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Kurzfassung

Ziel dieser Arbeit war die Herstellung antimikrobiell wirkender Titandioxidschichten. Die
Applikation der Titandioxidschichten erfolgte durch die Sol-Gel-Methode auf
Glastragern. Mit dem Count-Reduction-Test wurde die antimikrobielle Wirkung mit
ausgewahlten Mikroorganismen bestimmt (A. niger, B. atrophaeus, K. rhizophila). Bei
dem Testkeim K. rhizophila konnte bei Belichtung die Keimzahl innerhalb von 4 h um
3,3 Zehnerpotenzen reduziert werden. Im Vergleich zu den unbelichteten
Titandioxidschichten stellte dies eine signifikante Verbesserung von etwa drei
Zehnerpotenzen dar. Die Untersuchungen mit den Sporenbildnern fuhrten zu keiner
signifikanten Abtdtung. Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die Evaluierung
ausgewahlter Einflussfaktoren auf die antimikrobielle Wirkung. Im Einzelnen wurden
hierbei die Auswirkung variierender relativer Luftfeuchten, Keimdichten sowie
Bestrahlungsstarken untersucht. Bei einer hohen relativen Luftfeuchte (85% rel.
Feuchte und 25C) konnte die Entkeimungseffizienz d eutlich gesteigert werden (5,2
Zehnerpotenzen). Zudem stellte sich heraus, dass die antimikrobielle Wirkung der
Photokatalyse von der Ausgangskeimzahl abh&ngig ist. Eine weitere funktionelle
Eigenschaft der Titandioxidschichten ist die Ausbildung hydrophiler Oberflachen. Nach
vierstindiger Belichtung konnte ein Kontaktwinkel von 10° erreicht werden. Dartber
hinaus wurde eine neue Methode entwickelt, welche die wirtschaftlichere Herstellung
photokatalytisch aktiver Oberflachen ermdglicht. Zusammenfassend konnte gezeigt
werden, dass die hergestellten Schichten das Potenzial haben, Mikroorganismen
langfristig zu inaktivieren. Dadurch kénnen sie einen positiven Beitrag fir eine
hygienische Verarbeitung von Lebensmitteln leisten.
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Abstract

The main objective of this thesis was to develop an antimicrobial active titanium dioxide
coating. Titanium dioxide coatings were applied on a glass slide by using the sol-gel-
method. The count-reduction-test on selected microorganisms (A. niger, B. atrophaeus,
K. rhizophila) was carried out to determine the antimicrobial effectiveness. The
bacterial count of K. rhizophila was reduced up to 3,3 log;, within 4 hours of exposure
to the radiation. In comparison to the unexposed titanium dioxide coated slide the result
showed a significant difference of approximately 3 log reductions. However
experiments with spore formers did not lead to any significant log reduction. Further
aspect of this work was to evaluate the selected factors on the antimicrobial activity.
The influence of varied parameters such as relative air humidity, germ concentration
and radiation intensity were determined. At high humidity (85% rel. air humidity and
25%C) an increase of sterilization effect can be ob served (5,2 log,o). Furthermore it can
be concluded that the antimicrobial activity of photocatalysis is depending on the germ
concentration. Further functional characteristic of titanium dioxide layers is the
formation of hydrophilic surfaces. After four hours of exposure to the radiation, a
contact angle of 10°can be measured. In addition a new method was developed which
enables a more economical production of photocatalytic active surfaces. As conclusion
this developed coatings have the potential to inactivate microorganisms in a long term.
They could contribute to a hygienic food processing.
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1  Einleitung

Mikroorganismen sind derart anpassungsfahig, dass sie nahezu Uberall auf der Welt
vorkommen. Sie begrinden ihre 6kologische Bedeutung und ihre zentrale Rolle in den
Stoffkreislaufen der Natur: durch Zersetzung organischer Materie liefern sie als
Destruenten lebenswichtige chemische Elemente an andere Organismen. Darlber
hinaus fungieren sie als kleine biologische Helfer in lebensmittelverarbeitenden
Prozessen der Industrie, wie etwa zur Herstellung von Wein, milchsaurem Gemise
oder Joghurt. Durch Bakterien und Pilze kdnnen Antigene, Antikbrper und Hormone,

aber auch Antibiotika synthetisiert werden [1].

Mikroorganismen sind allerdings nicht nur als Nitzlinge bekannt, sie treten auch als
Schéadlinge, Krankheitserreger oder als Verursacher von Lebensmittelverderb auf.
Dadurch konnen sie der Lebensmittelindustrie und somit dem Menschen grof3en
Schaden zufiigen, wie etwa durch Verringerung der Haltbarkeit und der Qualitat von
Lebensmitteln. Der mikrobiologische Status  von Lebensmittel- und
Arzneimittelprodukten wird durch die Auswahl der Rohstoffe, den verwendeten
Verpackungsmaterialien, der Reinigbarkeit der Produktionsanlage, aber auch durch die
Keimbelastung der umgebenden Prozessatmosphare bestimmt. Mogliche
Kontaminationen der Produkte kdnnen durch mangelnde Personalhygiene, durch
verunreinigte Anlagen und Anlagenteile sowie durch die in der Luft befindlichen
Mikroorganismen hervorgerufen werden. Um diese Kontaminationen und deren Folgen
zu unterbinden, missen hochste Anforderungen an die Personal-, Arbeits- und
Produkthygiene erfllt werden. Dadurch ist das Bestreben der
lebensmittelverarbeitenden Industrien, in einer nahezu keimfreien beziehungsweise
keimarmen Umgebung zu produzieren. Durch keimarmes Verpackungsmaterial ist es
maoglich, die Vermehrung pathogener Keime zu verhindern und eine
Haltbarkeitsverlangerung zu erzielen. Um Produkte mit langer Haltbarkeit zu erzeugen,
ist die Entkeimung von Oberflachen, wie Arbeitsflachen und Verpackungen besonders
wichtig [2,3]. Eine umweltfreundliche Technologie zur Entkeimung von Oberflachen

stellt daher die Reinigung mittels Photokatalyse dar.

Bei der Photokatalyse wird ein Halbleiter, der in Kontakt mit der zu reinigenden Phase
(Gas oder Flussigkeit) steht, mit UV-Licht, im Idealfall mit Sonnenlicht, bestrahlt. Im
Halbleiter werden dadurch Elektronen-Loch-Paare erzeugt, die an die Phasengrenze
gelangen kénnen. Die organischen Molekile und Mikroorganismen werden durch die

Reaktion mit den Defektelektronen oder durch Reaktion mit stark intermediar
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gebildeten Radikalen Uber eine Oberflachenreaktion oxidiert und somit zu CO, und
H,O abgebaut [4].

Kommerziell erhéltliche Produkte und Prozesse mit photokatalytisch aktiven
Oberflachen erobern gerade den Markt, vor allem in Japan. Die japanische Firma
TOTO entwickelt und vermarktet Fliesen fiir Operationssale und andere klinische
Anwendungsbereiche, die bereits mit modifizierten Titandioxidschichten versehen sind.
Modifiziertes Titandioxid entsteht durch die Einbringung einer Fremdsubstanz, wie z.B.
Kohlenstoff in das Kristallgitter (Dotierung). So erfolgt bereits bei Belichtung im
sichtbaren Bereich die photokatalytische Reaktion. Es sterben pathogene
Mikroorganismen ab, die Zahl der Mikroorganismen wird reduziert und Gerlche
werden eliminiert. Ebenso beschéftigt sich die Firma Toyota mit der photokatalytischen
Reinigung von Luft. Sie entwickelten einen photokatalytischen Luftreiniger fir

Fahrzeuge, den sie bereits patentrechtlich abgesichert haben [5].

Auch photokatalytisches Papier wird in Japan seit mehreren Jahren als Tapete, als
Bespannung fir Trennwande und Lampen oder fir Wandkalender verwendet [6].
Beispiel fur ein auf dem japanischen Markt kommerziell erhéltliches Produkt ist das
Photokatalyse-Spray. Es enthalt Titandioxid-Nanopartikel die zur Beschichtung auf die

dafur vorgesehene Oberflache aufgespriht werden [7].

Die umweltschonende Reinigung mittels Photokatalyse ist schon seit langerem
bekannt, wird aber in Deutschland bisher nur selten genutzt. Ein grof3es Einsatzgebiet
der photokatalytischen Reinigung ist die Abwasseraufbereitung. Dadurch kann
organischer Schmutz beseitigt, Metalle aus dem Wasser entfernt und das Wasser
aufgespalten werden [8]. Diese Methode findet sowohl bei der Schmutzwasser- als

auch bei der Trinkwasseraufbereitung Anwendung [9].

Die sogenannte Photomineralisation, also die Mineralisierung organischer Molekile,
wie zum Beispiel Farbstoffe und aromatische Verbindungen, sowie der
Schadstoffabbau in der Luft wurde diskutiert [10,11]. Ebenso ist die photokatalytische
Abtdtung verschiedenartiger Mikroorganismen vielfach in der Literatur beschrieben
worden. Sowohl Kim et al. [12], MANESS et al. [13] und CHO et al. [14] beschreiben den
photokatalytischen Abbau von E.coli in Titandioxidpulver-Wasser-Systemen mit einer
95%-igen Abtdtungsrate. Neben E. coli konnte MATSANUGA et al. [15] auch die

Organismen L. acidophilus und S. cerevisae auf diese Art komplett abtéten.

Die vollstandige photokatalytische Abtdtung verschiedenartiger Mikroorganismen, also
die Photosterilisation auf immobilisierten, photokatalytischen Filmen ist dagegen nur
selten erwahnt. KUHN et al. [16] konnte die Mikroorganismen S.aureus, E. faecium und

C. albicans auf immobilisierten Titandioxidschichten mit P25 inaktivieren. Durch die
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Beschichtung von Edelstahltrégern mit Titandioxid konnte Yu et al. [17] bei Belichtung

eine Keimsuspension von B. pumilus um die Halfte reduzieren.

Eine neuartige Anwendung neben den bisherigen Einsatzmdglichkeiten kénnte die
Nutzung der photokatalytischen Wirkung von Titandioxid in Kombination mit
Lichteinstrahlung auf Oberflachen von Abfillanlagen, Maschinenteilen und
Forderbandern sein. Das Zusammenspiel von Selbstreinigung und Desinfektion kdnnte

ein neuer Teilbereich des ,Hygienic Design“ werden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit lasst sich folgendermaRRen formulieren: es sollen
homogene Titandioxidschichten lber das Sol-Gel-Verfahren hergestellt werden, die
photokatalytisch aktiv sind. Mit diesen soll die antimikrobielle Wirkung evaluiert und

Einflussfaktoren analysiert und identifiziert werden.

Dazu werden die folgenden experimentellen Ansatze verfolgt:

Herstellung eines Sols mit anschlielender Schichtapplikation und thermischer

Behandlung

Analyse mdglicher Einflussfaktoren durch Variation folgender GroRen auf die

antimikrobielle Wirkung der Schichten:

Einfluss der Keimdichte
Einfluss der Bestrahlungsstéarke
Einfluss der relativen Luftfeuchte

Unterschiedliche Testkeime

Untersuchungen zur Charakterisierung der hergestellten Schichten hinsichtlich
Schichtdicke und Kontaktwinkel.
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2  Theoretische Grundlagen

In diesem Kapitel werden die zum Verstéandnis der Arbeit notwendigen physikalisch-
chemischen Prinzipien der Photokatalyse und die Grundlagen der Sol-Gel-
Beschichtung aufgefihrt.

2.1 Energiebandermodell

Die Quantentheorie besagt, dass in einem einzelnen Atom Elektronen nur in
Energiezustanden existieren, die einen relativ groRen Abstand voneinander haben.
Bilden sich aus zwei Atomen ein Molekul, so néhern sich die Atome einander soweit,
dass sie miteinander in Wechselwirkung treten. Dabei spalten sich gleichartige
Energieniveaus in jeweils zwei eng benachbarte Niveaus. Da sich in einem Kristallgitter
eine sehr grof3e Anzahl von dicht nebeneinander liegenden Atomen befindet, kbnnen
diese stark in Wechselwirkung treten. Es kommt zu einer sogenannten
.verschmierung“ der Energiebereiche, den Energiebandern. Das Fermische
Verteilungsgesetz bestimmt, wie die einzelnen Bander besetzt sind. In einem
Kristallgitter ist das Valenzband, also das &uf3erste Band, vollstandig mit bindenden
Elektronen  (Valenzelektronen) besetzt. Das Leitungsband hingegen ist
ausschlaggebend fir die elektrische Leitfahigkeit. Es liegt energetisch oberhalb des
Valenzbandes und kann Elektronen aufnehmen. Die Bandlicke Eyg, deren Einheit in
Elektronenvolt (eV), angegeben wird, trennt die Energiebander voneinander und stellt
verbotene Zonen fur die Elektronen dar.

Durch diese Modellvorstellung lassen sich die Energiezustande von Metallen,
Halbleitern und Isolatoren erklaren. Bei Metallen Uberlappen sich die Energiebereiche
von Valenz- und Leitungsband, sodass ein Teil der Elektronen frei beweglich ist und
es praktisch keine Bandlicke gibt. Schon die geringste Energiezufuhr hebt die
Elektronen in das Leitungsband (Abbildung 1a). Isolatoren hingegen sind dadurch
gekennzeichnet, dass die Bandliicke so grof3 ist, dass jeglicher Eintrag von elektrischer
oder thermischer Energie nicht ausreicht, um die Elektronen vom Valenzband ins
Leitungsband anzuheben. Somit ist das Leitungsband bei Isolatoren immer unbesetzt
(Abbildung 1b). Ist die verbotene Zone jedoch klein, so kdnnen die Elektronen durch
Energiezufuhr in Form von Licht oder Warme die enge Bandliicke passieren und das
Leitungsband besetzen. Diese Eigenschaft beschreibt einen Halbleiter (Abbildung 1c),
welcher ab 20T eine gewisse Eigenleitfahigkeit auf weist [18].
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a) Metall by Halbleiter c) Isolator

Abbildung 1: Bandstrukturmodell eines Metalls (a), eines Halbleiters (b) und eines
Isolators (c) [19]

2.2 Halbleiter Titandioxid

Titandioxid ist seit der Entdeckung durch FuJisHIMA und HONDA im Jahre 1972 weltweit
bekannt als photokatalytisch aktiver Halbleiter, der Wasser in Sauerstoff und
Wasserstoff spalten kann [20].

