Materialeinfliisse bei der Abtotung von Bakterien

durch metallisches Kupfer

Dissertation

zur Erlangung des Grades des Doktors der Ingenieurwissenschaften
der Naturwissenschaftlich-Technischen Fakultat I1I

Chemie, Pharmazie, Bio- und Werkstoffwissenschaften der

UNIVERSITAT
DES
SAARLANDES

vorgelegt von: Michael Hans

Saarbriicken

2015



Tag des Kolloquiums: 25.06.2015

Dekan: Prof. Dr. Dirk Biahre

Berichterstatter: Prof. Dr. Frank Miicklich
Prof. Dr. Eduard Arzt

Vorsitz: Prof. Dr. Guido Kickelbick

Akad. Mitarbeiter: Dr. Frank Aubertin



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
Inhaltsverzeichnis i
Danksagung iii
Kurzfassung \%
Abstract vi
Liste der verwendeten Abkiirzungen und Symbole vii
Einleitung 1
1. Bedrohung durch InfektionSKrankheiten . ... eessessses e ssesssssssssesssesnees 1
2. Antimikrobielle Werkstoffe zur InfektionSpravention ... 2
3. FOKUS UNd AUTDAU eI ATDEIt. o iuieieereeereeesresseseere e sssess e sssses s s sssess s ssssssssssssssssssssesssees 4

Grundlagenteil

Bakteriologie 7
/11 Y030 TP 7
2. KIASSIHIZIEIUNG . iereeereeeeeesreesseese s ssesssees s ssssss s es e s s e s s R R b s 9
S 100015 00 = 00 1 0 1) o 0 0V =Ty PP 11
Methoden 12
1. Kultivierung von BaKEEIIEI ...t sesssssssessssssesssssss s sess st sessssssssssssssssssas 12
2. Evaluation der antibakteriellen WirkUng......oeeeeereesnseesmeesseesssessessessesssesssesssssssssssssessesens 13
200 B & 03540121 o) ] PP O 14
2.2 Lebend/Tot-FArDUNG ... reeeeeeereeseiecssseset s senssee s s ssse s st s s 14
2.3 WaACKSTUIMSTEST. .. ieueeceeeereessetecssesseesesssessenssee s s b bsse s e sse bbb a s bR st s bbbt es 15
2.4 ADEOTUNGSTEST cooreureereerecrreessees s seeesssessees st e s s s bbb s R bbb 16
3.  Laser-MaterialDearDeItUNE ...t ses et sss e s ss s s 20
4. Laser-InterferenzstruRtUTTEIUNG ..o eercereeseeeesseessessessessesssss s ssesssessss s s ssse s s ssssssans 23
5. LaSET Cladding....ccoseeereeeeresseeseeseessessessseessessssessssesssesssssssesssessssssssssssssssssssssssss s sssesssessssssssssssessssssssssssasssases 25
6. ICP-Massen- und AtomemissionSSPEKtrOSKOPIE . ssesssssssssssssens 26
28 21 111 o103 10 1= 0 o U= OO OO TSP 26
Materialeigenschaften 27
1. Grundlegende EigenSChaften ... essesessse e ssess s s s ssssssssssssesas 27
2. Korrosionsverhalten von KUPfer ... ssssssssssssssssssssssssssssns 28
2.1  AtmoOSPhAriSChe KOTTOSION i sssssssssss s sssssssssssssssssssssssssnns 28
2.2 ElektrochemiSChe KOrTOSION.. ..ttt seescise s sesssesssssse s s sssss s sssssssans 29
2.3 KUPFETIEGIETUNGEN.....cuieeeeeereecesee et sese s ns e es s bbb s bbb 31
Antimikrobielle Werkstoffe 33
Lo KUPOT e b S REE R R R 33
1.1 WIrKIMEChaniSINUS..oceeeereeeeeeeesecseersessessseessesessssssses s s ss s st sssssses s sssssssssseens 36
1.2 MaterialeinflUSS ...ttt se s es bbb ba s bbb 39
2. SHIDET ettt et ees et es bbb s R R R R SRR AR AR R R e 41
2.1 WIrKmMeChaNISITIUS. coceuueeserserseesseesseesseesseesseesssesssesssesssesssess s ssesssess s ssssss s sssess s sssssssssssssssssssssssaes 41
2.2 MaterialeiNfIUSS ..o eeeceereesseee e ssesssesssess s s sses s s e s s 42
3. Kombination von KUupfer UNd SilDET ... ssssssss s ssesssesssssesssssssssssssssssssns 43
3.1 WiIrKMEChANISINIUS. ..o ceuiereeereereeseesseeseesse s sesses s ssses s ss s bbb s bbb 43
R T Tc) @ B2 U] 0N L TP 44



4.1  WIrKmeChaniSIMUS. ..o sess s ssss s s sess s ssssss s s snaes 45
4.2 MaterialeinfluSS i ——————————— 46

5. Weitere Materialien und WerkstoffKONZEPLE ... ssssssssssssssssssssssssens 48
Zentrale Fragestellungen 51

Ergebnisteil

Versuchskonzept 53
Oxidations- und Mikrostruktureinfluss 54
1. Rolle der 0xidation VON KUPLET ... sssssssssssssssssssssssssssssssses 54
1.1 Oxidation wahrend AbtOtUNESVEISUCNEN .c..vuuieereeeeererseeseeeseeeseesseesseessessesssesssesssesssssssssessseens 54
1.2 Abtotungsverhalten von KupferoXiden ... eneennsineesseessissessssesssssssessessessesssssssssseens 57
G T D ) 11 TS3S) 10 ) o 61
IR VACY 30 ol s 1] o T2 1 =) 0 0] 1<) o PP 65

2. Mikrostruktureinfluss am Beispiel Kupfer-SilDer ... 66
2.1 Legierungsbildung durch Laser Cladding.......ceenmeenseneinsesseeseessesseessssseesessesssesssssssenns 66
2.2 ADEOtUNGSVETNALTEI couveeeceeceeeeeseee et seeeseesses s s sess s s s s s s 69
28 T D ) ] 13 () U 70
2.4 Ve SUCNSPATAIMETET ...cueeeeueearesseesseesessseieess e s sesssebses s s s s R s bbb bbb 72
Oberflicheneinfluss 74
1. Bedeutung des OberflaChenKONtAKLS.....cccorieneurieneereeseieesseesessessesssesse s ssessssssss s ssssssssessesns 74
1.1 Quantifizierung der Bakterienanlagerung ......eeeeenmeesssesseessessessessssessssssssssssssseens 74
1.2 Inerte, nanoskalige AbStandShalter ... sssssssesseens 76
1.3 ADtOtUNGSVEINAITEN ..ottt ettt s s a s 78
R D L 133 [ ) o VO PP 80
ST YAC) 30 Uod s 1] o T2 =) 0 =] 1<) o PPN 84

2. Oberflachenstrukturierung und -aNalYSe ... sesssssssssssssesseeens 86
2.1 Adhasionssteuerung durch OberflaichenstruKturierung.....eeseeneeeseesseeseesesseesseense 86
2.2 Kontakt- und Strukturanalyse mittels FIB ... ssesssssssenns 88
2.3 Laser-Strukturierung von KupferwerkStoffen ... eeneeeenseesseeseesssesseesssessesnnes 92
2.4 VETSUCNSPATAIMETET ...cuteeeueeeeuseesseesessseieessesssssessse e esses s s s e s bbb bbb 94
Elementiibergreifende Betrachtung 96
1. Eigenschaftskorrelation bei Metallen...... e ssessessss s sssssesssesseens 96
2. Kupfer- und Silberwerkstoffe im Vergleich ... 103
3. Legierungseinfluss bei KupferwerkStoffen ... eeeeeserssesseesseessesesseesssesseesnns 105
3.1 Methoden- und PraparationSeinfluss..... o eneneinseseeseeseeseseessessessessesssssssssssssssessseanes 108
3.2 Einfluss der LegierungszuSammenSEtZUNG.....c.ccururieeeuersesseessesesssesssssssssessssssessasssssssssssanes 110
Zusammenfassung 114
Literaturverzeichnis 116
Abbildungsverzeichnis 133
Tabellenverzeichnis 136
Anhang 137

ii



Danksagung

Danksagung

An erster Stelle gilt mein Dank Herrn Prof. Dr. Frank Miicklich (Lehrstuhl fiir Funktionswerk-
stoffe, UdS) dafiir, dass er mir die Mdglichkeit, das Vertrauen und die notwendige Unterstiit-
zung gab, mein Wunschthema als Dissertation unter seiner Betreuung durchzufiihren. Fiir die
durchgehend hilfreichen Diskussionen und Kooperationsratschlage bedanke ich mich aus-
driicklich. Bei Herrn Prof. Dr. Eduard Arzt (Leibniz Institut fiir neue Materialien, UdS) bedan-
ke ich mich fiir seine Bereitschaft, meine Arbeit als weiterer Gutachter zu bewerten.

An nachster Stelle richte ich mich an Kollegen und Institutsmitarbeiter, die in verschieden-
ster Weise zu dieser Arbeit beigetragen haben. Dies betrifft insbesondere Herrn Dr. Carsten
Gachot und Herrn Dr. Andreas Rosenkranz, die mir beide kompetente Diskussionspartner
zum Thema Laser-Materialbearbeitung waren und wesentliche Teile des Manuskripts Kor-
rektur gelesen haben. Als weiteren kritischen Lesern gilt mein ausdriicklicher Dank Herrn
Christoph Pauly und Herrn Kim Trinh. Fiir die exzellente Unterstiitzung bei experimentellen
Arbeiten mochte ich mich bei Herrn Benjamin Bax, Herrn Sebastian Slawik und Herrn
Thomas Kreuter (inzwischen Karlsruher Institut fiir Technologie) bedanken. Wahrend der
Schreibphase haben mich Herr Leander Reinert, Herr Bjorn Lechthaler und Herr Philipp
Griitzmacher erheblich entlastet und zu meinem Wohlbefinden im Biiro beigetragen. Vielen
Dank dafiir! Einige Teile der vorgestellten Arbeit entstanden im Rahmen von studentischen
Abschlussarbeiten. Bei (Reihenfolge der Abschlussarbeiten) Herrn Andreas Hegetschweiler,
Frau Bettina Zimmer, Herrn Juan Carlos Tamara, Frau Anna-Lena Rojan, Herrn Simon Bonk,
Frau Duan Wang und Herrn Adrian Thome bedanke ich mich insbesondere fiir [hre wissen-
schaftlichen Beitrage.

Wahrend des Projekts hatte ich das Vergniigen, mit einigen Wissenschaftlern aus dem
Fachbereich Mikrobiologie zusammenzuarbeiten. Zu sehr grofdem Dank verpflichtet bin ich
hierbei Herrn Prof. Dr. Marc Solioz und Frau Dr. Salima Mathews (beide ehemals klinische
Forschung an der Universitdt Bern), die mir die Grundlagen mikrobiologischer Laborarbeit
vermittelt haben. Auflerdem danke ich beiden fiir die Unterstiitzung bei der Einrichtung des
hiesigen mikrobiologischen Labors, die fruchtbare wissenschaftliche Diskussion und die
Beratung wahrend des Verfassens von peer-review Arbeiten. Sehr dankbar bin ich ebenfalls
Frau Claudia Hahn und Herrn Dr. Ralf Méller (beide Strahlenbiologie am Deutschen Zentrum
fiir Luft- und Raumfahrt) fiir die prazise Korrektur der mikrobiologischen Aspekte meiner
Arbeit. Weiterhin gilt mein Dank Herrn Prof. Dr. Mathias Herrmann, Herrn PD Dr. Markus
Bischoff, Frau Martina Birke (alle Medizinische Mikrobiologie und Hygiene, Campus Hom-
burg) und Herrn Prof. Dr. Gert-Wieland Kohring (Lehrstuhl fiir angewandte Mikrobiologie,
UdS), die das Forschungsprojekt vor Ort mit unterstiitzt haben.

iii



Danksagung

Abschliefiend mochte ich wichtige Kooperationspartner adressieren. Mein ausdriicklicher
Dank geht an Herrn Dr. Andreas Erbe und Herrn Dr. Ying Cheng (beide ehemals Max Planck-
Institut fiir Eisenforschung, Diisseldorf) fiir die aufschlussreiche Diskussion elektrochemi-
scher Effekte und die ellipsometrischen Messungen. Fiir die hervorragende Unterstiitzung bei
der Bestimmung der bakteriellen Adhdsion und der Oberfladchenanalyse mittels XPS bedanke
ich mich insbesondere bei Frau Prof. Dr. Karin Jacobs, Herrn Dr. Frank Miiller, Herrn Dr.
Christian Zeitz, Herrn Christian Kreis, Herrn Dr. Peter Loskill und Herrn Samuel Grandthyll
(alle Lehrstuhl fiir Physik kondensierter Materie, UdS, bzw. Ehemalige). Weiterhin gilt mein
Dank Herrn PD Dr. Ralf Kautenburger und Frau Dr. Christina Hein (anorganische Festkorper-
chemie, UdS), die bei der Spurenelementanalyse von Losungen wichtige Erkenntnisse beige-
steuert haben. An dieser Stelle mochte ich auch Herrn Dr. Anton Klassert, Herrn Dr. Ladji
Tikana und Herrn Dr. Klaus Ockenfeld vom Deutschen Kupferinstitut danken, die wesentlich
zur Vernetzung des Projekts beigetragen haben. Fiir die Bereitstellung von Kupfer-Probema-
terialien bedanke ich mich bei Herrn Dr. Uwe Hofmann (Leiter Zentrallabor und Entwicklung,
Wieland-Werke AG), und bei Herrn Dr. Dirk Rode (Leiter Forschung und Entwicklung, KME
Germany GmbH und Co. KG).

In ganz besonderer Weise mochte ich mich an dieser Stelle bei meinen lieben Eltern bedan-

ken. Sie haben mich wahrend des Studiums durchgehend unterstiitzt und es mir damit erst

ermoglicht, meine Interessen frei zu entfalten.

iv



Kurzfassung

Kurzfassung

Die Motivation dieser Arbeit besteht darin, die Entwicklung von antibakteriell wirkenden
Kupferwerkstoffen voranzutreiben, die im medizinischen Anwendungsbereich zur Reduktion
von infektionsbedingten Krankheits- und Todesfillen beitragen kénnen. Uber die mikrobio-
logischen Wirkmechanismen von Kupfer ist bisher wenig, tiber materialgesteuerte Effekte bei
der Abtotung von Bakterien durch Kupferwerkstoffe noch weniger bekannt.

Um dieses Wissensdefizit zu verringern und gleichzeitig ein optimiertes Materialdesign
abzuleiten, ist es Ziel der vorgestellten Arbeit, die grundlegenden Materialeinfliisse bei der
Abtétung von Bakterien durch Kupferwerkstoffe zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden
Oxidations-, Mikrostruktur- und Oberflacheneffekte bei Kupfer mit der antibakteriellen Wir-
kung korreliert. Es wurde gezeigt, dass die Steuerung der Kupferionenabgabe durch geeigne-
te Mikrostrukturgestaltung und Oxidbildung sowie die direkte Interaktion der metallischen
Oberflache mit den Bakterien wichtige Einflussfaktoren fiir das Abtétungsverhalten darstel-
len. Auf Basis der fiir Kupfer gewonnenen Erkenntnisse wurde ein allgemeines Modell zur Be-
schreibung der antibakteriellen Wirkung von Metallen abgeleitet und der Legierungseinfluss

bei Kupferwerkstoffen interpretiert.



Abstract

Abstract

This work is motivated by the development of copper-based materials with antibacterial pro-
perties, which should help to reduce infection-related cases of illness and death in the healthcare
sector. Little is known about the related governing microbiological mechanisms of copper and
even less about material-related influences.

In order to abate this lack of knowledge and to derive an optimized material design, the main
objective of this thesis is to study the governing influence of material properties on the bacteri-
cidal effect of copper-based materials. For this purpose, oxidational, microstructural and
surface-related effects of copper have been correlated to its antibacterial efficiency. It was
shown, that a controlled copper ion release by tailoring the microstructure and the oxide forma-
tion as well as the direct interaction of the metallic surface with bacteria represent important
factors regarding the antibacterial capacity. Based on the findings for copper, a universal model
was derived to describe the antibacterial efficiency of metals. Furthermore, the influence of

alloying for copper-based materials was interpreted.
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Einleitung

Einleitung

1. Bedrohung durch Infektionskrankheiten

Jedes Jahr erfahrt das Thema ,Infektionskrankheiten“ in Deutschland verstirkte mediale
Aufmerksamkeit, wenn aktuelle Abschiatzungen zu den daraus resultierenden Todesfillen
von der Deutschen Gesellschaft fiir Krankenhaushygiene (DGKH) bekannt gegeben werden.
Insbesondere stehen hierbei die sogenannten nosokomialen Infektionen im Vordergrund.
Dies sind Infekte, die Patienten durch und wihrend eines Aufenthalts im Krankenhaus
erwerben, wobei ein beim Patienten zumeist geschwichtes Immunsystem auf eine grofiere
Vielfalt von Krankheitserregern im direkten Umfeld trifft. Die durch derartige Infekte ver-
ursachten Todesfélle belaufen sich deutschlandweit nach aktuellen Schitzungen auf bis zu
30.000 pro Jahr.Bl Die Bedeutung dieser Zahl wird erst durch den direkten Vergleich mit
einem Referenzwert, wie etwa der pro Jahr registrierten Verkehrstodesfille, deutlich. Diese
belaufen sich laut dem statistischen Bundesamt auf ca. 3.300 im Jahr 2013.14] Auf europai-
scher Ebene werden ca. 148.000 Todesfille durch nosokomialen Infektionen pro Jahr ge-
schitzt.l5] Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) geht von weltweit tiber 30 Millionen
nosokomialen Infektionen pro Jahr mit tédlichem Ausgang aus.l¢l Nach Schitzungen der WHO
sind, je nach Land, zwischen 3,5 - 19 % der Bevdlkerung von nosokomialen Infektionen
betroffen.[’]

Neben den unmittelbar spilirbaren, humanitdren Konsequenzen ziehen nosokomiale Infek-
te durch neu anfallende Folgebehandlungen auch einen erheblichen 6konomischen Aufwand
nach sich. Das amerikanische Zentrum fiir Krankheitskontrolle und Pravention schatzte bei-
spielsweise den 2009 durch diese Art von Infektionen in den USA verursachten Folgekos-

tenaufwand auf umgerechnet 20 - 25 Milliarden €.[8]

Verscharft wird die Situation durch die weltweit zunehmenden Antibiotikaresistenzen bei
krankheitserregenden Keimen, wie in Abbildung 1 verdeutlicht.”] Ein aus den Medien be-
kanntes Beispiel hierfiir ist der MRSA-Erreger. Hierbei steht MRSA fiir methicillin-resistenten
Staphylococcus aureus (S. aureus), eine Bakterienart, die gegen das Antibiotikum Methicillin
unempfindlich ist und gefdhrliche Hautkrankheiten libertragt.[10] Mit zunehmendem Einsatz
von Antibiotika steigt die Wahrscheinlichkeit, dass Bakterien eine Resistenz entwickeln und
die eingesetzten Wirkstoffe damit unwirksam werden. Diese Entwicklung stellt ein noch nicht

einzuschitzendes, steigendes Risiko fiir zukiinftige Generationen dar.
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Abbildung 1: Steigende Antibiotikaresistenz am Beispiel von Pseudomonas aeruginosa, einem oft als
nosokomialer Erreger auftretenden Bakterium. Im Lindervergleich dargestellt sind die Prozentsitze
an P. aeruginosa, die gegen Piperacillin, ein gingiges Antibiotikum, resistent sind. Im direkten Ver-
gleich zwischen 2011 und 2012 ist ein deutlicher, fiir andere Bakterienarten reprasentativer, Resis-
tenzanstieg zu beobachten.[11.12]

Eine bewahrte Strategie zum Einddmmen der Resistenzentwicklung bei Bakterien ist daher
der reduzierte Einsatz von Antibiotika. Dies setzt jedoch addquate Alternativen zur Infekt-
ionsbekdmpfung voraus. Bereits 2011 stellte die WHO den Weltgesundheitstag unter das
Motto ,Antimikrobielle Resistenzen - Heute keine Mafdnahmen, morgen kein Heilmittel“ und

proklamiert in ihrem Aktionsplan mit weltweitem Anspruch ausdriicklich die Notwendigkeit

der Erforschung alternativer Strategien fiir die Bekdmpfung von Infektionskrankheiten.[13]

2. Antimikrobielle Werkstoffe zur Infektionspriavention

Eine wirksame Methode zur Bekdmpfung von Infektionskrankheiten stellt die aktive Pra-
vention einer Erstinfektion dar. Zusétzlich zur direkten Ubertagung von Mensch zu Mensch
werden Materialoberflachen oft zur Zwischenstation fiir Bakterien, die generell in der Lage
sind, mehrere Monate auf diesen zu iiberleben.[14] Ubertragungswege im klinischen Umfeld
konnen sich somit bereits {iber den Hautkontakt mit oft gebrauchten Werkzeugen oder fest
installierten Elementen wie Lichtschaltern, Tiirgriffen oder Armaturen ergeben (siehe
Abbildung 2).[15.16] Mit der Haut aufgenommene Keime werden dabei indirekt unter Patienten
und tiber das Pflegepersonal iibertragen. Um diese Infektionsschleife zwischen Mensch und
Materialoberflachen zu unterbrechen, werden in Krankenhdusern aufwandige, regelmafige
Desinfektionsmafinahmen durchgefiihrt. Diese gewdhren einen wirksamen, aber lediglich
temporadren Schutz, weshalb seit einigen Jahren Werkstoffe mit intrinsischen, dauerhaft anti-

mikrobiellen Eigenschaften in den Fokus riicken.
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Abbildung 2: a) Rot markiert in einem reprasentativen Krankenzimmer sind Kontaktoberflachen, auf
denen in Studien eine starke Keimbelastung nachgewiesen wurde.[17-20] b) Moéglicher Lésungsansatz:
Durchbrechen der nosokomialen Infektionsschleife durch den Einsatz antimikrobieller Materialien.[21]
Besonders hervorzuheben sind in diesem Zusammenhang die metallischen Elemente Kupfer
und Silber. Beide Metalle sind in der Lage, nicht nur Bakterien, sondern auch Viren und Pilze
effektiv abzutoten und werden damit auch als antimikrobiell bezeichnet.[22.23] Feldstudien, in
denen z.B. Tiirklinken aus Edelstahl durch Klinken aus Kupferlegierungen ersetzt wurden,
zeigen, dass sich die nosokomiale Infektionsrate durch antimikrobielle Kontaktoberflachen
effektiv senken lasst. Diese Studien belegen eine Keimreduktion von 30 - 90 % und beschrei-
ben eine um bis zu 50 % reduzierte, nosokomialen Infektionsrate durch derartige Maf$nah-
men.[24-271 Mit Blick auf die zahlreichen, durch nosokomiale Infekte verursachten Todesfille
wird daher klar, welch enormes Potential im Einsatz und der Entwicklung antimikrobieller
Materialen steckt.

Ein im Vergleich zu Antibiotika angefiihrter Vorteil ist der, dass Kupfer und Silber eine
antibakterielle Breitbandwirkung zeigen und nur in geringem Maf3e bakterienspezifisch wir-
ken.[28] Weiterhin gilt als erwiesen, dass beide Metalle liber mehrere, gleichzeitig ablaufende
Abtétungsmechanismen verfiigen, was diese gegen ansonsten multi-resistente Keime (wie
z.B. MRSA) ebenfalls wirksam macht und eine Resistenzausbildung bei Bakterien zusatzlich
erschwert.[2329 Somit stellt die Infektionspravention durch antimikrobielle Werkstoffe auf
Kupfer- und Silberbasis eine einzigartige Alternative zum risikobehafteten Einsatz von Anti-
biotika dar.

Obwohl Kupferlegierungen sich bereits in einigen Feldstudien bewahrt haben und 2008 in
den USA bereits die ersten flinf Legierungen durch die Umweltschutzbehorde offiziell als
antimikrobiell registriert wurden, steht der Akzeptanz und dem unbedenklichen Einsatz von
metallischen, antimikrobiellen Werkstoffen ein erhebliches Wissensdefizit gegeniiber. Der
mafdgebende Einfluss der Materialgestaltung dieser Werkstoffe und die Verkniipfung mit den

resultierenden biologischen Wirkmechanismen sind bisher weitgehend unbekannt.
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3. Fokus und Aufbau der Arbeit

Diese Arbeit verfolgt einen interdisziplindren Ansatz zur Aufklarung der fundamentalen phy-
sikalisch-chemischen Prozesse und Materialparameter, die der antibakteriellen Wirkung von
metallischem Kupfer zu Grunde liegen. Hierbei liefert die Materialwissenschaft die notwen-
digen Kenntnisse und Methoden, um modellhafte Werkstoffsysteme mit eingestellten Geflige-
und Oberflacheneigenschaften zu erzeugen und zu charakterisieren. Die antibakterielle Wirk-
samkeit dieser Modellwerkstoffe wird wiederum durch etablierte, mikrobiologische Verfah-
ren untersucht.

Als anschauliche Darstellung ldsst sich eine Briicke tiber die GrofRenordnung der involvier-
ten materialwissenschaftlichen und biologischen Strukturen herleiten (siehe Abbildung 3).
Sowohl mikrostrukturelle Merkmale als auch die moéglichen Strukturgrofien der hier einge-
setzten Laser-Interferenzstrukturierung von Oberflachen umfassen genau die durchschnitt-
liche Grofde von Bakterien (1 - 10 um). Mit Hilfe dieser Methoden lassen sich somit einzig-
artige Wechselwirkungen zwischen Material- bzw. Oberflachenstrukturen und Bakterien

erzeugen und studieren.

Materialwissenschaft GréRenskala Biologie
10 m
. Nerven- und
0,1m Muskelzellen
Bauteile
Ll I Organe
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Mikro-
Elektronik 0,1 mm
Eukaryonten
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Mikrostruktur
B Bakterien
Oberflqchen— 1 pm (Prokaryonten)
Strukturierung
0,1t pm
. Viren
Nanokristalle, 10 nm ]
Nanopartikel . Proteine
1 1nm . Lipide
B Kieine Molekile

Atome . 1A

Abbildung 3: Gegeniiberstellung elementarer Strukturen der Materialwissenschaft und Biologie mit
entsprechendem Skalenverhailtnis. Die relevanten Schnittstellen der Arbeit liegen auf Ebene der Mikro-
struktur, der Laser-Interferenzstrukturierung von Oberflachen und der durchschnittlichen Bakterien-
grofie. Quellen: eigene Aufnahmen und nicht geschiitzte Internetquellen.
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Die Qualitdt und Relevanz der biologischen Untersuchungen wurden durch die enge Zusam-
menarbeit mit Experten auf dem Gebiet der Kupferresistenzforschung bei Bakterien, nament-
lich AG Prof. Marc Solioz (ehemals: Universitdt Bern, Schweiz; momentan: Staatliche Universi-
tat Tomsk, Russland) abgesichert. Ein wesentlicher Teil der dargestellten Ergebnisse wurde

im Rahmen der DFG-Forderprojekte MU959/26-1 & 2 erarbeitet.

Aufbau
Die Arbeit ist in zwei Hauptbereiche, den Grundlagen- und den Ergebnisteil, gegliedert.

Der Grundlagenteil besteht aus einer Zusammenfassung mikrobiologischer Grundlagen,
der wichtigsten, eingesetzten mikrobiologischen und materialwissenschaftlichen Methoden,
der relevanten Materialeigenschaften sowie einer umfassenden Darstellung des momentanen
Forschungsstands zu antimikrobiellen, metallischen Werkstoffen. Hierbei liegt ein deutlicher
Fokus auf Methoden zur Evaluation antibakteriellen Materialverhaltens, auf der Laser-Mate-
rialbearbeitung und auf Kupfer als fiir diese Arbeit wichtigstem Werkstoff.

Der Ergebnisteil besteht aus drei thematischen Kapiteln. Die ersten beiden befassen sich
mit kupferbasierten Werkstoffen und Wirkmechanismen, die entweder durch Oxidations-
und Mikrostruktureinfliisse oder durch Oberflachenstrukturen hervorgerufen werden. Auf
Basis der fiir Kupferwerkstoffe hergeleiteten Mechanismen wird im dritten Kapitel eine all-
gemeine, elementiibergreifende Diskussion des antimikrobiellen Verhaltens bei Metallen

durchgefiihrt.
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Bakteriologie
Das folgende Kapitel soll eine kurze Einfithrung in wichtige Aspekte der Mikrobiologie von
Bakterien liefern. Dies beinhaltet Grundlagen zum Zellaufbau und der Klassifizierung von

Bakterien sowie lonentransportprozesse bei Bakterien.

1. Zellaufbau

Lebewesen werden in drei Reiche eingeteilt: Eukaryonten, Archaebakterien und Eubakterien.
Die letzteren beiden werden allgemein als Prokaryonten zusammengefasst, was synonym
zum Begriff Bakterien ist. Tiere und Pflanzen werden dem Bereich der Eukaryonten zugeord-
net.301 Diese Einteilung ist auf grundlegende Unterschiede im Zellaufbau zuriick zu fiihren,

der in folgender Abbildung fiir Bakterien beispielhaft dargestellt ist.
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Abbildung 4: Schematischer Aufbau von Bakterien am Beispiel des stibchenférmigen Modellorga-
nismus Escherichia coli (E. coli). Die fiir antimikrobiellen Effekte relevanten Bausteine der Zellwand
und des Zellinneren sind eingerahmt. Modifiziert aus [30].

Bakterienzellen sind in der Regel etwa zehnmal kleiner als eukaryontische Zellen und besit-
zen im Gegensatz zu diesen keinen echten Kern. Die Desoxyribonukleinsdaure (DNS), in der
die Erbinformationen gespeichert sind, liegt bei Bakterien als ringférmig geschlossenes
Molekiil (Nucleoid) im sogenannten kerndquivalenten Bereich vor. Innerhalb einer Bakte-
rienzelle gibt es keine separaten Funktionsrdume oder Organellen, wie dies bei eukaryon-
tischen Zellen der Fall ist. Folgende Zellbestandteile werden aufgrund ihrer Rolle wiahrend

des Abtotungsprozesses durch Kupfer und Silber ndher betrachtet:
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Zellwand und -Membran

Um bei einem Zellinnendruck von ca. 0,2 - 2,5 MPa die strukturelle Integritét zu erhalten, sind
Bakterien mit einer stabilisierenden Zellwand aus Peptidoglykan (Makromolekiile aus Zuck-
ern und Aminosauren, synonym: Murein) umgeben, welche in folgender Abbildung blau dar-

gestellt ist.
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Abbildung 5: Schema des Zellwandaufbaus von a) Gram-positiven und b) Gram-negativen Bakterien.

Innen an dieser Zellwand liegt eine Zytoplasmamembran bestehend aus einer Lipiddoppel-
schicht an, die eine Permabilititsbarriere fiir den Austausch von Stoffen mit der Umgebung
darstellt. Je nach Aufbau der Zellwand unterscheidet man zwischen Gram-positiven und
Gram-negativen Bakterienarten. Die Bezeichnung geht zuriick auf die Gram-Farbemethode
(H.H. Gram, 1853 - 1938), wahrend der die Peptidoglykanschicht mikroskopisch sichtbar
eingefarbt wird. Wahrend Gram-negative Bakterien eine diinnere Zellwand mit doppelter
Membran aufweisen, verursacht die dickere Peptidoglykanschicht bei Gram-positiven Bak-
terien eine ausgepragte Gram-Farbung.

Zu den nosokomial relevanten Bakterien zdhlen sowohl Gram-positive (z.B. S. aureus) als
auch Gram-negative (z.B. E. coli) Vertreter. Gram-negative Bakterien sind wegen ihrer zusatz-

lichen, dufderen Zellmembran generell unempfindlicher gegeniiber Antibiotika.[10]

Desoxyribonukleinsaure

Die im Zytoplasma befindliche Desoxyribonukleinsaure (DNS) liegt als doppelstrangiges,
helikal gewundenes Molekiil vor. Beide Hauptstrdange bestehen aus Desoxyribose, Phos-
phat und einem Nukleotid (Adenin, Guanin, Cytosin oder Thymin). Adenin kann mit Thymin
und Guanin mit Cytosin jeweils eine Wechselwirkung eingehen. Diese Basenpaare sind
durch die jeweilig vorgegebenen Bindungsverhaltnisse und -abstdnde eindeutig festge-
legt und definieren durch ihre Sequenz die Erbinformation des Bakteriums. Uber die
Verdopplung der DNS findet die Weitergabe von Informationen (z.B. Antibiotikaresis-

tenzen) als erster Schritt wahrend der Zellteilung statt.
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Proteine

Proteine sind Makromolekiile, die strukturelle, regulatorische und katalytische (enzyma-
tische) Funktionen erfiillen. Sie steuern elementare zellulare Prozesse wie chemische
Signalerkennung, Nahrstoffaustausch und Zellatmung. Wichtige funktionelle Gruppen bei
Proteinmolekiilen sind beispielsweise die Carboxylgruppe (-COOH), die Aminogruppe
(-NH>) oder die Sulfhydrylgruppe (-SH).

Einige Bakterienarten sind in der Lage, in einer fiir sie lebensfeindlichen Umgebung in die
sogenannte Sporenform zu wechseln, die einen wesentlich robusteren Aufbau bei extrem
reduziertem Nahrstoffbedarf aufweist. Andern sich die Umgebungsbedingungen in einer
positiven Weise, so kehrt die Zelle in ihren vegetativen ,Normalzustand“ zuriick. Haupt-
aufgabe der Sporenform ist der Schutz der im Nucleoid befindlichen, grofdtenteils dehy-
drierten DNS durch eine extreme Verstarkung der Zellwand.[31.32] Kupfer und Silber sind

in der Lage, auch Bakteriensporen abzutoten.[33.34]

2. Klassifizierung

Auf und in einem Menschen (z.B. Haut und Darm) leben ungefahr 1014 Bakterien, was in etwa
der zehnfachen Anzahl der korpereigenen, eukaryontischen Zellen entspricht. Bis heute sind
rund 60.000 Bakterienarten bekannt, was nach Schatzungen lediglich 1 % der gesamten Bak-
terienflora ausmacht. Die Klassifizierung und Namensgebung von Bakterien unterliegt klaren
Vorschriften nach dem international code of nomenclature of bacteria (ICNB).I35] Ziel dieser
Regelung ist es, wichtige Merkmale zur Klassifizierung eines Bakteriums durch eine eindeu-

tige Bezeichnung sichtbar zu machen (siehe folgende Abbildung).

a) Art
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(staphylé = Weintraube) (aureus = der Goldene)

Abbildung 6: a) Namensgebung und ableitbare Eigenschaften am Beispiel von S. aureus, der in b)
rasterelektronenmikroskopisch dargestellt ist.[3%] Die fiir den Keim typische Gelbfarbung wurde hier
durch Bildnachbearbeitung erzeugt.
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Im Folgenden werden die fiir diese Arbeit relevanten Klassifizierungsmerkmale bei Bakterien
betrachtet.

Wie zuvor bereits beschrieben, stellt der Aufbau der Zellwand ein wichtiges Merkmal
dar. Hier wird zwischen Gram-positiven und Gram-negativen Aufbau unterschieden. Die
Morphologie der prokaryontischen Standardzelle leitet sich entweder von einem Zylinder
oder einer Kugel ab. Demnach lassen sich die meisten Bakterienarten in runde (Kokken),
stdbchenformige oder stdbchenférmig gewundene Typen (Spirillen, Vibrionen) einteilen. Bei
Kokken unterscheidet man entsprechend dem Zellverbund zusatzlich zwischen Haufen-
kokken (Staphylokokken) und Kettenkokken (Streptokokken). Ein weiteres Klassifizierungs-
merkmal stellt der bakterielle Stoffwechsel dar. Je nach benétigter Sauerstoffzufuhr lassen
sich Bakterien sauerstoffreichen (aeroben) oder -armen (anaeroben) Wachstumsbedingun-
gen zuordnen. Bakterien, die unter beiden Bedingungen gedeihen kénnen, werden als fakul-
tativ anaerob bezeichnet, solche die sich in Gegenwart von Sauerstoff nicht vermehren kén-
nen als obligat anaerob. Abhéngig von der Schwere und des Verbreitungsrisikos auftretender
Krankheiten werden Bakterienarten entsprechend ihres Gefahrenpotentials in Risikogrup-
pen (RG) eingestuft, die auch die Sicherheitsvorschriften fiir deren Handhabung vorgeben

(siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Einstufung der Biostoffe in Risikogruppen mit beispielhaften Bakterienvertretern.[3¢! In die-
ser Arbeit verwendete Bakterienarten sind mit * gekennzeichnet.

Verbreitung in Vorbeugung/

RG Krankheit Bevolkerung Behandlung Beispiel
1 nicht ohne nicht Staphylococcus carnosus *
wahrscheinlich Bedeutung erforderlich Pseudomonas fluorescens *
Lactococcus lactis
E.coliK12 *
2 moglich nicht moglich S. aureus
wahrscheinlich E. coliW3110 *
Enterococcus hirae *
3 schwer moglich moglich Mycobacterium tuberculosis
Chlamydia psittaci
4 schwer wahrscheinlich nicht Shigella dysenteriae (Ruhr)
moglich Salmonella typhi (Typhus)

Die Wirkmechanismen von Kupfer und Silber gegen Bakterien werden meist anhand unge-
fahrlicher Keime der RG1 erforscht, die sich strukturell nur geringfiigig von den gefdhrli-

cheren, pathogenen Varianten unterscheiden.
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3. Ionentransportprozesse

Die antimikrobielle Wirkung von Kupfer und Silber beruht zum Grofdteil auf der Wirkung
derer lonen, weshalb die bei Bakterien mdéglichen, chemischen Transportprozesse fiir lonen
von Bedeutung sind.

Da die Zytoplasmamembran von Bakterien undurchlassig fiir lonen und nicht elektrisch
leitend ist, kann ein Ladungstransport nur durch den Transfer von Protonen {iber spezifische,
in die Membran eingelagerte Transportproteine erfolgen (siehe Abbildung 5). Einige
essentielle Stoffwechselreaktionen bei Bakterien sind an eine Elektronenzufuhr gebunden.
Diese ist nur indirekt durch den chemischen Transport von Protonen nach aufden gegeben. In
Folge dessen stellt sich ein positives Membranpotential Ay von etwa 0,1 - 0,2 V bei den meis-
ten Bakterienzellen ein. Ein zusatzliches Potential, das Protonendiffusionspotential AD,
entsteht durch den relativen pH-Unterschied zwischen Zellinnerem (leicht alkalisch) und der

Umgebung. Das resultierende Protonenpotential AP setzt sich aus beiden Gréfien zusammen:
AP = Ay — AD = Ay — Z ApH (1)

Hierbei ist Z eine temperaturabhdngige Konstante. Das Protonenpotential AP eines Bakteri-
ums bei 30°C entspricht ca. 60 mV.[30]

Einige Bakterien benotigen auch Kupfer in geringer Konzentration fiir ihren Stoffwechsel.
Daher existiert auch mindestens ein bisher bekanntes Kupfertransportsystem in der Bakte-
rienmembran, die sogenannte CusCBA Effluxpumpe fiir einwertige Kupferionen (Cu+).1371 Bei
Gram-negativen Bakterien setzt sich diese aus drei Bestandteilen zusammen, zwei Transport-
proteinen in der jeweils inneren und dufleren Membran und einem dazwischenliegenden
Bindeprotein.38l Diese Effluxpumpe kann aufgrund der grofen chemischen Ahnlichkeit zwi-
schen Kupfer und Silber auch zum Abtransport von einwertigen Silberionen (Ag+) zweckent-
fremdet werden. Es wird vermutet, dass diese durch gezieltes Abtransportieren von toxi-
schen Metallionen eine Rolle bei der Resistenzentwicklung von Bakterien gegeniiber metal-

lischen, antimikrobiellen Materialien spielen kénnte.[3]
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Methoden

Dieses Kapitel fasst die wichtigsten eingesetzten Verfahren und Analysemethoden sowie
deren Grundlagen zusammen. Hierbei liegt ein besonderer Fokus auf der Diskussion mikro-
biologischer Methoden zur Evaluierung von antibakteriellen Materialeigenschaften und auf
Laserverfahren zur Modifizierung der Materialoberfladche und Mikrostruktur.

Etablierte materialwissenschaftliche Analysemethoden oder Prozesse, die in dieser Arbeit
nicht explizit weiterentwickelt oder in grofierem Umfang eingesetzt wurden, werden an die-
ser Stelle nicht ausfiihrlich betrachtet. Dies betrifft beispielsweise die Rasterelektronenmi-
kroskopie (REM), die energiedispersive Rontgenspektroskopie (EDX), die Rontgendiffrakto-
metrie (XRD), die Weifdlichtinterferometrie (WLI), die Photoelektronenspektroskopie (XPS),
die Rasterkraftmikroskopie (AFM) und das spin-coating Verfahren. Wichtige Anpassungen
dieser Methoden mit Bezug zu den hier untersuchten Fragestellungen werden im entspre-

chenden Ergebnisabschnitt behandelt.

1. Kultivierung von Bakterien
Zur kontrollierten Erzeugung einer Losung mit konstanter Ausgangskonzentration an Bak-
terien ist die Kultivierung eines Bakterienstamms erforderlich. In fliissigem Nahrmedium

erfolgt das Wachstumsverhalten von Bakterien nach dem in Abbildung 7 dargestellten Sche-
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Abbildung 7: Idealisierte Wachstumskurve einer Bakterienkultur in fliissigem Nahrmedium.

Wichtige Phasen hierbei sind die exponentielle Phase, in der das Wachstum der Bakterien
durch die minimale Generationszeit des Bakterienstamms (ca. 15 - 30 min(39]) bestimmt wird,
sowie die stationdre Phase, in der das Bakterienwachstum aufgrund von Nahrstoffmangel
erliegt. Um fiir Abtotungsversuche eine reproduzierbar konstante Konzentration an Bak-
terien zu erhalten, wird die Fliissigkultur in der stationdren Phase, die sich oft nach ca. 24 h

einstellt, in das Puffermedium tiberfiithrt.[30]
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Jede hier verwendete Versuchskultur wurde durch Animpfen einer konstanten Menge an
Ndhrmedium aus einer Grundkultur (frozen stock) geziichtet. Diese wird bei -80 °C in einem
frostschiitzenden Medium (z.B Glycerol) gelagert, um gleichbleibende physiologische Bakte-
rieneigenschaften zu gewahrleisten. Zur Kultivierung werden optimale Wachstumsbedingun-
gen fiir die Bakterien geschaffen. Dies bedeutet zumeist eine Umgebungstemperatur von ca.
30 -40 °C und eine ausreichende Nahrstoffzufuhr. Im Falle von aeroben Bakterien wird die
Nahrlosung zusatzlich mit Umgebungsluft durchspiilt oder durch gleichmafiiges Schiitteln
konstant mit Sauerstoff versorgt.

