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Kurzfassung

Biofouling ist die unerwinschte Besiedelung kinstlicher Oberflachen durch diverse
Organismen. Die 6konomischen und 6kologischen Folgen dieser biologischen Besiedlung
stellen nicht nur die Seeschifffahrt vor grolRe Probleme. Als umweltfreundliche MaR-
nahmen gegen Biofouling stehen heutzutage sogenannte fouling-release Technologien im
Vordergrund. Diese Beschichtungen sollen lediglich eine schwache Adhéasion der
Organismen bewirken und bereits durch Einwirkung von leichten Scherstrdmungen zu
einer Abldsung dieser fiihren. Da Diatomeen zu den ersten Mikroorganismen zahlen, die
eine Oberflache bei Kontakt mit einem natiirlichen Gewésser besiedeln und zudem h&ufig
auf kommerziellen Beschichtungen vorkommen, wurde die Diatomee Navicula permi-
nuta, eine Kieselalgen-Gattung, als Modellorganismus fir die Adhédsionsstudien gewéhit.

Die quantitative Untersuchung des Haftvermdgens von N. perminuta erfolgte mit einem
mikrofluidischen Flusssystem, indem adharierte Algenzellen durch die Einwirkung einer
stufenweise zunehmenden Scherstrémung innerhalb 0,01 dyn/cm? und 5500 dyn/cm? von
einer Oberflache entfernt wurden.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden flr die verwendete Kieselalge zunéchst
experimentelle Parameter wie z. B. Inkubationszeit und Flussratenerhthung optimiert und
anschlieBend der Effekt unterschiedlicher Oberflacheneigenschaften, welche Relevanz fiir
den Prozess der Bioadhasion besitzen, untersucht. Darunter fielen Benetzung, Hydratation
und Ladung. Um den Einfluss unterschiedlicher Benetzungen auf die Adhdasionsstarke zu
ermitteln, wurden chemisch unterschiedliche SAMs (selbst-aggregierende Monolagen)
verwendet. Der Einfluss verschiedener Hydratationsgrade wurde durch Variation der
Anzahl von Ethylen-Glykol (EG) Einheiten in den SAMs untersucht. Die Wechsel-
wirkung einer Grenzflache mit Wassermolekilen spielte ebenso bei der Untersuchung
von Polysaccharidoberflachen und zwitterionischen SAMs eine wesentliche Rolle. Im
Zusammenhang mit zwitterionischen SAMs wurden ebenfalls die positiv bzw. negativ
geladenen Homologen analysiert.

Die Resultate zeigten, dass die Hydratation einer Oberflache im Vergleich zur Benetzung
und Ladung den grofiten Einfluss auf die permanente Adhasion von N. perminuta hatte.
Im Hinblick auf die Hydratation wurde anhand von EG-SAMSs demonstriert, dass eine
zunehmende Anzahl an EG-Einheiten eine stetige Schwéchung der Adhdsion herbei-
fihrte. Eine dhnliche schwache Adhdsion der Diatomeen wurde auf zwitterionischen
SAMs verzeichnet. Mit Polysacchariden beschichtete Substrate zeigten entgegen den
Erwartungen unzureichende fouling-release Eigenschaften, obwohl sie &hnlich wie OEG-
SAMs Hydratationseigenschaften besitzen. Auf SAMs mit unterschiedlichen Benetzungs-
eigenschaften konnte beobachtet werden, dass sich die Haftstdrke der Diatomeen auf
hydrophoben und hydrophilen SAMs deutlich unterschieden. Die Vorkonditionierung
ausgewdhlter SAMs im natirlichen Seewasser fiihrte zu Adsorption von Proteinen und
Makromolekiilen auf den Oberfl&chen, jedoch hatten diese in anschliefenden Haftstarke-



messungen keinen eindeutigen Effekt auf die Adhé&sionsstarke der Kieselalgen. Bei den
Adhésionsstudien auf entweder positiv oder negativ geladenen Oberflachen, wurde eine
starkere Adhé&sion der Diatomeen auf den positiv geladenen SAMs festgestellt. Um die im
Labor gewonnenen Adhésionserkenntnisse einer einzelnen Diatomeen-Spezies mit denen
einer gemischten Population unter natirlichen Bedingungen zu vergleichen, wurden
mikrofluidischen Feldmessungen auf dem marinen Versuchsgeldande des Florida Institute
of Technology durchgefiinrt. Im Vergleich mit den Laborresultaten, wiesen die
Organismen eine dhnlich schwache Adhéasion auf den EG-SAMs auf. Vor allen Dingen
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die Adhdsion der Mikroorganismen mit Zunahme
der Ethylen-Glykol Einheiten abnahm. Bei den Adhé&sionsstudien auf hydrophoben SAMs
zeichneten im Vergleich zum Labor uberraschend grof3e Unterschiede ab.