2.2.1 Modifikationen und Eigenschaften von Titandio  xid

In der Natur kommt Titandioxid in drei Kristallmodifikationen vor: Rutil, Brookit und
Anatas. Rutil und Anatas weisen jeweils eine tetragonale Struktur auf, Brookit bildet
dagegen ein orthogonales Kristallgitter aus. In allen drei Formen ist das Titanatom
(blau) oktaedrisch von sechs Sauerstoffatomen (rot) umgeben, lediglich die
verschiedenen raumlichen Verknipfungen der Oktaeder machen die Modifikationen
aus. Die Anatasmodifikation stellt die photokatalytisch aktivste Form und Rutil die
stabilste Struktur dar. Anatas und Brookit wandeln sich bei Temperaturen tber 700C
irreversibel in Rutil um. Brookit besitzt keine photokatalytische Aktivitat [21,22,23].
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Anatas Brookit Rutil

Abbildung 2: Kristallmodifikationen von Titandioxid [24]

Titandioxid ist ein weil3er Feststoff, der unldslich in Wasser, organischen
Ldsungsmitteln, verdinnten Sauren und Laugen ist. Loslich ist Titandioxid in heiRer
konzentrierter Schwefelsdure und in FluBsaure. Als Weil3pigment besitzt Titandioxid in
zwei Modifikationen eine besondere technische Bedeutung. Durch den hohen
Brechungsindex n der Anatas- und insbesondere der Rutilmodifikation hat Titandioxid
ausgezeichnete Pigmenteigenschaften. Es hat hdchste Aufhell-, Farbe- und
Deckeigenschaften. Da Titandioxid nicht toxisch ist, wird es bei der Herstellung von
kosmetischen Produkten (Lidschatten, Puder), pharmazeutischen Produkten (als
Aufheller und Umhullungen) und Lebensmitteln als Zusatzstoff E171 (Kaugummis und
Hustenbonbons) verwendet. Das Titandioxid wird in Sonnencremes oder
Kunststofffolien als UV-Absorber benutzt findet aber auch Verwendung in Lacken,
Anstrichen und Kunststoffen bis hin zu Papier und Keramiken [25,26].

Titandioxid ist gunstig, umweltfreundlich und kommerziell in grof3eren Mengen
erhaltlich oder Gber chemische Synthesen leicht herzustellen. Au3erdem ist Titandioxid
sehr korrosionsbestandig [27].

Die Photokatalyse ist abhangig von der Gréf3e der Bandlickenenergie. Sie bestimmt,
ab welcher Wellenlange eine Lichtabsorption im Titandioxidpartikel stattfindet und
somit die Bildung von reaktiven Radikalen moglich ist. Dazu muss in der
Anatasmodifikation ein Elektron aus dem Valenzband die Bandliicke von 3,23 eV zum
Leitungsband tUberwinden. Bei der Rutilmodifikation des Titandioxids ist die Bandlicke
zwar kleiner (3,02 eV) als bei Anatas, jedoch ist die photokatalytische Aktivitat des
Rutils geringer. Nach STUHLDREHER ist eine denkbare Erklarung eine niedrigere
Rekombinationsrate der Elektron-Loch-Paare [28].

Zur Berechnung der Wellenlange / , die ein Elektron zum Uberwinden der Bandliicke
bendtigt, wird folgende Gleichung verwendet:
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/ = (Gl.1)

Hierbei ist ¢ die Lichtgeschwindigkeit, h das Planck’sche Wirkungsquantum und Ey,q
die Bandlicke. Somit ergeben sich zur Anregung von Elektronen in der
Anatasmodifikation Wellenlangen von / 384 nm und fir die Rutiform / 410 nm.
Wird als Halbleiter die Anatasform von Titandioxid verwendet, miUssen daher die
Elektronen durch Wellenlangenbereiche angeregt werden, die im UV-Bereich ( < 388
nm) liegen. Es stehen deshalb nur knapp 2-10% des sichtbaren solaren Spektrums zur
Verfligung [29,30].

Tabelle 1: Physikalische Eigenschaften von TiO, [31]

Kristallform | Brechungsindex n | Dichte [g/cm3] | Bandlucke [eV]

Anatas tetragonal | 2,55 3,9 3,23
Brookit orthogonal 4,2
Rutil tetragonal | 2,75 4,3 3,02

2.2.2 Photokatalytische Wirkung

Der Halbleiter Titandioxid wirkt als Photokatalysator durch permanente
photochemische Anregung. Einen groben Uberblick uber die stattfindenden
physikalischen und chemischen Reaktionen gibt Abbildung 2.

Energie der
Lacher

Energie der
Elektronen

Abbildung 2: Schema der lichtinduzierten Photokatalyse an einem Anataspartikel
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Bei Bestrahlung des Halbleiters werden Elektronen aus dem Valenzband uber die
Bandlicke in das Leitungsband angehoben. Im Valenzband bleiben
Elektronenleerstellen zuriick, die Locher oder Fehlstellen genannt werden. Die durch
Lichtabsorption aufgenommene Energie muss dabei mindestens der Energiedifferenz
zwischen Valenz- und Leitungsband entsprechen. Die Uberschiissige Energie wird von
den Elektronen als Impuls aufgenommen. Trifft also ein Photon mit der Energie

hv3 E,, auf einen Titandioxidpartikel wird ein Elektron €y im Leitungsband des

Halbleiters und ein Valenzbandloch hy; erzeugt [32-36]:

TiO, ¥#4® TiO, (e, +hiy) (Gl. 2)

Es erfolgt die raumliche Trennung von Elektron und Loch und ihre Diffusion an die
Oberflache des Halbleiters, wo sie mit Molekilen in Wechselwirkung treten. Die

Elektronen e, l6sen eine Reduktion (Gl. 3) der Akzeptormolekile aus und die Locher

hjs regen eine Oxidation (Gl. 4) der Donatormolekiile an [37]:

Ate, ® A (Gl. 3)

D+h, ®D-"* (Gl. 4)

Dabei wird zum Beispiel vorliegendes Wasser (Donatoren) zu sehr reaktiven Hydroxyl-
Radikalen oxidiert (Gl. 5). Durch die Reaktion zweier Hydroxyl-Radikale kann
Wasserstoffperoxid (Gl. 6) entstehen. Die Elektronen reduzieren den vorliegenden
Luftsauerstoff, welcher als Akzeptor dient. Dabei entstehen negativ geladene
Sauerstoffradikale (Gl. 7) [38-40]:

TiO, +h’; +OH" %4® OH - (Gl. 5)
20H - %® H,0, (Gl. 6)
TiO, +€e, +O, %® O, - (Gl. 7)

Als Radikale bezeichnet man Atome oder Molekiile mit mindestens einem ungepaarten
Elektron, die besonders reaktionsfreudig sind. Die entstehenden Radikale sind
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hochreaktive Stoffe und greifen schnell umgebende Substanzen, z.B. Schadstoffe,
Pestizide und Farbstoffe an. Der Halbleiter geht unverandert aus der Reaktion hervor.

Durch die Photokatalyse am Titandioxid entstehen Hydroxyl-Radikale (OH -),
Superoxidanionen-Radikale (O, - ) und Wasserstoffperoxid (H,0O, ). Die Radikale sind

in der Lage mit organischen Stoffen zu reagieren und diese zu oxidieren. Da
angenommen wird, dass die antimikrobielle Wirkung auf Mikroorganismen von den
Hydroxyl-Radikalen ausgeht, wird die Wirkung dieser Radikale naher betrachtet [41-
43].

Das Hydroxyl-Radikal ist das reaktionsfreudigste Radikal und somit auch nur von
kurzer Lebensdauer (<1 s). Es kann fast jedes Molekul das in einer lebenden Zelle
vorhanden ist, angreifen und schadigen. Wird die DNA durch Hydroxyl-Radikale
angegriffen, werden in einer Zelle Reaktionen ausgeltst, die zu Veranderungen der
Desoxyribose, dem Pyrimidin- oder Purinring fiohren. Die Folgen sind
Einzelstrangbriiche und Mutationen der DNA. Durch Schadigung der Membranlipide an
den Seitenketten der Fettsduren durch OH:- Radikale kommt es zu
Lipidperoxidationen und schlie3lich zum Zelltod [44,45].

Neben den Reduktions- und Oxidationsprozessen finden zur gleichen Zeit
Rekombinationsprozesse statt, die Warme entwickeln (Gl. 8). Dieser Vorgang
zwischen den Elektronen und Loéchern erfolgt dann, wenn die Redoxreaktionen
unterschiedlich schnell ablaufen und die Elektronen keinen zur Verfiigung stehenden
Akzeptor haben, mit dem sie reagieren koénnen. Das wiederum senkt die Zahl der
Ladungstrager, die fur die Redoxreaktionen auf der Oberflaiche auslésend sind und
somit die photokatalytische Wirkung des Katalysators [46,47].

e +hjy #® Warme (Gl. 8)

Neben einem Schadstoffabbau durch die entstehenden Radikale ist auch eine direkte
Oxidation bzw. Reduktion durch die Elektronen und Locher von an der
Halbleiteroberflache adsorbierten Schadstoffen moglich [48].

2.2.3 Oberflachenaktivitat

Unter der Oberflachenspannung versteht man die Grenzflachenspannung von
Festkorpern und Flussigkeiten gegentber der Luft. Sie ist definiert als Kraft in der
Oberflache pro Langeneinheit und hat die Dimension mN/m. Bei Benetzung einer
Oberflache bildet sich eine Grenzflache zwischen einer Fliussigkeit und einem Feststoff
aus. Ein System aus Flussigkeit und Feststoff hat das Bestreben, den energetisch
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gunstigsten Zustand anzunehmen. Dabei bildet sich zwischen dem Substrat und dem
Tropfen ein Randwinkel (Kontaktwinkel) aus, der flr das System, wenn es sich im
Gleichgewichtszustand befindet, charakteristisch ist. Die Zusammenhange zwischen
der Oberflachenspannung der Flissigkeit | und dem Festkérper s sowie der
Grenzflachenspannung zwischen Flussigkeit und Festkorper s und dem
Kontaktwinkel g werden in der YOUNG-Gleichung (Gl. 9) beschrieben [49,50].

cosg =2s >Ls (Gl.9)

Wenn man das Benetzungsverhalten beschreiben will, kdnnen Oberflachen entweder
als hydrophob oder als hydrophil bezeichnet werden. Als hydrophob bezeichnet man
Oberflachen, die einen Kontaktwinkel >90°gegeniber Wasser haben. Das bedeutet,
dass sich das Wasser auf einer hydrophoben Oberflache zu einzelnen Tropfen
zusammenzieht. Diese gebildeten Kugelabschnitte sind in ihrer Gestalt sehr hoch,
weisen jedoch eine kleine Grundflache auf. Da die Adhasionsarbeit zwischen Wasser
und Oberflache gering ist, haben Oberflachen mit groRem Kontaktwinkel deutliche
Vorteile in der Reinigung. Zum einen perlen die Tropfen auf geneigten Flachen gut ab
und zum anderen werden beispielsweise durch Schwamme die Tropfen besser
abgesaugt [51].

Ein Beispiel flr extreme Hydrophobizitat ist die Oberflache der Lotus-Blume. lhre
Blatter und Bluten sind rau und mit hydrophoben Papillen ausgestattet, die mit Wachs
Uberzogen sind. Der Kontaktwinkel kann dabei bis zu =160° gegenlber Wasser
einnehmen. Somit bilden sich kugelige Wassertropfen aus, die leicht abperlen und
anhaftenden Schmutz mit wegspulen kénnen. Dieser Effekt wird auch industriell im
Rahmen des Hygienic Design ausgenutzt. Es gibt jedoch auch einen Nachteil der
Lotusschichten, welcher in der leichten Schadigung der Mikrostrukturen liegt [52].

Die Hydrophilie bezeichnet genau das Gegenteil. Auf gut benetzbaren und
wasserliebenden (hydrophilen) Oberflachen breitet sich ein Wassertropfen weit aus
und der Kontaktwinkel ist sehr klein ( <909. Die Ausbildung kleiner Kontaktwinkel bei
Reinigungsprozessen wird bisher lediglich durch Tenside realisiert. Diese
grenzflachenaktiven Substanzen setzen die Oberflachenspannung des Wassers herab
und erzeugen so kleine Kontaktwinkel auf der zu reinigenden Oberflache.

Eine Besonderheit des Titandioxid ist seine Oberflachenfunktionalitéat. In Abhéangigkeit
der Belichtung kann es hydrophobe oder hydrophile Eigenschaften aufweisen. Dieser
Wechsel der Benetzbarkeit ist vollstandig reversibel. Sobald UV-Licht auf TiO,-
Oberflachen trifft, kommt es zur Ausbildung metastabiler Oberflachengruppen. Die
Titanatome in der Schicht reagieren mit den Wassermolekillen aus der Luft und
dadurch entstehen auf der Oberflache metastabile Hydroxid-Gruppen, die die
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Oberflache hydrophil machen. Der Kontaktwinkel verringert sich dadurch und kann
Werte von ~ 1°erreichen [53].

Bei Benetzung mit Wasser entsteht dann ein diinner Film zwischen der Oberflache und
der darauf befindlichen Verschmutzungen oder Mikroorganismen. Dies tragt zum
Selbstreinigungseffekt bei und kann Partikel unterspulen [54].