Die Bestimmung der tatsdchlichen Bakterienkonzentration einer Losung innerhalb weni-
ger Minuten kann liber optische Methoden erfolgen. Diese beruhen entweder auf einer mi-
kroskopischen Auszadhlung (Zahlkammer)i3%, dem Absorptionsverhalten (Photometrie)40]
oder der diffusen Streuung (Nephelometrie)*l] der Losung. Derartige optische Verfahren er-
lauben im Gegensatz zum Ausplattieren (siehe ,Abtétungstest” S.16) keine Unterscheidung

zwischen toten und lebenden Zellen.

2. Evaluation der antibakteriellen Wirkung

Zur Abstufung der antibakteriellen Wirkung unterscheidet man generell zwischen bakterio-
statischen Effekten, die die Vermehrung von Bakterien verhindern, und einem aktiv abtdten-
den (bakteriziden) Effekt.[42l Um die antibakterielle Wirkung eines Materials zu charakterisie-
ren, werden in aktuellen Arbeiten verschiedene qualitative und quantitative Methoden einge-
setzt (siehe Tabelle 2). Unter Anbetracht der Vielzahl von biologischen, physikalischen und
chemischen Variablen bei dieser Art von Versuch setzt die korrekte Interpretation der Ergeb-
nisse eine detaillierte Kenntnis der Methoden und ihrer spezifischen Einfliisse voraus. Im Fol-
genden werden die wichtigsten Methoden im Hinblick auf materialspezifische Effekte sowie

Vor- und Nachteile diskutiert.

Tabelle 2: Zusammenfassung der wichtigsten, etablierten Methoden zur Evaluierung antibakterieller
Eigenschaften von Materialien und deren Merkmale.

Methode Messgrofde Anwendung Aussage
Hemmbhoftest Hofbreite Oberflachen, qualitativ
Partikel, Losungen
Lebend/Tot-Farbung Fluoreszenz Oberflachen, qualitativ,
Partikel, Losungen mechanistisch
Wachstumstest optische Dichte Partikel, Losungen quantitativ
Abtotungstest colony forming Oberflachen quantitativ

units (cfu)
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2.1 Hemmbhoftest
In vielen Studien wird als qualitativer, einfach umzusetzender Test die Ausbildung einer

Hemm- bzw. Absterbezone (Hemmhof) um das zu testende Material auf einem mit Bakterien

besiedelten Nahrboden betrachtet (siehe Abbildung 8).[43-49]

Abbildung 8: Ausbildung eines Hemmhofs um vier silberbeschichtete Glasbruchstiicke (Ag-GCI) auf ei-
nem mit S. aureus besiedelten Ndhrboden. Modifiziert aus [4°].

Diese Methode wurde vom amerikanischen Textilchemie- und Farberverband eingefiihrt und
findet verstirkt bei der antimikrobiellen Charakterisierung von Textilfasern Anwendung.[*8l
Generell ist diese Art von Nachweis nur bei antibakteriellen Materialien moglich, die einen
Wirkstoff freisetzen, der im feuchten Nahrmedium diffundieren kann. Die Breite des ausge-
bildeten Hemmbhofs ist hierbei als Maf$ fiir die Diffusionseigenschaften des Wirkstoffs
anzusehen und kann nicht ohne Vorbehalte als quantitativer Vergleich der antimikrobiellen

Wirkung herangezogen werden.

2.2 Lebend/Tot-Farbung

Die Methode der Lebend/Tot-Farbung (live/dead-staining) wird oft als indirekter Nachweis
fiir den Zelltod bei Bakterien eingesetzt.[50-531 Sie beruht auf der unterschiedlichen Mem-
branpermeabilitit lebender Bakterien fiir bestimmt Farbemittel. Diese Farbemittel sind
Nukleinsduren, die, gebunden an bestimmte Molekiile und bei geeigneter Anregung, selbst
mit einer spezifischen Wellenldnge fluoreszieren. Hierbei hat sich ein Standardsystem
etabliert (LIVE/DEAD® BacLight™), welches das sogenannte SYTO9 (griin) und Propidium-
iodid (rot) einsetzt. SYTO9 ist in der Lage, die Membran lebender Bakterien zu durchdringen
und grin zu fluoreszieren, nachdem es sich an der DNS angelagert hat. Fiir Propidiumiodid
hingegen ist die Membran lebender Bakterien undurchlédssig. Wird die Membran beschédigt,
kann auch Propidiumiodid in die Zelle eindringen und iiberlagert die griine Fluoreszenz des

SYTO9 mit roter Fluoreszenz. So erscheinen Bakterien mit intakter Membran griin, Bakterien
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mit zerstorter Membran rot (siehe Abbildung 9). Die Anregungs-/Emissionswellenlangen

liegen bei 488/522 nm fiir SYTO9 und bei 543/590 nm fiir Propidiumiodid.

unchallenged pure copper stainless steel
p 1 minufe ' 1 minute

20%um

Abbildung 9: Lebend/Tot-Farbung von E. coli auf Kupfer und Edelstahl im Vergleich.[511 Die Aufnahme
erfolgte mittels Fluoreszenzspektroskopie. Bakterien mit intakter Membran werden griin, welche mit
beschadigter Membran rot dargestellt.

Ein eindeutiger Nachweis des Zelltods kann durch die Lebend/Tot-Farbung nicht erfolgen.
Die Rotfarbung durch Propidiumiodid ist als Indiz fiir die Zerstorung der Bakterienmembran
zu interpretieren, die Griinfirbung durch SYTO9 als Indiz fiir eine intakte DNS. Daher eignen
sich beide Farbestoffe vorwiegend fiir mechanistische, mikrobiologische Studien zur anti-

bakteriellen Wirkung von Werkstoffen.[51.54-57]

2.3 Wachstumstest

Bei dieser Methode werden antibakterielle Stoffe oder Partikel einem fliissigen Medium mit
bekannter Bakterienkonzentration kontrolliert beigemischt.[#258-611 Dabei handelt es sich um
ein Nahrmedium, welches anschlieflend unter optimalen Wachstumsbedingungen gelagert
wird. Die Bakterienkonzentration und damit der Wachstumsverlauf der Kultur kann tiber die
optische Dichte (OD) der Losung ermittelt werden (siehe Abbildung 10), die in einem bestim-

mten Konzentrationsintervall proportional zur Bakterienkonzentration ist.

1(C) ——Blank ——50mg/L
——10 mg/L 100 mglL
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Abbildung 10: Exemplarische Darstellung der Ergebnisse eines Wachstumstests mit E. coli bei ver-
schiedenen Konzentrationen von antibakteriell wirkenden Silber-Nanopartikeln. Zeitabhdngig aufge-
tragen ist die relative optische Dichte der Losung bei A = 600 nm.[61]
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Eine wichtige Vergleichsgrofde des Verfahrens ist die minimale, wachstumshemmende Kon-
zentration (minimal inhibitory concentration, MIC). Diese ist definiert als die niedrigste Kon-
zentration des antibakteriellen Materials oder Wirkstoffs, bei der gerade kein Bakterien-
wachstum stattfindet (200 mg L-1 in Abbildung 10) .[62]

Der Wachstumstest eignet sich fiir Stoffe und Partikel im feuchten Einsatzbereich, bei
denen eine Konzentrationsangabe mdglich ist und nicht flir massive Probekoérper. Ein
Nachteil der Methode besteht darin, dass lediglich eine bakteriostatische, jedoch keine bakte-
rizide Wirkung abgebildet werden kann, da auch abgetotete Bakterien zur Lichtbrechung

beitragen.

2.4 Abtoétungstest

Unter dem Begriff Abtétungstest werden hier alle Methoden zusammengefasst, die die Anzahl
von Uberlebenden Bakterien auf Werkstoffoberflachen durch erneute Inkubation zeitabhan-
gig ermitteln. In Abbildung 11 sind der Versuchsablauf eines derartigen Tests und die ver-

schiedenen etablierten Varianten zusammengefasst.

'd N\
Nahrmedium Pufferlosung
A
Bakterien- o« ° o & e °
suspension ® . ® .
Schritt — 1. Inkubation 2. Zentrifugieren 3. Sptlen
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B v Watte
Polymerfolie
. ° —————
Aufbringen * L° U . .

der Bakterien L ) : )

Methode — wet plating dry plating JIS Z 2801
. J
~
C N
/ )
Ablésen oo ° o
o © °

der Bakterien —————

Methode — Pipettieren in Lésung Sptilen
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T L
o
< [
Auswertung N&dhrboden Kolonien ! Zeit
Schritt 1. Ausplattieren 2. Auszahlen 3. cfu-Zeit-Diagramm
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Abbildung 11: Schematische Darstellung des generellen Ablaufs und etablierter Versuchsvarianten bei
einem bakteriellen Abtotungstest auf Festkorperoberflachen.
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Zur Vorbereitung wird zunachst die im Nahrmedium herangeziichtete Bakterienkultur durch
mehrmaliges Zentrifugieren in ein neutrales, ndhrstoffarmes Puffermedium uberfiihrt.
Schwankungen des pH-Werts, die sich durch den bakteriellen Stoffwechsel ergeben kénnen,
werden so abgefangen und eine weitere Vermehrung wird verhindert. Abhdngig von Bakte-
rienart und Inkubationsbedingungen ergeben sich so typischerweise Konzentrationen von
106- 109 Bakterien mL-1.

Fiir das Aufbringen der Bakterienlosung auf die Probekorper und die Lagerung wahrend
des Versuchs haben sich verschiedene Protokolle etabliert. Generell kann zwischen nassen
(wet plating) und teiltrockenen Verfahren (dry plating) sowie Abstufungen beider Varianten
unterschieden werden. Nach festgelegten Zeitintervallen werden die verbleibenden Bakte-
rien vom Material geldst, gleichméaf3ig auf Nahrboden verteilt (ausplattiert) und inkubiert. Auf
den Nahrboden kann die Zahl der sich neu bildenden Kolonien (colony forming units, cfu) als
Anhaltspunkt fiir die Anzahl an iiberlebenden Bakterien bestimmt werden. Eine iibliche Form
der Ergebnisdarstellung ist das vergleichende Auftragen der Konzentration iiberlebender
Bakterien in cfu mL1! fiir verschiedene Werkstoffe im zeitlichen Verlauf (siehe z.B. Abbildung
24 auf S. 59).

Im Gegensatz zu optischen Methoden der Konzentrationsbestimmung, die auch tote Zellen
erfassen, werden durch das Ausplattieren nur reproduktionsfahige Bakterien beriicksichtigt.
Hiermit ist gleichzeitig ein Kritikpunkt des Verfahrens verbunden. Einige Bakterienarten sind
in der Lage, in einen Zustand zu verfallen, in dem sie zwar lebendig sind, sich aber nicht
vermehren und damit auch keine neue Kolonie bilden kénnen (viable but not culturable,
VBNC-Zustand).[63]1 Unter glinstigeren Umgebungsbedingungen konnen diese spiter wieder
»erwachen” (resusziieren).l64l Durch die Methode der cfu-Zahlung kann die Abtétungswir-
kung beim Auftreten des VBNC-Zustands daher tendenziell als zu stark erfasst werden. Der
VBNC-Zustand wurde verstarkt im Zusammenhang mit Biofilmen und Langzeiteinwirkung in
fliissiger Umgebung beobachtet.l65] Er kann mithilfe eines Redox-Nachweisstoffes tiber die
aktive Zellatmung sichtbar gemacht werden. Exemplarisch wurde so gezeigt, dass E. coli und
Klebsiella pneumoniae auf massiven Kupferoberflachen nicht in den VBNC-Zustand iiberge-
hen, sondern tatsachlich absterben.[57]

Trotz dieses Kritikpunkts stellen Abtotungstests die momentan effektivste und weitver-
breitetste Option dar, antibakterielle Eigenschaften von massiven Materialien bzw. Oberfla-
chen zu quantifizieren. Etablierte Methodenvarianten entsprechend Abbildung 11 werden im

Folgenden detailliert vorgestellt.
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wet plating

Unter dem Begriff ,wet plating” werden in dieser Arbeit alle Varianten von Abtétungstests
zusammengefasst, bei denen wahrend der gesamten Testdauer ein konstantes Volumen an
bakterienhaltiger Pufferlosung in Kontakt zur untersuchten Oberflache steht. Dies wird meist
durch das Auftropfen der Bakterienlosung und eine konstant feuchte und/oder abgeschlos-
sene Atmosphédre bei Raumtemperatur bewerkstelligt. Auf diese Weise werden das Verduns-
ten von Fliissigkeit und damit Konzentrationsdnderungen wahrend des Versuchs vermieden.
Das Abldsen der Bakterien erfolgt durch leichtes Spiilen innerhalb des Tropfens und Abpi-
pettieren eines Teilvolumens. Das wet plating liefert bei relativ geringem Aufwand und guter
Reproduzierbarkeit quantitative Aussagen zum Vergleich der antibakteriellen Wirkung
verschiedener Materialien.[66-69]

Ein Kritikpunkt der wet plating Verfahren stellt der verstarkt abgebildete, korrosive Ein-
fluss des Puffermediums wahrend der gesamten Testdauer dar.l6¢l Es ist weiterhin vorstell-
bar, dass wahrend des wet platings die real benetzte, aktive Oberfliche und damit die Benet-
zungseigenschaften des Werkstoffs einen Einfluss auf das erfasste Abtotungsverhalten aus-

uben.[70-72]

JISZ 2801:2000

Der japanische Industriestandard JIS Z 2801:2000 (im Folgenden: JIS) wurde daraufhin
konzipiert, die antibakterielle Wirkung von flachen Festkorperoberflichen zu erfassen. Das
Standardprotokoll sieht vor, eine Nahrlésung mit Bakterien auf eine konstante Konzentration
(105 - 10¢ cfu mL1) zu verdiinnen und 50 pL auf die Proben zu geben. Diese werden dann
durch eine sterile Polyethylen-Folie abgedeckt, durch die das Verdunsten der Lésung verhin-
dert und die benetzte Oberflache vergrofiert wird. Die Proben werden bis zu 24 h bei 35 #1°C
unter 90 % relativer Luftfeuchtigkeit gelagert. Anschlieféend wird sowohl die Folie als auch
die Probe mit Ndhrmedium abgespiilt und die aufgefangene Losung ausplattiert.[24273] Aus

dem cfu-Wert fiir 24 h wird die antimikrobielle Effizienz R definiert als
R =log(A/B) (2)

wobei A den durchschnittlichen Wert an cfu mL! auf dem inerten Referenzmaterial und B
den durchschnittlichen Wert auf dem antibakteriellen Material nach 24 h angeben.

Michels et al. kritisierten die Testphase von 24 h als zu lange Dauer, um einen deutlichen,
materialabhingigen Unterschied in R zu erkennen und sehen den Test als nicht reprasentativ
fiir Anwendungen im Innenbereich an.[’4] Kawakami et al. werten den nach ]IS definierten R-
Wert als nicht aussagekraftig, weil er die Dynamik des Absterbeverhaltens nicht beriicksich-
tigt.[2l Da der JIS als Sonderform des wet platings betrachtet werden kann, steht auch hier der

korrosive Einfluss des Puffermediums in der Diskussion, der durch die grofiere, benetzte
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Oberflache und die relativ lange Testdauer tendenziell starker zu erwarten ist.[6¢] Ein direkter
Ergebnisvergleich mit anderen wet plating Verfahren ist erschwert, da der JIS eine bakterien-

haltige Nahrlosung und keine nahrstoffarme Pufferlésung vorschreibt.

dry plating

Mit Hinblick auf die Anwendung antimikrobieller Werkstoffe als Kontaktoberflachen in
grofitenteils trockener Innenraumatmosphdre wurde das dry plating Verfahren als praxis-
nahe Variante des Abtotungstests entwickelt.[55751 Hierbei wird die Bakteriensuspension
nicht in Tropfenform, sondern mit Hilfe eines sterilen Wattebauschs aufgetragen, der Haut-
kontakt simulieren soll. Dieser wird mit einem konstanten Volumen an Bakterienlosung
getrankt und anschlieflend auf einer gleichbleibenden Fliche des zu untersuchenden
Materials abgestreift. Die Proben werden unter atmosphdarischen Bedingungen gelagert, was
zur Folge hat, dass die Oberflache bereits innerhalb weniger Sekunden trocknen kann.[51
Zum Ablosen der Bakterien wird die gesamte Probe in Pufferlésung mittels Vortexen,
Ultraschall oder anderer unterstiitzender Methoden behandelt.

Bei Anwendung des dry plating Verfahrens ist es moglich, dass auch bei nicht antimikro-
biell wirkenden Referenzmaterialien eine wesentliche Reduzierung der cfu mL-! {iber die Zeit
auftritt.[51 Diese kann in zusatzlichen Stressfaktoren fiir die Bakterien wie dem Trocknungs-
prozess oder dem Abldseverfahren begriindet sein und muss bei der Darstellung der abso-
luten antibakteriellen Effizienz von Werkstoffen im Vergleich mit anderen Studien bertick-

sichtigt werden.[39]

abgeleitete Versuchsvarianten

Eine Zwischenform von wet und dry plating besteht darin, die Bakterienlésung in Form eines
Tropfens aufzubringen und diesen dann unter atmosphdarischen Bedingungen zu lagern, so
dass Verdunsten und Austrocknen zu einem spateren Zeitpunkt moglich sind.[5+76-831 Unter
atmosphdrischen Bedingungen trocknet die aufgebrachte Bakterienl6sung, abhdngig vom
Fliissigkeitsvolumen und anderen Faktoren, dabei durchschnittlich innerhalb von 10 - 20
min.[5666731 Die amerikanische Umweltschutzbehoérde (EPA) hat zur Evaluation antibakteriel-
ler Legierungen ein derartiges Verfahren standardisiert.[66.69.73] Sie stellt an eine antibakteriell
wirksame Legierung die Anforderung, dass 99,9% an reprasentativen Erregern unter den
vorgegebenen Testbedingungen innerhalb von 2 h abgetdtet werden.[84]

Um das antibakterielle Verhalten eines Materials in einer dynamischen, fliissigen Um-
gebung zu charakterisieren, wurde eine Variante des Abtdtungstests entwickelt, bei der die
Werkstoffprobe in einer bakterienhaltigen Pufferlosung kontinuierlich bewegt wird (ASTM
E2149).I8586] Diese Methode findet oft bei Faserwerkstoffen Anwendung.

Eine weitere Versuchskategorie stellen zyklisch wiederholte Abtétungstests auf Oberflachen

in Kombination mit Abnutzungs- und Benetzungstests dar.[7387.88] Derartige Testprotokolle
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sollen in erster Linie den Einfluss von regelmafiiger Flachendesinfektion und mechanischer
Beanspruchung im Krankenhausumfeld auf das Langzeitabtotungsverhalten massiver Werk-

stoffe simulieren.

3. Laser-Materialbearbeitung

In dieser Arbeit wurden Laserverfahren zur Mikrostruktur- und Oberflachengestaltung von
Kupferwerkstoffen eingesetzt. Im folgenden Abschnitt werden daher die wesentlichen Grund-
lagen fiir die Laserbearbeitung von metallischen Werkstoffen und Fotolacken mittels Laser-
Interferenz und laser cladding (LC) unter prozessrelevanten Gesichtspunkten betrachtet. Eine
ausfiihrliche, mathematisch-physikalische Betrachtung der allgemeinen Wechselwirkung
zwischen elektromagnetischer Strahlung und Materie ist in den Quellen [891 und 901 zu finden.
Die Wechselwirkung von Laserstrahlung mit Materialien ist stark material- und zeitabhan-
gig. Da die relevanten, physikalischen Gr6f3en nur fiir wenige Materialsysteme umfassend be-
kannt sind, lassen sich generalisierte Regeln der Wechselwirkung fiir verschiedene Material-

gruppen ableiten, die jedoch keinen strikten Grenzen unterliegen. (8]

Absorptionsverhalten

Die Wechselwirkung von Laserlicht mit Metallen findet hauptsachlich iiber die Anregung von
Elektronen im Leitungsband statt. Vereinfacht dargestellt wird diese durch das modifizierte
Drude-Modell, welches die Elektronen eines Metalls als freie Elektronen in einem Potential-
topf beschreibt.ll Aus der dielektrischen Funktion eines Metalls nach dem Drude-Modell
geht die Plasmafrequenz wp als elementare Konstante hervor, die das Absorptionsverhalten
in zwei Bereiche einteilt. Fiir Frequenzen w < wp stellt sich eine hohe, fiir Frequenzen w > wp
eine niedrige Reflektivitit ein. Der Ubergang dieser Regime findet, wie in Abbildung 12 dar-

gestellt, relativ stetig statt.
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Abbildung 12: Absorptionsverhalten von verschiedenen Metallen und Silzium in Abhangigkeit der Wel-
lenldnge. Rohdaten aus [°31.
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Die entsprechende Wellenldange zur Plasmafrequenz liegt bei Metallen typischerweise im UV-
Bereich, weshalb die Anregungswellenliange des Lasers zur Materialbearbeitung entspre-
chend niedrig gewahlt werden sollte, um eine hohe Absorption zu erzielen. In dieser Arbeit
wurde aus diesem Grund eine Wellenldnge von 355 nm fiir die gepulste Laser-Interferenz-
methode verwendet, die durch Frequenzverdreifachung erzeugt wird.

Eine weitere Ursache fiir den generell hohen Reflexionsgrad von Metallen im sichtbaren
Wellenlangenbereich ist die relativ geringe Eindringtiefe fiir Lichtwellen. Sie betragt bei
Kupfer ca. 6 nm fiir A = 10 pm und 0,6 nm fiir A = 0,1 pm.[92]

Im Gegensatz zum relativ stetigen Verlauf des Absorptionsverhaltens bei den meisten Me-
tallen zeigen Polymere liberwiegend diskrete Absorptionsspektren, deren Maxima speziellen
chemischen Gruppen bzw. Vibrations- oder Schwingungszustanden von Molekiilen zugeord-
net werden konnen.[8% Im Falle von Fotolacken werden funktionelle Gruppen eingesetzt, die
bestimmte Anregungsfrequenzen stark absorbieren und dadurch eine spezielle Reaktion aus-

l6sen (siehe etwa Wellenldngenbereich 330 <A < 360 nm in Abbildung 13).
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Abbildung 13: Absorptionsspektren einiger positiv-Fotolacke (MicroChemicals GmbH).[?4

Unter ausreichender Lichtdosis von A = 345 nm wird bei dem in dieser Arbeit verwendeten
positiv-Lack (AZ1518 von MicroChemicals GmbH) eine Karbonsaure gebildet, die die belich-
teten Bereiche durch einen Entwickler 16slich macht. Unbelichtete Bereiche verbleiben im

vernetzten, unloslichen Zustand.
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Anregungsdauer

Die Art der Wechselwirkung von Strahlung und Materie kann je nach Anregungsdauer als
thermisch, photophysikalisch oder photochemisch kategorisiert werden.89 Wechselwirkun-
gen werden als thermisch bezeichnet, wenn die Uberfiihrung der Energie der angeregten
Elektronen zu thermischer Energie schnell im Vergleich zur ihrer Anregungsrate, in diesem
Fall der Laserpulsdauer, erfolgt. Bei Kupfer liegt die zum Energielibertrag von Elektronen
zum Metallgitter bendtigte Zeit in der Grofdenordnung von 10-12 s.951 Im Gegensatz hierzu
dominieren photochemische Wechselwirkungen, wenn die Umwandlung in thermische Ener-
gie wesentlich ldnger dauert als die Anregungsdauer. Das gleichzeitige Auftreten beider Re-
gime wird als photophysikalische Wechselwirkung zusammengefasst.[89]

Bei der Laserbearbeitung von Metallen kénnen mit steigendem Warmeeintrag Aufheiz-,
Schmelz-, Verdampfungs- und Plasmaprozesse auftreten. Hierbei dominieren bei kontinuier-
lichen Lasersystemen, wie beispielsweise dem LC, Aufheiz- und Schmelzprozesse.ll Mit kiir-
zer werdender Pulsdauer stellt sich eine Mischung aus Aufheizen, Schmelzen und Ablation
durch Verdampfen ein. Dies entspricht dem typisch photophysikalischen Regime eines Nano-
sekunden-Lasers, wie er in dieser Arbeit zur Laser-Interferenzstrukturierung (LIS) eingesetzt
wurde.[5] Flir Pulsdauern im Bereich von Pico- und Femtosekunden (Ultrakurzpulslaser)
wird nahezu die gesamte, eingebrachte Energie zum Sublimieren des Metalls verwendet und
der Warmeeintrag minimiert (photochemisches Regime). Beide in dieser Arbeit verwendeten

Laserverfahren, LIS und LC, rufen einen signifikanten Warmeeintrag hervor.

Energiedichte
Bei der Laser-Materialbearbeitung hat sich die globale, gemittelte Energiedichte (Fluenz) Fg

als wichtiger Parameter etabliert. Sie berechnet sich als Energie E pro bestrahlter Flache S zu:

o= L 3)
CTf. S t-f-S

wobei L die mittlere, messbare Leistung iiber die Zeit t und f die Frequenz bei gepulsten
Lasersystemen in Hz angibt. Durch das Einbeziehen der Laserfrequenz f (und nicht der theo-
retischen, aufsummierten Pulsdauer) sinkt die physikalische Signifikanz von Fg zur Voraus-
sage physikalischer Wechselwirkungen. Im Vergleich von Laserverfahren mit dhnlicher Puls-
dauer stellt sie jedoch eine wichtige relative Grofie dar, der - fiir genau diese Gruppe von
Lasersystemen - auch physikalische Regime zugeordnet werden.l°7l Somit konnen bei Metal-
len bestimmte Schwellfluenzen definiert werden, die zum Aufschmelzen, Verdampfen oder
zur Plasmabildung unter Verwendung eines bestimmten Lasersystems tiberschritten werden
miissen. Die zur Plasmabildung mindestens notwendigen Fluenz F; liegen bei den meisten

Metallen im Bereich mehrerer | cm-2.1971 Im Vergleich hierzu sind die fiir die Laser-Litho-
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graphie von Fotolacken notwendigen Leistungsdichten wesentlich geringer. Laut Hersteller-
angaben werden fiir die Belichtung des hier verwendeten AZ1518 Positiv-Lacks Lichtdosen

von etwa 20 - 30 mW cm-2 empfohlen, was einer Fluenz von 2 - 3 m] cm-2 entspricht.

4. Laser-Interferenzstrukturierung

Die Laser-Interferenzstrukturierung (LIS) stellt in dieser Arbeit ein entscheidendes Werk-
zeug dar, um funktionelle Oberflaichen mit periodischen Strukturen (Periodizitdt P von ca.
500 nm bis 50 pm) in der Gréf3enordnung von Bakterien (ca. 1 um) zu erzeugen. Die Technik
basiert auf der Interferenz mehrerer gepulster Laserstrahlen, durch die spezifische, periodi-
sche Intensitdtsverteilungen hervorgerufen werden (siehe Abbildung 14). Deren laterales
Muster wird wiederum durch photothermische Prozesse auf die Werkstoffoberflache tiber-
tragen. Im Folgenden werden die flir diese Arbeit wesentlichen Aspekte des Verfahrens
behandelt.

Die Grundlage fiir die LIS stellt die Interferenz von mehreren, kohdrenten Laserstrahlen
dar, die mathematisch durch die Aufsummierung der Einzelwellen unter Berticksichtigung
ihrer raumlichen Ausrichtung berechnet werden kann (siehe Anhang).[! In der vorliegenden
Arbeit wurden Oberflachenstrukturen auf Basis der 2-Strahl und 3-Strahlinterferenz erzeugt,
deren geometrische Strahlanordnungen und typische Intensitdtsverteilungen in Abbildung

14 b) bzw. c) dargestellt sind.
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Abbildung 14: a) Schema der Laser-Interferenzstrukturierung von Obeflachen und laterale Grofienord-
nungen am Beispiel der Zweistrahlinterferenz. Rechts dargestellt sind die geometrischen Laserstrahl-
konfigurationen (oben) sowie die resultierenden Intensititsverteilungen (unten) im Falle von b) 2-
Strahl- bzw. c) 3-Strahlinterferenz. Berechnete Intensitatsverteilungen modifiziert aus [°°l.
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Uberlagern sich zwei Laserstrahlen mit gleicher Ausgangsintensitit Iy entsprechend der in
Abbildung 14 dargestellten Geometrie unter dem Winkel a, so berechnet sich die resultie-

rende Intensitatsverteilung in x-Richtung zu
I(x,a) = 41, - cos?(kx - sin(a)) 4)

wobei k = 2i/A die Wellenzahl darstellt. Durch eine Projektion der cos2-Kurve in y-Richtung
ergibt sich eine linienartige laterale Intensitatsverteilung in der x-y-Ebene, die wihrend des
Strukturierungsprozesses parallel zur Werkstoffoberflache ausgerichtet ist.

Im Falle der Dreistrahlinterferenz bilden sich komplexere Intensitatsverteilungen aus, die
keine Projektion entlang der y-Achse erlauben. Fiir den hier verwendeten Spezialfall maxima-
ler Symmetrie bei gleichem, kleinsten eingeschlossenen Winkel a der Laserstrahlen zueinan-
der und gleichem Einfallswinkel zur Werkstoffoberflache ergibt sich die in Abbildung 14 c)

dargestellte Intensitatsverteilung, die vereinfacht beschrieben werden kann als:

I(X, Y, (X) = 91O . [A] (5)

Hierbei stellt [A] einen Term aus trigonometrischen Funktionen dar, der im Anhang vollstan-
dig hergeleitet wird. Da die Wechselwirkung zwischen Laser und Werkstoff in den Bereichen
maximaler Intensitdt auftritt, bilden sich im Spezialfall der beschriebenen, gleichbleibend
symmetrischen Anordnung punktartige Oberfldchenstrukturen aus. Von besonderer Bedeu-
tung bei beiden Strahlkonfigurationen ist die Amplitude der berechneten Intensititsvertei-
lungen, die jeweils dem Quadrat der aufsummierten Intensitdten der Ausgangsstrahlen ent-
spricht.

Die Periodizitdt P des Linienmusters und die 3-fache Periodizitit P» des Punktmusters

kann jeweils durch Variation des von den Laserstrahlen eingeschlossenen Winkels a gesteu-

ert werden:
P = A 6
L™ 25sin () (6)
A
(7)

= /3 sin (@)

wobei A die konstante Wellenldnge der eingesetzten Laserstrahlung darstellt.

Auf Basis der messbaren, globalen Fluenz F, der einstellbaren, lateralen Periodizitdt und
der hergeleiteten Intensitdtsamplituden kénnen reale, lokale Intensitidtswerte abgeschatzt
werden. Unter Berticksichtigung der materialabhingigen Reflektivitit ist damit eine Voraus-
sage moglich, wann materialspezifische Schwellfluenzen lokal iiberschritten und damit be-

stimmte Laser-Material-Wechselwirkungen ausgeldst werden.[89.97]
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5. Laser Cladding

Beim laser cladding (LC) bzw. Laser-Auftragsschweifien wird ein kontinuierlicher Laser ein-
gesetzt, um liber Schmelzprozesse einen Materialauftrag auf metallischen Oberflachen zu er-
zeugen. Hierzu werden sowohl der Laserstrahl als auch die Pulverzufuhr nahe der Substrat-
oberfliche, wie in Abbildung 15 dargestellt, fokussiert. Die Durchmischung zwischen ge-
schmolzenem Auftrag und Substrat kann kontrolliert erh6ht werden, indem der Laserfokus

und damit der Warmeeintrag zum Substrat hin verschoben wird.[96.100]

PartikelgréRe (30-50 um)
Pulverzufuhr / Laserstrahl (A = 800-980 nm)

Flachenbeschichtung
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relativer }" /' }"
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% " steuerbare Durchmischung
----------------------- A '"" . Schichtdicke
* Substrat Z -- . (1-2mm)

<4— Fokusdurchmesser (ca. 0,5 mm)

Abbildung 15: Schema und wichtige Gréfdenordnungen des LC Prozesses.

Typische Strukturgréféen wahrend des LC-Prozesses (Schichtdicke, Fokusdurchmesser,
Schweifdspurbreite) liegen im Millimeterbereich. Elementare Parameter, die den Warme-
eintrag wahrend des LC-Prozesses beeinflussen sind Laserleistung, Durchmesser und Ab-
stand des Laserfokus zur Oberflache, Pulverfluss, Schutzgasfluss und Verfahrgeschwindigkeit.
Eine flichendeckende Beschichtung ist mit dieser Methode durch iiberlappenden Auftrag,

etwa in Maanderform, moglich.
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6. ICP-Massen- und Atomemissionsspektroskopie

Zur Bestimmung der lonenabgabe von Werkstoffen in fliissigem Medium wurden in dieser
Arbeit Massenspektroskopie und Atomemissionsspektroskopie mittels induktiv gekoppelten
Plasmas (ICP-MS und ICP-AES) eingesetzt. Beide Methoden nutzen die lonisierung der zer-
staubten Probefliissigkeit in einem Plasma, welches durch ein hochfrequentes Wechselstrom-
feld in Argongas bei bis zu 10.000 K aufrechterhalten wird.[101]

Bei der ICP-MS werden die ionisierten Teilchen nach ihrem Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis
aufgespalten und in einem Quadrupol-Massenanalysator qualitativ und quantitativ analysiert.
Der lonenstrom verlduft hierbei zwischen vier parallelen, leitenden Stdben. Durch geeignete
Uberlagerung von gegeniiberliegender Gleichspannung und phasenverschobenen, hochfre-
quenten Wechselspannungen werden die Ionen beschleunigt und auf eine spiralférmige Bahn
gezwungen. Die Frequenz und Amplitude der angelegten Hochfrequenzspannung kénnen als
Filter so angepasst werden, dass jeweils nur lonen mit einem bestimmten Masse-zu-Ladungs-
Verhéltnis den Analysator passieren.

Bei der ICP-AES findet eine Intensitdtsanalyse des Emissionsspektrums der ionisierten
Atome statt. Im Vergleich zur ICP-MS ist hier wegen der verschiedenen, notwendigen Detek-
toren oft nur eine wellenldngen- und damit elementspezifische Analyse mdéglich. Die theore-
tische Nachweisgrenze der ICP-MS (ng L) liegt unterhalb der der ICP-AES (ug L-1).[101,102] [n
beiden Verfahren wird die Probeldsung mit verdiinnter Salpetersadure versetzt, die die Ober-

flachenadsorption von Spurenelementen im Analysator verhindern soll.

7. Ellipsometrie

In dieser Arbeit wurde Ellipsometrie (EM) in Kooperation mit dem Max-Planck-Institut fir
Eisenforschung (MPIE, Diisseldorf) zur Identifikation und Wachstumsanalyse von Kupfer-
oxidschichten eingesetzt.

Mit Hilfe der EM konnen der komplexe Brechungsindex sowie die Schichtdicke diinner,
dielektrischer Materialien im A - pm-Bereich bestimmt werden. Die EM nutz die Eigenschaft
von polarisiertem Licht, seine Polarisation beim Durchqueren von oder bei der Reflexion an
dielektrischen Materialien zu verdndern. Die Anderung des Polarisationszustands wird durch
das komplexe Verhaltnis p der beiden Reflexionskoeffizienten rs (senkrecht zur Einfallsebe-
ne: s-polarisiert) und rp (parallel zur Einfallsebene: p-polarisiert) ausgedriickt. Dieses Ver-

haltnis wird oft auch iiber die sogenannten ellipsometrischen Parameter s und A definiert:

r . .
p=i= lp| - € = tan(y) - e 8)

wobei A die Anderung der Phasendifferenz zwischen s- und p-polarisiertem Anteil vom ein-

fallenden zum reflektierten Strahl und tan(ys) die Amplitude von p darstellt.[103]
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Materialeigenschaften

Der folgende Abschnitt befasst sich mit materialwissenschaftlichen Grundlagen zu reinem
Kupfer und relevanten Kupferverbindungen. Aufgrund der Interaktion mit biologischen Orga-
nismen und dem damit verbundenen Feuchtigkeitseinfluss liegt ein besonderer Fokus auf

Kupferoxiden und dem Korrosionsverhalten von Kupfer.

1. Grundlegende Eigenschaften

Die folgende Tabelle fasst projektrelevante physikalisch-chemische Eigenschaften von Kupfer
im Vergleich zu Silber und Kupferoxiden zusammen. Weitere stoffspezifische Gréfien, die in
Bezug zu dem antibakteriellen Verhalten metallischer Elemente stehen kdnnten, werden ab S.
96 fiir ein grofieres Elementspektrum betrachtet.

Tabelle 3: Physikalisch-chemische Gréfen und Eigenschaften von Kupfer, Silber und Kupferoxiden.[®3!

Temperaturabhangige Grof3en sind bei 25 °C angegeben. Das elektrochemische Standardpotential be-
zieht sich auf Cu2* und Ag*. *: Bezug zur LIS, V: Bezug zum LC der Kupfer-Silber-Legierung.

Grofse/Eigenschaft (Einheit) Cu Ag CuO Cuz0
Ordnungszahl 29 47 - -
absolute Atom-/Molekiilmasse (u) 63,55 107,87 79,55 143,09
elektrochem. Standardpotential (V) + 0,34 +0,79 - -
Dichte (g cm-3) 8,92 10,5 6,3-6,49 6,0
Schmelztemperatur (°C) *V 1084,62 961,93 1326 1235
Warmeleitfahigkeit (W m-t K-1) *V 401 429 k. A. 5,58
Temperaturleitfahigkeit (10-¢ m2 s-1) * 117 173 k. A. k. A.
Absorptionsgrad bei A = 355 nm * 0,63 0,31 k. A. k. A.
Absorptionsgrad bei A =900 nm Vv 0,03 0,02 k. A. k. A.
Kristallstruktur v kfz kfz  monoklin kubisch
Gitterkonstanten (A, )V 3,608 4,077 ap=4,684 4,25

bo = 3,425

co=5,129

Bo=99,47

Die absolute Atommasse von Kupfer ergibt sich aus dem Vorkommen natiirlichen Kupfers,
welches in Form der beiden Isotope 63Cu (zu 69,15 %) und ¢5Cu vorliegt.[194] Die Kupferoxide
Kupfer(I)-0xid, Cuz0 (Cuprit) und Kupfer(II)-Oxid, CuO (Tenorit) sind p-Halbleiter mit Band-
liicken im Bereich von 1,8 - 2,5 eV bzw. 1,21 - 2,0 eV.[105.106]

Im Vergleich zur Warmeleitfahigkeit, die den Energietransport durch Warme wieder gibt,
beschreibt die Temperaturleitfahigkeit die rdumliche Temperaturverteilung in einem Werk-
stoff aufgrund von Temperaturgradienten. Sie berechnet sich als Quotient der Warmeleitfa-

higkeit iiber der Dichte und der spezifischen Warmekapazitit eines Stoffs. In Verbindung mit
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der Laserpulsdauer und Strukturperiode erlaubt sie eine Vorhersage zur Strukturauspragung
wahrend der LIS. Sowohl bei Kupfer als auch bei Silber liegen beide Werte im Vergleich zu an-
deren Metallen relativ hoch, was der photothermischen Erzeugung homogener Oberflachen-
strukturen kleiner als ca. 2 pm durch die LIS auf diesen Metallen entgegensteuert.[107]

Obwohl die theoretische Elektronenkonfiguration von Kupfer nach dem Pauli-Prinzip ein
voll besetztes s-Orbital beschreibt (Ar 3d9 4s2), ist die reale Konfiguration des Kupferatoms
aus energetischen Griinden Ar 3d10 4sl. Dies ist bei allen natiirlichen Elementen der Kupfer-
gruppe (Cu, Ag, Au) die Ursache fiir eine hohe thermische und elektrische Leitfahigkeit. Im
Fall von Kupfer hat dies weiterhin zur Folge, dass Kupferionen sowohl im Cu*- (Ar 3d10 4s9)
als auch im Cu?+-Oxidationszustand (Ar 3d° 4s°) stabil vorliegen.[194] Diese Eigenschaft gilt als
elementspezifische Ursache fiir den durch Redoxzyklen zwischen verschiedenwertigen Kup-

ferionen moglichen Schadigungsmechanismus gegeniiber Mikroorganismen (siehe 38).[24]
2. Korrosionsverhalten von Kupfer

2.1 Atmosphirische Korrosion

Bereits 1933 beschrieb Wagner unter anderem fiir Kupferoxid bei erhdhten Temperaturen
ein parabolisches Oxidwachstumsgesetz, welches sich aus diffusionsgesteuerten Transport-
mechanismen von Kupfer- und Sauerstoffionen innerhalb der Oxidschicht ableitet.[108]
Cabrera et al. erweiterten dieses Wachstumsgesetz an dem Modell Kupfer fiir niedrigere
Temperaturen, indem sie ein homogenes, uniformes Oxidschichtwachstum bis ca. 10 nm
durch feldgesteuerten lonentransport annahmen.[199 Leibsle und Tanaka et al. konnten
jedoch nachweisen, dass ein anfanglich inselartiger Oxidwachstumsprozess fiir Kupfer auch
bei Zimmertemperatur wahrscheinlicher ist.[110.111]

Bisher konnte in mehreren Studien an einkristallinem Kupfer nachgewiesen werden, dass
sich unter atmospharisch feuchten Bedingungen zunéachst eine geschlossene Cu;0-Schicht auf
Kupfer ausbildet, auf der innerhalb mehrerer Monate eine zusatzliche CuO-Schicht entstehen
kann.[112-114] Studien an polykristallinem Kupfer unter Raumtemperatur kommen zu dhnli-
chen Ergebnissen und beschreiben die Bildung der CuO-Schicht als abschliefienden Wachs-
tumsschritt.[115116] Platzman et al unterteilten den Bildungsprozess derartiger Doppel-
schichten unter atmosphdarischen Bedingungen in mehrere Phasen.[1171 Nach der anfianglichen
Ausbildung einer Cuz0-Schicht beobachteten sie Cu(OH); als metastabiles Zwischenprodukt,
welches durch die Interaktion mit Hydroxylgruppen aus atmospharischer Luftfeuchtigkeit
entstehen kann. Dieses wandelt sich dann zu CuO um. Die vorgeschlagenen Reaktionen wer-

den als konkurrierend und voneinander abhangig gewertet.[117]
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Eine Temperatursteigerung fiihrt ebenfalls zur Ausbildung von Cuz0 bzw. Cu,0/CuO-Dop-
pelschichten. Unter atmospharischem Sauerstoffpartialdruck und Temperaturen bis zu ca.
250 °C bildet sich eine thermodynamisch stabile Cu;0-Schicht auf Kupfer aus. Diese reagiert
bei noch hoheren Temperaturen mit Luftsauerstoff unter Bildung einer zuséatzlichen CuO-

Schicht weiter.[118-121]

Kupferpatina

Kommen Kupferwerkstoffe iiber einen langeren Zeitraum mit Feuchtigkeit und atmospha-
rischen Spurenelementen (z.B.: Schwefel, Eisen) in Kontakt, kann sich eine sogenannte Patina
ausbilden. Im Gegensatz zu Kupferoxidschichten zeichnet sich diese durch eine extrem hohe
Porositdt und eine starke Wasserabsorption aus.[*22] Eine Kupferpatina besteht aus mehreren
Schichten verschiedener Kupferverbindungen, deren charakteristische Farbgebung von Zu-
sammensetzung und Schichtdicke abhdngen. Die dem Metall am nachsten liegende Schicht
besteht vorwiegend aus Cu»0.[1221 Die typische Farbung kommt durch zusatzliche Schichten
zustande. In industrieller Umgebung beispielsweise wird die Bildung von griinlichem
Brochantit (CuSO4+Cu(OH)2) durch sauren Regen begiinstigt. Bei ausreichend vorhandenen
Eisen-Spurenelementen kann sich ein Brochantit-Mischkristall mit bis zu 10 Atom-% gelos-
ten Eisenatomen ausbilden, der eine rostbraune Farbung zeigt.[122] Das ebenfalls griinliche
Mineral Atacamit (CuzCl(OH)s3) tritt als Hauptbestandteil der Kupferpatina in mariner Umge-
bung auf.l'22l Im Gegensatz zu Carbonat- und Nitratverbindungen sind die Schwefel- und
Chlorverbindungen von Kupfer unléslicher in Wasser (Loslichkeitsprodukte um den Faktor
103 niedriger) und damit stabiler.[123]

Eine antimikrobielle Wirkung dieser Verbindungen wurde bisher nicht explizit untersucht.
Goidanich et al. stellten bei einer auf CuZn15 bzw. CuZn20 gebildeten, mehr als 5 Jahre alten
Patina eine durchschnittliche Kupferfreisetzung von 1,4 g m-2y-1 fest.[124] Dies ldsst vermuten,
dass auch die fiir die Patina verantwortlichen Kupferverbindungen in gewissem Mafie ionen-

basierte Effekt hervorrufen konnten.

