm?), wo-
bei die Filme aus single wall nanotubes doppelt so hohe Kapazititswerte aufweisen wie
die aus multi wall nanotubes.

: ———C

C R CPE

1
|
R

Abbildung 4.13: Darstellung der Ersatzschaltbilder zur Berechnung von Widerstinden und Ka-
pazititen aus den Messungen der Impedanzspektroskopie fiir die CNT-Filme und unbeschich-
tetes Platin: R-C-Reihenschaltung fiir unbeschichtete Platin-Elektroden (links) und R-CPE-Rei-
henschaltung fiir CNT-beschichtete Elektroden (rechts). Um die Kapazititswerte fiir die Elektroden
zu berechnen, wurden Ersatzschaltbilder gew#hlt, die entweder aus einem konstanten Phasenelement
(CPE, engl.: constant phase element) oder einem Kondensator (C, engl.: condensator) zusammen mit einem
Widerstand (R, engl.: resistor) bestehen. Das CPE wurde gewihlt, um die Daten fiir die CNT-Filme mit
rauen bzw. pordsen Oberflichen anzupassen, wohingegen ein normaler Kondensator gew#hlt wurde, um
die Daten fiir die planaren Platin-Oberflachen anzupassen.167-168
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Auch wenn die Reduktion der Impedanz aufgrund der CNT-Beschichtungen und
die resultierenden hoheren Kapazitatswerte der CNT-beschichteten Elektroden klar er-
sichtlich sind, wurden von anderen Forschergruppen grofiere Anderungen der Impedanz
fir solche CNT-modifizierten Elektroden berichtet.!16 Allerdings beziehen sich diese
Ergebnisse auf Mikroelektroden, bei denen die Ausgangsimpedanzen der unbeschichte-
ten Elektroden deutlich grofler sind. Werden grof3ere Elektroden fiir eine Modifizierung
verwendet, z. B. durch das Aufbringen nanoskaliger Sdulen aus Gold auf der Elektroden-
oberflache, wurden vergleichbare Ergebnisse erhalten.167-170

Tabelle 4.7: Berechnete Werte fiir Widerstinde und Kapazititen der hergestellten CNT-
Filme. o ist ein Exponent, der Inhomogenitdten im System kompensiert, die z. B. durch die Doppelschicht-
Kapazitaten von pordsen oder rauen Oberflachen verursacht werden kénnen (siehe: 3.2.9). Die Berech-
nungen basieren auf einer reprasentativen Messung einer Probe fiir jede Art von Beschichtung bzw. fiir
unbeschichtetes Platin. Die aufgelisteten Fehler stellen die von der Software ermittelten Fehler fiir die
Berechnung dar.

Bayer Fraunhofer SWeNT unbeschichtetes
MWNTs SWNTs SWNTs Platin
Elektrischer Widerstand
/0 27.1+£0.3 27.0+0.3 26.5 0.2 24.2£05
Normierte Kapazitit
335+ 6 617 £ 11 610 = 10 27.4+0.5
/ pF-cm~2
Exponent o
0.88 = 0.01 0.89 £0.01 0.92 £ 0.01 -

/ -

Stabilitdit der Filme aus Kohlenstoff-Nanoréhren

Fiir eine mogliche Anwendung der Filme als Beschichtung von Elektroden, die
als neurale Schnittstelle dienen sollen, ist die Stabilitat ein entscheidender Faktor. Dabei
spielt sowohl die mechanische als auch die Stabilitdt gegeniiber Fliissigkeiten und Lo-
sungen eine Rolle. Dies wird am Beispiel des Cochlea-Implantats deutlich. Wahrend der
Implantation wirken starke mechanische Belastungen. Anschlieflend ist die Elektrode
im Idealfall iiber Jahrzehnte im Einsatz und dementsprechend dauerhaft mit Kérperfliis-
sigkeiten im direkten Kontakt. Dabei muss iiber den gesamten Zeitraum die Stabilitét
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der Elektrode sichergestellt werden. Zum einen um die gleichbleibende und optimale
Funktion des Implantats zu gewahrleisten, aber zum anderen diirfen sich keine Stoffe
aus der Elektrode bzw. der Beschichtung herauslésen, die moglicherweise unerwiinschte
Reaktionen im Korper auslosen konnten. Fiir die aktuell ohne weitere Beschichtungen
verwendeten Platin-Elektroden sowie die Ummantelung aus Silikon sind all diese Vor-
rausetzungen gegeben und mit Studien uberpriift.” Neue Materialien bzw. Beschichtun-
gen miissen dementsprechend auf ihre Eignung hinsichtlich Stabilitdt im Allgemeinen
und Langzeitstabilitdt untersucht werden.

Erste Untersuchungen in Bezug auf die Stabilitdt der Filme aus Kohlenstoff-Na-
nordhren wurden mit Gold-Substraten durchgefiihrt, die mit Hilfe der Sprithbeschich-
tung, wie in Abschnitt 3.1.2 beschrieben, mit Fraunhofer SWNTs beschichtet wurden.
Wie bei der Charakterisierung der Morphologie und Topographie der CNT-Filme bereits
beschrieben, liegt die Schichtdicke dieser sprithbeschichteten CNT-Filme im Bereich von
100 nm. Voruntersuchungen hatten bereits gezeigt, dass die CNT-Filme, die tiber wiss-
rige Dispersionen der kovalent carboxyl-modifizierten CNTs hergestellt wurden, grund-
satzlich eine gute Stabilitat gegeniiber Wasser aufweisen.

nach der
Beschichtung

nach Inkubation
tiber 5 Tage

Abbildung 4.14: Aufnahmen sprithbeschichteter CNT-Filme vor und nach fiinftagiger Inkuba-
tion in Reinstwasser (H20), Natriumchlorid-Lésung (NaCl) und phosphatgepufferter Salzlosung
(PBS). Optisch lassen sich keine Unterschiede vor und nach der Behandlung erkennen. Im Rahmen dieser
Untersuchung sind die CNT-Beschichtungen stabil gegeniiber den eingesetzten drei Fliissigkeiten bzw.
Losungen.

Im Gegensatz dazu zeigen Filme, die iiber polymerstabilisierte wéssrige CNT-
Dispersionen hergestellt wurden, deutlich schlechtere Hafteigenschaften.!’! Bei diesen
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Untersuchungen wurden die CNT-Filme jedoch lediglich mit Wasser abgespiilt. Die
Schichten der polymerstabilisierten Dispersionen l6sten sich bereits vollstindig ab, wo-
hingegen die der carboxyl-modifizierten CNTs dieser Behandlung widerstanden. Zur
weitergehenden Charakterisierung der Stabilitdt wurden die CNT-Filme nun tiber finf
Tage in drei verschiedenen Losungen bei einer Temperatur von 37 °C inkubiert. Dazu
wurden Reinstwasser, wassrige Natriumchlorid-Lésung (0.85 m%) und phosphatgepuf-
ferte Salzlosung (PBS, engl.: phosphate buffered saline) verwendet. Es handelt sich dabei
jeweils um isotonische Salzlosungen. Nach der fiinftdgigen Inkubation wurden die Pro-
ben mit Reinstwasser abgespiilt und getrocknet. In Abbildung 4.14 sind Aufnahmen der
Proben vor und nach dieser Behandlung dargestellt. Anhand dieser Aufnahmen wird
deutlich, dass sich optisch keine Unterschiede fiir die Filme vor und nach der Inkubation
in den drei unterschiedlichen verwendeten Fliissigkeiten erkennen lassen. Im Rahmen
dieser grundlegenden Untersuchungen sind die CNT-Beschichtungen stabil gegen Was-
ser und salzhaltige Losungen.

Grundlegende Aussagen zur mechanischen Stabilitit und der Stabilitidt gegen
wissrige Losungen kénnen durch optische Beobachtungen der Filme aus Kohlenstoft-
Nanoroéhren nach den elektrochemischen Messungen und nach den Zellkultur-Untersu-
chungen getroffen werden. In beiden Fallen sind keine Verdnderungen nach den Expe-
rimenten erkennbar. Dies trifft genauso zu, wenn die CNT-Filme eine Woche Reinst-
wasser ausgesetzt waren. Des Weiteren wurde das Wasser, in dem die CNT-Filme aus-
gesetzt wurden, mit Hilfe eines UV-Vis-Spektrometers untersucht. Es war keine Veréan-
derung der Absorption dieser Losungen gegeniiber unbehandeltem Reinstwasser detek-
tierbar, obwohl sich mit dieser Methode CNT-Massenanteile von bis zu 107> m% in CNT-
Dispersionen nachweisen lielen.

Zuséatzlich wurden rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen vor und nach
den Zellkulturexperimenten mit den NIH3T3-Fibroblasten durchgefiithrt und verglichen.
Die Aufnahmen zeigen keine signifikanten Veranderungen in Morphologie und Schicht-
dicke bei den CNT-Beschichtungen nach den Zellkulturexperimenten (siehe: Abbildung
4.15 und Abbildung 7.6 im Anhang). Dementsprechend lasst sich eine generelle Stabilitat
der Filme sowohl gegeniiber Wasser als auch gegeniiber Fliissigkeiten mit komplexer
Zusammensetzung, wie dem Zellkulturmedium, feststellen. Sogar das Ablosen der Fib-
roblasten mit Trypsin—-EDTA-Losung hatte keinen erkennbaren Einfluss auf die Be-
schichtungen.
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Bayer MWNTSs Fraunhofer SWNTs SWeNT SWNTs

nach der
Beschichtung

nach der
Zellkultur

Abbildung 4.15: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Filme aus Kohlenstoff-Na-
nordéhren auf den Platin-Substraten nach der Beschichtung (oben) und nach den Zellkultur-Un-
tersuchungen (unten): Bayer MWNTs, Fraunhofer SWNTs, SWeNT SWNTs (von links nach
rechts). Es sind jeweils zwei unterschiedliche Vergrofierungen dargestellt. Die Vergleiche zwischen vor
und nach den Zellkultur-Experimenten lassen keine Unterschiede in den Schichten erkennen.

In Bezug auf die mechanische Stabilitéit l4sst sich konstatieren, dass die CNT-
Filme der normalen Handhabung wihrend des Herstellungsprozesses und den weiteren
folgenden Experimenten und Untersuchungen ohne Kratzer, Abplatzungen oder ande-
ren optisch erkennbaren Beschadigungen standhalten. Offenkundig sind diese Bean-
spruchungen nicht mit den Anforderungen an die Beschichtungen vergleichbar, die sie
fir eine mogliche Anwendung im Cochlea-Implantat erfiillen miissten. Wéahrend der
Implantation miissten die Beschichtungen grofien Scherkraften widerstehen, auch wenn
bei manchen Typen von Implantaten die Elektrodenkontakte etwas in der Silikonhiille
eingelassen sind. In jedem Fall wéren weitere Untersuchungen beziiglich der mechani-
schen Stabilitdt der CNT-Beschichtungen unerlisslich, um eine weitergehende Eignung
der Beschichtungen fiir diese potentielle Anwendung zu bewerten.
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4.1.3 Zytokompatibilitats-Untersuchungen der Filme aus Kohlenstoff-Nano-
rohren

Die Zyto- und Biokompatibilitdt von Kohlenstoff-Nanorohren und ihren Be-
schichtungen sind weiterhin in der Diskussion.® Aufgrund von unterschiedlichen Her-
stellungsprozessen (Arten und Mengen der verwendeten Katalysatoren) und variieren-
der Eigenschaften der Kohlenstoff-Nanordhren (Lange, Durchmesser, mogliche Modifi-
zierungen, Reinheit und Grad der Graphitisierung) kann eine allgemeine Aussage zur
Biokompatibilitdt von CNTs derzeit nicht geliefert werden. Aus diesem Grund sind wei-
tere Studien zu diesem Thema von wesentlichem Interesse. In dieser Arbeit werden des-
halb Untersuchungen zur generellen Zytokompatibilitit verschiedener CNT-Zuberei-
tungen unter Verwendung von NIH3T3-Fibroblasten als Standard-Zelllinie fiir verhalt-
nismaflig robuste Zellen prasentiert. Spezifischer sind hingegen die Untersuchungen zur
Interaktion von CNT-Filmen mit Spiral-Ganglion-Zellen, welche die spezifischen gluta-
matergenen Neuronen des Innenohres einschlieffen. Dabei handelt es sich bisher um die
erste Studie, die sich mit diesem Thema beschéftigt. Von Bedeutung sind solche Unter-
suchungen im Hinblick auf die potentielle Anwendung der CNT-Filme als Beschichtung
von Cochlea-Elektroden. Eine Besonderheit ist dabei, dass sowohl das Ausgangsmaterial
fiir die Beschichtungslosungen als auch die Beschichtungen selbst ausschliefilich aus
Kohlenstoff-Nanorohren bestehen. Das bedeutet, dass sowohl die Materialien als auch
die Filme frei von jeglichen Dispergierhilfsmitteln wie Polymeren sind. Dadurch ist es
eher moglich den tatséchlichen Einfluss der CNTs auf die Zellen zu untersuchen.

Im Folgenden werden die Ergebnisse zu den Zellkulturuntersuchungen der CNT-
Filme auf Platin-Substraten mit Fibroblasten und Spiral-Ganglion-Zellen sowie von Ex-
perimenten mit Uberstinden in Zellmedium inkubierter CNT-Filme mit Spiral-
Ganglion-Zellen vorgestellt. Zur Auswertung dienen sowohl fluoreszenz- bzw. lichtmi-
kroskopische Aufnahmen sowie Auszahlungen der Zellen iiber unterschiedliche Metho-
den. Wie in 3.1.4 beschrieben, erfolgte die Durchfithrung der Zellkulturen durch Jennifer
Schulze und Athanasia Warnecke aus der Klinik fiir Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde der
Medizinischen Hochschule Hannover (MHH).

Zellkulturuntersuchungen mit Fibroblasten und Beschichtungen aus Kohlenstoff-
Nanoréhren

Fibroblasten wurden auf den CNT-Filmen kultiviert, um allgemeine Informatio-
nen in Bezug auf die Zytokompatibilitat der CNT-Beschichtungen auf Platin-Substraten
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zu gewinnen. Dafiir wurden die Zell-Viabilitat und Proliferation von GFP-exprimieren-
den NIH3T3-Fibroblasten untersucht. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen
nach vier Tagen Kultivierungszeit zeigen sowohl eine gute Viabilitat als auch Prolifera-
tion der Fibroblasten auf allen CNT-beschichteten Proben, die vergleichbar mit dem un-
beschichteten Platin und dem Kunststoff der Zellkulturplatten sind (siehe: Abbildung
4.16).

CNT-Beschichtugen

Kontrollen

Abbildung 4.16: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der GFP-exprimierenden NIH3T3-
Fibroblasten (N = 4, n = 3) nach vier Tagen Kultivierungszeit auf den CNT-beschichteten Platin-
Substraten und den beiden Kontroll-Proben. Als Kontrollen dienten Zellkultur-Kunststoff und unbe-
schichtete Platin-Substrate.

Die ermittelten Anzahlen der Zellen auf den Filmen der Bayer MWNTs und
Fraunhofer SWNTs und ebenfalls die des Zellkultur-Kunststoffes sind alle auf demselben
Niveau und deuten auf eine exzellente Zytokompatibilitat dieser CNT-Beschichtungen
fir Fibroblasten hin (siehe: Abbildung 4.17). Die SWeNT SWNT-Beschichtungen weisen
Zellzahlen im Bereich des unbeschichteten Platins auf und zeigen damit ebenfalls noch
eine gute Zytokompatibilitit. Jedoch unterstiitzen diese CNT-Filme die Zellen nicht in
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dem Maf} wie der Zellkultur-Kunststoff oder die anderen CNT-Beschichtungen. M&g-
licherweise adhérieren die Zellen nicht so gut wie auf den anderen beiden Typen von
CNT-Filmen und 16sen sich leichter ab. Im Allgemeinen weisen jedoch alle unterschied-
lichen untersuchten Beschichtungen vorteilhaftes zytokompatibles Verhalten auf, was
sowohl mit den unbeschichteten Platin-Oberflachen als auch mit der Oberflache des
Zellkultur-Kunststoffes vergleichbar ist.
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Abbildung 4.17: Vergleich der ermittelten Zelldichten der NIH3T3-Fibroblasten (N =4, n = 3),
die auf den CNT-Beschichtungen und unbeschichteten Platinsubstraten sowie dem Zellkultur-
Kunststoff vier Tage kultiviert wurden. Die hier dargestellten Werte stellen die Mittelwerte + den
Standardfehler des Mittelwertes dar. Eine einfache Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt von einem multiplen
Vergleichstest nach der Bonferroni-Methode wurde genutzt, um die Mittelwerte zu vergleichen. Die Un-
terschiede stellten sich jedoch nicht als signifikant dar.

Zellkulturuntersuchungen mit Spiral-Ganglion-Nervenzellen und Beschichtungen
aus Kohlenstoff-Nanoréhren

Eine wichtige Zielsetzung in dieser Arbeit war es, die Verwendung von Kohlen-
stoff-Nanorohren in neuronalen Implantaten fiir das auditorische System voranzutrei-
ben. Eine potentielle Strategie war dabei die Beschichtung der Platin-Oberfldchen von
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Elektroden neuronaler Prothesen mit CNTs. Deshalb waren die spezifischen Wechsel-
wirkungen der priméren auditorischen Nervenzellen, d. h. der Spiral-Ganglion-Nerven-
zellen (SGNs), mit den CNT-Beschichtungen von entscheidender Bedeutung. Aus diesem
Grund wurde die Zytokompatibilitit der in dieser Arbeit entwickelten CNT-Beschich-
tungen mit Zellkulturen von Spiral-Ganglion-Zellen (SGCs) untersucht.

Bayer MWNTs Fraunhofer SWNTs SWeNT SWNTs

anti-neurofilament

CNT-Beschichtungen
anti-neurofilament
+ DAPI Overlay

anti-neurofilament
+ 5100 Overlay

Abbildung 4.18: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der immunofluoreszenz-angefirbten
Spiral-Ganglion-Zellkulturen, die 48 Stunden auf den CNT-beschichteten Platin-Substraten
kultiviert wurden (N = 4, n = 2). Die Spiral-Ganglion-Nervenzellen (griin) der gemischten SGC-Kultu-
ren sind neurofilament-positiv. Zusétzlich sind die Zellkerne (blau) mit 4°,6-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI) fluoreszenz-gefarbt und die Gliazellen (rof) wurden mit S100 angefiarbt. Diese Aufnahmen sind

dargestellt als Uberlagerung kombiniert mit den Anti-Neurofilament-Aufnahmen.

Représentative fluoreszenz-mikroskopische Aufnahmen der SGC-Kulturen, die
nach der zweitagigen Kultivierung immunozytochemisch fiir Neurofilament angefirbt
wurden, zeigen das Uberleben der Neuronen und das Neuriten-Wachstum fiir alle CNT-
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Proben (Abbildung 4.18) und Kontrollen (Abbildung 4.19). Die Laminin- und poly-D/L-
ornithin-beschichteten Platin-Oberflachen und die Oberflichen des Zellkulturplatten-
Kunststoftfes zeigen die grofite Anzahl an Neuronen mit dem langsten Neuriten-Wachs-
tum (Abbildung 4.19). Diese zwei Bedingungen sind ein Indikator dafiir, dass die Isolie-

rung der SGC-Kultur erfolgreich war und die Zellkultur wie tiblich gewachsen ist.

unbeschichtetes Platin Platin + Lam/Orn ccp + Lam/Orn

ent

e

anti-neurofilament anti-neurofilan

Kontrollen
+ DAPI Overlay

+ 8100 Overlay

anti-neurofilament

Abbildung 4.19: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der immunofluoreszenz-angefirbten
Spiral-Ganglion-Zellkulturen, die 48 Stunden auf den Platin-Substraten und den Laminin- und
Poly-d/l-ornithin-beschichteten (Lam/Orn) Kontroll-Oberflichen kultiviert wurden (N =4,
n = 2). Die Spiral-Ganglion-Nervenzellen (griin) der gemischten SGC-Kulturen sind neurofilament-posi-
tiv. Zusitzlich sind die Zellkerne (blau) mit 4°,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) fluoreszenz-gefiarbt und
die Gliazellen (rof) wurden mit S100 angefarbt. Diese Aufnahmen sind dargestellt als Overlays kombiniert
mit den Anti-Neurofilament-Aufnahmen. ccp: cell culture plastic (dt.: Zellkultur-Kunststoff).
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Auf der blanken Platin-Oberfliche konnten im Vergleich zu den Laminin- und
Poly-D/L-ornithin-beschichteten Proben kiirzere und weniger verzweigte Neuriten be-
obachtet werden. Dies deutet auf eine weniger giinstige Wechselwirkung zwischen den
SGNs und den reinen Platin-Oberflachen hin. Ein Neuriten-Wachstum konnte ebenfalls
auf den CNT-beschichteten Platin-Proben beobachtet werden. Die Neuronen sind so-
wohl in Grofle als auch in Anzahl vergleichbar mit den Neuronen auf den unbeschich-
teten Platin-Oberflichen und zeigen ebenfalls eine gesunde Morphologie. Allerdings ha-
ben sich auf den SWNT-basierten Beschichtungen weniger Neuronen angeheftet und es
haben auch weniger Neuronen auf diesen Beschichtungen tiberlebt.

Die Anzahl der lebenden SGNs wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop be-
stimmt. Die Werte fiir die Zellen pro cm? Probe sind in Abbildung 4.21 dargestellt und
bekréaftigen die Ergebnisse der fluoreszenz-mikroskopischen Einzelaufnahmen. Die An-
zahl der lebenden SGNs fiir das Laminin- und Poly-D/L-ornithin-beschichtete Platin
(103 Zellen-cm™2) und den Zellkulturplatten-Kunststoff (88 Zellen-cm™2) sind die hochs-
ten (siehe: Abbildung 4.20). Diese Ergebnisse waren zu erwarten, da die Poly-D/L-orni-
thin- und Laminin-Beschichtung ideale Wachstumsbedingungen fiir Neuronen bietet
(extrazellulare Proteine erlauben Neuronen zu adhéarieren) und zur Kontrolle der Quali-
tat fiir die SGN-Zellkultur dient. Die Zelldichten fiir die untersuchten CNT-beschichte-
ten und unbeschichteten Platin-Proben sind in Abbildung 4.21 dargestellt und liegen

unter weniger als der Halfte der fiir die Laminin- und Ornithin-beschichteten Proben.
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Abbildung 4.20: Vergleich der ermittelten Zelldichten der Spiral-Ganglion-Zellen (SGCs) nach
zweitigiger Kultivierungszeit (N = 4, n = 2). Die Zellen sind sowohl auf CNT-beschichteten als auch
auf unbeschichteten Platin-Substraten gewachsen. Zum Vergleich wurden die Zellen ebenfalls auf unbe-
schichtetem Platin und Zellkultur-Kunststoff kultiviert, beides mit Laminin und Poly-D/L-ornithin be-
schichtet. Neurofilament-positive Zellen wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop gezéhlt. Die hier dar-
gestellten Werte stellen die Mittelwerte + den Standardfehler des Mittelwertes dar (N = 4, n = 2). Die
Sternchen geben die Signifikanz der Zellen pro cm? der verschiedenen Proben im Vergleich mit Laminin-
und Poly-D/L-ornithin-beschichtetem Platin an. Die statistische Bewertung erfolgte mit einer einfachen
Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt von einem multiplen Vergleichstest nach der Bonferroni-Methode
(n.s.: nicht signifikant, *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001).

Relevanter ist der Vergleich der Ergebnisse fiir die untersuchten Proben unter-
einander. Die CNT-Filme, die aus multi wall nanotubes (Bayer MWNTs, 40 Zellen-cm™2)
bestehen, zeigen eine vergleichbare Zahl iiberlebender SGNs wie die unbeschichteten
Platin-Proben (36 Zellen-cm™2). Beschichtungen aus single wall nanotubes ergeben
durchgingig geringere Uberlebensraten fiir die Neuronen, auch wenn in den Screening-
Versuchen mit der Fibroblasten-Zelllinie kein direkter zytotoxischer Effekt fiir SWNT-
basierte Beschichtungen gezeigt werden konnte. Die Anzahl der gezéhlten SGNss ist sig-
nifikant geringer fir die Fraunhofer SWNTs (20 Zellen-cm™2) im Vergleich zu den
Bayer MWNTs (40 Zellen-cm™2) und fiir die SWeNT SWNTs (10 Zellen-cm™2) hoch sig-
nifikant. Der Unterschied der Zahl von SGNs auf den SWeNT SWNT-Beschichtungen

war ebenfalls sehr signifikant geringer verglichen mit dem unbeschichteten Platin.
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Abbildung 4.21: Vergleich der ermittelten Zelldichten der Spiral-Ganglion-Zellen (SGCs) nach
zweitigiger Kultivierungszeit (N = 4, n = 2). Die Zellen sind sowohl auf CNT-beschichteten als auch
auf unbeschichteten Platin-Substraten gewachsen. Neurofilament-positive Zellen wurden unter dem Flu-
oreszenzmikroskop gezahlt. Die hier dargestellten Werte stellen die Mittelwerte + den Standardfehler des
Mittelwertes dar (N = 4, n = 2). Die Sternchen geben die Signifikanz der verschiedenen Resultate an. Die
statistische Bewertung erfolgte mit einer einfachen Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt von einem multiplen
Vergleichstest nach der Bonferroni-Methode (*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001).

Damit SGNs in Zellkultur tiberleben kénnen, miissen ihnen eine ideale Umge-
bung zur Zelladhésion und aulerdem eine ausreichende Menge an Unterstiitzungszellen
angeboten werden. In der menschlichen Cochlea wurde gezeigt, dass die unmyelinisier-
ten (marklosen) Zellsomata der SGNs von Satelliten-Gliazellen umgeben sind.!”? Nach
der Degenerierung im peripheren Verlauf festigen sich Dendriten der SGNs durch eine
konzertierte Aktion der Satelliten-Gliazellen unter Einbezug von Cx43-vermittelter GJ-
Signalisierung.!73

Die Isolierungsprozedur der SGCs fiithrt zu einer gemischten Kultur, die SGNs,
Gliazellen und Fibroblasten beinhaltet. Durch die Anfarbung der Zellen mit einem neu-
ronen-spezifischen Neurofilament-Antikérper konnen die SGNs von den weiteren Un-
terstitzungszellen unterschieden werden. Durch die ergédnzende Farbung mit 4°,6-Dia-
midin-2-phenylindol (DAPI) sind die Zellkerne aller Zelltypen in fluoreszenzmikrosko-
pischen Aufnahmen nachweisbar. In den tibereinander gelegten Bildern von DAPI- und
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Neurofilament-Farbung in Abbildung 4.18 ist erkennbar, dass die DAPI-Farbung der Zel-
len auf den SWNT-Beschichtungen beeintrachtigt ist. Es sind keine blaugefarbten Zell-
kerne erkennbar. Allerdings zeigt ein fiir Gliazellen spezifischer Antikérper (5100) die
Anwesenheit der zusétzlichen Unterstiitzungszellen. Durch das Beispiel der MTT-Zyto-
toxizitats-Analyse ist bereits bekannt, dass SWNTs Immunofluoreszenz-Nachweise be-
einflussen konnen, indem sie mit Reaktanten oder Produkten der Anfarbungsreaktionen
wechselwirken.!¢17* Ein dhnlicher Fall scheint hier vorzuliegen. Dies unterstreicht die
enorme Wichtigkeit, unterschiedliche Analysen bei der Bestimmung der Ergebnisse von
biologischen Tests zu verwenden, im Speziellen in Anwesenheit von hochgradig ober-
flachen-aktiven Materialien wie die hier vorliegenden aufgereinigten und modifizierten
Kohlenstoff-Nanorohren.