Es ergeben sich durch die hydrophile Oberflache einige Vorteile [55]:
Keimreduktion durch besseres AbflieRverhalten
Einsparungen von Tensiden bei der Reinigung

schnelleres Abtrocknen von Oberflachen und dadurch Bewuchshemmung von
Mikroorganismen und Algen

Abbildung 3: AbflieRverhalten von Wasser auf einer normalen Fliese (links) und auf
einer Fliese, die mit Titandioxid beschichtet ist (rechts) [56]
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2.3 Grundlagen der Sol-Gel-Beschichtung

2.3.1 Sol-Gel-Prozess

Das Sol-Gel-Verfahren beruht auf einer Methode, die flissige Phasen durch
kontrollierte Hydrolyse- und Kondensationsreaktionen zu Feststoffen, meistens zu
Keramiken, umwandelt. Zu Beginn des Verfahrens werden geeignete Ausgangsstoffe
in einem Alkohol Uberfuhrt, wodurch sich eine kolloide Suspension bildet, die man als
Sol bezeichnet. Je nachdem wie mit dem Sol verfahren wird, lassen sich daraus
verschiedenste keramische Materialien herstellen (Abbildung 5). Diinne Filme kénnen
durch Aufbringen mittels Spin- oder Dip-Coating auf ein Substrat gebracht werden.
Sobald das Sol eine feste Form ausbildet, wird es nasses Gel genannt. Wird einem
nassen Gel die Feuchte unter bestimmten Bedingungen entzogen, entsteht ein
hochpordses Aerogel. Weist das Sol eine bestimmte Viskositat auf, kénnen daraus
keramische Fasern gezogen und durch Ausfallung kdnnen einheitliche und feine
keramische Pulver gewonnen werden.

Abbildung 4: Verfahrensmoglichkeiten des Sol-Gel-Prozesses [57]

Ein Sol besteht aus kolloiden Teilchen, die in einer flissigen Phase dispergiert sind.
Diese Teilchen sind klein genug (GroRBen von 1-1000 nm), dass sie von der
Brownschen Molekularbewegung in Schwebe gehalten werden. Zwischen den Teilchen
im  Sol wirken van-der-Waals-Kréfte. Ein Gel besteht aus einem festen,
dreidimensionalen Netzwerk mit Poren, die mit einer Flissigkeit gefillt sind. Bei einem
Titandioxid-Gel sind die Poren mit Wasser und Alkohol geflllt. Die Partikel im Gel
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werden durch Wasserstoffbrickenbindungen, Dipol-Dipol-Wechselwirkungen und
kovalenten Bindungen zusammengehalten, wodurch sie nahezu ortsfest sind.

Die chemischen Prozessvorgange beim Sol-Gel-Verfahren kdnnen vereinfacht in drei
Schritte unterteilt werden, die schematisch getrennt dargestellt werden, jedoch
gleichzeitig ablaufen [58,59]:

1. Wahrend der Hydrolyse reagiert ein Metallalkoxid mit dem in der Loésung
enthaltenem Wasser zu einem Hydroxid und dem entsprechenden Alkohol
(Bildung von Monomeren).

Me(OR), + xH,0 ® Me(OH), + XROH (Gl. 10)

2. Die entstandenen Hydroxide kondensieren in der Kondensationsreaktion zu
grol3eren Partikeln (Bildung von Polymeren).

Me(OH), ® MeO, +§HZO (Gl. 11)
2

3. Durch Verkettung der Polymere wird ein dreidimensionales Netzwerk aufgebaut
(Gel-Bildung).

Ein Sol entsteht durch Reaktion eines Alkoxids mit definierten Mengen an Wasser in
einem Losungsmittel, wobei eine Saure als Katalysator bei der Bildung wirkt. Die

allgemeine Formel eines Metallalkoxids ist Me(OR),, wobei Me fur das Metall, R fur

einen Alkylrest und X die Anzahl der Liganden steht. Der Einsatz von Alkoxiden ist
gunstig, da die Reaktion und die Reaktionsgeschwindigkeit leicht zu steuern und zu
modifizieren sind. Als Lésungsmittel wird meistens ein Alkohol gewahlt, da Alkoxide
darin gut I6slich sind.

Fir ein besseres Verstandnis werden die ablaufenden Reaktionen des Sol-Gel-
Prozesses am Beispiel des Metallalkoxid Tetraisopropylorthotitanat in Strukturformeln
dargestellt:
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1. Bildung der Monomere

Abbildung 5: Hydrolyse unter Propanolabspaltung

2. Solbildung

Abbildung 6: Polykondensation unter Propanolabspaltung

Abbildung 7: Polykondensation unter Wasserabspaltung

3. Gelbildung

Abbildung 8: Vernetzung
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Nachstehend werden sowohl einige Vorteile als auch die Nachteile des Sol-Gel-
Verfahrens aufgezahlt [60,61]:

Vorteile:

Die Prozesstemperaturen kénnen geringer gehalten werden, als bei der
Herstellung von vergleichbaren funktionellen Glasschichten, womit weniger
Energie notwendig ist.

Die hergestellten Schichten sind gekennzeichnet durch eine hohe Homogenitét
und Reinheit.

Es gibt verschiedene Verfahren zur Schichtapplikation.

Nachteile:
Die Kosten fir die benétigten Chemikalien zur Solherstellung sind hoch.

Die korrekte Solherstellung, ohne vorzeitige Gelierung oder Ausflockung,
gestaltet sich schwierig.

Der nachfolgende Trocknungs- und Sinterprozess ist zeitaufwéandig.

2.3.2 Beschichtungsverfahren

Transparente Schichten auf Glas oder Metall werden heute vielfach Uber das Sol-Gel-
Verfahren aufgebracht. Zur Herstellung von dinnen Filmen auf verschiedenen
Substraten stehen zahlreiche Beschichtungsverfahren zur Verfliigung. Neben der
Tauchbeschichtung gibt es die Rotations- und die Spriuhbeschichtung. Mit der
Rotationsbeschichtung (Spin-Coating) wird das Substrat auf einen Drehteller fixiert,
welcher in Rotation gebracht wird. Das Sol wird von der Mitte aus auf die
Substratoberflache geschleudert. Die Schichtdicke kann dabei (ber die
Beschleunigung, die Enddrehzahl und der Zeit eingestellt werden. Durch die
Spruhbeschichtung (Spray-Coating) wird das zu beschichtende Substrat aufgeheizt
und das Sol fein zerstaubt. Das feine Aerosol schlagt sich auf der Substratoberflache
ab. Das im Rahmen der Arbeit angewendete Tauchbeschichtungsverfahren wird etwas
naher erlautert.

Tauchbeschichtung (Dip-Coating)

Das Dip-Coating-Verfahren wurde 1959 erstmals von Schott Glass Technologies, Inc.
zur Reflexbeschichtung angewandt. Das Verfahren kann in finf Schritte (Abbildung 9)
eingeteilt werden: Eintauchen, Anfahren in Ziehrichtung, Filmbildung, Verdunstung des
Ldsungsmittels, Ablaufen. Bei dieser Technik wird das zu beschichtende Substrat in
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die Beschichtungslosung mit einer konstanten Geschwindigkeit eingetaucht. Nach
einer Verweilzeit in dem Sol wird das Substrat wieder mit einer konstanten
Geschwindigkeit herausgezogen. Auf dem  Substrat bildet sich ein Film, das
Ldsungsmittel verdunstet und lauft ab.

Abbildung 9: Ablauf des Tauchverfahrens [62]

Bei dem Verfahren kann durch die Geschwindigkeit beim Rausziehen der Substrate die
Schichtdicke variiert werden. Die Dicke d des Films ist somit abhangig von der
Ziehgeschwindigkeit v. In der Gleichung 12 ist dieser Zusammenhang dargestellt:

d- [ (Gl. 12)
r

Hierbei ist /1 die Viskositat der Losung und 7 die Dichte der Lésung [63].

Vor- und Nachteile des Tauchbeschichtungsverfahrens

Das Tauchverfahren zeichnet sich durch folgende Vorteile aus: Erzeugung extrem
dunner Schichten, Beschichtung dreidimensionaler Korper, kostenginstiger Prozess,
einfacher apparativer Aufbau und Verunreinigungen in den Filmen kdnnen relativ
gering gehalten werden. Die leicht zu handhabende Prozesskontrolle erlaubt
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aulRerdem die Erzeugung gleichférmiger Schichten mit Dicken bis zu einigen hundert
nm.

Nachteil der Tauchbeschichtung: Es besteht ein groRer Bedarf an
Beschichtungslésung, der insbesondere dann nachteilig ist, wenn die Losung instabil
und kostenintensiv ist [64].

2.3.3 Thermische Behandlung

Nachdem ein Solfilm auf dem Glassubstrat aufgebracht worden ist, muss dieser
gehartet werden. Durch die Verdunstung des Losungsmittels kommt es zur Ausbildung
eines Gelfilms. Dieser Gelfilm wird durch die thermische Behandlung getrocknet, in
einen Oxidfilm Uberfuhrt und dadurch stabil [65].

Nachfolgend werden die wesentlichen Reaktionen dargestellt:

Freisetzung von Lésungsmittel und Wasser
Kondensationsprozesse nehmen immer stérker zu
Filmverdichtung

Entstehung des Oxidfilms

Phasenumwandlung und Kristallisation

Durch gezielte Steuerung der thermischen Behandlung bei der Aufheizgeschwindigkeit,
der Dauer und der Héchst- bzw. Endtemperatur lassen sich unterschiedliche TiO,-
Schichten erzeugen. So ist z.B. eine bestimmte Endtemperatur erforderlich, um TiO,-
Schichten in der Anatas-Modifikation herzustellen. Darliber hinaus kénnen die Dichte
und Porositat variiert werden [66].
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3 Material und Methoden

Im folgenden Kapitel werden die verwendeten Materialien, Medien und Chemikalien
genannt. Weiter werden die Testkeime, deren Herstellungsmethoden und das
mikrobiologische Testverfahren erlautert.

3.1 Eingesetzte Materialien und Chemikalien

3.1.1 Tragermaterial

Als Tragermaterial fir die Beschichtung nach dem Sol-Gel-Verfahren werden
Objekttrager Borofloat® 33 der Firma Schott in den Abmessungen 75 x 25 x 2 mm
verwendet. Dabei handelt es sich um Borosilikatglas, das nach dem Microfloat-
Verfahren hergestellt wurde. Es ist ein klares, durchsichtiges Weil3glas, was sich durch
seine Langzeittemperaturbelastbarkeit bei 450C, eine geringe thermische
Ausdehnung und eine hohe Temperaturabschreckfestigkeit auszeichnet. Das
Borosilikatglas weist aul3erdem sehr gute Oberflacheneigenschaften auf, wie Planitét
und optische Qualitdt sowie hohe Resistenz gegentber Sauren, Laugen und
organischen Substanzen. Borofloat® 33 hat im Vergleich gegeniber normalem
Floatglas nur einen geringen Anteil an Natriumionen, was sich sehr positiv auf die
aufgebrachten Titandioxidschichten auswirkt. Natriumionen sind aufgrund ihrer
geringen GréRRe sehr beweglich und kénnen bereits bei moderaten Temperaturen
(unterhalb 100C) in die Schichten hineindiffundieren. Das Natrium wurde als
Elektronenféanger die Funktionalitat der Schicht negativ beeinflussen und die
photokatalytische Wirksamkeit herabsetzen [67].

Tabelle 2: Zusammensetzung von Borofloat® 33

Chemische Verbindung Summenformel Massenanteil in Gew-%
Siliziumdioxid SiO, 81

Boroxid B,O; 13

Natrium-/Kaliumoxid Na,O/K,O 4

Aluminiumoxid AlL,O4

Vor Benutzung der Objekttrager wurden diese zunachst mit destilliertem Wasser
abgespilt, fur 24 h in 70%-igen Ethanol eingelegt und anschlieRend mit
Prazisionswischtiichern (Fa. Kimberly-Clark) abgerieben. Dies diente dazu, die
Objekttrager vollig zu entfetten und die Oberflache von etwaigem Staub und




3 Material und Methoden

28

Verunreinigungen zu befreien. Die Objekttrager wurden anschliel3end 3h bei 180T im
Trockenschrank hitzesterilisiert.

3.1.2 Chemikalien

Zur Herstellung der titandioxidhaltigen Sol-Losung | wurden folgende Chemikalien

eingesetzt:

Tabelle 3: Chemikalien zur Herstellung des TiO,-Sol

Chemikalie Summenformel | Molgewicht [g/mol] Hersteller
Tetraisopropylorthotitanat, | CioHpsO4Ti 284, 25 Merck
98%
Ethanol, z.A. C,H;0OH 46,07 Merck
Salpetersaure, 69-70% HNO;4 63,01 J.T.Baker

Zur

Chemikalien verwendet:

Herstellung der

titandioxidhaltigen Suspension |l

Tabelle 4: Chemikalien zur Herstellung der TiO,-Suspension

wurden folgende

Chemikalie

Molgewicht [g/mol]

Hersteller

Tréagersubstanz x*

Aeroxide® TiO, P25

79,87

Evonik Industries

Zur Herstellung der Atzlésung wurden folgende Chemikalien verwendet:

Tabelle 5: Chemikalien fur die Atzlésung

Chemikalie Summenformel | Molgewicht [g/mol] Hersteller
Salpetersaure, 69-70% HNO; 63,01 J.T.Baker
FluRsaure, mind. 48% HF 20,01 Merck

! Darf aus patentrechtlichen Griinden nicht genannt werden.
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AEROXIDE®TIiO, P25

Das AEROXIDE®TIO, P25 ist ein geruchloses, weil3es Pulver, das unléslich in Wasser
ist. Der Schmelzpunkt liegt bei 1850C. P25 ist eine Mischung, die aus 75% Anatas-
und 25% Rutilkristallen besteht und einen durchschnittlichen Partikeldurchmesser von
30 nm hat. Es wird verwendet als Katalysatortrager, Stabilisator und UV-Filter [68].

3.1.3 Herstellung der titandioxidhaltigen Lésung |

Die Herstellung photokatalytisch aktiver Titandioxidschichten | auf Glassubstraten
geschah in Anlehnung an das Rezept von FANDRICH und KUMMEL [69]. Das fur die
Beschichtung erforderliche Sol wurde durch kontrollierte Hydrolyse- und
Kondensationsreaktionen aus dem Alkoxid Tetraisopropylorthotitanat (=TPOT),
Ethanol, Wasser und Salzsdure erzeugt. Durch Einhaltung der in Tabelle 6 stehenden
prozentualen Zusammensetzung der Komponenten erhielt man ein langzeitstabiles
Sol.