2.2 Elektrochemische Korrosion

Die chemische Korrosion von Metallen durch Wasser kann thermodynamisch iiber Gleichge-
wichtsreaktionen zwischen Ionen und Feststoffen beschrieben werden. Entsprechend Nernst
konnen unter Beriicksichtigung der elektrochemischen Spannungsreihe (siehe spater Tabelle
6, S. 97) die zugehorigen Potentialverldufe in Abhangigkeit des pH-Werts beschrieben wer-
den. Das Korrosionsverhalten eines metallischen Werkstoffs ldsst sich so thermodynamisch
in Form eines Potential-pH- bzw. Pourbaix-Diagramms, wie in Abbildung 16 gezeigt, zusam-

menfassen.
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Abbildung 16: Potential-pH-Diagramm (Pourbaix-Diagramm) fiir das System Cu-H;O bei 25°C.[
Cu(OH); ist im Diagramm nicht beriicksichtigt. Die Geraden A, B und C ergeben sich aus den im Folgen-
den beschriebenen Gleichungen.

Das dargestellte Pourbaix-Diagramm fiir Kupfer und Wasser setzt sich aus folgenden Gleich-

gewichtsreaktionen und Potentialverldufen (E) zusammen:[!]

A: Cu e Cu?t + 2e” E =0,337V+ 0,029 V - log(Cu?*) (9)
B: Cu,0+ H,0 e 2Cu0+ 2H* + 2e~ E = 0,669 — 0,059 V- pH (10)
C:  2Cu+H,0 e Cu,0+2H" + 2e~ E =0,471—- 0,059 V- pH (11)

Hierbei trennt die potentialunabhdngige Horizontale A (Gl 9) die Bereiche der Immunitat
und der Korrosion. Die beiden Parallelen B und C (Gl. 10 & 11) begrenzen die Stabilitatsge-
biete von CuO und Cu;0 (Passivbereiche). Senkrechte Begrenzungen entsprechen potential-
unabhingigen Losungsgleichgewichten von Feststoffen. Das durch das Diagramm beschrie-
bene Verhalten entspricht jeweils einer spezifischen Konzentration an ionischen Spezies,
standardmaf3ig 10-¢ M (Geraden mit Beschriftung -6). Mit steigenden Konzentrationen ver-
schiebt sich das Diagramm tendenziell in Richtung der 0-Geraden (1 M Konzentration). Die
gestrichelten Geraden d und e entsprechen den pH-abhingigen Gleichgewichtspotentialen
der Hz/H* (e) bzw. 02/H;0-Elektroden (d) und geben den Stabilitdtsbereich von Wasser
wieder.

Anhand des Diagramms ist ersichtlich, dass Sauerstoff Kupfer oxidieren kann, da sein
Gleichgewichtspotential hoher als das des Kupfers liegt. Sdurekorrosion durch Reduktion von
H+-Ionen kann bei Kupfer jedoch nicht auftreten, da das Gleichgewichtspotential von Wasser-

stoff zu niedrig liegt. Wasser ist daher mit Kupfer und seinen Oxiden koexistent.[125]
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Weiterhin ist erkennbar, dass sich bei neutralen pH-Werten in reinem Wasser hauptsachlich
Cuz0 ausbildet, welches allerdings nur iiber einen schmalen pH- und Potentialbereich bes-
tandig ist. Bei leicht alkalischen pH-Werten ist CuO die vorherrschende Oxidmodifikation in
flissiger Umgebung.[125] Kupfer kann entsprechend des Diagramms durch Sduren und starke
Basen mit oxidierenden Bestandteilen korrodiert werden.[ll Das in obigem Diagramm nicht
betrachtete Kupfer(II)-Hydroxid (Cu(OH).) kann potentialabhidngig und konkurrierend zu
CuO entstehen und mit diesem Mischschichten ausbilden.!126]

Die Giiltigkeit von Pourbaix-Diagrammen wird unter realen Bedingungen durch schnellere
Reaktionskinetik, Abweichungen von Normaldruck und -temperatur sowie unreine Stoffge-
mische eingeschrankt. Komplexbildende und ausfillende Stoffe konnen einen starken Poten-
tialabfall durch eine relative Verringerung der Kupferionenkonzentration bewirken und Kor-
rosionsmechanismen dadurch tendenziell beschleunigen. Komplexbildner sind beispielswei-
se Ammoniak, und Cyanide.['27] Kupfer zeigt, neben Sauerstoff, eine ebenfalls starke Affinitat
zu Chlor, was die Oberflachenchemie in Kontakt mit chlorhaltigen Losungen relativ komplex

gestaltet.[128]

2.3 Kupferlegierungen

Die Korrosionsmechanismen und -Produkte bei Kupferlegierungen sind duf3erst vielfaltig und
bisher nicht detailliert untersucht.[1291 Daher erfolgt an dieser Stelle eine zusammenfassende
und exemplarische Betrachtung der Korrosion und Oxidbildung bei den wichtigen Legie-
rungsgruppen Bronze und Messing.

Messinglegierungen besitzen eine hohe Korrosionsbestdandigkeit gegeniiber Trinkwasser,
Kondensat und Dampf.[130] Bronzelegierungen sind generell auch in Meerwasser und mariner
Umgebung korrosionsbestdndig, wobei die Korrosionsresistenz mit steigendem Zinnanteil
zunimmt.[131132] Ein typischer, korrosiver Schadigungsmechanismus bei Messinglegierungen
ist die anodische Auflésung von Zink (Entzinkung).[133] Diese kann durch Zulegieren kleiner
Mengen von Antimon, Arsen oder Zinn verringert werden.[130.134] Um die Korrosionsbestan-
digkeit beider Legierungstypen weiter zu erh6hen, kann Nickel zulegiert werden, der in bei-
den Systemen gut 16slich ist. Aluminium wird wegen der verstiarkten Passivierung speziell
zur Verbesserung der Korrosionsbestandigkeit von Kupferlegierungen gegeniiber Meerwas-
ser zugesetzt.[127]

Im Folgenden werden exemplarische, empirische Studien zu Korrosionsprodukten bei
Messing- und Bronzelegierungen betrachtet. Hierbei sind atmosphérische und fliissige Korro-
sionsbedingungen in Prisenz von NaCl von besonderem Interesse, da diese Riickschliisse auf
den Innenanwendungsbereich und die Interaktion mit Hautschweifd auf Kontaktoberflachen

erlauben konnten.
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Unter atmosphdarischen Bedingungen identifizierten Qiu et al. auf Messing (CuZn20) Cu.0
und ZnO als Hauptoxidationsprodukte, wobei das Wachstum von Cu;O als flichenméaf3ig und
ZnO als lokal kolumnar beschrieben wurde.[35 In fliissigem Medium wurde fiir Cu77Zn21AI2
eine Mischung aus beiden Kupferoxiden, ZnO und verschiedenen Hydroxiden nachgewie-
sen.[136] Kabasakaloglu et al. identifizierten auf CuZn30 in NaCl-Lésung (1 M) ZnO und CucCl
als Hauptreaktionsprodukte.[1371 Auf Messing mit niedrigen Zinkanteilen wurde in regelma-
Riger Interaktion mit kiinstlichem Hautschweifd Cu,O als mafdgebliches Oxidationsprodukt
nachgewiesen.l134] Fredj et al. konnten dies in einer Feldstudie mit echtem Hautschweif3
(Handkontakt durch Testpersonen) fiir hohere Nickelanteile bestdtigen und wiesen nach,
dass die Dicke der Cuz0-Oxidschicht mit steigendem Kupferanteil der Messinglegierung eben-
falls zunahm.[138]

Bei Bronzen (CuNi15Si8, CuSn5AI5) wurden in leicht alkalischem Milieu Cu;0, Sn0;, NiO
und verschiedene Hydroxide als Korrosionsprodukte nachgewiesen.[139 Fiir CuSn10 in einer
NaCl-Losung (1 M) identifizierten Robbiola et al. SnO, Cu0, Cuz0, CuCl und mehrere Hydroxi-

de als Reaktionsprodukte, die sich mehrschichtig anordneten.[140]

Es lasst sich zusammenfassen, dass in neutralem, wassrigem Medium Cu,0O die thermodyna-
misch wahrscheinlichste Oxidform bei reinem Kupfer darstellt. Dies kann jedoch in Abhangi-
gkeit der Medienzusammensetzung stark abweichen. Unter atmospharisch-feuchten Bedin-
gungen sowie bei erhohten Temperaturen bilden sich tendenziell Cu,0/CuO-Doppelschichten
auf reinem Kupfer aus. Die Korrosion von Kupferlegierungen gestaltet sich als komplex. Ten-
denziell treten hier verschiedene Oxide sowie Hydroxide des Kupfers in Verbindung mit
Oxiden der Legierungselemente und CuCl in NaCl-haltigen Lésungen aus. Bei Messing in

Interaktion mit Hautschweif? zeichnet sich Cu;0 als ein Hauptoxidationsprodukt ab.
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Antimikrobielle Werkstoffe

In diesem Kapitel wird der aktuelle Forschungsstand zu antimikrobiellen Materialien vorge-
stellt. In erster Linie umfasst dies massive Werkstoffe und Legierungen auf Kupfer-, Silber-
und Titanbasis. Chemische antimikrobielle Wirkstoffe und Arzneistoffe werden nicht be-
trachtet. Der umfassende Begriff antimikrobiell bezeichnet dabei eine hemmende oder toxi-
sche Wirkung gegeniiber Mikroorganismen (umgangssprachlich: Mikroben), womit in den

meisten Fallen Bakterien, Viren und Pilze zusammengefasst werden.

1. Kupfer

Kupfer und Kupferlegierungen stehen aufgrund vorteilhafter mechanischer und korrosiver
Eigenschaften sowie der geringeren Materialkosten und des direkteren Anwendungsbezugs
zu massiven Werkstoffen im Fokus dieser Arbeit. Wie historische Daten belegen, macht sich
die Menschheit empirisch motiviert bereits seit mehr als 4000 Jahren die keimt6tende Wir-

kung von Kupfer fiir die verschiedensten Anwendungen zu Nutze (siehe Folgetabelle).

Tabelle 4: Meilensteine und historische Anwendungen von antimikrobiellem Kupfer.

Datierung Anwendung/Ereignis Quelle

ca. 2400 v. Chr. frihste bekannte Aufzeichnung iiber den Gebrauch von [141]
Kupfer zur Wundreinigung (Smith Papyrus, Agypten)

ca. 1300 v. Chr. Phoénizier nutzen Kupferbeschldge an ihren Handels- [142]
schiffen, um mikroorganische Anlagerungen zu verhindern

ca. 400 v. Chr. Kupferpuder mit Honig wird im antiken Griechenland [141]
gegen Lungen- und Mandelkrankheiten verschrieben

50 n. Chr. im Romischen Imperium wird Kupfer-Essgeschirr benutzt, — [141]
um das Verderben von Lebensmitteln hinauszuzégern

1790 Pioniere in Amerika setzen Kupfermiinzen in Holzfassern [142]
zum Frischhalten von Trinkwasser ein

1832 Kupferarbeiter in Frankreich sind scheinbar immun gegen = [143]
den Ausbruch der Cholera

1893 W. von Nageli definiert den Begriff der Oligodynamie fiir [144]
die antimikrobielle Wirkung einiger metallischer Kationen

1982 erste wissenschaftliche Abhandlung zur Verringerung der  [145]
Keimbelastung im Krankenhaus durch Kupferlegierungen

2008 die amerikanische Umweltschutzbehorde registriert die (84]
ersten 5 Kupferlegierungen als antimikrobiell wirksam
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Erst nach entscheidenden Entdeckungen und methodischen Fortschritten der Mikrobiologie
im neunzehnten Jahrhundert wurde eine wissenschaftliche Ursachenforschung zur antimik-
robiellen Wirkung von Metallen moglich.[146] W. von Nageli beschrieb 1893 seine Beobachtun-
gen zu metallischen Kationen, die in der Lage waren, lebende Zellen abzutdten.[144] Er be-
zeichnete dies mit dem Begriff der Oligodynamie (oligos = klein, wenig; dynamis = Kraft),
womit er zum Ausdruck brachte, dass bereits eine relativ geringe Konzentration bestimmter
Metallionen eine starke, zelltotende Wirkung ausiiben kann. Zwischen 1890 und 1930 wur-
den, angestofden durch von Nagelis Entdeckung, tiber 130 Forschungsarbeiten und mehrere
Patente zur oligodynamischen Wirkung von Metallsalzen verfasst.[147]1 Bei diesen Arbeiten
fallt bereits auf, dass sich eine Vielzahl vorwiegend mit Kupfer- und Silbersalzen befasst.
Einer der ersten, wissenschaftlichen Wirksamkeitsnachweise zu massiven Kupferlegie-
rungen als antimikrobielle Kontaktoberflachen im klinischen Umfeld fand 1982 statt. Phyllis
Kuhn demonstrierte qualitativ anhand von Abklatschproben eine deutlich reduzierte Keim-

belastung auf Messingtiirgriffen im Vergleich zu Edelstahl (siehe Abbildung 17).[145]

Abbildung 17: Dargestellt ist die Keimbelastung durch Kontakt auf bluthaltigen Nahrbéden (rechts)
eines schwach belasteten Messingtiirgriffs (oben, CuZn33) im Vergleich zu einem stark belasteten
Edelstahltiirgriffs (unten). Quelle: Kuhn, 1982 [145],

In 2008 wurden durch die amerikanische Umweltschutzbehorde (EPA) fiinf Kupferlegie-
rungen als antimikrobiell wirksam registriert. Dies besagt, dass die Legierung in der Lage ist,
99,9 % von reprasentativen, pathogenen Erregern nach dem EPA-Versuchsprotokoll (siehe S.
19) innerhalb von 2 h abzutdten. Bis 2011 erhielten insgesamt 479 verschiedene Kupfer-

legierungen dieses Pradikat.
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Bisher wurde bei mindestens 90 Bakterienarten, 30 Pilzarten und 20 verschiedenen Viren
eine toxische Wirkung von Kupfer wissenschaftlich nachgewiesen.[28143] Entsprechend dieser
antimikrobiellen Breitbandwirkung werden Kupferwerkstoffe zur Bekdmpfung von Problem-
keimen auch aufderhalb der medizinischen Branche eingesetzt. Beispiele sind die Lebens-
mittelverarbeitungl26.67.77.148], Textilbranchel4886.149], Wasseraufbereitungl62150.151] und der ma-
ritime Einsatzbereich[152153],

Neben exemplarischen Wirksamkeitsnachweisen und der Erforschung der eigentlichen
Wirkmechanismen von antimikrobiell wirkendem Kupfer stellen Feldstudien im klinischen
Umfeld eine wesentliche Grundlage fiir die Etablierung der Werkstoffe dar. In Feldversuchen
wird oft die relative Reduktion der mikrobiellen Besiedlung von Oberfldchen als wesentliche
Grofle erfasst. Klinische Studien, in denen Kupferlegierungen als antimikrobielle Kontakt-
materialien eingesetzt wurden, fanden innerhalb der letzten Jahre in Siidafrika (2010)154],
Deutschland (2010)(24], Finnland (2010)[155], England (2010, 2012)[2627] und den USA (2012,
2013)[25156.157] statt. Die Ergebnisse schwanken aufgrund der variierenden Randbedingungen
von Studie zu Studie relativ stark (Reduzierung der Keimbelastung um 30 - 90 %) und sind

nur schwer vergleichbar.[22]
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1.1 Wirkmechanismus

Allgemein akzeptiert und ausfiihrlich belegt ist die Tatsache, dass Kupferionen in Lésung fiir
Bakterien, Viren und Pilze bereits ab sehr geringen Konzentrationen (< 0,1 mg L-1)[158] toxisch
wirken.[29.142159,160] Djes bedeutet, dass der antimikrobielle Effekt von Kupferwerkstoffen
mafgeblich auf die Freisetzung von Kupferionen aus dem Werkstoff und der Interaktion
dieser mit den Mikroorganismen zuriickzufiihren ist.[4880.143,160-162] Hinreichend belegt ist,
dass die schadigende Interaktion zwischen gelésten Kupferionen und Bakterien iiber mehre-
re, teilweise parallel ablaufende Toxizititsmechanismen geschehen kann.[2829142.143] Borkow
und Gabbay beschrieben, wie in Abbildung 18 schematisch dargestellt, bereits im Jahr 2005

mogliche, mikrobiologische Schadigungsmechanismen durch Kupferionen.2l

© @

Kupferionen

T % Proteine
freie B !
Radikale ® s-H
A /
H

D ! C

Cu* — Cu?*

Redoxreaktionen

Zytoplasma

Abbildung 18: Schematische Darstellung moglicher mikrobiologischer Toxizititsmechanismen von
Kupferionen an einer Bakterienzelle. A: Zellwandschadigung; B: Fragmentierung der DNS; C: Deaktivie-
rung von Proteinen; D: Redoxreaktionen.

A: Zellwandschidigung

Die Schadigung der Zellwand von Bakterien durch Kupferionen kann sowohl bei Gram-
positiven als auch bei Gram-negativen Arten auftreten.[>55¢] Warnes et al. beobachteten bei
dem Gram-negativen E. coli eine Depolarisierung der Zellwand unter hoher Kupferionen-
konzentration, die bei dem Gram-positiven S. aureus nicht auftrat. Daraus schlossen sie auf
verschieden ablaufende Schadigungsmechanismen bei Gram-positiven und -negativen Bakte-
rienarten.l53] Mogliche Schaden kénnen von der Beeinflussung der Permeabilitit bis hin zur
kompletten Zerstorung der Zellwand reichen, was ein Auslaufen der Zelle und damit den
direkten Zelltod zur Folge hat.[291 Die oxidative Degradation der Lipiddoppelschicht (Lipid-
peroxidation) durch freie Radikale, die durch die in Abbildung 18 beschriebenen Redoxreak-
tionen entstehen konnen, stellt dabei einen wichtigen, nachgewiesenen Angriffsmechanismus
dar.l561 Durch einen Abtotungsversuch mit Kupferionen an Hefepilzen wurde die Zellwand-

schiadigung generell als primdrer Schadigungsmechanismus bei Pilzen identifiziert.[54!
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Die Schidigung der bakteriellen Zellwand findet einigen Studien zufolge verstarkt bei hohe-
ren Kupferionenkonzentrationen statt und kann als Primdrmechanismus fungieren, auf den
sekundare, intrazellulire Tétungsmechanismen, wie die Fragmentierung der DNS, folgen
konnen.[295556] Nach Santo et al. stellt die Membranschadigung den primaren Abtotungs-
mechanismus bei Einsatz der dry plating Methode dar.511 Allerdings weisen nach Warnes et
al. nicht alle durch Kupfer abgetotete Bakterien zwangsweise eine Zellwandschidigung auf,
was so interpretiert wurde, dass auch intrazelluldre Abtétungsmechanismen eine Primérrolle

einnehmen konnen.[5253]

B: Fragmentierung der DNS

Kupferionen, insbesondere Cu?+, zeigen eine starke chemische Affinitat zu mindestens zwei
spezifischen Bindungsstellen innerhalb der DNS.[159163] Dies bedeutet, dass sie bestimmte
Bausteine innerhalb des Doppelhelixaufbaus ersetzen und dabei durch ihre unterschiedliche
Bindungslange die Struktur zerstéren kénnen. Viren, die hauptsidchlich aus DNS bestehen,
werden in erster Linie durch diesen Mechanismus inaktiviert.[159] Auf gleiche Weise konnen
auch Ribonukleinsduren (RNS), die vorwiegend der Proteinsynthese im Zytoplasma dienen,
durch Kupferionen geschadigt werden.[164]

Die Fragmentierung der DNS durch Kupferionen wurde als primarer Abtoétungsmecha-
nismus ohne wesentliche Kompromittierung der Zellwand bei S. aureus nachgewiesen.[165]
Macomber et al. zeigten allerdings bei E. coli, dass durch Kupferionen keine wesentliche DNS-
Schidigung auftreten muss und dass eine DNS-Schidigung durch Wasserstoffperoxid (H202)
im Beisein von Kupferionen sogar verringert werden kann.[166] Sagripanti et al. zeigten, dass
der Grad der DNS-Schidigung durch Kupferionen ebenfalls stark von der Prasenz anderer
Metallionen abhangt.[1591 Die genaue Rolle der DNS-Schadigung als antibakterieller Mechanis-
mus von Kupfer sowie der Einfluss der Bakterienart sind bislang nicht hinreichend aufge-
klart. Es wird vermutet, dass eine mdégliche Resistenzausbildung gegen Kupfer bei spateren
Generationen von Bakterien durch die Zerstérung der Erbinformationen in der DNS er-

schwert wird.[29,57.78,143]

C: Deaktivierung von Proteinen

Kupferionen sind in der Lage, Proteine durch Substitution wichtiger Elemente in funktio-
nellen Gruppen oder durch oxidative Prozesse zu deaktivieren.[39167] Diese konnen dadurch
die vorgesehene Rolle im Stoffwechsel nicht mehr iibernehmen, dessen Zusammenbruch den
Zelltod nach sich zieht. Osterberg hat bereits 1977 die Vermutung aufgestellt, dass
Kupferionen in erster Linie mit schwefelhaltigen Gruppen interagieren.l'¢8] Nach seinen
Uberlegungen wire bei einem Kupferiiberschuss in biologischen Systemen ein Cu?+-Ion in der
Lage, sechs SH-Gruppen durch die Bildung miteinander verkniipfter Schwefelverbindungen

zu deaktivieren. In aktuelleren Arbeiten konnte ebenfalls eine Affinitit von Cu* zu schwefel-
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haltigen, funktionellen Proteingruppen bei E. coli nachgewiesen werden.[59 Hierbei wurden
spezifische Eisen-Schwefel-Enzyme aufer Kraft gesetzt. Xu et al. formulierten die These, dass
die Toxizitdit von metallischen Ionen generell mit ihrer Thiophilizitit zusammenhdngen

konnte.[58l

D: Redoxreaktionen

Kupferionen kénnen in sauerstoffhaltiger Umgebung ihren Oxidationszustand zwischen Cu*
und Cu?* wechseln. Dies kann innerhalb eines Redoxzyklus geschehen, durch den aus reakti-
ven Sauerstoffverbindungen, wie H»0,, aggressive Hydroxylradikale (OH-) gebildet werden.
Solche Radikale sind ebenfalls in der Lage, DNS, Proteine und Lipide in der Zellwand zu
zersetzen und konnen zum Zelltod fithren.[’s] Der Redoxzyklus wird durch folgende Reak-

tionen beschrieben:

Cu?* +0; - Cu* + 0, (12)
Cu* + H,0, - Cu?* + OH™ + OH (13)
H,0, 4+ 0; = 0, + OH™ + OH' (14)

Cross et al. stellten fest, dass diese Reaktion und damit das Abtéten von Bakteriensporen
durch Kupfer im Beisein von Ascorbinsdure beschleunigt werden kann.[331 Gleichung 13 stellt
hierbei einen Teil einer durch Kupferionen katalysierten Fenton-Reaktion (Gleichung 16) dar.
Die urspriingliche Fenton-Reaktion gibt die katalysierte Zersetzung von H;0, durch Eisen

wieder und wurde 1894 erstmals durch H.J.H. Fenton formuliert:[169]

Fe3* + H,0, - Fe?* + HOO" + H* (15)

Fe?* + H,0, - Fe3* + OH™ + OH (16)
Fe3+

2H,0, — HO" + H,0 + HOO' (17)

Die Nettoreaktion (Gleichung 17) beschreibt damit die ionenkatalysierte Entstehung von
Hydroxyl- und Hydroperoxylradikalen durch den Zyklus zwischen hoherem und niedrigerem
Oxidationszustand eines Ubergangsmetallions in Interaktion mit H20,.

Die so entstehenden, radikalen Verbindungen wirken oxidierend gegeniiber organischen
Verbindungen.331 Obwohl die Fenton-Reaktion urspriinglich an Eisen nachgewiesen wurde,
kann sie analog durch Redoxzyklen von Cu2* und Cu* lonen stattfinden.[!43] Die Rolle von
Hydroxylradikalen und Kupfer als Katalysator der Fenton-Reaktion scheint nicht abschlie-

Rend aufgeklart und wird in aktuellen Arbeiten kontrovers diskutiert.[5253]
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Park et al. vertreten die These, dass speziell Cu2*-lonen die vorhandene bakterizide Wirkung
von H;0; bei E. coli durch das Abfangen von Hydroxylradikalen auch abschwachen koénn-
ten.l170] Ein verstidrktes Abtotungsverhalten bei hoherer Kupferkonzentration wurde hierbei
primar der direkten Interaktion von Kupferionen mit Zellbestandteilen zugeschrieben.
Zusammenfassend lassen sich die aufgefiihrten Abtotungsmechanismen (A - D) eindeutig
exemplarisch belegen. Es ist zu vermuten, dass, je nach Versuchsbedingungen, einige Mecha-
nismen verstarkt und/oder schneller auftreten als andere.[>5] Eine generelle Priorisierung

scheint jedoch bisher nicht méglich.

Resistenzausbildung

Obwohl Kupfer verschiedene, parallel ablaufende Abtétungsmechanismen zeigt und dies die
Ausbildung von Resistenzen generell erschwert, wird eine Resistenzentwicklung bei Bakte-
rien als moglich erachtet.[2829] Bakterielle Verteidigungsstrategien, die gegen Kupferionen ef-
fektiv sein konnten, wurden von Borkow et al. aufgelistet.[29 Offensichtlich kupferresistente
Bakterien, die von europaischen 50 Cent-Miinzen (,,Nordisches Gold“: CuAl5Zn5Sn1) isoliert
wurden, zeigten sich als Zuchtkultur in Laborversuchen ebenfalls anfillig gegeniiber Kup-
fer.[171] Hieraus wurde gefolgert, dass Bakterien in speziellen Schutzformen, wie beispiels-
weise als Sporen oder im VBNC-Zustand, voriibergehend stirkere Resistenzen aufweisen

konnten.

1.2 Materialeinfluss

Dieser Abschnitt fasst die bisher untersuchten Zusammenhdnge zwischen Materialgestaltung
und antimikrobiellem Verhalten von Kupferwerkstoffen zusammen. Da die antimikrobielle
Wirksamkeit nach momentanem Kenntnisstand in erster Linie auf die mikrobiologische
Wirkung von Kupferionen zuriickzufiihren ist, erfolgt eine verstérkte Betrachtung der ionen-
freisetzenden, oberflichennahen Materialzusammensetzung.

Je nach Anwendungsfeld wird Kupfer zur Bekdmpfung von Mikroorganismen meist als
metallische Legierung, Beschichtung oder in Form von Nanopartikeln eingesetzt.[172-174]
Kupfernanopartikel wiederum werden in keramischen!175], polymeren(76] oder natiirlichen/8él
Verbundwerkstoffen als antimikrobiell wirkende Komponente verarbeitet. Im Vergleich zu
einer massiven Legierung bieten Nanopartikel ein stark erhohtes Oberflache-zu-Volumen-
Verhaltnis, wodurch die relative Interaktionsflache mit der Umgebung vergrofiert wird. Diaz-
Visurraga et al stellten die These auf, dass Kupfernanopartikel tiber das Eindringen in die
Bakterienzelle durch eine vorgeschiadigte Membran den Abtoétungsprozess im Vergleich zu
massiven Werkstoffen beschleunigen konnten.[1771 Speziell bei Kupfernanopartikeln und
unter feuchten Bedingungen kann die oberflachliche Oxidbildung verstarkt und damit der

Einfluss metallischen Kupfers wahrend des Abtotungsprozesses verringert werden.[44]
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Kupferoxide

In mehreren Studien wurde gezeigt, dass Kupferoxid in Form von Nanopartikeln oder be-
schichteten Textilfasern generell antimikrobielle Eigenschaften besitzt.[48.149.173,178-180] nter
atmospharischen Bedingungen bildet sich auf Kupfer Kupferoxid, das als Cu;0, CuO oder
einer Kombination aus diesen auftritt.[!81] F{ir beide Oxidtypen wurde eine antimikrobielle
Wirkung separat nachgewiesen. Christy et al. beobachteten eine deutliche Hemmhofausbil-
dung bei qualitativen Wirksamkeitstests an CuO-Nanostdbchen fiir mehrere Bakterienar-
ten.l178] Eine zeitaufgelOste, quantitative Analyse wurde in der Studie nicht durchgefiihrt. Lee
et al. konnten bei E. coli eine deutliche wachstumshemmende Wirkung von Cu;0-Kristalliten
feststellen.l!82] Dabei registrierten sie eine Abhéngigkeit des bakteriostatischen Effekts vom
Kristallhabitus. Elguindi et al fiihrten quantitative Abtotungsversuche mit E. coli und E.
faecium auf mehreren Kupferwerkstoffen durch und kamen zu dem Schluss, dass thermisch
oxidiertes Kupfer im Vergleich zu reinem Kupfer eine abgeschwichte bakterizide Wirkung
zeigt.[66] Dies wurde so interpretiert, dass Kupferoxide eine passivierende Schicht im Hinblick
auf die antimikrobielle Effizienz von metallischem Kupfer bilden. Eine Differenzierung
zwischen CuO und Cu20 wurde in der betrachteten Studie nicht vorgenommen.

Einen Hinweis auf den Einfluss des Kupferoxidtyps auf das bakteriostatische Verhalten lie-
fert eine Studie von Vargas-Reus et al, die mit verschiedenen Bakterien durchgefiihrt wurde,
welche fiir die biofilmartige Plaqueausbildung auf Zahnimplantaten verantwortlich sind.[173]
Mit Hilfe von Wachstumstests wurde die MIB von Silber-, Cu;0-, CuO, ZnO-, TiO;- und WOs-
Nanopartikeln sowie Kompositen aus diesen bestimmt. Vargas-Reus et al. ordneten die getes-
teten Nanopartikel entsprechend ihrer MIB nach absteigender wachstumshemmender Wir-
kung folgendermaf3en ein: Ag > Ag + CuO > Cuz0 > CuO > Ag + ZnO > ZnO > Ti0; > W03

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass Kupferoxide ebenfalls einen antimikrobiellen Ef-
fekt ausiiben. Dieser wird bei thermisch gebildetem Oxid im Vergleich zu metallischem Kup-
fer als schwacher eingestuft.lé¢l Der spezifische Einfluss des Oxidtyps auf das Abtétungsver-

halten ist bislang nicht bekannt.

Kupferlegierungen

Generell wird vermutet, dass Kupferlegierungen im Vergleich zu reinem Kupfer eine abge-
schwichte Abtotungswirkung zeigen.¢68% Ein klarer Zusammenhang zwischen der antibakte-
riellen Wirkung und der Zusammensetzung einer Kupferlegierung konnte bisher jedoch nicht
ermittelt werden. Eine umfassende Zusammenstellung von Abtotungsstudien an Kupferlegie-
rungen findet sich in Tabelle 7 (S. 106), mit deren Hilfe das Thema , Legierungseinfluss“ unter

Einbezug der in dieser Arbeit gefundenen Ergebnisse detailliert diskutiert wird.
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2. Silber

Historische Anwendungen von antimikrobiellen Silberwerkstoffen lassen sich bis etwa 550 v.
Chr. belegen.[183] Im antiken Persien beispielsweise wurde Trinkwasser auf Anordnung des
persischen Konigs auf ldngeren Strecken in Silbergefdfien transportiert, da es sich auf diese
Weise langer frisch hielt.[184] Fiir die Erforschung der antimikrobiellen Mechanismen bei
Silber stellt von Négelis Arbeit zur Oligodynamie von Metallionen ebenfalls den entscheiden-
den Meilenstein darl!44], der in den darauffolgenden 40 Jahren ca. 200 Studien an fungizid und
antibakteriell wirkenden Silbersalzen motivierte.[185] Heutige Anwendungen von antimikro-
biellen Silberwerkstoffen finden sich in erster Linie im klinischen und hygienischen Sektor

sowie in der Wasseraufbereitung.[18¢l

2.1 Wirkmechanismus

Silber zeigt ebenfalls eine toxische Breitbandwirkung gegeniiber Bakterien, Pilzen und Viren,
die auf der Interaktion von Silberionen mit organischen Bestandteilen beruht.[23] Aufgrund
der chemischen Ahnlichkeit von Kupfer und Silber kénnen sich beide Elemente in biologi-
schen Systemen mimetisch verhalten, weshalb teilweise identische antimikrobielle Wirk-
mechanismen vermutet werden.[23.29]

Feng et al. erbrachten einen mechanistischen Nachweis fiir die durch AgNO3 verursachte
Zellwandschidigung bei Gram-negativen und Gram-positiven Bakterien.['871 In deren Studie
wurde weiterhin eine starke Degradation der DNS bei beiden Bakterienarten nachgewiesen.
Die Schadigung der RNS wurde ebenfalls als mdglicher Toxizitdtsmechanismus belegt.[188]
Kawahara et al. stellten die These auf, dass Gram-positive Bakterien im Gegensatz zu Gram-
negativen resistenter gegen Silberionen sein konnten.[189 Begriindet wird dies mit der mogli-
chen Tendenz der Silberionen, sich an der, bei Gram-positiven Bakterien starker ausgeprag-
ten Peptidoglykanschicht anzulagern. Auf diese Weise kdnnen aus Sicht der Autoren weniger
Silberionen das Zellinnere erreichen. Silvestry-Rodriguez et al. beschrieben die Anlagerung
von Silber an schwefelhaltigen, funktionellen Gruppen von Proteinen als wesentlichen Toxizi-
tdtsmechanismus von Silber.[23] Auch bei der Deaktivierung von Proteinen wird, analog zu
Kupferionen, die Thiophilizitdit von Silberionen als entscheidender Faktor hervorgeho-
ben.[23.190] Fiir durch Silberionen katalysierte Redoxreaktionen, die die Bildung freier, aggres-
siver Radikale als Toxizitdtsmechanismus beschleunigen, existieren nach bestem Wissen des

Autors keine Nachweise.
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2.2 Materialeinfluss
Silber wird als antimikrobieller Werkstoff vorwiegend in Form von Silbernanopartikeln, die
umgangssprachlich oft auch als kolloidales Silber bezeichnet werden, eingesetzt.[183191] Im
klinischen Anwendungsbereich werden diese als funktioneller Fiillstoff fiir Polymere
verwendet, um die Adhdsion und Biofilmbildung von Bakterien im direkten Kontakt mit
Korperfliissigkeiten aktiv zu verringern.[192-197] Hierbei sind der Fliissigkeitsgehalt sowie die
Diffusionseigenschaften des Polymers fiir Silberionen von entscheidender Bedeutung.[195.197
Gibbard et al. zeigte bereits 1932, dass erst durch die Oberfladchenoxidation von Silber eine
messbare antimikrobielle Wirkung auftritt.[185] Die Tatsache, dass Silberoxid im Vergleich zu
metallischem Silber einen wesentlich starkeren antimikrobiellen Effekt aufweist, ist inzwi-
schen vielfach nachgewiesen.[45183.184186] Davies et al. erklarten die starke, antimikrobielle
Wirkung von Silberoxid durch die spezielle Affinitat von Silber zu Sauerstoffl184], wohingegen
Landau tiber die Silberionenloslichkeit aus dem Oxid argumentiert(186l. Eine eindeutige mate-

rialwissenschaftliche Aufklarung des Phanomens ist bisher nicht erfolgt.

42



Antimikrobielle Werkstoffe

3. Kombination von Kupfer und Silber
Werkstoffkonzepte, die Kupfer und Silber zur Infektionspravention verbinden, werden da-
durch motiviert, dass additive bzw. synergetische Effekte durch die Kombination beider

Metalle erwartet werden.

3.1 Wirkmechanismus

Entsprechend der chemischen Ahnlichkeit von Kupfer- und Silberionen werden fiir beide
Ionentypen teilweise dhnliche, multiple, mikrobiologische Toxizititsmechanismen beschrie-
ben.[2329] [n einigen Studien wurde jedoch nachgewiesen, dass Bakterienarten verschieden
sensitiv auf Kupfer- bzw. Silberionen dhnlicher Konzentration reagieren kdnnen.[244158198]
Ruparelia et al. zeigten durch Wachstumstests, dass E. coli und S. aureus unter den gegebenen
Versuchsbedingungen sensibler auf Silbernanopartikel zu reagieren scheinen, wohingegen B.
subtilis starker durch Kupfernanopartikel im Wachstum gebremst werden.l*4l Als Ursache
wurde der artabhidngige Aufbau und damit verbundene, spezifische Interaktionen mit den
jeweiligen lonen benannt. Hierdurch motiviert stellten einige Arbeitsgruppen die These auf,
dass eine Kombination aus Kupfer- und Silberionen durch ergdnzende und sogar synerge-
tische Wirkmechanismen einen umfassenderen und stiarkeren antimikrobiellen Effekt als die
jeweils einzelnen lonen ausiiben konnten.[150158199] Lin et al. beschrieben einen synerge-
tischen Effekt von Kupfer- und Silberionen bei L. pneumophila iiber deren wachstumshem-
mende Wirkung und die notwendigen lonenkonzentrationen in separaten und einer gemisch-
ten Ionenlosung.l62] Hierzu definierten Sie einen Synergieindex Isyn der sich von der MIC der
Einzell6sungen ableitet:

[Cu]  [Ag]

= MiCqy | MICag (%)

wobei [Cu] und [Ag] die Kupfer- bzw. Silberionenkonzentration in einer gemischten lonen-
l6sung angeben, die gerade wachstumshemmend wirkt. Die in der Gleichung verwendeten
MIC-Werte wurden fiir die separaten Ionenldsungen bestimmt. Entsprechend dieser Dar-
stellung konnen fiir einen Synergieindex I, < 1 synergetische, fiir 1 < Isyn < 2 additive und fir
2 > Isyn antagonistische Effekte der verschiedenen lonentypen angenommen werden. Lin et al.
ermittelten fiir Kupfer- und Silberionen einen Synergieindex von 0,75 und begriindeten dies
mit unterschiedlichen primaren Abtétungsmechanismen von Kupfer- und Silberionen.l¢2] Es
wurde die These aufgestellt, dass Kupferionen in erster Linie zur Zersetzung der Zellwand
beitragen und damit das Eindringen von Silberionen in die Zelle erleichtern, welche dort

wiederum effektiver als Kupferionen agieren kénnten.

43



Antimikrobielle Werkstoffe

3.2 Materialeinfluss

Es wurde mehrfach nachgewiesen, dass Kupferwerkstoffe tendenziell unter trockenen und
Silberwerkstoffe unter feuchten Bedingungen ein effektiveres Abtotungsverhalten aufzei-
gen.[526674] Hieraus wurde von Michels et al. gefolgert, dass fiir Kontaktoberflachen im tro-
ckenen Innenbereich vorwiegend Kupferwerkstoffe eingesetzt werden sollten und dass
Abtotungsversuche unter feuchten Bedingungen, wie etwa der JIS, zur antimikrobiellen Cha-
rakterisierung dieser Werkstoffe ungeeignet seien.l’4l Diese Feuchtigkeitsabhingigkeit des
Abtotungsverhaltens beider Elemente wurde bisher nicht eindeutig materialwissenschaftlich
aufgeklart.