Xie et al. haben im Jahr 2006 starke Wechselwirkungen im Nanobereich zwischen
Spiral-Ganglion-Neuronen des Riickenmarks und modifizierten MWNTSs propagiert.!1°
Es wurde angenommen, dass die funktionellen Gruppen der CNTs als Ankerpunkte fun-
gieren und dadurch sowohl die Adhésion der Neuronen verbessern als auch das Neuri-
ten-Wachstum férdern. Auch wenn die angewendete Aufbereitung der CNTs mit der
Vorgehensweise von Xie et al. vergleichbar ist, konnten dhnliche Beobachtungen fiir die
Spiral-Ganglion-Neuronen nicht gemacht werden. Dariiber hinaus zeigten die Autoren,
dass Neuriten auf Oberflaichen unmodifizierter CNTs deutlich kiirzer waren als auf de-
nen funktionalisierter CNTs. Kim et al. berichteten 2014, dass das Wachstum von Neu-
riten bei Neuronen, die auf CNT-beschichteten Oberflichen kultiviert wurden, ein bis

zwei Tage verzogert einsetzt im Vergleich zu Standard-Beschichtungen.!

Zellkulturuntersuchungen mit Spiral-Ganglion-Nervenzellen und CNT-Uberstdnden

Die Zellkultur-Experimente mit den Spiral-Ganglion-Zellen auf CNT-Filmen zei-
gen eingeschriankte neuronale Adhésion, geringe Verlangerung der Neuriten und klei-
nere Uberlebensraten der Neuronen auf SWNT-basierten Beschichtungen. Die schlech-
teren Resultate, welche mit den Beschichtungen der single wall nanotubes erhalten wur-
den, konnen zum einen mit verbleibenden Katalysator-Partikeln oder anorganischen
Salzen vom Aufreinigungsprozess zusammenhéngen. Daher wurden weitere Experi-
mente mit SGN-Zellkulturen durchgefiihrt. Bei diesen Experimenten wurden Uber-
stinde verwendet, die durch die Inkubation der entsprechenden Film-Proben in serum-
haltigem Zellkulturmedium erhalten wurden. Dabei wurden sowohl CNT-beschichtete
als auch unbeschichtete Platin-Filme verwendet. Diese Uberstande wurden anschlieflend
zur SGC-Kultur hinzugefiigt. Die Zellen wurden fiir zwei Tage in einem 1:1-Gemisch aus
SGC-Medium (serum-frei) und den gesammelten Uberstinden (serum-haltig) kultiviert.
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Repriasentative durchlicht-mikroskopische Aufnahmen zeigen das Proliferations-Ver-
halten der SGNs und ihr Neuriten-Wachstum (siehe: Abbildung 4.22). Morphologisch
sind keine Unterschiede zwischen allen getesteten Bedingungen zu erkennen. Nur die
Medium-Kontrolle ohne Serum (SGC-Medium) zeigt eine geringere Anzahl tiberleben-

der Neuronen.

SWeNT SWNTs

el TS

200 pm

CNT-Beschichtungen

unbeschichtetes Platin

Kontrollen

Abbildung 4.22: Durchlicht-mikroskopische Aufnahmen der Spiral-Ganglion-Zellen (SGCs)
nach zweitigiger Kultivierungszeit (N = 1, n = 9). Die Proben unterschieden sich in der Zusammen-
setzung der verwendeten Medien. Die Medien enthielten die Uberstinde der Inkubation der CNT-be-
schichteten (Bayer MWNTs, Fraunhofer SWNTs, SWeNT SWNTs) und unbeschichteten Platin-Substrate
in serum-haltigem Medium. Zum Vergleich wurden SGCs auch in durch BDNF ergianztem SGC-Medium
(BDNF-Kontrolle), serum-haltigem Medium (FCS-Kontrolle) und auch serum-freiem SGC-Medium (Me-
dium-Kontrolle) kultiviert.

Durch die Quantifizierung kann eine signifikante Erhéhung der Uberlebensrate
der in den gesammelten Uberstanden kultivierten SGNs bei allen getesteten Bedingun-
gen im Vergleich zu der Medium-Kontrolle beobachtet werden (Abbildung 4.23). Dies
wird durch die Ergebnisse der lichtmikroskopischen Aufnahmen bestitigt. Uberstinde
von SWNT-beschichteten Proben (Fraunhofer SWNTs und SWeNT SWNTs) resultierten
in signifikant verringerten Uberlebensraten im Vergleich mit der FCS-Kontrolle. Inte-
ressanterweise sind die Uberlebensraten der SGNs, die in den serum-haltigen Uberstin-
den der unbeschichteten Platin-Proben kultiviert wurden, vergleichbar zu den Werten
der FCS- und BDNF-Kontrolle.
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Abbildung 4.23: Uberlebensrate der Spiral-Ganglion-Neuronen nach zwei Tagen Kultivierungs-
zeit (N = 1, n=9). Die Uberlebensraten wurden nach der zweitigigen Kultivierung in den Uberstinden
von den CNT-beschichteten Proben bestimmt, indem die Anzahl der Neuronen in Beziehung zur Aussaat-
Kontrolle gesetzt wurde. Die Uberstinde wurden von CNT-beschichteten (Bayer MWNTs, Fraunhofer
SWNTs, SWeNT SWNTs) und unbeschichteten Platin-Substraten gesammelt, die in serum-haltigem Me-
dium (FCS-Kontrolle) inkubiert wurden. SGC-Medium ergénzt mit BDNF (BDNF-Kontrolle), serum-halti-
ges Medium (FCS-Kontrolle) und SGC-Medium ohne den Zusatz jeglicher Wachstumsfaktoren (Medium-
Kontrolle) wurden als Kontrollen verwendet. Die hier dargestellten Werte stellen die Mittelwerte + den
Standardfehler des Mittelwertes dar (N = 1, n = 9). Die Sternchen geben die Signifikanz der Uberlebensra-
ten fiir die unterschiedlichen Bedingungen im Vergleich zu der Negativ-Kontrolle (Medium-Kontrolle) an.
Die statistische Bewertung erfolgte mit einer einfachen Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt von einem mul-
tiplen Vergleichstest nach der Bonferroni-Methode (*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001).

Ob diese Ergebnisse auf 16sliche toxische Komponenten zuriickzufithren sind, die
durch die CNT-Beschichtungen freigesetzt werden, oder durch die Aufnahme von Nahr-
stoffen aus dem Serum durch die CNT-Beschichtungen, kann mit Hilfe dieses experi-
mentellen Aufbaus nicht unterschieden werden. Die Stérung der DAPI-Farbung auf den
SWNT-basierten Filmen ist ein Anzeichen dafiir, dass single wall nanotubes starke Wech-
selwirkungen mit Molekiilen in Losung zeigen.

Da die neuronalen Uberlebensraten, die in den Experimenten mit den Kulturen
der gesammelten Uberstinde erhalten wurden (Abbildung 4.23), deutlich hoher sind als
nach der direkten Kultivierung der Neuronen auf den Beschichtungen (Abbildung 4.21),
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kann angenommen werden, dass die Behinderung der Adhésion und der Differenzierung
auf den Substraten — und keine direkten toxische Effekte — der Hauptgrund fiir die re-
duzierte Anzahl von Zellen auf den CNT-beschichteten Proben sind, die in Abbildung
4.21 dargestellt sind. Die Uberlebensraten in den Experimenten mit den CNT-Uberstan-
den, die vergleichbar mit denen des unbeschichteten Platins sind, deuten darauf hin, dass
die Neuronen adaquates Substrat fiir ein verbessertes Uberleben benétigen, wie es bspw.

durch die Beschichtungen mit Laminin und Poly-D/L-ornithin geboten wird.

4.1.4 Fazit der Ergebnisse der Filme aus Kohlenstoff-Nanoréhren

In diesem Teilabschnitt dieser Arbeit wurden die chemische Verarbeitung von
unbehandelten Kohlenstoff-Nanoréhren, die Herstellung von CNT-Beschichtungen auf
Platin-Substraten, die Charakterisierung der elektrischen Eigenschaften dieser Be-
schichtungen, sowie eine grundlegende Untersuchung zur Zytokompatibilitat und Zell-
kulturuntersuchungen mit Spiral-Ganglion-Nervenzellen beschrieben.

Die chemische Aufreinigung und Oberflaichenmodifizierung der unterschiedli-
chen CNTs war erfolgreich und erlaubte die Herstellung langzeit-stabiler wéassriger
CNT-Dispersionen frei von Dispergierhilfsmitteln. Dies eroffnete die Moglichkeit Pla-
tin-Substrate mit dem kosteneffizienten Prozess der automatisierten Sprithbeschichtung
zu beschichten. Diese Methode ist sehr gut dafiir geeignet grofle Anzahlen an Proben
herzustellen. Einheitliche und homogene Beschichtungen der modifizierten Kohlenstoft-
Nanoroéhren auf Platin wurden mit einer sehr guten Reproduzierbarkeit erhalten. Solche
Beschichtungen verbessern die elektrischen Eigenschaften, was fiir eine Anwendung bei
neuronalen Elektroden gewiinscht ist. Eine generelle vorteilhafte Zytokompatibilitét der
CNT-Beschichtungen wurde tiber Zellkultur-Untersuchungen mit NIH3T3-Fibroblasten
bestimmt. Fiir Spiral-Ganglion-Nervenzellen zeigten ausschlieB8lich die CNT-Beschich-
tungen der Bayer MWNTs mit unbeschichtetem Platin vergleichbare Anzahlen tiberle-
bender Zellen. Im Gegensatz dazu zeigen die CNT-Beschichtungen aus SWNTs signifi-
kant verringerte Anzahlen an SGNs verglichen mit den MWNT-Beschichtungen und un-
beschichtetem Platin. Hervorzuheben ist, dass ein positiver Effekt auf die Biokompatibi-
litait der Nervenzellen — wie er fiir andere Typen von CNTs mit anderen Typen von
Neuronen beobachtet werden konnte — nicht ermittelt werden konnte.!7>-177 In diesem
Zusammenhang muss beriicksichtigt werden, dass es sich bei Spiral-Ganglion-Nerven-
zellen um extrem sensitive Zellen handelt. Fiir eine hohere Uberlebensrate wiren mog-
licherweise weitere Anreize notig, wie beispielsweise eine Beschichtung mit Laminin
oder die Anwesenheit neuroprotektiver Faktoren. Dennoch scheint es im Hinblick auf
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eine generelle Unsicherheit beziiglich medizinischer Anwendungen von CNTs zweifel-
haft, ob Anwendungen von CNT-Beschichtungen auf neuronalen Elektroden erfolgreich
sein werden. Im Speziellen, da nicht vollstdndig ausgeschlossen werden kann, dass ein-
zelne Kohlenstoff-Nanorohren sich aus Beschichtungen herauslosen kénnten und frei
beweglich im Korper vorliegen konnten.? In den in dieser Arbeit durchgefithrten Unter-
suchungen konnte des Weiteren gezeigt werden, dass Vorsicht bei der Verwendung be-
wihrter biologischer Assays wie der DAPI-Farbung geboten ist, wenn Materialien mit
groflen und hoch-reaktiven Oberflichen wie single wall carbon nanotubes verwendet
werden. Aufgrund der grofien spezifischen Oberfldche und deren Reaktivitat ist es mog-
lich, dass Chemikalien gebunden werden kénnen und somit effektiv aus dem Testsystem
entfernt werden.!6174

4.2 Nanoporose Kohlenstoffe als Beschichtungsmaterial neurona-
ler Elektroden

Neben den Kohlenstoff-Nanorohren wurde als ein weiteres Kohlenstoff-Material
nanopordser Kohlenstoff auf seine Eignung hin untersucht, als Beschichtung fiir neuro-
nale Elektroden zu fungieren. In diesem Abschnitt werden zuerst die Ergebnisse der
Synthese des nanopordsen Kohlenstoff CMK-3 dargestellt und erldutert. Um die Prozes-
sierung dieses Kohlenstoffs fiir verschiedene Beschichtungsmethoden zu ermdglichen,
wurden sowohl Pasten als auch Dispersionen hergestellt. Damit wurden tiber Rakel- und
Sprithbeschichtung Filme auf Platin-Substraten hergestellt und ausfiihrlich hinsichtlich
Morphologie, Zusammensetzung, Oberflache, Stabilitat und insbesondere ihrer elektri-
schen Eigenschaften untersucht. Im Hinblick auf eine biomedizinische Anwendung wur-
den die Beschichtungen mit Hilfe von Zellkultur-Untersuchungen hinsichtlich der Zy-
tokompatibilitat iiberpriift. Die Beschreibung und Auswertung dieser Untersuchungen
sind in einem gesonderten Unterkapitel am Ende dieses Abschnittes zu finden. Abschlie-
3end folgen eine Zusammenfassung sowie ein Fazit der Experimente und Untersuchun-

gen zu nanopordsen Kohlenstoffen.
4.2.1 Herstellung des nanoporosen Kohlenstoffs CMK-3 iiber das Templat-
Verfahren

In diesem Kapitel werden kurz die Ergebnisse zur Herstellung des nanopordsen
Kohlenstoffs CMK-3 dargestellt und erldutert. Die Synthese des nanoporésen Kohlen-
stoffs CMK-3 erfolgte iiber die Exotemplat-Synthese mit Hilfe des nanopordsen Silica-
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Templats SBA-15. Als Zwischenschritt wurde dabei tiber die Infiltration des Kohlenstoff-
prakursors Saccharose und anschlieBender Carbonisierung ein Silica-Kohlenstoff-Kom-
posit hergestellt. Die Entfernung des Silica-Templats aus diesem Komposit erfolgte mit
Hilfe von Flusssaure. Da es sich um eine in der Literatur und auch innerhalb der Arbeits-
gruppe bekannte und etablierte Synthese handelt, wurden keine weiteren Parameter va-
riiert.114115178 Auflerdem wird in diesem Abschnitt beschrieben, wie aus dem nanoporé-
sen Kohlenstoff CMK-3 Pasten und wiéssrige Dispersionen zur Herstellung von Be-
schichtungen angefertigt wurden. Zusatzlich dazu erfolgt ein Vergleich von CMK-3 mit
einer kommerziell erhiltlichen Aktivkohle, die als Referenzmaterial fiir einen nanopo-
rosen Kohlenstoff diente.

Synthese des nanoporésen Kohlenstoffs CMK-3

Der nanoporose Kohlenstoff CMK-3 wurde iiber das sogenannte Templat-Ver-
fahren hergestellt (siehe: 2.2.2). Als Templat dient das nanoporose Silica SBA-15. In Ab-
bildung 4.24 sind die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen des verwendeten Si-
lica-Templats SBA-15 und des daraus synthetisierten nanopordsen Kohlenstoffs CMK-3
in zwei unterschiedlichen Vergréflerungen dargestellt.

Abbildung 4.24: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des Silica-Templats SBA-15
(links) und des daraus synthetisierten nanoporosen Kohlenstoffs CMK-3 (rechts). Es sind jeweils
zwei unterschiedliche Vergroflerungen dargestellt: eine Ubersicht tiber die jeweiligen Partikel (grofes Bild)
und eine Nahaufnahme eines einzelnen Partikels (in der Ecke oben).
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Anhand dieser Aufnahmen wird deutlich, dass die Morphologie der Partikel des
Silica-Vorlaufers SBA-15 und des daraus entstandenen Kohlenstoffs CMK-3 nahezu
identisch sind. Beide Feststoffe bestehen aus 30-50 pm langen und etwa 10 pm breiten
nadelférmigen Partikeln mit stark aufgerauter Oberflache. Beim CMK-3 ist die Nadel-
form deutlich weniger ausgepragt bzw. teilweise keine klar einheitliche Form der Parti-
kel erkennbar. Die Grof3e der Partikel ist jedoch vergleichbar. Bei hoheren Vergrofierun-
gen ist deutlich erkennbar, dass die Partikel jeweils aus stark verwachsenen hexagona-
len Prismen bestehen. Diese Prismen haben einen Durchmesser von etwa 1 pm und
ebenso eine Hohe von etwa 1 pm. Fiir den CMK-3 sind die Kanten der hexagonalen Pris-
men nicht so deutlich ausgepragt. Zusammenfassend zeigen diese Aufnahmen, dass iiber
das Templat-Verfahren die Morphologie der Partikel des Silicas SBA-15 auf den Kohlen-
stoff ibertragen wurde bzw. die Morphologie wahrend des Syntheseprozesses erhalten
blieb, was mit den theoretischen Uberlegungen zur Templat-Synthese ibereinstimmt.

Mit Hilfe der thermogravimetrischen Analyse des Silica-Vorlaufers, des wahrend
des Syntheseprozess erhaltenen Silica-Kohlenstoff-Komposits und des schlussendlich
erhaltenen Kohlenstoffs lassen sich Aussagen tiber die Zusammensetzung der Stoffe so-
wie Uber die einzelnen Schritte der Synthese treffen. In Abbildung 4.25 sind die thermo-
gravimetrischen Messungen dieser drei Stoffe dargestellt.
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Abbildung 4.25: Thermogravimetrische Messungen des Silica-Templats SBA-15 (grau), Silica-
Kohlenstoff-Komposits (braun) und des daraus synthetisierten Kohlenstoffs CMK-3 (schwarz).
Das Silica SBA-15 zeigt nur geringe Massenverluste bei der thermischen Behandlung, der Kohlenstoff
CMK-3 zersetzt sich nahezu riickstandsfrei. Uber die GréB3e der Stufe der Zersetzung des Kohlenstoffs fiir
das Silica-Kohlenstoff-Komposit lasst sich der Kohlenstoff-Anteil im Komposit bestimmen.

Anhand der gemessenen TG-Kurve des SBA-15 und den in Tabelle 4.8 dargestell-
ten Massenverlusten ist zu erkennen, dass die Entfernung des Block-Copolymers Pluro-
nic® P123, welches zur Synthese von SBA-15 verwendet wurde, durch die vorherge-
hende zwolfstiindige Calcination bei 500 °C erfolgreich war. Der Massenverlust unter-
halb von 100 °C lasst sich auf die Desorption von Wasser zuriickfithren, welches an der
Oberflache des Silicas adsorbiert war. Schon ab einer Temperatur von 100 °C kommt es
zu keiner signifikanten Massendnderung mehr. Die geringe Massenabnahme oberhalb
einer Temperatur von 600 °C kann mit der Kondensation an der Silica-Oberflache loka-
lisierter Silanol-Gruppen begriindet werden.!20

Die thermogravimetrische Analyse des Silica-Kohlenstoff-Komposits zeigt, dass
nach der Infiltration durch den Kohlenstoff-Prakursor und die folgende Carbonisation
unter Ausschluss von Sauerstoft der Kohlenstoff-Anteil im Komposit bei etwa 36% liegt.
In Tabelle 4.8 sind die prozentualen Massenverluste der drei Substanzen fiir verschie-
dene relevante Temperaturbereiche sowie der Riickstand nach der Messung aufgelistet.
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Tabelle 4.8: Prozentuale Massenverluste und Massenriickstinde wihrend bzw. nach der ther-
mogravimetrischen Analyse des Silica-Templats SBA-15, SiO2-C-Komposits und des Kohlen-
stoffs CMK-3. Die Massenverluste sind in drei relevanten Temperaturbereichen dargestellt.

Massenverlust / % Riickstand /%

RT - 100 °C 100 - 250 °C 250 - 1000 °C

Silica SBA-15 3 0 2 95
SiO0,-C-Komposit 2 0 36 62
Kohlenstoff CMK-3 1 2 96 1

Die thermische Zersetzung des Kohlenstoffs beginnt sowohl im Falle des Kom-
posits als auch beim reinen Kohlenstoff bei einer Temperatur von etwa 500 °C. Der reine
Kohlenstoff CMK-3 zersetzt sich dabei nahezu vollstandig, der Riickstand liegt nach der
thermischen Behandlung bei gerade mal einem Prozent und damit im Fehlerbereich der
Messmethode. Dies zeigt auch, dass die Entfernung des Silica-Templats durch die Fluss-
saure-Behandlung erfolgreich war und vollstandig abgelaufen ist.

Zur Ermittlung der Element-Zusammensetzung des nanoporésen Kohlenstoffs
CMK-3 wurde der Feststoff mit Hilfe der energiedispersiven Rontgen-Spektroskopie
(EDXS) untersucht. Dies dient vor allem dazu, mégliche Verunreinigungen zu identifi-
zieren und als weiterer Hinweis auf die erfolgreiche Entfernung des Templats. In Abbil-
dung 4.26 ist das EDX-Spektrum des CMK-3 dargestellt.
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Abbildung 4.26: Energiedispersives Rontgen-Spektrum des synthetisierten nanoporésen Koh-
lenstoffs CMK-3. Neben Kohlenstoff (schwarz) konnten die Elemente Sauerstoff (orange), Fluor (blau),
Aluminium (griin) und Silicium (gelb) qualitativ nachgewiesen werden. Die charakteristischen Réntgen-
Linien der Elemente sind in der jeweiligen Farbe markiert, die wichtigsten Linien sind besonders hervor-
gehoben.

Neben Kohlenstoff konnten die Elemente Sauerstoff, Fluor, Aluminium und Sili-
cium qualitativ iber die Emission der charakteristischen Rontgen-Strahlung nachgewie-
sen werden. Der Sauerstoff ist moglicherweise auf einen geringen Anteil an Sauerstoft-
Funktionalititen des Kohlenstoffs zuriickzufiithren, die durch die thermische Behand-
lung bei der Karbonisierung entstanden sind. Zwar wurde unter Sauerstoff-Ausschluss
gearbeitet, ein Zutritt geringer Mengen an Sauerstoff kann in diesem Prozess jedoch
nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Eine andere Moglichkeit der Herkunft des Sau-
erstoffs besteht im Sauerstoff-Anteil vom verbliebenem Silica-Templat, da auch Silicium
nachgewiesen wurde. Sowohl die Anwesenheit von Silicium und Sauerstoff als auch von
Aluminium koénnen aber auch auf nachtragliche Verunreinigungen aus der Umgebung
sowohl bei der Lagerung als auch bei der Probenvorbereitung zuriickzufiithren sein, da
es sich jeweils im Vergleich mit Kohlenstoff um sehr geringe Mengen handelt. Das nach-
gewiesene Fluor lasst sich jedoch mit ziemlicher Sicherheit auf Fluorid-Spezies zuriick-
fihren, die aus der zur Entfernung des Silica-Templats verwendeten Flusssdure stam-
men. Der Waschprozess scheint nicht ausgereicht zu haben, um diese vollstdndig aus
dem Porensystem zu entfernen. Ein Einbau des Fluorids in die Struktur des Kohlenstoffs
wire theoretisch denkbar, ist fiir die hier gewahlten Reaktionsbedingungen jedoch un-
wahrscheinlich. Hierzu wéaren reines Fluor oder deutlich h6here Temperaturen notwen-
dig.1”? Es handelt sich jedoch insgesamt um sehr geringe Mengen Fluorid. Eine genauere
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quantitative Auswertung der Element-Zusammensetzung lasst diese Messmethode in
diesem Fall nicht zu.

Zur Untersuchung der Porensysteme der hergestellten Feststoffe wurden Ront-
gen-Pulverdiffraktogramme im Bereich kleiner Winkel (< 4°26) aufgenommen. Diese
Diftraktogramme des Silica-Templats, des Silica-Kohlenstoff-Komposits und des Koh-
lenstoffs sind in Abbildung 4.27 dargestellt.
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Abbildung 4.27: Rontgen-Pulverdiffraktogramme im Bereich kleiner 26-Winkel des Silica-
Templats SBA-15 (hellgrau), Silica-Kohlenstoff-Komposits (braun) und des daraus synthetisier-
ten Kohlenstoffs CMK-3 (dunkelgrau). Fiir SBA-15 ist die Indizierung der drei Reflexe angegeben.

Das Rontgen-Pulverdiffraktogramm des Silicas SBA-15 zeigt in diesem Winkel-
bereich drei Reflexe, was auf ein mesopordses Porensystem mit hoher Ordnung schlie-
Ben lasst. Beim Diffraktogramm des Silica-Kohlenstoff-Komposits und des Kohlenstoffs
CMK-3 ist der erste Reflex deutlich ausgepragt, die beiden weiteren Reflexe sind fiir
CMK-3 im Untergrund der Messung zu erahnen. Die detektierbaren Reflexe lassen sich
jeweils in der hexagonalen Raumgruppe P6mm indizieren. Fiir alle drei XRDs sind dies
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der (100)-Reflex, fiir SBA-15 zusatzlich der (110)- und der (200)-Reflex. Die nach Glei-
chung (1) (siehe: 3.2.3) ermittelten Gitterkonstanten sind in Tabelle 4.9 zusammen mit
den jeweiligen Literaturwerten aufgelistet.11%138

Tabelle 4.9: Aus den Rontgen-Pulverdiffraktogrammen berechnete Werte fiir die Gitterkon-
stante a; sowie die dazugehorigen Literaturwerte.!’>!3 Fiir die Berechnungen wurden jeweils die
Beugungswinkel des (100)-Reflexes verwendet, fiir den SBA-15 zusétzlich die Werte des (110)- und des
(200)-Reflexes. Fur das Silica-Kohlenstoff-Komposit sind keine Literaturwerte verfiigbar.

Gitterkonstante a;/ A

Experimenteller Wert Literaturwert
Silica SBA-15 121 +1 120
Si02-C-Komposit 98 -
Kohlenstoff CMK-3 103 97

Die jeweiligen Werte fiir die Gitterkonstanten des Silica SBA-15 und nanoporo-
sen Kohlenstoffs CMK-3 stehen in guter Ubereinstimmung mit den Literaturwerten. Da-
bei sollte aber beriicksichtigt werden, dass die Gitterkonstante von den jeweiligen Syn-
theseparametern beeinflusst wird (u.a. Dauer der Reaktion, Reaktionstemperatur, an-
schlieBende Waschvorgéange sowie verwendete Losungsmittel). Daher sind in der Lite-
ratur auch von den hier aufgelisteten abweichende Werte fiir die Gitterkonstanten zu
finden. Die Arbeitsgruppen um Ryoo und ebenso um Stucky haben dies ausfithrlich am
Beispiel des SBA-15 beschrieben.!2121 Wie bereits anhand der Verschiebung der Reflexe
in den XRDs des Komposits und des Kohlenstoffs zu grofieren 26-Werten ersichtlich,
sind die Gitterkonstanten des Komposits und des CMK-3 kleiner als die des Silica-Tem-
plats SBA-15. Dies spricht, wie auch erwartet, fiir kleinere Porendurchmesser des Koh-
lenstoff-Materials.

Somit konnte gezeigt werden, dass die Synthese des nanoporésen Kohlenstofts
CMK-3 uber die Route des Silica-Templats SBA-15 erfolgreich war. Dabei blieb sowohl
die Morphologie der Partikel erhalten und auch das geordnete Porensystem wurde iiber-
tragen. Auflerdem konnte gezeigt werden, dass das Silica-Templat iiber die Behandlung
mit Flusssaure vollstandig entfernt werden konnte.
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Vergleich des synthetisierten nanoporésen Kohlenstoffs CMK-3 mit Aktivkohle

Eine kommerziell erhiltliche Aktivkohle (siehe: 3.1.3) wurde in dieser Arbeit als
Vergleichs-Material bei der Herstellung von Beschichtungen auf der Basis poroser Koh-
lenstoffe verwendet. Ahnlich wie der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierte Kohlen-
stoff CMK-3 weisen Aktivkohlen hohe spezifische Oberflaichen auf und besitzen Poren
mit Durchmessern im Nanometerbereich. Ublicherweise liegt bei Aktivkohlen jedoch
kein geordnetes Porensystem mit einheitlichen Porendurchmessern vor, wie dies beim
CMK-3 der Fall ist. In diesem Abschnitt werden kurz die Eigenschaften der verwendeten
Aktivkohlen mit denen des synthetisierten nanoporésen Kohlenstoffs CMK-3 vergli-
chen.

In Abbildung 4.28 sind rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Aktiv-
kohle und des CMK-3 in jeweils zwei Vergroflerungen dargestellt. In den grofier darge-
stellten Ubersichtsaufnahmen ist erkennbar, dass die hier verwendete Aktivkohle dhn-
liche Partikelgroflen aufweist wie der synthetisierte CMK-3. Grofiere Partikel liegen im

Bereich von 10 bis 50 pm, es gibt jedoch auch deutlich kleinere Partikel.