Tabelle 6: Sol-Zusammensetzung

Komponenten Stoffmenge in [%)]
Ethanol 88

TPOT 8

Wasser 4

Das Gesamtvolumen des Losungsmittels (Ethanol) wurde zu gleichen Teilen in zwei
Becherglaser gegeben. Eines der beiden Glaser wurde mit einem Ruhrfisch versehen.
In das andere Becherglas wurden dann die entsprechenden Mengenanteile an Wasser
und Salzsdure vorgelegt. Die Séaure diente dabei als Katalysator und wurde im
Verhaltnis HNO3/TPOT= 0,3 zugegeben. Zum Schluss wurde in das Becherglas mit
dem Ruhrfisch das Volumen an TPOT einpipettiert. Schliellich wurde das Gemisch
aus Ethanol, Wasser und Salzsaure tropfenweise zu der gerihrten Mischung aus
Ethanol und TPOT zugegeben.

Vor allem zu Beginn war es wichtig, dass vorsichtig zugetropft wurde, damit sich
eventuell bildende weilRe Niederschlage wieder auflésen konnten. Nach Zugabe der
Reagenzien wurde die Mischung noch weitere 30 min geruhrt.

3.1.4 Herstellung der titandioxidhaltigen Lésung Il

Ein bestimmtes Volumen der Tragersubstanz x wurde vorgelegt. Danach wurde eine
definierte Menge an P25 eingewogen. Durch kraftiges Rihren kam es zur Ausbildung
einer Suspension. Diese wurde schlielRlich in einer Planeten-Kugelmuhle fir 1 h
nassvermahlen.
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3.1.5 Schichtapplikation und thermische Behandlung

Die Beschichtung erfolgte mit einem Texture Analyser des Typs TA-XT2 (Fa. Stable
micro systems). Dabei handelt es sich um eine Universalprifmaschine, die zur
Bestimmung der physikalischen Textureigenschaften von verschiedenen Materialien
dient. Am Texture Analyser wurde eine Haltevorrichtung fur die zu beschichtenden
Objekttrager montiert. Durch Verwendung der geeigneten Testmethode (,Messe Kraft
in Druckrichtung®) und Einstellung der Parameter Ein- und Auftauchgeschwindigkeit,
Weglange und Verweilzeit in der Loésung konnten homogene photokatalytische
Schichten erzeugt werden [70]. Der Ablauf der Tauchbeschichtung gestaltete sich wie
in Tabelle 7 aufgefihrt:

Tabelle 7: Einstellungen des Texture Analysers zur Tauchbeschichtung

Parameter Einheit
Eintauchgeschwindigkeit 10 mm/s
Verweilzeit im Sol 5s
Weglange 50 mm
Auftauchgeschwindigkeit 2,5 mm/s

Fur die Versuchsreihen wurden Proben nach dem Sol-Gel-Verfahren hergestellt. Nach
dem Dip-Coating wurden die beschichteten Substrate fir 5 min tGber dem Sol hdngen
gelassen. AnschlieRend wurden diese bei 500C fur 10 min im Muffelofen gesintert,
wobei sich der Film zu einer dinnen keramischen Schicht verdichtete. Um dickere
Schichten auf dem Substrat aufzubringen, wurde der nachfolgend dargestellte Ablauf
15mal wiederholt:

Abbildung 10: Ablauf der Mehrfachbeschichtung

Die Herstellung einer photokatalytischen Schicht mittels Aeroxide® TiO, P25 erfolgte
nach gleichem Muster. Aufgrund der héheren Viskositat vom Tragermaterial x wurde
nur eine Tauchbeschichtung durchgefiihrt. Nach dem Dip-Coating wurden die
beschichteten Substrate in eine waagrechte Position zum Antrocknen gebracht.
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Danach wurden die Substrate einer Temperaturbehandlung unterzogen. Durch
Variation der Trocknungstemperatur (100C und 200 ) und dem prozentualen Anteil
des TiO, (2% und 5%) wurden verschiedene Schichten hergestellt. Abbildung 11 zeigt
die Struktur der aufgebrachten Schicht bei Betrachtung unter einem Lichtmikroskop.

Abbildung 11: Lichtmikroskopische Aufnahme einer Titandioxidschicht (Durchlicht,
200fache Vergroferung) mit 2% TiO, und 100<C Trocknung

Abbildung 12: Lichtmikroskopische Aufnahme einer Titandioxidschicht (Durchlicht,
200fache Vergroferung) mit 5% TiO, und 200<C Trocknung
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Die lichtmikroskopischen Aufnahmen der Schichten mit 2% Titandioxid weichen von
den Schichten mit einem 5%-igen Titandioxidanteil ab. In Abbildung 11 sind geringere
Mengen an Titandioxid (dunkle Stellen) auf der Oberflache zu beobachten. Auf den
Oberflachen mit einem 5%-igen Anteil an Titandioxid ist die Dichte der
Titandioxidpartikel deutlich hoher. Die Variation der Temperatur hatte keinen
signifikanten Einfluss auf die Optik.

3.2 Eingesetzte Medien und Salzldsungen

3.2.1 Nahrmedien
Plate-Count-Agar (PCA) [Merck 1.05463.0500]

Caseinpepton-Glucose-Hefeextrakt-Agar

Pepton aus Casein 5,0 g/l
Hefeextrakt 2,54/l
D(+)- Glucose 1,0 g/l
Agar-Agar 14,0 g/l

Bedingungen: pH-Wert 7,0 + 0,2 bei 25T

Zur Herstellung von einem Liter PCA-Agar wurden 22,5 g Granulat eingewogen, in
1000 ml destilliertem Wasser geldst und 15 min bei 121 autoklaviert. PCA-Agar
wurde fir den Keim Kocuria rhizophila DSM 348 verwendet.

Yeast-Glucose-Chloramphenicol-Agar (YGC-Agar) [Merck 1.05287.0500]

Hefeextrakt-Glucose-Chloramphenicol-Agar

Hefeextrakt 5,049/
D(+)-Glucose 20,0 g/l
Chloramphenicol 0,1 g/l
Agar-Agar 14,9 g/l

Bedingungen: pH-Wert 6,6 + 0,2 bei 25T

Zur Herstellung von einem Liter YGC-Agar wurden 40,0 g Granulat eingewogen, in
1000 ml destilliertem Wasser gelost und 15 min bei 121 autoklaviert. YGC-Agar
wurde fur den Schimmelpilz Aspergillus niger DSM 1957 verwendet.
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Né&ahrbouillon [Merck 1.05443]

Pepton aus Fleisch 5,049/
Fleischextrakt 3,09/

Bedingungen: pH-Wert 7,0 + 0,2 bei 25T

Zur Herstellung von einem Liter Nahrbouillon wurden 8,0 g Granulat eingewogen, in
1000 ml destilliertem Wasser gelést und 15 min bei 121C autoklaviert. Die
Nahrbouillon wurde fir die Anzucht des Keims Kocuria rhizophila DSM 348 verwendet.

Trypton Soja Bouillon [Oxoid CM 0129]

Extrakt aus Casein 17 g/l
Extrakt aus Sojabohnenmehl 39/l
Natriumchlorid 59/l
Kaliumphosphat 2,549/l
Glucose 2,549/

Bedingungen: pH-Wert 7,3 + 0,2 bei 25T

Zur Herstellung von einem Liter Trypton Soja Bouillon wurden 30 g Granulat in 1000 ml
destilliertem Wasser gelost und fir 15 min bei 121°C autoklaviert. Trypton Soja
Bouillon wurde fir den Keim Bacillus atrophaeus DSM 675 zur Herstellung einer
Ubernachtkultur verwendet.

3.2.2 Salzlésungen

Ringerlésung

Zur Herstellung von 500 ml LOsung wurde 1 Tablette Ringers Solution [Oxoid
BR00526] in 500 ml destilliertem Wasser unter Ruhren aufgelést und 15 min bei 121C
autoklaviert.

Ringerlésung mit 0,1% Tween 80

Zur  Herstellung einer 1%-igen Losung wurde 0,1 ml Tween 80
(Polyoxyethylensorbitanmono-oleat [Merck 8.22187.0500]) zu 100 ml Ringerlésung
hinzugegeben und anschlieBend 15 min bei 121C auto klaviert.
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0,9% NaCl-L8sung

Zur Herstellung einer 0,9%-igen NaCl-Losung wurden 0,9 g NaCl [Merck1.06404.1000]
in 100 ml destilliertes Wasser gegeben und anschlieRend 15 min bei 121C
autoklaviert.

3.3 Auswahl der Testkeime

Der mikrobiologische Verderb von Lebensmitteln kann durch unterschiedliche
Mikroorganismen hervorgerufen werden. Fir die Versuche wurden ubiquitare
Luftorganismen verwendet, da diese eine mogliche Kontaminationsquelle bei der
Herstellung von Lebensmitteln darstellen kdnnen.

3.3.1 Bakterien

Kocuria rhizophila  DSM 348 (ehemals Micrococcus luteus )

Kocuria rhizophila gehért zur Familie der Micrococcaceae und bezeichntet eine
unbewegliche, grampositive, streng aerobe, 0,5 bis 2,0 um grof3e und kugelférmige
Bakterienart. Die Kokken treten einzeln, paarweise, traubenférmig oder in Paketen auf.
Sie haben eine durchsichtige, stark glanzende Oberflache. Der Kolonierand ist
kreisformig und glatt [71,72]. Spezifisch treten Kocuria rhizophila unter anderen auf in
Salzlaken, Rohpokelwaren, Gewlrzen, beim Verderb von Hihnereiern sowie bei Suf3-
bzw. Salzwasserfischen und anderen Meeresfriichten [73]. Kocuria rhizophila verbreitet
sich uber die Luft und ist ausgesprochen resistent gegeniiber Austrocknung, Strahlung
und hohen Salzkonzentrationen. Beim Wachstum entstehen durch die Bildung des
Farbstoffes Carotin gelbe Kolonien.

Abbildung 13: Ausstrich von Kocuria rhizophila DSM 348 auf PCA-Agar
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Bacillus atrophaeus DSM 675

Bacillus atrophaeus ist ein grampositives, 2 bis 5 m grol3es, aerobes,
endosporenbildendes, peritrich begeil3eltes Stabchen. Die Sporen von B. atrophaeus
sind in der Regel mittelstandig, aber auch endstéandige Sporen sind zu finden
(Endosporen). Die Spezies Bacillus atrophaeus besiedelt meistens Pflanzen, man
findet sie jedoch auch oft in Gewéssern und auf Lebensmitteln. Aus Kohlenhydraten
bildet Bacillus atrophaeus gewdhnlich Saure, nur selten Gas. Proteine werden unter
Freisetzung von Ammoniak hydrolysiert. Bei pH-Werten unter pH < 4,5 wird das
Wachstum eingestellt, so dass Ansdauern im Lebensmittel zu einer gezielten
Wachstumshemmung fihrt. Einige Bacillus-Species werden industriell zur Gewinnung
von Enzymen, z.B. Proteasen und Amylasen eingesetzt [74]. Aufgrund der hohen
Resistenz der Endosporen gegeniber chemischen und physikalischen Einfliissen wie
Saure, Hitze, Strahlung oder Oxidationen werden diese als Bioindikatoren bei
Entkeimungs- und Sterilisationsversuchen in der Lebensmittelindustrie eingesetzt
(Wasserstoffperoxid-Technologie). Die hohe Widerstandsfahigkeit der Endosporen
kann durch ihren mehrschichtigen Aufbau und intrazellular gebildete Verbindungen
(z.B. Dipicolinsaure, kleine saurelésliche Proteine) erklart werden.

Abbildung 14: Ausstrich von Bacillus atrophaeus DSM 675 auf PCA-Agar

3.3.2 Schimmelpilz
Asperqillus niger DSM 1957

Aspergillus niger ist ein Schimmelpilz und wird aufgrund seiner schwarzen, kugeligen
Sporen Schwarzschimmel genannt. Er vermehrt sich asexuell durch die Bildung von
Konidiosporen, welche meist kettenférmig angeordnet sind. A. niger kommt im Erdreich
und somit fast Uberall in der Natur vor. Er ist ein Lebensmittelverderber und
Materialzerstérer, d.h. er kann Papier, Packstoffe, Leder, Farben und sogar Kunststoffe
und optische Glaser zerstoren. Die Mykotoxine des Aspergillus niger sind Oxalsaure
und Kojisdure. Aufgrund seines breiten Enzymbildungsspektrums und seinem
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Vermobgen organische S&uren wie Zitronen- und Weinséure, zu bilden, hat dieser
Schimmelpilz einen groRen Nutzen fur die Industrie. Da die Konidiosporen aufgrund
der schwarzen Pigmentierung eine hohe Widerstandsfahigkeit gegen UV-Licht
aufweisen, werden sie als Testkeim verwendet [75].

Abbildung 15: Bewachsene Guf3platte von Aspergillus niger DSM 1957 auf YGC-Agar
(filamenttse Kolonierénder; konvexe Ausbildung der Mycelstruktur)

3.4 Herstellung der Sporen- und Keimsuspensionen

3.4.1 Reaktivierung gefriergetrockneter Keime

Die verwendeten Mikroorganismen wurden als Lyophilisat von der ,Deutschen
Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen“ (DSMZ) in Braunschweig bezogen.
Um mit den Keimen und Sporen arbeiten zu koénnen, mussten zunachst diese
gefriergetrockneten Organismen reaktiviert werden.

Das gefriergetrocknete Pellet befand sich in einer glasernen Doppel-Ampulle, die unter
Vakuum verschlossen war. Die Ampullenspitze wurde mit Hilfe einer
Bunsenbrennerflamme erhitzt und dann durch Abkidhlung mit einigen Tropfen
destilliertem Wasser zum Platzen gebracht. Nun konnte die Ampulle gedffnet werden,
indem man vorsichtig den gesprungenen oberen Teil der Ampulle abgeklopft hat.
Danach wurde das Isoliermaterial um das innere Rohrchen, in dem sich das Pellet
befand, mit einer sterilen Pinzette entfernt. Anschlielend wurde der Baumwollstopfen
steril entfernt und 1 ml Nahrmedium hinzugegeben. Nach 30 min Quellzeit wurde die
so entstandene Keim- bzw. Sporensuspension mit einer sterilen Impfdse verrihrt und
man konnte die Suspension in das fur den jeweiligen Keim bevorzugte Medium steril
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uberfihren. Nun wurde die Suspension auf Schragagar ausgestrichen und unter den
von der DSMZ empfohlenen Bedingungen inkubiert.