Aufgrund der vermuteten synergetischen Wirkung von Kupfer- und Silberionen befassten
sich bereits einige Arbeitsgruppen mit der Kombination beider metallischer Elemente in
antimikrobiell funktionalisierten Werkstoffen. Jing et al. demonstrierten, dass das Abto-
tungsverhalten von Kupfer gegen E. coli durch eine zusatzliche ,diinne Silberbeschichtung”
gesteigert wird.[200] In dieser Studie wird durch die Beschichtung eine Verschlechterung des
Korrosionsverhaltens beobachtet. Die Rolle von Kupfer- und Silberionen wurde hierbei nicht
ndher untersucht. Hahn et al. betteten Kupfer-, Silber- und Goldnanopartikel in Kombination
in einer Siliziummatrix ein.[162] Die bei diesen Materialien festgestellten lonenabgaberaten lie-
en darauf schliefRen, dass die Freisetzung von Kupfer- und Silberionen unter feuchten
Bedingungen durch elektrochemische Prozesse gezielt gesteuert werden kann. Eine Korrela-
tion zum Abtétungsverhalten der Werkstoffe wurde in der betrachteten Studie nicht durchge-
fiihrt. Torres-Urquidy et al. demonstrierten durch Abtétungsversuche an kupfer- und silber-
haltigem Zeolit, dass Bakterien, die gegen einen der lonentypen eine Resistenz zeigten, durch
die Kombination beider Elemente effektiv abgetotet werden konnten.[201]

Zusammenfassend lasst sich anhand der betrachteten Studien ableiten, dass zwischen
Kupfer- und Silberwerkstoffen generelle Unterschiede hinsichtlich des Abtétungsverhaltens
auftreten, die direkt mit dem Feuchtigkeitsgehalt der Umgebung zusammenzuhangen schei-
nen. Bei der Kombination von Kupfer- und Silberionen in L6sung kénnen synergetische Effek-
te die antimikrobielle Wirkung verstarken. Bisher existieren wenige und unvollstiandige Stu-

dien zu entsprechenden kombinierten Werkstoffansatzen.
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4. Titan
Der bakterienabtotende Mechanismus von Titan unterscheidet sich wesentlich von dem des
Kupfers und Silbers. Der antimikrobiellen Wirkung von Titanoberflachen liegt, im Gegensatz

zu einer oligodynamischen lonenwirkung, ein photokatalytischer Prozess zu Grunde, der nur

bei Titandioxid (Ti02) auftritt.[202]

4.1 Wirkmechanismus

Allgemein beschrieben wurde die photokatalytische Wirkung von TiO; erstmals 1920 von
C. Renz, der ,im Licht bei Gegenwart eines geeigneten organischen Akzeptors dunkel gefarbte
Reaktionsprodukte auf Titan beobachtete.[203] Die ablaufenden photochemischen Mechanis-
men sind heute weitestgehend bekannt und werden in aktuellen Studien detailliert beschrie-
ben.[202,204]

TiO: ist ein Halbleiter mit einer Bandliicke von etwa 3,2 eV, was bedeutet, dass Photonen
mit einer Wellenldnge von weniger als 385 nm (UVA-Bereich) Elektronen in das Leitungs-
band anheben konnen. Auf diese Weise werden auf TiO; durch UV-Bestrahlung Elektronen-
Loch-Paare gebildet. An der Materialoberflache kénnen diese, etwa durch die Interaktion mit
Wasser, zur Entstehung von reaktiven Sauerstoffverbindungen und von H;0; fiihren. Diese
konnen weiterreagieren und schliellich zur Bildung von aggressiven Hydroxyl- (OH-) und
Hydroperoxylradikalen (OOH-) filhren. Genaue Reaktionsgleichungen sind in (2021 beschrie-
ben. Die so entstehenden Radikale schadigen wichtige Bestandteile bei Bakterien, Viren und
Pilzen wie Membran, Lipide, DNS oder Proteine, indem Sie diese zu Kohlendioxid und Wasser
zersetzen.[202] Aufgrund dieses Mechanismus wird der photokatalytische Effekt von TiO;
generell zur chemischen Reaktionskatalyse und der Zersetzung von organischen Reststoffen
in der Wasseraufbereitung eingesetzt.[205]

Bei der UV-Bestrahlung von oxidierten Titanoberflachen findet, unabhangig von der vor-
liegenden TiOz-Modifikation, ein weiterer photochemisch ausgeloster Prozess statt. Dieser
steht nicht in direktem Zusammenhang mit dem antimikrobiellen Effekt und muss daher klar
differenziert werden. UV-Licht 16st auf TiO; eine lokale Photoreduktion von Ti4* zu Ti3* aus,
was zur bevorzugten Adsorption von Hydroxylgruppen an freiwerdenden Sauerstoffbin-
dungen fiihrt.[206] Auf diese Weise bildet sich eine extrem hydrophile Oberflache. Durch eine
Bestrahlung mit IR-Licht kann der Prozess iiber die Trocknung der Oberfldche riickgingig
gemacht werden, wodurch der urspriingliche, eher hydrophobe Oberflichencharakter von
TiO, wiederhergestellt wird. Mit diesem reversiblen Verfahren ist die photoaktivierte

Kontrolle des Benetzungsverhaltens von Titanoberflaichen méglich.[207]
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4.2 Materialeinfluss

Titan wird aufgrund seiner geringen Dichte, hohen Duktilitat, guten Korrosionsbestandigkeit
und Fahigkeit zur Osseointegration als Implantatwerkstoff in orthopéddischen und osteo-
synthetischen Systemen eingesetzt.[208] Eine wichtige Anwendung von TiO; in Partikelform ist
die Weif3pigmentierung von Farben und Lacken. Beide Einsatzgebiete profitieren von der
photokatalytischen Zersetzung organischer Verbindungen, die im ersten Fall zur Vorbeugung
von Infektionen, im letzteren fiir Reinigungszwecke relevant ist.

Als reaktives Metall bildet Titan eine passivierende Schutzschicht aus, die, abhdngig von
Temperatur und Feuchtigkeit aus TiO, Ti»03, TiO, oder einer Mischung aus diesen besteht.
Generell wird bei hoheren Temperaturen die Bildung von TiO; begiinstigt.209] Titandioxid
kann in fiinf Formen vorliegen, wobei Anatas, Rutil und Brookit die wichtigsten, stabilen
Modifikationen darstellen. Miyagi et al. wiesen nach, dass hauptsachlich die Anatas-Modifika-
tion bzw. eine Kombination aus Anatas und Rutil fiir das photokatalytische Abtdten von
Bakterien verantwortlich sind.[210] TiO,-Partikel in Suspension zeigten eine deutlich starke
Abtétungswirkung im Vergleich zu auf Oberflichen gebundenem Oxid, was auf die vergro-
RRerte Oberfliche sowie die verbesserte Moglichkeit zum direkten Kontakt zwischen Oxid-

oberflache und Mikroorganismus zuriickgefiihrt wurde.[202]

Kombination mit Kupfer und Silber
Da sich die antibakteriellen Mechanismen von Kupfer bzw. Silber und TiO, deutlich unter-
scheiden, wurden mehrere Studien daraufthin konzipiert, mdgliche Vorteile einer Kombina-
tion von Titanwerkstoffen mit Kupfer, Silber und deren Oxiden zu erforschen.[60.161,211-217]
Hassan et al. wiesen bei E. coli und S. aureus nach, dass Komposit-Nanostibchen beste-
hend aus CuO und TiO; das bakterielle Wachstum unter Bestrahlung mit Weif3licht starker
einschrankten als reine TiO2-Nanostdbchen.[¢0] Qiu et al. ordneten CuO- und Cu,0-Nanopar-
tikeln in Verbindung mit TiO; verschiedene mechanistische Rollen im Abtétungsprozess von
Mikroorganismen zu.[?11] Cu,0 wird hierbei aufgrund der oligodynamischen Wirkung ein
antibakterieller Effekt in Abwesenheit einer Lichtanregung zugeschrieben. Cu2+-lonen kon-
nen aus Sicht der Autoren als Elektronenakzeptoren und damit als Katalysator fiir die Elek-
tronen/Loch-Paarbildung bei UV-angeregtem TiO; agieren. Bei der Kombination beider Kup-
feroxide auf TiO, wurde die effektivste Abtotungsrate in einer wechselnd gleichteilig dunklen
und beleuchteten Umgebung fiir einen Cu,0-Anteil von 56 % festgestellt.[211] Ein dhnlicher,
photokatalytischer und zusétzlich lichtunabhingiger Effekt wird auch im Falle von silber-
beschichtetem TiO, vermutet.[2151 Kubacka et al. demonstrierten, dass der Kkatalytische Effekt
von oxidiertem Kupfer bzw. Silber als Elektronenakzeptor wahrend der Elektronen-Loch-
Paarbildung bei Ti2O jedoch stark wellenldngen- und elementspezifisch ist.[2171 Fiir Anre-

gungswellenldngen von 280 bzw. 500 nm wurde nachgewiesen, dass die Hydroxylradikal-
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bildung auf TiO; im Beisein von Kupfer im Vergleich zu reinem TiO, herabgesetzt wird, wo-
hingegen Silber diese verstarkt.[217]

Speziell fiir chirurgische Anwendungen ist neben dem einmaligen, sterilen Einsetzen des
Implantats in den Korper ein ldnger anhaltender, antimikrobieller Effekt erwiinscht, um eine
nachtrégliche Infektion des geschadigten Gewebes aus korpereigenen Quellen zu vermei-
den.212] Bei mit Kupfer bzw. Silber funktionalisierten Implantaten wird als entscheidend an-
gesehen, die Metallionenabgabe in den Korper derart zu steuern, dass diese fiir Krankheits-
erreger todlich, fiir Gewebezellen jedoch unbedenklich ist.[213]1 Wan et al. betrachten die
Ionenimplantation von Kupfer in Titan fiir Implantatmaterialien als kritisch, da im durchge-
fiihrten Experiment zwar mit steigendem Kupfergehalt die antibakterielle Wirkung zunahm,
das Korrosionsverhalten der Legierung sich jedoch verschlechterte.[216]

Zusammenfassend ist die antimikrobielle Wirkung von Titan beleuchtungsabhangig, be-
ruht nicht auf einer oligodynamischen lonenwirkung und nutzt daher im Vergleich zu Kupfer
und Silber abweichende Wirkmechanismen. Im chirurgischen Anwendungsbereich stellen
kombinierte Werkstoffkonzepte aus kurzzeitiger, starker, photokatalytischer Wirkung beim
Einsetzen des Implantats und einer langanhaltenden, oligodynamischen Wirkung mit kon-

trollierter lonenabgabe einen vielversprechenden Ansatz dar.
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5. Weitere Materialien und Werkstoffkonzepte
Kawakami et al. untersuchten eine Auswahl an Metallen auf ihr Abtétungsvermogen gegen-
tiber S. aureus und E. coli Bakterien mittels der feuchten JIS-Methode.[2! Sie definierten hierzu

eine exponentiell gendherte Absterberate k nach folgender Gleichung:

=k- Il(t) (19)

wobei ni dem cfu-Wert zum Zeitpunkt t (in Stunden) entspricht. Laut dieser Studie zeigen
neben den stark antimikrobiellen Metallen Kupfer und Silber auch Cobalt und Nickel ein mit-
telstarkes und Aluminium und Zink sowie weitere Metalle ein schwach antibakterielles Ver-

halten (siehe folgende Abbildung).

a) c b)
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Abbildung 19: Absterberaten k von a) E. coli (Gram-negativ) und b) S. aureus (Gram-positiv) auf ver-
schiedenen Metallen ermittelt nach JIS. Modifizeirt aus [21.

Im Fall von Kobalt wird ein antibakterieller und antiviraler Effekt durch spezielle Co3*-Kom-
plexe in Losung vermutet, wobei der genaue Mechanismus bisher nicht aufgeklart wurde.[218]
Ein dhnliches Verhalten zeigte sich bei bestimmten Nickelionenkomplexen.[219] Es ist daher
bei diesen beiden Metallen anzunehmen, dass sich eine antibakterielle Wirkung vorwiegend
unter feuchten Bedingungen und entsprechenden Voraussetzungen zur Bildung dieser Kom-
plexe ausbildet. Fiir Zink wurde exemplarisch nachgewiesen, dass dessen antibakterielle
Wirkung ebenfalls auf einer lonenwirkung beruht.[58 Im Gegensatz hierzu zeigen einige anor-
ganische Oxide, wie etwa Aluminium(II1)-Oxid (Al;03) oder SiO, eine wachstumshemmende
bzw. schwach bakterizide Wirkung, die nachweislich nicht mit ihren geldsten lonen zusam-
menhangt.[220] Obwohl der genaue Wirkmechanismus hier nicht vollstindig verstanden ist,
wird vermutet, dass die Oberflichenladung der Oxide und die Wechselwirkung mit der
Bakterienmembran hierbei eine Rolle spielen.[221] Dies wurde dadurch belegt, dass die anti-
bakterielle Wirkung von Al;03 in Nanopartikelform im Vergleich zum Bulk-Oxid verstarkt
auftrat. Eine positive Oberflachenladung des Oxids wirkt sich nach Jiang et al. positiv auf den
antibakteriellen Effekt aus, da die Anlagerung der Oxidpartikel an den generell negativ gela-

denen Membranoberfldchen der Bakterien begiinstigt wird.[221]
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Die allgemeinen Ursachen des antimikrobiellen Verhaltens bei Metallen werden ab S. 96 ele-
mentiibergreifend unter Zuhilfenahme der in Abbildung 19 dargestellten Studienergebnisse

detaillierter diskutiert.

Werkstoffiibergreifende Konzepte

Neben antimikrobiell wirkenden Metallen existieren auch einige Werkstoffkonzepte fir
Nichtmetalle bzw. werkstoffunabhingige Oberflichenkonzepte (chemische antimikrobielle
Wirkstoffe und Arzneistoffe ausgenommen), die ebenfalls einen antibakteriellen Effekt zum
Ziel haben.

In einigen Studien wurde bei Kohlenstoff in Form von Nanodiamanten und Graphen eine
bakterizide Wirkung nachgewiesen.[222223] Deren Ursache war eine unvollstindige chemische
Oberflachenoxidation, die durch das Syntheseverfahren kontrolliert wurde. Auf diese Weise
erzeugten Wehling et al. Sdureanhydride als reaktive funktionelle Oberflaichengruppen auf
Nanodiamanten, die Membranproteine von Bakterien angriffen.222] Neben dem chemischen
Effekt wurde in dieser Studie eine anisotrope Ladungsverteilung auf den Nanodiamanten und
deren Einfluss auf die Bakterienmembran als Abtétungsfaktoren vorgeschlagen. Hu et al
wiesen die Zellwandschadigung bei E. coli qualitativ als Schadigungsmechanismus auf Gra-
phenoxid und reduziertem Graphenoxid nach.[223]

Bei Polymeren mit polykationischen Oberflichen (Bsp. Polyethyleneimin) wird ein che-
misch-mechanischer Mechanismus genutzt, um eine antibakterielle und antivirale Wirkung
zu erzielen.[224] Hierbei ziehen hydrophobe Polymerketten auf der Oberflache das Bakterium
an, bleiben wihrend der Adhésion jedoch aufgrund positiv gleichgeladener Kettenelemente
aufgerichtet und dringen somit schiadigend in die Bakterienmembran ein.[224] Generell stellt
die Bakterienadhasion bei Polymeren mit vorwiegend hydrophobem Oberflichencharakter
ein Problem dar.22’] Im medizinischen Bereich werden bakterienabweisende Oberflachen
und Materialien daher oft als antibakteriell bezeichnet, obwohl sie keine aktiv toxische Wir-
kung auf Bakterien ausliben.[2185] Hierbei ist die Generierung von zwitterionischen Ober-
flichen, die einen konstant hohen, lokalen Wassergehalt und damit einen kiinstlich hydro-
philen Oberflaichencharakter aufrecht erhalten, eine verbreitete Methode zur Verringerung
der bakteriellen Adhéasion.[225]

Neben chemischen Abtotungsmechanismen kann auch die Topographiegestaltung von
Oberflichen einen antibakteriellen Effekt hervorrufen. Bei biologisch inspirierten, nano-
strukturierten Titanoberflichen konnte eine mechanisch-bakterizide Wirkung nachgewiesen
werden.[226] Sengstock et al. zeigten, dass Bakterien auf Titan, welches unter extrem flachem
Einstrahlwinkel (glancing angle deposition, GLAD) abgeschieden wurde, schneller abstarben
als auf glatt beschichteten Titan-Referenzflachen.[226] Die nadelartige Nanostruktur der Titan-

oberflachen unter GLAD wurde hierbei als Wirkursache identifiziert. Gram-negative Bakte-

49



Antimikrobielle Werkstoffe

rien schienen gegentiber dieser Art von antibakteriellem Mechanismus sensibler zu reagieren
als Gram-positive Vertreter mit dickerer Zellwand. Die Tatsache, dass ein derartiger Effekt
auch bei sogenanntem black silicon, Silizium mit ebenfalls nadelartiger Nanostruktur, beo-
bachtet wurde, legt nahe, dass es sich um einen rein topographisch-mechanischen Abtotungs-
mechanismus handeln kénnte.[227]

Wie bereits erwdhnt kann auch die Beeinflussung der Bakterienadhasion auf Oberflichen
als indirekte antimikrobielle Funktionalisierung interpretiert werden. Die topographische
Oberflachengestaltung zur Kontrolle der Bakterienadhasion stellt einen eigenen, komplexen
Forschungsbereich dar, der an dieser Stelle nicht detailliert betrachtet wird. Es sei lediglich
erwahnt, dass elementaren Strukturgréfien wie Strukturtiefe, Periodizitit und Aspektver-
haltnis und deren Relation zur Bakteriengréfie eine wichtige Rolle bei der bakteriellen Adha-
sion auf strukturierten Oberflaichen zugeordnet wird.[2282291 Generell scheint in einer Mehr-
zahl von Studien die Tendenz erkennbar, dass Bakterien auf topographischen Strukturen
dhnlicher Grofdenordnung verstarkt adhdrieren, wohingegen wesentlich kleinere Struktur-

grofdenordnungen die Adhdsion zu erschweren scheinen.[230-232]
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Zentrale Fragestellungen

Kupfer- und Silberwerkstoffe nutzen multiple Toxizititsmechanismen gegeniiber Bakterien,
die auf der chemischen Affinitat ihrer lonen beruhen. Innerhalb der Gruppe metallischer,
antimikrobieller Werkstoffe heben diese sich durch ein relativ starkes und im Vergleich zu
TiO lichtunabhingiges Abtotungsverhalten hervor. Kupferwerkstoffe zeigen vorwiegend in
trockener Umgebung eine erhohte Abtotungsrate, wohingegen Silberwerkstoffe in feuchter
Umgebung wirksamer zu sein scheinen. Silberoxid stellt bei Silberwerkstoffen die aktive,
antimikrobiell wirkende Verbindung dar. Eine Materialkombination beider Elemente kénnte
nach Urteil einiger Studien durch synergetische Effekte vorteilhafte antimikrobielle Eigen-
schaften aufweisen. Diese These wurde bisher nicht anhand entsprechender Materialsysteme
untersucht. Bei Kupferoxiden wurde ebenfalls eine antimikrobielle Wirkung festgestellt, die
im Vergleich zum reinen Metall als schwicher beurteilt wird. Sowohl der elementabhingige
Feuchtigkeitseinfluss, als auch die genaue Rolle von Kupferoxiden auf das Abtdétungsver-
halten wurden bisher nicht vollstandig aufgeklart.

Entsprechend dem dargestellten Stand der Forschung motivieren sich zentrale Fragestel-

lungen die im folgenden Ergebnisteil der Arbeit behandelt werden:

e Wie gestaltet sich der genaue Einfluss der Oxidation auf die antimikrobielle Wirkung
von Kupferwerkstoffen?

e Tritt bei der direkten Kombination von metallischem Kupfer und Silber ein synergeti-
scher, wirkungsverstarkender Effekt auf?

e Wasist der Ursprung der augenscheinlich feuchtigkeitsabhdngigen, unterschiedlichen
Abtotungswirkung bei Kupfer- und Silberwerkstoffen?

e Lasst sich die starke antimikrobielle Wirkung von Kupfer- und Silberwerkstoffen im
Vergleich zu anderen metallischen Elementen grundlegend herleiten?

¢ Kann die antimikrobielle Wirkung von Kupferwerkstoffen durch eine gezielte Gestal-

tung der Mikro- bzw. Oberflachenstruktur kontrolliert werden?
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Versuchskonzept

Versuchskonzept

Den durchgefiihrten Versuchen gingen Vorversuche und methodische Weiterentwicklungen
voraus, die hier einleitend vorgestellt werden. Detaillierte experimentelle Parameter werden
jeweils im Anschluss an die Diskussion jedes Kapitels aufgefiihrt.

Zur Bestimmung der lonenkonzentration wurde in fritheren Versuchen wahrend des wet
plating Verfahrens aus dem aufsitzenden Tropfen Probevolumina entnommen. Im Laufe der
Arbeit wurde eine inerte Versuchskammer entwickelt, die bei spateren Experimenten eine
vereinfachte, flichennormierte Messung der lonenabgabe erlaubte.[233]

Um den Einfluss der Oberflachenrauheit zu minimieren, wurden alle getesteten metalli-
schen Proben bis auf durchschnittlich 50 nm quadratisch gemittelte Oberflachenrauheit fein-
poliert. Zum Einbetten wurde ein chemisches Mittel auf Basis von Methylmethacrylat (Demo-
tec 33, Demotec Demel e.K.) verwendet. Mogliche Uberreste des Einbettmittels auf der Ober-
flache wurden durch ein zehnmintitiges Ultraschallbad in Chloroform als wirksames Lose-
mittel entfernt. Die Lagerung und der Versand metallischer Proben erfolgten grundsétzlich in
Exsikkatoren bzw. unter Schutzgasatmosphare (N2).

Die verschiedenen verwendeten Bakterienarten ergeben sich dadurch, dass ein Teil der
Versuche zu Projektbeginn in einem Labor der Sicherheitsstufe 2 fiir RG2-Keime mit pathoge-
nen Erregern durchgefiihrt wurde (E. hirae, E. coli W3110). Spatere Abtotungsversuche
fanden im institutseigenen Labor (Sicherheitsstufe 1) statt, weshalb auch relevante ungefiahr-
liche Bakterienarten eingesetzt wurden (E. coli K12, S. carnosus, P. fluorescens).

In Vorversuchen zeigte sich, dass Diinnschichtsysteme in der Regel nicht ausreichend
mechanisch resistent fiir die Abtétungsversuche waren (feuchtigkeitsbedingte Delamination
wahrend des wet plating Verfahrens, abrasive Zerstorung der Schichten wahrend des Auftra-
gens und Vortexens beim dry plating Verfahren). Aus diesem Grund wurden keine Kupfer-
diinnschichten, sondern 1 mm dickes Kupferblech (99,9 %, KME Germany GmbH und Co. KG)
als Kupferreferenz verwendet.

Als inertes Referenzmaterial wurden in frither durchgefiihrten Versuchen Borosilikatglas
eingesetzt. Im Anschluss an die Experimente, die den metallischen Charakter des getesteten
Materials als Einflussgrofie nahelegen (siehe S. 74ff), wurde dieses durch Edelstahl (AISI 304:
X5CrNi18-10) ersetzt.

Die Puffer- und Ndhrmedien wurden mit Stoffen analytischer Reinheit und mit vollent-
salztem Wasser angesetzt. Gebrauchsfertige Losungen wurden bei 120 °C in einem Autokla-

viersystem sterilisiert.
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Oxidations- und Mikrostruktureinfluss

Dieses Kapitel befasst sich generell mit dem Einfluss von Feuchtigkeit auf das Materialver-
halten von Kupferwerkstoffen und dessen Korrelation zur antibakteriellen Wirkung. Hierzu
werden Oxidationsprozesse auf reinem Kupfer und synergetische Effekte bei einer Kupfer-

Silber-Legierung mit modellhafter Mikrostruktur untersucht.

1. Rolle der Oxidation von Kupfer

Aus dem Stand der Forschung geht hervor, dass verschiedene Varianten von Abtétungstests
einen starken Einfluss auf das ermittelte Abtétungsverhalten eines Materials ausiiben. In
diesem Abschnitt werden daher zunichst die grundlegenden, oxidativ-korrosiven Prozesse
wahrend eines standardisierten Abtotungstest nach dem wet plating Verfahren auf Kupfer
und deren Einfluss auf Material sowie Abtétungsverhalten untersucht. Ein Grof3teil der vor-

gestellten Ergebnisse wurde in [234] veroffentlicht.

1.1 Oxidation wahrend Abtétungsversuchen
Korrosionsprozesse wahrend des wet platings definieren sich durch die Interaktion zwischen
dem Werkstoff und dem Puffermedium, in dem die Bakterien aufgetragen werden. Bei nahe-
zu allen standardisierten Abtétungsversuchen wird entweder eine phosphatgepufferte Koch-
salzlésung (phosphate buffered saline, PBS) oder eine Tris(hydroxymethyl)aminomethan-
Pufferlosung ((HOCH:)3:CNH_, TRIS) eingesetzt, welche beide einen neutralen pH-Wert von 7
einstellen. In den Losungen auftretende Elemente sind mit abnehmender Konzentration Na,
Cl, P (PBS) und C, N, CI (TRIS). Genaue Rezepturen der Losungen sind im Anhang aufgefiihrt.
Nach dem Pourbaix-Diagramm fiir Kupfer in Wasser (siehe S. 30) ist bei pH 7 ohne dufiere
elektromotorische Kraft eine Oxidschichtbildung auf Kupfer zu erwarten. Aus diesem Grund
wurde ein in situ ellipsometrisches Flusskammerexperiment in Kooperation mit dem Max-
Planck-Institut fiir Eisenforschung (MPIE, Diisseldorf) durchgefiihrt. In diesem wurden
Schichtwachstumsprozesse auf reinem Kupfer in Kontakt mit PBS- und TRIS-Pufferlosung
iiber den typischen Zeitraum eines Abtétungsversuchs von bis zu 3 h untersucht. Reine, po-
lierte Kupferproben wurden hierzu in einer Kammer installiert, die mit L6sungen im Durch-
fluss gespiilt werden konnte und eine in situ ellipsometrische Analyse durch ein einseitig an-

gebrachtes, transparentes Fenster erlaubte.

Identifizierung der Korrosionsprodukte

Die Identifizierung des entstehenden Oxids erfolgte durch einen Abgleich von experimentell
ermittelten und simulierten Spektren fiir den ellipsometrischen Parameter . Fiir Cu20 und
CuO wurden am MPIE auf Basis von Literaturdaten komplette Spektren von { iiber den
Wellenlangenbereich 300 - 800 nm fiir verschiedene Oxidschichtdicken simuliert.[234-236] Von

diesen wurde in einem nidchsten Schritt das gemessene Spektrum von reinem Kupfer in
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Wasser als Hintergrund subtrahiert, um die in Abbildung 20 a) und b) dargestellten Diffe-
renzspektren 6y als Referenzverlaufe fiir beide Oxidtypen zu erzeugen. Die in Abbildung 20
c) und d) dargestellten Differenzspektren 6 geben den zeitlichen Verlauf des gemessenen,
ellipsometrischen Spektrums fiir die aufwachsenden Schichten in TRIS- bzw. PBS-Puffer-
16sung wieder. Hierbei wurde jeweils das initial aufgenommene Spektrum fiir  von den zeit-

lich folgenden als Hintergrund subtrahiert.
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Abbildung 20: Ellipsometrische Differenzspektren 8 fiir Kuperoxide. Die Referenzspektren a) und b)
wurden fiir verschiedene Oxidschichtdicken von Cuz0 und CuO auf Basis von Literaturdaten berechnet.
In ¢) und d) dargestellt sind die gemessenen Differenzsspektren in TRIS- bzw. PBS-Pufferlésung im
zeitlichen Verlauf.

Die Interpretation der Spektralverlaufe gestaltet sich sehr komplex und wird in [234] eingehen-
der diskutiert. Eine wesentliche Erkenntnis ist die, dass sich bei beiden Pufferlésungen in c)
und d) ein qualitativ dhnlicher Spektralverlauf einstellt, was auf eine vergleichbare
Schichtbildung schliefRen lasst. Charakteristisch fiir die Referenzspektren a) und b) sind ein
Maximum bei ca. 540 nm fir Cu20, sowie ein Minimum bei ca. 622 nm fiir CuO, welche sich
bei dicker werdenden Schichten starker ausprigen. Beide aufgenommenen Spektren c) und
d) zeigen kein ausgeprigtes Maximum bei 540 nm, jedoch eine starke, zeitabhingige

Abnahme fiir A > 600 nm. Dies lasst auf die verstarkte Bildung von CuO schlief3en. Da unter

idealisierten Bedingungen Cu;0 die thermodynamisch wahrscheinlichste Verbindung in
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neutralen Losungen darstellt (siehe Pourbaix-Diagramm S.30) ist anzunehmen, dass die spe-
zielle Chemie der Pufferl6sungen fiir die Bildung von CuO verantwortlich ist. Durch eine
anschliefdende XPS-Analyse von exponierten Probenoberflachen konnte die Prasenz weiterer
Feststoffverbindungen von Cl, Na und P bei PBS, sowie N und Cl bei TRIS ausgeschlossen

werden.[234]

Wachstumsverhalten

Die zuvor gezeigten Ergebnisse legen nahe, dass, unabhangig von der Pufferlésung, CuO das
priorisierte Oxidationsprodukt wahrend standardisierter Abtétungstests auf Kupfer darstellt.
Mit diesem Wissen war es moglich, den Wachstumsverlauf der CuO-Schicht abzuschatzen.
Hierzu wurde der ellipsometrische Parameter A mit Literaturwerten dielektrischer Eigen-
schaften fiir das System CuO auf Cu in H,0 am MPIE simuliert.[234] Der theoretische, schicht-
dickenabhdngige Verlauf von A wurde mit einem Polynom 2.ter Ordnung angefittet, welches
wiederum verwendet wurde, um aus der zeitlichen Abnahme des gemessenen Parameters A
die reale Schichtdicke abzuleiten. Entsprechend dieser Vorgehensweise wurden die in

Abbildung 21 dargestellten Wachstumskurven von CuO in PBS- und TRIS-Medium ermittelt.

TRIS
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Abbildung 21: Ellipsometrisch bestimmter Wachstumsverlauf fiir CuO auf Kupfer in PBS- und TRIS-
Puffermedium. Dargestellt sind jeweils zwei Einzelmessungen, die mittlere Schichtwachstumsrate be-
tragt etwa 0,01 nm min-1.

Entsprechend Abbildung 21 fand in beiden Losungen ein stetiges, im spateren Verlauf line-
ares Wachstum von CuO mit einer Rate von ca. 0,01 nm min-! statt. Innerhalb von 300 min
wurden Oxidschichtdicken von 2,5 - 4 nm in PBS und 6 - 10 nm in TRIS erreicht. Die TRIS-Lo6-
sung verursachte ein zu Beginn verstarktes Wachstum und dadurch eine tendenziell dickere
Oxidschicht, was nicht explizit begriindet werden konnte. Die abweichende, héhere Steigung
einer TRIS-Kurve ab ca. 150 min kann durch stochastisch auftretende Lokalkorrosion erklart

werden, die ein ortsabhangig verstirktes Oxidwachstum verursachte.
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1.2 Abtotungsverhalten von Kupferoxiden
Wie zuvor gezeigt bildet sich im spezifischen Milieu eines standardisierten bakteriellen Abto-
tungsversuchs auf reinem Kupfer primar eine CuO-Schicht mit einer Wachstumsrate von ca. 1
nm pro 100 min aus. Aus dem Stand der Forschung geht hervor, dass bei Kupferoxiden im
Vergleich zu reinem Kupfer allgemein ein Passivierungseffekt hinsichtlich des Abtotungs-
verhaltens vermutet wird. Somit stellt sich die Frage, ob die Abtotungswirkung von Kupfer-
werkstoffen durch Oxidbildung wahrend eines Abtétungstests mafdgeblich beeinflusst wird.
Um den generellen Einfluss von Kupferoxid und den spezifischen Einfluss des Kupfer-
oxidtyps auf das Abtotungsverhalten aufzuschliisseln, wurden fiir ein weiteres Experiment
CuO- bzw. Cuz0-Modelloberflachen thermisch generiert. Deren Zusammensetzung und Struk-
tur wurden mittels XRD und REM gepriift. Anschlieféend wurden auf diesen Oberflachen im
Vergleich zu reinem Kupfer und inertem Glas Abtétungsversuche mit Bakterien durchgefiihrt.
Zur Interpretation der Ergebnisse wurde in einem weiteren Schritt die Kupferionenabgabe

der Oberflachen mit Hilfe von Spurenelementanalysen ermittelt.

Generierung von CuO- und Cu;0-Modelloberflachen

Da mittels PVD generierte Diinnschichten sich als nicht ausreichend stabil fiir die durchge-
fiihrten Abtotungsversuche herausgestellt hatten, wurden fiir diesen Versuch eine Cu;0- so-
wie eine Cu;0/CuO-Doppelschicht thermisch auf massivem Kupfer generiert.[129] Entspre-
chend dem im Stand der Forschung beschriebenen Stabilitatsbereich wurde Cu;0 durch ther-
mische Behandlung von Kupfer bei 200 °C fiir 20 h erzeugt. Fiir den zweiten Probensatz
wurde eine zusatzliche Cu0O-Oxidschicht durch thermische Behandlung von reinem Kupfer
bei 350 °C fiir 150 min induziert. REM-Aufnahmen der Oberflachen sowie der schematische
Aufbau dieser Schichten sind in Abbildung 22 wiedergegeben. Die Schichtdicken wurden an

mehreren Probenquerschnitten mittels fokussiertem Ionenstrahl (FIB) im REM ermittelt.

£ (54 + 6) nm

1 T cuo

Abbildung 22: REM-Aufnahmen und schematischer Schichtaufbau der thermisch auf Kupfer generier-
ten Cuz0- und Cu;0/Cu0-Doppelschichten.
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Beide Oxidschichtdicken, 54 +6 nm fiir Cuz0 und 238 + 56 nm fiir CuO, werden in Anbetracht
des angendherten Oxidschichtwachstums weniger nm (Abbildung 21) als ausreichend hoch
bewertet, damit der Charakter des duf3eren Oxids wihrend eines Abtétungstests wiedergege-
ben wird.

In Abbildung 22 ist auf beiden Oberflachen eine durch das Oxidwachstum entstandene
Rauheit zu erkennen, die sich speziell bei der CuO-Schicht durch vereinzelte Whisker aus-
zeichnet. Um die entstandene Rauheit zu bewerten, wurden die Rauheitszustande verschie-
dener Proben, wie in Tabelle 5 wiedergegeben, verglichen.

Tabelle 5: Quadratisch gemittelte Oberflichenrauheit (rms) von poliertem, reinem Kupfer (Cu), ther-

misch generierten Cu;0- und CuO-Oberflichen und von polierten Kupferproben, die 300 min in Kon-
takt mit PBS- (Cu-PBS) bzw. TRIS-Loésung (Cu-TRIS) standen.

Oberflache Cu Cuz0 CuO Cu-PBS Cu-TRIS
rms (nm) 13 8 22 +6 671 +234 73 +10 552 +129

Bei Betrachtung der gemittelten Rauheitswerte wird deutlich, dass durch die thermische
Erzeugung der Cu;0/CuO-Doppelschicht eine dhnlich hohe Rauheit generiert wurde, wie
nach einem Abtotungsversuch mit TRIS-Medium auf poliertem Kupfer durch Wachstum der
CuO-Schicht. Aus diesem Grund wird der Einfluss unterschiedlicher Oberflichenrauheit auf
das Abtétungsverhalten in dem betrachteten Rauheitsintervall als vernachlédssigbar einge-
stuft.

Die Zusammensetzung der thermisch generierten Oxidoberflachen wurde durch XRD-Mes-
sungen unter streifendem Einfallswinkel {iberpriift. In Abbildung 23 sind die entsprechenden
XRD-Diffraktogramme der Cuz0-Schicht (oben) und der Cu,0/CuO-Doppelschicht (unten)
dargestellt.

Intensitat (unskaliert)

30 40 50 60" " '70
20 (°)

Abbildung 23: XRD-Diffraktogramme der auf Kupfer thermisch generierten Cu,0-Schichten (oben) und
Cuz0/CuO-Doppelschichten (unten).
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Die Diffraktogramme in Abbildung 23 bestatigen reines Kupfer und die vermuteten Kupfer-
oxide als vorliegende Verbindungen und korrelieren sehr gut mit anderen XRD-Studien an
thermisch generierten Kupferoxiden.106] Reines Kupfer wurde volumenmaflig stark miter-
fasst, da die theoretisch berechneten Analysetiefen unter den gegebenen Versuchsparame-
tern ca. 1,1 pm fiir reines Kupfer, 1,8 pm fiir Cu20 und 3,7 pm fiir CuO betragen und damit

oberhalb der erzeugten Schichtdicken lagen.

Abtoétungsversuche

Die vorangegangenen Materialanalysen bestdtigen die ausreichende Dicke und die angestreb-
te Zusammensetzung der thermisch generierten Oxidschichten. Diese wurden, zusammen mit
reinem Kupfer und Glas als inertem Referenzmaterial einem Abtotungstest in PBS und TRIS-
Medium entsprechend der wet plating Methode mit Enterococcus hirae (E. hirae) unterzogen.
E. hirae stellt einen Gram-positiven, nosokomialen Erreger dar, der eng mit MRSA verwandt
ist.[234] [n Abbildung 24 werden die Ergebnisse der Abtotungsversuche in Kooperation mit AG

Prof. Solioz zusammengefasst.
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Abbildung 24: Zeit-Abtotungsdiagramme fiir Abtétungsversuche auf Glas, Kupfer und thermisch gene-
rierten Kupferoxidoberflachen in a) PBS- und b) TRIS-Medium nach dem wet plating Verfahren.

Wahrend auf Glas wie erwartet keine Abtotung stattfand, zeigten die Cu,0-Oberflachen eine
mit reinem Kupfer vergleichbare antimikrobielle Wirkung. Es erfolgte fiir Kupfer und Cuz0
eine vollstandige Abtotung von 3-108 Zellen nach 300 min. Im Gegensatz hierzu tiberlebten
auf den CuO-Oberflichen nach 300 min ca. 103 Zellen. Dieses Experiment belegt erstmalig,
dass das Abtotungsverhalten bei Kupferoxiden von dem gebildeten Oxidtyp abhdngig ist. Eine
derartige Tendenz zeigte sich in beiden Pufferlésungen, die Abtotung auf Cu,O und reinem

Kupfer fand im TRIS-Medium jedoch schneller statt als im PBS-Medium (siehe 100 min).

59



Oxidations- und Mikrostruktureinfluss

Ionenabgabe

Um das beobachtete Verhalten weiter aufzuschliisseln, wurde die Cu-lonenabgabe der ver-
schiedenen Oberflachen bestimmt. Dies geschah ebenfalls in beiden Puffermedien iiber einen
Zeitraum von 300 min, wie in Abbildung 25 dargestellt. Hierbei war auffallig, dass die lonen-
abgabe unter den gegebenen Versuchsbedingungen bei allen Materialen linear erfolgte, wes-
halb diese in Form einer Abgaberate angefittet wurde. Um dem unterschiedlichen Benet-
zungsverhalten der Oberflichen in diesem Versuch Rechnung zu tragen, wurde die Abgabe-
rate zusatzlich auf die Oberflache normiert. Die durch das bakterienfithrende Puffermedium
(40 pL) benetzten Flachen betrugen 22,27 + 9,21 mm?2 auf Kupfer, 20,13 + 2,38 mm?2 auf den
Cuz0- und 15,55 + 6,65 mm? auf den CuO-Oberflachen.
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Abbildung 25: Cu-lonenkonzentration in PBS- und TRIS-Medium auf Kupfer und thermisch generierten
Kupferoxidoberflachen im zeitlichen Verlauf sowie linear gefittete, oberflichennormierte Abgaberaten.
Fir Kupfer entspricht 1 mmol L1 genau 63,54 mg L-1.

Reines Kupfer, welches die starkste Abtotungsrate bei E. hirae zeigte, wies ebenfalls die stark-
ste Abgaberate an Kupferionen auf. Auf CuO bildete sich die niedrigste, auf Cuz0 eine mittlere
Ionenkonzentration aus. In beiden Pufferlésungen korrelierte die Cu-Konzentration direkt
mit der Abtétungswirkung der Oberflichen. Beim Vergleich beider Medien fallt auf, dass die
Kupferabgabe bei TRIS in Relation zu PBS um den Faktor 10 (Cu) - 50 (Cuz0) erhoht war. Die
relativ starke Abweichung der lonenkonzentration zwischen Cu;O und Cu in PBS wird als
Indiz dafiir angesehen, dass die Cuz0-Schichtdicke ausreichend hoch war, um den Charakter
des Oxids und nicht den des darunterliegenden Kupfers wahrend eines Abtétungstests
abzubilden. Der abgeschatzte, korrosive Materialverlust betrdgt zwischen 11 pm min1 (CuO

in PBS) und 1,2 nm min-! (Cu in TRIS).
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1.3 Diskussion

Die direkte Korrelation der Kupferkonzentration im Puffermedium mit dem beobachteten
Abtotungsverhalten legt nahe, dass die Menge der vom Werkstoff abgegebenen Kupferionen
einen wesentlichen Faktor fiir das antibakterielle Materialverhalten darstellt. Dies deckt sich
mit der Aussage anderer Studien an Kupferwerkstoffen.[5266.160]

Ein moglicher Einfluss der unterschiedlichen Oberflachenrauheit der generierten Oxid-
schichten wurde im Vergleich zur dominierenden lonenabgabe als vernachladssigbar bewer-
tet. Durch Rauheit und Topographie verursachte Bakterienabtétung sollte nach fritheren Stu-
dien an Kupfer und Titan einen reduzierenden Faktor von ca. 0,6 liber mehrerer Stunden
nicht tiberschreiten.[226.2371 Die hier ermittelten Abtdtungsraten lagen mit einer Reduktion

von 3-108 Bakterien wahrend 300 min um mehrere Gréfdenordnungen hoher.

Einfluss der Puffermedien

Wie durch XPS iiberpriift wurde, entstanden bei der Wechselwirkung von Kupfer und Puffer-
medien aufder den Oxiden keine mafégeblichen, weiteren schwerléslichen Feststoffverbindun-
gen. Dies legt nahe, dass sich der Einfluss der Puffermedien primar auf die Oxidbildungspro-
zesse beschrankte.

Qualitativ fand in beiden Puffermedien ein dhnliches CuO-Wachstum und Abtétungsver-
halten statt. Sowohl das anfangliche Oxidschichtwachstum als auch die Abtétung auf Cu und
Cuz0 nach 100 min liefen im TRIS-Medium allerdings schneller ab als im PBS-Medium. Der
gravierendste Unterschied zeigt sich in der lonenabgaberate. Hier war die Kupferabgabe im
TRIS-Medium im Vergleich zu PBS um den Faktor 10 - 50 erhoht. Eine Erklarung hierfiir ist
die starke Neigung des TRIS-Mediums zur Bildung von Kupferkomplexen, die die effektive
Kupferkonzentration fiir elektrochemische Prozesse verringern.[¢6.160] Dieser Effekt wird als
wesentlich starker eingeschatzt als die bei PBS-Losungen ebenfalls mogliche Komplexbildung
mit Phosphaten.[238] Das anfianglich beschleunigte Oxidwachstum sowie die leicht schnellere
Abtotung werden als direkte Folge der bei TRIS erh6hten Kupferionenabgabe gedeutet.

Generell wird durch eine Cu-Komplexierung die fiir antibakterielle Mechanismen zur Ver-
fiigung stehende Zahl an Kupferionen tendenziell eingeschrankt.[¢6] Exemplarisch wurde je-
doch nachgewiesen, dass einige Kupferkomplexe wie beispielsweise (TRIS);-Cu und Cl>-Cu
den Transport von Kupfer in das Bakterieninnere vereinfachen kénnen und somit Schadi-

gungsmechanismen im Zellinneren erleichtern kénnten.[160]

61



Oxidations- und Mikrostruktureinfluss

Oxidspezifische Abtotung

Die Erkenntnis, dass sich Cuz0 und CuO in ihrem Abtétungsverhalten wesentlich unterschei-
den, stellt den aufschlussreichsten Aspekt der durchgefiihrten Experimente dar. Zur Interpre-
tation dieses Phdnomens werden zwei Theorien angefiihrt. Die zundchst betrachtete These
beschreibt ein l6slichkeitsgesteuertes Abtétungsverhalten.

Kupfer und Kupferoxide befinden sich wahrend des Abtotungstests in einem Loslichkeits-
gleichgewicht mit der Losung. Dieses wird thermodynamisch tiber das Loslichkeitsprodukt K;,
von Feststoffen in Losungen beschrieben. Der pKi-Wert wiederum ist definiert als log(Ky). Je
niedriger das Loslichkeitsprodukt bzw. der pKi-Wert ist, desto unloslicher ist ein Stoff. Da die
antibakterielle Wirkung im gezeigten Experiment mit der Konzentration an gelésten Cu-lo-
nen korrelierte, ware es denkbar, dass diese auch mit dem Loslichkeitsprodukt des entspre-
chenden Oxids zusammenhéangt.