Abbildung 4.28: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des synthetisierten nanoporé-
sen Kohlenstoffs CMK-3 (links) im Vergleich zu einer kommerziell erhiltlichen pulverférmi-
gen Aktivkohle (rechts). Es sind jeweils zwei unterschiedliche Vergroferungen dargestellt: eine Uber-
sicht iiber die jeweiligen Partikel (grofles Bild) und eine Nahaufnahme eines einzelnen Partikels (in der
Ecke oben).
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Im Gegensatz zu den eher nadel- oder auch stabférmigen Partikeln des CMK-3
ist fur die Aktivkohle keine einheitliche Partikelmorphologie erkennbar. In der Uber-
sicht wirken die Flachen der Aktivkohle-Partikel deutlich glatter als die des CMK-3. Bei
naherer Betrachtung ist die feine raue Oberflache dieser Partikel erkennbar. Spezifische
Formen, wie die verwachsenen hexagonalen Prismen des CMK-3, sind nicht vorhanden.

Die thermogravimetrische Messung der Aktivkohle (siehe: Abbildung 4.29) zeigt
ebenfalls eine Desorption von Wasser unterhalb von 100 °C, der Massenverlust liegt bei
dieser Stufe bei etwa 7% und ist somit deutlich groler als bei CMK-3. Ab 500 °C setzt
auch hier die kontinuierliche Zersetzung des Kohlenstoffs ein.
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Abbildung 4.29: Thermogravimetrische Messungen des synthetisierten nanoporésen Kohlen-
stoffs CMK-3 (dunkelgrau) und der verwendeten Aktivkohle (rof). Im Vergleich zeigt die Aktiv-
kohle eine hohere Desorption von Wasser. Aulerdem ist die Zersetzung der Aktivkohle erst ab einer
Temperatur von tiber 900 °C abgeschlossen und sie weist einen héheren Riickstand nach der Messung im
Vergleich zum Kohlenstoff CMK-3 auf. Dieser wird nahezu riickstandsfrei oxidiert.

Im Gegensatz zu CMK-3 ist diese jedoch erst bei 900 °C abgeschlossen, wohinge-
gen bei CMK-3 schon ab etwa 770 °C keine weiteren Massenverluste auftreten. Der An-
teil an anorganischen Substanzen, die als Riickstand nach der thermischen Zersetzung
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zuriickbleiben, ist mit 7% ebenfalls bei der Aktivkohle deutlich hoher. Aufgrund des
grofitechnischen Herstellungsverfahrens der Aktivkohle sind vor allem Phosphate als
mogliche anorganische Verunreinigungen denkbar.

Anhand der rontgen-diffraktometrischen Untersuchungen der Aktivkohle wird
deutlich, dass die Aktivkohle im Gegensatz zu CMK-3, wie erwartet, kein geordnetes
Porensystem aufweist. Im dafiir relevanten Winkelbereich (< 4°26) konnen keinerlei Re-
flexe detektiert werden. Weitere Aussagen tiber die Aktivkohle sind anhand dieser Mes-
sungen nicht moglich. Das Diffraktogramm der Aktivkohle ist im Anhang in Abbildung
7.9 dargestellt.

Zur genaueren Charakterisierung des Porensystems bzw. der Oberflache der bei-
den pordsen Kohlenstoffe wurden jeweils Messungen von Stickstoff-Physisorptions-Iso-
thermen durchgefiihrt. In Abbildung 4.30 sind Isothermen fiir CMK-3 und die verwen-
dete Aktivkohle dargestellt.
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Abbildung 4.30: Stickstoff-Physisorptions-Isothermen des synthetisierten nanoporosen Koh-
lenstoffs CMK-3 (dunkelgrau) und der verwendeten Aktivkohle (rot). Es ist jeweils die Adsorption
(ausgefiillte Kreise) und die Desorption (nicht ausgefiillte Kreise) dargestellt.
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Die dunkelgrau dargestellte Physisorptions-Isotherme des CMK-3 lasst sich als
eine fiir mesopordse Materialien charakteristische Typ-IVa-Isotherme beschreiben. Wie
ebenfalls fiir solche Materialien iiblich, weist sie eine ausgepréigte Hysterese auf, die dem
Typ H1 zugeordnet werden kann.!8" Der Typ der Isotherme und der Hysterese-Schleife
entsprechen denen eines mesopordsen Materials mit zylindrischen Poren relativ einheit-
licher Grofle. Die Hysterese verlauft jedoch relativ flach iiber einen grofien Druckbe-
reich. Dies erinnert ebenso an eine Hysterese-Schleife des Typs H4, welcher haufig bei
aggregierten Kristallen mikro-mesopordser Kohlenstoffe auftritt.!80:181

Die rot dargestellte Isotherme der Aktivkohle weist weder eine ausgepragte Hys-
terese noch einen starken Anstieg des adsorbierten Volumens bei hohen Relativdriicken
auf. Der Verlauf der Isotherme lédsst sich daher am ehesten dem Verlauf des Typs Ia
zuordnen. Dabei ist der Verlauf vor allem durch enge Mikroporen mit einem Durchmes-
ser < ~ 1 nm bestimmt.

Somit lasst sich festhalten, dass es sich bei CMK-3 um ein mesoporoses Material
mit zusatzlichen Mikroporen handelt, wihrend die Aktivkohle nur Mikroporen besitzt.

Um die anhand der gemessenen Isothermen getroffenen Annahmen tiber die Po-
rengroflen der beiden Stoffe zu tberpriifen bzw. zu bestéatigen, wurden mit Hilfe der
DFT-Methode die Porenweitenverteilungen fiir beide Kohlenstoffe berechnet. Sie sind
in Abbildung 4.31 dargestellt.
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Abbildung 4.31: Nach der DFT-Methode berechnete Porenweitenverteilungen des synthetisier-
ten nanoporosen Kohlenstoffs CMK-3 (dunkelgrau) und der verwendeten Aktivkohle (rot). Die
jeweiligen DFT-Fits sowie die verwendeten Kernels zur Berechnung sind im Anhang in Abbildung 7.10
und Abbildung 7.11 dargestellt.
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Fiir den synthetisierten porésen Kohlenstoff CMK-3 liegt die Porengréfie im me-
sopordsen Bereich bei einer Grofle von 47 A bzw. 4.7 nm. Ein weiteres Maximum in der
Porenweitenverteilung ist an der Grenze zum mikropordsen Bereich bei etwa 19 A bzw.
1.9 nm. Diese Werte stehen in guter Ubereinstimmung zu den Arbeiten von Gor et al.,
anhand derer die Berechnungen durchgefithrt wurden.!%?

Die verwendete Aktivkohle weist, wie anhand der Isotherme bereits erwartet,
kaum Mesoporen auf, sondern wird vor allem durch Mikroporen dominiert. Die Poren-
weitenverteilung zeigt erst unterhalb eines Porendurchmessers von ca. 25 A bzw. 2.5 nm
einen breiten Anstieg der Kurve. Ein Maximum ist nicht zu beobachten, die Kurve steigt
bis zu Werten von 16 A bzw. 1.6 nm an. Poren mit kleinerem Durchmesser lassen sich
mit dem verwendeten Adsorbat Stickstoff nicht untersuchen. Dementsprechend liefern
die Berechnungen der Porenweitenverteilung keine Werte in diesem Bereich.

Auflerdem wurden nach der BET-Methode die Oberflachen der beiden Stoffe an-
hand der Isothermen bestimmt. Die dazugehdrigen Multi-Point-BET-Plots sind im An-
hang in Abbildung 7.10 und Abbildung 7.11 zu finden. Die Werte zu den BET-Oberfla-
chen des CMK-3 und der Aktivkohle sowie das Porenvolumen und die ermittelten Po-
renweiten sind in Tabelle 4.10 aufgelistet.

Tabelle 4.10: Ergebnisse der Auswertung der Physisorptions-Untersuchungen fiir den synthe-
tisierten Kohlenstoff CMK-3 und die verwendete Aktivkohle. Die Multi-Point-BET-Plots und die
DFT-Fits sowie weitere Parameter, die zur Berechnung dieser Werte verwendet wurden, sind im Anhang
in Abbildung 7.10 und Abbildung 7.11 zu finden.

Kohlenstoffmaterial
CMK-3 Aktivkohle
BET-Oberfliche / m2.g! 1256 1058
Porenvolumen / cm3.g~1 1.4 0.6
Porenweite / A 47 (und 19) <20

Die spezifische BET-Oberflache des CMK-3 liegt bei 1256 m?-g~! und ist damit
groBBer als die der verwendeten Aktivkohle (1058 m?-g~1). Jedoch weisen somit beide
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Feststoffe verhaltnismafig grof3e und fiir porése Kohlenstoffe bzw. Aktivkohlen typi-
sche spezifische Oberflaichen auf und liegen in einem vergleichbaren Bereich. Die Po-
renvolumina unterscheiden sich mit 1.4 und 0.6 cm3-g~! bei CMK-3 und Aktivkohle je-
doch deutlich, was auf die oben beschriebenen und in der Tabelle aufgelisteten Unter-
schiede in den Porendurchmessern zuriickgefithrt werden kann. Teilweise wurden in
der Literatur mit bis zu 1520 m?-g~! gréf3ere Oberflachen bei dhnlichen Porenvolumina
(1.3 cm3-g™1) fiir CMK-3 erzielt.!!3 Andere Verdffentlichungen beschreiben jedoch ver-
gleichbare Werte (1320 m?-g~! und 1.3 cm3-g1).23

In diesem Abschnitt konnte gezeigt werden, dass der synthetisierte nanopordse
Kohlenstoff CMK-3 und die hier verwendete Aktivkohle zum Teil vergleichbare Eigen-
schaften aufweisen. Sie weisen dhnliche Partikelgrofien auf und zeigen &hnliches Ver-
halten bei der thermischen Zersetzung. Ihre spezifischen Oberfldchen sind vergleichbar,
jedoch zeigt die Aktivkohle weder ein geordnetes Porensystem noch besitzt sie Meso-
poren. Die Aktivkohle dient jedoch im Folgenden als Referenz- bzw. Vergleichsmaterial

fiir einen mikropordsen Kohlenstoff.

Elektrodenpasten aus nanoporésen Kohlenstoffen und Aktivkohle

Sowohl aus dem synthetisierten Kohlenstoff CMK-3 als auch aus der Aktivkohle
wurden Elektrodenpasten hergestellt. Dazu wurden, wie im Unterabschnitt von 3.1.3
Herstellung von Elektrodenpasten beschrieben, die Kohlenstoff-Materialien mit einem
Binder-Polymer und einem Losungsmittel zu einer hoch-viskosen Paste vermischt. Hier-
fiir wurden unter anderem Carboxymethylcellulose (CMC) und Polyvinylidenfluorid
(PVDF) verwendet. Der Fokus lag jedoch vor allem auf der Verwendung von Chitosan
(Chit).

Um zu untersuchen, welchen Einfluss das Binder-Polymer auf die Oberflache und
das Porensystem des pordsen Kohlenstoffs CMK-3 hat und wie sich das auf spatere Be-
schichtungen auswirken kann, wurden die Chitosan-CMK-3-Elektrodenpasten mit un-
terschiedlichen Chitosan-Anteilen getrocknet und Physisorptions-Messungen an diesen
Feststoffen durchgefiihrt. Die dazugehorigen Physisorptions-Isothermen sowie die Iso-
therme des reinen CMK-3 sind in Abbildung 4.32 dargestellt.
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Abbildung 4.32: Stickstoff-Physisorptions-Isotherme des synthetisierten nanoporosen Kohlen-
stoffs CMK-3 (dunkelgrau) im Vergleich mit denen der getrockneten Chitosan-CMK-3-Elek-
trodenpasten (dunkel- bis hellgriin). Die Elektrodenpasten weisen steigende Chitosan-Anteile auf
(12.8, 14.1 und 17.3 m%), wobei reiner CMK-3 einen Chitosan-Anteil von 0.0 m% darstellt. Es ist jeweils
die Adsorption (ausgefiillte Kreise) und die Desorption (nicht ausgefiillte Kreise) dargestellt.

Alle drei Isothermen der getrockneten Chitosan-CMK-3-Elektrodenpasten mit
unterschiedlichen Chitosan-Anteilen weisen die schon fiir reines CMK-3 typische
Typ-IVa-Isotherme mit einer H1-Hysterese auf. Die Isothermen verschieben sich jedoch
mit steigendem Chitosan-Anteil zu niedrigeren adsorbierten Volumina, wobei der Ver-
lauf der Isotherme identisch bleibt. Lediglich bei hohen Relativdriicken (0.7<p/po<0.9) ist
der Anstieg bei der Adsorption der Elektrodenpasten nicht so ausgepréigt im Vergleich
zum reinen Kohlenstoff CMK-3. Dies ist moglicherweise ein Anzeichen dafiir, dass durch
den Einfluss des in den Elektrodenpasten verwendeten Polymers, in diesem Fall Chito-
san, der Anteil der Mesoporen mit groBem Durchmesser geringer wird bzw. durch das
Ausfiillen der Poren mit Polymer die Durchmesser abnehmen. Eine weitere Erklarung
wire das Auffiillen der interpartikuldren Porositdt durch das Polymer. Anhand der Iso-
thermen ist ein Einfluss auf Mesoporen mit kleineren Durchmessern oder auch auf die
Mikroporen nicht feststellbar. Genauere Aussagen dariiber lassen sich anhand der iiber

156



Ergebnisse

die DFT-Methode berechneten Porenweitenverteilungen treffen, die in Abbildung 4.33
dargestellt sind.
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Abbildung 4.33: Nach der DFT-Methode berechnete Porenweitenverteilung des synthetisierten
nanoporosen Kohlenstoffs CMK-3 (dunkelgrau) im Vergleich mit denen der getrockneten Chi-
tosan—-CMK-3-Elektrodenpasten (dunkel- bis hellgriin). Die Elektrodenpasten weisen steigende Chi-
tosan-Anteile auf (12.8, 14.1 und 17.3 m%), wobei reiner CMK-3 einen Chitosan-Anteil von 0.0 m% dar-
stellt. Die jeweiligen DFT-Fits sowie die verwendeten Kernels zur Berechnung sind im Anhang in Abbil-
dung 7.12 bis Abbildung 7.14 dargestellt.

Die anhand der Isothermen berechneten Porenweitenverteilungen zeigen sehr
deutlich, dass sich durch die Verwendung des Binder-Polymers in den Elektrodenpasten
nicht der Durchmesser der Poren des CMK-3 dndert. Alle Porenweitenverteilungen der
unterschiedlichen Chitosan-Anteile liefern exakt dieselben Maxima wie die des reinen
CMK-3 bei Porendurchmesser von 47 und 19 A.

Bei zusétzlicher Betrachtung der tiber die BET-Methode ermittelten Oberflachen,
die in Tabelle 4.11 aufgelistet sind, zeigt sich, dass mit steigendem Chitosan-Anteil die
Oberflachen der getrockneten Elektroden zwar deutlich sinken. Werden die BET-Ober-
flachen jedoch auf den jeweils verwendeten Kohlenstoff-Anteil in den Pasten bezogen,
ergeben sich Werte die nahezu denen des reinen Kohlenstoffs CMK-3 entsprechen. Ab-
weichungen lassen sich zum einen auf Ungenauigkeiten beim Abwiegen zuriickfiihren,
da jeweils geringe Massen im unteren Milligramm-Bereich verwendet werden. Dies ist
sowohl bei der Probenvorbereitung fiir die Sorptionsmessung als auch bei der Herstel-
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lung der Elektrodenpasten relevant. Auflerdem muss der allgemeine Messfehler der Me-
thode beriicksichtigt werden. Es wurde fiir jede Probe jeweils nur eine Messung zur
Auswertung verwendet. Das Porenvolumen nimmt ebenso mit steigendem Chitosan-
Anteil ab. Bei einer Umrechnung auf den Kohlenstoff-Anteil in der getrockneten Elek-
trodenpaste ergeben sich, analog zu den Berechnungen fiir die Oberfldchen, Porenvolu-
mina (1.2-1.5 cm3-g™!), die nahezu denen des reinen Kohlenstoff CMK-3 entsprechen
(1.4 cm3-g™1).

Tabelle 4.11: Ergebnisse der Auswertung der Stickstoff-Physisorptions-Untersuchungen fiir
den synthetisierten Kohlenstoff CMK-3 im Vergleich mit denen der getrockneten Chitosan-
CMK-3-Elektrodenpasten. Die BET-Oberfliachen sind sowohl in Bezug auf ein Gramm Messsubstanz
bzw. getrocknete Elektrodenpaste als auch umgerechnet auf ein Gramm des in der getrockneten Paste
enthaltenen Kohlenstoffs angegeben. Die Multi-Point-BET-Plots und die DFT-Fits sowie weitere Parame-
ter, die zur Berechnung dieser Werte verwendet wurden, sind im Anhang in Abbildung 7.12 bis Abbildung
7.14 zu finden.

Chitosan-Gehalt BET-Oberfliche BET-Oberfliche Porenvolumen Porenweite
/ m% / m2-g Y getrocknete Paste)  / M2-g~ Y (Kohlenstoff) / em3.g1 /A

0 1256 1256 14 47 (und 19)

12.8 1230 1411 1.3 47 (und 19)

14.1 1020 1187 1.0 47 (und 19)

17.3 994 1202 1.0 47 (und 19)

Somit konnte fiir das Beispiel Chitosan gezeigt werden, dass die Verwendung des
Binder-Polymers in den Elektrodenpasten keinen bzw. nur geringen Einfluss auf die
Oberflache und auf das Porensystem des pordsen Kohlenstoffs CMK-3 hat. Weder die
Oberfldche noch die Durchmesser der Poren werden verdndert. Dies gilt jedoch nur fiir
den hier untersuchten Bereich von Chitosan-Anteilen in den Elektrodenpasten. Dieser
stellt gleichzeitig den Bereich dar, in denen die Viskositdten der Pasten fiir die verwen-
deten Beschichtungsmethoden als geeignet anzusehen sind.
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Wiissrige Dispersionen der nanopordsen Kohlenstoffe und Aktivkohle

Zur Verwendung bei der Sprithbeschichtungsmethode wurden aus den hochvis-
kosen Elektrodenpasten niederviskose Dispersionen hergestellt. In Abbildung 4.34 sind
beispielhafte Aufnahmen solcher wissriger Dispersionen von Aktivkohle mit unter-
schiedlichem Massenanteil dargestellt.

Kohlenstoff-Anteil

in mg-mL™" 28.5 2.85 0.285

Abbildung 4.34: Wissrige Dispersionen von Aktivkohle mit Chitosan als Binder-Polymer in
verdiinnter Essigsiure mit unterschiedlichem Kohlenstoff-Massenanteil (von links nach rechts
abnehmend). Diese Dispersionen wurden durch Verdiinnung der Elektrodenpasten mit Reinstwasser und
anschliefender Behandlung mit dem Ultraschalldesintegrator hergestellt. Die Massenanteile entsprechen
10-,100- und 1000-facher Verdiinnung der Elektrodenpaste.

Sowohl die in dieser Arbeit verwendete Aktivkohle als auch der synthetisierte
nanopordse Kohlenstoff CMK-3 konnten erfolgreich als wéssrige Dispersionen unter
Zuhilfenahme des Binder-Polymers Chitosan dispergiert werden. Dabei spielte es keine
Rolle, ob der Weg iiber eine Verdiinnung der Elektrodenpaste oder direkt iiber die Ver-
mischung der Einzelkomponenten gewahlt wurde. Jeweils war eine Behandlung mit dem
Ultraschalldesintegrator notwendig, um eine hinreichende Qualitdt der Dispersion zu
erreichen und das Absetzen von Feststoft zu verhindern. Diese Dispersionen wiesen eine
ausreichend gute Stabilitit auf, um als Beschichtungslosung fiir die Sprithbeschichtungs-
methode zu dienen. Eine Langzeitstabilitat (> 6 Monate) ist ebenfalls gegeben, so dass
die Dispersionen mehrfach verwendet werden konnten. Jedoch musste vor jeder Ver-
wendung eine erneute Behandlung mit dem Ultraschalldesintegrator durchgefithrt wer-
den um den teilweise abgesetzten Feststoftf zu redispergieren.
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Inwieweit sich der Herstellungs-Prozess der Dispersionen auf die beiden Kohlen-
stoff-Materialien auswirkt, wurde mit Hilfe von rasterelektronenmikroskopischen Auf-
nahmen iiberpriift. Dabei sind vor allem die Partikelgrofien-Verteilung und mogliche
Veranderungen der Partikelgrofien interessant. In Abbildung 4.35 sind die Aufnahmen
der wiassrigen Dispersionen des synthetisierten nanoporésen Kohlenstoffs CMK-3 und
der verwendeten Aktivkohle dargestellt. Chitosan diente als Binder-Polymer und wurde
in verdiinnter Essigsaure gelost.

Abbildung 4.35: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der wissrigen Dispersionen von
CMK-3 (links) und Aktivkohle (rechts) mit Chitosan als Binder-Polymer in verdiinnter Essig-
siaure. Die Dispersionen wurden direkt auf den Probentréger getropft und getrocknet.

Im Vergleich zu den Aufnahmen der reinen Feststoffe beider Kohlenstoff-Mate-
rialien (siehe: Abbildung 4.28 auf Seite 150) wird deutlich, dass die Partikeldurchmesser
in den Dispersionen geringer sind. In der wiassrigen Chitosan-Dispersion sind die
CMK-3-Partikel 1-2 pm grof3 und liegen grofitenteils vereinzelt und gleichmafig verteilt
vor. Der synthetisierte Feststoff des CMK-3 besteht hingegen aus 30-50 pm langen und
etwa 10 um breiten nadelfdrmigen Partikeln. Das spricht zum einem dafiir, dass die klei-
neren Partikel eher dispergierbar sind als groflere, und zum anderen, dass es bei der
Behandlung in der Kugelmiihle bzw. mit dem Ultraschalldesintegrator méglicherweise
zu einer Vereinzelung der Primarpartikel kommt, aus denen die grofleren Partikel des
CMK-3 aufgebaut sind. Es lassen sich kaum mehr nadelférmige Partikel erkennen. Die
beobachteten Partikel weisen hauptsachlich eine gleichférmige Morphologie auf. Nur
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teilweise sind noch grofiere Partikel (bis zu ca. 8 pum) erkennbar, die aus verwachsenen
kleineren Partikeln zu bestehen scheinen.

Fir die Aktivkohle ist der Unterschied der Partikelgroflen zwischen dem Aus-
gangsmaterial und den wissrigen Dispersionen mit Chitosan noch deutlicher. Waren im
Ausgangsmaterial der Aktivkohle neben kleineren Partikeln vor allem Partikel im Be-
reich von 10 bis 50 pm vorhanden, liegen in der Dispersion nahezu nur Partikel kleiner
gleich 1 pm vor. Auch hier kann es durch die Behandlung zur Dispergierung zu einem
Aufbrechen der grofleren Partikel gekommen sein. Viel wahrscheinlicher ist in diesem
Fall jedoch, dass ausschlie8lich Partikel mit geringerem Durchmesser dispergiert wer-
den konnten. Dies wird durch die Beobachtung des nicht dispergierten Feststoffes un-
termauert, der nach der Behandlung als Bodensatz zuriickblieb.

Fiir den Beschichtungsprozess und die Qualitat der spateren Beschichtungen soll-
ten die geringeren Partikel-Durchmesser in den Dispersionen von Vorteil sein. Die Ge-
fahr eines moglichen Verstopfens von Diisen wéhrend der Sprithbeschichtung sollte sin-
ken. Auflerdem ist es mit kleineren, einheitlich geformten Partikeln eher moglich Be-
schichtungen mit gleichméafligen Schichtdicken der Filme herzustellen.

4.2.2 Charakterisierung der Filme des nanoporosen Kohlenstoffs CMK-3

Elektrodenpasten und Dispersionen beider pordser Kohlenstoffe, Aktivkohle und
CMK-3, wurden zur Herstellung von Filmen auf Edelmetall-Substraten tiber unter-
schiedliche Beschichtungsmethoden verwendet. In diesem Abschnitt werden die Ent-
wicklung der Beschichtungsprozedur fiir die pordsen Kohlenstoffe erlautert sowie die
Ergebnisse der Verwendung unterschiedlicher Binder-Polymere fiir die Kohlenstoft-
Filme dargestellt. Im weiteren Verlauf werden die auf dem Binder-Polymer Chitosan ba-
sierenden Filme eingehender charakterisiert, wobei der Fokus auf der Morphologie der
Schichten, ihren elektrischen Eigenschaften, ihrer spezifischen Oberfliche und der Sta-
bilitat der Beschichtungen liegt.

Entwicklung der Beschichtungsprozedur fiir porésen Kohlenstoff auf Platin-Sub-
straten

Zur Entwicklung einer Prozedur zur Beschichtung von Platin-Substraten mit po-
rosen Kohlenstoffen wurde fiir erste Versuche nach einer von Thomas Marks et al. ver-
offentlichten Anleitung zur Herstellung von Elektroden zur Anwendung fiir Lithium-
Ionen-Batterien vorgegangen.!4® Aufgrund der unterschiedlichen Anwendungsgebiete
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wurde die Zusammensetzung der Elektrodenpaste stark angepasst. Auf ein fiir Elektro-
den in Lithium-Ionen-Batterien iibliches aktives Speichermaterial fiir Lithium-Ionen,
wie das in der zugrundeliegenden Veréffentlichung verwendete NMC (Lithium-Nickel-
Mangan-Cobalt-Oxid), wurde komplett verzichtet. Als Kohlenstoff-Material wurde Ak-
tivkohle statt Carbon Black verwendet. Die Griinde hierfiir liegen in den in Ab-
schnitt 4.2.1 beschriebenen vergleichbaren Eigenschaften der Aktivkohle zu dem in die-
ser Arbeit synthetisierten nanopordsen Kohlenstoff CMK-3. Als Binder-Polymer wurde
jedoch ebenfalls PVDF und ebenso als Losungsmittel NMP verwendet. Die Vermischung
der einzelnen Komponenten zur Elektrodenpaste erfolgte in einer identischen Prozedur.
Statt auf einer Aluminium-Folie wurde diese Paste mit Hilfe der in 3.1.3 beschriebenen
Halterung und eines 4-Schichtrakels auf die platin-beschichteten Silicium-Probenstiicke
aufgetragen.

Zu Beginn wurde untersucht, welche Spalthohen des 4-Schichtrakels in dieser
Anordnung verwendet werden konnen. Das verwendete 4-Schichtrakel bietet vier ver-
schiedene festgelegte Spalthchen (50, 100, 150 und 200 pm). In Abbildung 4.36 ist anhand
fotografischer Aufnahmen dargestellt, wie sich die verschiedenen Spalthéhen des ver-
wendeten Rakels bei gleicher Zusammensetzung der aufgetragenen Elektrodenpaste
und identischen Trocknungsbedingungen auf die Qualitat der hergestellten Filme aus
Kohlenstoff auf den Platin-Substraten auswirken.