Diese angefertigten Schragagar-Stammkulturen konnten nun bei 4C im Kuhlschrank
zwischen 6 und 12 Monate aufbewahrt und zur Herstellung der Keim- bzw.
Sporensuspensionen verwendet werden [76].

3.4.2 Herstellung einer Keimsuspension von  Kocuria rhizophila

Anzucht von Kocuria rhizophila

Mit Hilfe einer sterilen Impfose wurden aus einer Schragagar-Stammkultur Zellmaterial
in 100 ml Nahrbouillon Uberimpft und fir 48 h im Schiittelwasserbad bei 30C kultiviert.

Ernte von Kocuria rhizophila

Die bewachsene Bouillon wurde in sterile Zentrifugenglaser pipettiert und fir 10 min
bei 15100 g in der Zentrifuge abzentrifugiert, so dass sich ein Pellet bildete. Der
Uberstand wurde dekantiert und verworfen. Die sedimentierten Mikrokokken wurden in
gleicher Menge in sterilem destilliertem Wasser resuspendiert. Dieser Waschschritt
wurde zweimal wiederholt. Nach dem zweiten Waschvorgang wurden die Sedimente in
4 ml sterilem destilliertem Wasser resuspendiert und in einem sterilen Schottglas
vereinigt. Die erhaltene Keimsuspension konnte so bei 4C im Kihlschrank gelagert
werden. AnschlieBend wurde mit Hilfe des GuBRplattenverfahrens eine
Keimzahlbestimmung mit den Verdiinnungen 10°,10° und 10" durchgefiihrt [77].

3.4.3 Herstellung einer Sporensuspension von Bacillus atrophaeus

Fur die Versuche wurden die Endosporen von B. atrophaeus verwendet, da diese eine
hohere Widerstandsfahigkeit gegeniber zahlreichen chemischen und physikalischen
Umwelteinfliissen besitzen als ihre Zellen und als Dauerform langere Zeit Gberdauern
konnen [78]. Zur Herstellung einer Suspension von B. atrophaeus-Endosporen waren
mehrere Arbeitsschritte notwendig:

Vorbereitung

Mit Hilfe einer sterilen Impfése wurden aus einem Schragagar-Rohrchen Zellmaterial in
100 ml Trypton Soja Bouillon tGberimpft und 24 h bei 30T vorkultiviert.

Anzucht von Bakteriensporen

Nach 24 h wurde ca. 1 ml der Vorkultur in eine Gewebekulturflasche pipettiert und mit
einem langen Spatel ausplattiert. Die Gewebekulturflaschen wurden einen Tag vorher
mit PCA-Agar geflllt. Dieser Agar wurde mit Mangan(ll)-sulfat Monohydrat (MnSQOy)
versetzt, welches die Sporulation anregt. Nach dem Ausplattieren wurde die Anzucht
10 Tage lang bei 30T im Brutschrank inkubiert.
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Ernte von Bakteriensporen

Die dicht bewachsene Agaroberfliche wurde mit 25 ml 0,9%iger NaCl-Lésung
uberschichtet. Der Sporenrasen wurde dann mit Hilfe eines Drigalskispatels von der
Oberflache des Nahrbodens abgelést und mit einer Pipette in ein Zentrifugenréhrchen
Uberfiihrt. Dieser Vorgang wurde pro Flasche zweimal durchgefiihrt. AnschlielRend
wurde die Suspension bei 15100 g 10 min lang zentrifugiert, sodass ein festes Pellet
aus Bakterien entstand. Die Ubrige Flussigkeit wurde abpipettiert und verworfen. Die
sedimentierten Sporen wurden in 25 ml steriler Ringerlésung resuspendiert. Dieser
Waschschritt wurde zweimal wiederholt und diente der Beseitigung von Mineralien
und/oder Nahrbodenresten aus der Sporensuspension.

Zur Abtotung der vegetativen Zellen wurde das Sporensediment nach dem Waschen in
100 ml steriler Ringerlésung Uberfihrt und bei 80C 32 min lang pasteurisiert. Die
erhaltene Sporensuspension wurde bei 4C im Kihlsch rank gelagert und mit Hilfe des
GuRplattenverfahrens eine Keimzahlbestimmung mit den Verdinnungen 10° bis 10®
durchgefihrt [79].

3.4.4 Herstellung einer A. niger- Konidiosporensuspension

Fur die Versuche wurden die Konidiosporen des A. niger verwendet, da diese eine
hohere Widerstandsfahigkeit gegeniber zahlreichen chemischen und physikalischen
Umwelteinfliisse besitzen als das Mycel. Zur Herstellung einer Suspension von A.
niger- Konidiosporen waren mehrere Arbeitsschritte notwendig:

Anzucht von Schimmelpilzsporen

Mit einer sterilen Impfése wurde vegetatives Zellmaterial von einer Schrégagar-
Stammkultur abgeldst, in einige Milliliter destilliertes Wasser aufgenommen und
durchmischt. AnschlieBend wurden jeweils ca. 0,1 ml der Keimsuspension in eine
Petrischale mit vorgegossenem Nahrboden pipettiert. Bei Aspergillus niger wurde
YGC-Agar als Nahrboden verwendet. Die Losung wurde mit einem Drigalski Spatel
ausplattiert, wobei die Petrischale auf einem rotierenden Teller stand. Durch diese
Drehung wird eine optimale Verteilung der Suspension auf dem Agar erreicht. Um die
fur die Versuche erforderliche Sporenkonzentration von 10’ bis 10® KbE pro ml zu
erreichen, wurden 60-70 Nahrboden mit der Sporensuspension ausgespatelt und fur
10 Tage bei 25T inkubiert.

Ernte von Schimmelpilzsporen

Die dicht Uberwachsene Agarflache wurde mit ca. 3 g sterilem Seesand uberschichtet.
Dieser dient der Ablosung der Schimmelsporen oberhalb der Hyphen. Um eine
optimale Ablésung der Sporen zu erreichen, wurden jeweils zwei Platten
gegeneinander geschlagen und dabei im Kreis gedreht. Das Sporen-Sand-Gemisch
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wurde mit Hilfe eines sterilen Trichters zusammen in mehrere sterile Flaschen
uberfuhrt.

Abbildung 16: A. niger wird mit Seesand beschichtet (links), Aneinanderklopfen der
Petrischalen (Mitte), durch Seesand abgel6ste Sporen (rechts)

Das Gemisch wurde mit steriler Ringerlosung aufgefiillt bis zu einem Uberstand von 1
cm Ldsung. Danach wurden die Flaschen fiir 1 min ins Ultraschallbad gestellt, wodurch
sich der Seesand unten in der Flasche absetzte. Der Uberstand mit den Sporen wurde
vorsichtig abpipettiert, in eine sterile Schottflasche uberfihrt und bei 4T im
Kuhischrank gelagert. AnschlieRend wurde mit Hilfe des Gufplattenverfahrens eine
Keimzahlbestimmung mit den Verdiinnungen 10° und 10 durchgefiihrt [80].

3.5 Mikrobiologische Testmethode

Die Bestimmung der antimikrobiellen Effizienz der Titandioxidschichten erfolgte Uber
den sog. Count-Reduction-Test (Keimreduktionstest). Er ist abgeleitet von den
Challenge-Tests (Belastungstest), die zur Uberpriifung der Entkeimungseffizienz von
Abfillanlagen dienen. Der Keimreduktionstest bestimmt die mittlere Keimreduktion
durch  Vergleich der Anzahl lebensfahiger Keime vor und nach dem
Entkeimungsprozess, d.h. es wird mit Gberlebenden Keimen gerechnet [81-83].

Fur alle Entkeimungsversuche mittels Photokatalyse wurden sterile Objekttrager
verwendet, welche mit einer definierten Menge einer Testkeim- bzw.
Sporensuspension bespriht wurden. Nach einer definierten Trocknungszeit von 0,5 h
unter der Sterilbank wurden die verkeimten Proben in Petrischalen Uberfihrt und in
einem Klimaschrank mit einer Lichtquelle bestrahlt. Durch die Ermittlung der
Ausgangskeimzahl der verkeimten unbehandelten Proben und der Uberlebenden
Keime nach der Behandlung kann die logarithmische Keimabtdtung berechnet werden.

mittlerelog Keimredukion = log (Ausgangskenzahl)- log (Endkeimzah)  (Gl. 10)
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Um sicherzustellen, dass bei den photokatalytischen Abt6tungsversuchen von
Mikroorganismen die ermittelten Abbauraten nicht durch photolytische Zersetzung der
Mikroorganismen verfélscht werden, wurden Referenzen mit untersucht. Dazu wurden
Objekttrager verkeimt, die keine photokatalytisch aktiven Schichten hatten. Hierbei
wurde jeweils eine Referenz mit UV-Licht bestrahlt, die andere abgedunkelt. Insgesamt
waren also vier Proben ndétig, um aussagekraftige Ergebnisse zu liefern: eine
unbeschichtete unbelichtete Probe (Ref ub), eine unbeschichtete belichtete Probe (Ref
b), eine titandioxidhaltige unbelichtete Probe (TiO2 ub) und eine titandioxidhaltige
belichtete Probe (TiO2 b).

Der Ablauf der experimentellen Versuche kann folgendem FlieRschema enthommen
werden.

Abbildung 17: Ablauf des Count-Reduction-Tests

3.5.1 Sprihverkeimung

Das Spruhverfahren ist eine komplexe und aufwendige Methode, die eine homogene
und feine Verteilung von Testkeimen auf der Oberflache gewahrleistet [84].



3 Material und Methoden 41

Fur die Spruhverkeimung der Objekttrdger musste die Sporensuspension zunachst
durch Waschen von der Ringerlésung befreit werden, um mogliche Stoérfaktoren wie
Salze und Nahrbodenreste zu entfernen. Dazu wurde die nétige Menge an
Sporensuspension 10 min bei 15100 g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
anschlie3end das Sporenpellet mit der gleichen Menge sterilem destilliertem Wasser
wieder resuspendiert. Dieser Arbeitsschritt erfolgte insgesamt dreimal [85].

In Abh&ngigkeit von der Anfangskeimzahl wurde die Suspension entweder noch durch
Reduktion des Wasservolumens aufkonzentriert oder durch Zugabe von sterilem
Wasser verdiinnt, um eine Konzentration von 10° Keimen zu erhalten. Als Keimdichte
wurden 10° KbE pro Objekttrager gewahlt, um mogliche Zelliiberlagerungen
(Agglomerate) und dadurch Schattenbildungen auf dem Objekttréager zu vermeiden.

Die gereinigte und eingestellte Sporensuspension konnte nun verwendet und in die
Spruhapparatur des IVV (siehe Abbildung 18) einpipettiert werden. Dabei handelt es
sich um eine Zweistoffdise der Fa. Schlick die Uber elektropneumatische
Magnetventile gesteuert wird. Die Suspension wurde in einen sterilen Trichter
Uberflhrt, der durch einen Silikonschlauch mit der Sprihdise verbunden ist. Als
Druckgas wurde inerter Stickstoff benutzt. Mit Hilfe einer Mikrometerschraube und
einer Zeitschaltuhr an der Spruhdise lasst sich der Durchsatz der Suspension regein.
Der Durchmesser des Sprihkegels kann ebenfalls tber eine Luftkappe variiert werden.
Durch eine Anderung des Zerstaubungsdruckes beeinflusst man direkt das
Tropfenspektrum und erreicht so eine gleichmé&Rig feine Verteilung der Suspension auf
dem Substrat.

Abbildung 18: modifizierte Zweistoffdiise

Durch Auflegen einer Schablone auf die Objekttrager wurde lediglich eine Flache von
2x2 cm verkeimt. Die aufgebrachte Menge an Mikroorganismen von 0,001 g wurde
gravimetrisch Uberprift durch Wiegen der gespriihten Mengen auf den Objekttragern.
Um die genaue Anzahl der aufgesprihten Keime festzustellen, wurden bei jedem
Versuch unbehandelte Referenzproben zuriickgelegt und deren Keimzahlen bestimmt
[86].
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3.5.2 Belichtung

Fur die Versuche wurde der UV-A-Strahler Eversun Sunlamp L40/79K (Fa. Osram)
verwendet. Dieser UV-A-Strahler ist eine Schwarzlichtlampe mit einem
Emissionsmaximum bei / = 366 nm. In Abbildung 19 wurde das Emissionsspektrum
des eingesetzten UV-A-Strahlers mit einer Tageslichtlampe (Lumilux Daylight L30W/
860 der Fa. Osram) verglichen.
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Abbildung 19: Vergleich der Emissionsspektren von dem eingesetzten UV-A-Strahler
(blau) und einer Tageslichtlampe (schwarz)

Die Belichtung fand in einer Klimakammer statt, in der man die Temperatur sowie die
relative Luftfeuchte steuern kann. Falls nicht weiter darauf eingegangen wird, so
wurden die Versuche mit einer relativen Luftfeuchte von 45% und einer Temperatur
von 25T durchgefihrt.

Da die verwendete Lampe eine bestimmte Zeit bendtigen um ihre volle Leistung zu
erreichen, musste diese etwa 15 min vor Beginn der Belichtung eingeschaltet werden.

Die Messung der Bestrahlungsstarke der verwendeten Belichtungsquelle wurde mit
einem Kompakt-Array-Spektrometer Modell UV-Il, das einen Spektralbereich von 190-
800 nm hat, durchgefiihrt. Fir die Messung der Bestrahlungsstarke wurden Uber die
Software die notigen Parameter wie Anzahl der Messwertmittelung, Integrationszeit
und zu betrachtender Wellenlangenbereich eingestellt. Eine Dunkelstrommessung
mittels internen Shutter wurde durchgefuhrt. Die Einkoppeloptik wurde an die zu
messende Position, d.h. in dem zu messenden Abstand zur Beleuchtungsquelle
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gebracht und die Messung gestartet. Die Auswertung erfolgte durch graphisches
Auftragen der Bestrahlungsstarke in Abhangigkeit der Wellenlange.