Generell werden CuO und Cu0 als unléslich bzw. schwerloslich in Wasser betrachtet. Lite-
raturangaben zu deren pKi-Werten schwanken je nach Studie (Jahr; Quelle) zwischen -20,1
(1974; 1), -20,5 (1965; [2391), -22 (1944; [240]) und -23,5 (1976; [241]) fiir CuO und zwischen
-14,6 (1982; 12421), -14,8 (1976; 1241]) und -15 (1995; 1243]) fiir Cu20 unter Standardnormal-
bedingungen in Wasser. Etwas hiervon abweichend steht der aktuellste pxi.-Wert von -9 fiir
Cuz0 in Wasser aus den Arbeiten von Palmer et al. (2008 und 2009).1244245] Dementsprechend
lasst sich dem Oxid mit starkerem Abtotungsverhalten (Cu.0) tatsdchlich ein hdheres
Loslichkeitsprodukt in Wasser zuordnen. Die in den Pufferlosungen ablaufenden, elektroche-
mischen Prozesse involvieren allerdings eine Vielzahl komplexer Gleichgewichtsreaktionen,
die an dieser Stelle nicht im Detail diskutiert werden.[238244] Dennoch scheint es so, dass bei
schwerléslichen Kupferverbindungen die Ionenléoslichkeit in Wasser als Materialkennwert
zur Abschitzung des antibakteriellen Verhaltens herangezogen werden kann.

Nach dieser Auslegung sollte sich die hohere Rauheit der CuO-Oxidschicht wegen der gro-
eren, zur Verfligung stehenden Oberflache tendenziell positiv auf das Abtétungsverhalten
auswirken. Ein moglicher derartiger Effekt wére, ebenso wie die rauheitsinduzierte Abtotung,
durch wesentlich starkere Effekte {iberlagert und wurde daher vernachlassigt.

Eine weitere Interpretation der beobachteten, oxidspezifischen Abtotung bezieht sich auf
die Wertigkeit der in Losung tretenden Kupferionen und beschreibt somit ein ionengesteu-
ertes Abtotungsverhalten. Palmer wies einwertige Cu*-lonen als die relevante, in Losung
gehende Spezies bei Cuz0 in Wasser nach.[244] Dies wurde trotz der fiir Cu* in wéassrigen Lo-

sungen moglichen Disproportionierungsreaktion (Gl. 20) beobachtet.

2Cut - Cul + Cu?* (20)
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Abicht et al. zeigten, dass Cu*-lonen einen wesentlich toxischeren Effekt als Cuz+-lonen bei
grampositiven Lactococcus lactis Bakterien ausiibten.[246] Hierin konnte ebenfalls begriindet
sein, dass Cu,0, welches vorwiegend Cu* in Losung gibt, einen stirkeren, antibakteriellen Ef-
fekt als CuO aufweist. Falls sich die Abtotungswirkung gegeniiber Bakterien tatsachlich als in
dieser Form ionenspezifisch darstellt, konnte hiermit auch das bei reinem Kupfer im Ver-
gleich zu seinen Oxiden starkere Abtotungsverhalten hergeleitet werden.

Auf reinem Kupfer kann wéhrend eines Abtotungstests eine anodische Auflosung im Elek-
trolyten stattfinden. Diese tritt zusatzlich zu der chemischen Loslichkeit auf, welche die Io-
nenabgabe bei Kupferoxiden steuert. Auf diese Weise kann zunéchst die im Vergleich zu den
Oxiden erhohte Kupferionenabgabe erklart werden. Bei einer derartigen, anodischen Auflo-
sung von Kupfer in chlorhaltigen Medien entstehen vorwiegend Cu*-lonen, wie Klemm et al.
zeigten.[247] Baes et al. wiesen nach, dass die Loslichkeit von Cu?* in Anwesenheit von metal-
lischem Kupfer durch das Ausfillen von Cu;0 entsprechend folgender Reaktion einge-

schrankt werden kann:[241]

Cu + Cu?* + 20H™ — Cu,0(cr) + H,0 (21)

Entsprechend dieser Uberlegungen fiihrt auch die Lokalkorrosion von metallischem Kupfer
in Pufferlosungen sehr wahrscheinlich zu einer gesteigerten Konzentration von Cu*lonen.
Somit lief3e sich die hohere, antimikrobielle Wirksamkeit von Kupfer gegeniiber seinen
Oxiden und von Cu,0 gegentiber CuO auch als ionenspezifischer Effekt deuten.

Je nach experimentellen Bedingungen und priorisiertem Abtotungsmechanismus kénnen
allerdings auch Cu?*-lonen als Katalysator der Fenton-Reaktion (siehe S. 38) eine Verstar-
kung des antibakteriellen Effekts von Kupfer hervorrufen.33l Die hier angefiihrte Theorie der
starker toxisch wirkenden Cut-Spezies wiirde dafiir sprechen, dass die Generierung von
aggressiven, freien Radikalen nach der Fenton-Reaktion in dem hier durchgefiihrten Experi-
ment mechanistisch vernachlassigbar ist. Generell wire sogar denkbar, das Verhéltnis von
Cu*- zu Cu?*-lonen wihrend eines bakteriellen Abtétungstest als Indikator fiir die ablaufen-

den Toxizitdtsmechanismen zu untersuchen.

Folgen der Oxidbildung

CuO zeigt eine im Vergleich zu Cu und Cu;0 schwéachere Abtétungswirkung, stellt jedoch
gleichzeitig das primare gebildete Oxid im Milieu eines standardisierten Abtotungstest auf
Kupfer dar. Daher ist es vorstellbar, dass wihrend eines Abtétungstests eine durch den
Test selbst induzierte, inhibierende Wirkung auftritt. Tatsachlich zeigten einige antimikro-
bielle Studien an Kupferwerkstoffen ein bei ldngeren Versuchszeiten abnehmendes oder stag-
nierendes Abtotungsverhalten.[52687880] Derartige ,Plateauphasen” kénnten durch die Ausbil-

dung einer passivierenden CuO-Schicht erklart werden.
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Unter atmosphirischen Bedingungen bildet sich innerhalb von Sekunden eine native, diin-
ne Oxidschicht aus.[!21] Im Stand der Forschung wurde gezeigt, dass diese Oxidschicht unter
trockenen Bedingungen hauptsachlich aus Cu;0 besteht. Es ist daher anzunehmen, dass sich
dieses auch im relevanten Innenanwendungsbereich auf Kupfer ausbildet. Die hier
durchgefiihrten Experimente belegen, dass Cu;O eine dem reinen Kupfer dhnlich hohe
Abtotungswirkung gegeniiber Bakterien zeigt. Dies wiirde bedeuten, dass sich die antimikro-
bielle Wirkung von Kupferoberflichen im trockenen Anwendungsbereich durch Oxidation
nicht maf3geblich verschlechtert bzw. auch auf langere Zeit hin dhnlich stark erhalten bleibt.

Die Oxidausbildung auf Kontaktoberflichen aus Kupfer- und Kupferlegierungen in Inter-
aktion mit NaCl-haltigen und schweifédhnlichen Losungen oder bei echtem Hautkontakt ge-
staltet sich als sehr komplex und wurde bisher nicht hinreichend untersucht (siehe S. 31). Um
auch auf Kupferlegierungen eine mdglichst starke und langanhaltende antimikrobielle Wir-
kung zu erzielen, konnte eine Strategie darin bestehen, die Ausbildung von Cu,0 gegeniiber
CuO durch geeignete Legierungszusammensetzung gezielt zu priorisieren. Einige exempla-
rische Studien an Messingwerkstoffen belegen die Tendenz, dass bei entsprechender Legie-
rungszusammensetzung unter regelmafiigem Hautkontakt Cu,O als Hauptoxidationsprodukt
ausgebildet wird.[134138] Dies konnte im Idealfall bedeuten, dass beispielweise auch im kom-
plexen Belastungsumfeld einer Tiirklinke die Bildung von eher passivierendem CuO durch
entsprechende Legierungsgestaltung eingeschrankt werden kann.

Neben den wissenschaftlich zu klarenden Fragestellungen existieren laut Aussage der
Kupferhalbzeug-Hersteller zwei subjektive Hiirden, die die Akzeptanz von Kupferwerk-
stoffen als antimikrobielle Kontaktoberflichen in der Offentlichkeit erschweren. Diese sind
zum einen die als schmutzig empfundene Oberflachenoxidation (CuO = schwarz, Cu;0 = dun-
kelbraun) und zum anderen der sich bei Hautkontakt ausbildende, typische ,Kupfergeruch®.
Interessanterweise ist der als unangenehm empfundene ,Kupfergeruch“ ebenfalls auf die
Ionenwirkung von Kupfer zuriickzufiihren. Dieser entsteht, dhnlich wie bei Eisen(248], wah-
rend der oxidativen Zersetzung von Korperfetten durch Kupferionen und kann damit sogar
niherungsweise als Indiz fiir eine aktiv wirkende, antimikrobielle Kupferoberflache betrach-
tet werden. Die hier vorgestellten Ergebnisse zum Oxideinfluss kdnnten einen Beitrag leisten,
die negative Wahrnehmung von oxidierten Kupferoberflachen fiir hygienische Anwendungen

abzubauen.
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1.4 Versuchsparameter

Die ellipsometrischen Messungen wurden an einem UV-VIS spektroskopischen Ellipsometer
(SE 800, Sentech Instruments) bei 1,5 - 4,4 eV durchgefiihrt. Als Lichtquelle diente eine Xe-
nonlampe. Die zeitliche Auflésung der Differenzspektren ergibt sich aus der Dauer einzelner
Messungen der Parameter § bzw. A und liegt bei ca. 40 - 50 s. Details zum Design der Fluss-
kammer sind in [2491 zu finden. Unmittelbar vor Messung des Schichtwachstums wurden die
polierten Kupferproben in der Kammer mit Amidosulfonsaure (5 Vol.-%) gespiilt, um bereits
vorhandene Oxide zu lésen. Die mit XPS analysierten Proben wurden den Pufferlésungen
iber 900 min ausgesetzt.

Die thermische Behandlung der Kupferproben wurde in einem Kammerofen (Carbolite)
unter atmosphdrischem Druck durchgefiihrt. Zur Bestimmung der Oberfldchenrauheit wur-
den WLI-Messungen (New View 7300, Zygo LOT) und AFM-Messungen (Dimension 3100,
Digital Instruments) im Tapping-Mode mit 300 kHz und einer Federkonstanten von 42 N m-!
durchgefiihrt. Die REM-Aufnahmen wurden an einer Dual-Beam Anlage (FEI Strata DB 235)
bei 5 kV im Sekundarelektronenkontrast erstellt. Die XRD-Analyse erfolgte an einem X’PERT
PRO-System (PANalytical) mit CuKa-Strahlung unter 1° Einfallswinkel.

Fiir die Abtotungsversuche wurde E. hirae ATCC 9790 bei 37 °C stationdr in 10 mL N-
Medium (Rezept siehe Anhang) geziichtet. Die Zellen wurden 3x zentrifugiert und gewaschen
und in 10 mL PBS- bzw. TRIS-Medium tiberfiihrt. Mittlere Zelldichten lagen bei 2 - 8 -108 cfu
mL-1. Die Abtétungsversuche wurden entsprechend der im Stand der Forschung beschrie-
benen wet plating Technik durchgefiihrt.[160] Es wurden 40 pL Puffermedium auf die Proben
appliziert und spater 20 pL zur Verdinnung und Ausplattierung auf Agarplatten mit N-
Medium entnommen. Die zur lonenabgabe untersuchten Losungen wurden ebenfalls entspre-
chend der wet plating Methode, nur ohne Bakterien, prapariert. Probevolumina von 20 pL
wurden 50-fach mit HNOz (0,065 Vol.-%) verdiinnt und mittels ICP-AE bei 324,754 nm an
einem ,Jobin Yvon ]JY 24“-System (HORIBA Jobin Yvon) untersucht.

In den zeitlichen Verldufen der Abtétung und lonenabgabe sind jeweils die Mittelwerte

aus drei unabhangigen Versuchen mit Standardabweichung dargestellt.
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2. Mikrostruktureinfluss am Beispiel Kupfer-Silber

Nach dem momentanen Forschungsstand zeigt sich beim Vergleich von Kupfer und Silber in
jeweils trockener und feuchter Umgebung ein mafdgeblicher Unterschied der antibakteriellen
Effizienz. Werkstoffwissenschaftlich stellt sich die Frage, worin dieser Unterschied begriindet
ist und ob sich dieser zur Gestaltung von antimikrobiell optimierten Materialien unter Ver-
wendung beider Elemente ausnutzen lasst.

Der folgende Abschnitt befasst sich daher mit der Generierung und Charakterisierung
einer exemplarischen Kuper-Silber-Legierung. Diese wurde mittels LC als anwendungsorien-
tierte Beschichtungsmethode erzeugt, mikrostrukturell charakterisiert und im Vergleich zu
den reinen Metallen unter feuchten sowie trockenen Bedingungen auf Abtétungsverhalten

und Ionenabgabe untersucht. Die Ergebnisse hierzu wurden in [250] veroffentlicht.

2.1 Legierungsbildung durch Laser Cladding

Das LC wurde wegen der Moglichkeit zur kontrollierten Beschichtung und damit zusatzlichen
antibakteriellen Funktionalisierung von metallischen Elementen und Bauteilen gewdahlt. Fiir
die hier durchgefiihrten Versuche wurde, wie in Abbildung 26 dargestellt, eine einfache Cu-
Ag-Legierungsschicht von ca. 1 mm Starke flaichendeckend auf Edelstahl aufgeschweif3t und
anschliefdend poliert.[250.251] Als Ausgangspulver wurden hierzu 90 Gew.-% Cu-Pulver und 10

Gew.-% Ag-Pulver mittels Kugelmahlen homogen gemischt.

c) relative
\ Elementverteilung

x Ag Cu

Abbildung 26: a) flaichenmaflig auftragsgeschweifdte und polierte Cu-Ag-Legierung auf Edelstahlsubs-
trat; b) REM-Aufnahme eines FIB-Querschnitts durch Cu-Ag-Legierung und Substrat; c) Eine in diesem
Querschnitt durchgefiihrte EDX-Linienmessung senkrecht zur Substratoberflache belegt eine minimale
Durchmischung zwischen Beschichtung und Substrat.

Ziel bei der Gestaltung der Cu-Ag-Oberflichenlegierung war die Ausbildung einer homoge-
nen, kontinuierlichen Beschichtung mit ausreichender Substrathaftung. Die Durchmischung
mit dem Edelstahlsubstrat wurde durch Variation der Prozessparameter minimiert, um die

Reinheit der bindren Cu-Ag-Legierung zu gewahrleisten (siehe Abbildung 26 b) und c)). Der

66



Oxidations- und Mikrostruktureinfluss

genaue Einfluss und die Entwicklung der verschiedenen Prozessparameter wurden in [251]

detailliert beschrieben und werden hier unter den Versuchsparametern zusammengefasst.

Substratwahl

Als reprasentatives, inertes Substrat- und Referenzmaterial wurde in dieser Studie Edelstahl
gewahlt, da dieser fiir viele metallische Oberflichenelemente im Gesundheitswesen, oft auch
konkurrierend zu Kupferlegierungen, eingesetzt wird und somit potentiell das Interesse
einer antimikrobiellen Oberflachenfunktionalisierung von Edelstahl besteht.[252]

Mit dem eingesetzten Lasersystem und der damit vorgegebenen Wellenldnge konnte
Kupfer nicht als Substratmaterial verwendet werden, da eine zu hohe Reflexion eine ausrei-
chende Substraterhitzung verhinderte. In Pulverform wurde das Aufschmelzen von Kupfer
durch ein ausreichend hohes Oberflache-zu-Volumen-Verhiltnis und eine im Vergleich zum
Substrat geringe Waiarmeableitung beglinstigt. Die Moglichkeit, Kupfer bzw. Kupfer-
legierungen mittels Laser aufzuschmelzen und durch oberflichennahes Zulegieren von Silber

zu funktionalisieren, besteht jedoch mit LC-Systemen abweichender Wellenldnge.

Porositat

Die polierte Oberfliche der Cu-Ag-Legierung wies eine arithmetisch gemittelte Rauheit von
0,64 + 1,4 um im Vergleich zu 40 * 20 nm bei den polierten Referenzoberflaichen auf. Der
Rauheitsunterschied kam durch die in Abbildung 26 a) und b) erkennbaren Poren in der Cu-
Ag-Legierungsschicht zu Stande. Diese waren tiberwiegend voneinander separiert und kugel-
formig, was auf eingeschlossene Gasblasen wahrend des LC-Prozesses schlieflen lasst. Als
entscheidender Prozessparameter zur Beeinflussung des Porenvolumens wurde der Schutz-
gasfluss identifiziert.[?51] Eine separate EDX-Analyse der Poren bestatigte stellenweise eine
diinne Cuz0 Schicht auf der Poreninnenfliche. Davon abgesehen wurden keine weiteren
mikrostrukturellen Abweichungen zum Gesamtschichtvolumen festgestellt. Ein Einfluss der
Poren auf das untersuchte antibakterielle Verhalten wird daher als unwahrscheinlich be-

trachtet.

Mikrostrukturanalyse

Die verwendete Zusammensetzung von 90 Gew.-% Cu und 10 Gew.-% Ag wurde als hypoeu-
tektische Referenzlegierung fiir das System Cu-Ag ausgewadhlt. Das eutektische Phasendia-
gramm von Cu-Ag (max. Loslichkeit von Ag in Cu: 8 Gew.-%, von Cu in Ag: 8,8 Gew.-%, Eutek-
tikum bei 71,9 Gew.-% Ag bei 779 °C) beschreibt fiir die Legierung eine zweiphasige Mikro-
struktur mit eutektischen Anteilen. Es existieren keine intermetallischen Verbindungen im
Gleichgewichtszustand. Wie in Abbildung 27 a) dargestellt, wurde die Reinheit der Legie-
rungsschicht durch ein XRD-Diffraktogramm und die Berechnung der Elementanteile besta-

tigt.
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Abbildung 27: a) XRD-Diffraktogramm mit berechneter Zusammensetzung und b) Mikrostrukturaus-
bildung (REM-Aufnahme) der auftragsgeschweifdten Cu-Ag-Legierung. Gekennzeichnet sind die kup-
ferreiche a-, die silberreiche -Phase sowie Cu,0-Einschliisse.

Auffillig war das Auftreten von 0,4 Gew.-% Cuz0 innerhalb der Legierung, welches wahr-
scheinlich von der Laserbehandlung stammt. Es wurden keine Signale von CuO bzw. Silber-
oxiden gefunden, was in Einklang mit dem terndren System Cu-Ag-O steht.[253]

Eine REM-Aufnahme der polierten Oberflachen in Abbildung 27 b) verdeutlicht die Mikro-
strukturauspragung der erzeugten Cu-Ag-Legierung. Die kupferreiche a-Phase bestand aus
94,77 Gew.-% Cu und 5,23 Gew.-% Ag (beide * 0,01 Gew.-%), wie durch lokale EDX-Analyse
ermittelt wurde. Wegen des im Verhaltnis zum EDX-Analysevolumen geringen Volumens der
silberreichen 3-Phase konnte deren Zusammensetzung nur auf mehr als 45 Gew.-% Ag abge-
schatzt werden. Die dunklen Einschliisse entsprachen Cu;0, wie ebenfalls durch EDX-Analyse
und Dunkelfeldmikroskopie bestétigt wurde. Volumenanteile der entsprechenden Phasen
wurden anhand mehrerer Gefiligebilder zu 89 + 1 % fiir die a-Phase, 5,5 + 1,5 % fiir die §-
Phase und 5,7 * 0,3 % fiir Cuz0 berechnet. Aufgrund der mit reinem Kupfer vergleichbaren
antibakteriellen Wirkung und des geringen Volumenanteils der Cu,0-Einschliisse wurde der
Einfluss dieser Phase auf das Abtdtungsverhalten fiir die folgenden Experimenten vernach-
lassigt.

Insgesamt entsprach die Gefiigeausbildung, abgesehen von dem Cu,0O, den Vorhersagen
des Cu-Ag-Phasendiagramms, was dafiir spricht, dass sich die erzeugte Legierung im thermo-
dynamischen Gleichgewicht befand. Das Auftreten metastabiler Phasen ist unwahrscheinlich
und kinetische Effekte sind fiir das Cu-Ag-System erst ab Abkiihlgeschwindigkeiten von mehr
als 108 K s zu beriicksichtigen. Bei LC-Prozessen sind hingegen Abkiihlgeschwindigkeiten
von 105 - 10¢ K st realistisch.[254255] Die Cu-Ag-Gefligegestaltung mittels LC in dieser Studie

kann damit mit klassischen Legierungsmethoden verglichen werden.
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2.2 Abtotungsverhalten
Die Abtotungsversuche wurden entsprechend der wet plating und dry plating Methode mit E.
coli Bakterien an der beschriebenen Cu-Ag-Legierung, reinem Kupfer und Silber, sowie einer
Edelstahlreferenz durchgefiihrt. E. coli wurde als umfassend untersuchtes Modellbakterium
und wegen seiner engen Verwandtschaft zu nosokomialen Erregern gewéahlt.

Die Ergebnisse der Abtétungsversuche nach dem wet plating Verfahren und die lonen-

abgabe der Oberflachen in PBS-Medium sind in folgender Abbildung zusammengefasst.
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Abbildung 28: a) Zeit-Abtotungsdiagramme fiir Abtotungsversuche auf Edelstahl, Silber, Kupfer und
der auftragsgeschweifdten Cu-Ag-Legierung in PBS-Medium nach dem wet plating Verfahren. b) Cu-
und Ag-lonenkonzentrationen in PBS-Medium auf reinen Metallen und der auftragsgeschweifiten Cu-
Ag-Legierung (tiefgestellt: Cu, Ag bzw. CuAg) im zeitlichen Verlauf. Fiir Kupfer entspricht 1 pmol L1
genau 63,54 pg L1, fir Silber 107,87 pg L.

Im wet plating Versuch erzielte die Cu-Ag-Legierung mit einer Abtotungsrate von 6 log-Stufen
innerhalb von 180 min den stirksten antimikrobiellen Effekt, gefolgt von reinem Kupfer mit
einer Abtétungsrate von 4 log-Stufen im selben Zeitraum. Sowohl auf Edelstahl als auch auf
Silber wurde innerhalb des betrachteten Zeitintervalls kein signifikanter antibakterieller Ef-
fekt beobachtet.

Die Bestimmung der abgegebenen lonenkonzentrationen erfolgte bei diesem Experiment
mittels ICP-MS (Abbildung 28 b)), welche eine Mehrelementanalyse erlaubte. Nach 100 min
wurden Ionenkonzentrationen von 20,3 * 3,6 umol L fiir Kupfer und 0,8 * 0,4 pmol L fiir
Silber gemessen. Im Vergleich ergaben sich Konzentrationen von 568 + 18 pumol L! fiir Cu-
Ionen und weniger als 0,2 pmol L-! fiir Ag-lonen fiir die Cu-Ag-Legierung im selben Zeitraum.
Ein analoger Versuch in reinem Wasser fithrte zur gleichen Tendenz, allerdings bei einer
maximalen Cu-lonenkonzentration von ca. 20 nmol L1 fiir die Cu-Ag-Legierung. Bei keinem
der Materialien konnte die Abgabe weiterer ionischer Spezies von Fe, Cr oder Ni nachgewie-

sen werden.
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In Abbildung 29 sind die Ergebnisse der Abtotungsversuche mit der dry plating Methode
dargestellt. Bei diesem Verfahren wird eine konzentrierte Bakterienldsung mit einem sterilen
Wattebausch durch Reiben auf der Probenoberfliche aufgetragen und anschlieffend unter

trockenen, atmosphérisch Bedingungen gelagert.[51]
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Abbildung 29: Zeit-Abtotungsdiagramme fiir Abtotungsversuche auf Edelstahl, Silber, Kupfer und der
auftragsgeschweifdten Cu-Ag-Legierung mit PBS-Medium nach dem dry plating Verfahren.

Nach der dry plating Methode stellte sich die starkste Abtotungswirkung nach 100 min auf
reinem Kupfer mit einer Reduzierung um 6 log-Stufen ein, gefolgt von Silber und der Cu-Ag-
Legierung mit jeweils 4 log-Stufen. Auf allen Materialien wurde eine anfangliche Reduzierung
der Bakterienzahl festgestellt, was trocknungsbedingt als typisch fiir das dry plating Verfah-
ren gewertet wird.[51l Auffillig waren die im Vergleich zum wet plating relativ hohen Stan-
dardabweichungen, die wahrscheinlich in den schwerer konstant zu reproduzierenden Ver-

fahrensschritten der dry plating Methode begriindet sind.

2.3 Diskussion

Die Ergebnisse des wet plating Versuchs belegen, dass durch die Werkstoffkombination von
Kupfer und Silber in Legierungsform eine im Vergleich zu den reinen Elementen mafdgeblich
gesteigerte Abtotungswirkung in fliissigem Umfeld erzielt werden konnte. Als Hauptursache
fiir dieses Verhalten wird die im Vergleich zu Kupfer bis zu 28-fach gesteigerte Cu-lonen-
abgabe der Cu-Ag-Legierung vermutet. Die im Vergleich zu reinen Silber stark verringerte Ag-
Ionenabgabe der Legierung legt nahe, dass die verstarkte Abgabe von Kupferionen durch
elektrochemische Lokalreaktionen verursacht wurden. Das unedlere Kupfer beugt der chemi-
schen Auflosung des edleren Silbers vor und wird dabei selbst verstirkt gelost. Aufgrund der
in reinem Wasser stark abgeschwachten lonenabgabe ist anzunehmen, dass hierbei auch die
Art und Qualitat des Elektrolyts eine entscheidende Rolle spielt. Die verstarkte Abtotungs-
wirkung der Legierung wahrend des wet platings im Vergleich zum dry plating spricht eben-

falls fiir elektrochemische dominierte Wirkprozesse.
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Eine derartige Interpretation bedeutet ebenfalls, dass die im Stand der Forschung beschrie-
benen, synergistischen Effekte fiir Kupfer- und Silberionen nicht der mafigebende Faktor fiir
die gesteigerte antibakterielle Wirkung von kombinierten metallischen Kupfer-Silber-Werk-
stoffen sind.

Im Gegensatz zum wet plating Versuch erméglicht das dry plating Experiment keine klare
Klassifizierung der Materialien nach antibakterieller Wirksamkeit. Das beobachtete, unter
trockenen Bedingungen leicht stirkere Abtoétungspotential von reinem Kupfer im Vergleich
zu Silber bestdtigte den aktuellen Stand der Forschung, der Kupferwerkstoffen eine hohere
antimikrobielle Wirksamkeit im trockenen Umfeld zuordnet. Es ist anzunehmen, dass sich
unter trockenen Bedingungen auf der Cu-Ag-Legierung iiberwiegend Kupferoxide aus-
bilden.[253] Dies wiirde die im Vergleich zu reinem Kupfer im trockenen Umfeld langsamere
Abtotungsrate erkldren.

Obwohl Silberwerkstoffe in nasser Umgebung antibakteriell effektiver als Kupferwerk-
stoffe eingeschatzt werdenl5274], fiel bei den durchgefiihrten Versuchen mittels wet plating
auf, dass innerhalb des betrachteten Zeitintervalls keine merkliche Abtotung durch reines
Silber auftrat. Eine Erklarung hierfiir kdnnte die Abwesenheit von Silberoxid sein, welches als
die eigentlich antimikrobielle Verbindung bei Silberwerkstoffen angesehen wird.[185256] [n
dieser Arbeit wurden alle metallischen Proben nach der Politur und vor den Experimenten in
Schutzgasatmosphare gelagert, um die Dicke einer nativen Oxidschicht moéglichst gering zu
halten. Silber verhalt sich in wassrigen Losungen sehr viel stabiler als Kupfer, was die im
Vergleich der Reinmetalle niedrigere lonenabgaberate erklart.[!l Wahrend der Abtotungs-
versuche in PBS-Medium ist eine Oberflachenoxidation allerdings nicht auszuschlief3en. Es ist
jedoch fraglich, ob diese innerhalb des betrachteten Zeitraums eine fiir ein ausgepragtes anti-
bakterielles Verhalten notwendige Schichtstirke, wie in anderen Studienl’4, erreicht. Natiir-
lich kann die Ausbildung einer gezielten Resistenz gegen Silberionen bei manchen Bak-

terienstimmen ebenfalls nicht ausgeschlossen werden.[44]

Mikrostruktur und Legierungsgestaltung
Da eine gemeinsame, synergetische Wirkung von Cu- und Ag- Ionen fiir diese Art von metal-
lischen Werkstoffen in feuchter Umgebung ausgeschlossen werden kann, ware es denkbar,
ein anderes edleres Element als Legierungspartner zu wahlen. Aus Kostengriinden wére es
jedoch dennoch sinnvoll, Silber einzusetzen und dies in mdéglichst geringen Mengen zuzule-
gieren. Aufgrund der relativ geringfiigigen mikrostrukturellen Anderungen, kénnen fiir Cu-
Ag-Legierungen mit niedrigerem Silbergehalt dhnliche wie die hier beobachteten elektr-
ochemischen Wirkmechanismen vermutet werden.

Zusatzlich zu der hier untersuchten Cu-Ag-Modelllegierung wurde ein weiteres Prozess-

parameterset flir die LC-Methode erarbeitet, welches eine homogene Durchmischung des
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Edelstahlsubstrats mit Kupfer und Silber gewdahrleistet.[251] Diese Art von Ansatz ist relevant
fiir inerte, metallische Komponenten, die aufgrund anderer Anforderungen kein Kupfer ent-
halten, jedoch durch das oberflichennahe Zulegieren geringer Mengen von Kupfer und/oder

Silber zusitzlich antimikrobiell funktionalisiert werden kénnten.[257-260]

Anwendungsrelevanz

Wahrend Abtétungstests in Labors meist entweder in rein trockenem oder nassem Milieu
durchgefiihrt werden, erfahrt eine antimikrobielle Oberfliche zur Pravention nosokomialer
Infekte iiber Hautkontakt stark wechselnde Umgebungsbedingungen. Uberwiegend befinden
sich Oberflachen fiir diese Anwendung in relativ trockener Normalatmosphére. Durch die
Beriihrung mit Hautschweifd und durch die in Krankenhdusern vorgeschriebenen Reinigungs-
und Desinfektionsprozeduren werden diese jedoch auch zyklisch mit Feuchtigkeit und
wechselnden Elektrolyten benetzt.[871 Weiterhin werden metallische antimikrobielle Mate-
rialien im medizinisch-hygienischen Sektor auch fiir chirurgische Anwendungen oder zur
Befreiung der Wasserversorgung von Keimen eingesetzt, wodurch sogar ein kontinuierlich
nasses Milieu vorgegeben wird.[151.161,256]

Wie anhand der durchgefiihrten Experimente gezeigt wurde, ist es moglich, die antimikro-
bielle Effizienz von Kupferwerkstoffen durch die Kombination mit Silber fiir den feuchten
Anwendungsbereich effektiv zu steigern. Da die Wirkungssteigerung durch elektrochemische
Prozesse erreicht wird, gilt es, je nach Anwendung, einen Kompromiss zwischen Material-
korrosion und gewtlinschter antibakterieller Wirkung zu finden. Opferanoden aus einer Cu-
Ag-Legierung beispielweise konnten zur effektiven Wasseraufbereitung eingesetzt werden,
wohingegen die lonenabgabe bei Kontaktoberflichen unter wechselnd feucht-trockenen Be-
dingungen oder bei Implantatwerkstoffen durch das kontrollierte Zulegieren weiterer Ele-

mente gesteuert werden konnte.

2.4 Versuchsparameter

Bei dem hier verwendeten LC-System handelte es sich um einen kontinuierlichen Dioden-
laser (LDM-500-20, Laserline) mit einer Durchschnittsleistung von 500 W bei einer Wellen-
lange von 800 nm < A < 980 nm. Der zugehorige Pulverforderer (TWIN-10-C) stammte von
Sulzer Metco, das 3-Achsen-Verfahrsystem von Bosch Rexroth. Fiir die untersuchte Cu-Ag-
Legierung wurden die folgenden, optimierten Prozessparameter ermittelt: mittlere Leis-
tungsdichte: 400 W mm-2, Fokusdurchmesser: 1,17 mm, Pulverfluss: 1,5 g min-1, Laser-Ver-
fahrgeschwindigkeit: 60 cm min-1. Das verwendete spharische Kupfer- bzw. Silberpulver (Alfa
Aesar) hatte eine Reinheit von 99,9 % bzw. 99,92 % bei Korngrofden < 44 pm (< 325 mesh).

Als Referenzmaterialien wurden poliertes Kupfer- und Silberblech mit einer Reinheit von
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jeweils 99,9 % (KME, Goldschmiedebedarf zu Jeddeloh) und Edelstahl (X5CrNi18-10, BRIO
Kontrollspiegel) eingesetzt.

Das XRD-Diffraktogramm wurde an einem X’PERT PRO-System (PANalytical) mit CuKa-
Strahlung in Bragg-Brentano Konfiguration aufgenommen. Zur EDX-Analyse und REM-Auf-
nahme wurde eine Dual Beam Anlage Strata DB 235 (FEI) bei 5 kV bzw. 20 kV und ein Si-Li
EDX Detektor (EDAX) bzw. Sekundarelektronenkontrast verwendet. Die Oberflaichenrauheit
wurde an einem New View 7300 WLI-System (Zygo LOT) gemessen.

Fiir die Abtotungsversuche wurde E. coli W3110 bei 37 °C aerob in 10 mL LB-Medium
(Rezept siehe Anhang) geziichtet. Die Zellen wurden 3x zentrifugiert und gewaschen und in
PBS-Medium tiberfiihrt. Mittlere Zelldichten lagen bei 2 - 4-10° cfu mL-1. Die Abtétungsver-
suche wurden entsprechend der im Stand der Forschung beschriebenen wet plating und dry
plating Methoden durchgefiihrt.[51160] Fiir das wet plating wurden 20 pL Puffermedium auf
die Proben appliziert und spater 15 pL zur Verdiinnung und Ausplattierung auf LB-Nahr-
bdden entnommen. Fiir das dry plating wurden 60 pL von 20-fach konzentriertem, bakterien-
fiihrenden PBS-Medium mit einem sterilen Wattestdbchen aufgenommen und auf den Proben
abgestreift. Das Ablosen der Zellen erfolgte durch Zentrifugieren der Proben in 50 ml PBS-
Losung fiir 1 min.

Zur Bestimmung der lonenabgabe wurde fiir diese Studie eine inerte Nasskammer ent-
wickelt, die es erlaubte, benetzungsunabhéngig eine konstante Interaktionsflache von 3,24
cm? mit 20 mL PBS-Medium bei allen Materialien zu betrachten.33] Die ICP-MS-Messung
erfolgte an einem Agilent 7500cx-System (Agilent Technologies). Die eingesetzte Leistung
war 1550 W bei einer Dwell-Time von 1 s pro analysiertem Element. Jeder untersuchten
Losung wurden zur zeitlichen Kalibration Sc-Standards sowie eine schwache HNO3-Losung
zur Vermeidung der Adsorption an Oberflichen im Gerat beigemischt. Zur Kalibration der
Elementkonzentrationen wurden Standards von Perkin Elmer eingesetzt.

In den zeitlichen Verldufen der Abtétung und lonenabgabe sind jeweils die Mittelwerte

aus drei unabhangigen Versuchen mit Standardabweichung dargestellt.
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Dieses Kapitel befasst sich mit Abtotungsfaktoren, die direkt mit Oberflicheneigenschaften
verknlpft sind. Hierbei werden die LIS zur Gestaltung und die Materialanalyse mittels REM
zur Charakterisierung der an der Oberfldche ablaufenden Prozesse eingesetzt. Ein Schwer-

punkt liegt auf dem Kontakt zwischen Bakterien und Werkstoff sowie Adhdsionsprozessen.

1. Bedeutung des Oberflichenkontakts

Im vorherigen Kapitel wurde gefolgert, dass das Abtotungsverhalten von Kupfer-, Kupferoxi-
den und auch bei Kupferlegierungen mafdgeblich von der abgegebenen Kupferionenkonzen-
tration abhangt. Dies steht im Einklang mit dem momentanen Stand der Forschung. Dennoch
motivieren einige Phdnomene, wie beispielsweise die schnellere Abtétung von Bakterien auf
Kupfer unter trockenen Bedingungen oder die Auspriagung des Begriffs des contact killings
auf Kupfer51237] die Frage, ob auch der Kontakt zwischen Bakterium und Kupferoberflache
einen Einfluss auf das Abtotungsverhalten ausiibt.

Um dies aufzuklaren, wurde zunachst die quantitative Oberflaichenanlagerung von Bakte-
rien wahrend eines standardisierten Abtotungsversuchs untersucht. Als weiterer Schritt
wurde in einem exemplarischen Experiment der direkte Kontakt zwischen Bakterien und
Kupferoberfliche wahrend eines Abtotungsversuchs kiinstlich unterbunden. Hierzu wurden
mit dem Verfahren der Laser-Interferenzlithographie (LIL) nanoskalige, inerte Oberflachen-
strukturen als ,Abstandshalter” auf Kupfer erzeugt und das Abtétungsverhalten auf diesen
Strukturen mit dem auf unbeschichtetem Kupfer verglichen. Ein Grofsteil der vorgestellten

Ergebnisse wurde in [261] veroffentlicht.

1.1 Quantifizierung der Bakterienanlagerung

Ziel dieses ersten Teilversuchs war es, die absolute und relative Anzahl von Bakterien abzu-
schétzen, die sich wahrend eines standardisierten Abtotungsversuchs auf metallischen Mate-
rialien anlagern. Zu diesem Zweck wurde die Anzahl adhéarierender E. coli Bakterien auf einer
Messinglegierung (CuZn23Al3Co) und auf Edelstahl in ruhendem H,0 mit mikroskopischen
Methoden bestimmt. Dies geschah mit Hilfe eines speziell entwickelten Messaufbaus, der ei-
nen Tropfen Bakterienl6sung mit einem transparenten Deckglas in passender Fokushéhe von
600 pm abdeckt.262] Die Wahl von H;0 als bakterienfiihrendem Medium und der korrosions-
resistenten Messinglegierung wurde dadurch motiviert, korrosive Prozesse an der Metall-
oberflache zu minimieren, die die mikroskopische Auszahlung der angelagerten Bakterien er-
schwerten. E. coli wurde als Testorganismus gewahlt, der in der Lage war, auch tber ldngere
Zeitrdume in Wasser zu liberleben. In Abbildung 30 sind die zeitliche Bakterienanlagerung

und das Abtotungsverhalten auf beiden Materialien dargestellt.
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Abbildung 30: a) Zeitlicher Verlauf der Anzahl sich anlagernder Bakterien unter statischen Bedingun-
gen in H,0 auf poliertem Messing (leere Symbole) und Edelstahl (volle Symbole). Dargestellt sind je-
weils drei unabhdngige Versuche. Ab ca. 75 min (vertikalen Markierung) wurde ein Ubergang zu nicht-
linearem Verhalten beobachtet. b) Zeit-Abtétungsdiagramme zu den gleichen Oberflichen ermittelt
durch wet plating in PBS-Medium.

Die Zahl an sich anlagernden Bakterien stieg in allen Versuchen bis zu ca. 75 min linear mit
Raten von 19,09 # 1,53 min'! mm-2 auf Messing und 15,60 * 1,41 min! mm-2 auf Edelstahl an.
Im weiteren Kurvenverlauf zeichnete sich tendenziell ein Abfall der Anlagerungsrate bis hin
zu teils konstanten Werten ab. Die in Abbildung 30 b) dargestellten Zeit-Abtétungsdiagram-
me belegen eine Abtotung auf der Messingoberflache im betrachteten Zeitraum von ca. 70 %.

Generell ist eine Materialabhdngigkeit bzw. eine Abhédngigkeit vom Lebend/Tot-Zustand
der Zellen bei bakteriellen Adhadsionsprozessen nicht auszuschlief3en.[50.2631 Aufgrund der auf
beiden Materialien relativ dhnlichen linearen Anlagerungsrate werden jedoch hauptsachlich
gravitationsgesteuerte Ablagerungsprozesse vermutet. Hierflir sprache ebenfalls die Ausbil-
dung eines Plateauwerts, wie in einigen Versuchen erkennbar, der dann auftritt, wenn sich
alle in der Losung vorhandenen Bakterien auf der Materialoberfldche abgesetzt haben. Unter
Beriicksichtigung von Konzentration und betrachteter Fliche wurde die maximal pro
Volumenelement enthaltene Anzahl an Bakterien auf ca. 1.250 abgeschatzt. Dieser Wert deck-
te sich sehr gut mit dem Plateauwert einiger Kurven, wurde jedoch in anderen Messungen
deutlich iiberschritten. Mogliche Fehlerursachen fiir einen zu geringen Schatzwert sind eine
nachtrégliche Bakterienvermehrung wahrend des Versuchs bzw. eine mogliche Mehrfachzah-
lung abgetoteter, in mehrere Teilstiicke fragmentierter Bakterien.

Grundsatzlich lasst sich aus den erreichten Plateauwerten und den allgemein abfallenden
Kurvenverldufen abschatzen, dass sich bereits nach 120 min ein Grofsteil bzw. nahezu alle der
in der Losung vorhandenen Bakterien auf den Probeoberflichen abgesetzt haben. Der direkte
Kontakt zwischen Bakterium und Materialoberfldche ist daher auch bei standardisierten Ab-

totungstests mit der wet plating Methode im Zeitraum weniger Stunden dufderst relevant.
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1.2 Inerte, nanoskalige Abstandshalter

Um die Rolle dieses Kontakts wahrend der Abtotung aufzuschliisseln, wurden Modellober-
flichen entwickelt, die es erlaubten, die sich wahrend eines Abtétungsversuchs absetzenden
Bakterien in einem minimalen Abstand zur Oberflache abzustoppen, gleichzeitig jedoch die
Ionenfreisetzung der Oberflache nicht wesentlich einzuschranken.

Zur Generierung derartiger Strukturen wurde die LIL als Werkzeug eingesetzt, welche es
mit geeignetem Fotolack ermdglichte, laterale Strukturen mit einer Periodizitdt P von weni-
ger als 1 um, der durchschnittlichen Grofde eines Bakteriums, zu gestalten. Fiir die Erzeugung
dieser nanoskaligen ,Abstandshalter” wurde poliertes Kupfer durch spin coating mit einem
positiv-Fotolack beschichtet. Die Schichtdicke wurde durch Variation der Rotationsgeschwin-
digkeit und Viskositit der Lacklosung kontrolliert. Daraufhin erfolgte die Belichtung durch
einen einzelnen ns-Laserpuls dreier sich Uberlagernder Laserstrahlen mit resultierender
punktartiger Intensititsverteilung (siehe Abbildung 31). Wahrend der anschlief}enden Ent-
wicklung der positiv-Fotolackschicht wurden stark belichtete Bereiche gel6st und resultier-
ten daher in Lochern. Die Periodizitit der so erzeugten, wabenartigen Strukturen wurde hier-
bei durch Variation der Strahleneinfallswinkel und die Tiefe durch Variation der mittleren
Fluenz F¢ eingestellt. Eine detaillierte Entwicklung der Prozessparameter sowie eine Unter-
suchung der jeweiligen Abhingigkeiten wurden in [264] beschrieben. Die folgende Abbildung

zeigt die so generierten Modellstrukturen auf poliertem Kupfer.