Spalthohe des Rakels

10 mm

Abbildung 4.36: Mit Aktivkohle als Kohlenstoff-Material und PVDF als Binder-Polymer be-
schichtete Filme, hergestellt per Rakelbeschichtung mit variierenden Spalthohen. Das verwen-
dete 4-Schichtrakel bietet vier verschiedene festgelegte Spalthohen (50, 100, 150 und 200 pm). Die Auf-
nahmen zeigen beschichtete Platin-Substrate mit von links nach rechts ansteigenden Spalthéhen des Ra-
kels. Es wurde jeweils dieselbe Elektrodenpaste verwendet. Fiir 50 pm Spalthohe sind in der Beschichtung
starke Riefen und Rillen sowie eine sehr inhomogene Bedeckung des Substrates zu erkennen, bei 100 pm
nur noch leichte Riefen. Ab der Spalthéhe von 150 pm erscheint die Beschichtung homogen und gleich-

méfig, wenn auch sehr rau. Zwischen 150 und 200 um sind optisch keine Unterschiede erkennbar.
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Es zeigt sich, dass die Beschichtung bei der geringsten Spalthéhe von 50 pm
starke Riefen und Rillen sowie eine sehr inhomogene Bedeckung des Substrates auf-
weist. Bei 100 pm sind zwar Riefen und Rillen weiterhin erkennbar, jedoch ist die Bede-
ckung des Substrates gleichmaflig. Bei der Verwendung der grofiten fiir dieses Rakel
moglichen Spalthéhen von 150 und 200 um sind keine Rillen in der Beschichtung mehr
erkennbar. Die Beschichtung wirkt auf den Aufnahmen sehr homogen iiber das gesamte
Substrat verteilt, auch wenn sie sehr rau erscheint und grofie Partikel zu erkennen sind.
Unterschiede zwischen den mit Spalthdhen von 150 und 200 pm hergestellten Proben
sind optisch nicht erkennbar.

In dieser hier verwendeten Anordnung bei der Herstellung der Filme per Rakel-
beschichtung — 4-Schichtrakel, beschichtete Silicium-Wafer als Substrate und Alumi-
nium-Platte als Halterung bzw. Untergrund - liefern somit die niedrigen Spalthéhen
keine zufriedenstellenden Ergebnisse in Bezug auf die Qualitat der Filme. Zum einen
konnen Hohenunterschiede, Kratzer und Unebenheiten der Aluminium-Platte dafiir ver-
antwortlich sein. Zum anderen ist es moglich, dass die Aussparung in der Halterung
nicht exakt die Tiefe hat, die notig wire, dass Substrat und Aluminium-Platte eine voll-
standige plane Flache ohne Versatz bilden. Fiir geringere Spalthohen wirkt sich dies je-
weils starker aus. Aus diesen Griinden wurden bei den weiteren Experimenten vor-
nehmlich die grofieren Spalthchen verwendet.

Zur Herstellung der Elektrodenpasten und der wassrigen Dispersionen der na-
nopordsen Kohlenstoffe wurden unterschiedliche Methoden verwendet. In Abbildung
4.37 ist anhand rasterelektronenmikroskopischer Aufnahmen dargestellt, wie sich dies

auf die Homogenitat und Morphologie der Filme auswirkt.
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Abbildung 4.37: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen zweier per Sprithbeschichtung
auf Platin-Substraten hergestellter CMK-3-Chitosan-Filme in jeweils zwei Vergrofierungen. Die
Filme wurden iiber unterschiedliche Methoden hergestellt. Die Komponenten wurden direkt mit Hilfe
eines Ultraschallschalldesintegrators zur wéssrigen Dispersion vermischt und per manueller Spriihbe-
schichtungen auf die Platin-Substrate aufgetragen (oben). Aulerdem wurde in einer Kugelmiihle eine
Elektrodenpaste hergestellt und anschlieffend zur Dispersion verdiinnt. Die Beschichtung erfolgte in die-

sem Fall per automatisiertem Sprithprozess.

Eine Methode zur Herstellung der Dispersionen der nanopordsen Kohlenstoffe
ist die Komponenten direkt mit Hilfe eines Ultraschalldesintegrators zu vermischen. Die
Schichten, die so hergestellt wurden, zeigen eine raue Oberflache und bestehen aus gro-
3en Partikeln. Bei hoheren Vergrofierungen zeigt sich auflerdem, dass Teile des Substra-
tes nicht von Kohlenstoff bedeckt sind. Diese Bereiche haben die Grofie von mehreren
Quadratmikrometern. Wurde hingegen zuerst mit Hilfe der Kugelmiihle aus den Kom-
ponenten eine Elektrodenpaste hergestellt und diese anschlieBend zur Dispersion ver-
diinnt, sind die Filme homogener und weisen eine wesentlich geringere Rauheit auf. Die
einzelnen Partikel des Kohlenstoffs, aus denen die Schicht aufgebaut ist, sind kleiner und
gleichférmiger. Auflerdem scheint die gesamte Flache des Substrates vollstindig homo-
gen bedeckt zu sein.

Somit wurde im Folgenden die Methode iiber die Herstellung der Elektroden-

paste per Kugelmiihle und anschlieflender Verdiinnung zur Dispersion gewahlt um die
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Filme des nanopordsen Kohlenstoffs CMK-3 herzustellen, da so eine hohere Qualitdt und
Homogenitét der Filme erreicht werden konnte.

Vergleich der Filme aus nanoporésem Kohlenstoff mit Filmen aus Aktivkohle

Aktivkohle wurde zum Vergleich als Referenzmaterial fiir einen porésen Kohlen-
stoff verwendet. Aus diesem Grund wurden ebenso Filme der Aktivkohle auf Platin-
Substraten hergestellt und mit denen des CMK-3 verglichen. Trotz dhnlicher Eigenschaf-
ten des synthetisierten Kohlenstoffs CMK-3 und der verwendeten Aktivkohle (siehe: Un-
terkapitel Vergleich des synthetisierten nanoporosen Kohlenstoffs CMK-3 mit Aktivkohle
in 4.2.1) ergeben sich fiir die Filme deutliche Unterschiede.

Aktivkohle

‘ Schichtdicke:
‘|l 0.80.4um

Abbildung 4.38: Fotografische sowie rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen eines per
manueller Spriithbeschichtung mit CMK-3-Chitosan und eines mit Aktivkohle-Chitosan
beschichteten Platin-Substrates. Die fotografische Aufnahme liefert eine Ubersicht iiber die gesamte
Probe (links oben). Bei den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen sind zwei unterschiedliche
Vergroflerungen dargestellt (links und mittig) sowie eine Querschnittsaufnahme eines Filmes (rechts), iiber
welche die Dicke der Beschichtung aus Kohlenstoff bestimmt wurde.
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In Abbildung 4.38 sind sowohl fotografische als auch rasterelektronenmikrosko-
pische Aufnahmen von jeweils einem mit dem synthetisierten nanopordsen Kohlenstoff
CMK-3 und Aktivkohle beschichteten Platin-Substrat dargestellt. Die Filme wurden je-
weils per manueller Sprithbeschichtung aufgebracht und die dafiir verwendeten Kohlen-
stoff-Chitosan-Dispersionen wurden ebenfalls jeweils nach derselben Prozedur herge-
stellt.

In den fotografischen und den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen ge-
ringer Vergrof3erung lassen sich kaum Unterschiede zwischen den CMK-3- und den Ak-
tivkohle-Filmen erkennen. Die beschichteten Flachen sind in beiden Féllen homogen be-
deckt. Bei grofleren Vergrofierungen wirken die Schichten jeweils sehr rau und un-
gleichméflig. In den hoheren Vergrofierungen und vor allem in den Querschnittsaufnah-
men werden die Unterschiede deutlich. Die Partikelgrofle in den Schichten ist fiir die
Aktivkohle deutlich geringer. Sie liegt grofitenteils im Bereich von einem Mikrometer
und darunter, wohingegen die Partikel des CMK-3 in diesem Fall im Grof3enbereich von
10 um liegen. Fiir die Filme des CMK-3 sind Teilflichen des Substrates nicht vollstdndig
mit Kohlenstoff-Partikeln bedeckt. Bei der Aktivkohle sind grofe Flachen des Substrates
nicht bedeckt. Es lasst sich nicht von einer durchgehenden Schicht sprechen, vielmehr
sind nur vereinzelte Partikel der Aktivkohle auf der Oberfliche des Substrates verteilt.
Diese Beobachtungen stimmen mit den Erkenntnissen aus den rasterelektronenmikro-
skopischen Aufnahmen der Dispersionen iiberein (siehe: Unterkapitel Wissrige Disper-
sionen der nanoporosen Kohlenstoffe und Aktivkohle in 4.2.1). Die Schichtdicke ist auf-
grund der vereinzelten Partikel und ihrer Grofle ebenfalls im Bereich von einem Mikro-
meter. Fiir CMK-3 ist zwar ebenfalls keine einheitliche Schichtdicke erkennbar, jedoch
liegt diese im Bereich von 4 pm. Hier ergibt sich in den Querschnittsaufnahmen eine
saubere Bruchkante, durch die sowohl Substrat als auch Kohlenstoff-Schicht gut erkenn-
bar sind. Fiir den Aktivkohle-Film scheint die Beschichtung iiber die Kante zu flieffen
bzw. zu ,quillen®. Wahrscheinlich handelt es sich dabei um das als Binder verwendete
Biopolymer Chitosan. Eine vergleichbare Beobachtung war bei allen weiteren Aufnah-

men anderer Filme bisher optisch nicht erkennbar.

Filme aus nanoporosem Kohlenstoff mit verschiedenen Binder-Polymeren

Neben den zwei unterschiedlichen Beschichtungsmethoden — Spriih- und Rakel-
beschichtung - wurde auch der Einfluss der Verwendung unterschiedlicher Binder-Po-
lymere in den Elektrodenpasten bzw. den Dispersionen des nanopordsen Kohlenstoffs
CMK-3 auf die daraus hergestellten Filme untersucht. Dabei wurden unter anderem die
zwel in wissrigen Losungen 16slichen Polymere Carboxymethylcellulose (CMC) und
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Chitosan (Chit) sowie das nur in organischen Losungsmitteln 16sliche Polyvinylidenflu-
orid (PVDF) getestet. Der Einsatz von PVDF als Binder-Polymer in Elektrodenpasten zur
Herstellung von Elektroden-Beschichtungen vor allem fiir die Verwendung in Batte-
rien!4%183 oder Superkondensatoren'®+1% ist sowohl in der Forschung als auch in der
kommerziellen Anwendung weit verbreitet. In fester Form wird PVDF unter anderem in
den Biowissenschaften und in der Medizintechnik erfolgreich eingesetzt. Fiir den Einsatz
in Elektrodenpasten ist jedoch der Einsatz von organischen Losungsmitteln notwendig.
Hier wird vor allem N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) verwendet. Dies ist ein Losungsmit-
tel, welches sowohl reizende Eigenschaften aufweist als auch als CMR-Gefahrstoff ein-
gestuft ist. Daher gibt es immer mehr Bestrebungen umweltvertriglichere Alternativen
fiir den Einsatz von PVDF zu erforschen und zu etablieren. Wasserlosliche bzw. in wéss-
rigen Medien 16sliche Biopolymere wie Chitosan (Chit)!3° oder Carboxymethylcellulose
(CMC)13%:186 gind dabei vielversprechende Kandidaten und wurden in den letzten Jahren
bereits auf ihre Eignung zur Anwendung als Binder-Polymer in Elektroden von Batte-
rien untersucht. Aus diesem Grund wurden diese beide Biopolymere zur Herstellung der
Filme des nanopordsen Kohlenstoffs auf Platin-Substraten gewéhlt, um zu untersuchen,
ob ein Einsatz der Polymere in neuronalen Elektroden ebenso mdglich ist.

Die Filme der Carboxymethylcellulose zeigten jedoch erhebliche Probleme in ih-
rer Stabilitit gegeniiber Wasser. Schon das blofle Eintauchen der CMC-basierten
CMK-3-Filme auf Edelmetall-Substraten fiihrte zur sofortigen und vollstindigen Aufl6-
sung der Schicht. Optimierungsversuche der Beschichtungs- sowie Trocknungs-Proze-
dur fithrten zu keiner relevanten Verbesserung der Stabilitit. Diese Untersuchungen
wurden unter anderem im Rahmen der Bachelorarbeit von Felix Rieck genannt Best
durchgefiihrt.’®” Da eine Stabilitat gegeniiber Wasser elementar fiir eine mogliche spa-
tere Anwendung aber auch fiir weitere Untersuchungen wie die elektrochemische Cha-
rakterisierung oder Zellkultur-Experimente ist, wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit
auf die Verwendung der Carboxymethylcellulose als Binder-Polymer verzichtet. Ebenso
wird an dieser Stelle auf eine ausfiihrlichere Beschreibung bzw. Charakterisierung der
Filme auf der Basis von CMC verzichtet. Der Fokus liegt vor allem auf Chitosan als
vielsprechende, wasserlosliche Alternative zum ebenfalls verwendeten Binder-Polymer
Polyvinylidenfluorid.

In Abbildung 4.39 sind jeweils die fotografischen als auch rasterelektronenmi-
kroskopischen Aufnahmen eines sprithbeschichteten (oben) und eines rakelbeschichte-
ten (mittig) CMK-3-Chitosan-Filmes sowie eines rakelbeschichteten CMK-3-PVDF-Fil-
mes (unten) dargestellt. Neben Aufsichts-Aufnahmen, um einen Eindruck von der Ober-
flache der Beschichtung zu erhalten, wurden mit Hilfe des Rasterelektronenmikroskops
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ebenfalls Querschnittsaufnahmen angefertigt. Mit diesen Aufnahmen konnten die
Schichtdicke des jeweiligen Filmes bestimmt und weitere Informationen iiber den Auf-
bau und die Gestalt der Schicht erhalten werden.

Schichtdicke:
94 £ 1um
Lﬁ-} e Ser

Schichtdicke:

Abbildung 4.39: Fotografische sowie rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von drei un-
terschiedlichen CMK-3-Filmen auf Platin-Substraten. Es sind ein sprithbeschichteter (oben) und ein
rakelbeschichteter (mittig) CMK-3-Chitosan-Film sowie ein rakelbeschichteter CMK-3-PVDF-Film (un-
ten) dargestellt. Die fotografische Aufnahme liefert jeweils eine Ubersicht iiber die gesamte Probe (links
oben). Bei den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen sind zwei unterschiedliche Vergréflerungen
dargestellt (links und mittig) sowie eine Querschnittsaufnahme des Filmes (rechts), iber welche die Dicke
der Beschichtung aus Kohlenstoff bestimmt wurde.

Die fotografischen Aufnahmen der Proben zeigen keine Unterschiede zwischen
den verschiedenen Filmen mit Ausnahme der an den Réndern des Substrates freiliegen-
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den Platin-Oberfldche fiir den sprithbeschichteten Film. Diese werden durch den ver-
wendeten Probenhalter hervorgerufen. Anhand der Aufnahmen nicht ersichtlich, aber
bei Betrachtung der Proben sofort erkennbar, ist der deutliche Unterschied in den
Schichtdicken. Dieser wird durch rasterelektronische Querschnittsaufnahmen bestatigt.
Bei der Sprithbeschichtung wird eine Schichtdicke von gerade mal 2 pm erreicht. Dabei
ist zu bedenken, dass die Partikel der Dispersionen eine Grofie im Bereich von 1 um
aufweisen. Niedrigere Schichtdicken sind fiir homogen bedeckte Filme also in diesem
Fall nicht realisierbar. Die rakelbeschichteten Filme hingegen weisen etwa 50-fach ho-
here Schichtdicken auf (94 bzw. 72 um). In den Aufsichts-Aufnahmen geringer Vergro-
lerung ist fiir alle drei Filme eine sehr gute Homogenitat erkennbar. Die Substrat-Ober-
flachen sind vollstandig und gleichméaflig tiber beide Beschichtungsmethoden und
ebenso iiber Verwendung zweier unterschiedlicher Binder-Polymere mit einer zusam-
menhingenden Schicht aus Partikeln des nanopordsen Kohlenstoffs CMK-3 bedeckt
worden. Die Oberfldchen der Beschichtungen des sprithbeschichteten CMK-3-Chitosan-
Filmes und des rakelbeschichteten CMK-3-PVDF-Filmes scheinen auf diesen Aufnah-
men rauer im Vergleich zu der des rakelbeschichteten CMK-3—Chitosan-Filmes. Die
Aufnahmen hoherer Vergrofierung bestatigen dies. Die Oberflache beider CMK-3-Chi-
tosan-Filme wirkt geschlossen, nur einzelne Partikel auf der Oberfldache sorgen fiir eine
Rauheit. Fir den sprithbeschichteten Film sind nahezu keine Locher in der dichten
Schicht erkennbar, fiir den rakelbeschichteten Film wenige. Im Gegensatz dazu erscheint
die Oberflache des rakelbeschichteten CMK-3-PVDEF-Filmes weder dicht noch geschlos-
sen. Es sind klar einzelne Partikel und somit auch Locher in der Schicht erkennbar. In-
wieweit dieser Unterschied der Oberfliche der Filme durch das jeweilige verwendete
Polymer verursacht wird oder ob moglicherweise die unterschiedlichen verwendeten
Losungsmittel in den Elektrodenpasten — Wasser und N-Methyl-2-pyrrolidon - dafiir
verantwortlich sind, kann an dieser Stelle nicht weitergehend aufgeklart werden. Mog-
licherweise fithrt das unterschiedliche Trocknungs- bzw. Verdampfungsverhalten bei
der Entfernung der Losungsmittel wahrend der Trocknung im Umluftofen zum teilwei-
sen Aufbrechen der Schicht-Oberfliche. Aufgrund der Gréfienverhéltnisse der Uneben-
heiten bzw. Locher im Mikrometer-Bereich erscheint dies jedoch als unwahrscheinlich.
Wabhrscheinlicher ist die Annahme, dass die unterschiedlichen Eigenschaften der Poly-
mere bzw. der Polymer-Losungen wihrend des Rakelbeschichtungs-Prozesses die Aus-
bildung einer ebenen, dichten Oberfliache der Beschichtung begiinstigen bzw. behindern.
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Es konnte jedoch gezeigt werden, dass sowohl tiber die beiden Beschichtungsme-
thoden - Spriih- und Rakel-Beschichtung - als auch mit verschiedenen Binder-Polyme-
ren — Chitosan und PVDF - homogene Schichten des nanopordsen Kohlenstofts CMK-3
auf Platin-Substraten hergestellt werden konnten.

Elementzusammensetzung der Filme aus nanoporésem Kohlenstoff

Zur Ermittlung der Elementzusammensetzung der Beschichtungen des nanopo-
rosen Kohlenstoffs CMK-3 wurden die Filme mit Hilfe der energiedispersiven Rontgen-
Spektroskopie (EDXS) untersucht. Dies dient vor allem dazu mégliche Verunreinigun-
gen in den Beschichtungen zu identifizieren. Dabei dient die EDX-Untersuchung des
reinen CMK-3-Feststoffes als Vergleich (siehe: Abbildung 4.26), wodurch Aussagen dar-
iiber getroffen werden konnen, inwieweit sich die Zusammensetzung der CMK-3-
Schichten von der des Feststoffes unterscheidet. In Abbildung 4.40 sind die EDX-Spek-
tren fiir jeweils einen sprithbeschichteten und einen rakelbeschichteten CMK-3-Chito-
san-Film und einen rakelbeschichteten CMK-3-PVDEF-Film dargestellt.
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Abbildung 4.40: Energiedispersive Rontgen-Spektren drei unterschiedlicher CMK-3-Filme auf
Platin-Substraten. Es sind die Spektren eines sprithbeschichteten (oben in hellgriin) und eines rakelbe-
schichteten (mittig in dunkelgriin) CMK-3-Chitosan-Filmes sowie eines rakelbeschichteten CMK-3-
PVDF-Filmes (unten in blau) dargestellt. Neben dem Kohlenstoff (schwarz) der Beschichtung konnten teil-
weise die Elemente Platin (rosa), Titan (dunkelblau) und Silicium (gelb) fiir das Substrat qualitativ nachge-
wiesen werden. Zusitzlich wurden teilweise die Elemente Sauerstoff (orange), Fluor (hellblau), Nickel (rot)
und Aluminium (griin) qualitativ nachgewiesen. Die charakteristischen Réntgen-Linien der Elemente sind
in der jeweiligen Farbe markiert, die Linien der wichtigsten Ubergénge sind besonders hervorgehoben.
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Fir die Spektren der rakelbeschichteten CMK-3-Filme lieflen sich vor allem die
Elemente Kohlenstoff, Sauerstoff und Silicium nachweisen. Sauerstoff und Silicium lasst
sich, wie schon fiir die EDXS-Untersuchungen des reinen Feststoffes CMK-3 beschrie-
ben, auf Templat-Riickstdnde oder nachtréagliche Verunreinigungen zuriickfithren. Sau-
erstoff konnte auf einen gewissen Grad der Sauerstoff-Funktionalisierung des Kohlen-
stoffs hindeuten. Im Falle der CMK-3-Chitosan-Filme ldsst sich der Sauerstoff-Anteil
jedoch vor allem auf das verwendete Binder-Polymer Chitosan zuriickfithren. Ebenso
verhalt es sich fiir den hohen nachgewiesenen Fluor-Anteil fiir den CMK-3-PVDF-Film,
welcher durch das Polymer PVDF in die Schichten eingebracht wird. Fiir den spriithbe-
schichteten CMK-3—-Chitosan-Film treten neben den bisher genannten Elementen auch
Metalle der Nebengruppen sowie Aluminium auf, aber auch Silicium zeigt ein deutlich
hoheres Signal und hat damit einen héheren Anteil. Im Anhang in Abbildung 7.18 ist ein
groflerer Ausschnitt des Spektrums dargestellt, da fiir Teile dieser Elemente auch Signale
bei hoheren Energien auftreten. Sowohl Platin, Titan als auch der hohe Silicium-Anteil
lassen sich eindeutig dem Substrat zuordnen. Das Substrat besteht aus Silicium und einer
100 nm dicken Schicht aus Platin. Zwischen diesen beiden Materialien wurde eine 5 nm
dicke Haftschicht aus Titan aufgebracht. Durch die im Vergleich zu den rakelbeschich-
teten Filmen deutlich diinneren Schichten und der teilweise nicht vollstandig beschich-
teten Oberfldche erhélt man fiir die EDXS-Messungen Signale vom unter der Kohlen-
stoff-Beschichtung befindlichen Substrat. Geringe Nickel-Anteile sind vermutlich als ty-
pische Verunreinigung auf das Platin-Metall zuriickzufithren. Nickel und Platin gehoren
beide zur Nickelgruppe, die teilweise auch als Platingruppe bezeichnet wird.

Somit konnte iiber die EDXS-Untersuchungen gezeigt werden, dass auch nach
dem Prozess der Dispergierung des Kohlenstoffs und dem jeweiligen Beschichtungspro-

zess keine weiteren Verunreinigungen in die Schichten eingebracht wurden.

Oberflicheneigenschaften der Filme aus nanoporésem Kohlenstoff

Um die Oberflache der Filme aus nanoporésem Kohlenstoff CMK-3 zu charakte-
risieren wurden zum einen Sorptionsmessungen durchgefiihrt, um die effektive Vergro-
Berung der Oberflache der Filme durch die Beschichtung mit dem porésen Kohlenstoft-
Material beurteilen zu koénnen. Dies spielt im spateren Verlauf sowohl fiir die elektri-
schen Eigenschaften als auch fiir die Wechselwirkungen mit biologischen Systemen eine
entscheidende Rolle. Des Weiteren konnen mit Hilfe dieser Messungen Aussagen iiber
den Erhalt des Porensystems des CMK-3 in den Filmen getroffen werden. Zum anderen
wurden die Benetzungseigenschaften der Filme tiber Kontaktwinkel-Messungen unter-

sucht, um die Hydrophilie bzw. Hydrophobie der Oberflachen einschétzen zu kénnen.
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Analog zum CMK-3-Ausgangsmaterial und den Elektrodenpasten wurden eben-
falls Physisorptions-Untersuchungen beschichteter Filme mit Argon (87 K) als Adsorp-
tiv durchgefiihrt. In Abbildung 4.41 sind die Isothermen von CMK-3-Filmen mit unter-
schiedlichen Binder-Polymeren und unterschiedlichen Schichtdicken dargestellt - je-
weils von rakelbeschichteten Filmen mit Chitosan bzw. PVDF als Binder-Polymer und
einer Schichtdicke von etwa 90 um bzw. 70 pm sowie von sprithbeschichteten CMK-3-
Chitosan-Filmen mit etwa 2 um Schichtdicke.
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Abbildung 4.41: Argon-(87 K)-Physisorptions-Isothermen der CMK-3-Filme auf Platin mit ver-
schiedenen Binder-Polymeren und Schichtdicken. Es sind die Isothermen sprithbeschichteter (2 pm,
hellgriin) und rakelbeschichteter (90 pm, dunkelgriin) CMK-3-Chitosan-Filme sowie rakelbeschichteter
CMK-3-PVDF-Filme (70 pm, blau) dargestellt. Fiir die Messungen wurden jeweils zehn beschichtete Sub-
strate verwendet. Es ist jeweils die Adsorption (ausgefiillte Kreise) und die Desorption (nicht ausgefiillte
Kreise) dargestellt.

Die Isothermen weisen augenscheinlich deutliche Unterschiede in den jeweiligen
adsorbierten Volumina auf. Dies ist zum einen auf die groflen Unterschiede in den
Schichtdicken zuriickzufithren. Besonders deutlich wird dies im Vergleich der rakel- und
der sprithbeschichteten Filme (90 zu 2 um). Dementsprechend ist erheblich weniger po-
roses Material auf der Oberflache der Filme vorhanden. Zum anderen wird analog zu
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den Ergebnissen der Physisorptions-Untersuchungen fiir die Elektrodenpasten klar, dass
der Einfluss des Binder-Polymers PVDF auf die spezifische Oberflaiche des CMK-3 we-
sentlich grofler ist als der des Chitosans. Somit werden aufgrund der geringeren Ober-
flache bei nur geringem Unterschied der Schichtdicken (90 zu 70 um) kleinere Mengen
Argon adsorbiert. Der Verlauf der Isothermen ist jeweils dhnlich und entspricht damit
ebenso dem bereits beschriebenen Verlauf der Isothermen des reinen CMK-3 und der
getrockneten Elektrodenpasten.

Eine tibliche Methode zur Bestimmung geringer Oberflachen und der Oberflache
von Filmen mittels Physisorption ist Verwendung von Krypton als Adsorptiv.!8 Im Rah-
men dieser Arbeit wurde zur Untersuchung der kohlenstoff-basierten Beschichtungen
bewusst Argon bei einer Temperatur von 87 K als Adsorptiv verwendet. Ein Vorteil der
Sorptionsmessungen der Filme mit Argon bei 87 K gegeniiber den Messungen mit Kryp-
ton ist die Moglichkeit der Untersuchung der Porendurchmesser iiber die DFT-Me-
thode.'®-1°1 Fiir die drei unterschiedlichen Filme wurden jeweils die Porenweitenvertei-
lungen nach dieser Methode berechnet, welche in Abbildung 4.42 dargestellt sind.
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Abbildung 4.42: Nach der DFT-Methode berechnete Porenweitenverteilungen der CMK-3-Filme
auf Platin mit verschiedenen Binder-Polymeren und Schichtdicken. Es sind die Verteilungen
sprithbeschichteter (2 um, hellgriin) und rakelbeschichteter (30 pm, dunkelgriin) CMK-3—-Chitosan-Filme
und rakelbeschichteter CMK-3-PVDF-Filme (30 pm, blau) dargestellt. Des Weiteren ist ein vergrofierter
Ausschnitt der Verteilung dargestellt (rechts oben). Die jeweiligen DFT-Fits sowie die verwendeten Kernels
zur Berechnung sind im Anhang in Abbildung 7.15 bis Abbildung 7.17 zu finden.
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In den Porenverteilungen der Filme beider Binder-Polymere und der verschiede-
nen Schichtdicken zeigt sich jeweils ein Maximum bei einem Porendurchmesser von
41 A bzw. 4.1 nm. Dies stimmt exakt mit den Werten tiberein, die aus den Porenweiten-
verteilungen anhand der Argon-(87 K)-Isothermen des reinen CMK-3 und der getrock-
neten Chitosan- bzw. PVDF-Elektrodenpasten ermittelt wurden. Selbst bei den nur
2 pm-dicken, per Sprithbeschichtung hergestellten CMK-3-Chitosan-Filmen ist in der
Vergroflerung ein Maximum fiir diesen Porendurchmesser erkennbar. Durch die gerin-
gen Mengen an adsorbierten Argon-Volumina auf der Oberfldche der Filme ist es jedoch
deutlich weniger ausgepragt im Vergleich zu den beiden wesentlich dickeren Schichten
der Rakelbeschichtung. Das fiir den reinen CMK-3 und die Chitosan-Elektrodenpaste
weitere beobachtete Maximum im Bereich der Mikroporen bei etwa 10 A bzw. 10 nm
kann bei den Filmen nicht beobachtet werden, was auf die geringen adsorbierten Volu-
mina zuriickgefithrt werden kann. Anhand dieser Physisorptions-Untersuchungen
konnte jedoch nicht nur nachgewiesen werden, dass das mesopordse Porensystem des
CMK-3 selbst in den Filmen erhalten bleibt, sondern auch, dass die Poren weiterhin zu-
ganglich sind und somit die Eigenschaften der Beschichtungen in der Anwendung maf3-
geblich beeinflussen konnen.