Sowohl in den Untersuchungen im Feld als auch im Labor wurden motile Diatomeen auf
den Oberflachen beobachtet. Die vollfiihrten Gleitbewegungen sind dabei typisch fir
raphide Diatomeen. In diesem Zusammenhang wurde untersucht, ob Bewegungsmuster
und Geschwindigkeiten der Diatomeen durch Benetzungsunterschiede einer Oberflache
beeinflusst werden. Die Analysen zeigten, dass Diatomeen langer auf der hydrophilen als
auf der hydrophoben Oberflache motil waren. Mit Hilfe von visuellen Darstellungen der
Gleitbewegungen konnten auf beiden Oberflachen keine Unterschiede in den Mustern
beobachtet werden. Bei folgenden Geschwindigkeitsanalysen der unterschiedlichen
Bewegungsmuster konnten ebenfalls keine Unterschiede zwischen den hydrophilen und
hydrophoben Beschichtungen festgestellt werden.

Vor allem wenn die Unterschiede zwischen Oberflichen nur gering waren, konnten
Trends aufgrund des Messfehlers nicht mit statistischer Signifikanz herausgearbeitet
werden. Der abschlielende Teil der Arbeit beschaftigte sich daher mit der Optimierung
des mikrofluidischen Systems, um die Préazision der Messungen zu erhéhen. Anhand von
Partikelmodellsystemen wurden unterschiedliche experimentelle Parameter wie Kanal-
positionen, Kanalh6hen, Partikelkonzentrationen, Druckschwankungen und deren Ein-
fluss auf die Streuung der Messwerte analysiert. VVor allem die Erweiterung des Setups
durch die Verwendung von Abstandshaltern, sogenannten Spacern, verbesserte die
Reproduzierbarkeit der Messungen deutlich.



Abstract

Biofouling is the undesired growth of marine organisms on artificial surfaces and has an
important economic and environmental impact. In recent years fouling-release
technologies have been significantly improved and can be considered as an environmental
benign approach against marine biofouling. Fouling-release coatings refer to those
surfaces on which microorganisms adhere only weakly allowing their release by applying
low shear stress (e.g. at a moving ship). As diatoms are among the first organisms to
settle on submerged surfaces and are frequently prevalent on fouling-release coatings
commercially used, we decided to investigate the adhesion strength of the diatom
Navicula perminuta.

To study cell adhesion strength quantitatively, a microfluidic shear force assay was used.
With this device the adhesion strength of adherent diatoms could be analyzed by
detaching them from substrates using a stepwise increased flow across six orders of
magnitude starting with very low shear forces of 0.01 dyn/cm?. Therefore the microfluidic
assay parameters such as incubation time and increase of the applied volumetric flow
were optimized.

In the first part of the presented work the effect of different surface properties relevant for
bioadhesion including wettability, hydration and charge was investigated. Consistently
with respect to the adhesion strength of N. perminuta, chemically different SAMs (self-
assembled monolayers) were used to observe the dependence on changing wettabilities.
Furthermore, SAMs with a varying number of ethylene glycol (EG) units were
investigated to demonstrate the effects of increasingly tightly bound water molecules to
the boundary layer - so called hydration. This parameter was also a major issue in the
examination of polysaccharide coatings and zwitterionic SAMs. In the context of
zwitterionic SAMs, the impact of single charged SAMs was also tested.