3.5.3 Versuchsauswertung und Darstellung der Ergebn  isse

Nachdem die Proben belichtet wurden erfolgte deren Uberfiihrung in sterile 400 ml
Stomacher-Beutel (Fa. Interscience), die mit jeweils 100 ml steriler Ringerlésung und
0,1% Tween 80 geflllt waren. Die Ringerlosung hat den gleichen osmotischen Druck
wie die Zellen und ermdglicht so das Uberleben subletal geschadigter Keime. Tween
80 ist ein oberflachenaktives Tensid, das die Oberflachenspannung herabsetzt und ein
leichteres Abldsen der Mikroorganismen von den Objekttragern ermdéglicht. Um die
anhaftenden Sporen von der Glasoberflache abzuldsen, wurde der Probentrager von
der AulRenseite der Stomacher-Beutel fir 1 min abgerieben. Mit der so erhaltenen
Keimsuspension konnte nun die Keimzahlbestimmung erfolgen.

Keimzahlbestimmung auf einem Probentrager

Die Keimzahl wird in KbE, also koloniebildenden Einheiten angegeben. Sie beschreibt
die Anzahl der KbE, die unter festgelegten Bedingungen auszahlbare Kolonien bilden.
Je nachdem, welcher Grad der Abtétung durch die Behandlung erreicht wurde, kamen
unterschiedliche Verfahren zur Keimzahlbestimmung zum Einsatz [87].

3.5.3.1 Koch'sches Plattenguf3verfahren

Dieses Verfahren gehért zu den zuverlassigsten Methoden der Keimzahlerfassung. Bei
exakter Durchfiihrung erreicht man eine groBe Genauigkeit und die untere
Nachweisgrenze liegt bei weniger als 10 Keimen pro Gramm oder Milliliter. Dazu legt
man zuerst eine Verduinnungsreihe an. Das Ziel einer Verdinnungsreihe ist, dass die
Anfangssuspension soweit verdinnt wird, dass bei der spateren Kultivierung die
Koloniezahlen auswertbar sind. Die Grenzwerte fir Gul3platten liegen bei 10 bis 300
Keime pro Milliliter.

Zur Durchfihrung wurde 1 ml der geeigneten Verdinnungsstufe mit einer sterilen
Pipette in eine sterile Petrischale gegeben. Anschlielend wurde jeweils 15-20 ml
flussiger, ca. 45C warmer Nahrboden in die Petrisc hale gegossen. Mit kreisenden
Bewegungen in Form einer ,Acht* wurde eine gleichmaRige Durchmischung der
Keimsuspension mit dem N&ahrmedium gewéhrleistet. Um zu verhindern, dass
Kondenswasser beim Bebriten auf den Nahrboden tropft, wurden die Schalen nach
dem Erstarren des Nahrbodens mit dem Deckel nach unten in den Brutschrank
gestellt. Fir eine statistische Sicherheit stellte man pro Verdinnungsstufe drei
GulBplatten her.

3.5.3.2 Membranfilterverfahren

Das Membranfilterverfahren ist ein Verfahren zur mechanischen Anreicherung von
Mikroorganismen aus einer beliebigen Menge eines filtrierbaren
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Untersuchungsmaterials. Dies ist ein relativ einfaches Verfahren und vielseitig
einsetzbar, insbesondere dann, wenn nur wenige Keime in der Probe vermutet werden.

Das Prinzip besteht darin, dass ein bestimmtes Volumen einer Flissigkeit durch einen
Membranfilter mit einer definierten RickhaltegroRe gesaugt wird. Der Filter mit den
zurickgehaltenen Bakterien wird auf einen geeigneten Nahrboden gelegt. Die
Nahrstoffe des Nahrbodens diffundieren in den Filter ein und ermdglichen mikrobielles
Wachstum, welche makroskopisch ausgezahlt werden kdénnen.

Die fur die Keimabtrennung zu verwendenden Filter bestehen meist aus

Cellulosenitrat, Celluloseacetat oder ahnlichen Materialien. Um moglichst alle Keime in

der zu untersuchenden Suspension zu erfassen, wurde hier die PorengréRe von 0,45
m (Fa. Millipore) verwendet.

Abbildung 20: Membranfilteranlage (links), Filter auf Nahrboden (Mitte), Wachstum von
A. niger auf Membranfilter (rechts)

3.5.3.3 Spiralplattenverfahren

Erwartet man hohe Keimzahlen (10*-10° KbE/ml), eignet sich das
Spiralplattenverfahren.

Beim Spiralverfahren mit dem Eddy Jet Spiral Plater (Fa. IUL Instruments) wurden 50
m der zu bestimmenden Suspension durch eine Einmalspritze als Archimedes Spirale
auf eine Agar-Platte aufgebracht. Dadurch erhalt man eine logarithmische Auftragung
mit abnehmender Konzentration pro Wegstrecke.

Auf diese Weise werden drei dezimale Verdinnungsstufen abgedeckt. Nach der
Inkubation sind die Kolonien entlang der aufgetragenen Spirale gewachsen. Die
Auszéhlung der Kolonien erfolgte mit einem automatischen Bildanalysegerat, einem
computergesteuerten Kolonienzéhler. Dieser sogenannte Countermat Flash (Fa. UL
Instruments) fotografiert und detektiert die einzelnen Kolonien auf der bewachsene
Platte. Mit diesen Daten und der Eingabe der jeweiligen Verdinnungsstufe in das
Programm wird die Keimzahl pro Milliliter berechnet.
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Abbildung 21: Bewachsene Spiralplatte mit B. atrophaeus

Ermittlung der Abtdtung und grafische Darstellung

Die Auswertung erfolgte durch Multiplikation des Verdinnungsfaktors mit der
Koloniezahl der bewachsenen Nahrbodenplatte. Von den drei Parallelproben konnte
das arithmetische Mittel X Uber die Werte ermittelt werden.

X

arithm

n +X, 4.
VI hs Bl R R\ (GI.13)
niy n

Nach Berechnung der Keimzahlen auf den Probentragern konnte die logarithmische
Keimreduktion nach Formel (14), die schon in Kapitel 3.5 naher erlautert wurde
ermittelt werden.

mittlerelog Keimredukion = log (Ausgangskenzahl)- log (Endkeimzal) (Gl.14)

Fur die graphische Darstellung der Absterbekinetiken wurde die Keimzahl
logarithmisch Uber der Zeit aufgetragen. Die einzelnen Messpunkte wurden mit Linien
verbunden. Dies soll keinen Kurvenverlauf darstellen, sondern entspricht der tblichen
mikrobiologischen Darstellungsweise. Bei der Untersuchung der Einflussfaktoren
wurde die logarithmische Keimreduktion in Abhangigkeit Uber der Variablen
aufgetragen.

3.6 Untersuchung der Materialeigenschaften

3.6.1 Kontaktwinkelmessung

Die optische Kontaktwinkelmessung erlaubt mit einfachen Mitteln eine genaue
Bestimmung des Benetzungsverhaltens von beliebigen Flussigkeiten an Festkérpern.
Dies wurde mit Hilfe des Kontaktwinkel-MeRsystems G2 der Fa. Kriiss ermittelt. Durch
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Anlegen einer Tangente an dem Punkt, wo der aufgesetzte Flissigkeitstropfen die
Festkorperoberflache und die Umgebungsphase (meist Luft) berlhrt, wird der
Kontaktwinkel  Ubermittelt. Dieser nimmt ab mit zunehmender Benetzbarkeit des
Festkorpers entsprechend der Young-Gleichung (siehe Kapitel 2.1.4) [88].

Abbildung 22: Prinzip der Kontaktwinkelmessung

3.6.2 Schichtdicke

Die Bestimmung der Schichtdicke erfolgte mit dem Profilometer Dektak 6mm Stylus
Profiler (Fa. Veeco) durch mechanisches Abtasten der Probe. Fir die Messung wurde
die Probe auf einem mit Justierradern positionier- und neigbaren Probenteller platziert.
Nachdem die Probe horizontal zur Scanrichtung ausgerichtet war, erfolgte der
Scanvorgang. Dabei wird eine Diamantnadel mit konstanter Auflagekraft und
Geschwindigkeit von einer beschichteten Stelle Uber die Schichtkante zu der
unbeschichteten Seite bewegt (Abbildung 23).

Abbildung 23: Prinzip der Schichtdickenmessung

Die Auslenkungen der Nadel werden dann in einem Graphen angezeigt. In Abbildung
24 sieht man ein uber der von der Nadel zurtickgelegten Strecke dargestelltes
Oberflachenprofil. Bei 300 nm ist deutlich die Schichtkante zu sehen. Uber Marker, mit
denen vor und nach der Kante die Mittelwerte der Auslenkungen berechnet werden,
kann die Schichtdicke abgelesen werden [89].

Da zur Schichtdickenmessung ein Substrat benétigt wird, das nur zum Teil mit der
Titandioxidschicht bedeckt ist, musste vor der Untersuchung ein Atzen der Probe mit
einem Gemisch aus Flu3sédure, Salpetersaure und Wasser erfolgen.



3 Material und Methoden

47

Abbildung 24: Oberflachenprofilverlauf gemessen mit Dektak 6mm Stylus Profiler
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4  Ergebnisse und Diskussion

Das vorliegende Kapitel beschreibt und bewertet die Ergebnisse aus den
Untersuchungen zur antimikrobiellen Wirksamkeit der hergestellten
Titandioxidschichten. Dabei wurden Abt6tungsversuche durchgefuhrt, wobei der
Einfluss ausgewdahlter Parameter auf die antimikrobielle Wirkung untersucht wurde. Im
Rahmen der Experimente wurden verschiedene Bestrahlungsstarken, Keimdichten,
relative Luftfeuchten und verschiedene Testkeime betrachtet. Darliber hinaus erfolgte
die Bestimmung der Kontaktwinkel der hergestellten Titandioxidoberflachen vor und
nach Belichtung und die Schichtdickenmessung.

4.1 Schichten hergestellt mittels Sol-Gel-Verfahren

4.1.1 Bestimmung der antimikrobiellen Effizienz

Die antimikrobielle Wirkung der durch die Sol-Gel-Methode hergestellten Schichten
wurde durch Entkeimungsversuche mit dem Luftkeim K. rhizophila ermittelt. Dazu
wurde der Testkeim mittels Sprihverfahren auf die Trager aufgebracht und
anschlieRend fir definierte Zeitintervalle (4h, 8h, 11h und 24h) mit einem UV-A-
Strahler belichtet. Die Abtotungsrate wurde durch eine Keimzahlbestimmung detektiert
und als Kinetik dargestellt.
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Abbildung 25: Absterbekinetik von K. rhizophila nach der Sol-Gel-Methode
(Ausgangskeimzahl: ca. 10° KbE/OT; Bestrahlung: UV-A-Strahler; Temperatur: 25C;
relative Luftfeuchte: 45%)

Bei Betrachtung der Ergebnisse zeigt sich deutlich die Wirkung der belichteten
Titandioxidschicht im Vergleich zu den Referenzen. Nach einer vierstiindigen UV-A-
Belichtung sank die Anzahl Uberlebender Keime um etwa 3 Zehnerpotenzen auf
ungefahr 100 Keime. Innerhalb der nachsten 20 h konnte die Keimzahl lediglich bis auf
10 Keime pro Objekttrager reduziert werden.

Der Verlauf der drei Proben Ref ub, Ref b und TiO2 ub ist sehr &hnlich. Die Keimzahl
pro Objekttrager wurde innerhalb 24 h nur geringfligig um eine halbe Zehnerpotenz bei
Ref ub und bei den anderen um eine Zehnerpotenz reduziert. Diese Abnahme kdnnte
durch eine unregelmafige Sprihverkeimung oder durch Verluste durch Austrocknung
erklart werden. Da die logarithmische Keimreduktion der belichteten Referenzprobe
gleich der der unbelichteten Proben ist, kann ein Absterben der Keime durch die
Lichteinwirkung des UV-A-Strahlers ausgeschlossen werden.

Bei der TiO,-Probe lasst sich ein zweiphasiger Abtdtungsverlauf der belichteten
Titandioxidprobe erkennen wie er zum Beispiel bei KESSLER beschrieben wird [90]. Es
zeigte sich eine schnelle Reduktion zu Beginn und eine verlangsamte Inaktivierung im
weiteren Verlauf der Kinetik. Eine Anhdufung von Zellen (Agglomeraten) auf dem
Objekttrager konnte die antimikrobielle Wirkung verlangsamen, da sich die Zellen
gegenseitig vor Radikalen schiitzen. KESSLER nimmt an, dass dieser Verlauf auf
Mischungen von Keimen unterschiedlicher Resistenz zurtickzufihren sein kdnnte.
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Bei den untersuchten Titandioxidschichten konnte eine viel hthere Abt6tung der Keime
als bei den belichteten Referenzen erzielt werden. Daher lasst sich die Keimreduktion
der belichteten Titandioxidschicht ausschliel3lich auf die durch Photokatalyse
ausgeloste antimikrobielle Wirkung zurtckzufihren.

4.1.2 Einflussfaktoren auf die antimikrobielle Effi zienz

Im folgenden Abschnitt wurden verschiedene mogliche Einflussfaktoren der
Behandlung variiert, um deren Auswirkung auf die antimikrobielle Wirkung zu
untersuchen.

41.2.1 Einfluss der Keimzahl

Zur Erzeugung der Photokatalyse wird Licht benétigt. Es soll getestet werden, ob
verschiedene Keimdichten auf den Objekttragern die antimikrobielle Wirkung auf den
Titandioxidschichten beeinflussen. Fir die Untersuchung hinsichtlich des Einflusses
der Keimzahl auf die antimikrobielle Wirkung der Schichten wurde durch
Aufkonzentrieren oder Verdiinnen der Sprihldsung die Keimzahl auf den Objekttragern
verandert. Die Proben wurden fur 4 h im Klimaschrank mit einem UV-A-Strahler
belichtet und anschliel3end ausgewertet.