Zusatzlich zu der Darstellung der Isothermen und Porenweitenverteilungen sind
in Tabelle 4.12 sowohl die tiber die Isothermen ermittelten BET-Oberflachen und Poren-
volumina als auch die bereits beschriebenen, iiber die DFT-Berechnungen bestimmten
Porenweiten der CMK-3-Filme aufgelistet.
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Tabelle 4.12: Ergebnisse der Auswertung der Argon-(87 K)-Physisorptions-Untersuchungen
fiir die CMK-3-Filme auf Platin mit verschiedenen Binder-Polymeren und Schichtdicken. Die
Multi-Point-BET-Plots und die DFT-Fits sowie weitere Parameter, die zur Berechnung dieser Werte ver-
wendet wurden, sind im Anhang in Abbildung 7.15 bis Abbildung 7.17 zu finden.

. Schichtdicke BET-Oberfliche Porenvolumen Porenweite
Binder-Polymer
/ pm / m2-.cm™2 / nL-cm~2 /A
Chitosan 90 16970 1667 42
PVDF 70 7830 840 41
Chitosan 2 940 127 41

Die Werte fiir die BET-Oberflachen bestétigen die bereits anhand der Isothermen
gezogenen Schlussfolgerungen. Die ermittelten Werte der Porenvolumina fiir die ver-
schiedenen Filme verhalten sich im Vergleich analog zu den Werten der BET-Oberfla-
chen. Es konnte also mit Hilfe der Sorptionsuntersuchungen der CMK-3-Filme mit Ar-
gon als Adsorptiv gezeigt werden, dass sich die BET-Oberflache mit steigender Schicht-
dicke deutlich erhoht. Auch bei sehr dicken Filmen ist das Porensystem weiterhin zu-
ganglich. Aulerdem wird die Porenweite des CMK-3 sowohl durch den Einsatz eines
Binder-Polymers als auch die Filmbildung nicht beeinflusst. Die Untersuchungen der
Filme lieferten zu denen des reinen nanopordsen Kohlenstoffs CMK-3 analoge Poren-
weiten. Diese Beobachtungen gelten sowohl fiir das Polymer Chitosan als auch fiir
PVDF.

Zur Charakterisierung der Benetzungseigenschaften der Filme aus nanopordsem
Kohlenstoff mit den zwei verschiedenen Binder-Polymeren, Chitosan und PVDF, wur-
den Kontaktwinkel-Messungen durchgefiihrt. In Abbildung 4.43 sind die Aufnahmen
dieser Messungen dargestellt.
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Abbildung 4.43: Kontaktwinkelmessungen der Filme aus nanoporésem Kohlenstoff CMK-3 mit
unterschiedlichen Binder-Polymeren: Chitosan und PVDF. Das Binder-Polymer Chitosan fiihrt in
den Kohlenstoff-Filmen zur vollstindigen Benetzung der Oberfliche durch den bei der Messung einge-
setzten Wassertropfen. Die Bestimmung eines Kontaktwinkels ist nicht moglich, die Oberflache weist eine
hohe Hydrophilie auf. PVDF hingegen fiithrt zu einem sehr hydrophoben Kohlenstoff-Film, der Kontakt-
winkel liegt hier bei ca. 120°.

Wie erwartet, weisen die Filme, bei denen Chitosan als Binder-Polymer einge-
setzt wurde, hydrophile Eigenschaften auf.!*? Ein Kontaktwinkel, um das Ausmaf} der
Hydrophilie zur bewerten, liefl sich jedoch fiir diese Filme nicht bestimmen. Der zur
Messung des Kontaktwinkels eingesetzte Wassertropfen wurde nach Kontakt mit dem
Film sofort in die Beschichtung eingesogen und verteilte sich iiber die gesamte beschich-
tete Flache. Dies lasst sich an den Aufnahmen dieser Proben nach der Messung erken-
nen. Hier wird auch deutlich, dass ausschlieBlich die beschichtete Flache der Probe durch
das Wasser benetzt wird. Die unbeschichteten Rander der Probe, an denen die reine Pla-
tin-Oberflache freiliegt, ist nicht durch das Wasser des Tropfens bedeckt. Da kein Trop-
fen mehr auf der Oberfliche zu erkennen ist, lisst sich kein Wert fur einen Kontaktwin-
kel bestimmen. Der hergestellte Film ist damit als stark hydrophil zu charakterisieren.
Die Beobachtungen lassen sich jedoch nicht nur primér mit den hydrophilen Eigenschaf-
ten der Filme erkldren, sondern vor allem durch die Kapillarkrafte, die durch das porose
System des Kohlenstoffs wirken, wodurch das Wasser in die Schicht gesogen wird. Fiir
die Beschichtungen mit PVDF konnten iiber die Bestimmung des Kontaktwinkels des
Wassertropfens auf der Oberfldche der Filme (siehe: Abbildung 4.43 rechts) die hydro-
phoben Eigenschaften nachgewiesen werden.!”> Der Mittelwert des Kontaktwinkels
liegt fiir fiinf verschiedene Messungen bei ca. 120°. Ein Einsaugen des Tropfes in die
Beschichtung lasst sich fiir diese Proben nicht beobachten. Die Filme des nanopordsen
Kohlenstoff CMK-3 auf Platin unterscheiden sich demnach stark in ihren Benetzungsei-
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genschaften aufgrund der Verwendung der zwei verschiedenen Binder-Polymere, Chi-
tosan und PVDF. Sowohl die Untersuchungen zu den elektrischen Eigenschaften als
auch die biologischen Tests wurden in wassrigen Medien durchgefiihrt. Somit kénnen
diese Unterschiede in der Hydrophilie der Filme unter Umstanden eine entscheidende
Rolle spielen. Aufgrund der hydrophoben Eigenschaften der PVDF-basierten Filme ist
moglicherweise nicht die gesamte Oberfliche der Beschichtungen in wéssrigen Medien

zuganglich und es ergeben sich dadurch Einflisse auf die Untersuchungen. '8

Elektrische Eigenschaften der Filme aus nanoporésem Kohlenstoff

Der Einsatz von porosen Kohlenstoffen bzw. pordser Kohlenstoff-Materialien im
Allgemeinen als Elektroden-Material oder -Beschichtung ist fiir Batterie-Anwendun-
gen!32194 und Superkondensatoren!?18> weit verbreitet. Eine Anwendung poréser Koh-
lenstoffe in Elektroden fiir Neuralprothesen wurde in der Literatur selten beschrieben.
Hier standen im Bereich der Kohlenstoff-Materialien vor allem Kohlenstoff-Nanordh-
ren't1% oder aber auch Graphen!*®!°7 im Fokus. Im Rahmen dieser Arbeit wurden aus
diesem Grund ebenso die elektrischen Eigenschaften der CMK-3-basierten Filme unter-
sucht, um zu iiberpriifen, ob ein Einsatz in neuralen Implantaten denkbar wére.

Analog zur Untersuchung der elektrischen Eigenschaften der CNT-Filme (siehe:
Unterkapitel Elektrische Eigenschaften der Filme aus Kohlenstoff-Nanoréhren in 4.1.2)
wurden die Filme des nanopordsen Kohlenstoffs CMK-3 auf den Platin-Substraten mit
Hilfe der Impedanzspektroskopie untersucht. In Abbildung 4.44 sind die frequenzabhén-
gigen Verlaufe des Betrags der Impedanz |Z| dieser Messungen dargestellt. Sie zeigen
dieselben Charakteristika wie schon die Messungen der CNT-Filme. Es ist sowohl der
typische Anstieg der Impedanz im Bereich niedriger Frequenzen als auch der konstante
und fiir alle Messungen nahezu gleiche Verlauf der Impedanz fiir h6here Frequenzen zu
beobachten. Dieser konstante Verlauf lasst sich auch in diesem Fall auf den unkompen-
sierten Widerstand des Elektrolyts zuriickfithren.!¢” Dementsprechend zeigen auch die
CMK-3-Beschichtungen eine Verringerung der Impedanz gegeniiber den blanken, unbe-
schichteten Platin-Elektroden im Bereich niedriger Frequenzen (unter 102 Hz). Zeigten
sich fiir die CNT-Filme abnehmende Impedanzen von etwa einer Gréf3enordnung, sind
fiir die CMK-3-Filme Verringerungen von zwei bis zu drei Gréflenordnungen zu be-
obachten.
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Abbildung 4.44: Impedanzspektroskopische Messungen von drei unterschiedlichen CMK-3-Fil-
men im Vergleich mit der Messung eines unbeschichteten Platin-Substrates. Es sind je drei Mes-
sungen eines sprithbeschichteten (hellgriin) sowie eines rakelbeschichteten (dunkelgriin) CMK-3-Chito-
san-Filmes und eines rakelbeschichteten CMK-3-PVDF-Filmes (blau) im Vergleich mit einem unbeschich-
teten Platin-Substrat (grau) dargestellt.

Der Grad der Verringerung der Impedanz gegentiber der unbeschichteten Platin-
Elektrode nimmt mit steigender Schichtdicke zu. Wobei sich zusatzlich auch der kon-
stant verlaufende Bereich der Kurve im Bereich hoher Frequenzen ausdehnt. Fiir die un-
beschichtete Platin-Elektrode liegt dieser Bereich etwa bei Frequenzen > 103 Hz. Fiir den
sprithbeschichteten CMK-3—-Chitosan-Film und den rakelbeschichteten CMK-3-PVDEF-
Film erfolgt ein Anstieg des Betrags der Impedanz zwischen 10° und 10! Hz; beim rakel-
beschichteten CMK-3—-Chitosan-Film hingegen erst fiir Frequenzen < 107! Hz. Sowohl
diese Beobachtung als auch die Verringerung des Betrags der Impedanz lasst sich auf die
Erhohung der Oberflache der Elektrode durch die Beschichtung mit nanoporésem Koh-
lenstoff zuriickfithren. Dies steht im Einklang mit den Physisorptions-Untersuchungen
zur Bestimmung der Oberfldche der CMK-3 Filme im vorherigen Unterkapitel.

Zur Quantifizierung der Impedanz-Verringerung bzw. der damit einhergehenden
Erhéhung der Kapazitdt durch die Beschichtung der Elektroden mit nanoporésem Koh-
lenstoff wurden die Messungen, ebenfalls analog zur Auswertung fiir die CNT-Filme,
iiber das Modell eines Ersatzschaltbildes beschrieben. Dabei fand das bereits fiir die
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CNT-Filme verwendete Modell einer R-CPE-Reihenschaltung Anwendung (siehe: Abbil-
dung 4.13) und bildete die Grundlage fiir die Kurvenanpassung, woraus anschliefend die
Berechnung der in Tabelle 4.13 aufgelisteten normierten Kapazitaten fiir die unbeschich-
tete und die mit CMK-3 beschichteten Elektroden erfolgen konnte. Ebenfalls berechnet
wurden der elektrische Widerstand R fiir die gegebene Messanordnung sowie der Expo-

nent « als Mafl der Abweichung vom Modell eines idealen, planaren Kondensators.

Tabelle 4.13: Berechnete Werte fiir Widerstinde und Kapazititen der hergestellten CMK-3-
Filme und von unbeschichtetem Platin. o ist ein Exponent, um Inhomogenitéten des Systems zu kom-
pensieren, die z. B. durch die Doppelschicht-Kapazitdten von pordsen oder rauen Oberflachen verursacht
werden konnen (siehe: 3.2.9). Die dargestellten Werte stellen den Mittelwert + dem Standardfehler fir die
Berechnungen von je drei unabhéngigen Messungen einer Probe dar.

unbeschichtetes Chitosan PVDF
Platin sprithbeschichtet rakelbeschichtet
Elektrischer
. 89.9 £ 0.2 87.0 £ 0.5 89.6 £ 0.3 86.9 £ 0.6
Widerstand / Q
Normierte
L 27.48 £ 0.02 3004 + 48 313549 + 39178 7017 £ 179
Kapazitit / pF-cm
Exponent o
0.93 £ 0.00 0.94 £ 0.00 0.56 £ 0.06 0.79 £ 0.00

/-

Die berechneten elektrischen Widerstdnde sind fiir alle vier Elektroden nahezu
gleich. Dieser hangt ausschlie8lich von der verwendeten Messanordnung (Abstand und
Art der Mess-Elektroden, der verwendeten Elektrolyt-Losung sowie deren Volumen, ef-
fektive Flache der Proben-Elektrode) ab, welche fiir diese Messungen jeweils identisch
gewahlt wurde. In den impedanzspektroskopischen Messungen stellt sich dieser Wert
als konstant verlaufender Teil der jeweiligen Kurve dar. Die ebenfalls berechnete nor-
mierte Kapazitit und der Exponent « hingegen sind fiir die gemessenen Elektroden und
damit die Beschichtungen spezifisch. Die Werte fiir die Kapazitat untermauern deutlich
die bereits anhand des Verlaufes der Messkurven getroffenen Aussagen. Uber die Erho-
hung der Oberflidche der Elektroden durch die CMK-3-Beschichtungen konnte die Ka-
pazitit enorm gesteigert werden. Weist die unbeschichtete Platin-Elektrode eine Kapa-
zitat von 27.48 pF bzw. 0.027 mF auf, fithrt bereits der etwa 2 pm dicke sprithbeschichtete
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CMK-3-Chitosan-Film zu einer um eine Gréflenordnung héheren Kapazitat von 3 mF.
Wobei die Kapazitit fir die rakelbeschichteten Filme mit 7 mF fiir den CMK-3-PVDF-
Film und sogar 313 mF fiir den CMK-3-Chitosan durch dickere Beschichtungen noch
weiter gesteigert werden konnte.

Die Entwicklung der Werte fiir den Exponent « aus der Formel (5) (siehe: 3.2.9),
welche das Verhalten des CPE-Elements beschreibt, zeigen auflerdem, inwieweit das
elektrochemische Verhalten der Elektroden von dem eines idealen, planaren Plattenkon-
densators abweicht. Zeigen das unbeschichtete Platin und der sprithbeschichtete
CMK-3-Chitosan Film mit 0.93 bzw. 0.94 noch ein Verhalten, das dem eines idealen Kon-
densators (a = 1) sehr dhnlich ist, weisen die rakelbeschichteten Filme mit 0.79 fiir den
CMK-3-PVDF-Film und 0.56 fur den CMK-3—Chitosan Werte auf, die durch die Uneben-
heiten auf der Oberflache der Elektrode bzw. das pordse System der Kohlenstoff-Be-
schichtung zu einer deutlichen Abweichung vom Verhalten eines idealen Kondensators
fithren.

Des Weiteren zeigen diese Messungen, dass es sowohl zu einer leitenden Verbin-
dung zwischen dem Platin-Substrat und der Kohlenstoff-Beschichtung gekommen ist,
als auch, dass die Verwendung der Binder-Polymere in den Elektrodenpasten bzw. Dis-
persionen nicht zu einer Beeintrachtigung der Leitfahigkeit der Beschichtung gefiihrt
hat.

Neben den impedanzspektroskopischen Messungen wurden die Filme der nano-
pordsen Kohlenstoffe mit Hilfe der Cyclovoltammetrie untersucht. Im Gegensatz zu der
Impedanzspektroskopie werden bei dieser Messmethode deutlich héhere Spannungen
angelegt bzw. ein festgelegter Spannungsbereich mehrmals zyklisch abgefahren. Cyclo-
voltammetrie bietet dadurch die Moglichkeit elektrolytische Reaktionen im gewéhlten
Spannungsbereich zu identifizieren und idealerweise auch die Normalpotentiale dieser
Reaktionen zu quantifizieren.!>* In Abbildung 4.45 sind die Cyclovoltammogramme der
drei unterschiedlichen CMK-3-Filme im Vergleich mit einem unbeschichteten Platin-
Substrat dargestellt. Die Messungen wurden im Spannungsbereich von —0.4 bis +0.4 V
bei einer Scan-Rate von 20 mV-s~! durchgefiihrt. Dieser Bereich wurde zum einen ge-
wihlt, um sowohl eine Sauerstoff- als auch eine Wasserstoff-Entwicklung zu vermeiden,

und zum anderen, um eine Uberlast am Potentiostaten zu verhindern.
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Abbildung 4.45: Cyclovoltammogramme von drei unterschiedlichen CMK-3-Filmen im Ver-
gleich mit der Messung eines unbeschichteten Platin-Substrates. Es sind jeweils der fiinfte
Messzyklus eines sprithbeschichteten (hellgriin) und eines rakelbeschichteten (dunkelgriin) CMK-3-Chi-
tosan-Filmes und eines rakelbeschichteten CMK-3-PVDF-Filmes (blau) im Vergleich mit einem unbe-
schichteten Platin-Substrat (grau) dargestellt. Gemessen wurden jeweils fiinf Zyklen im Spannungsbereich
von -0.4 bis 0.4 V bei einer Scan-Rate von 20 mV-s™!. Zur besseren Erkennbarkeit der Messungen des
sprithbeschichteten CMK-3-Chitosan-Filmes und des unbeschichteten Platin-Substrates ist ein vergrofier-
ter Ausschnitt der Stromstérke dargestellt (rechts). Die Differenzen der Stromstérken zwischen positivem
und negativem Potentialzyklus bei einer Spannung von 0 V sind durch die rote Stufe gekennzeichnet.

In der Ubersicht aller vier Messungen (links) sind die Unterschiede zwischen
Messungen der verschiedenen Filme deutlich erkennbar. Zur besseren Erkennbarkeit
sind die Messungen des sprithbeschichteten CMK-3-Chitosan-Filmes und des unbe-
schichteten Platin-Substrates gesondert mit einem vergrofierten Ausschnitt des Strom-
starke-Bereichs dargestellt (rechts). Das Cyclovoltammogramm des rakelbeschichteten
CMK-3-Chitosan-Filmes erstreckt sich iiber einen Stromstéarke-Bereich von etwa 5 mA
(-2.5 bis 2.3 mA), wahrend die Messung des unbeschichteten Platin-Substrates gerade
mal einen Bereich von ca. 0.07 mA (-0.06 bis 0.01 mA) abdeckt. Mit einer roten Stufe ist
in beiden Diagrammen die Differenz der Stromstarke fiir eine Spannung von 0 V ge-
kennzeichnet, mit der sich iiber Formel (5) die Doppelschichtkapazitit Cp bestimmen
lasst. Die entsprechenden, berechneten Werte sind in Tabelle 4.14 aufgelistet. Sowohl
die Differenzen der Stromstéarken fiir eine Spannung von 0 V als auch die Stromstarke-
Bereiche der gesamten Messungen nehmen mit steigender Schichtdicke bzw. zunehmen-
der Oberfldche der Elektroden zu. Dementsprechend verhalten sich die durch den posi-
tiven und negativen Pfad des jeweiligen Zyklus eingeschlossenen Fliachen in den Mes-
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sungen (siehe: Tabelle 4.14) analog. Die Formen der Messungen lassen sich als blattfor-
mig beschreiben. Daraus und durch die Abwesenheit von Peaks in den Messungen wird
deutlich, dass es zu keinen elektrolytischen Reaktionen im betrachteten Spannungsbe-
reich kommt. Es findet somit keine Elektrolyse der verwendeten Elektrolyt-Losung
(0.85%ige NaCl-Losung) statt und ebenso kommt es zu keinen Zersetzungsreaktionen
der Beschichtungen. Die CMK-3-Filme und das unbeschichtete Platin verhalten sich in
dieser Umgebung somit inert und die Beschichtungen sind unter den gegebenen Bedin-
gungen stabil. Dies ist beides Voraussetzung fiir eine angedachte Anwendung als Be-
schichtung neuronaler Elektroden.

Tabelle 4.14: Anhand der Cyclovoltammogramme ermittelte normierte Doppelschicht-Kapa-
zititen Cp sowie Auflistung der durch die Messkurven eingeschlossenen Flichen und maximale
Stromstirke-Spannen der jeweiligen Messungen. Die Kapazitdten wurden iiber die Differenzen der
Stromstarken zwischen positivem und negativem Potentialzyklus der jeweiligen Messungen bei einer
Spannung von 0 V berechnet. Es ist jeweils der Mittelwert + dem Standardfehler aus den gemessenen fiinf
Zyklen dargestellt.

unbeschichtetes Chitosan PVDF
Platin spriihbeschichtet rakelbeschichtet

Normierte Doppel-
schicht-Kapazitit Cp 0.8+04 42+0.2 88.3+ 1.9 59.1+ 0.3
/ mF.cm™2
Eingeschlossene

) 2005 8.2+ 0.7 117.1+ 1.6 81.6 £ 0.3
Fliche / mC
Stromstirke

0.07 £ 0.02 0.46 = 0.04 5.01 £ 0.06 3.75 £ 0.01

Spanne / mA

Sowohl die dargestellten Cyclovoltammogramme als auch die daraus ermittelten
Werte zeigen deutlich, dass mit der iiber die Beschichtung mit nanoporésem Kohlenstoff
einhergehenden Vergroflerung der Oberfliche der Elektroden die Doppelschicht-Kapa-
zitat deutlich erhoht wurde.

Die Ergebnisse und Auswertungen der impedanzspektroskopischen und cyclo-
voltammetrischen Messungen stehen in guter Ubereinstimmung mit dhnlich gearteten
Messungen der Forschergruppe um Offenhduser aus Jilich von 2008. Hier wurde die
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Oberflache von Gold-Elektroden durch das Aufbringen nanoskaliger Gold-Sdulen deut-
lich erhoht und es konnten vergleichbare Beobachtungen fiir die elektrochemische Cha-
rakterisierung gemacht werden.!67:170

Stabilitdtsuntersuchungen der Filme aus nanoporésem Kohlenstoff

Wie schon im Unterkapitel Stabilitit der Filme aus Kohlenstoff-Nanoréhren des
Abschnittes 4.1.2 zur Charakterisierung der CNT-Filme beschrieben wurde, ist die Sta-
bilitat der in dieser Arbeit hergestellten Filme, sowohl mechanisch als auch gegeniiber
Flissigkeiten und Losungen, ein entscheidendes Kriterium fiir eine mogliche Anwen-
dung in neuronalen Implantaten. Analog zur Charakterisierung der CNT-Filme wurden
die Filme von CMK-3 auf Platin hinsichtlich ihrer Stabilitat untersucht.

Die sprithbeschichteten CMK-3—-Chitosan-Filme wurden zu diesem Zweck tiber
eine Woche bzw. vier Monate in drei verschiedenen wissrigen Losungen (Reinstwasser,
Natriumchlorid-Losung und phosphatgepufferte Salzlosung) gelagert. Die Proben wur-
den wiahrend dieser Zeit in einer Teflon-Halterung aufrechtstehend fixiert und die L6-
sungen iiber die gesamte Zeit bei Raumtemperatur gerithrt. Vor und nach der Inkubation
wurden rasterelektronenmikroskopische Aufsicht- und Querschnittsaufnahmen ange-
fertigt. Diese Aufnahmen sind in Abbildung 4.46 dargestellt. Die Aufnahmen nach ein-
wochiger Inkubation sind im Anhang in Abbildung 7.19 zu finden.
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Abbildung 4.46: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Stabilitits-Untersuchungen
sprithbeschichteter CMK-3—-Chitosan-Filme auf Platin. Die Inkubation der Filme erfolgte in den je-
weiligen Losungen vier Monate unter Rithren bei Raumtemperatur. Die Schichtdicken wurden jeweils an
fiinf Positionen der Aufnahme ermittelt und daraus der Mittelwert sowie Fehler bestimmt. Aufsicht- bzw.
Querschnittsaufnahmen sind jeweils in derselben Vergréf3erung dargestellt.

Anhand der Aufnahmen wird deutlich, dass selbst nach der Behandlung der
sprithbeschichteten CMK-3—-Chitosan-Filme mit den drei unterschiedlichen wéssrigen
Losungen iiber den langen Zeitraum von vier Monaten keine erkennbaren Veranderun-
gen der Schichten auftreten. Dies zeigen sowohl die Aufsichts- als auch die Quer-
schnittsaufnahmen. Es ist keinerlei Aufldsung der Filme und ebenso wenig sind Locher
in der Beschichtung zu beobachten. Fiir die Probe aus der Natriumchlorid-Lésung sind
in der Aufsicht im Vergleich zu den anderen Aufnahmen mehr Ablagerungen auf der
Oberflache der Schicht erkennbar. Dies ist vermutlich auf einen unzureichenden Wasch-
prozess nach der Inkubation und vor der Probenvorbereitung fiir die rasterelektronen-
mikroskopischen Aufnahmen zuriickzufithren. Auch die Schichtdicke verandert sich
nach der Behandlung augenscheinlich nicht. Sie liegt sowohl davor als auch danach im
Bereich von 1-2 pm. Die Filme sind also unter den hier getesteten Bedingungen stabil
gegeniiber Wasser und wissrigen Salz-Losungen. Dabei muss beachtet werden, dass dies
trotz der aufrechten Lagerung der Probe in den Losungen und der durchgehenden Kon-
vektion durch das Rithren der Fall ist.
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Ebenso wurden die sprithbeschichteten CMK-3-Chitosan-Filme sowie die rakel-
beschichteten CMK-3-Chitosan- und CMK-3-PVDF-Filme nach den Zellkultur-Unter-
suchungen mit Fibroblasten auf ihre Stabilitat bzw. auf Veranderungen in den Beschich-
tungen untersucht. Dazu sind in Abbildung 4.47 die rasterelektronenmikroskopischen
Querschnittsaufnahmen dieser Proben dargestellt.

Chitosan PVDF
R el &Y, .
Ve RPN e

nach der ""-‘.".‘.LJ-_‘___W i

Beschichtung = T RS

nach der
Zellkultur

sprithbeschichtet rakelbeschichtet

Abbildung 4.47: Rasterelektronenmikroskopische Querschnittsaufnahmen nach der Beschich-
tung (oben) und nach den Zellkultur-Untersuchungen (unten) der CMK-3-Filme auf Platin mit
verschiedenen Binder-Polymeren und iiber verschiedene Beschichtungsmethoden hergestellt.
Die Schichtdicken wurden jeweils an fiinf Positionen der Aufnahme ermittelt und daraus Mittelwert sowie
Fehler bestimmt.

Nach den Zellkulturexperimenten mit den NIH3T3-Fibroblasten lassen sich keine
signifikanten Veranderungen in Morphologie und Schichtdicke bei den drei verschiede-
nen CMK-3-Beschichtungen im Vergleich zu ihrem Zustand direkt nach der Beschich-
tung beobachten. Dementsprechend lasst sich auch bei diesen Untersuchungen eine ge-
nerelle Stabilitdt der Filme sowohl gegeniiber Wasser als auch gegentiber Fliissigkeiten
mit komplexer Zusammensetzung, wie dem Zellkulturmedium, feststellen. Sogar das
Ablosen der Fibroblasten mit Trypsin—-EDTA-Losung hatte keinen erkennbaren Einfluss
auf die Beschichtungen.
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4.2.3 Biokompatibilitats-Untersuchungen der Filme aus nanoporésem Koh-
lenstoff

Analog zu den Erkenntnissen aus den Arbeiten mit Kohlenstoff-Nanoréhren ist
die Untersuchung der Bio- bzw. Zytokompatibilitat der nanopordsen Kohlenstoffe von
entscheidender Bedeutung fiir eine mogliche biomedizinische Anwendung dieser Mate-
rialien. Nach aktuellem Stand existieren verhaltnismaf}ig wenige ausfiihrliche Studien
zur Zytokompatibilitat von nanopordsen Kohlenstoffen und insbesondere nicht zu Fil-
men dieser Materialien. Bisher wurde vor allem die Interaktion von Zellen mit Kohlen-
stoff-Nanopartikeln!>!%® oder mit Nanopartikeln pordser Kohlenstoffe!3® niher unter-
sucht. Riickschliisse und Analogien kénnen durch die Betrachtung anderer Kohlenstoff-
Nanomaterialien, wie Graphenoxid, Fullerenen, Nanodiamanten und eben Kohlenstoft-
Nanorohren, und ihrer Interaktion mit biologischen System gezogen werden.!%200
Hinzu kommt jedoch die Fiille verschiedener pordser Kohlenstoffe und unterschiedli-
cher Synthesemethoden und -bedingungen.