In general, the results have shown that wettability of a surface is less important compared
to hydration. It was demonstrated that an increasing number of EG units causes a
continuous weakening of the adhesion. It has been assumed, that hydration induced by
electrostatic interaction led to the same effect as described for EG-SAMs, since the
adhesion strength of the diatoms on zwitterionic SAMs was very weak. Unfortunately, the
polysaccharide coatings were shown to have unsatisfying fouling-release properties with
regard to the investigated diatom species. In case of surfaces with different wettabilities,
the diatoms were capable of distinguishing between hydrophobic and hydrophilic
properties of a surface. The preconditioning of a hydrophilic and a hydrophobic SAM
revealed to no significant effect on the adhesion of the algae cells. Furthermore, the
adhesion of negative charges diatoms on single charged SAMs resulted in either attraction
or repulsion. Overall, the mentioned findings are in accordance with the results of already
described studies on N. perminuta.



In order to compare the laboratory assays using a single diatom species with adhesion
behavior of mixed species under natural conditions, microfluidic measurements on the
same surfaces used in the lab were performed at a marine test site of the Florida Institute
of Technology. The results of these studies showed, on the one hand, similar adhesion
trends as found in the laboratory test such as the good performance EG SAMs. In line
with the lab results it was found that the adhesion of microorganisms decreased with
increasing ethylene glycol units. Differences were found on hydrophobic SAMs, as the
microorganisms adhered weakly compared to single species in the lab investigations.

Both, the observations in the field and in the laboratory showed diatoms moving over the
surfaces. This movement, so called gliding is part of a raphide diatom. After it has been
shown, that the permanent adhesion of N. perminuta depends on the wettability of a
surface, the question arises whether the gliding processes including gliding patterns and
velocities also are affected by different surface properties. The results reveal that
movement was observed longer on the hydrophilic than on the hydrophobic surface.
Furthermore, on both, hydrophobic and hydrophilic SAMs the movement patterns were
indiscernible. In the following observations of the velocities of several movement
patterns, noticeable features could be found neither on the hydrophilic SAM nor on the
hydrophobic SAM.

Due to the biological variability in the conducted adhesion strength investigations, the
closing part of this work deals with the optimization of the microfluidic device. Thereby,
the reliability of the measurement should be improved. Using model systems based on
particles different parameters and their implication on the measurements were tested
including channel position, channel heights, concentration of the particles, and pressure
fluctuations. It was assumed, that channel deformations caused by pressure drops at
increasingly high shear stress levels seem to be the reason for the occurring lacks of
reproducibility. By upgrading the microfluidic setup involving spacer, the device
performance could be improved noticeably.
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1 Einleitung und Biofouling-Hintergrund

1. Einleitung und Biofouling-Hintergrund

Unter Biofouling wird die unerwiinschte Anreicherung verschiedener Mikroorganismen
an starre Grenzflachen in diversen Wassersystemen verstanden. Vor allem fiir die Schiff-
fahrtindustrie ist dies ein beachtliches Problem. Angefangen bei Mikro- (Bakterien, Al-
gen, Protozoen) bis hin zu Makroanlagerungen (Seepocken, Muscheln, Seetang) fiihren
die biologischen Besiedlungen zu einem hdéheren Strémungswiderstand und somit zu
enormen Energieverlusten und damit verbunden zu einer erhéhten Schadstoffemission [1-
2]. Schon fruhere Seefahrervélker versuchten die Problematik, die das Biofouling mit
sich brachte, zu bezwingen. Phonizier zum Beispiel strichen ihre Schiffe mit einem
Gemisch aus Ol, Arsen und Schwefel an, Wikinger benutzen Holzteer [3-4]. Auch in den
letzten Dekaden wurden bereits unzahlige MalRnahmen ergriffen, um solche biologischen
Besiedlungen an Oberflachen zu verhindern, sei es im Hinblick auf 6konomische oder
okologische Bedenken [5-8]. Eine einfach erscheinende Methode beinhaltet lediglich das
Abkratzen der Bewiichse von den betroffenen Stellen. Da diese Anlagerungen jedoch
immense Ausmalie annehmen kdnnen, ist die Reinigung ein langwieriger Prozess, der
zudem in neuster Zeit durch den Einsatz aggressiver Chemikalien als Hilfsmittel ein
gesundheitsschadliches Risiko darstellt. Abgesehen davon, kénnen ausgereifte Biofilme
auf Seefahrzeugen nicht nur zu einer negativen Energieeffizienz fiihren, sondern ebenso
das mikroorganelle Gleichgewicht heimischer Gewasser durch Einbringung fremder
Spezies in diese gefahrden [9-10].