I Ref ub
[ Refb
EE TiO2 ub
47 B TiO2 b

log. Keimreduktion

le+4 le+5 le+6 le+7

Keimzahl auf Objekttragern

Abbildung 26: logarithmische Keimreduktion in Abhangigkeit der Keimzahl auf den
Objekttragern (Belichtung: 4h; Bestrahlung: UV-A-Strahler, Temperatur: 25<C; relative
Feuchte: 45%)
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In  Abbildung 26 sind die Ergebnisse mit unterschiedlichen Keimzahlen
zusammengefasst. Bei dem durchgefihrten Versuch konnte nur mit einer Keimzahl
von 10° KbE pro Objekttrager die antimikrobielle Wirkung der belichteten
titandioxidhaltigen Oberflache nachgewiesen werden (ca. 3,5 Zehnerpotenzen). Die
belichteten und unbelichteten Referenzproben und die unbelichtete Titandioxidprobe
wiesen lediglich eine Keimreduktion einer halben Zehnerpotenz auf.

Bei der Durchfithrung des Versuchs mit einer Keimzahl von 10* KbE pro Objekttrager
konnte die Wirkung des belichteten Titandioxids nicht bestimmt werden. Die belichtete
Referenzprobe wies die gleiche Abnahme der Keime auf, wie die belichtete
Titandioxidprobe. Somit kénnte die Abtétung der Keime auf den Oberflachen durch die
Wirkung des UV-A-Strahlers zustande gekommen sein. Es wird angenommen, dass
sich die Keime stark vereinzelt auf der Oberflache befinden, sodass die Strahlung von
allen Seiten auf die Keime eintreffen und sie dadurch inaktivieren kann. Dabei kdnnte
es sich um einen Ausrei3er handeln, da nur eine Einzelmessung durchgefuhrt wurde.

Die Versuchsdurchfilhrungen mit Keimzahlen von 10° und 10" KbE pro Objekttrager
lassen zeigen, dass keine antimikrobielle Wirkung stattgefunden hat. Da eine kleine
Flache von 2x2cm sehr hoch verkeimt wurde, kann es zu einer starken Uberlagerung
der Keime kommen. Dies kénnte bedeuten, dass die UV-A-Strahlung nicht auf die
Titandioxidschicht auftreffen kann, es zu keiner Photokatalyse kommt und somit keine
Radikale gebildet werden kdnnen. Gleichzeitig wirde auch die Wirkung des UV-
Strahlers abgeschwacht werden.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass es ein Optimum an Keimen fir die
Photokatalyse gibt. Mit diesem Versuch konnte der Keimgehalt von ca. 10° KbE pro
Objekttrager als Grenzwert fir die einsetzende photokatalytische Wirkung
herausgefunden werden.

4.1.2.2 Einfluss der relativen Luftfeuchte

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde der Einfluss der relativen Luftfeuchte auf die
antimikrobielle Wirkung untersucht. Ziel war es die Wirkung durch Veranderung der
Radikalchemie zu steigern. Um den Einfluss der relativen Luftfeuchte auf die
Photokatalyse zu untersuchen, wurden verschiedene relative Luftfeuchten in einer
Klimakammer eingestellt.
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Abbildung 27: Einfluss der relativen Luftfeuchte auf die logarithmische Keimreduktion
(Ausgangskeimzahl: ca. 10° KbE/OT; Belichtung: 4 h; Bestrahlung: UV-A-Strahler;
Temperatur: 25C)

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die Belichtung der Titandioxidschichten, die
in einer Atmosphédre von 85% relativer Luftfeuchte bei 25T belichtet wurden, die
hochste Abtotung der Keime (5,2 Zehnerpotenzen) ergab. Deutlich geringer war die
Reduktion der Keime auf den Titandioxidschichten, die bei einer relativen Luftfeuchte
von 15% belichtet wurden. Wurde eine relative Luftfeuchte von 45% eingestellt, wurde
die Keimzahl um 3,3 Zehnerpotenzen reduziert. Die Keimreduktionen der belichteten
und unbelichteten Referenzprobe und der unbelichteten Titandioxidprobe betrugen
lediglich eine halbe Zehnerpotenz. Das Verhalten dieser drei Proben unterlag keinen
signifikanten Anderungen der Abt6tungskinetik in Kapitel 4.1.1.

Die Ergebnisse zeigen, dass es einen Zusammenhang zwischen der relativen
Luftfeuchte und der antimikrobiellen Wirkung gibt. Je hoher die relative Luftfeuchte,
desto hoher die logarithmische Keimreduktion. Das in der Umgebung vorhandene
Wasser wird durch die stattfindende Photokatalyse zu Hydroxyl-Radikalen oxidiert.
Diese auf der Oberflache gebildeten Radikale sind aufgrund ihrer hohen
Elektronegativitat starke Oxidantien. Sie sind in der Lage die Keime anzugreifen, DNA-
Einzelstrangbruche zu verursachen oder die Lipidperoxidation einzuleiten. Durch diese
Mechanismen werden die Mikroorganismen abgetdtet. Je hdher die relative
Luftfeuchte, desto mehr Radikale kdnnen gebildet werden, die zur Oxidation der
Mikroorganismen fuihren. Eine Messung der Konzentration an Hydroxyl-Radikalen
erfolgte nicht.
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4.1.2.3 Einfluss der Bestrahlungsstarke

Fur die Untersuchung hinsichtlich des Einflusses der Bestrahlungsstarke auf die
antimikrobielle Wirkung der Schichten, wurde der Abstand der Proben zur Lichtquelle
verandert (15 cm, 35 cm und 55 cm). Fir die Bestimmung der Bestrahlungsstarke
wurden die Emissionsspektren absolut mit einem Kompakt-Array-Spektrometer
gemessen.
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Abbildung 28: Vergleich der Emissionsspektren des UV-A-Strahlers flr
unterschiedliche Abstande; aufgenommen mit Kompakt-Array-Spektrometer

Die Emissionsspektren des UV-A-Strahlers fur die drei Probenabsténde zur Lichtquelle
sind in Abbildung 28 dargestellt. Die Bestrahlungsstarken weisen sehr unterschiedliche
Maxima in dem fir die Photokatalyse wichtigen UV-A-Bereich auf. So ist die
Bestrahlungsstéarke bei einem Abstand von 55 cm (0,027 W/m?) nur etwa ein Viertel so
grol3, wie die Bestrahlungsstarke bei einem Abstand von 15 cm (0,113 W/m?). Die
Bestrahlungsstarke, die mit einem Abstand von 35 cm (0,049 W/m?) auf die Proben
auftrifft ist ca. 50% geringer als die der Bestrahlungsstarke mit 15 cm Abstand.

Die Gesetzmaligkeit hierfur liegt in dem quadratischen Abstandsgesetz. Es beschreibt
den Betrag der Abnahme der Bestrahlungsstarke (oder einer anderen physikalischen
Prozessen wie z.B. Radioaktivitat) in Abhangigkeit von der Entfernung zu einer
punktférmigen Strahlungsquelle. Das quadratische Abstandsgesetz beschreibt die
Flachen gleicher Bestrahlungsstarke um eine solche punktférmige Strahlenquelle als
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konzentrische Kugeloberflache. Daraus ergibt sich folgende Beziehung zwischen
Bestrahlungsstarke und Abstand r von der Lichtquelle.

BestrahIurtyssteirke~i2 (Gl.15)
r

Bei der verwendeten Leuchtstoffrohre kann von einer linearen Strahlenquelle
ausgegangen werden. Daraus ergeben sich Flachen gleicher Bestrahlungsstarken um
die Leuchtstoffrohre in Form von Zylindermantelflachen. Dadurch ergibt sich Gleichung
16 [91].

BestrahIurtyssteirke~i (Gl.16)
r
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Abbildung 29: logarithmische Keimreduktion in Abhangigkeit des Probenabstands zur
Lichtquelle und der Bestrahlungsstarke (Ausgangskeimzahl: ca. 10° KbE/OT;
Belichtung: 4 h; Bestrahlung: UV-A-Strahler; Temperatur: 25T; relative Luftfeuchte:
45%)

Die Untersuchungsergebnisse der drei Versuche sind in Abbildung 29 dargestellt. In
allen drei Versuchen kam es zu einer antimikrobiellen Wirkung der belichteten
Titandioxidschichten. Bei einem Probenabstand von 15 cm zur Lichtquelle zeigte sich
die hdchste antimikrobielle Wirkung, die bei einer logarithmischen Keimreduktion von
4,1 Zehnerpotenzen lag. Die Versuche mit den Abstanden von 35 cm und 55 cm
zeigten hinsichtlich der antimikrobiellen Wirkung keine Unterschiede. Nach 4 h
Belichtung konnte die Keimzahl durch die photokatalytische Aktivitat von 10° auf 102
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KbE pro Objekttrager reduziert werden. Obwohl die Bestrahlungsstarke mit
abnehmendem Probenabstand zunimmt (siehe Abbildung 28), ist der Unterschied der
antimikrobiellen Wirkung zwischen den Proben nicht signifikant.

So liegt die Vermutung nahe, dass die Bestrahlungsstarke keinen grof3en Einfluss auf
die logarithmische Reduktion der Keime hat. Um die Bandliicke zu Gberwinden und so
die photokatalytische Reaktion zu ermdglichen muss eine bestimmte Energie auf die
Titandioxidschicht eingebracht werden. Die Bestrahlungsstarken von 0,049 W/m? und
0,027 W/mz reichten in diesen Versuchen aus, um die Photokatalyse einzuleiten. Die
durchgefuhrten Versuche zeigten auch, dass bei einem sehr hohen Energieeintrag von
0,113 W/mz keine signifikante Verbesserung der Keimabtdtung erreicht werden konnte.
Es wird daher angenommen, dass ab einer bestimmten Bestrahlungsstarke die
photokatalytische  Wirkung einsetzt, Radikale gebildet wurden und die
Mikroorganismen abgebaut werden konnten. Die belichteten Referenzen
unterscheiden sich nur geringfigig in ihrem Verhalten in Abhangigkeit der
Bestrahlungsstarken. Mit zunehmender Bestrahlungsstarke kann eine ansteigende
Abtoétung der Keime durch den UV-Strahler verzeichnet werden. Bei 15 cm wurden die
Keime auf der belichteten Referenzprobe um 1,2 Zehnerpotenzen reduziert, bei 35 cm
Abstand betrug die Abtdétung 1 Zehnerpotenz und bei 55 cm Abstand wurde die
Keimzahl pro Objekttrdger lediglich um 0,3 Zehnerpotenzen gesenkt. Bei den
belichteten Referenzproben kann ein moglicher Einfluss der UV-A-Strahlung erkannt
werden.

4.1.2.4 Unterschiedliche Testkeime

Als weitere mdgliche Luftkontaminanten neben K. rhizophila wurden die Sporen von B.
atrophaeus und A. niger fur die Abtotungsversuche getestet. Die Ergebnisse der
Abtotungsversuche der Keime sind in Abbildung 30 dargestellt.
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Abbildung 30: Vergleich der logarithmischen Keimreduktionen verschiedener Keime
(Ausgangskeimzahl: ca. 10° KbE/OT; Belichtung: 4 h; Bestrahlung: UV-A-Strahler;
Temperatur: 25%C; relative Luftfeuchte: 45%)

Die Bakterienzellen von K. rhizophila konnten durch die Photokatalyse besser
inaktiviert werden als die Sporen. Nach einer vierstiindigen Belichtung konnte die
Keimzahl um 3,3 Zehnerpotenzen reduziert werden.

Die Versuche mit den Sporen fihrten hingegen bei dem untersuchten
Belichtungszeitraum zu keiner signifikanten Abtétung durch die Photokatalyse. Obwohl
A. niger empfindlich gegeniber Oxidationen ist, konnte keine antimikrobielle Wirkung
der Titandioxidschichten auf die Sporen verzeichnet werden. Auch bei dem Testkeim
B. atrophaeus fand eine nicht signifikante Abnahme der Keimzahl statt.

Die Begriindung fiir das Uberleben der Sporen liegt vermutlich in dem komplexen
Aufbau ihrer Sporenhiille. Diese ist weniger anfallig gegentber den Angriffen der
reaktiven Radikale. Somit weisen die beiden Teststdmme B. atrophaeus und A. niger
eine hohere Resistenz auf als der Keim K. rhizophila. Es besteht aber durchaus die
Mdglichkeit, dass die Sporen eine langere Behandlung nicht Uberleben, was in dieser
Arbeit jedoch nicht untersucht wurde.
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4.1.3 Charakterisierung der erzeugten Schichten

4.1.3.1 Oberflachenaktivitat

Fur die Bestimmung der Oberflachenaktivitdt der hergestellten Titandioxidschichten
wurde der Wasserkontaktwinkel bestimmt. Nach einer Bestrahlungsperiode von 4 h
wurde der Kontaktwinkel gegenidber Wasser ermittelt. Zum Vergleich wurden
Kontaktwinkel unbelichteter Schichten gemessen.

70
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Abbildung 31: Gegenuberstellung der Wasserkontaktwinkel bei belichteten (4 h) und
unbelichteten Titandioxidschichten

In Abbildung 31 sind die Kontaktwinkel belichteter und unbelichteter Proben aufgezeigt.
Die unbestrahlten TiO,-Oberflachen weisen einen Kontaktwinkel von 50-60° auf, d.h.
Wasser bildet Tropfen auf der Oberflache. Nach Bestrahlung mit UV-A-Licht wurde die
Oberflache vollig benetzend, was einem Kontaktwinkel von ca. 10° entspricht. Die
Zustande sind in Abbildung 32 dargestellt. Die Abnahme des Wasserkontaktwinkels ist
somit auf die photoinduzierte Hydrophilie zurtickzufiihren. Auf der Oberflache kommt
es zur Ausbildung metastabiler Oberflachengruppen, da die Titanatome in der Schicht
mit dem Wasser aus der Luft reagieren. Dadurch entstehen auf der Oberflache
Hydroxid-Gruppen, die die Oberflache hydrophil machen [92].
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Abbildung 32: Aufnahme eines Wassertropfens auf einer TiO,-Oberflache im
unbeleuchteten Zustand (links) und im hydrophilen Zustand nach vierstindiger UV-A-
Belichtung (rechts)

Die Abnahme des Kontaktwinkels fuohrt somit zur Bildung eines geschlossenen
Wasserfilms auf der Oberflache. Dieser Wasserfilm kann zur Erleichterung der
Reinigung beitragen, indem er den auf der Oberflache anhaftenden Schmutz I6st und
ihn leichter wegspult. Dadurch ergeben sich Vorteile in der Reinigung, die in Kapitel
2.2.3 beschrieben wurden.