Umso wichtiger ist es grundlegende Untersuchungen zur Zytokompatibilitat der
Filme aus nanopordsem Kohlenstoff und ihrer Interaktion mit biologischen Systemen
durchzufithren. Anhand des in dieser Arbeit verwendeten nanopordsen Kohlenstoffs
CMK-3 kann im Folgenden gezeigt werden, wie unterschiedliche Schichtdicken sowie
Zusammensetzungen der Filme ein und desselben Kohlenstoffs Auswirkungen auf das
Zellwachstum und die Proliferation der Zellen haben. Dazu wurden mit der L929- und
NIH3T3-Zelllinie unter anderem zwei unterschiedliche Fibroblasten getestet. Des Wei-
teren wurde der Einfluss des nanopordsen Systems und seiner grolen Oberfliche auf
das Zellmedium und seine Bestandteile betrachtet. Der Fokus wurde dabei auf die Se-
rum-Proteine gelegt, da von diesen bereits bekannt ist, dass sie das Zellwachstum und
die Proliferation im Zusammenspiel mit kohlenstoff-basierten Materialien beeinflussen
kénnen,15:201-203

Wie in 3.1.4 beschrieben, wurden diese Zellkulturuntersuchungen von Dr. An-
tonina Lavrentieva vom Institut fiir Technische Chemie der Leibniz Universitdt Hannover
und Jennifer Schulze aus der Klinik fiir Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde der Medizinischen
Hochschule Hannover (MHH) durchgefiihrt. Das Pierce Protein Assay sowie die Messun-
gen der Glucose- und Lactat-Konzentration wurden aulerdem von Marline Kirsch, eben-
falls vom Institut fiir Technische Chemie, durchgefiihrt.
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Einfluss der Filme aus nanoporésem Kohlenstoff auf das Zellmedium

Bereits in ersten Voruntersuchungen zu Zellkultur-Experimenten konnte be-
obachtet werden, dass die blole Lagerung der Filme aus dem nanopordsen Kohlenstoff
CMK-3 in dem zur Kultivierung der Zellen verwendeten Medium einen Einfluss auf die-
ses nimmt. Abbildung 4.48 zeigt die Entfiarbung des Zellkulturmediums nach 24-stiindi-
ger Inkubation der rakelbeschichteten CMK-3-Filme darin. Fiir die Kontrollen und den
sprithbeschichteten Film lasst sich keine optische Verdanderung des rotviolett-gefarbten
Mediums erkennen.

Kontrollen CMK-3-Filme

Abbildung 4.48: Zellkulturmedium nach fiinftigiger Inkubation verschiedener Filme aus nano-
porosem Kohlenstoff sowie Kontrollen. Die rotviolette Farbung des Zellkulturmediums wird durch
die Verwendung des pH-Indikators Phenolrot hervorgerufen. Nach der Inkubation der beiden rakelbe-
schichteten Filme aus nanoporésem Kohlenstoff ist diese vollstdndig verschwunden. Im Falle der Kontrol-
len und des sprithbeschichteten CMK-3-Chitosan-Filmes bleibt diese erhalten.

Die rotviolette Farbung des Mediums wird durch den pH-Indikator Phenolrot
hervorgerufen. Die Entfarbung des Mediums spricht fiir eine Adsorption des Indikators
an den Filmen. Eine pH-Wert-Anderung hingegen wiirde zu einer Anderung der Far-
bung fithren (pH < 7.0: gelb; pH > 7.0 rotviolett). Dass diese Beobachtung nur bei den
rakelbeschichteten CMK-3-Filmen auftritt, lasst sich durch die deutlich gréfleren Ober-
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flachen infolge der hoheren Schichtdicken im Vergleich zu den sprithbeschichteten Fil-
men erkldren, wie in 4.2.2 im Unterkapitel Oberflicheneigenschaften der Filme aus nano-
porosem Kohlenstoff gezeigt wurde. In der Literatur wurden gar zytotoxische Effekte von
Phenolrot innerhalb von Zellen beschrieben, indem die Phenolrotmolekiile iiber die Ad-
sorption auf Kohlenstoff-Partikeln, die als Carrier fungierten, in die Zellen transportiert
wurden.'”® Aufgrund der nachgewiesenen Stabilitat der Filme ist dieser postulierte Ef-
fekt in den in dieser Arbeit durchgefiihrten Zellkulturen jedoch wahrscheinlich zu ver-
nachléssigen. Kritischer ist stattdessen zu sehen, dass so wie das Phenolrot moglicher-
weise auch andere Bestandteile des Zellkulturmediums diesem entzogen werden und
den Zellen somit fiir Wachstums- und Stoffwechsel-Prozesse nicht mehr zur Verfiigung
stehen konnten. Die in dieser Arbeit als Vergleichs- und Referenz-Material fiir den syn-
thetisierten nanopordsen Kohlenstoff herangezogene Aktivkohle wird aufgrund ihrer
groflen Oberflache fiir ebensolche Anwendungen genutzt. Sie dient als Adsorptionsmit-
tel bei der Reinigung und Speicherung von Gasen und Fliissigkeiten?%4, aber auch zur
Entfernung von Giftstoffen aus dem Organismus in der Medizin.??>

Um dem nachzugehen, wurden weitere Untersuchungen in diese Richtung
durchgefiihrt. Nach 24-stiindiger Inkubation der CMK-3-Filme sowie Kontrollen im Zell-
medium wurden die Osmolaritat sowie die Glucose- und Lactat-Konzentration der je-
weiligen Probe des Mediums ermittelt. In Abbildung 4.49 sind die Ergebnisse dieser Mes-
sungen in einem gemeinsamen Saulendiagramm dargestellt.
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Abbildung 4.49: Gemessene Osmolarititen sowie Glucose- und Lactat-Konzentrationen des
Zellmediums nach 24-stiindiger Inkubation verschiedener CMK-3-Beschichtungen und Kon-
trollen. Neben den untersuchten Proben (sprith- und rakelbeschichtete CMK-3-Chitosan- sowie rakelbe-
schichtete CMK-3-PVDF-Filme) wurden unbeschichtete Platin-Substrate und Zellkultur-Kunststoff als
Kontrollen verwendet.

Sowohl die Osmolaritdt und damit die Stoffmengenkonzentration aller gelosten
Ionen und Molekiile als auch die einzelnen Konzentrationen von Glucose und Lactat im
Zellkultur-Medium scheinen durch die Inkubation der CMK-3-Filme nicht beeinflusst zu
werden. Beim Vergleich der jeweiligen Werte fiir die CMK-3-Beschichtungen mit den
Kontrollen, Zellkultur-Kunststoff und unbeschichtete Platin-Substrate, zeigen sich keine
deutlichen Unterschiede, ebenso wenig wie beim Vergleich der CMK-3-Beschichtungen
untereinander. Somit scheint es zu keiner signifikanten Adsorption von Glucose und
Lactat auf den Beschichtungen zu kommen. Die unveranderte Osmolaritit zeigt zusétz-
lich, dass es zu keiner signifikanten Adsorption anderer Stoffe des Zellkultur-Mediums
gekommen ist. Aulerdem wurde die Osmolaritit nicht durch eine Auflésung der Be-
schichtungen oder Abgabe von Substanzen aus der Beschichtung erhoht. Anhand dieser
Untersuchungen ist somit kein weiterer Einfluss der Beschichtungen auf das Zellkultur-
Medium auszumachen als die optisch beobachtete Adsorption des Phenolrots.
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Zellkultur-Untersuchungen mit Fibroblasten und Uberstinden der Filme aus nano-
porésem Kohlenstoff

Um zu untersuchen inwieweit 16sliche Bestandteile der Beschichtungen oder
durch die Proben adsorbierte und damit aus dem Zellmedium entfernte Stoffe das
Wachstum und Uberleben von Zellen beeinflussen, wurden 24-stiindige Extraktionstests
der verschiedenen CMK-3-Beschichtungen und eine sich anschliefende 24-stiindige
Kultivierung von Fibroblasten in den Extrakten durchgefiihrt. In Abbildung 4.50 sind die
Ergebnisse der Zell-Viabilititen fiir diese Tests dargestellt.
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Abbildung 4.50: Zell-Viabilitit der in den Uberstinden von verschiedenen CMK-3-Filmen kul-
tivierten L929-Fibroblasten in Prozent im Vergleich zur Kontrolle. Nach 24-stiindiger Inkubation
der Proben wurde das Zellmedium entfernt und zur 24-stiindigen Kultivierung der L929-Fibroblasten ver-
wendet. Zur anschliefenden Bestimmung der Viabilitit wurde das CTB-Assay verwendet. Als Kontrollen
dienten der Zellkultur-Kunststoff sowie unbeschichtetes Platin. Der Mittelwert der Ergebnisse des Zell-
kultur-Kunststoffes wurde als 100% gesetzt.

In diesem Experiment dienten der Zellkultur-Kunststoff und unbeschichtete Pla-
tin-Substrate als Kontrollen. Alle Ergebnisse wurden in Bezug zum Mittelwert der Er-
gebnisse des Zellkultur-Kunststoffes gesetzt, der somit 100% darstellt. Die Ergebnisse
zeigen deutlich, dass die Extrakte der CMK-3-Beschichtungen keinen Einfluss auf die
Viabilitat der getesteten L929-Fibroblasten haben. Die Viabilitdten liegen jeweils um
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100% und somit im Bereich der beiden Kontrollen. Somit kann davon ausgegangen wer-
den, dass im untersuchten Zeitraum der Extraktion von 24 Stunden keine schadlichen
oder toxischen Stoffe aus den Beschichtungen in das Medium gelangt sind. Ebenso kann
ausgeschlossen werden, dass die Adsorption und damit Entfernung von Stoffen aus dem

Zellmedium zu erkennbaren Beeintrachtigungen der Viabilitat der Zellen fiihrt.

Zellkultur-Untersuchungen mit Fibroblasten auf den Filmen aus nanoporésem Koh-

lenstoff

Zur Beurteilung der Biokompatibilitdt der Beschichtungen des nanopordsen
Kohlenstoffs CMK-3 wurden Zellen direkt auf den Filmen kultiviert. Fiir diese Untersu-
chungen wurden unter anderem zwei unterschiedliche Zelllinien von Fibroblasten ver-
wendet: L929 und NIH3T3. Des Weiteren wurde der Einfluss der in den Zellkulturen
verwendeten Serum-Proteine auf die Zytotoxizitdt der CMK-3-Filme untersucht. Laut
einer Studie von Zhu et al. aus dem Jahr 2009 konnte sowohl die Zytotoxizitdt von Koh-
lenstoff-Nanopartikeln als auch die intrazellulare Aufnahme durch Zugabe und daraus
folgende Adsorption der Serum-Proteine auf der Oberfliche der Nanopartikel verringert
werden.!®> Um dies fiir die CMK-3 Filme zu tiberpriifen wurden die Filme unter anderem
vor der Kultivierung der Zellen in serum-haltigem Zellkultur-Medium bzw. reiner Se-
rum-Losung inkubiert. Die Beobachtung des Wachstums und der Proliferation der Zel-
len erfolgte mittels fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen und der Kultivierung an-
schlieBender Auszahlung der Zellen. Auflerdem wurden unter anderem die Verande-
rung der Glucose- und der Lactat-Konzentration nach der Kultivierung sowie die Ande-
rung der Konzentration der Serum-Losung nach der Inkubation der Proben bestimmit.

Analog zu den Biokompatibilitats-Untersuchungen der CNT-Filme wurden GFP-
exprimierende NIH3T3-Fibroblasten auf den verschiedenen CMK-3-Filmen kultiviert.
Nach viertagiger Kultivierungszeit wurden fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen an-
gefertigt. Diese sind in Abbildung 4.51 dargestellt.

192



Ergebnisse

Chitosan Chitosan PVDF
rakelbeschichtet rakelbeschichtet
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Abbildung 4.51: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der GFP-exprimierenden NIH3T3-
Fibroblasten (N = 3, n = 3) nach vier Tagen Kultivierungszeit auf den CMK-3-beschichteten Pla-
tin-Substraten und den Kontroll-Proben. Als Kontrollen dienten Zellkultur-Kunststoff, Glas und un-
beschichtete Platin-Substrate.

Schon anhand dieser Aufnahmen wird deutlich, dass auf den rakelbeschichteten
CMK-3-Filmen nahezu keine Zellen gewachsen sind. Sowohl bei den Beschichtungen
mit Chitosan als Binder-Polymer als auch bei den PVDF-basierten Filmen sind nur ver-
einzelte Zellen auf den Aufnahmen zu erkennen. Zuséitzlich dazu weisen diese Zellen
eine deutlich runde bzw. kugelférmige Morphologie auf. Dies spricht dafiir, dass diese
beiden Beschichtungen den Fibroblasten keine guten Bedingungen zum Aufwachsen
und zur Adhésion bieten. Im Gegensatz dazu sind auf den Aufnahmen der spriihbe-
schichteten CMK-3-Chitosan-Beschichtungen eine grole Anzahl an Zellen mit gesun-
der Morphologie zu erkennen. Dies trifft ebenso fiir die drei verwendeten Kontrollen zu.

Diese Beobachtungen werden durch die in Abbildung 4.52 dargestellten und per
Auszdhlung ermittelten Zelldichten fiir die einzelnen Beschichtungen und Kontrollen

bestatigt.
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Abbildung 4.52: Vergleich der ermittelten Zelldichten der NIH3T3-Fibroblasten (N =3, n = 3),
die auf den CMK-3-Beschichtungen und Kontrollen vier Tage kultiviert wurden. Als Kontrollen
dienten unbeschichtete Platin-Substrate sowie Zellkultur-Kunststoff. Die hier dargestellten Werte fiir die
Zelldichten wurden iiber die Auszéhlung per Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Sie stellen die Mittelwerte
+ den Standardfehler des Mittelwertes dar.

Die drei Kontrollen weisen allesamt Zelldichten im Bereich von 100-103 Zellen
pro cm? oder hoher auf. Dahingegen zeigen die rakelbeschichteten CMK-3-Filme Zell-
dichten von gerade einmal 1 bzw. 1.3-10% Zellen pro cm?. Die Zelldichten fiir die sprith-
beschichteten CMK-3—-Chitosan-Filme liegen mit 56-10° Zellen pro cm? deutlich unter
den Werten der Kontrollen. Sie liegen damit aber, wie bereits nach Betrachtung der flu-
oreszenzmikroskopischen Aufnahmen erwartet, klar iiber denen der rakelbeschichteten
Filme. Fur die rakelbeschichteten und damit erheblich dickeren (20-70 pm) Beschichtun-
gen lassen sich somit zytotoxische Effekte oder eine mangelnde Eignung als Zellsubstrat
vermuten. Die sprithbeschichteten und damit dinneren (1-5pm) CMK-3-Chitosan-
Filme weisen trotz der im Vergleich zu den Kontrollen geringeren Zelldichten eine ge-
nerelle Zytokompatibilitat gegeniiber der NIH3T3-Fibroblasten-Zelllinie auf. Da in den
Voruntersuchungen zu den Zellkultur-Experimenten bereits gezeigt werden konnte,
dass weder l6sliche oder herausgeldste Bestandteile der Beschichtungen fiir toxische Ef-
fekte bei den Zellen verantwortlich sind noch von den Beschichtungen adsorbierte Néhr-
stoffmolekiile wie Glucose bzw. Lactat oder eine generelle Anderung der Osmolaritat
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des Zellkultur-Mediums als Ursache fiir ein eingeschranktes Wachstum der Fibroblas-
ten-Zellen in Frage kommen, wurden weiterfithrende Experimente und Untersuchungen
durchgefiihrt.

Unter anderem wurden zur Uberpriifung dieser Ergebnisse die Untersuchungen
mit einer weiteren Fibroblasten-Zelllinie wiederholt. Bei den Experimenten mit den
ebenfalls murinen L929-Fibroblasten wurden im Gegensatz zu den Experimenten der
NIH3T3-Fibroblasten nach 24 und 72 Stunden Kultivierungszeit fluoreszenzmikroskopi-
sche Aufnahmen angefertigt. Auflerdem war eine Anfarbung der Zellen mit Calcein-AM
zur Visualisierung durch das Fluoreszenzmikroskop notwendig, da diese Zellen kein
GFP exprimieren. Die Auszéhlung der Zellen erfolgte nicht im Anschluss der Kultivie-
rung, sondern anhand der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen und somit sowohl
nach 24 als auch nach 72-stiindiger Kultivierungszeit. Somit war es bei diesen Experi-
menten moglich den Verlauf des Wachstums der Zellen besser zu beobachten. Die flu-
oreszenzmikroskopischen Aufnahmen nach 72-stiindiger Kultivierung der mit Calcein-
AM angefarbten L929-Fibroblasten sind in Abbildung 4.53 dargestellt. Die Aufnahmen
nach 24 Stunden sind im Anhang in Abbildung 7.20 zu finden.

Chitosan Chitosan PVDF
sprithbeschichtet rakelbeschichtet rakelbeschichtet

CMK-3-Filme

Zellkultur-Kunststoff unbeschichtetes Platin

72 h

500 pm

Kontrollen

Abbildung 4.53: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der mit Calcein angefirbten L929-
Fibroblasten nach 72 Stunden Kultivierungszeit auf den CMK-3-beschichteten Platin-Substra-
ten und den Kontroll-Proben. Als Kontrollen dienten Zellkultur-Kunststoff, Glas und unbeschichtete
Platin-Substrate.
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Sowohl nach 24 als auch nach 72-stiindiger Kultivierungszeit zeigen die Zellen
auf den Kontrollen, unbeschichtete Platin-Substrate und Zellkultur-Kunststoff, eine ge-
sunde Morphologie und eine hohe Zelldichte, wobei die im Vergleich runde Morpholo-
gie der Zellen auf dem Zellkultur-Kunststoff fiir weniger attraktive Wechselwirkungen
zwischen den Zellen und dem Substrat sprechen als bei den Platin-Oberflachen. Im Ver-
gleich zur Kontrolle ist fiir die drei verschiedenen CMK-3-Beschichtungen jeweils nur
eine geringe Anzahl von Zellen zu erkennen. Im Gegensatz zu den Experimenten mit
den NIH3T3-Fibroblasten weisen in diesem Fall auch die Proben der sprithbeschichteten
CMK-3-Chitosan-Beschichtungen eine verhaltnisméflig geringe Zelldichte auf.

Diese anhand optischer Beurteilung der fluoreszenzmikroskopischen Aufnah-
men beschriebenen Beobachtungen konnten durch die Bestimmung der Zellanzahl auf
den Aufnahmen bestétigt werden. In Abbildung 4.54 sind die durch automatisierte Aus-
zéhlung mit Hilfe der Software Image7 ermittelten Zelldichten fiir die Aufnahmen nach
24- und 72-stindiger Kultivierungszeit dargestellt.
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Abbildung 4.54: Vergleich der ermittelten Zelldichten der L929-Fibroblasten nach 24 (linker
Balken) und 72 Stunden (rechter Balken), die auf den CMK-3-Beschichtungen und Kontrollen
kultiviert wurden. Als Kontrollen dienten unbeschichtete Platin-Substrate sowie Zellkultur-Kunststoff.
Die hier dargestellten Werte fiir die Zelldichten wurden iiber eine automatische Auszédhlung fiinf repra-
sentativer Aufnahmen mit Hilfe der Software ImageJ bestimmt. Sie stellen die Mittelwerte + den Stan-
dardfehler des Mittelwertes dar.
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Bei dieser Methode wurden die Zellen fiir jede Probe beider Kultivierungszeiten
mit jeweils funf reprasentativen Aufnahmen nach einem automatisierten Prozess (siehe:
Unterkapitel Auszdhlmethoden in Abschnitt 3.1.4) ausgezahlt und in Bezug zur Flache
der betrachteten Bereiche der Proben gesetzt.

Die Zelldichte der L929-Fibroblasten auf den CMK-3-Filmen unterscheidet sich
nach 24-stiindiger Kultivierungszeit nur gering von denen auf den beiden Kontrollen,
unbeschichtete Platin-Substrate und Zellkultur-Kunststoff. Nach 72-stiindiger Kultivie-
rungszeit hingegen fallt dieser Unterschied deutlich grofier aus. Fiir die Kontrollen stei-
gen die Zelldichten tiber diesen betrachteten Zeitraum deutlich an, wohingegen die
CMK-3-Filme nahezu gleichbleibende bzw. sogar leicht abnehmende Zelldichten aufwei-
sen. Diese Ergebnisse sprechen fiir ein stark gehemmtes Wachstum und eine einge-
schrankte Proliferation der Zellen auf den Kohlenstoff-Filmen. Die sprithbeschichteten
CMK-3-Chitosan-Filme zeigen dabei noch das im Vergleich beste Ergebnis. Jedoch ist
fiir diese Beschichtung der Unterschied zu den Kontrollen deutlicher als noch fiir das
Experiment mit den NIH3T3-Fibroblasten. Durch die Ergebnisse dieser Experimente las-
sen sich somit noch keine direkten Riickschliisse auf direkte zytotoxische Effekte der
Kohlenstoff-Filme auf die untersuchten Fibroblasten-Zellen ziehen. Eine Lebend-Tot-Fir-
bung, bei der zusétzlich zu den lebenden mit Calcein-AM angefirbten Zellen die abge-
storbenen Zellen mit Propidiumiodid angefarbt wurden und somit beides unter dem Flu-
oreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden konnte, ergab nur eine extrem geringe,
nicht relevante Anzahl von abgestorbenen Zellen. Aus diesem Grund wurde auf eine
Darstellung dieser Aufnahmen an dieser Stelle verzichtet. Auflerdem waren bei dieser
geringen Anzahl an toten Zellen keine Unterschiede unter den einzelnen Proben und
ebenso zwischen Proben und Kontrollen erkennbar. Somit lasst sich jedoch eindeutig
konstatieren, dass unter den hier untersuchten Bedingungen alle drei verschiedenen
CMK-3-Beschichtungen kein geeignetes Substrat fiir Fibroblasten darstellen.

Einfluss von Serum-Proteinen auf die Zytokompatibilitdt der Beschichtungen aus
nanoporosem Kohlenstoff

Fiir die Interaktion von Nanopartikeln oder ebenso Nanomaterialien mit Zellen
bzw. in einer spateren Anwendung im menschlichen Koérper spielt die Adsorption von
Proteinen auf der Oberfldche dieser Partikel bzw. Materialien und die daraus folgende
Bildung einer sogenannten Protein-Korona eine entscheidende Rolle. Im Speziellen die
biologische Interaktion von kohlenstoff-basierten Nanomaterialien wurde bereits inten-
siv untersucht und beschrieben.!>1997203 Dabei bestimmt die Protein-Korona die Biover-

teilung und beeinflusst unter anderem die Zell-Erkennung und den biologischen Abbau
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der Kohlenstoff-Nanomaterialien. Diese Prozesse stellen relevante Punkte fiir die Sicher-
heit und Biokompatibilitat dieser Materialien fir biomedizinische Anwendungen dar.2%
Die Bildung dieser Protein-Korona auf der Oberfldche verschiedener kohlenstoft-basier-
ter Nanomaterialien (Carbon Black, Kohlenstoff-Nanoréhren und Graphenoxid) wurde
von Sopotnik et al. fur die zwei unterschiedlichen Serum-Proteine Rinderalbumin und
Human-Serum untersucht.?’? Fiir Kohlenstoff-Nanorohren konnten Ge et al. beobachten,
dass durch eine vorherige Beschichtung der Kohlenstoff-Nanorohren mit Serum-Prote-
inen die Zytokompatibilitat deutlich erhoht wird.?°3 Ebenso konnten Zhu et al. zeigen,
dass es durch adsorbierte Serum-Proteine zu einer erhohten zelluldren Aufnahme dieser
Nanopartikel kommt.!> Gemein haben all diese Studien, dass kohlenstoff-basierte Nano-
partikel bzw. -materialien in dispergierter Form auf ihre biologischen Interaktionen un-
ter der Beriicksichtigung des Einflusses von Serum-Proteinen hin untersucht wurden.
Detaillierte Studien weitestgehend immobilisierter Kohlenstoff-Nanomaterialien in Be-
zug auf solche Effekte in biologischen Systemen sind bisher eine Seltenheit. Die in dieser
Arbeit verwendeten nanopordsen Kohlenstoffe und die daraus hergestellten Beschich-
tungen gehoren aufgrund ihres nanoskaligen Porensystems ebenfalls zu den Kohlen-
stoff-Nanomaterialien. In Form von Beschichtungen liegen sie jedoch nicht frei in einer
Dispersion vor. Ob es zur Ausbildung einer Protein-Korona bzw. einer Bedeckung der
Oberflache der Beschichtung mit Proteinen kommt, ist somit an dieser Stelle unklar. Je-
doch ist ein zu den dispergierten Kohlenstoff-Nanomaterialien analoger Einfluss von
Serum-Proteinen auf die Zytokompatibilitat des Materials wahrscheinlich.

Um zu iiberpriifen, inwieweit Serum-Proteine einen Einfluss auf die Zytokompa-
tibilitat der in dieser Arbeit hergestellten Beschichtungen aus nanoporésen Kohlenstof-
fen haben, wurden die Zellkultur-Experimente mit Fibroblasten wiederholt. Zuvor
wurde jedoch eine 24-stiindige Inkubation der Proben in Serum-haltigen Losungen
durchgefiihrt um eine Gleichgewichtseinstellung zwischen den Beschichtungen und den
Serum-Proteinen zu ermdglichen. Im ersten Teil dieser Untersuchungen erfolgte diese
Inkubation in Serum-haltigem Zellkultur-Medium und anschliefend eine 72-stiindige
Kultivierung von NIH3T3-Fibroblasten auf diesen Proben nanoporéser Kohlenstoft-
Filme und entsprechenden Kontrollen. In Abbildung 4.55 sind die fluoreszenzmikrosko-

pischen Aufnahmen dieser Experimente dargestellt.
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Abbildung 4.55: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der GFP-exprimierenden NIH3T3-
Fibroblasten nach 72 Stunden Kultivierungszeit auf den CMK-3-beschichteten Platin-Substra-
ten und den Kontroll-Proben. Vor der Kultivierung wurden die Proben 24 Stunden in Serum-haltigem
Zellmedium inkubiert. Als Kontrollen dienten Zellkultur-Kunststoff und unbeschichtete Platin-Substrate.

Diese Aufnahmen zeigen zu den ersten Experimenten dieser Beschichtungen mit
NIH3T3-Fibroblasten vergleichbare Ergebnisse. Fiir beide rakelbeschichteten CMK-3-
Filme zeigen die Aufnahmen nur eine sehr geringe Zelldichte. Die sprithbeschichteten
CMK-3-Chitosan-Filme weisen im Vergleich zu den rakelbeschichteten Filmen héhere
Zelldichten auf. Rein optisch betrachtet sind diese mit denen der Kontrollen vergleich-
bar. Um dies genauer zu tiberpriifen, wurden die Zellen nach der dreitdgigen Kultivie-
rung iiber eine Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt und die so ermittelte Anzahl der Zel-
len in Bezug zur Fliche der Proben gesetzt. Der Vergleich dieser Zelldichten fiir die
CMK-3-Filme mit der Kontrolle der unbeschichteten Platin-Substrate ist in Abbildung
4.56 dargestellt.
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Abbildung 4.56: Vergleich der ermittelten Zelldichten der NIH3T3-Fibroblasten, die auf den
CMK-3-Beschichtungen und Kontrollen 72 Stunden kultiviert wurden. Vor der Kultivierung der
Zellen wurden die Proben 24 Stunden in Zellmedium inkubiert. Als Kontrolle dienten unbeschichtete Pla-
tin-Substrate. Die hier dargestellten Werte fiir die Zelldichten wurden iiber die Auszahlung per Neubauer-
Zahlkammer bestimmt. Sie stellen die Mittelwerte + den Standardfehler des Mittelwertes dar.