Abbildung 31: REM-Aufnahmen der flichenmafig auf poliertem Kupfer generierten, inerten Abstands-
strukturen aus positiv-Fotolack in a) Ubersichts- und b) Nahansicht. Der Einschub in a) zeigt die zur
Belichtung eingesetzte laterale Intensitatsverteilung der interferierenden Laserstrahlen.

Die dargestellten Abstandsstrukturen wurden durch benachbarte, leicht tiberlappende Mehr-
fachbelichtung flachendeckend auf mehreren cm? erzeugt. Als finale Strukturgréfien wurden

eine physikalische Schichtdicke von 1,74 + 0,05 um und ein Lochdurchmesser von ca. 700 nm

gewahlt, der somit kleiner als der Durchmesser der untersuchten Bakterien (1 - 2 pm) war.
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Auffallend in Abbildung 31 ist die Ausbildung von riffelartigen Sekundarstrukturen, die sich
auf der Innenseite der erzeugten Locher kreisformig vom Kupfersubstrat bis zur Schichtober-
flache hin ausbreiten. Diese entstanden durch Interferenz des einfallenden und des von der
Kupferoberflache reflektierten Laserstrahls, die zusammen eine stehende Welle ausbil-
den.[265] Die Periodizitat dieser Sekundarstrukturen hdngt von den optischen Schichteigen-
schaften sowie der Laserwellenlange ab und wurde gemaf? [265] zu ca. 140 nm berechnet, was
sich gut mit der beobachteten Gréfienordnung deckte. Fiir die nachfolgenden Untersuchun-
gen waren diese Sekundarstrukturen allerdings vernachlassigbar.

Im néchsten Schritt wurde die Funktionalitat der erzeugten ,Abstandshalter” durch REM-

Aufnahmen, wie in folgender Abbildung dargestellt, gepriift.

Abbildung 32: Exemplarische REM-Aufnahmen und schematische Querschnitte von getrockneten
Enterococcus hirae Baketerien nach 100 min wet plating in TRIS-Medium auf a) poliertem Kupfer und
b) Abstandsstrukturen.
Flr diesen Versuch wurde Enterococcus hirae (E. hirae) als nosokomial relevantes, gramposi-
tives Pathogen mit ca. 1 pm Zelldurchmesser gewahlt. E. hirae tritt oft paarweise mit einer
Gesamtgrofde von ca. 2 pm auf30l, was die Effektivitit der Abstandshalter zusatzlich erhohte.
Um einen reprasentativen Zustand in den REM-Aufnahmen abzubilden, wurden die Bakterien
nach 100 min wet plating durch Trocknung prapariert. Tendenziell erscheinen die in
Abbildung 32 dargestellten Bakterien durch die Trocknung kleiner als im Lebendzustand.
Eine gezielte Probenprdparation zur Erhaltung der urspriinglichen Bakterienform durch
chemische Zellfixierung war in diesem Fall aufgrund der Losungsmittelempfindlichkeit der
Fotolackstrukturen jedoch nicht moglich.

Anhand der REM-Aufnahmen war deutlich zu erkennen, dass sich die auf reinem Kupfer
exponierten Bakterien auf der metallischen Oberfliche agglomerierten, wohingegen der

Kontakt zur metallischen Oberflache durch die Abstandsstrukturen unterbunden wurde.
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1.3 Abtoétungsverhalten
Abtotungsversuche mit E. hirae wurden auf beiden Oberflichentypen sowie Glas und einer
geschlossenen Fotolackschicht auf Kupfer von ebenfalls 1,7 pum Dicke als Referenzoberfla-

chen durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in folgender Abbildung dargestellt.
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Abbildung 33: Zeit-Abtotungsdiagramme fiir Abtétungsversuche auf reinem Kupfer, Abstandsstruk-
turen auf Kupfer, einer Glasreferenz und deckend mit Fotolack beschichtetem Kupfer in TRIS-Medium
nach dem wet plating Verfahren.
Wie zu erwarten zeigte sich auf reinem Kupfer eine starke Reduzierung der Bakterienzahl um
6 log-Stufen nach bereits 30 min. Auf den Abstandsstrukturen auf Kupfer konnte interessan-
terweise auch nach 100 min keine mafdgebliche Abtétungswirkung festgestellt werden. Diese
Oberflachen verhielten sich dhnlich inert wie die Glasreferenz und die unstrukturierte Foto-
lackdeckschicht auf Kupfer (siehe Abbildung 33 b)).

Um diese Ergebnisse mit der entsprechenden Konzentration an geldéstem Kupfer zu kor-
relieren, wurde die Kupferionenabgabe beider Oberflachen, wie in folgendem Graphen zu-

sammengefasst, mit Hilfe der [CP-AES ermittelt.
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Abbildung 34: Cu-lonenkonzentration in TRIS-Medium auf reinem Kupfer und Abstandsstrukturen auf
Kupfer im zeitlichen Verlauf. Fiir Kupfer entspricht 1 mmol L1 genau 63,54 mg L-1.
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Nach 30 min stellte sich auf reinem Kupfer eine lonenkonzentration von 8,8 + 0,2 mmol L1
und auf den Abstandsstrukturen von 7,9 + 1,8 mmol L ein. Beide Oberflichentypen zeigten
damit eine vergleichbar hohe Kupferionenabgabe im relevanten Zeitintervall. Durch die ge-
schlossene Fotolackschicht auf Kupfer wurde keine lonenabgabe detektiert.

Uberraschenderweise zeigten sich die mit Abstandsstrukturen versehenen Kupferober-
flachen also trotz einer dhnlich hohen Kupferkonzentration wie auf reinem Kupfer als nahezu
inert. Es scheint, dass wahrend der durchgefiihrten Experimente der direkte Kontakt zur
Oberflache offensichtlich das entscheidende Kriterium fiir das Abtotungsverhalten darstellte
und nicht, wie bisher vermutet, die reine Menge an abgegebenen Kupferionen. Da dies der
erstmalige Nachweis eines derartigen Effekts war, wurde ein Folgeversuch konzipiert, der
diese Ergebnisse bestatigen sollte.

Fiir den Folgeversuch wurden Glas und nahezu reines Eisen als inerte Probematerialien
ausgewahlt. Auf diesen wurden Abtétungsversuche mit E. hirae in jeweils reinem und durch
Zugabe von Cu;SO. bereits kupferfithrendem TRIS-Medium durchgefiihrt. Diese Versuchs-
anordnung erlaubte es, eine vom Grundwerkstoff unabhéngige, zur Abtotung von Bakterien
relevante Kupferionenkonzentration von 4 mmol L1 im Puffermedium einzustellen und somit
den Einfluss der Oberflache getrennt von deren lonenabgabe zu erfassen. Die Ergebnisse des

Versuchs werden in folgender Abbildung zusammengefasst.
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Abbildung 35: Zeit-Abtdtungsdiagramme fiir Abtétungsversuche auf Glas und Eisen nach dem wet pla-
ting Verfahren in reinem TRIS-Medium (leere Symbole) und TRIS-Medium mit Cu;SO4 einer Gesamt-
konzentration von 4 mmol L-! (volle Symbole).

Wie zu erwarten zeigte sich in reinem TRIS-Medium auf Eisen und Glas keine wesentliche Ab-
totung nach 300 min. Die Zugabe von CuzSO4 zum TRIS-Medium hingegen rief auf Eisen eine
starke Bakterienreduktion von 7 log-Stufen innerhalb von 100 min hervor. Auf Glas wurde
eine um mehrere Grofdenordnungen geringere Abtotung von 3 log-Stufen innerhalb von 300
min beobachtet. Somit stellte sich auf der metallischen Eisenoberfliche im Vergleich zu Glas

eine wesentliche starkere Abtétungswirkung bei gleicher Cu-lonenkonzentration ein.
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Weiterhin wurde gezeigt, dass die Abtétungsrate auf Eisen mit steigender Konzentration an
Cu2S04 zunahm.[261] Hierbei fand bereits nach 10 min eine vollstandige Abtotung auf Eisen bei

10 mmol L-1 an Cu,;S04 statt.

1.4 Diskussion

Aus den durchgefiihrten Versuchen ldsst sich folgern, dass fiir die antibakterielle Wirkung
von Kupferwerkstoffen nicht alleinig eine hohe Konzentration an geléstem Kupfer, sondern
auch der physische Kontakt zwischen Bakterium und metallischer Oberflache entscheidend
ist. Es stellt sich die Frage, welche Effekte das Abtdtungsverhalten auf metallischen Ober-

flachen begiinstigen.

Synergie metallischer Oberflichen mit Kupferionen
Das Abtotungsverhalten auf reinem Eisen gegeniiber Bakterien wurde nach bestem Wissen
des Autors zuvor nicht untersucht. Im Zusammenhang mit den hier durchgefiihrten Experi-
menten musste speziell die katalytische Zersetzung von H;0, durch die Fenton-Reaktion
(siehe S. 38) und die damit verbundene Generierung von zellschadigenden, radikalen Verbin-
dungen berticksichtigt werden. Zum einen katalysieren sowohl Kupfer- als auch Eisenionen
die Fenton-Reaktion, zum anderen ist H,O, speziell bei den zu den Milchsdurebakterien
gehorenden E. hirae Bakterien ein in grofieren Mengen erzeugtes Stoffwechselprodukt.[266.267]
Um die Abtotungsmechanismen auf Eisen ndher zu interpretieren, wurden daher die im
Puffermedium vorherrschenden Eisenkonzentrationen ermittelt. Diese betrugen nach 100
min 5,5 = 2,8 mmol Lt in reinem TRIS-Medium und 12,6 + 0,4 mmol L1 im Beisein von CuzSO4
(4 mmol L-1). Nach 300 min stiegen die Werte auf 15,6 * 4,4 mmol L1 bzw. 22,4 + 1 mmol L!
an. Eisen ist bei einem pH-Wert von 7 unter aeroben Bedingungen nur schwer l6slich.[1]
Daher wird angenommen, dass der Grofdteil des Eisens in Hydroxid-Form vorlag und die
Konzentration an freien Fe3*-lonen im Puffermedium relativ gering war. Diese Annahme
wurde durch die Ausbildung eines sichtbaren Films auf der Tropfenoberflache bestarkt. Der
Einfluss geloster Eisenionen wahrend der Abtotung auf Eisenoberflichen und damit auch
deren Rolle als mdglicher Katalysator der Fenton-Reaktion, wurde folglich vernachlassigt.
Schliefdt man dies aus, weisen die erzielten Ergebnisse stark auf einen synergetischen
Effekt zwischen geléstem Kupfer und der metallischen Eisen bzw.- Kupferoberflache hin. Die-
ser wird so interpretiert, dass die bakterielle Zellwand bzw. Membran durch den Kontakt zur
metallischen Oberflache beeinflusst bzw. geschwacht wurde und das Bakterium damit anfal-
liger fiir toxische Effekte durch Kupferionen wurde. In Abwesenheit von Kupferionen kénnte
eine derartige Beeintrachtigung der Zellwand unter optimalen Nahrstoffbedingungen wah-

rend des Ausplattierens wieder repariert werden.
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In vielen vorangegangenen Studien wurde gezeigt, dass die Zellwandschadigung bei Hefe-
pilzen und sowohl bei Gram-positiven als auch Gram-negativen Bakterien einen Schliisselpro-
zess wahrend des Abtotens auf Kupferwerkstoffen darstellt.[51.54-56268.269] Verkniipft man dies
mit den hier erzielten Ergebnissen, so ldsst sich die Hypothese formulieren, dass der Kontakt
zwischen Metalloberfliche und Bakterium die Zellmembran auf bestimmte Weise perme-
abilisiert und damit den Zugang von Kupferionen in den intrazelluldren Bereich erleichtert.
Kupferionen im Zellinneren kénnen dann wiederum bereits in geringer Konzentration irre-
versible Schaden hervorrufen, die unmittelbar zum Zelltod fithren. Ein derartiger Mechanis-
mus wiederum wiirde die Beobachtung in einigen Studien stiitzen, dass die Membran-
schidigung als primdrer Mechanismus weitere, sekunddre Abtétungsmechanismen einleiten
kann.[29.5556]

Laut Jiang et al. spielt bei metallischen, bzw. Oxid-Nanopartikeln, die Oberflachenladung
und deren Wechselwirkung mit der grofdtenteils negativ geladenen Membranoberflache von
Bakterien eine entscheidende Rolle bei deren Abtétung.[221] Somit ware es auch denkbar, dass
der hier beobachteten, begiinstigten Abtotung bei metallischem Oberflichenkontakt eine
Potential- bzw. Ladungsdnderung der Bakterienmembran zu Grunde liegt, die den Kupfer-
transport durch die Zellwand wesentlich verdndert. Ein Parameter, der bei zukiinftigen
Forschungsarbeiten zur Aufklarung dieses Phdnomens betrachtet werden sollte, ist das Zeta-
Potential von Festkorperoberflachen, welches u.A. die lonenkonzentration in direkter Ober-

flichennahe beschreibt und die Adhision von Bakterien beeinflusst.[50.270]

Kontakt-Abtétung auf trockenen Oberflichen

Durch eine derartige Interpretation kénnte das sogenannte contact killing wahrend des dry
plating Verfahrens und auf trockenen Oberflichen bei Kupferwerkstoffen erklart wer-
den.[51.237]

Im Falle des wet plating Verfahrens wurde durch die vorangehenden Experimente de-
monstriert, dass sich nahezu alle Bakterien im applizierten Puffermedium nach ca. 2 h auf der
Materialoberflache absetzen. Wahrend des dry plating Verfahrens ist hingegen anzunehmen,
dass sich die durch Abstreifen applizierten Bakterien nach Verdunsten des geringen Wasser-
anteils wesentlich schneller und komplett an der Werkstoffoberfldche anlagern. Durch einen
derartig erzwungenen, kontinuierlichen Kontakt mit der metallischen Oberflache kénnten die
initilerenden Membranschadden, und damit auch die folgenden, intrazelluldren Abtétungspro-
zesse extrem beschleunigt werden. Somit wiirde die hier aufgestellte These zum Oberflachen-
kontakt auch das bei Kupferwerkstoffen beobachtete, schnellere Abtétungsverhalten bei
strockener” im Vergleich zu nasser Bakterienapplikation erklédren.

Sehr wahrscheinlich wird auch wahrend des dry platings ein diinner Wasserfilm zwischen

Bakterium und Oberflache erhalten bleiben, durch den lonen migrieren kénnen. Daher stellt
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auch die Ionenabgabe von Kupferoberflache bei beiden Methodenvarianten weiterhin einen
entscheidenden Faktor dar, wobei eine hohere Abgaberate mit stirkerer antimikrobieller

Wirkung verkniipft ist.[66.160]

Anwendungsrelevanz

Trafe die Hypothese des beglinstigenden Kontakts zwischen Bakterium und Oberflache zu,
wirde dies auch bedeuten, dass sich die antimikrobielle Wirkung von Kupferwerkstoffen
verringert, sobald dieser Kontakt eingeschrankt wird.

Tatsachlich konnten Airey et al. beobachten, dass die antimikrobielle Effizienz von Kupfer
durch Verschmutzung bzw. ineffektive Reinigung herabgesetzt wurde.[87] Dieser Studie nach
wurde die Abnahme der Abtétungswirkung durch verbleibende, organische Uberreste abge-
toteter Bakterien verursacht, was jedoch nicht weiter interpretiert wurde. Es ware denkbar,
dass in diesem Fall eine effiziente Abtotung verhindert wurde, weil der Kontakt zwischen neu
hinzukommenden, lebenden Bakterien und dem Kupferwerkstoff durch derartige organische
Verschmutzung verringert wurde.

Auch die augenscheinliche Kupferresistenz von Bakterien auf kupferhaltigen 50-Cent-
Minzen, die bei Nachzucht im Labor und Abtotungstests auf reinem Kupfer nur bedingt
nachgewiesen werden konntell71], kann so neu interpretiert werden. Es wére moglich, dass
Bakterien in der sehr feindlichen Umgebung einer trockenen Kupferlegierungsoberflache nur
tiberleben konnten, weil diese relativ stark verschmutzt war und kein direkter Kontakt der
Bakterien mit dem Werkstoff zu Stande kam.

Dies wirde bedeuten, dass der Oberflichenreinigung trockener, antimikrobieller Ober-
flichen auf Kupferbasis eine wesentliche Bedeutung zukommt. Eine effektive Langzeitwir-
kung wdare daher dadurch abzusichern, dass Verschmutzungen und abgetttete Bakterien
regelmafiig entfernt werden und nosokomiale Erreger somit moglichst direkt mit dem
Grundwerkstoff in Kontakt kommen. Da im klinischen Umfeld Desinfektions- und Reinigungs-
prozeduren fiir Kontaktoberflichen routinemafig vorgeschriebenen sind[387], wiirde dies
keinen maf3geblichen Mehraufwand in diesem Anwendungsfeld darstellen.

Auch in wassriger Umgebung lagern sich Bakterien auf Oberflichen an und bilden dabei
sogenannte Biofilme.[271] Diese stellen eine besondere, schutzbringende Form einer bakteri-
ellen Lebensgemeinschaft dar, durch die ebenfalls gefahrliche Infektionen iibertragen werden
konnen.[271] [nteressanterweise wurde die Biofilmbildung in wassrigem Medium auch auf
antimikrobiell wirkendem Kupfer beobachtet.l2722731 Obwohl durch den stdndigen Kontakt
mit dem wassrigen Medium kontinuierlich Kupferionen gelést werden, scheint dies bei Bio-
filmen auf Kupferoberflichen nicht mafdgeblich zur Abtotung der Bakterien zu fiihren. Es
wurde vielmehr beobachtet, dass die Bakterien dazu tendieren, in den passiven VBNC-

Zustand zu verfallen, um unter giinstigeren Umgebungsbedingungen spater wieder zu erwa-
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chen.l65274] Augenscheinlich bietet ein Biofilm daher effektive Uberlebensstrategien fiir
Bakterien auf Kupferoberflachen. Eine dieser Strategien konnte entsprechend der gewonne-
nen Erkenntnisse mit dem eingeschrankten, metallischen Kontakt zusammenhdngen. Da ein
Biofilm Dicken von bis zu mehreren Millimetern erreichen kannl271], ist anzunehmen, dass
nur ein sehr geringer Prozentsatz an Bakterien in direktem Kontakt zur Kupferoberflache
steht. Es ware vorstellbar, dass die erste, sich auf Kupfer anlagernde Bakterienschicht als
Opferschicht agiert, welche zwar abstirbt, allerdings den direkten Kontakt weiterer, sich
anlagernder Bakterien zur Kupferoberfliche effektiv unterbindet und deren Abtétungs-
wirkung somit wesentlich einschriankt. Um Biofilme mit antibakteriellen Metallen wirksam zu
bekdmpfen, setzten Agarwala et al. Kupfernanopartikel ein, die in der Lage waren, in den
Biofilm einzudringen.[275] Der Erfolg dieser Strategie sprache ebenfalls dafiir, dass eine relativ
vergrofderte, metallische Oberfliche und damit der direkte Kontakt zwischen Werkstoff und
Bakterien einen begilinstigenden Faktor bei Kupfer darstellen.

Aktuelle, noch unveréffentlichte Forschungsergebnisse in Kooperation mit dem Deutschen
Zentrum flr Luft und Raumfahrt (DLR), die im Rahmen der Doktorarbeit von M.Sc. Claudia
Hahn erzielt wurden, belegen einen dhnlichen Effekt. Hier wurden Abtotungsversuche an E.
coli Bakterien auf reinem Kupfer nach dem wet plating Verfahren mit verschiedenen Aus-
gangskonzentrationen an Bakterien durchgefiihrt. Bei einer Bakterienkonzentration von 10¢
cfu mL-! wurde ein Abtdétung von ca. 20 % innerhalb von 4 h registriert, wohingegen bei einer
Ausgangskonzentration von 109 cfu mL-! unter ansonsten gleichen Bedingungen eine wesen-
tlich starkere Bakterienreduktion um ca. 4 log-Stufen stattfand. Diese Beobachtung legt eben-
falls nahe, dass eine bei hoher Bakterienkonzentration angelagerte Bakterienschicht als

Schutzschicht fiir weitere Bakterien agieren konnte.

Rolle der Adhision

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen einerseits klar, dass der direkte Kontakt zur metallischen
Oberflache die Abtdtung von Bakterien beglinstigt. Andererseits ist zu vermuten, dass dieser
Effekt durch eine zu starke Anlagerung von Bakterien oder gar die Bildung von Biofilmen auf
langere Sicht abgeschirmt wird.

Flir kupferbasierte Kontaktoberflaichen im tiberwiegend trockenen Innenbereich kénnte
es sich daher als vorteilhaft erweisen, eine mdglichst hohe und schnelle bakterielle Adhasion
einzustellen und den Kontakt der Bakterien zur Oberflache zu maximieren. Solange gleichzei-
tig fiir eine regelmafiige und griindliche Oberfldchenreinigung gesorgt wird, wie bereits stan-
dardmaf3ig im klinischen Bereich vorgeschriebenl(87.252], ist anzunehmen, dass derartige, kup-
ferbasierte Oberfldchen eine optimierte Abtotungswirkung erzielen. Nan et al. beschrieben in
einigen Studien auf mit Kupfer funktionalisierten Edelstahloberflichen eine im Vergleich zu

reinem Edelstahl erhohte Adhasionskraft von Bakterien.[257.2601 Obwohl man dies als ein Indiz
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dafiir sehen kann, dass die Adhasion von Bakterien auf reinem Kupfer aufgrund intrinsischer
Materialeigenschaften leichter erfolgt als auf Edelstahl, sind hier weitere Studien zur Aufkla-
rung und statistischen Absicherung dieses Effekts notwendig.

Fiir antibakterielle kupferbasierte Oberflachen im wassrigen Einsatzfeld bzw. ohne Mog-
lichkeit zur regelmafligen Reinigung wére es hingegen vorteilhaft, die bakterielle Adhasion
durch entsprechende Oberflachengestaltung moglichst gering zu halten. Durch diese Strate-
gie wirde einer verstiarkten Anlagerung von Bakterien und der Bildung von Biofilmen ent-
gegengewirkt und die Werkstoffoberflaiche moglichst lange als direkt kontaktierbare Ober-
fliche zur Verfiigung gestellt. Idealerweise wiirde dies erfordern, dass aktiv adharierende,
lebende Bakterien nach deren Kontakt-Abtotung wieder von der Oberflache entfernt wiirden.
Dies wire beispielsweise durch geeignete Stromungsintensitdt oder zyklische Stromungs-
wechsel in fliissigen Systemen denkbar.

Die Kontrolle der Bakterienadhasion auf Kupferwerkstoffen kann daher, neben der Opti-
mierung der Kupferionenabgabe, als wesentlicher, sekunddrer Einflussparameter auf das

antibakterielle Verhalten betrachtet werden.

1.5 Versuchsparameter

Filir die Adhéasions- und Abtotungsversuche wurde E. coli K12 bei 37 °C aerob in 20 mL LB-
Medium geziichtet. Die Zellen wurden 3x zentrifugiert und gewaschen und in H,O iiberfiihrt.
Zur Bestimmung der Bakterienanlagerung wurde die Bakterienlésung auf eine optisch ermit-
telte Bakterienkonzentration von ca. 2-:105 mL-! verdinnt, da die Ausgangslosung mit hoher
Bakterienkonzentration eine zu starke Lichtstreuung verursachte, die eine mikroskopische
Auszdhlung unméglich machte. Die Abtotungsversuche mit E. coli auf Stahl und Messing
wurden entsprechend der wet plating Methode durchgefiihrt.[160] Hierbei wurden 20 pL Puf-
fermedium auf die Proben appliziert und spater 10 pL zur Verdiinnung und Ausplattierung
auf LB-Nahrbéden entnommen.

Die Abstandsstrukturen wurden auf reinem (99,99 Gew.-%), poliertem Kupferblech mit
AZ 1518 positiv-Fotolack (MicroChemicals) unter Reinraumbedingungen erzeugt. Dieser
wurde zur Einstellung der Viskositdt 1:4 mit 2-methoxy-1-methylethylacetat verdiinnt und
mittels spin coating bei einer Beschleunigung von 3.000 rpm s'! und einer Rotationsgeschwin-
digkeit von 3.500 rpm fiir 60 s aufgetragen. Die beschichteten Proben wurden unmittelbar
bei 100 °C fiir 60 s getrocknet. Zur LIL wurde ein gepulster Nd:YAG-Laser (Quanta-Ray
PR0O210, Spectra Physics) bei einer mittleren, globalen Fluenz Fg von 33 m] cm-2 und einer
Wellenldnge von 355 nm eingesetzt. Die Laserpulsdauer betrug 10 ns bei einer Frequenz von
10 Hz. Der Interferenzaufbau wurde durch Strahlteiler erzeugt (33:33:33 fiir 3-Strahlinter-
ferenz). Die belichteten Proben wurden in einer sdurebasierten Losung (AZ 351 B, Micro-

Chemicals) wadhrend 60 s entwickelt, mit Wasser gespiilt und luftgetrocknet. Die REM-
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Aufnahmen der Strukturen und Bakterien erfolgten an einer Dual-Beam Anlage (FEI Strata
DB 235) bei 5 kV im Sekundarelektronenkontrast.

Fiir die REM-Aufnahmen und Abtétungsversuche wurde E. hirae Wildtyp ATCC 9790 bei
37 °C anaerob in 10 mL N-Medium geziichtet. Die Zellen wurden 3x zentrifugiert und gewa-
schen und in TRIS-Medium tiberfiihrt. Mittlere Zelldichten lagen bei 2 - 8-108 cfu mL-1. Die
Abtotungsversuche wurden mittels wet plating durchgefiihrt.[1601 Hierflir wurden 25 pL TRIS-
Medium auf die Proben appliziert und spéter 20 pL zur Verdiinnung und Ausplattierung auf
N-Nahrboden entnommen. Um das Einschlief3en von Luftblasen auf den Abstandsstrukturen
zu verhindern und eine vollstindige Benetzung wahrend des wet platings zu gewéhrleisten,
wurden die Proben fiir 5 s einem reduzierten Umgebungsdruck von 2 kPa ausgesetzt. Die
verwendeten Eisenproben waren 98,3 % rein (1,4 Gew.-% Mn, 0,17 Gew.-% C, DIN 5512-1).
Bei den Glasproben handelte es sich um inertes Borosilikatglas.

Die zur Cu- und Fe-lonenabgabe untersuchten Losungen wurden ebenfalls entsprechend
der wet plating Methode, nur ohne Bakterien, pripariert. Probevolumina von 20 pL wurden
50-fach mit HNOs (0,065 Vol.-%) verdiinnt und mittels ICP-AE bei 324,754 nm an einem
,Jobin Yvon JY 24“-System (HORIBA Jobin Yvon) untersucht.

In den zeitlichen Verlaufen der Abtétung und lonenabgabe sind jeweils die Mittelwerte

aus drei unabhangigen Versuchen mit Standardabweichung dargestellt.
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2. Oberflichenstrukturierung und -analyse

Im folgenden Kapitel werden Ansitze zur gezielten Funktionalisierung von antimikrobiellen
Kupferwerkstoffen mittels direkter LIS der Oberflache behandelt. Weiterhin wird das Poten-
tial der zerstorenden Materialanalyse mittels REM/FIB zur Aufklarung der auf diesen Struk-
turen und wahrend des contact killings ablaufenden Adhdsions- und Abt6tungsprozesse an

Bakterien auf Werkstoffoberflachen untersucht.

2.1 Adhisionssteuerung durch Oberflichenstrukturierung

Die bisher gezeigten Ergebnisse legen nahe, dass der Kontakt zwischen Bakterium und metal-
lischer Oberflache und damit die bakterielle Adhasion bei der Abtétung durch Kupferwerk-
stoffe wichtige Einflussgrofien darstellen. Bakterienadhdsion kann durch geeignete, topogra-
phische Oberflachengestaltung bedingt gesteuert werden, wobei die genauen, ablaufenden
Mechanismen komplex sind und der Einfluss verschiedener Strukturparameter bisher nicht
vollstandig aufgeklart sind.[230.231.271] Die im Folgenden gezeigten Ergebnisse sind daher als
Ausblick auf vielversprechende Effekte zu verstehen, die in vertiefenden, weiterfiihrenden
Studien detaillierter erforscht werden miissen.

Um die Kontaktabhangigkeit der Abtétung auf antibakteriellen Oberflichen auszunutzen,
wurde untersucht, ob die bisher zur Generierung von Abstandshaltern eingesetzte LIS auch
zur gezielten Beeinflussung der bakteriellen Adhasion durch topographische Oberflachen-
strukturierung Potential zeigt. Dies wurde zunachst auf nicht antimikrobiell aktiven, metal-
lischen Modelloberflachen durchgefiihrt, da Adhésionsversuche auf Kupfer wegen des nicht
klar zu erfassenden Lebendzustands der Zellen schwer zu interpretieren sind.l27¢] Hierzu
wurden auf Polyimid Linienstrukturen mittels 2-Strahl-Laserinterferenz generiert und an-
schlieflend mit inertem Gold (Schichtdicke ca. 100 nm) beschichtet. Polyimid wurde gewahlt,
da sich auf diesem im Vergleich zu metallischen Oberflachen generell kleinere Strukturen mit
hoherer Variabilitit erzeugen lassen. Als finale Strukturgréfien wurden eine laterale Perio-
dizitdt von 2,1 pm und eine Strukturtiefe von 1,24 + 0,07 um ausgewdhlt, um die Grofdenord-
nung von Bakterien (ca. 1 pm) anzundhern.[2771 Auf diese Weise wurde eine chemisch inerte,
homogene, strukturierte metallische Oberfliache, wie in Abbildung 36 a) dargestellt, erzeugt.

Im Gegensatz zu dem zuvor verwendeten, statischen Aufbau wurde in diesem Versuch
eine konstante Flussgeschwindigkeit der Bakterienldosung von 0,05 mL min-! vorgegeben, um
den Gravitationseinfluss zu minimieren und reprasentative Umgebungsbedingungen fiir die
Biofilmbildung in wasserfilhrenden Systemen zu schaffen. Der hierzu eingesetzte Fluss-
kammeraufbau wurde am Lehrstuhl fiir Physik kondensierter Materie der Universitdt des
Saarlandes entwickelt und ist in [278] ndher beschrieben. Die zeitabhédngige, quantitative Bak-

terienadhésion auf strukturierten und glatten Oberflachen, die in Abbildung 36 b) dargestellt
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ist, wurde mit lichtmikroskopischen Methoden bestimmt. Als ungefahrlicher Verwandter des
nosokomialen Erregers S. aureus wurden in diesem Versuch kugelformige Staphylococcus car-

nosus Bakterien (S. carnosus) eingesetzt.
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Abbildung 36: a) REM-Aufnahme einer linienstrukturierten und goldbeschichteten Polyimidoberfldche
und kontrastoptimierte, lichtmikroskopische Aufnahme von auf dieser Oberfliche adhirierenden S.
carnosus Bakterien (Einschub). b) Bakterienadhédsion wahrend eines Fliefdversuchs auf den in a) darge-
stellten Oberfldchen (LIS) im Vergleich zu einer unstrukturierten, goldbeschichteten Polyimidober-
flache (Referenz) im zeitlichen Verlauf.

Auf beiden Oberflachentypen stellte sich eine lineare Bakterienanlagerung ein. Im Vergleich
zur Referenzoberfldache (51,59 mm-2 min-1) zeigte sich auf der laserstrukturierten Oberflache
eine auf etwa ein Fiinftel reduzierte, bakterielle Anlagerungsrate von 11,11 mm-2 min-1.[277]
Auf weiteren LIS-Oberflachen mit variierendem Aspektverhaltnis konnte das Adhéasionsver-
halten nicht prazise bestimmt werden, da der durch die Strukturen verursachte Dunkelkon-
trast den Kontrast der adhdrierenden Bakterien stark iiberlagerte. Dies ist im Einschub in
Abbildung 36 a) ansatzweise zu erkennen.?77] Eine alternative Auszdhlmethode zur Vermei-
dung dieses Problems bei zukiinftigen Versuchen ware die Fluoreszenzmikroskopie.[279]

Da durch die homogene Goldbeschichtung ein chemischer Einfluss der Laserbearbeitung
ausgeschlossen wird, kann der beobachtete Effekt alleinig auf die generierte Topographie
zurlickgefiihrt werden. Rauheitsbedingte oberflichennahe Strémungsturbulenzen kénnen
aufgrund der sehr geringen Stromungsrate von 0,05 mL min-! als Ursache fiir die verringerte
Adhéasion vernachléssigt werden. Mehrere Studien beschreiben eine verstirkte bakterielle
Adhiasion auf topographischen Oberflichenstrukturen in der Gréflenordnung von Bakte-
rien.[279.280] Diese trat genau dann auf, wenn die Geometrie der Oberflichenstrukturen mit der
der Bakterien iibereinstimmte, so dass eine maximale Kontaktfliche gegeben war. In einigen
Studien wurde eine gezielte Ausrichtung von stibchenférmigen, adharierenden Bakterien auf
Linienstrukturen beobachtet und ebenfalls durch eine maximierte Kontaktfliche begriin-

det.[276.281.282] Eg jst daher anzunehmen, dass die Geometrie der in diesem Experiment erzeug-
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ten Graben nicht exakt der der Bakterien entsprach und somit kein Vollkontakt stattfinden
konnte. Whitehead et al. fanden heraus, dass generell auf rauen Oberflichen die Anzahl an
moglichen Kontaktpunkten des Bakteriums zur Oberfliche fiir das Adhidsionsverhalten
entscheidend sein konnte. Sie beobachteten eine mit steigender Zahl an Kontaktpunkten
verbesserte Bakterienadhdsion.[?83] Auch Liidecke konnte auf rauen TiO;-Oberflachen einen
Zusammenhang zwischen bakterieller Adhdsion und Kontaktpunkten zur Oberfldche erken-
nen.l?841 Die hier beobachtete, verringerte Bakterienadhdsion auf LIS-Oberflichen konnte
somit durch die Einschrankung der méglichen Kontaktpunkte des Bakteriums zur Oberflache
erklart werden.

Zusammenfassend wurde exemplarisch nachgewiesen, dass die bakterielle Adhdsion auf
Oberflachen durch geeignete Gestaltung der Topographie mittels LIS stark reduziert werden
kann. Eine derartige Funktionalisierung von antibakteriellen Kupferwerkstoffen ware im
feuchten Einsatzbereich filir eine langanhaltende Abtétungswirkung vorteilhaft. Die genauen
Ursachen miissen in weiterfithrenden Versuchen mit passenden Methoden erforscht werden,
wobei die angebotene Kontaktflaiche und die realen Kontaktpunkte zwischen Bakterium und

Oberflache eine wichtige Rolle spielen kdnnten.

2.2 Kontakt- und Strukturanalyse mittels FIB

Zur Untersuchung der Adhésions- und Abtétungswirkung von Kupferoberflachen ist es daher
entscheidend, die oben angesprochenen Zustinde genauer abzubilden. Im Zuge dieser Arbeit
wurde hierfiir die in der Materialwissenschaft zur rasterelektronenmikroskopischen Struk-
turanalyse etablierte, zerstorende FIB-Schnitttechnik(285] auf mikrobiologische Fragestellun-
gen iibertragen.

Die fiir biologische Proben optimierte environmental scanning electron microscopy (ESEM)
kann nicht in Verbindung mit der FIB-Schnitttechnik eingesetzt werden, da diese Ultrahoch-
vakuum voraussetzt. Generell stellt bei der Untersuchung von biologischen Proben mittels
FIB daher die vakuumbestindige und strukturerhaltende REM-Praparation eine Heraus-
forderung dar.[286] Die REM-Prdparation von Bakterien kann mit ansteigender Komplexitat
entweder durch einfache Trocknung, chemische Strukturfixierung und anschliefiende
Dehydrierung oder Einfrieren (Kryo-REM) erfolgen.[286.287] Es existieren einige Arbeiten, die
sich mit der FIB-Untersuchung von biologischen Materialien und Zellen befassen und hierzu
verschiedene Praparationsrezepte vorschlagen.[286-2891 Die dort durchgefiihrten FIB-Schnitte
fanden jedoch auf wesentlich gréfierer Skala statt und hatten keine hochauflésende Analyse

einzelner Bakterien zum Ziel.
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Kontaktflichenanalyse

Um die entscheidende Schnittstelle zwischen Material und Bakterium sichtbar zu machen,
wurden S. carnosus Bakterien inklusive des strukturierten und beschichteten Polyimids aus
dem zuvor gezeigten Adhasionsversuch senkrecht zu Oberflidche und Strukturausrichtung
mittels FIB-Querschnitt prapariert und unter Ultrahochauflosung (UHR) abgebildet (siehe
Abbildung 37). Fur die Aufnahmen wurde eine LIS-Probe nach einem Flusskammerversuch
mit reinem Wasser abgespiilt und luftgetrocknet, wodurch nur stark adhirierende Bakterien
auf der Probenoberflache zurtickblieben. Zum Schutz der Oberflaiche und des aufliegenden
Bakteriums wurde vor dem zerstérenden FIB-Schnitt eine schiitzende Platinschicht aufgetra-

gen.

Abbildung 37: a) REM-Aufnahme eines adharierenden, getrockneten S. carnosus Bakteriums auf linien-
strukturiertem und goldbeschichtetem Polyimid. b) FIB-Querschnitt im aufsitzenden Bakterium (d)
mit c: Pt-Schutzschicht, e: Au-Beschichtung, f: Polyimidsubstrat und g: Poren. Markiert sind die
Kontaktpunkte des Bakteriums zur Oberflache.

Das dargestellte Bakterium adhériert auf dem topographischen Tal der Linienstruktur, dem
Bereich der maximalen Laser-Intensitit. Wie in Abbildung 37 b) erkennbar, konnten Polymer
(f), Metall (e, c) und Bakterium (d) mit stufenweise verringertem FIB-Strahlstrom artefaktfrei
und homogen im Querschnitt prdpariert werden. Die Innenstruktur und Aufienhiille des
Bakteriums erscheinen intakt, wohingegen die urspriingliche Kugelform durch den Trock-
nungsprozess deformiert wurde. Die im Polyimid sichtbaren Poren (g) entstanden durch Er-
hitzung und Verdampfung des Polymers wahrend der Laserbehandlung, sind jedoch fiir die
Adhasionseffekte zu vernachldssigen. Deutlich zu erkennen sind zwei separate Kontaktberei-
che des Bakteriums mit der strukturierten Oberfliche (orange Markierung).

Die FIB-Methodik konnte demnach entsprechend angepasst werden, um reale Kontakt-
punkte von Bakterien auf rauen und strukturierten Oberflichen darzustellen, die bisher nur
theoretisch beschrieben wurden.[283] Laut Whitehead et al. und Liidecke konnte die Anzahl
derartiger Kontaktpunkte die bakterielle Adhasion auf rauen Oberflichen bestimmen.[283.284]

Es ist vorstellbar, dass auch die Form und Grofde des jeweiligen Kontaktpunkts und somit die
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Form des gesamten Kontaktbereichs Einfluss auf die Bakterienhaftung ausiiben. In diesem
Zusammenhang ware zukiinftig zu untersuchen, ob durch die ebenfalls zur Werkstoffanalyse
etablierte FIB-Serienschnitttechnik eine dreidimensionale Rekonstruktion des bakteriellen
Kontaktbereichs moglich ist. Dies wiirde genauere, mechanistische Einblicke in bakterielle
Adhéasionsmechanismen erlauben und somit zur Optimierung des contact killings auf funktio-

nalisierten antibakteriellen Kupferoberflachen beitragen.

Strukturanalyse

Nachdem demonstriert wurde, dass die FIB-Technik zur Untersuchung von Bakterien im
Querschnitt eingesetzt werden kann, stellt sich die Frage, wie detailliert und reprasentativ
der innere, strukturelle Aufbau eines einzelnen Bakteriums mit REM-Analysemethoden er-
fasst werden kann und ob eine Aufkldrung von mikrobiologischen Wirkmechanismen auf
diese Wiese moglich ist.

Zu diesem Zweck wurden auf inerten SiO,-Wavern und reinem, poliertem Kupfer Abto-
tungsversuche mit Pseudomonas fluorescens Bakterien (P. fluorescens) durchgefiihrt, von
denen Proben nach 120 min als Momentaufnahme des Bakterienzustands chemisch fixiert
und fiir das REM préapariert wurden. Die Ergebnisse des Abtotungsversuchs in Abbildung 38
belegen, dass auf diese Weise der Zustand iiberlebender und durch Kupfer abgetoteter Bak-

terien reprasentativ abgebildet wurde.
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Abbildung 38: Zeit-Abtotungsdiagramme fiir Abtétungsversuche auf SiO; und Kupfer in PBS-Medium
nach dem wet plating Verfahren. Nach 120 min wurde jeweils eine Probenserie im Testzustand ohne
Bakterienabnahme fiir REM-Untersuchungen prépariert (120 min Si bzw. Cu).

Wie sich im vorherigen Versuch gezeigt hat, bleibt durch das Trocknungsverfahren die ur-
spriingliche Bakterienform nur bedingt erhalten (siehe Abbildung 37). Um die wahrend der
Abtétung durch Kupfer vorliegende dufdere und innere Bakterienstruktur moglichst genau zu
konservieren, wurden verschiedene Prdparationsverfahren getestet.290] Die konsistentesten

Ergebnisse wurden mit einer mehrstufigen Praparation erzielt, wihrend der zunichst eine
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Fixierung der Bakterienzelle im fliissigen Zustand mit Glutaraldehyd erfolgte. Dieses vernetzt
Zellproteine und erhalt somit in einem gewissem Grad die interne Zellstruktur.[286] Danach
wurde eine stufenweise Dehydrierung der Zelle in zunehmend starken Alkohollésungen und
eine Lufttrocknung der fixierten Probe vorgenommen. Auf beiden Proben wurden mehrere
Querschnitte an willkiirlich gewéahlten Bakterien durchgefiihrt, wie in folgender Abbildung an

einem jeweils reprasentativen Beispiel dargestellt.

Abbildung 39: Chemisch praparierte, stdbchenférmige P. fluorescens Bakterien auf SiO2- (a) , b)) und
Cu-Oberflachen (c), d)) nach 120 min wet plating mit PBS-Medium. Dargestellt sind Oberflaichenauf-
nahmen im Sekundarelektronenkontrast (a), c)) und jeweils ein reprasentativer FIB-Querschnitt eines
einzelnen, aufliegenden Bakteriums in UHR (b), d)).