4.1.3.2 Schichtdickenmessung

Die Messung der hergestellten Sol-Gel-Schichten ergab eine Schichtdicke von 3 um.
Da die Schichten durch finfzehnmaliges Tauchbeschichten erzeugt wurden, kann die
durchschnittliche Dicke einer einfachen Schicht somit auf ungefdhr 0,2 um festlegt
werden. YOKO et al. geben eine optimale Schichtdicke von 1 um an. Sie beschreiben
eine Abnahme der Filmresistenz mit zunehmender Anzahl an Schichten. Die
Bestandigkeit der erzeugten Schichten war jedoch in dieser Arbeit nicht wichtig und
wurde daher auch nicht gemessen [93]. Die hergestellten Schichten weisen bei dieser
Schichtdicke eine antimikrobielle Wirkung bei UV-Belichtung auf.

4.2 Herstellung der Schichten mittels neuer Methode

Trotz vieler Vorzige des Sol-Gel-Verfahrens wurde versucht eine einfachere und
kostengiinstigere Methode zur Erzeugung funktioneller Schichten zu entwickeln.
Hierbei wurde das photokatalytisch aktive P25 mit einem Tragermaterial x vermischt
und auf die Glastrager aufgebracht.

Die photokatalytische Wirkung der hergestellten Schichten wurde durch
Entkeimungsversuche mit dem Luftkeim K. rhizophila ermittelt. Der Ablauf des
Versuchs wurde wie in Kapitel 3.5 durchgefuhrt.
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Abbildung 33: Inaktivierungskinetik von K. rhizophila mittels neuer Methode (5% TiO,
und 100T; Ausgangskeimzahl ca. 10° KbE/OT; Bestrahlung mit UV-A-Strahler;
Temperatur: 25C; relative Luftfeuchte: 45%)

Aus Abbildung 33 geht hervor, dass die nach der eigenen Methode hergestellte Schicht
eine photokatalytische Wirkung bei Belichtung aufweist. Es tritt hier ebenfalls ein
zweiphasiger Abtétungsverlauf auf, der zuerst eine rapide, dann eine langsame
Inaktivierung der Keime hat. Bei einer Ausgangskeimzahl von 10° KbE/OT waren
bereits nach vierstiindiger Belichtung mehr als 99,9% der Bakterienzellen inaktiviert
und damit nicht mehr vermehrungsfahig. Das entspricht nach 4 h Belichtung einer
logarithmischen Keimreduktion von 3,3 Zehnerpotenzen. Von den vor der
Untersuchung aufgetragenen ca. 100.000 Bakterien war nach spatestens 24 h UV-A-
Bestrahlungszeit keine Zelle mehr vermehrungsfahig.

Die beiden Referenzproben zeigen auch hier einen ahnlichen Kurvenverlauf auf, wobei
die Keimzahl nach Belichtung nur um etwa eine halbe Zehnerpotenz abnimmt.

Auffallig in dieser Abbildung ist der Verlauf der unbelichteten Titandioxidprobe, deren
Keimzahl ebenfalls erheblich sinkt. Da fur die Photokatalyse Licht erforderlich ist, lasst
sich der Abfall des Keimgehalts auf dem Objekttrager zurzeit noch nicht erklaren. Es
missen weitere Versuche durchgefihrt werden, um das Verhalten deuten zu kénnen.
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Abbildung 34: logarithmische Keimreduktion in Abhangigkeit unterschiedlich
hergestellter Titandioxidschichten (Ausgangskeimzahl ca. 105 KbE/OT, 4 h Belichtung
mit UV-A-Strahler, Temperatur: 25<C; relative Luftf euchte: 45%)

Obwohl die Schichten auf vier verschiedene Arten erzeugt wurden, konnte kein grof3er
Unterschied zwischen der antimikrobiellen Wirkung der Proben erkannt werden. Auch
in Abbildung 34 stellt sich die Frage nach dem Verhalten der unbelichteten
Titandioxidschichten. Es kommt auch hier zu einer erhohten Keimreduktion. Die
Versuche zeigen, dass eine Erhdhung der Konzentration des TiO, zu keiner
verbesserten antimikrobiellen Wirkung fiihrt. Ebenso lassen die verschiedenen
Temperaturen keine Aussagen Uber den Einfluss auf die antimikrobielle Wirkung zu. Es
missen noch weitere Untersuchungen zum Verstandnis des Verhaltens durchgefiihrt

werden.
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Abbildung 35: Vergleich der logarithmischen Keimreduktionen mit dem Sol-Gel-
Verfahren und mit der neuen Methode (nheue Methode: 5% und 100<C;
Ausgangskeimzahl ca. 105 KbE/OT; Bestrahlung mit UV-A-Strahler; 25C; 45% rel.
Luftfeuchte)

Die antimikrobielle Wirkung der hergestellten Schichten beider Verfahren wurde in
Abbildung 35 miteinander verglichen. Es konnten sowohl durch die Sol-Gel-Methode
als auch durch die neue Methode Schichten hergestellt werden, die bei Belichtung
antimikrobielle Eigenschaften haben. Die unbelichtete Titandioxidschicht in der neuen
Methode weist ein anderes Verhalten als die unbelichtete Titandioxidschicht in der Sol-
Gel-Methode auf. Da die Titandioxidschicht ohne Belichtung schon eine Keimreduktion
aufweist stellt sich die Frage, ob die TiO,-Oberflachen der neuen Methode schon ohne
Belichtung eine antimikrobielle Wirkung aufweisen. Um diese Frage beantworten zu
konnen, sind weitere Versuche erforderlich.
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5  Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel der vorliegenden Arbeit umfasste die Herstellung antimikrobiell wirksamer
Titandioxidschichten auf Glastrdgern mittels Sol-Gel-Verfahren und einer eigenen
Methode sowie die Identifizierung und Evaluierung mdoglicher Einflussfaktoren. Dabei
wurden die Parameter Bestrahlungsstarke, Keimzahl, relative Luftfeuchte und
unterschiedliche Testkeime variiert. Um die Schichten charakterisieren zu kdnnen

wurden sowohl der Wasserkontaktwinkel als auch die Schichtdicke bestimmt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die hergestellten Schichten
nach dem Sol-Gel-Verfahren durch UV-A-Belichtung eine antimikrobielle Wirkung
aufweisten. Nach einer vierstiindigen Belichtung konnte bei dem Luftkeim K. rhizophila
eine Abtotung um etwa 3 Zehnerpotenzen erzielt werden. Bei den anderen Proben
konnte lediglich eine Abtétung um 0,5 bis 1 Zehnerpotenz festgestellt werden. Eine
Verlangerung der Belichtungszeit fihrte zu einer langsamen Abtdtung entsprechend
eines zweiphasigen Verlaufs. Es ware durchaus denkbar, dass es sich hierbei um
Auswirkungen von Zellagglomeraten auf der Oberflache der Proben oder um
Resistenzunterschiede innerhalb der Mikroorganismenpopulation handelt. Eine weitere
Erklarung konnte auch auf die vorhandenen Restkeime auf der Rickseite
zuriickzufuihren sein. Durch die Versuche hinsichtlich verschiedener Einflussfaktoren
auf die antimikrobielle Effizienz lassen sich mehrere Aussagen treffen. Es konnte
herausgefunden werden, dass die Keimzahl pro Objekttrager eine entscheidende Rolle
spielt. Im Falle einer Keimzahl von 10°> KbE pro Objekttrager wurde der Grenzwert fiir
die einsetzende Photokatalyse bestimmt. Weicht die Keimzahl auf den Tragern von
diesem Wert ab, konnte keine Photokatalyse und somit keine antimikrobielle Wirkung
der Schichten nachgewiesen werden. Nach Durchfihrung von Experimenten mit
unterschiedlichen Luftfeuchten konnte ein Zusammenhang zwischen der
antimikrobiellen Wirkung und der relativen Luftfeuchte erkannt werden. Die Versuche
haben gezeigt, dass die héchste Inaktivierung bei 85% relativer Luftfeuchte erreicht
wurde. Denkbar ist, dass eine hohere Luftfeuchte wahrend der Belichtung der
Titandioxidschichten wahrscheinlich zu einer grof3eren Anzahl an reaktiven Radikalen
fuhrt, die die antimikrobielle Wirkung steigern und somit zu einer ho6heren
logarithmischen Keimreduktion fihren. Durch Variation der Bestrahlungsstéarke konnte
kein signifikanter Unterschied der antimikrobiellen Wirkung der Proben erkannt werden.
Bei einer geringen Bestrahlungsstarke konnte eine Keimreduktion von 3,3
Zehnerpotenzen und bei einer hoheren Bestrahlungsstarke eine Reduktion der Keime

um 4,1 Zehnerpotenzen erreicht werden. Anhand dieser Ergebnisse liegt die
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Vermutung nahe, dass trotz Belichtung mit sehr hohen Bestrahlungsstarken keine
signifikante Verbesserung der antimikrobiellen Wirkung zustande kommen kann. Die
Versuche unter Einsatz verschiedener Sporen ergaben keine Abtdtung. Die
bakteriellen Endosporen und die Konidiosporen scheinen daher widerstandsfahiger
gegeniuber einer Behandlung auf titandioxidhaltigen Schichten als die vegetativen
Zellen zu sein. Dies ist sicherlich auf die komplexe Struktur der Sporen
zurlckzufiihren. Da diese Sporen Uberall vorkommen und daher in der
Lebensmitteloranche  als  Verderbniserreger  relevant  sind, muss  die
Entkeimungseffizienz auf diese Mikroorganismen optimiert werden. Es kdnnte versucht
werden die Abtotungseffizienz Uber eine erhdhte relative Luftfeuchte oder Uber eine

langere Behandlungsphase zu erhéhen.

Die Charakterisierung der erzeugten Schichten erfolgte zum einen durch die Messung
der Oberflachenaktivitéat als auch durch die Schichtdickenmessung. Die erzeugten
Schichten weisen in Abhangigkeit der Belichtung einen Wechsel der Benetzbarkeit auf.
Nach vierstindiger Belichtung mit UV-A-Licht bildeten die Titandioxidschichten
Wasserkontaktwinkel von etwa 10°aus. Dabei kam es zur vollstandigen Benetzung der
Oberflache, was dem hydrophilen Zustand entspricht. Lagerte man die
Titandioxidschichten im Dunkeln ergaben die Kontaktwinkel gegeniiber Wasser =50°
Das Wasser bildete dabei Tropfen auf der Oberflache. Die Hydrophilie kommt
zustande, indem auf der Oberfliche metastabile Oberflachengruppen ausgebildet
werden. Die Schichten, die durch funfzehnmaliges Tauchbeschichten erzeugt wurden

ergaben eine Schichtdicke von 3 pm.

Obwohl die hergestellten Schichten durch die Sol-Gel-Methode bei Belichtung
antimikrobielle Wirkung gegeniiber Mikroorganismen aufweisen wurde versucht eine
neue Methode zu entwickeln, die kostengiinstiger und einfacher ist. Dabei wurde unter
anderem das kommerziell erhaltliche Titandioxidpulver (P25) verwendet. Die
Ergebnisse mit der neuen Methode hergestellten Schichten sind nachfolgend
beschrieben. Der durch KESSLER beschriebene zweiphasige Abtdtungsverlauf lasst
sich auch hier feststellen. Insgesamt konnte auf den Schichten eine antimikrobielle
Wirkung nachgewiesen werden, die zu einer logarithmischen Keimreduktion von 3
Zehnerpotenzen fuhrte. Aufféllig in diesen Versuchen gestaltete sich das Verhalten der
unbelichteten Titandioxidschicht. Hier kam es ebenfalls zu einer signifikanten
Keimreduktion. Daher stellt sich die Frage, ob die Schicht, die durch die neue Methode
hergestellt wurde ohne jegliche Belichtung antimikrobiell wirksam sein kénnte. Die
Herstellung der Schichten wurde in Bezug auf prozentualen Anteil an Titandioxid und
Trocknungstemperatur variiert. Obwohl der Gehalt an aktivem Titandioxid in den

Schichten zwischen 2% und 5% verandert wurde konnten keine Erh6hung der
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Keimreduktion durch erhdhte Anteile festgestellt werden. In dieser Arbeit wurden keine
mechanisch-chemischen Untersuchungen der Titandioxidoberflachen durchgefuhrt. Es
missen noch weitere Experimente hinsichtlich der neuen Methode durchgefiihrt

werden, um genauere Aussagen und deren Zusammenhange zu erhalten.

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die photokatalytische Wirkung von
Titandioxid in Kombination mit Lichteinstrahlung das Potential hat auf Oberflachen von
Abfillanlagen, Maschinenteilen und Férderbandern eingesetzt zu werden. Oberflachen
in der lebensmittelverarbeitenden Industrie sind oftmals von hartnackigen
Produktriickstanden und Schadkeimen befallen. Durch den Einsatz titandioxidhaltiger
Oberflachen kénnten organische Substanzen durch die Radikalchemie kontinuierlich
abgebaut werden. Auflerdem kénnte die Ausbildung der hydrophilen Oberflache
Anlagerungen verhindern und zu einer schnelleren Abtrocknung der Flachen fihren.
Um eine Erleichterung der Reinigung von Anlagenteilen durch Titandioxidoberflachen
auf industrielle Zwecke Ubertragen zu konnen missen weitere Untersuchungen

angestrebt werden.

Im Hinblick auf die weitere Erforschung der antimikrobiellen Oberflachen hat sich im
Rahmen dieser Arbeit eine Vielzahl an neuen Aufgaben ergeben. Da sich A. niger und
B. atrophaeus als besonders resistent gegentiber den Untersuchungen erwiesen, sollte
der Fokus der Testkeime besonders auf die Sporenbildner gerichtet werden. Fir eine
industrielle Anwendung ist neben dem Nachweis der Wirksamkeit entscheidend, dass
die Besténdigkeit der erzeugten funktionellen Schichten gewahrleistet ist. Daftir muss
sowohl die neue Methode als auch die Sol-Gel-Methode mechanisch-chemisch

untersucht werden.
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