Die so ermittelten Zelldichten bestatigen die Beobachtungen aus den fluores-
zenzmikroskopischen Aufnahmen. Durch die vorangegangene Inkubation der Proben
im Serum-haltigen Zellmedium konnte die Zelldichte der sprithbeschichteten CMK-3-
Chitosan-Filme auf das Niveau der unbeschichteten Platin-Substrate erhéht werden.
Durch die zu erwartende Adsorption der Serum-Proteine auf der Oberflache der Proben
besteht somit kein Unterschied mehr in der Zytokompatibilitat fiir Fibroblasten. Fiir
deutlich dickere Beschichtungen der rakelbeschichteten CMK-3-Chitosan- und CMK-3-
PVDF-Filme lasst sich dieser Effekt jedoch nicht beobachten. Diese Proben weisen, wie
bereits anhand der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen ersichtlich, weiterhin trotz
der Inkubation im Zellmedium sehr geringe Zelldichten auf. Uber eine Adsorption von
Serum-Proteinen konnte in diesen beiden Féllen also keine Erhohung der Zytokompati-
bilitat erreicht werden. Dies ist moglicherweise auf die deutlich hoheren Oberflaichen
der rakelbeschichteten CMK-3-Filme zuriickzufiithren. Es ist nicht auszuschliefen, dass
die Konzentration des Humanserums im Zellmedium - es werden jeweils 10 % Hu-
manserum-Losung zum Zellkultur-Medium hinzugefiigt - nicht ausreicht um fiir eine
vollstandige Bedeckung der Oberfliche bei diesen Beschichtungen zu sorgen.
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Zur Uberpriifung dieser Annahme wurden die Experimente analog wiederholt.
Die Inkubation vor der Kultivierung der Zellen erfolgte jedoch direkt in der Humanse-
rum-Losung. Hierfiir sind die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung
4.57 dargestellt.

Chitosan Chitosan PVDF
sprithbeschichtet rakelbeschichtet rakelbeschichtet

CMK-3-Filme

Zellkultur-Kunststoff

Abbildung 4.57: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der GFP-exprimierenden NIH3T3-
Fibroblasten nach 72 Stunden Kultivierungszeit auf den CMK-3-beschichteten Platin-Substra-
ten und den Kontroll-Proben. Vor der Kultivierung der Zellen wurden die Proben 24 Stunden in Hu-

Kontrollen

manserum-Losung inkubiert. Als Kontrollen dienten Zellkultur-Kunststoff und unbeschichtete Platin-
Substrate.

Entgegen der Erwartung liefern auch diese Experimente sehr geringe Zelldichten
fir die rakelbeschichteten CMK-3-Filme. Die Zelldichte fiir die sprithbeschichteten
CMK-3—-Chitosan-Filme ist, wie in den vorangegangenen Experimenten mit NIH3T3-
Fibroblasten, mit denen der beiden Kontrollen vergleichbar.

Neben der Zelldichte fiir die lebenden Zellen wurden fiir diese Experimente auch
die Zelldichten fiir die toten Zellen nach dreitidgiger Kultivierung iiber die Auszéhlung
per Neubauer-Zahlkammer bestimmt. In Abbildung 4.58 sind beide Zelldichten fiir die
jeweiligen Proben im Vergleich mit der Kontrolle der unbeschichteten Platin-Substrate

in einem gemeinsamen Diagramm dargestellt.
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Abbildung 4.58: Vergleich der ermittelten Zelldichten der lebenden (schwarz, linke Balken) und
toten (dunkelrot, rechte Balken) Zellen fiir NIH3T3-Fibroblasten, die auf den CMK-3-Beschich-
tungen und Kontrollen 72 Stunden kultiviert wurden. Vor der Kultivierung der Zellen wurden die
Proben 24 Stunden in Humanserum-Losung inkubiert. Als Kontrolle dienten unbeschichtete Platin-Sub-
strate. Die hier dargestellten Werte fir die Zelldichten wurden tiber die Auszahlung per Neubauer-Zihl-
kammer bestimmt. Sie stellen die Mittelwerte + den Standardfehler des Mittelwertes dar.

Auch hier bestitigen die ermittelten Zelldichten eindeutig die fluoreszenzmikro-
skopischen Aufnahmen. Die rakelbeschichteten CMK-3—-Chitosan- und CMK-3-PVDEF-
Filme zeigen sehr geringe Zelldichten fiir die lebenden Zellen. Jedoch weisen diese Pro-
ben ebenfalls sehr geringe Zelldichten fiir die wahrend der Kultivierung abgestorbenen
Zellen auf. Die Zell-Viabilitat - das heifit der Anteil lebender Zellen an der Gesamt-
Zellzahl - ist auch fiir rakelbeschichtete CMK-3-Filme vergleichsweise gut. Dies spricht
fir die anhand der vorherigen Experimente gemachte Annahme, dass weder 16sliche
oder sich ablosende Bestandteile der Beschichtungen zu einem Absterben der Zellen
fithren. Eine Zytotoxizitat der rakelbeschichteten CMK-3-Filme liegt also vermutlich
nicht vor. Vielmehr scheint der direkte Kontakt der Zellen mit den als Substrat dienen-
den Beschichtungen zu einem eingeschrankten Wachstum bzw. einer gehemmten Zell-
teilung und damit einer sehr geringen Proliferation der Zellen zu fithren. Dies konnte
auch durch die vorgeschaltete Inkubation der Proben in der Humanserum-Lésung und
einer vermutlich daraus folgenden Bedeckung der Oberflache der Beschichtung mit Pro-

teinen nicht positiv beeinflusst werden.
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Im Gegensatz zu allen vorherigen Zellkultur-Experimenten weisen die spriithbe-
schichteten CMK-3—-Chitosan-Filme nicht nur im Vergleich der CMK-3-Filme unterein-
ander die hochste Zelldichte auf, sondern auch im Vergleich zu den unbeschichteten
Platin-Substraten. Mit iiber 800-10% Zellen pro cm? ist sie mehr als doppelt so hoch. Zwar
weisen sowohl die sprithbeschichteten CMK-3-Chitosan-Filme als auch die unbeschich-
teten Platin-Substrate ebenso deutlich hohere Zelldichten fiir die abgestorbenen Zellen
auf, jedoch fallt dies im Vergleich zu den Zelldichten der lebenden Zellen kaum ins Ge-
wicht und die NIH3T3-Fibroblasten zeigen auf diesen Proben sehr gute Zell-Viabilitaten.
Das Absterben eines gewissen Anteils von Zellen in der Zellkultur ist ein normaler und
zu erwartender Prozess und wird durch die gute Proliferation der Zellen ausgeglichen.
Die Zytokompatibilitat der sprithbeschichteten CMK-3-Chitosan-Filme konnte somit
durch die Bedeckung der Oberfldche mit Serum-Proteinen iiber die der Zell-Kultivierung
vorangegangene Inkubation in der Humanserum-Losung deutlich erhéht werden. Schon
fiir das Serum-haltige Zellkultur-Medium lief3 sich ein positiver Effekt auf die Prolifera-
tion der Zellen beobachten. Dieser konnte durch die reine Humanserum-Lésung noch-
mals gesteigert werden. Auflerdem sprechen diese Ergebnisse dafiir, dass auch bei der
Inkubation im Zellkultur-Medium tatsachlich der zehn-prozentige Anteil an Humanse-
rum-Losung fiir den positiven Effekt verantwortlich ist. Diese Ergebnisse entsprechen
den in der Literatur vor allem fiir Nanopartikel verschiedener Kohlenstoff-Nanomateri-
alien beschriebenen Beobachtungen zur Bildung einer Protein-Korona um Nanopartikel
und den daraus folgenden positiven Effekten auf die Zytokompatibilitat der Materialien
(siehe oben).15.200.202.203

Um eine Erklarung fiir die weiterhin geringen Zelldichten der rakelbeschichteten
CMK-3-Filme zu erhalten, wurde die Protein-Konzentration der zur Inkubation verwen-
deten Humanserum-Losung vor und nach der Inkubation der jeweiligen Proben mit
Hilfe eines Pierce-BCA-Protein-Assays bestimmt. Der Vergleich dieser Protein-Konzen-
trationen ist in Abbildung 4.59 dargestellt.
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Abbildung 4.59: Uber das Pierce-BCA-Protein-Assay bestimmte Protein-Konzentration in den
Humanserum-Losungen vor und nach der 24-stiindigen Inkubation der jeweiligen Proben und
Kontrollen. Neben den untersuchten Proben (sprith- und rakelbeschichtete CMK-3—-Chitosan- sowie ra-
kelbeschichtete CMK-3-PVDF-Filme) wurden unbeschichtete Platin-Substrate, Zellkultur-Kunststoff und
die Ausgangs-Losung des Humanserums als Kontrollen verwendet. Zusitzlich dazu wurden die Aus-
gangs-Losungen (CMK-3-Chitosan-Dispersion und Chitosan-Lésung), die zur Beschichtung der Proben
verwendet wurden, auf ihren Protein-Gehalt hin untersucht. Die rote Linie stellt die Konzentration der

reinen Humanserum-Losung dar.

Der Vergleich der Protein-Konzentration der Humanserum-Losungen vor und
nach der 24-stiindigen Inkubation der Kontrollen und Proben zeigt, dass sich die An-
nahme als falsch erweist, die CMK-3-Filme und insbesondere die rakelbeschichteten
Filme wiirden aufgrund ihrer erhohten Oberflachen im Vergleich zu den unbeschichte-
ten Platin-Substraten mehr Protein adsorbieren. Die Protein-Konzentration der Hu-
manserum-Losung ist nach der Inkubation fiir die Kontrollen (unbeschichtete Platin-
Substrate und Zellkultur-Kunststoff) geringer als die Konzentration fiir die Proben der
CMK-3 Filme. Die sprithbeschichteten CMK-3-Chitosan-Filme und die rakelbeschichte-
ten CMK-3-PVDF-Filme weisen sogar eine leicht erhohte Protein-Konzentration im
Vergleich zur Ausgangslosung des Humanserums auf. Dies lasst sich fiir die Chitosan-
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basierten Beschichtungen, da es sich um ein aus natiirlichen Quellen gewonnenes Bio-
polymer handelt, moglicherweise auf das Vorhandensein anderer Proteine in den Aus-
gangslosungen, die fiir die Beschichtungen verwendet wurden, zuriickfithren. Der Pro-
tein-Gehalt ist sowohl fiir die reine Chitosan-Losung als auch fiir die CMK-3-Chitosan-
Dispersion zwar sehr gering, kann jedoch moglicherweise zu dem Vorhandensein gerin-
ger Mengen an Proteinen innerhalb der Beschichtungen fithren, welche wéhrend der
Inkubation an die Humanserum-Losung abgegeben werden kénnen. Mit Hilfe des Pierce-
BCA-Protein-Assays lasst sich nicht zwischen verschiedenen Proteinen in der Losung
unterscheiden, es wird ausschlief}lich der Gesamt-Protein-Gehalt bestimmt. Ein zu ge-
ringer Protein-Gehalt in der Humanserum-Losung fiir die Inkubation kann also als Ur-
sache fiir die geringen Zelldichten der rakelbeschichteten CMK-3-Filme ausgeschlossen
werden.

Um weiterhin auszuschlieflen, dass die erhohte Adsorption von Glucose aus dem
Zellkultur-Medium zu einem verminderten Wachstum der Zellen auf den rakelbeschich-
teten CMK-3-Filmen fuhrt, wurde sowohl die Glucose-Konzentration als auch die Kon-
zentration des Stoffwechselprodukts der Zellen Lactat vor und nach der Kultivierung
ermittelt. Der Vergleich der Konzentrationen dieser beiden Stoffe fiir die Kontrollen und
jeweiligen Proben ist in Abbildung 4.60 dargestellt.
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Abbildung 4.60: Glucose- und Lactat-Konzentrationen des reinen Zellmediums und der verwen-
deten Zellmedien nach der der 72-stiindigen Kultivierung der NIH3T3-Fibroblasten auf ver-
schiedenen CMK-3-Beschichtungen und Kontrollen. Neben den untersuchten Proben (sprith- und
rakelbeschichtete CMK-3-Chitosan- sowie rakelbeschichtete CMK-3-PVDEF-Filme) wurden unbeschich-
tete Platin-Substrate, Zellkultur-Kunststoff sowie das Ausgangs-Zellkultur-Medium als Kontrollen ver-
wendet.

Wie erwartet, ist die Lactat-Konzentration nach der Kultivierung der Zellen ho-
her als im Ausgangs-Zellmedium. Sie steigt von 0.15 g-L~! auf 0.7 bis zu 1.5 g-L71. Um-
gekehrt sinkt die Glucose-Konzentration im Zuge der Kultivierung der Zellen von
4.4 g-L 1 auf 1.5 bis 2.3 g-L L. Die Glucose dient den Zellen als Energie- und Kohlenstoft-
Lieferant. Im Zuge der sogenannten Milchsduregdrung wird die Glucose tiber den Stoff-
wechsel der Zellen iiber das Zwischenprodukt Pyruvat letztlich zu Lactat umgewandelt.
Uber diesen Prozess beziehen die Zellen die fiir Zellwachstum und -teilung notwendige
Energie. Dementsprechend weisen die ermittelten Glucose- und Lactat-Konzentrationen
keine Besonderheiten auf. Die Proben, welche nach der Kultivierung héhere Zelldichten
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aufwiesen, zeigen eine grofiere Abnahme der Glucose-Konzentration und dementspre-
chend hohere Lactat-Konzentrationen. Fiir die rakelbeschichteten CMK-3-Filme ist bei-
des weniger ausgeprégt, da auf diesen Beschichtungen eine deutlich geringere Prolife-
ration der Zellen zu beobachten war. Wie bereits nach den Voruntersuchungen zu den
Zellkultur-Experimenten mit den CMK-3-Filmen angenommen, wird durch diese wei-
tere Untersuchung bestatigt, dass nicht etwa die Adsorption grofler Mengen an Glucose
zu einem verminderten Wachstum der Zellen auf diesen Beschichtungen fiihrt.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Serum-Proteine einen positiven
Einfluss auf die Zytokompatibilitat der Beschichtungen aus nanopordsem Kohlenstoff
haben kénnen. Diese Ergebnisse stehen in guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
kohlenstoff-basierter Nanomaterialien bzw. Nanopartikel aus der Literatur. Die positi-
ven Effekte der Serum-Proteine lief3en sich jedoch nur fiir die diinneren, sprithbeschich-
teten CMK-3-Chitosan-Filme beobachten. Fir die beiden dickeren, rakelbeschichteten
Beschichtungen (CMK-3-Chitosan und —PVDF) konnte die Zytokompatibilitat gegen-
iiber den getesteten NIH3T3-Fibroblasten mit Hilfe der Serum-Proteine nicht verbessert

werden.

4.2.4 Fazit zu den Ergebnissen der Filme aus nanoporosem Kohlenstoff

In den vorangegangenen Abschnitten wurden neben der erfolgreichen Synthese
und Charakterisierung des nanopordsen Kohlenstoffs CMK-3 auch die Herstellung von
Elektrodenpasten und wéssrigen Dispersionen mit Hilfe von Binder-Polymeren be-
schrieben. Dadurch wurde es moglich, iber die Methoden der Sprith- bzw. Rakelbe-
schichtung Filme des nanopordsen Kohlenstoffs CMK-3 auf Platin-Substraten herzustel-
len. Diese Filme wurden ausfiithrlich hinsichtlich ihrer Morphologie und Zusammenset-
zung charakterisiert. Des Weiteren wurden die Oberflidche, Benetzungseigenschaften so-
wie die elektrischen Eigenschaften und die Stabilitit der Filme untersucht. Grundle-
gende Studien hinsichtlich der Zytokompatibilitat der Filme aus nanoporésem Kohlen-
stoff wurden tiber Zellkulturexperimente mit Fibroblasten durchgefiihrt.

Die Synthese des nanopordsen Kohlenstoffs CMK-3 tiber das Templat-Verfahren
ausgehend vom nanopordsen Silica SBA-15 war erfolgreich und wie erwartet, konnten
sowohl Partikelmorphologie als auch Porositat auf den Kohlenstoff iibertragen werden.
Mit Hilfe der Binder-Polymere Chitosan und PVDF und den dazugehérigen Losungsmit-
teln Wasser bzw. NMP konnten Elektrodenpasten mit geeigneter Viskositét fiir die Me-
thode der Rakelbeschichtung hergestellt werden. Im Falle des Chitosans konnten auf3er-
dem stabile niederviskose wassrige Dispersionen des nanopordsen Kohlenstoffs erhalten
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werden. Dies ermoglichte, wie bereits fiir die Filme der Kohlenstoff-Nanoréhren be-
schrieben (siehe: Unterkapitel Wissrige Dispersionen aus Kohlenstoff-Nanoréhren in
4.1.1), die Verwendung der automatisierten Sprithbeschichtungsmethode und damit die
Herstellung grofler Anzahlen an Proben. Uber die Methode der Rakelbeschichtung wur-
den Schichten im Bereich von 30 bis 100 pym erhalten, iiber die Methode der Spriihbe-
schichtung deutlich diinnere Schichten im Bereich von 1 bis 5 um. Uber beide Methoden
wurden einheitliche, homogene und gut reproduzierbare Filme des nanopordsen Koh-
lenstoffs CMK-3 auf Platin-Substraten erhalten. Diese Beschichtungen fiihrten zu einer
deutlichen Vergroierung der Oberflache der Elektroden. Uber Argon-Physisorptions-
Messungen konnte dazu noch gezeigt werden, dass auch in den Beschichtungen und
unter Einfluss des Binder-Polymers das Porensystem des nanopordsen Kohlenstoffs
CMK-3 intakt bei unverénderten Porendurchmessern vorlag. Hinsichtlich der Benet-
zungseigenschaften durch Wasser lielen sich die stark hydrophilen Chitosan-basierten
Filme deutlich von den hydrophoben PVDF-basierten unterscheiden. Die Beschichtun-
gen aus nanopordosem Kohlenstoff fithrten zudem zu einer deutlichen Verbesserung der
elektrischen Eigenschaften der Elektroden. Aulerdem erwiesen sie sich tiber lange Zeit-
raume als duf8ert stabil in wassrigen Medien.

Die Zellkulturexperimente der Filme des nanopordsen Kohlenstoffs CMK-3 mit
zwei unterschiedlichen Fibroblasten-Zelllinien machten deutlich, wie schwierig es ist,
eine generelle Aussage tiber die Zytokompatibilitat eines bisher in diese Richtung nicht
detailliert untersuchtem und in diesem Fall hochpordsem Materials zu treffen. Die kom-
plexen Einfliisse der Durchfithrung auf das Ergebnis der Experimente konnten klar auf-
gezeigt werden. Die Adsorption von Serum-Proteinen an der Oberfliache der Filme be-
einflusst die in den Experimenten erzielte Zelldichte fiir die Filme des nanoporésen Koh-
lenstoffs mafigeblich. Dies bestdtigt die bereits in der Literatur beschriebenen Beobach-
tungen fiir Partikel anderer Kohlenstoff-Materialien.!>2°0-203 Somit konnte gezeigt wer-
den, dass nicht nur fiir Partikel die Bildung einer Protein-Korona Einfluss auf die Zyto-
kompatibilitit des Materials nimmt, sondern auch die Adsorption von Proteinen auf der
Oberflache von Filmen. Fiir die sprithbeschichteten CMK-3—-Chitosan-Filme konnten
durch einen vorherigen Schritt zur Adsorption der Serum-Proteine hohere Zelldichten
als fiir das unbeschichtete Platin erreicht werden. Fiir die rakelbeschichteten CMK-3-
Filme mit hoheren Schichtdicken zeigte dies sowohl fiir Chitosan als auch fiir PVDF
keinen positiven Effekt. So zeigten diese Filme ausnahmslos niedrige Zelldichten. Durch
Extraktionsexperimente der Filme konnte auflerdem gezeigt werden, dass toxische Ef-
fekte eventuell 16slicher Bestandteile der Beschichtungen ausgeschlossen werden kon-
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nen. Auch ein negativer Einfluss auf die Zellen durch die Adsorption anderer Bestand-
teile des Zellkulturmediums liegt nicht vor. Die Ergebnisse fiir die sprithbeschichteten
CMK-3-Chitosan-Filme sind somit vielversprechend, jedoch nicht eindeutig bzw. zwei-
felsfrei positiv.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Mit den enormen Anstrengungen und der herausragenden Arbeit des Exzellenz-
clusters Hearing4all seit seiner Entstehung im Jahr 2012 wird die Zukunft des Horens
aktiv gestaltet, um der Vision Horen fiir alle naherzukommen.? Als Teil eines Projektes
innerhalb dieses Forschungsverbundes war es unter anderem Ziel dieser Forschungsar-
beit einen Beitrag dazu zu leisten.

Vor diesem Hintergrund wurde im Rahmen dieser Arbeit die Verwendung der
kohlenstoff-basierten Nano-Materialien — Kohlenstoff-Nanoréhren und nanopordser
Kohlenstoff- zur Beschichtung von Edelmetall-Elektroden im Hinblick auf einen Einsatz
in neuronalen Implantaten untersucht. Mit dem Fokus auf einer Anwendung dieser Ma-
terialien fiir die Elektroden des Cochlea-Implantats bestand die direkte Verkniipfung zu
den Bestrebungen von Hearing4all. Die Erforschung des Einsatzes verbesserter und
neuer Materialien stellt einen grundlegenden Bestandteil der fortlaufenden Bestrebun-
gen zur Optimierung der Funktionsweise und Stabilitiat des Cochlea-Implantats dar. Im
konkreten Fall der Materialien fiir das Elektroden-Array des Cochlea-Implantats stehen
vor allem die Optimierung ihrer Biokompatibilitat sowie ihrer elektrochemischen Eigen-
schaften im Fokus.”> Sowohl Kohlenstoff-Nanorshren als auch nanoporéser Kohlenstoff
sind aufgrund ihrer Eigenschaften vielversprechende Kandidaten fiir diese Bestrebun-
gen. Die Wahl dieser Materialien und die potentielle Anwendung ergaben folgende drei
Schwerpunkte bzw. -Fragestellungen fiir diese Arbeit: Synthese bzw. Modifizierung und
Analyse der Kohlenstoff-Materialien, Herstellung und Charakterisierung der Beschich-
tungen sowie Untersuchungen zur Biokompatibilitdt der Materialien und ihrer Be-
schichtungen.

Fir die Untersuchungen mit Kohlenstoff-Nanoréhren wurden iiber eine chemi-
sche Aufreinigung und Oberflaichenmodifizierung verschiedener unbehandelter Kohlen-
stoff-Nanordohren langzeit-stabile wassrige CNT-Dispersionen erhalten (siehe: Kapitel
4.1.1). Uber die Aufreinigungsprozedur mit konzentrierter Salpetersidure wurden fiir drei
unterschiedliche Typen an CNTs die in den unbehandelten Kohlenstoff-Nanoréhren
enthaltenen Katalysator-Partikel erfolgreich entfernt. Uber visualisierende Methoden,
wie Rasterelektronenmikroskopie, und mittels der Thermogravimetrie wurde eine deut-
liche Verringerung der anorganischen Bestandteile der vormals unbehandelten CNTs
nachgewiesen. Mit Hilfe Raman-spektroskopischer Untersuchungen wurde eine Erho-
hung der Anzahl der Defekte in der Struktur der CNTs festgestellt und es ergaben sich
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Hinweise fiir eine erfolgreiche Modifizierung mit Carboxyl-Gruppen. Nach dieser Mo-
difizierung war es moglich, von den vormals undispergierbaren Kohlenstoff-Nanoréh-
ren ohne Einsatz weiterer Dispergierhilfsmittel langzeitstabile wassrige Dispersionen zu
erhalten. Die mittels ICP-OES-Analyse ermittelte elementare Zusammensetzung der
Dispersionen ergab unterschiedliche Metallgehalte fiir die drei verschiedenen Typen an
CNTs. Die multi-wall nanotubes des Herstellers Bayer zeigten dabei den geringsten Me-
tallgehalt und die single-wall nanotubes des Herstellers Fraunhofer den hochsten.