Die Ubersichtaufnahmen (links) zeigen die gramnegativen P. fluorescens Stibchenbakterien
auf der Kupfer- bzw. SiOz-Oberflache, die rechts dargestellten Querschnitte wurden quer zur
Bakterienldnge prapariert. Es ist erkennbar, dass die innere Bakterienstruktur auf den SiO»-
Oberflachen nahezu intakt blieb, wohingegen auf Kupfer eine starke Zellschadigung stattfand.
Die Bakterienzelle erscheint hier nahezu ausgehohlt. Die Tendenz der starkeren Zellschadi-
gung auf Kupfer war deutlich ausgepragt, obwohl auch bei manchen Bakterienschnitten auf
SiO, schwache Zellschdden erkennbar waren. Diese sind darauf zuriickzufiihren, dass das

strukturfixierende Glutaraldehyd ebenfalls als toxische Substanz einzustufen ist, deren

Wirkung jedoch stark durch die des Kupfers tiberlagert wird.[28¢] Im Vergleich der beiden
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Materialien ist auf der metallischen Kupferoberflache eine starke Oxidation zu erkennen, die
durch das wet plating und die Praparation hervorgerufen wurde. Aufféllig im Querschnitt auf
Kupfer ist die scheinbar verstarkte Korrosion des Materials direkt unterhalb des Bakteriums.
Diese konnte dadurch erklart werden, dass sich unterhalb des Bakteriums wahrend der
Trocknung aufgrund von Kapillarkréften ein korrosives Fliissigkeitsreservoir langer erhalt.
Ebenfalls ware denkbar, dass Stoffwechselprodukte des Bakteriums zu einer lokal erhéhten,
mikrobiell induzierten Korrosion fithren.[291]

Die durch die FIB-Untersuchung gewonnenen Erkenntnisse stiitzen die These, dass die Ab-
totung auf Kupferwerkstoffen mit Membranschaden[5556] und drastischer Zellschadigung, wie
dem Auslaufen der Zelle[29143], einhergeht. Diese Phdnomene wurden nach bestem Wissen
des Autors erstmalig mit Hilfe der FIB-Technik durch REM hochaufgelost dargestellt. Feng et
al. konnten in einer dhnlichen, mechanistischen Studie die Auswirkungen von Silbersalz auf E.
coli Bakterien nachweisen.[!87] Hierzu wurde jedoch die wesentlich aufwandigere Transmis-
sionselektronenmikroskopie (TEM) an ausgediinnten, speziell praparierten Lamellen ohne
Bezug zur Materialoberfliche eingesetzt. Um die Genauigkeit der FIB-Methode etwa zur
genaueren Unterscheidung verschiedener, intrazelluldrer Schaden zu erhdhen, ist es jedoch
notwendig, den Einfluss der Prdparationsmethode zu minimieren. Sowohl die zur Zellfixie-
rung eingesetzten Chemikalien, als auch die nach dem Abtdtungsversuch verldangerte Lager-
zeit in Losung beeinflussen die Zellmorphologie zusatzlich. Aus diesem Grund sind bisher nur
vergleichende Studien realistisch. Eine Moglichkeit, diesen Einfluss zukiinftig auszuschliefien
und den Schadigungszustand eines genauen Zeitpunkts wahrend des Abtdotungsprozesses
abzubilden, wire die Kryo-REM. Diese ermdéglicht es, Momentanzustinde einzufrieren und

biologische Proben in gefrorenem Zustand mittels FIB zu bearbeiten.[288]

2.3 Laser-Strukturierung von Kupferwerkstoffen

Neben der Beeinflussung der Adhasionseigenschaften konnte gezeigt werden, dass sich die
LIS auch zur Beeinflussung des Benetzungsverhaltens von Kupferlegierungen eignet (siehe
Veroffentlichung [2921). Eine verbesserte Benetzung von antibakteriellen Kontaktoberflachen
wdre fiir den Desinfektionsmitteleinsatz und eine effektive Reinigung vorteilhaft.[87] Diese
wiederum beglinstigt den direkten Kontakt zwischen Bakterien und metallischer Oberflache
und damit effektives contact killing.

Die bisher vorgestellten Ergebnisse motivieren daher neben der Mikrostrukturgestaltung
und Optimierung der lonenabgabe eine zusatzliche Funktionalisierung der Oberflache von
antibakteriellen Kupferwerkstoffen zum Einstellen vorteilhafter Oberflicheneigenschaften,
wie beispielsweise Adhasions- und Benetzungsverhalten. Im Folgenden wird diskutiert, wel-
che Werkstoffmodifikationen bei der direkten LIS von Kupferwerkstoffen auftreten und wie

sich diese auf die Anwendung antibakterieller Kontaktoberflachen auswirken.
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Um chemische Oberflichenmodifikationen durch die Nanosekunden-Laserbehandlung zu
untersuchen, wurde reines, poliertes Kupfer zum einen mittels Zweistrahl-Interferenz
linienstrukturiert (siehe Abbildung 40 a)) und zum anderen ohne Interferenzaufbau flachen-
deckend laserbehandelt. Hierbei wurden die Laserintensitdten so gewahlt, dass die globale
Fluenz Fg = 3,34 ] cm2 bei der homogenen Bestrahlung der lokal in den Intensitdtsmaxima
der Laserinterferenz auftretenden Fluenz (siehe Gleichungen 4 & 5 S. 24). entsprach.[292] An-
schlief}end wurden die Probenoberflachen im Vergleich zu einer reinen und oxidierten Kup-

ferreferenz mittels XPS analysiert (siehe Abbildung 40 b)).
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Abbildung 40: a) REM-Aufnahme einer linienstrukturierten Kupferoberflache (LIS) mit P = 10 um, b)
XPS-Spektren der linienstrukturierten (LIS) und einer homogen bestrahlten Kupferprobe (OxL) sowie
einer thermisch oxidierten (OxR) und oxidfreien Referenzprobe (Cu). Die lokale Laserfluenz in den
Intensititsmaxima der linienstrukturierten Probe entsprach der globalen Fluenz F; der homogen
strukturierten Probe von 3,34 ] cm-2. Rechts dargestellt ist die vermutete, schematische Oxidverteilung
(grau) auf den entsprechenden Oberflachen.

In Abbildung 40 a) sind neben einer deutlichen, topographischen Linienauspragung Schmelz-
tropfchen und Querstege als klare Indizien fiir Schmelzprozesse zu erkennen. Diese belegen
die bei der Nanosekunden-Laserbearbeitung von Metallen auftretenden, starken thermischen
Effekte im hier eingesetzten Fluenzbereich. Aus fritheren Studien zur Laserbehandlung von
Metallen unter atmospharischen Bedingungen war bekannt, dass unter diesen Voraussetzun-
gen auch Oxidationsprozesse stattfinden konneni293]. Deshalb wurde die XPS-Analyse im Ver-
gleich zu einer thermisch oxidierten Kupferreferenzprobe durchgefiihrt. Anhand der XPS-
Spektren war erkennbar, dass aufder Cu und O keine weiteren Elemente in Oberflachenver-
bindungen vorlagen.292 Eine qualitative Auswertung des Spektrums ergab Cu® und Cu?+* als
die auftretenden Oxidationsstufen des Kupfers, die sich in Form des 2p3,2- und 2p1/2-Doub-
letts bei reinem Kupfer und zuséatzlichen Satellitenstrukturen bei den oxidierten Proben ab-
zeichnen (siehe Abbildung 40 b)).[292] Dies lief auf die praferierte Bildung von CuO durch die
LIS von Kupfer schliefien. In einem quantitativen Vergleich der Peakflichen zu denen der

Referenzspektren Cu und OxR (0 % und 100 % Oxidation) wurde der Oxidationsgrad der
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laserbehandelten Oberflachen zu 97 % fiir OxL und zu 46 % fiir die linienstrukturierte Ober-
flache bestimmt.[292]

Somit wurde gezeigt, dass bei der topographischen LIS von Kupferwerkstoffen mit der da-
zu notwendigen Fluenz im Bereich einiger ] cm2 auch eine thermisch-chemische Modifikation
der Oberflache stattfindet. Unter atmosphdarischen Bedingungen wird durch die Laserbe-
strahlung vorwiegend CuO gebildet, welches sich unter Einsatz der LIS-Methode lokal in den
Bereichen maximaler Laserintensitat ausbildet. Schlussfolgernd bedeutet dies, dass sich die
LIS zur Optimierung des Adhdsionsvermogen oder der Benetzungseigenschaft von antibak-
teriellen Kupferwerkstoffen bedingt eignet, da sich wahrend der Laserbehandlung vornehm-
lich das schwacher abtotende CuO bildet. Um dies zu vermeiden ware beispielsweise denk-
bar, die LIS unter Schutzgasatmosphare durchzufiihren oder das erzeugte CuO durch chemi-
sche Nachbehandlung vor dem Einsatz der topographisch funktionalisierten Oberfldchen zu

entfernen.

2.4 Versuchsparameter

Glatte Polyimidoberflachen (Rauheit: 2 + 1nm) wurden durch spin coating bei 2.000 rpm fiir
1 min von in N-Ethyl-2-Pyrrolidon geldstem, 10%-igem Polyimid (P84, Evonik Industries) auf
Si0,-Wavern erzeugt. Die Laserstrukturierung erfolgte mit dem zuvor beschrieben Laser-
system bei einer globalen Fluenz Fg von 890 m] cm2 (Abbildung 36) und 490 m] cm-2
(Abbildung 37). Die Goldbeschichtung wurde an einer Metallbedampfungsanalage UNIVEX
300 (Leybold Heraeus) durchgefiihrt. Fiir die Adhdsionsversuche wurde S. carnosus TM300
bei 37 °C anaerob in 20 mL N-Medium geziichtet. Die Zellen wurden 3x zentrifugiert und
gewaschen und in PBS-medium tiiberfiihrt. Zur Bestimmung der Bakterienanlagerung wurde
die Bakterienlosung auf eine Bakterienkonzentration von ca. 2-105 mL-! verdiinnt. Der genaue
Flusskammeraufbau wird in [278] beschrieben. Zur Kontrastierung der adharierenden Bakte-
rien wurde der Differentialinterferenzkontrast verwendet.

Fiir die FIB-Querschnitte und REM-Abbildungen wurde eine Dual Beam Anlage Strata DB
235 (FEI) eingesetzt. Zur Erzeugung des FIB-Querschnitts wurde nach mehreren Stufen héhe-
rer lonenstrahlintensitdten ein finaler Strahlstrom von 10 pA eingesetzt. Fiir die Abtotungs-
versuche und strukturellen FIB-Untersuchungen wurde P. fluorescens DSM 50090 bei 30 °C
aerob in 40 mL LB-Medium (Rezept siehe Anhang) geziichtet. Die Zellen wurden 3x zentrifu-
giert und gewaschen und in PBS-Medium iiberfiihrt. Mittlere Zelldichten lagen bei 2 - 3-1010
cfu mL-1. Die Abtotungsversuche wurden entsprechend der im Stand der Forschung beschrie-
benen wet plating Methoden durchgefiihrt.[51.1601 Fiir das wet plating wurden 20 pL Puffer-
medium auf die Proben appliziert und spater 10 pL zur Verdiinnung und Ausplattierung auf
LB-Nahrboden entnommen. Die 120 min Si bzw. Cu Proben fiir die REM wurden direkt nach

dem Versuch ohne Entnahme von 10 pL in Glutaraldehydl6sung liberfiihrt. Die Praparation
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der biologischen Proben fiir die Strukturanalyse erfolgte nach dem im Anhang beschriebenen
Rezept. Alle biologischen Proben wurden mit Au/Pd mit einer Stirke von 3 - 5 nm besputtert.
Die Laserstrukturierung der Kupferproben erfolgte mit dem zuvor beschrieben Laser-
system unter Einfachpulsung mit einer globalen Fluenz F; von 3,34 ] cm2 (OxL) bzw. 1,67 |
cm-2 (LIS). Die XPS-Analyse wurde mit einem ESCA Mk II Spektrometer (Vacuum Generators)
mit Al-Ka Strahlung (hw = 1486,6 eV) in Normal-Emissionsmodus wie in [294] beschrieben am
Lehrstuhl fiir Physik kondensierter Materie an der Universitét des Saarlandes durchgefiihrt.
In den zeitlichen Verldufen der Adhasion und Abtétung (Abbildung 36) und Ionenabgabe
(Abbildung 38) sind jeweils die Mittelwerte aus drei unabhéngigen Versuchen mit Standard-

abweichung dargestellt.

95



Elementiibergreifende Betrachtung

Elementiibergreifende Betrachtung

In diesem Kapitel werden generelle Ursachen und entscheidende physikalisch-chemische
Eigenschaften fiir ein antibakterielles Verhalten bei metallischen Elementen diskutiert. Aus
dieser Betrachtung leitet sich die besondere Rolle von Kupfer- und Silberwerkstoffen ab,
deren antibakterielle Werkstoffeigenschaften unter Beriicksichtigung der in dieser Arbeit ge-
wonnenen Erkenntnisse zusammenfassend interpretiert werden. Weiterhin wird der Einfluss
der Legierungszusammensetzung auf die antibakterielle Wirkung von Kupferlegierungen be-

trachtet.

1. Eigenschaftskorrelation bei Metallen

Dieses Kapitel verfolgt den Ansatz, durch einen ilibergreifenden Vergleich von biologischen,
chemischen und physikalischen Eigenschaften mehrerer metallischer Elemente die fiir ein
effektives antibakterielles Materialverhalten entscheidenden Gréfien und Eigenschaftskom-
binationen zu ermitteln. Ziel dieser Aufstellung ist es einerseits, die Wirkmechanismen bei
bekannten antibakteriellen Metallen genauer zu verstehen sowie andererseits eine Vorher-
sage bezliglich des antibakteriellen Verhaltens von bisher nicht untersuchten Werkstoffen
abzuleiten.

Als Basis des in Tabelle 6 dargestellten Vergleichs wurde die Studie von Kawakami et al.
herangezogen, in der das Abtotungsverhalten mehrerer metallischer Elemente unter einheit-
lichen, feuchten Bedingungen durch das JIS-Testverfahren ermittelt wurde.l2l Kawakami et al.
berechnen fiir jedes Metall eine Abtotungsrate k gegenliber Gram-positiven und
Gram-negativen Bakterien (siehe Gleichung 19 S. 48), welche die Reihenfolge der in Tabelle 6
gelisteten Elemente vorgibt. Da die antimikrobielle Wirkung von Metallen maf3geblich auf
deren Ionenwirkung beruht(!*4, wurden chemische Eigenschaften der jeweiligen
metallischen Ionen und Materialkennwerte zum Korrosionsverhalten und zur Freisetzung
von lonen in Korrelation zur Abtotungsrate gesetzt. Als weiterer Eigenschaftsblock werden
elementare, physikalische Konstanten sowie die Elektronenkonfiguration der Elemente
aufgefiihrt. Der relative Verlauf der jeweiligen Grofie liber das Elementspektrum wird durch
eine Farbskala hervorgehoben, die von Weif3, Gelb, Orange nach Rot zu extremeren Werten
hin verliduft. Die Namen der Metalle werden im folgenden Abschnitt durch deren
Elementsymbol abgekiirzt. Fiir das Abtotungsverhalten wurde die photokatalytische

antibakterielle Wirkung von TiO; nicht beriicksichtigt.
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Tabelle 6: Nach antibakterieller Wirkung geordnete Auflistung von relevanten biologischen, chemischen und physikalischen Eigenschaften und Kenngréfien ausge-
wahlter Metalle und deren lonen (Oxidationsstufe hochgestellt in Klammern). Aufgelistet sind: im JIS-Verfahren bestimmte Abtétungsrate k an E. coli und S.
aureus'?l; die Einordnung der metallischen lonen nach dem HSAB-Konzeptl293! (soft, medium, hard); der pKi-Wert zum Loslichkeitsprodukt des Metallsulfids
(pKimes)) als Mafdsstab fiir die Thiophilizitat; der pKi-Wert zum Ldslichkeitsprodukt der relevanten Metalloxid- bzw. Metallhydroxidverbindung (pKimeo me(om)));
der ,praktische” Edelcharakter des Metalls (EC, geringerer Wert entsp. edlerem Verhalten)(!l; das elektrochemische Standardpotential Eo; die Elektronegativitat (x);
die erste lonisierungsenergie (IE) sowie die reale Elektronenkonfiguration des entsprechenden Metalls. *: Hg wird als toxisch gegeniiber Bakterien eingestuft[29¢];
**. die Thiophilizitidt von Au wird als hoch eingestuft297]. Verlauf der relativen Farbskala: Weif3-Gelb-Orange-Rot. El. = Element, Qu. = Quellen.

Abtotungswirk. Ioneneigenschaften Korrosionsverhalten atomare Eigenschaften

EL  KE coi K s. aureus hard/soft  pKimes) PKrMeo/Me(om)) EC Eo (V) X IE (eV) Elektronenkonf. EL
Hg *- *- s -52,70 -25,4 (2+)[298] 11 - 2,00 10,44 4f14 5d10 6s2 Hg
Cu 13,57 12,51 s/m (+/2%) -36,22 -23,5/-9,0 (2+/%) [241,245] 16 0,34/0,52 @+/ 1,90 7,73 3d104st  Cu
Ag 11,91 11,66 s -50,22 -7,7/-7,7 (+/2+)[298,299] 14 0,79 ® 1,93 7,58 4d105st Ag
Co 2,81 2,49 h/m (3+/2+) -20,41 -14,2 (Co(OH)z)!29%8] 30 -0,28 24 1,88 7,88 3d74s2z Co
Ni 2,77 0,54 m (%) -18,52 -14,7 (Ni(OH)z)t29%8] 29 -0,26 (24 1,91 7,63 3d84s2 Ni
Al 1,23 1,19 h 3+ - -32,9 (Al(OH)3)(300] 19 -1,66 34 1,61 5,98 3s23pt Al
Pd 1,18 0,34 s (@) - - 8 0,95 @) 2,20 8,34 4d10 Pd
Zn 0,53 0,53 m (24 -25,70 -16,4 (2+)[298] 37 -0,76 24 1,65 9,39 3d104s2  Zn
Pb 0,38 0,15 m (24 -27,52 -15,2 (2+)[298] 34 -0,13 29 2,33 7,42  4f145d10 6s2 6p2 Pb
Pt 0,17 0,11 s (24) - - 6 1,18 @4 2,28 9,02 4f145d% 6s! Pt
Ti 0,08 0,13 h (44 - - 7  -1,63/-1,37 @+/3%) 1,65 6,82 3d24s?2 Ti
Mn 0,04 0,14 - -13,52 - - -1,18 @4 1,55 7,43 3d54s2 Mn
Cr -0,04 0,08 h (34 - - 21  -0,91/-0,74 2+/39) 1,66 6,76 3d54st Cr
Sn -0,04 0,13 h 29 -26,00 -26,2/-64,5 (2+/4+) 298] 15 -0,14 @ 1,96 7,34 4d10 5s25p2  Sn
Au -0,07 0,09 s . - 4 1,69/1,49 ¢/3%) 2,54 9,22 4f14 5d10 6s!  Au
Nb -0,08 -0,09 - - - - -1,10 3+ 1,60 6,88 4d+5st Nb

Qu_ [2,301] [2,301] [295] [302,303] siehe Eintrége [1] [93] [93] [93] Qu.
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Abtétungswirkung

Zur Korrelation der in Tabelle 6 gelisteten Eigenschaften muss beriicksichtigt werden, dass
die hier verwendeten Abtotungsraten k entsprechend der JIS-Versuchsmethode ermittelt
wurden. Diese schreibt ein konstant fliissiges Milieu liber eine Wirkzeit von 24 h vor,
wodurch eine starke Auspriagung korrosiver Effekte und damit der Ionenwirkung zu erwar-
ten ist. Aus der Studie von Kawakami et al. geht hervor, das Cu und Ag ein starkes (k > 11), Co
und Ni ein mittelstarkes (3 > k > 2) und einige andere Metalle ein schwach abtétendes bis
inertes Verhalten gegeniiber Gram-positiven und Gram-negativen Bakterien zeigen.[2l Obwohl
Hg als stark zytotoxisches Metall nicht in der Studie von Kawakami et al. beriicksichtigt
wurde, ist dessen Betrachtung sinnvoll, um die aufgestellten Eigenschaftskorrelationen zu

stiitzen.

Ioneneigenschaften

Die antibakterielle Wirkung von Kupfer und Silber definiert sich primar iiber die Wirkung der
gelosten lonen. Es ist somit anzunehmen, dass sich die antibakterielle Wirkung von Metallen
allgemein von den spezifischen Bindungsmoglichkeiten derer Ionen zu organischen Verbin-
dungen ableitet, die den mikrobiologischen Toxizitditsmechanismen zu Grunde liegen.

Eine Moglichkeit, die Reaktivitdt von lonen zu untergliedern, stellt das hard and soft acid
and base-Konzept (HSAB- bzw. Pearson-Konzept) dar. Dieses ordnet Ionen, Molekiilen und
Atomen einen harten, weichen oder mittleren Charakter als Sdure bzw. -Base zu.[295] Weiche
Teilchen im Sinne des HSAB-Konzepts weisen hierbei ein niedriges Ladungs-zu-Radius-Ver-
héltnis und damit eine niedrige Ladungsdichte auf und sind generell leicht polarisierbar.
Harte Teilchen weisen eine hohe Ladungsdichte auf und sind schwer polarisierbar, wirken
selbst aber stark polarisierend.l04] In Tabelle 6 ist erkennbar, dass der lonenform der als
antibakteriell eingestuften Metalle Hg, Cu, Ag, Co und Ni ein weicher bis mittlerer Charakter
zugeordnet wird. Somit liefée sich ableiten, dass ein weicher, leicht polarisierbarer Charakter
eines Metallions antibakterielles Verhalten begilinstigt. Ausnahmen zu dieser These stellen
Pd, Pt und Au dar, die keine wahrnehmbare Abtétungswirkung zeigten, deren Ionen aber als
weich eingestuft werden.

Laut Ahrland et al. tendieren weiche Metallionen verstarkt dazu, Schwefelverbindungen
einzugehen.[295]1 Andere Studien legen nahe, dass die Thiophilizitat, die spezifische Bindungs-
affinitdt zu Schwefel, eine Gemeinsamkeit bei antibakteriell wirkenden Metallionen dar-
stelltl859.304], Nies et al. diskutierten einen Zusammenhang zwischen der wachstumshem-
menden Wirkung der Metallionen und der Loslichkeit der Sulfidverbindung eines Metalls.[302]
Diese wurde als indirektes Maf fiir die Thiophilizitdt der metallischen Ionen herangezogen
und in Form des pKi-Werts des Loslichkeitsprodukts der Sulfidverbindung Kimes) in Tabelle 6
gelistet.
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Die zu Grunde liegenden Gleichgewichtsreaktionen fiir die Sulfidléslichkeit in Wasser lauten:

Me,S + H,0 & x Me”/x* + HS™ + OH~ (22)

wobei x Werte von 1 oder 2 annimmt und Me das entsprechende Metall darstellt. Ein niedri-
gerer, negativerer pKi-Wert bezeichnet eine geringere Sulfidloslichkeit, was mit einer
hoheren Thiophilizitit des Metallions assoziiert wird. Vergleicht man die Loslichkeit der
Sulfidverbindungen der jeweiligen Metalle mit deren Abtdtungsverhalten, so fallt auf, dass
die Ionen der stark antibakteriellen Elemente Cu, Ag und Hg eine hohe Thiophilizitét (pKimes)
< -35) aufweisen und sich damit deutlich von den {ibrigen Elementen abheben. Mit Ausnahme
von Au, dessen Thiophilizitdt ebenfalls als hoch eingestuft wird[58297], ist somit generell die
Tendenz erkennbar, dass Metalle, deren lonen eine ausgepragte Thiophilizitat zeigen, auch

eine starke Abtotungswirkung ausiiben.

Korrosionsverhalten

Entsprechend der zu den loneneigenschaften aufgestellten Thesen ware zu folgern, dass auch
metallisches Au, Pt und Pd aufgrund des weichen lonencharakters und der bei Au ausgeprag-
ten Thiophilizitdt ein messbares Abtotungsverhalten zeigen. Dies war im von Kawakami et al.
durchgefiihrten Experiment jedoch nicht der Fall. Da die in dieser Arbeit gezeigten Versuche
nahelegen, dass die Konzentration der abgegebenen Kupferionen fiir die Abtotungswirkung
entscheidend sein kann, wurden weitere Materialkenngr6fden herangezogen, um die korro-
sive Freisetzung von lonen aus dem Metall abzubilden.

Es ist anzunehmen, dass sich wahrend des von Kawakami et al. eingesetzten JIS-Ver-
fahrens iiber die Zeitspanne von 24 h die jeweils stabilsten Oxid- bzw. Hydroxidverbindungen
des jeweiligen Metalls in wassriger Losung ausbilden und diese den lonenabgabeprozess
steuern. Speziell fiir Co, Ni und Al sind nicht die metallischen Oxide, sondern die Hydroxide in
neutralen wassrigen Losungen stabil.[1300.305] F{ir Kupfer wurde gezeigt, dass die zwischen
CuO und Cuz0 abweichende antibakterielle Wirkung iiber eine unterschiedliche Oxidlos-
lichkeit interpretiert werden kann. In Tabelle 6 wurde daher die Oxid- bzw. Hydroxidldslich-
keit durch den entsprechenden pKi-Wert des metallischen Oxids bzw. Hydroxids in Wasser
abgebildet. Die entsprechenden Gleichgewichtsreaktionen unterscheiden sich je nach Oxi-
dationsstufe und Verbindungstyp und sind in den angegebenen Quellen zu finden. Hierbei ist
zu beachten, dass Loslichkeitsprodukte generell experimentell schwer prazise zu bestimmen
sind und Angaben aus verschiedenen Quellen schwanken.[298306] In Tabelle 6 wurden jeweils
die aktuellsten bzw. aus mehreren Quellen abgesicherte Angaben verwendet.

Um das Korrosionsverhalten unter realen Bedingungen zu beriicksichtigen, wurde weiter-

hin der nach Pourbaix definierte , praktische” Edelcharakter (EC) herangezogen.!l
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Dieser beschreibt die allgemeine, pH- und spannungsiibergreifende Korrosionsresistenz
eines Metalls entsprechend den im Pourbaix-Diagramm vorliegenden Stabilitits-, Passivie-
rungs- und Korrosionsbereichen. Hiernach werden alle metallischen Elemente vom , prakti-
sch” edelsten bis zum unedelsten ansteigend durchnummeriert. Diese Einteilung kann von
der thermodynamischen Einteilung nach dem elektrochemischen Standardpotential Eo ab-
weichen (siehe z.B. Ti), die ebenfalls in Tabelle 6 angefiihrt ist.

Im allgemeinen Vergleich fillt auf, dass die Loslichkeit von Cuz0 und die der Silberoxide
relativ hoch liegt (pK. > -10). Die Loslichkeit der Hydroxide von Co und Ni ist um mehrere
Stufen niedriger, was, neben dem weniger weichen Ionencharakter, ebenfalls die bei diesen
Metallen verringerte Abtotungswirkung erkldren konnte. Dementsprechend liefe sich die fiir
Kupferoxide formulierte These des loslichkeitsgesteuerten Abtétungsverhaltens in einem
gewissen Rahmen auch mit elementiibergreifender Giiltigkeit formulieren. Fiir die edlen
Metalle Pd, Pt und Au mit weichem ionischen Charakter gilt, dass diese in neutralen,
wassrigen Losungen unter Normalbedingungen vollkommen stabil sind und kein mafigeb-
liches Oxid ausbilden bzw. keine Ionen in Losung treten.l!] Dieses Verhalten spiegelt sich
deutlich in EC und Eo wieder. Somit wiirde sich die ausbleibende antibakterielle Wirkung von
Pd, Pt und Au trotz weichem ionischen Charakter dadurch erkldren, dass diese Metalle
wahrend eines standardisierten Abtotungsversuchs keine nennenswerten Mengen an lonen
abgeben. Diese These wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass bei Goldionen in geléster,

komplexierter Form sehr wohl ein antibakterielles Verhalten nachgewiesen wurde.[297]

Atomare Eigenschaften

Einige der bisher betrachteten Grofien beziehen sich auf Affinitaten zu bestimmten Stoffen (S5,
0), die wiederum von den moglichen Bindungsverhaltnissen der beteiligten Elemente auf ato-
marem Level abhdngen. Somit ware es denkbar, dass die antibakterielle Wirkung eines metal-
lischen Werkstoffs bereits durch den spezifischen atomaren Aufbau des Metalls bestimmt
wird. Um dies zu iiberpriifen, wurden die Elektronegativitit (x) entsprechend der Pauling-
Skala, die erste lonisierungsenergie (IE) sowie die Elektronenkonfiguration der metallischen
Elemente in Tabelle 6 mit einbezogen.

Sowohl die Elektronegativitit als auch die lonisierungsenergie und der ionische Charakter
entsprechend des HSAB-Konzepts hingen mit der Kernladungszahl und dem Atomradius
zusammen.[104 Somit erklart sich, dass ein weicherer lonencharakter generell bei einer
hoheren Elektronegativitat und bei hoherer Ionisierungsenergie auftritt. Betrachtet man die
Metalle Cu, Ag, Co und Ni, die laut Kawakami et al. eine mafdgebliche antibakterielle Wirkung
zeigenl?], so ist auffillig, dass sowohl die Elektronegativititen als auch die lonisierungs-
energien dieser Elemente in einem vergleichsweise engen Intervall liegen (x: 1,88 - 1,93; IE:

7,58 - 7,88 eV). Dies unterstreicht eine gewisse Ahnlichkeit dieser Elemente auf atomarer
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Ebene. Die theoretische Elektronenkonfiguration von Cu, Ag, Co und Ni zeichnet sich durch
ein vollbesetztes s-Orbital und ein nahezu vollbesetztes d-Orbital aus, wodurch diese sich von
den Ubrigen betrachteten Elementen - mit Ausnahme von Au - hervorheben. Da auch fir
komplexierte Goldionen ein antibakterieller Charakter nachgewiesen wurdel297], wire sogar
denkbar, dass gerade die besondere Elektronenkonfiguration der Elemente der Kupfergrup-
pe (theoretisch: xd® ys?, praktisch: xd10 yst), die auch fiir deren hohe thermische und elek-
trische Leitfahigkeit verantwortlich ist, eine Ursache fiir das antibakterielle Verhalten deren
Ionen darstellt. Generell ist zu beachten, dass diese auf physikalischer Ebene hergestellten
Zusammenhange lediglich eine erste, sehr grobe Korrelation darstellen und daher unter ent-

sprechendem Vorbehalt betrachtet werden miissen.

Elementiibergreifende Interpretation

In Abbildung 41 sind der relative Einfluss und der abgeschitzte Stellenwert verschiedener
Einflussgrofien fiir das antibakterielle Verhalten eines metallischen Werkstoffs zusammenge-
fasst. Hierbei wurden der aktuelle Stand der Forschung, die mit Hilfe von Tabelle 6 hergelei-

teten Thesen und die in dieser Arbeit experimentell gewonnenen Ergebnisse beriicksichtigt.

o
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Abbildung 41: Zusammenfassung des abgeschitzten Einflusses und Stellenwerts wichtiger Faktoren
fiir das antibakterielle Verhalten metallischer Werkstoffe.

Als primir notwendige Eigenschaften fiir ein antibakterielles Materialverhalten bei Metal-
len werden eine weicher Charakter und eine hohe Thiophilizitit der metallischen Ionen ge-
wertet. Weiterhin wird eine ausreichend hohe lonenabgabe vorausgesetzt, die, wie im Falle
von Kupfer in dieser Arbeit nachgewiesen, iiber die Loslichkeit oberflaichennaher Oxidverbin-
dungen gesteuert wird. Ein stark edler Metallcharakter verringert hingegen die Wahrschein-
lichkeit eines antibakteriellen Verhaltens. Metalle, die diese Voraussetzungen nicht vollstan-

dig erfiillen (z.B. Gold: passender ionischer Charakter aber keine mafégebliche lonenabgabe)
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zeigen ein vernachldssigbares bis kein antibakterielles Verhalten. Aus diesem Grund werden
die bisher aufgezahlten Faktoren als obligate Primareigenschaften gewertet.

Die in dieser Arbeit an Kupfer gewonnenen Erkenntnisse lassen vermuten, dass noch wei-
tere, als fakultativ angenommene, sekundire Einflussgroflen die Stirke des antibakte-
riellen Verhaltens von metallischen Werkstoffen mitbestimmen. Nachweislich positiv wirkte
sich hierbei der direkte Kontakt zwischen Bakterium und Oberflache aus. Demnach ist anzu-
nehmen, dass auch die Adhéasionseigenschaften metallischer Oberflichen gegeniiber Bak-
terien einen Einfluss auf das Abtotungsverhalten ausiiben. Weiterhin wurde exemplarisch
nachgewiesen, dass auch die Benetzungseigenschaften und die relative Oberflachenrauheit
einen Einfluss auf die antibakterielle Wirkung bei Kupferwerkstoffen ausiiben.[87.2371 Im
Vergleich zu den primdren Einflussfaktoren werden die vermuteten Sekundarfaktoren
allgemein als schwicher eingestuft und bediirfen teilweise noch umfassenderer, wissen-
schaftlicher Nachweise. Den Sekundarfaktoren ist gemein, dass diese grofdtenteils durch
spezifische Interaktionen zwischen Materialoberfliche und Bakterium bestimmt werden,
weshalb diese unter dem Begriff der Oberflacheninteraktion zusammengefasst wurden. Es ist
vorstellbar, dass sowohl materialabhdngige (Adhésions-, Benetzungseigenschaften) als auch
materialunabhédngige (Rauheit, Topographiegrofienordnung) Sekundarfaktoren existieren.
Dieser Schluss legt nahe, dass die antibakterielle Effizienz eines metallischen Werkstoffs
durch eine zuséatzliche materialunabhéngige Oberflichenfunktionalisierung optimiert werden
kann.

Die in Abbildung 41 modellhaft dargestellte Interpretation stellt eine erste Anndherung
zur Vorhersage und Aufklarung des antibakteriellen Verhaltens von Metallen dar. Es ist fest-
zuhalten, dass die angestellten Uberlegungen auf Ergebnissen basieren, die in fliissigem
Milieu (121, JIZ) erzielt wurden und daher nur bedingt Riickschliisse fiir den trockenen An-
wendungsbereich, wie beispielsweise Tirgriffe im Innenraum, zulassen. Da jedoch jegliche
Interaktion mit Haut bzw. Bakterien mit einem gewissen Maf$ an Fliissigkeit (Hautschweif3,
Bakterien bestehen zu ca. 80 Gew.-% aus Wasser) einhergeht, konnen die in fliissigem Milieu
bestimmten Mechanismen auch in diesem Fall als ndherungsweise giiltig betrachtet werden.
Kawakami et al. fithrten die Abtotungsversuche entsprechend des ]IS-Testprotokolls bei
leicht erhdhter Temperatur von 35 °C durch. Generell wurde festgestellt, dass die Bakterien-
abtotung bei hoheren Temperaturen schneller ablauft.[6878] Fiir die Studie von Kawakami et
al. ist daher davon auszugehen, dass die Abtotungsraten im Vergleich zu Raumtemperaturex-

perimenten leicht, jedoch fiir alle Elemente einheitlich erhoht liegen.
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2. Kupfer- und Silberwerkstoffe im Vergleich

Kupfer und Silber heben sich durch einen starken antibakteriellen Effekt deutlich von ande-
ren Metallen hervor. Beide Elemente stellen somit die wichtigsten Materialien zur Gestaltung
antibakterieller metallischer Werkstoffe dar. In diesem Abschnitt werden Gemeinsamkeiten
und Unterscheidungsmerkmale beider Materialsysteme und deren Eignung fiir spezielle
Anwendungsgebiete abschliefiend diskutiert.

Im vorherigen Abschnitt wurde hergeleitet, dass die starke antibakterielle Wirkung von
Kupfer und Silber das Resultat einer gemeinsamen, spezifischen Kombination von physika-
lisch-chemischen Eigenschaften darstellt. In ionischer Form zeigen beide Elemente einen
weichen, thiophilen Charakter, was die Wechselwirkung mit wichtigen organischen Gruppen
und damit die Toxizitdt gegeniiber Bakterien begiinstigt. Beide Metalle bilden eine passivie-
rende Oxidschicht und bei beiden Elementen zeigt mindestens ein Oxid (Cu.0, Agz0) eine im
Vergleich zu anderen Metalloxiden hohe Ionenldslichkeit in wassrigen Losungen, durch die
ausreichende Mengen an lonen fiir eine effektive Abtotung freigesetzt werden kénnen. Fir
Kupferoxid entspricht der pKi-Wert des Loslichkeitsprodukts ca. -23,5 (CuO) bzw. -9 (Cuz0).
Fiir Silber(I)-oxid (Agz0), welches unter Normalbedingungen und in wéssrigen Losungen die
stabilste Oxidationsform von Silber darstelltll], wurden pKi-Werte von -7,72 (1960; [307]),
-7,71 (1963; 1298]) und -7,75 (2013; [299]) bestimmt. Eine zu hohe Konzentration an Silber-
bzw. Kupferionen kann auch auf eukaryontische Zellen und hoher entwickelte Lebewesen
toxisch wirken.[104186] Daher ist anzunehmen, dass gerade der halbedle bzw. leicht edle
Charakter von metallischem Kupfer und Silber und die dadurch regulierte, nicht tiberméafiige
Ionenabgabe entscheidend fiir den Einsatz dieser Metalle als bakterienabtétende, jedoch fiir
den Menschen ungefiahrliche Materialien verantwortlich ist.

Auf mikrobiologisch-mechanistischer Ebene stellen die moglichen ionischen Oxidations-
zustdnde bei Kupfer und Silberionen ein wesentliches Unterscheidungsmerkmal dar. Kupfer-
ionen konnen als Cu?* und Cu* stabil in wassriger Losung auftretenl104, weshalb redoxindu-
zierte Toxizitdtsmechanismen bei Kupferionen moglich sind. Im Gegensatz hierzu liegt
ionisches Silber nahezu ausschliefdlich als Ag* vor, da Ag?* und Ag3* als starke Bildner
unloslicher Komplexe in wassriger Losung nicht stabil sind.[194 Es ist daher anzunehmen,
dass spezielle Abtotungsmechanismen, wie die katalytische Erzeugung von radikalen Verbin-
dungen entsprechend der Fenton-Reaktion (siehe S. 38), nicht durch Silberwerkstoffe ausge-
16st werden kénnen. Da beide Metalle nachgewiesenermafien liber mehrere, teilweise gleich-
zeitig ablaufende Toxizitdtsmechanismen verfiigen, wird jedoch vermutet, dass das Fehlen
dieses Mechanismus die generelle antibakterielle Wirkung von Silberwerkstoffen nur
schwach beeinflusst. Wie bereits in Einzelfdllen nachgewiesen wurde, kdnnen spezielle Toxi-

zitditsmechanismen eine Hauptrolle wahrend des Abtétungsprozesses einnehmen.55 Es wire
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daher vorstellbar, dass Erreger, die erhohte Resistenzen gegeniiber Silber im Vergleich zu
Kupferwerkstoffen zeigen, vorrangig durch radikale Hydroxylgruppen und weniger durch
metallische lonen angegriffen werden.

Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal von Kupfer und Silber stellt die Biokompatibilitat
beider Metalle dar. Im Gegensatz zu Silber ist Kupfer ein essentielles Spurenelement fiir viele
Organismen[30l. Der empfohlene Tagesbedarf an Kupfer fiir einen Erwachsenen Menschen be-
tragt 0,9 mg.[198] Da auch einige Bakterien eine geringe Menge an Kupfer als Nahrstoff benoti-
gen und sogar spezielle Membranproteine als Pumpen fiir die Regulation des Kupferhaus-
halts nutzen[38308], wire denkbar, dass diese gegentiber Kupfer- weniger sensibel reagieren
als gegeniiber Silberionen. Sowohl der bei Silber fehlende Redoxcharakter, als auch die
abweichende Biokompatibilitdt von Kupfer und Silber waren somit mégliche Ursachen fiir die
beobachteten bakterienstammspezifischen Sensitivititen gegentiber diesen beiden Ionen-

typen.[*4

Anwendungsrelevanz

Die in diesem Kapitel aufgestellte Interpretation antibakteriellen Materialverhaltens ermog-
licht erstmals eine genauere Erklarung des zwischen Kupfer- und Silberwerkstoffen beobach-
teten feuchtigkeitsabhdngigen Wirksamkeitsunterschieds.

Entsprechend dem aktuellen Forschungsstand wird Silberwerkstoffen eine im Vergleich
zu Kupfer stirkere antibakterielle Wirkung in fliissigem Umfeld zugeordnet. Silber bildet in
wassrigen Losungen Ag,0 als stabiles Oxid aus, welches mit einem pKi-Wert von -7,7 eine
relativ hohe Oxidloslichkeit aufweist. Die Kupferoxide Cuz0 und CuO (pKL-Wert von ca. -9
bzw. -23,5) weisen eine im Vergleich geringere lonenloslichkeit auf. Hinzu kommt, dass sich
in Puffermedien wahrend Abtétungsversuchen vorwiegend CuO auszubilden scheint, welches
eine geringere lonenabgabe und Abtétung im Vergleich zu Cu;0 zeigt. Es ldsst sich somit fol-
gern, dass Kupferwerkstoffe im Vergleich zu Silberwerkstoffen deshalb eine verringerte anti-
bakterielle Wirkung bei feuchten Abtotungsverfahren zeigen, weil sich im Vergleich zum
besser 16slichen Ag;0 auf Kupfer schwerer l6sliches CuO ausbildet.

Fir den Einsatz antibakterieller metallischer Werkstoffe bedeutet dies, dass sich Silber
generell fiir den feuchten Anwendungsbereich und Kupfer eher fiir den trockenen Anwen-
dungsbereich eignet. Berlicksichtig man die bei Kupfer- im Vergleich zu Silberionen héhere
Biokompatibilitit, wére es sinnvoll, fiir antibakterielle Werkstoffanwendungen, bei denen
eine direkt Aufnahme metallischer lonen in den Kérper méglich ist (z.B. Lebensmittelbereich,

chirurgischer Bereich), Kupfer- gegeniiber Silberwerkstoffen vorzuziehen.
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3. Legierungseinfluss bei Kupferwerkstoffen

Fiir reale antimikrobielle Anwendung wird Kupfer meist aufgrund seiner geringen Harte
nicht in Reinform eingesetzt. In vielen der zu antimikrobiellen Kupferoberflachen in Kranken-
hdusern durchgefiihrten Feldstudien[2426.27.155] und wissenschaftlichen Arbeiten(68.148] wurden
daher Kupferlegierungen untersucht. Diese konnen in Kupfer-Zinn-(Bronze), Kupfer-Zink-
(Messing), Kupfer-Nickel-Legierungen und komplexere Mehrstofflegierungen eingeteilt wer-
den. Fiir das Verstdndnis und die Optimierung der antimikrobiellen Wirkung von Kupferle-
gierungen ist es daher entscheidend, den Einfluss der Legierungszusammensetzung zu erfor-
schen. Da viele der an Kupferlegierungen durchgefiihrten Studien einen rein mikrobiologisch-
nachweisenden Charakter haben und wenig materialwissenschaftliche Aufklarung betrieben
wurde, ist dieser bisher weitgehend ungeklart. Dieses Kapitel verfolgt daher den Ansatz, die
Ergebnisse der bisher durchgefiihrten Studien an Kupferlegierungen unter Beachtung der in
dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zusammenfassend zu interpretieren.