Mit Hilfe dieser Dispersionen war es moglich, iber den kosteneffizienten Prozess
der automatisierten Sprithbeschichtung Platin-Substrate zu beschichten. Dabei konnte
eine grof3e Anzahl an Proben mit guter Reproduzierbarkeit hergestellt werden. Die Filme
wiesen eine einheitliche und homogene Bedeckung der Substrat-Oberflache auf. Es wur-
den dabei fiir alle drei Typen an CNTs Schichtdicken um 100 nm bei einer, im Verhéltnis
zur Schichtdicke betrachtet, hohen Rauheit der Oberfliche von etwa 40 nm erhalten. Die
iiber XPS ermittelte elementare Zusammensetzung der Oberfliche zeigte durch den Sau-
erstoff-Gehalt ebenfalls Hinweise auf die erfolgreiche Modifizierung der CNTs, wahrend
keine weiteren mit dieser Methode detektierbaren Verunreinigungen der ansonsten nur
aus Kohlenstoff bestehenden CNTs gefunden werden konnten. Die Beschichtung der
Substrate mit den modifizierten Kohlenstoff-Nanorchren fiihrte zu einer Verbesserung
der elektrischen Eigenschaften dieser Filme im Vergleich zu unbeschichteten Platin-
Substraten, was, wie oben bereits beschrieben, zum einen die Motivation zur Verwen-
dung der CNTs als auch eines der Ziele im Hinblick auf eine Anwendung fiir neuronale
Elektroden generell bzw. fiir das Elektroden-Array des Cochlea-Implantats darstellte.
Uber die Methode der Impedanzspektroskopie konnten fiir niedrige Frequenzen des
Messstroms deutlich verringerte Impedanzen gezeigt werden, was mit aus den Spektren
berechneten, um eine Groflenordnung hoéheren normierten Kapazititswerten fiir die
CNT-Filme einhergeht (300-600 pF-cm~2 im Vergleich zu 20-30 uF-cm~2 der unbeschich-
teten Platin-Elektroden). Zur Untersuchung der generellen Stabilitit der Filme wurden
Experimente durchgefiihrt, die eine Stabilitat gegentiiber Wasser, wissrigen Salzlosun-
gen und Zellkultur-Medien zeigen konnten (vgl.: Seite 126ff in 4.1.2). Hinsichtlich der
Stabilitit gegeniiber mechanischen Belastungen lasst sich konstatieren, dass die CNT-
Filme einer normalen Handhabung im Rahmen der Experimente ohne sichtbare Beein-
trachtigungen widerstanden. Eine Widerstandsfahigkeit gegeniiber stirkeren Belastun-
gen, wie beispielsweise grofferen Scherkriften, die bei der Implantation der Cochlea-
Elektroden auftreten konnten, muss jedoch angezweifelt werden und bediirfte weiterer
Untersuchungen.
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Fiir die Untersuchungen zur Biokompatibilitat der Filme aus Kohlenstoff-Nano-
rohren ergab sich ein differenziertes Bild beim Vergleich der Ergebnisse fiir die unter-
schiedlichen Typen an verwendeten CNTs (siehe: Kapitel 4.1.3). Eine generell vorteil-
hafte Zytokompatibilitdit der CNT-Beschichtungen ergab sich bei den grundlegenden,
initialen Zellkulturuntersuchungen mit NIH3T3-Fibroblasten, die auf den CNT-Filmen
kultiviert wurden. Hierbei zeigten sowohl die verwendeten multi wall nanotubes
(MWNTs) als auch die beiden unterschiedlichen Typen von single wall nanotubes
(SWNTs) eine leicht erhohte Viabilitiat und Proliferation der Zellen gegentiber unbe-
schichtetem Platin, wobei die Werte ebenfalls vergleichbar mit denen des als Referenz
verwendeten Zellkultur-Kunststoffes waren (vgl. Seite 130ff in 4.1.3). Im Gegensatz dazu
zeigten die Zellkulturuntersuchungen, bei denen Spiral-Ganglion-Nervenzellen direkt
auf den CNT-Filmen kultiviert wurden, unterschiedliche Ergebnisse fiir MWNTs und
SWNTs. Proben der CNT-Beschichtungen aus SWNTs wiesen signifikant verringerte
Anzahlen an SGNs auf verglichen mit denen der MWNT-Beschichtungen und mit unbe-
schichtetem Platin (vgl. Seite 132ff in 4.1.3). Dabei muss vor allem hervorgehoben wer-
den, dass ein positiver Effekt auf die Spiral-Ganglion-Zellen — wie er in der Literatur fiir
andere Typen von CNTs mit anderen Typen von Nervenzellen beobachtet werden
konnte — nicht ermittelt werden konnte.!”>~177 In diesem Zusammenhang muss beriick-
sichtigt werden, dass es sich bei Spiral-Ganglion-Nervenzellen um extrem sensitive Zel-
len handelt. Fiir eine hohere Uberlebensrate wiren moglicherweise weitere Anreize no-
tig, wie beispielsweise eine Beschichtung mit Laminin oder die Anwesenheit neuropro-
tektiver Faktoren. Darauf gaben auch weitere Zellkulturexperimente Hinweise, in deren
Rahmen CNT-Filme und Referenzproben in Zellkultur-Medium inkubiert wurden, wel-
ches spiter ebenfalls zur Kultivierung von Spiral-Ganglion-Zellen verwendet wurde. Die
neuronalen Uberlebensraten, die in diesen Experimenten mit den Kulturen der gesam-
melten Uberstinde erhalten wurden, lagen deutlich hoher als nach der direkten Kulti-
vierung der Neuronen auf den Beschichtungen (vgl. Seite 138ff in 4.1.3). Daher kann
angenommen werden, dass die behinderte Adhasion und Differenzierung auf den Subs-
traten — und nicht direkte toxische Effekte — der Hauptgrund fiir die reduzierte Anzahl
von Zellen auf den CNT-beschichteten Proben sind. Dennoch scheint es im Hinblick auf
eine generelle Unsicherheit beziiglich medizinischer Anwendungen von CNTs zweifel-
haft, ob Anwendungen von CNT-Beschichtungen auf neuronalen Elektroden erfolgreich
sein werden, im Speziellen, da nicht vollstindig ausgeschlossen werden kann, dass ein-
zelne Kohlenstoff-Nanordhren sich aus Beschichtungen herauslosen konnten und frei
beweglich im Korper vorliegen kénnten.? In den in dieser Arbeit durchgefithrten Unter-
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suchungen konnte des Weiteren gezeigt werden, dass Vorsicht bei der Verwendung be-
wihrter biologischer Assays wie der DAPI-Farbung geboten ist, wenn Materialien mit
groflen und hoch-reaktiven Oberflichen wie single wall carbon nanotubes verwendet
werden. Aufgrund der grofien spezifischen Oberflache und deren Reaktivitat ist es mog-
lich, dass Chemikalien gebunden werden kénnen und somit effektiv aus dem Testsystem
entfernt werden.!6174

Bei den Arbeiten zu nanopordsen Kohlenstoffen konnte die Synthese des CMK-3
als exemplarisch ausgewahlter Vertreter dieser Materialklasse nachvollzogen werden,
was eine ausfiihrliche Charakterisierung der Struktur und Eigenschaften des erhaltenen
Feststoffes nach sich fiihrte (siehe: Seite 143ff in 4.2.1). Uber rasterelektronenmikrosko-
pische Aufnahmen und die Methode der Rontgen-Pulverdiffraktometrie konnte die er-
folgreiche Anwendung des Templat-Verfahrens und der damit einhergehenden Erhalt
der Partikelmorphologie sowie des Porensystems nachgewiesen werden. Die vollstin-
dige Entfernung des Templats und die elementare Zusammensetzung des erhaltenen na-
nopordsen Kohlenstoffs wurden tiber die Methoden der Thermogravimetrie und der
energiedispersiven Rontgen-Spektrometrie nachgewiesen. Mit Hilfe von Stickstoft-
Sorptionsmessungen wurde fiir den CMK-3 eine spezifische BET-Oberflache von iiber
1200 m?-g1, bei einem Porenvolumen von 1.4 cm3-g~! und einheitlicher Porenweite von
4.7 und 1.9 nm ermittelt. Zuséatzlich dazu erfolgte ein Vergleich des CMK-3 mit einer
kommerziell erhaltlichen Aktivkohle, die als Vergleichsmaterial bei der Herstellung von
Beschichtungen auf der Basis pordser Kohlenstoffe dienen sollte (siehe: Seite 150ff in
4.2.1). Der nanoporose Kohlenstoff CMK-3 wurde erfolgreich dazu verwendet, mit Hilfe
der Binder-Polymere Chitosan und PVDF und den dazugehorigen Losungsmitteln Was-
ser bzw. NMP Elektrodenpasten mit geeigneter Viskositat fiir die Methode der Rakelbe-
schichtung herzustellen. Im Falle des Chitosans gelang es auflerdem, stabile, niedervis-
kose, wissrige Dispersionen des nanopordsen Kohlenstoffs zu erhalten. Dies ermdog-
lichte, wie bereits fiir die Filme der Kohlenstoff-Nanordhren beschrieben, die Verwen-
dung der automatisierten Sprithbeschichtungsmethode und damit die Herstellung gro-
Ber Anzahlen an Proben.

Uber die Methode der Rakelbeschichtung wurden Schichtdicken im Bereich von
30 bis 100 pm erhalten, tiber die Methode der Sprithbeschichtung deutlich diinnere
Schichten im Bereich von 1 bis 5 pm. Mit beiden Methoden wurden einheitliche, homo-
gene und gut reproduzierbare Filme des nanoporésen Kohlenstoffs CMK-3 auf Platin-
Substraten erzielt. Die iiber EDX ermittelte elementare Zusammensetzung der Filme mit
pordsem Kohlenstoff zeigte neben den fiir den porésen Kohlenstoff typischen Element-
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signalen vor allem die des Binderpolymers und des verwendeten Substrates. Diese Be-
schichtungen fithrten zu einer deutlichen Vergrofierung der Oberflache der Elektroden.
Uber Argon-Physisorptions-Messungen konnte dazu noch gezeigt werden, dass auch in
den Beschichtungen und unter Einfluss des Binder-Polymers das Porensystem des na-
nopordsen Kohlenstoffs CMK-3 bei unveranderten Porendurchmessern intakt vorlag.
Hinsichtlich der Benetzungseigenschaften durch Wasser liefSen sich die stark hydrophi-
len Chitosan-basierten Filme deutlich von den hydrophoben PVDF-basierten unterschei-
den. Die Beschichtungen aus nanopordsem Kohlenstoft fithrten zu einer deutlichen Ver-
besserung der elektrischen Eigenschaften der Elektroden. Wie schon fiir die CNTs ge-
zeigt wurde, fithrte die Beschichtung der Platin-Oberfldche in den impedanzspektrosko-
pischen Untersuchungen zu einer Verringerung der Impedanz im niederfrequenten Be-
reich. Die normierten Kapazitiatswerte der Filme mit nanoporésem Kohlenstoff verdeut-
lichen, wie sich die Vergroflerung der Oberfliche durch die Beschichtungen auf die
elektrischen Eigenschaften der Filme auswirkt. Von 3 000 pF-cm™2 fir die Chitosan-
CMK-3-Filme bis zu 300 000 puF-cm2 fiir rakelbeschichtete Filme mit hoheren Schichtdi-
cken wurden um mehrere Gréflenordnungen hohere Werte im Vergleich zu unbeschich-
teten Platin-Elektroden erreicht (27 pF-cm™2). Dazu erwiesen sich die Filme tiber lange
Zeitraume als duflerst stabil in wiassrigen Medien und ebenso waren nach den Zellkul-
tur-Untersuchungen keine Beeintrichtigungen der Filme sichtbar.

Die Zellkulturexperimente der Filme des nanopordsen Kohlenstoffs CMK-3 mit
zwei unterschiedlichen Fibroblasten-Zelllinien (L929- und NIH3T3-Fibrobasten) zeigte
die Komplexitat der Aufgabenstellung und wie schwierig es ist, generelle Aussagen iiber
die Zytokompatibilitat eines bisher in diese Richtung nicht detailliert untersuchten und
in diesem Fall hochporésen Materials zu treffen. Die komplexen Einfliisse der Durch-
fihrung auf das Ergebnis der Experimente konnten klar aufgezeigt werden. Die Adsorp-
tion von Serum-Proteinen an der Oberflache der Filme beeinflusst die in den Experimen-
ten erzielte Zelldichte fiir die Filme des nanoporésen Kohlenstoffs maf3geblich. Dies be-
statigt die bereits in der Literatur beschriebenen Beobachtungen fiir Partikel anderer
Kohlenstoff-Materialien.!>200-203 Somit konnte gezeigt werden, dass nicht nur fiir Parti-
kel die Bildung einer Protein-Korona Einfluss auf die Zytokompatibilitit des Materials
nimmt, sondern auch die Adsorption von Proteinen auf der Oberfldche von Filmen. Fiir
die sprithbeschichteten CMK-3-Chitosan-Filme konnten durch einen vorherigen Schritt
zur Adsorption der Serum-Proteine hohere Zelldichten als fiir das unbeschichtete Platin
erreicht werden. Fiir die rakelbeschichteten CMK-3-Filme mit héheren Schichtdicken
zeigte dies sowohl fiir Chitosan als auch bei PVDF keinen positiven Effekt. So zeigten
diese Filme ausnahmslos niedrige Zelldichten. Durch Extraktionsexperimente der Filme
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konnte auflerdem gezeigt werden, dass toxische Effekte eventuell 16slicher Bestandteile
der Beschichtungen ausgeschlossen werden konnen. Auch ein negativer Einfluss auf die
Zellen durch die Adsorption anderer Bestandteile des Zellkulturmediums liegt nicht vor.
Die Ergebnisse fiir die sprithbeschichteten CMK-3-Chitosan-Filme sind somit vielver-
sprechend, jedoch nicht eindeutig bzw. zweifelsfrei positiv.

Wie in dieser Zusammenfassung beschrieben wurde, konnte, im Kontext der po-
tentiellen Anwendung der beiden auf verschiedenen Kohlenstoff-Nanomaterialien ba-
sierten Beschichtungen innerhalb des Cochlea-Implantats bzw. in neuronalen Elektro-
den betrachtet, eine Mehrzahl der Aufgaben- bzw. Fragestellungen positiv beantwortet
werden. Neben der erfolgreichen Synthese bzw. Modifizierung der Kohlenstoff-Materi-
alien, die nachfolgende Verwendung zur Beschichtung von Edelmetall-Elektroden er-
moglichten, wurden daraus Filme hergestellt, die sich als homogen, reproduzierbar und
stabil erwiesen. Diese Beschichtungen fiithrten zu verbesserten elektrischen Eigenschat-
ten der Filme im Vergleich zu denen unbeschichteter Platin-Substrate. In Bezug auf die
Biokompatibilitdt der Materialien bzw. der Filme konnte die Komplexitét dieser Frage-
stellung tiber verschiedenste Untersuchungen aufgezeigt werden, die sich ebenso in den
gegensatzlichen Aussagen der Literatur widerspiegelt. Es wurden weder eindeutig posi-
tive noch klar negative Ergebnisse fiir die CNT-Filme sowie die Filme der nanoporésen
Kohlenstoffe erzielt.

Es bediirfte demnach weitergehender intensiver Untersuchungen diesbeziiglich
auf Basis der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse. Bei weiteren klar positiven Folgeer-
gebnissen hinsichtlich der Biokompatibilitdt der Beschichtungen miissten sich demnach
Studien anschlieflen, welche die offen gebliebenen Fragestellungen im Hinblick auf die
potentielle Anwendung innerhalb des Cochlea-Implantats gezielt beleuchten. Mit Blick
auf die generelle Eignung muss gezeigt werden, ob Mikroelektroden, wie die Elektro-
denkontakte des Cochlea-Implantats, iiber die entwickelte Vorgehensweise ebenso er-
folgreich mit den Beschichtungen der beiden Kohlenstoff-Nanomaterialien modifiziert
werden konnen. Auflerdem muss gewéhrleistet sein, dass diese Beschichtungen den Be-
lastungen standhalten, denen die Cochlea-Elektrode bei der Implantation ausgesetzt ist.
Dies ist eine entscheidende Frage, die erst beantwortet werden muss, um im Folgenden
den Ubergang zu in vivo durchgefiihrten Untersuchungen zu erméoglichen. Tierexperi-
mente konnten weiterhin dazu dienen dies zu verifizieren und mit ihnen liefle sich an-
schlieffend untersuchen, inwieweit die Optimierung der Materialeigenschaften zu einer
wirklichen Verbesserung der Funktion der Elektroden fithren konnte. Fithren die durch
die Beschichtungen verbesserten elektrochemischen Eigenschaften zu vorteilhaften Er-
gebnissen bei der Stimulation von Nervenzellen? Wirken sich die Beschichtungen der
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Elektrodenkontakte positiv auf das Einwachsverhalten des Implantats, eventuelle Reak-
tionen des Korpers oder bakteriell hervorgerufene Folge-Entziindungen aus?

Des Weiteren ist es vielversprechend fiir die Beschichtungen des nanopordsen
Kohlenstoffs zu untersuchen, inwieweit sich auf Basis der gezeigten hohen Oberflaichen
der Filme und des iiber die Synthese des nanopordsen Kohlenstoff einstellbaren Poren-
systems Freisetzungssysteme fiir spezifische Wirkstoffe entwickeln lassen. Dies wiirde
es ermoglichen die Funktion der Cochlea-Elektrode, um eine implantat-assoziierte, lo-
kale Wirkstofffreisetzung zu erweitern. Es zeigt sich also weiterhin das Potential, mit
Hilfe der in dieser Arbeit entwickelten Beschichtungen aus Kohlenstoff-Nanoréhren
und nanopordsem Kohlenstoff die Funktion neuronaler Elektroden, wie der Cochlea-
Elektrode, zu verbessern oder sogar ihr Funktionsspektrum zu erweitern.
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Anhang

7 Anhang

7.1 Erganzende Abbildungen

Die erganzenden Abbildungen sind chronologisch nach ihrer Erwahnung in der

Arbeit sortiert.

Program for TT

Cnd Cond| Operand 1 | Operand 2 Pt Comment I WVLT 3E3 Tinge Zeile +
1 main program 37 MVLI 3EC Nachste Zeile
2 ACC 0.3 Beschleunigung 38 5] 2 1 Echleifenzaehler
3 VEL 150 Geschwindigkeit 39 EDDO
[ MOVE 350 Hochfahren a0
B a1 EDSR end subprogram 1
[3 LET 1 0 Var Wiederholungen
7 DWNE 1 125 Zahl Wiederholunge
EXCR T Cpray Horizontal | 44] subprogram 2
EXSR 2 Spray Vertikal ettt BGSR 2 Spray Vertikal
DD 1 T Cchleifenzaehler MOVL 356 Ttarc Vertikal
EDDO 7 MOVL 352 Cpray Hohe
5 TET 3 [ Var Spalten
DATH 350 351 Back to start 49
EXIT 50 DWNE 3 1 Zahl Spa]tan
15 E1 BTON 316
16 subprogram 1 £2 VLT 357 Tinge Spalte -+
17 === mmmm———— BGSR 1 Spray Horizontal 53 BTOF 316
18 DATH 361 352 Start Horlzontal 3 VLT 3E8 Linge Spalte -
19 LET 2 0 Var Zeilen s MVLI 359 Nachste Spalte
3 ADD 3 1 Schleifenzaehler
DRNE 2 3 Zahl Zeilen 7 EDDO
BTON 316 58
MVLT 353 Linge Zeile + 5% MOVL 356 back to start vert
24 BTOF 316 €0 MOVL 352 Spray Hohe
25 VLI 354 Tinge Zelle - (3} MVLT 357 Ceitenwechsel
P13 VLT E) Wachste Zeile €2 DRNE 3 0
27 ADD 2 1 BTON
FL] EDDO MVLI Linge Spalte -
29 BTOF
30 PATH 351 352 back to start hori MVLI Linge Spalte +
31 MVLI 353 Ceitenwechsel 67 MVLT 359 Nachste Spalte
DWNE 0 [1] SUB 3 1 Echleifenzaehler
BTON 31 €9 EDDO |
MVLT EE Linge Zeile - 70 |
BTOF 31 71 EDSR end subprogram 2 |

Abbildung 7.1:

Programm-Code des Prozesses zur Beschichtung von 15 quadratischen Substra-

ten mit dem Sprith-Roboter.
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Anhang

SWeNT SG65i Nanocyl NC1101
(halbleitende CNTSs) (COOH-modifizierte CNTs)

5

unbehandelt

modifiziert

Abbildung 7.2: Rasterelektronemikroskopische Aufnahmen der unbehandelten (links oben)
und modifizierten (links unten) Kohlenstoff-Nanorohren des Typs SG65i vom Hersteller SWeNT
sowie der vom Hersteller Nanocyl bereits COOH-modifizierten CNTs NC1101 (rechts oben). Laut
Herstellerangaben handelt es sich bei den Kohlenstoff-Nanoréhren des Typs SG65i um halbleitende CNTs.
Nach dem Aufreinigungs- bzw. Modifizierungsprozess sind keine einzelnen Nanoréhren mehr zu erken-
nen. Die Saurebehandlung scheint die CNTs zerstort zu haben.
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Bayer MWNTs
Fraunhofer SWNTs
— SWeNT SWNTs
80
modifiziert
................. unbehandelt
xe 604
e~
B
40 -
20
R

T T T T T T T T T T T ' I ' 1 T 1 T 1
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
T/°C
Abbildung 7.3: Thermogravimetrische Messungen der CNT-Feststoffe vor (gepunktete Linien)
und nach (durchgezogene Linien) der Siure-Behandlung zur Modifizierung und Aufreinigung.

Diese Messungen wurden verwendet um die Masse des Riickstandes nach der thermischen Behandlung
bis 1000 °C im Luftstrom zu bestimmen.
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100 -

80

aufgereinigt
unbehandelt

m/! %

40 -

20 -

T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
T/°C

Abbildung 7.4: Thermogravimetrische Messungen des CNT-Feststoffes SWeNT SG65i (halblei-
tende SWNTs) vor (gepunktete Linien) und nach (durchgezogene Linien) der Siaure-Behandlung
zur Modifizierung und Aufreinigung sowie den bereits vom Hersteller COOH-modifizierten
SWNTs Nanocyl NC1101. Diese Messungen wurden verwendet um die Masse des Riickstandes nach der
thermischen Behandlung bis 1000 °C im Luftstrom zu bestimmen.
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Abbildung 7.5: UV-Vis-Spektren wissriger Dispersionen aus Kohlenstoff-Nanoréhren unter-
schiedlicher CNT-Massenanteile. Die Transmission des Lichtes wird nahezu iiber den gesamten be-
trachteten Wellenlidngenbereich des Lichtes abgeschwicht. Maxima bzw. Minima sind nicht vorhanden.
Der Grad der Abschwéachung nimmt mit sinkender Konzentration ab. Bei einer Massenkonzentration der
CNTs von 107° m% ist das Spektrum nicht mehr von dem des Reinstwasser unterscheidbar.
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Abbildung 7.6: Rasterelektronenmikroskopische Querschnittsaufnahmen der Filme aus Koh-
lenstoff-Nanorohren auf den Platin-Substraten zur Bestimmung der Schichtdicke nach der Be-
schichtung (oben) und nach den Zellkultur-Untersuchungen (unten): Bayer MWNTs, Fraun-
hofer SWNTs, SWeNT SWNTs (von links nach rechts). Die Vergleiche zwischen vor und nach den
Zellkultur-Experimenten lassen keine Unterschiede in den Schichtdicken erkennen.
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Abbildung 7.7: Darstellung der konfokalmikroskopischen Aufnahme eines CNT-beschichte-
ten Platin-Substrates (Bayer MWNTs) zur Bestimmung der Schichtdicke. Es sind sowohl eine licht-
mikroskopische Aufnahme der gesamten Probe (oben links) als auch die Darstellungen der konfokalmi-
kroskopischen Aufnahme in zwei-dimensionaler Aufsicht (oben mittig) sowie als drei-dimensionale Pro-
jektion (oben rechts) abgebildet. Aufierdem sind ein beispielhaftes Hohenprofil (unten links) an einer er-
zeugten Kante und ein Histogramm der Héheninformationen der gemessenen Datenpunkte (unten rechts)
dargestellt.
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Abbildung 7.8: Darstellung der konfokalmikroskopischen Aufnahme eines CNT-beschichte-
ten Platin-Substrates (Fraunhofer SWNTs) zur Bestimmung der Schichtdicke. Es sind sowohl eine
lichtmikroskopische Aufnahme der gesamten Probe (oben links) als auch die Darstellungen der konfokal-
mikroskopischen Aufnahme in zwei-dimensionaler Aufsicht (oben mittig) sowie als drei-dimensionale
Projektion (oben rechts) abgebildet. Auflerdem sind ein beispielhaftes Hohenprofil (unten links) an einer
erzeugten Kante und ein Histogramm der Hoéheninformationen der gemessenen Datenpunkte (unten
rechts) dargestellt.
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Abbildung 7.9: Rontgen-Pulverdiffraktogramme im Bereich kleiner 20-Winkel der kommer-
ziellen Aktivkohle (rot). Es konnten keine Reflexe identifiziert werden.
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Abbildung 7.10: Multi-Point-BET-Plot (links) sowie DFT-Fit (rechts) fiir die Isotherme des syn-
thetisierten nanoporosen Kohlenstoffs CMK-3. Es sind jeweils die Werte der Messung (rot) und die
gefitteten Werte (blau) dargestellt. Fiir den BET-Plot ist die Geradengleichung des Fits sowie das Be-
stimmtheitsmaf} R? dargestellt, fir den DFT-Fit das verwendete Kernel zur Berechnung.
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Abbildung 7.11: Multi-Point-BET-Plot (links) sowie DFT-Fit (rechts) fiir die Isotherme der ver-
wendeten Aktivkohle. Es sind jeweils die Werte der Messung (rot) und die gefitteten Werte (blau) dar-

gestellt. Fiir den BET-Plot ist die Geradengleichung des Fits sowie das Bestimmtheitsmafl R? dargestellt,
fiir den DFT-Fit das verwendete Kernel zur Berechnung.
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Abbildung 7.12: Multi-Point-BET-Plot (links) sowie DFT-Fit (rechts) fiir die Isotherme der ge-
trockneten Chitosan-CMK-3-Elektrodenpaste mit einem Chitosan-Anteil von 12.8 m%. Es sind
jeweils die Werte der Messung (rof) und die gefitteten Werte (blau) dargestellt. Fiir den BET-Plot ist die
Geradengleichung des Fits sowie das Bestimmtheitsmafl R? dargestellt, fiir den DFT-Fit das verwendete

Kernel zur Berechnung.
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Abbildung 7.13: Multi-Point-BET-Plot (links) sowie DFT-Fit (rechts) fiir die Isotherme der ge-
trockneten Chitosan-CMK-3-Elektrodenpaste mit einem Chitosan-Anteil von 14.1 m%. Es sind
jeweils die Werte der Messung (rot) und die gefitteten Werte (blau) dargestellt. Fiir den BET-Plot ist die

Geradengleichung des Fits sowie das Bestimmtheitsmafl R? dargestellt, fiir den DFT-Fit das verwendete
Kernel zur Berechnung.
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Abbildung 7.14: Multi-Point-BET-Plot (links) sowie DFT-Fit (rechts) fiir die Isotherme der ge-
trockneten Chitosan-CMK-3-Elektrodenpaste mit einem Chitosan-Anteil von 17.3 m%. Es sind
jeweils die Werte der Messung (rof) und die gefitteten Werte (blau) dargestellt. Fiir den BET-Plot ist die

Geradengleichung des Fits sowie das Bestimmtheitsmafl R? dargestellt, fiir den DFT-Fit das verwendete
Kernel zur Berechnung.
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Abbildung 7.15: Multi-Point-BET-Plot (links) sowie DFT-Fit (rechts) fiir die Isotherme der rakel-
beschichteten CMK-3-Chitosan-Filme auf Platin-Substraten. Es sind jeweils die Werte der Messung
(rot) und die gefitteten Werte (blau) dargestellt. Fiir den BET-Plot ist die Geradengleichung des Fits sowie
das Bestimmtheitsmaf} R? dargestellt, fiir den DFT-Fit das verwendete Kernel zur Berechnung.
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Abbildung 7.16: Multi-Point-BET-Plot (links) sowie DFT-Fit (rechts) fiir die Isotherme der rakel-
beschichteten CMK-3-PVDF-Filme auf Platin-Substraten. Es sind jeweils die Werte der Messung
(rof) und die gefitteten Werte (blau) dargestellt. Fiir den BET-Plot ist die Geradengleichung des Fits sowie

das Bestimmtheitsmaf} R? dargestellt, fiir den DFT-Fit das verwendete Kernel zur Berechnung.
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Abbildung 7.17: Multi-Point-BET-Plot (links) sowie DFT-Fit (rechts) fiir die Isotherme der spriih-
beschichteten CMK-3-Chitosan-Filme auf Platin-Substraten. Es sind jeweils die Werte der Messung
(rot) und die gefitteten Werte (blau) dargestellt. Fiir den BET-Plot ist die Geradengleichung des Fits sowie

das Bestimmtheitsmaf} R? dargestellt, fiir den DFT-Fit das verwendete Kernel zur Berechnung.
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Abbildung 7.18: Energiedispersives Rontgen-Spektrum eines sprithbeschichteten CMK-3-Chi-
tosan-Filmes auf einem Platin-Substrat. Neben dem Kohlenstoff (schwarz) der Beschichtung konnten

die Elemente Platin (rosa), Titan (dunkelblau) und Silicium (gelb) fiir das Substrat qualitativ nachgewiesen

werden. Zuséitzlich wurden noch die Elemente Sauerstoff (orange), Fluor (hellblau), Nickel (rot) und Alu-

minium (griin) qualitativ nachgewiesen. Die charakteristischen Rontgen-Linien der Elemente sind in der

jeweiligen Farbe markiert, die wichtigsten Linien sind besonders hervorgehoben.
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Abbildung 7.19: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Stabilitits-Untersuchungen
sprithbeschichteter CMK-3—-Chitosan-Filme auf Platin. Die Inkubation der Filme erfolgte in den je-
weiligen Losungen eine Woche unter Rithren bei Raumtemperatur. Die Schichtdicke jeweils an fiinf Po-
sitionen der Aufnahme ermittelt und daraus Mittelwert sowie Fehler bestimmt. Die Aufsicht- bzw. Quer-
schnitts-Aufnahmen sind jeweils in der selben Vergréferung dargestellt.

Chitosan Chitosan PVDF
sprithbeschichtet rakelbeschichtet rakelbeschichtet
v
£
[
e
X
=
o
Zellkultur-Kunststoff unbeschichtetes Platin
: : —
500 pm 24h

=
2
E
I
S
X

Abbildung 7.20: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der mit Calcein angefirbten L929-
Fibroblasten nach 24 Stunden Kultivierungszeit auf den CMK-3-beschichteten Platin-Substra-
ten und den Kontroll-Proben. Als Kontrollen dienten Zellkultur-Kunststoff, Glas und unbeschichtete
Platin-Substrate.
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