Zu diesem Zweck wurden in Tabelle 7 alle seit 2004 durchgefiihrten (Stand: 18.02.15)
Studien an Kupferlegierungen zusammengestellt, die das Abtétungsverhalten quantitativ
beschreiben. Die Studienergebnisse wurden entsprechend der Legierungszusammensetzung
geordnet und durchnummeriert. Um einen studientibergreifenden Wirksamkeitsvergleich zu
ermoglichen, wurde die antimikrobielle Effizienz fiir alle Arbeiten in eine einheitliche
Abtotungsrate Z umgerechnet. Diese wurde definiert als die logarithmische Reduzierung der
Erreger pro Zeit in Minuten. Der Eintrag ,[7/30] 0,233“ in Zeile 8 beispielsweise bedeutet
eine Reduzierung der Ausgangskonzentration an Bakterien um den Faktor 107 innerhalb von
30 min, was einer Rate Z von 0,233 entspricht. Hierbei stellt Z > 0,5 ein relativ starkes und Z <
0,05 ein relativ schwaches Abtétungsverhalten dar. Falls aus der entsprechenden Studie er-
sichtlich, wurde hierfiir die bendtigte Zeit bis zur vollstandigen Abtotung verwendet, ansons-
ten die Zeit bis zur maximal erfassten Reduktion.

Um anhand von Tabelle 7 auch die Einfliisse der in der jeweiligen Studie verwendeten
Testmethode und Probenpraparation nachvollziehen zu kénnen, werden aufderdem wichtige
Methodenparameter und praparative Schritte gelistet. Der jeweils getestete Erreger wird
ebenfalls angegeben, um die Breitbandwirkung gegeniiber Bakterien, Viren und Pilzen und

den Einfluss des Bakterientyps abzubilden.
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Tabelle 7: Nach Materialien geordnete Zusammenstellung von Forschungsarbeiten, die die antimikro-
bielle Wirkung von Kupferwerkstoffen durch Abtétungstests quantitativ erfassen. Von links nach
rechts aufgefiihrt sind: die Zeilennummer (Nr.) die Zusammensetzung des Werkstoffs sowie der
relative Kupferanteil in Gew.-% auf 1 % gerundet (Rot: 100 - 90, Orange: 89 - 80, Gelb: 79 - 70, Weif3:
< 70 %); die Abtotungsrate Z, die als die logarithmische Reduzierung der Ausgangskonzentration an
Erregern pro Zeiteinheit in log-Stufen pro Minuten (eckige Klammern) definiert wurde; die jeweils ver-
wendete Testmethode und wichtige Umgebungsbedingungen (Meth.); praparative Mafdnahmen sowie
die im letzten Sduberungs- bzw. Desinfektionsschritt der Proben verwendete Losung (Praparation);
der/die getestete Erreger bzw. Bakterienspezies; die entsprechende Literaturquelle (Q.). Die gelisteten
Studien wurden mit Aufinahme von [74] (Zeile 4, 35 °C) bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Farb-
skalierung der Abtdtungsrate Z von Weif3, Gelb, Orange nach Rot entspricht einer ansteigenden Abto-
tungsrate.

Legende: T = Bakterienldsung wurde als Tropfen aufgebracht; S = Bakterienlésung wurde spreitend
aufgebracht; A = atmosphére Bedingungen; DP = dry plating (Bakterienl6sung wurde mit Wattebausch
aufgetragen, danach atmospharische Bedingungen); WP = wet plating (aufgebrachte Bakterienlosung
wurde in abgeschlossener oder feuchter Atmosphére gelagert); ]IS = Japanische Industriestandardme-
thode JIS Z 2801 (eine ausfiihrliche Beschreibung der verschiedenen Testmethoden findet sich ab S.
13); H2S04 = verdiinnte Schwefelsdure wurde zum Losen von Oberflichenoxid eingesetzt; F = die Pro-
ben wurden in der Flamme sterilisiert.

%  Abtotungsrate Erreger bzw.

Nr. Material Cu [logio/min] Z Meth. Praparation Bakterium Q.
Kupfer
1 Cu 100 [7/80]0,087 T,A F S. aureus (MRSA)  [76]
2 Cu 100 [6/5] 1,200 T,A Ethanol C. albicans (Pilz) [54]
3 Cu 100 [6/7] 0,857 DP H;S04 Ethanol S. haemolyticus [55]
4 Cu 100 [7/85] 0,082 ]IS Aceton, F S. aureus (MRSA) 74
5 Cu 100 [7,5/10] 0,750 T, A H2S04, Ethanol S. enteritidis [77]
6 Cu 100 [7/120] 0,058 WP H,S04 Wasser E. coli 66]
7 Cu 100 [7/5] 1,400 DP Wasser E. coli 66]
8 Cu 100 [7/30] 0,233 WP Wasser E. coli [66]
9 Cu 100 [8/1]18,000 DP  H,SO4 Ethanol  E. coli (1)
10 Cu 100 [9/1]1 9,000 DP H2S04 Ethanol E. coli [75]
11 Cu 100 [7/240]0,029 T,A H;S04 Ethanol P. aeruginosa [78]
12 Cu 100 [2,8/360]0,008 T,A F C. difficile (Sporen)  [7°]
13 Cu 99  [4,1/360]0,011 T,A F E. coli - (80]
14 Cu 99 [3,7/360]0,010 T,A F K. pneumoniae (80]
15 Cu 99 [7/90] 0,078 WP Ethanol S. aureus (MRSA) [309]
16 Cu - [4/360]0,011 T,A - Influenza A (Virus) 18]
17 Cu - [4/240] 0,017 WP - S. enterica [67]
18 Cu - [7/50]10,140 T,A  Aceton,F S. aureus (MRSA) 182]
19 Cu - [5,5/1440]0,004 T, A Aceton, F C. difficile [83]
20 Cu (elektropl.) - [7/60] 0,117 WP Wasser E. coli [66]
21  Cuz0 (therm.) - [2,5/60] 0,042 WP Wasser E. coli 66]
Bronzelegierungen
22 CuSn5P 95 [7/15]10,467 T,A H>S04, Ethanol S. enteritidis [771
23  CuSn5P 95 [7,5/105] 0,071 WP Ethanol E. coli [68]
24 CuSn5P 95 [7/240] 0,029 WP H2S04, Wasser E. coli [6]
25 CuSn5P 95 [2/480] 0,004 T,A H2S04, Ethanol P. aeruginosa [78]
26 CuNi15Sn8 77 [7,5/360] 0,021 WP Ethanol E. coli [68]
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%  Abtdtungsrate Erreger bzw.
Nr. Material Cu [logio/min] Z Meth. Praparation Bakterium Q.
Messinglegierungen
27 CuZnl0 90 [5/60] 0,083 WP Ethanol L. monocytogenes [69]
28 CuZn20 80 [7/270] 0,026 T,A Aceton, F S. aureus (MRSA) (82]
29 CuZn20 80 [7/270] 0,026 WP Ethanol S. aureus (MRSA) [309]
30 CuZn30 70 [7/15]10,467 T,A H>S0., Ethanol S. enteritidis [77]
31 CuZn30 70 [7/360] 0,019 WP H2S04, Wasser E. coli [66]
32 CuZn37 63 [2,9/360]0,008 T,A F E. coli [80]
33 CuZn37 63 [2,3/360]0,006 T,A F K. pneumoniae [80]
34 CuZn40 60 [3/15]10,200 T, A H2S04, Ethanol S. enteritidis [77]
35 CuZn40 60 [9/15] 0,600 DP H2S04, Ethanol E. coli [75]
36 CuZnlONil8 72 [7,5/90] 0,083 WP Ethanol E. coli [68]
37 CuZnl7Nil8 65 [7/15] 0,467 T,A H2S04, Ethanol S. enteritidis [77]
38 CuZnl7Nil8 65 [7,5/105] 0,071 WP Ethanol E. coli [68]
39 CuZnl7Nil8 65 [7/90] 0,078 WP Ethanol L. monocytogenes [69]
40 CuZn21Ni18 61 [6/30] 0,200 T,A Ethanol C. albicans (Pilz) [54]
41 CuZn21Nil8 61 [3/360] 0,008 WP Ethanol S. aureus (MRSA) [309]
42 CuZn21Nil18 61 [9/5] 1,800 DP H2S04, Ethanol E. coli [75]
43 CuZn27Nil8 55 [2,5/360] 0,007 WP Ethanol E. coli [68]
44 CuZn37Sn1Pb1l 61 [4/360] 0,011 S,A Aceton, F E. coli [148]
45 CuZn5Sn5Pb5 85 [7,5/180] 0,042 S,A Aceton, F E. coli [148]
46 CuZnl2Mn7Ni 78 [7,5/120] 0,063 WP Ethanol E. coli [68]
47 CuZn4Sn1,5Pb 93 [7,5/270]0,028 S, A Aceton, F E. coli [148]
48 CuZn23Al3 74 [7,5/270] 0,028 WP Ethanol E. coli [68]
49 CuZn5AI5Sn 89 [6/60]0,100 T,A Ethanol C. albicans (Pilz) [54]
Kupfer-Nickel-Legierungen
50 CuNi21 79 [7,5/120] 0,063 WP Ethanol E. coli [68]
51 CuNi25 75 [7,5/120] 0,063 WP Ethanol E. coli [68]
52 CuNi30 70 [3,5/360]0,010 WP Ethanol E. coli [68]
53 CuNilOFel 89 [7/15]1 0,467 T,A H2S04, Ethanol S. enteritidis [77]
54 CuNilOFel 89 [5/2880] 0,002 T,A Aceton, F C. difficile [83]
55 CuNilOFel 89 [7,5/105]0,071 WP Ethanol E. coli [68]
56 CuNilOFel 89 [2/60] 0,033 WP Ethanol L. monocytogenes [69]
57 CuNilOFel 89 [7/480] 0,015 T,A H>S0., Ethanol P. aeruginosa [78]
58 CuNilOFel 89 [7/360] 0,019 WP H2S04 Wasser E. coli [66]
59 CuNi3SiMg 96 [7,5/105]0,071 WP Ethanol E. coli [68]
60 CuNi20Zn6Sn4 70 [4,5/360]0,013 S,A Aceton, F E. coli [148]
sonstige Kupferlegierungen
61 CuFeP 99 [7,5/75] 0,100 WP Ethanol E. coli [68]
62 CuAl8Ni2 90 [7,5/180]0,042 WP Ethanol E. coli [68]
63 CuAl3Si2 95 [7,5/90] 0,083 WP Ethanol E. coli [68]
64 CuAl3Si2 95 [5/60] 0,083 WP Ethanol L. monocytogenes [69]
65 CuSilMn1 98 [7,5/65] 0,115 WP Ethanol E. coli [68]
66 CuSi2Mn1l 97 [5/60] 0,083 WP Ethanol L. monocytogenes [69]
67 CuSi4Mn1 95 [7,5/75] 0,100 S,A Aceton, F E. coli [148]
68 CuCrFeSi 99 [7,5/75] 0,100 WP Ethanol E. coli [68]
69 CuAl9Ni5Fe4Mn 80 [3,5/350] 0,010 S,A Aceton, F E. coli [148]
70 CuAll11Ni4Fe4Mn3 78 [1/360] 0,003 S,A Aceton, F E. coli [148]
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Anhand von Tabelle 7 sind zunachst zwei wichtige Tatsachen erkennbar:

Zum einen scheint die Abtotungswirkung von reinem Kupfer im Vergleich zu seinen Legie-
rungen studieniibergreifend hoher zu liegen (vgl. Zeilen 5 & 21, 8 & 31, 15 & 41). Dies wiirde
bedeuten, dass durch Zulegieren weiterer Metalle die antibakterielle Wirkung von Kupfer
generell herabgesetzt wird.

Zum anderen existieren teilweise sehr starke Schwankungen der Abtétungsrate zwischen
verschiedenen Versuchen, die den gleichen Erreger und ein gleiches bzw. dhnliches Material
einsetzen (vgl. Zeilen 6-10, 32 & 48, 55 & 58). Diese Diskrepanz lasst vermuten, dass bei
einem studieniibergreifenden Vergleich neben der Materialzusammensetzung weitere Ein-
fliisse berticksichtigt werden miissen.

Die folgende Diskussion der in Tabelle 7 dargestellten Ergebnisse findet daher in zwei
Schritten statt. Zundchst werden die Einfliisse verschiedener Methoden von Abtétungstests
und der Probenpraparation bewertet. Darauf aufbauend werden die Rolle des Kupfergehalts

der Legierung und der generelle Einfluss von Legierungselementen betrachtet.

3.1 Methoden- und Praparationseinfluss

Bei einem Vergleich der in Tabelle 7 berechneten Abtétungsraten Z fiir Versuche mit E. coli
auf reinem Kupfer (z.B. Zeilen 6-10) ist exemplarisch erkennbar, dass bei gleichem Ausgangs-
material je nach Experiment starke Schwankungen von bis zu mehreren log min-! auftreten.
Da diese unabhdngig von der Materialzusammensetzung und den Bakterieneigenschaften
sind, wird ein starker Einfluss der Testmethode bzw. der Probenpraparation vermutet.

Eine detaillierte Beschreibung der verschiedenen Methodenvarianten von Abtétungs-
tests findet sich ab S. 13. Generell ist anhand Tabelle 7 erkennbar, dass sowohl fiir Kupfer-
legierungen als auch bei reinem Kupfer das dry plating im Vergleich zum wet plating zu
wesentlich schnelleren Abtotungsraten fiihrt (vgl. Zeilen 7 & 8, 34 & 35, 41 & 42). Diese Beo-
bachtung wurde bei Kupfer bisher dadurch erklart, dass sich eine erhdhte Kupferionen-
konzentration in dem beim dry plating wesentlich geringeren Fliissigkeitsvolumen ausbil-
det.[5174] In dieser Arbeit durchgefiihrte Studien legen nahe, dass auch der beim dry plating
erzwungene Kontakt zwischen Bakterium und metallischer Oberflache hierfiir verantwortlich
sein konnte.

Auch im Vergleich zwischen Studien, die einheitlich das wet plating einsetzen, konnen bei
gleichem Erreger und Material unterschiedliche Abtotungsraten beobachtet werden (vgl.
Zeilen 6, 8 & 13). In dieser Arbeit wurde festgestellt, dass beispielweise das TRIS-Pufferme-
dium starker korrosiv wirkt als das PBS-Medium. Deshalb ist davon auszugehen, dass ein
unterschiedlich korrosiver Charakter bei variierenden Rezepten fiir Puffermedien auch bei

den in Tabelle 7 aufgefiihrten Studien eine wesentliche Einflussgrofde ausmacht.[160]
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Vor Abtétungsversuchen stellt die Sterilisation der Proben, d.h. das Entfernen/Abtéten aller
vorhandenen Mikroorganismen einen elementaren Schritt bei der Probenpriparation dar.
Hierzu werden thermische und chemische Verfahren eingesetzt, die auch die Probenoberfla-
che beeinflussen.

Bei einigen in Tabelle 7 gelisteten Studien wurde die Sterilisation der Proben in der Flam-
me durchgefiihrt (z.B. Zeile 1, 12, 14, 28, 32). Hierbei ist zu vermuten, dass durch die thermi-
sche Behandlung die Oberflachenoxidation verstarkt wird. In anderen Studien wurde bereits
die atmospharische Oxidation von Kupferwerkstoffen berticksichtig und deshalb eine vorbe-
reitende Spiilung der Proben mit verdiinnter Schwefelsdure durchgefiihrt, um Kupferoxide
vor dem Versuch gezielt zu entfernen (z.B. Zeile 3, 5, 6, 11, 25). Beide Herangehensweisen
beeinflussen unmittelbar den Oxidationszustand der Probenoberflache. Wie in dieser Arbeit
gezeigt, variiert das Abtdtungsverhalten von Kupfer je nach Art der Oxidausbildung extrem
stark.

Bei einem Vergleich der chemischen Mittel zur Probensterilisation wird Ethanol als unbe-
denkliches, neutrales Mittel eingeschatzt. Im Gegensatz dazu ist jedoch die ebenfalls etablier-
te Behandlung mit Aceton (z.B. Zeile 18, 28, 45, 60) fragwiirdig, da dieses sich mit Kupfer
nicht chemisch neutral verhilt. Unter Tageslichteinfluss kann eine photochemische Reaktion
mit Aceton zur Oxidation von Kupfer und zur Bildung von Kupferacetat fiihren.319 Auswir-
kungen dieses Prozesses auf das Abtdtungsverhalten von Kupferoberflachen sind nicht aus-
zuschliefden.

Neben der chemischen Probenpriparation wurde nachgewiesen, dass auch die Ober-
flichenrauheit als praparativer Aspekt einen Einfluss auf das Abtdtungsverhalten von Bak-
terien ausiibt.[237] Dies findet bisher jedoch wenig Beriicksichtigung und entsprechende Anga-
ben zu Oberflachenkennwerten werden in mikrobiologischen Studien oft nicht geliefert.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass ein studientibergreifender Vergleich des Ab-
totungsverhaltens von Kupferwerkstoffen nur bedingt belastbare Riickschliisse erlaubt.
Methoden- und praparationsspezifische Einflussfaktoren, die entweder nicht aufgefihrt,
nicht hinreichend aufgeklart oder nur schwer abzuschitzen sind, kénnen starke, zusammen-

setzungsunabhingige Schwankungen des Abtotungsverhaltens verursachen.
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3.2 Einfluss der Legierungszusammensetzung

Dieser Abschnitt hat zum Ziel, eine Abschatzung fiir die antibakterielle Wirkung von Kup-
ferlegierungen bei Kenntnis deren Zusammensetzung zu treffen. Hierzu werden die Ergeb-
nisse bisheriger Studien verglichen und entsprechend den in dieser Arbeit hergeleiteten The-

sen weiterfithrend interpretiert.

Auswertung bisheriger Arbeiten

Ein fiir alle Legierungstypen einheitlich definierbare Materialgrofde ist der relative Kupfer-
anteil in Gew.-%. In Abbildung 42 wurde auf Basis von Tabelle 7 die berechnete Abtdtungs-
rate Z in Abhdngigkeit des relativen Kupferanteils der entsprechenden Legierung aufgetra-
gen. Die verschiedenen Legierungstypen wurden hierbei farblich voneinander abgehoben.
Abbildung 42 a) fasst die gesamten Ergebnisse studientibergreifend zusammen, wohingegen
in Abbildungsteil b) nur die Werte aus den Studien [6668] aufgetragen wurden, da diese bei

einer relativ grofden Materialauswahl einheitliche Versuchsbedingungen und Erreger (E. coli)

einsetzen.
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Abbildung 42: Auftragung der Abtotungsrate Z in Abhdngigkeit des relativen Kupfergehalts der ent-
sprechenden Legierungen. Quellen: a) gesamte Tabelle, b) Studien mit einheitlichen Versuchsbedin-
gungen(66.68],

In Abbildungsteil a) ist kein klarer studien- und legierungstypiibergreifender Zusammenhang
zwischen der Abtotungsrate Z und dem Kupfergehalt der Legierung zu erkennen. Studien, die
das dry plating einsetzen, heben sich bei hohen und niedrigen Kupfergehalten durch eine
wesentlich starkere Abtotungsrate hervor. Dies lasst darauf schliefRen, dass der Methodenein-
fluss den Einfluss der Legierungszusammensetzung in Abbildungsteil a) deutlich tiberlagert.
Betrachtet man die verschiedenen Legierungsgruppen fiir sich, so ist lediglich bei den nicht

genauer zugeordneten Legierungen (sonstige) ableitbar, dass ein hoherer Kupfergehalt eine

starkere Abtotungswirkung hervorruft.
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Um den Methoden- und Praparationseinfluss zu minimieren, wurden in Abbildungsteil b)
lediglich Werte aus zwei Studien mit gréfderem Probenumfang aufgetragen, in denen einheit-
lich die wet plating Methode, eine neutrale Probenpraparation und E. coli als Erreger einge-
setzt wurden. Im Gegensatz zu Abbildung 42 a) ist hier generell die Tendenz erkennbar, dass
ein hoherer Kupfergehalt eine stirkere Abtotung hervorruft. Dies ldsst sich in gewissem
Mafie auch jeweils innerhalb eines bestimmten Legierungstyps beobachten.

Ein mit sinkendem Kupferanteil nachlassendes Abtétungsverhalten wurde auch in einigen
Studien als mafdgeblicher Legierungseinfluss vorgeschlagen.[68148309 Michels et al. konnten
dies, wie in Abbildung 43 dargestellt, in Abtétungsversuchen mit Messinglegierungen an

MRSA exemplarisch beobachten.[309]
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Abbildung 43: Abtotungsverhalten von Kupferlegierungen und Edelstahl (S304) gegeniiber MRSA
ermittelt mittels wet plating.[3°°! Die verwendeten Legierungen sind: CuFe0,7P (C197), CuZn20 (C240)
und CuZn27Ni18 (C770).

Die in obiger Abbildung dargestellten Daten sind jedoch nicht ausreichend, um einen
allgemein Trend nachzuweisen. Ein wesentlicher Kritikpunkt ware, dass Michels et al. zum
Nachweis lediglich drei Legierungen anfiihren, die zudem verschiedene Legierungselemente
beinhalten.

Zusammenfassend lasst eine vergleichende Auswertung der bisher durchgefiihrten Stu-
dien an Kupferlegierungen keine eindeutige Interpretation des Legierungseinflusses zu. Der
Einfluss materialunabhingiger Parameter (Versuchsmethode, Probenpraparation, Erreger-
wahl) wird hierbei als starker Storfaktor angesehen. Vereinzelt lassen sich Hinweise finden,
die auf ein stirkeres Abtotungsverhalten bei einem hoéheren relativen Kupfergehalt der
Legierung hindeuten. Ein statistisch belastbarer Nachweis dieser Tendenz ist bisher nicht

erfolgt.
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Weiterfiihrende Interpretation
Fiir reines Kupfer konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die antibakterielle Effizienz
stark mit der Freisetzung von lonen und der Oxidbildung verkniipft ist.

Entsprechend der zu Kupfer-Silber-Legierungen gewonnenen Erkenntnisse wire bei Le-
gierungen mit geringen Legierungsanteilen an edleren Elementen zu vermuten, dass die anti-
bakterielle Wirkung im Vergleich zu reinem Kupfer eher ansteigt als abfallt.

Der Grofdteil an relevanten Kupferlegierungen (Messing, Bronze) beinhaltet allerdings
unedlere Legierungselemente, die oft zur Erh6hung der Korrosionsresistenz der Legierung
zulegiert werden. Die beobachtete Abnahme der Abtotungswirkung lief3e sich in diesem Fall
durch zwei Effekte erkldren. Zum einen ist anzunehmen, dass unedlere Metalle in feuchtem
Umfeld die Abgabe von Kupferionen einschranken, in dem sie als Opferanode agieren und
Kupferionen zu Kupfer reduzieren. Zum anderen geht bei vielen Kupferlegierungen eine
Erh6éhung der Korrosionsresistenz mit der Ausbildung passivierender Oxidschichten einher.
In diesem Fall ware es moglich, dass die Kupferionenabgabe und damit die antibakterielle
Effizienz der Legierung primar dadurch gesteuert wird, welche und in welchem Anteil sich
Kupferoxide ausbilden koénnen. Der Kupferoxidanteil wiederum koénnte hierbei in erster
Nédherung mit dem relativen Kupfergehalt der Legierung verkniipft sein, was den in manchen
Studien abgeleiteten Zusammenhang zwischen Kupferanteil und Abtétungswirkung erklaren
wirde. Eine genauere Vorhersage der Abtétungswirkung bei einem oxidgesteuerten Prozess
erscheint jedoch relativ schwierig, da sich die Oxidausbildung auf Kupferlegierungen als sehr
komplex gestaltet und nicht hinreichend erforscht ist.[1291 Fiir eine ausgepragte antibak-
terielle Wirkung von Kupferlegierungen ware nach dieser Theorie eine flichenmafiig starke
Ausbildung von Kupferoxid im Vergleich zu den Oxiden der Legierungselemente (z.B. ZnO,
SnO und SnO03) glinstig. Ebenfalls wire moglich, dass die Art des gebildeten Kupferoxids und
damit dessen antibakterielle Effizienz durch Legierungselemente beeinflusst werden. Die Art
und der flichenmafiige Anteil der gebildeten Oxide hidngen daher von wesentlich mehr
Faktoren als dem reinen Kupferanteil der Legierung ab.

Zusammenfassend lasst sich schlief3en, dass sowohl der relative Edelcharakter der Legie-
rungselemente als auch die vorherrschenden Oxidwachstumsprozesse fiir die antibakterielle
Wirkung einer Kupferlegierung entscheidend sein konnten. Es ist anzunehmen, dass der rela-
tive Kupfergehalt generell nur bei Legierungen mit unedleren Legierungspartnern und nur

als sehr ungenaue Ndherung herangezogen werden kann.
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Unter Berticksichtigung der bisher auftretenden Interpretationsschwierigkeiten und der in
dieser Arbeit vorgeschlagenen Wirkmechanismen ware es sinnvoll, fiir zukiinftige Studien
zum Materialeinfluss antibakterieller Kupferlegierungen wichtige Randpunkte festzulegen.
Diese sollten derart definiert sein, dass nicht nur mikrobiologische Aspekte, sondern auch
das, wie gezeigt entscheidende, korrosive Materialverhalten berticksichtigt wird.

Ein wichtiges Kriterium stellt hierbei eine einheitliche Testmethode und Probenpri-
paration dar. Im Vergleich zu dem schwer zu reproduzierenden dry plating und dem als zu
lange gewerteten JIS-Verfahren bietet sich das bei Raumtemperatur durchgefiihrte wet pla-
ting Verfahren an. Um Rauheitseinfliisse zu vermeiden wire es sinnvoll, kompakte Proben auf
eine einheitliche, geringe Rauheit zu priparieren. Oxidbildende und -l6sende Prédparations-
verfahren sollten vermieden und durch Sterilisation mit neutral wirkendem Ethanol ersetzt
werden.

Aus mikrobiologischer Sicht macht es Sinn, ungefahrliche Erreger mit Verwandtschaft zu
nosokomialen Erregern zu testen. Auffallend in Tabelle 7 ist, dass E. coli Bakterien bereits
relativ oft als Testorganismen eingesetzt wurden. E. coli K12 stellt einen sehr gut erforschten
Modellorganismus dar30l und ist mit dem gefdhrlichen, pathogenen Stamm E. coli 0157:H7
verwandtl68], weshalb er sich als Standardkeim eignen wiirde.

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse und aufgestellten Thesen motivieren weiterhin
die lonenabgabe und den Oxidationszustand der Materialien als wesentliche Faktoren. Zur
Aufklarung mechanistischer Prozesse ware daher zielfiihrend, zusatzlich jeweils die Kupfer-
ionenabgabe in dem entsprechendem Medium und den Oxidationszustand des metalli-

schen Werkstoffs vor und nach dem Abtdtungstest zu charakterisieren.
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Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Material- und Oberflichenparametern auf die anti-
bakterielle Wirkung von Kupferwerkstoffen untersucht. Basierend darauf wurden weiterhin

allgemeine Thesen zum antibakteriellen Verhalten von Metallen aufgestellt.

Kupfer und Kupferwerkstoffe

Fiir Kupferoxide wurden erstmalig ein spezifischer Einfluss des gebildeten Oxidtyps nachge-
wiesen und die mafdgeblichen Oxidbildungsprozesse wahrend Standardabtdtungsversuchen
aufgeklart. Cuz0 zeigte hierbei im Vergleich zu CuO ein wesentlich starkeres Abtétungsver-
halten, welches dem von metallischem Kupfer nahekam. Die unterschiedliche antibakterielle
Wirksamkeit der Kupferoxide wurde iiber die lonenabgabe hergeleitet und schliefilich mit
dem Loslichkeitsprodukt des entsprechenden Oxids korreliert. Die These eines loslichkeits-
gesteuerten Abtdtungsverhaltens konnte mit Hilfe eines umfassenden Literaturabgleichs auf
weitere metallische Elemente tibertragen werden.

Anhand einer modellhaften Kupfer-Silber-Legierung wurde nachgewiesen, dass durch die
direkte Kombination der beiden Metalle eine wesentliche Verstarkung des antibakteriellen
Effekts im Vergleich zu den reinen Elementen moglich ist. Diese tritt vorwiegend in fliissigem
Medium auf und beruht auf einer elektrochemisch erhéhten Kupferionenabgabe und nicht,
wie bisher vermutet, auf dem synergetischen Zusammenspiel der metallischen lonen.

Unter Beriicksichtigung dieser Ergebnisse wurde eine Neuinterpretation des Legierungs-
einflusses bei Kupferwerkstoffen durchgefiihrt. Es wurde abgeleitet, dass durch das kontrol-
lierte Hinzufiigen edlerer Legierungselemente eine Wirkungssteigerung gegeniiber reinem
Kupfer zu erwarten ist. Im Gegensatz hierzu wurde fiir Legierungen mit unedleren Legie-
rungspartnern ein oxidgesteuertes Abtétungsverhalten vorgeschlagen. Die bisherige, generel-
le Annahme einer direkt zum Kupfergehalt der Legierung korrelierenden antibakteriellen
Effizienz wurde daher in Frage gestellt. Bei einem umfassenden Studienvergleich wurden
methoden- und priparationsbedingte Einfliisse als wesentliche Storgrofien identifiziert, wes-
halb sinnvolle Richtlinien fiir zukiinftige Versuche definiert wurden.

Neben der Zusammensetzung des Werkstoffs scheint der direkte Kontakt zwischen
metallischer Oberfliche und Bakterien einen starken Einfluss auf das Abtdtungsverhalten bei
Kupferwerkstoffen auszuiiben. Dies wurde durch Versuche auf nanoskaligen, inerten Ab-
standsstrukturen, die durch Laser-Interferenzlithographie erzeugt wurden, eindeutig nachge-
wiesen. Es wird vermutet, dass der beobachteten Synergie aus Kupferionen und metallischer
Oberflache eine direkte Schwachung der Zellwand durch das Metall zu Grunde liegt, die bis-
her nicht naher aufgeklart ist. Basierend auf dieser Erkenntnis kdnnten bei Kupferwerk-

stoffen auftretende Phdnomene, wie etwa die schnellere Abtotung wahrend des dry plating

114



Zusammenfassung

Verfahrens und die eingeschrankte Wirksamkeit im Zusammenhang mit Biofilmen neu inter-

pretiert werden.

Allgemeine Erkenntnisse

Aus dem zuvor beschriebenen Einfluss des Oberflachenkontakts wurde abgeleitet, dass die
Adhasionseigenschaften von Oberflachen gegeniiber Bakterien eine wichtige Rolle wahrend
des Abtotungsprozesses spielen. Exemplarisch wurde nachgewiesen, dass das Adhasionsver-
halten von Oberflachen durch topographische Gestaltung mittels LIS stark beeinflusst werden
kann. Hieraus wurde gefolgert, dass eine materialunabhidngige Optimierung antibakterieller
Eigenschaften durch eine geeignete Oberflachenfunktionalisierung méoglich ist.

Es wurde gezeigt, dass die in der Materialwissenschaft etablierten REM/FIB-Verfahren
auch zur Aufklarung mikrobiologischer Fragestellungen eingesetzt werden konnen. Insbe-
sondere mit Bezug zur Kontaktflachenanalyse und zur strukturellen Integritdt von Bakterien
wurden erste, vielversprechende Resultate erzielt und wichtige Prozessparameter bestimmt.

Abschliefend wurde anhand der erarbeiteten Ergebnisse und einer elementiibergreifen-
den Wirksamkeitsstudie ein theoretisches Modell entwickelt, welches versucht, die Ursachen
der starken antibakteriellen Wirkung von Kupfer und Silber gegeniiber anderen metallischen
Elementen zu beschreiben. Nach diesem Modell hiangt die antibakterielle Wirksamkeit eines
Metalls in erster Linie von Primarfaktoren ab, die sich aus dem ionischen Charakter und den
Korrosionseigenschaften des Metalls ergeben. Uber Sekundérfaktoren, die die Interaktion der
Materialoberfliche mit Bakterien beschreiben, wird der Einfluss einer zusatzlichen Oberfla-

chenfunktionalisierung erfasst.
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Abbildung 8: Ausbildung eines Hemmbhofs um vier silberbeschichtete Glasbruchstiicke (Ag-GCI) auf
einem mit S. aureus besiedelten Nahrboden. Modifiziert aus [4°]. 14

Abbildung 9: Lebend/Tot-Farbung von E. coli auf Kupfer und Edelstahl im Vergleich.[51! Die Aufnahme
erfolgte mittels Fluoreszenzspektroskopie. Bakterien mit intakter Membran werden griin, welche mit
beschadigter Membran rot dargestellt. 15

Abbildung 10: Exemplarische Darstellung der Ergebnisse eines Wachstumstests mit E. coli bei
verschiedenen Konzentrationen von antibakteriell wirkenden Silber-Nanopartikeln. Zeitabhangig auf-
getragen ist die relative optische Dichte der Losung bei A = 600 nm.[61] 15
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Abbildung 12: Absorptionsverhalten von verschiedenen Metallen und Silzium in Abhangigkeit der Wel-
lenldnge. Rohdaten aus [931, 20

Abbildung 13: Absorptionsspektren einiger positiv-Fotolacke (MicroChemicals GmbH).[4 21
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Abbildung 17: Dargestellt ist die Keimbelastung durch Kontakt auf bluthaltigen Nahrbéden (rechts)
eines schwach belasteten Messingtiirgriffs (oben, CuZn33) im Vergleich zu einem stark belasteten
Edelstahltiirgriffs (unten). Quelle: Kuhn, 1982 [145], 34

Abbildung 18: Schematische Darstellung moglicher mikrobiologischer Toxizititsmechanismen von
Kupferionen an einer Bakterienzelle. A: Zellwandschadigung; B: Fragmentierung der DNS; C: Deaktivie-
rung von Proteinen; D: Redoxreaktionen. 36

Abbildung 19: Absterberaten k von a) E. coli (Gram-negativ) und b) S. aureus (Gram-positiv) auf ver-
schiedenen Metallen ermittelt nach JIS. Modifiziert aus [21. 48
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zeitlichen Verlauf. 55
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Abbildung 25: Cu-lonenkonzentration in PBS- und TRIS-Medium auf Kupfer und thermisch generierten
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ausbildung (REM-Aufnahme) der auftragsgeschweifdten Cu-Ag-Legierung. Gekennzeichnet sind die
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Abbildung 28: a) Zeit-Abtotungsdiagramme fiir Abtotungsversuche auf Edelstahl, Silber, Kupfer und
der auftragsgeschweifdten Cu-Ag-Legierung in PBS-Medium nach dem wet plating Verfahren. b) Cu-
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Abbildung 29: Zeit-Abtotungsdiagramme fiir Abtotungsversuche auf Edelstahl, Silber, Kupfer und der
auftragsgeschweifdten Cu-Ag-Legierung mit PBS-Medium nach dem dry plating Verfahren. 70

Abbildung 30: a) Zeitlicher Verlauf der Anzahl sich anlagernder Bakterien unter statischen Bedin-
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Abbildung 32: Exemplarische REM-Aufnahmen und schematische Querschnitte von getrockneten
Enterococcus hirae Baketerien nach 100 min wet plating in TRIS-Medium auf a) poliertem Kupfer und
b) Abstandsstrukturen. 77

Abbildung 33: Zeit-Abtotungsdiagramme fiir Abtotungsversuche auf reinem Kupfer, Abstandsstrukt-
uren auf Kupfer, einer Glasreferenz und deckend mit Fotolack beschichtetem Kupfer in TRIS-Medium
nach dem wet plating Verfahren. 78

Abbildung 34: Cu-lonenkonzentration in TRIS-Medium auf reinem Kupfer und Abstandsstrukturen auf
Kupfer im zeitlichen Verlauf. Fiir Kupfer entspricht 1 mmol L1 genau 63,54 mg L-1. 78

Abbildung 35: Zeit-Abtotungsdiagramme fiir Abtétungsversuche auf Glas und Eisen nach dem wet
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Abbildung 36: a) REM-Aufnahme einer linienstrukturierten und goldbeschichteten Polyimidoberflache
und kontrastoptimierte, lichtmikroskopische Aufnahme von auf dieser Oberfliche adhirierenden S.
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Abbildung 37: a) REM-Aufnahme eines adharierenden, getrockneten S. carnosus Bakteriums auf linien-
strukturietem und goldbeschichtetem Polyimid. b) FIB-Querschnitt im aufsitzenden Bakterium (d) mit
c: Pt-Schutzschicht, e: Au-Beschichtung, f: Polyimidsubstrat und g: Poren. Markiert sind die Kontakt-
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nach dem wet plating Verfahren. Nach 120 min wurde jeweils eine Probenserie im Testzustand ohne
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Abbildung 39: Chemisch praparierte, stibchenférmige P. fluorescens Bakterien auf SiO- (a) , b)) und
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Abbildung 42: Auftragung der Abtétungsrate Z in Abhdngigkeit des relativen Kupfergehalts der ent-
sprechenden Legierungen. Quellen: a) gesamte Tabelle, b) Studien mit einheitlichen Versuchsbedin-
gungenl66.68], 110
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geringerer Wert entsp. edlerem Verhalten)[!l; das elektrochemische Standardpotential Eo; die
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A: Herleitung der Intensititsverteilung fiir 3-Strahl-Laserinterferenz

Die Intensitdtsverteilung fiir 3-Strahlinterferenz wurde von A. Lasagni im Rahmen seiner
Doktorarbeit berechnet und wird hier zusammengefasst.[] Die folgende Abbildung zeigt die
den Berechnungen zu Grunde liegende Winkelsituation in Bezug zu dem in Abbildung 14

definierten Koordinatensystem:

Abbildung 44: Definition der Raumwinkel a und f fiir j Einzelstrahlen mit Bezug zum verwendeten
Koordinatensystem.

Durch eine Vereinfachung des Problems auf eindimensionale, harmonische, monochroma-
tische und linear polarisierte Wellen ldsst sich der reale Fall eines Laserstrahls hinreichend
anndhern. Allgemein berechnet sich die Interferenz von j Einzelstrahlen iiber das Superposi-

tionsprinzip durch die Summe der elektrischen Felder E damit zu:

n n
=1

j=1 ]

wobei Eg; die Amplitude des elektrischen Felds, k die Wellenzahl und # den Ausbreitungs-

vektor der Welle darstellen. Das Produkt k7 kann allgemein beschrieben werden als:

k - sina; - cosp; x
k'?: k-sinaj-sinﬁj -<y> (24)
k - cosa; z

Nach der in Abbildung 44 durchgefiihrten Winkeldefinition vereinfacht sich Gleichung (23)

ZUu:

E = Z Ej — 2 one—ik sinaj(x cosBj —ysinf;) (25)

Jj=1 j=1
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Die Berechnung erfolgt fiir den in dieser Arbeit umgesetzten, symmetrischen Fall der 3-
Strahlinterferenz, wie in Abbildung 14 dargestellt. Entsprechend dem in Abbildung 44 defi-

nierten Winkelsystem bedeutet dies fiir die Raumwinkel a; und i der j Einzelstrahlen:
ar=oz=0az=0o; B1=0,B2=2/3m, B3=-2/3m (26)

Weiterhin wird eine einheitliche Ausgangsintensitat I, fiir alle Strahlen vorausgesetzt.

Die allgemeine Intensitdtsverteilung von sich iiberlagernden Strahlen ergibt sich zu:
I=—[E]? 27)

wobei c die Lichtgeschwindigkeit und gy die Permittivitatskonstante des Vakuums darstellen.

Die resultierende Intensitdtsverteilung in der x-y-Ebene kann so letztendlich ausgedriickt

werden als:
2 -
x V3 x 3
—cos(kx sina) — cos| ksina| —=—y—| | — cos| ksina| —=+y—
2 2 2 2
9
1= ECSOE(Z)
x 3 x V3
+| —sin(kx sina) + sin| k sina <— 5~ y7> —sin| k sina <— > + y7>

=91, - [A] (28)

wobei [A] dem in Gleichung (5) verwendeten Platzhalter entspricht. In Abbildung 14 ist diese

Intensitatsverteilung graphisch dargestellt.
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B: Rezepte der verwendeten Puffer- und Niahrlésungen

PBS-Medium (4 L)
5,52 g NaH,PO. -1H,0 (EMSURE, A0516946)
32,76 g NaCl (2,8 mol L-1)

Zugabe von 150 mL destilliertem Wasser
Zugabe von NaOH-L6sung (10 mol L-1), bis pH 7
Auffiillen auf 200 mL ergibt 20-fach konz. PBS-Losung, bei Bedarf 1:19 auf 4 L verdiinnen

TRIS-Medium (TRIS-CI, 200 ml)
2,42 g (HOCH2)3CNH; (Tris(hydroxymethyl)aminomethan, AppliChem A1086)

Zugabe von 150 mL destilliertem Wasser
Zugabe von HCl-Lésung (1 mol L-1), bis pH 7
Auffillen auf 200 mL

N-Medium (400 ml)

10 g Trypticase Peptone BBL (BD BioSciences)

5 g Hefeextrakt

11 g Na;HPO4-2H,0 (AnalaR Normagem, VWR)

20 ml Gluckose (Merck 1.08337)

15 g Agar (nur fiir Agarplatten, AppliChem A0949)

Auffiillen auf 1 L, Autoklavieren bei 125 °C, Agarplatten heifd ausgiefien

LB-Medium (Luria Broth, 1 L)

10g Trypticase Peptone (BD BioSciences)

5g Hefeextrakt

10 g NaCl

15 g Agar (nur fir Agarplatten, AppliChem A0949)

Auffiillen auf 1 L, Autoklavieren bei 125 °C, Agarplatten heifd ausgiefien
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Anhang

C: REM-Priparation biologischer Proben fiir die FIB-Strukturanalyse

1. Fixieren: Probe fiir mind. 2 h bei 4 °C (Kiihlschrank) in Glutaraldehydlésung (2,5 % in PBS-
Medium) lagern
2. Spiilen: Probe fiir 15 min in PBS-Losung lagern, 3x mit frischer Losung durchfiihren
3. Dehydrieren: Probe in Ethanoll6sungen mit steigender Konzentration lagern:
1 min in 30 %
3 min in 50 %
5 minin 70 %
5 min in 90 %
5 minin 95 %
10 min in reinem Ethanol (2x)
20 min in reinem Ethanol
4. Trocknung: mindestens 15 min Lufttrocknung, Schutz vor Staub
5. Besputtern: 2 min mit 20 mA Au/Pd besputtern (ca. 3 - 5 nm)
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