Ein groRer Schritt zur Bewaltigung des Problems schien getan als biozidhaltige anti-
fouling-Beschichtungen wie TBT-SPC Beschichtungsfarben (tributyltin-self-polishing-
copolymer) den Markt eroberten [3]. Diese Farben wurden jedoch bald als hochtoxisch
deklariert, denn sie verhinderten nicht nur die unerwinschte Adhdasion von Biofouling-
Organismen an Oberflachen, sondern verursachten auch Stérungen in bestimmten
Entwicklungsphasen anderer mariner Lebewesen (sogenannte non-target-Organismen)
[11-13]. Nach jahrzehntelanger VVerwendung wurde 2001 daher ein schrittweises Verbot
der TBT- und weiterer Organozinnverbindungen in Beschichtungsfarben durch die
Antifouling-Konvention eingeleitet, welches bis 2008 vollzogen sein musste [14-17]. In
dieser Zeit traten sogenannte fouling-release (FR)-Beschichtungen in den Fokus des Inte-
resses [7-8, 18]. Diese sollten auf nicht-toxischer Ebene agieren und lediglich die Wech-
selwirkung der von den Mikroorganismen ausgesonderten Adhdsiven mit einer Ober-
flache derart beeinflussen, dass kein permanenter Kontakt zustande kommen kann. Da die
hochkomplizierten Adhdsionsvorgénge von Spezies zu Spezies und Oberflache zu Ober-
flache variieren, bedarf die Entwicklung solcher Beschichtungen ausfiihrlicher Kennt-
nisse, zum einen Uber die physikalische und chemische Beschaffenheit der verwendeten
Oberflache und zum anderen tber die Biologie (u.a. Adhé&sionseigenschaften) der be-
troffenen Mikroorganismen. Physikochemische Aspekte wie Oberflachenenergie, Hydra-
tisierung, Polaritdt und mechanische Eigenschaften, aber auch die Topographie einer
Oberflache, kdnnen eine Rolle flr das Adhésionsverhalten spielen [19-22]. Was die
Mikroorganismen betrifft, wird den unizelluldren Mikrofoulern wie Bakterien und
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Diatomeen spezielle Aufmerksamkeit gewidmet, da sie den Biofouling-Prozess initiieren
[8]. Im besten Fall sollte eine Beschichtung in biologischen Erprobungen mit einer
Vielzahl an marinen Mikroorganismen untersucht werden, denn letztendlich entscheidet
das Zusammenspiel vieler adhdrierender Organismen Uber die Leistungsfahigkeit eines
fouling-release-Materials [23].

Um Interaktionen adhérierender Zellen mit einer Oberflache zu untersuchen existieren
zahlreiche Methoden [24]. Oft macht man sich das erzwungene Abldsen von Zellen von
einem Substrat zu Nutze. Hierfur werden im Labor hydrodynamische Scherkraftassays in
Parallelplatten-Flusskammern, Spinning Disc-Methoden [25-26] oder die Rasterkraft-
mikroskopie (AFM, engl. Atomic Force Microscopy), die auf der Mikromanipulations-
ebene agiert [27-28], genutzt. In Bezug auf die Flusskammern, die extensiv in der Zell-
biologie ihren Einsatz finden, sind vor allem Mikrokanalsysteme in den Vordergrund ge-
rickt. Diese lassen im Vergleich zu konventionellen Parallelplattenassays weitaus héhere
Scherkrafte im System zu [29-30]. Dies ist wiederum wichtig, um auch starker adharierte
Zellen von einer Oberflachen I6sen und untersuchen zu kénnen. Die Mikrodimensionen
verlangen zudem keine grof’e Menge an Zellmaterial und der wahlweise simultane Ver-
suchsaufbaus mit mehreren Proben ermdglicht eine hohe Experimentrate in einem kurzen
Zeitraum [31]. Der wohl grofte Vorteil ist die Variation des laminaren Flusses im Bereich
einiger Grolenordnungen und die Mdglichkeit wahrenddessen mehrere Hundert Zellen
simultan in ihrem Abrissverhalten verfolgen zu kénnen [24, 29].

Wir haben ein mikrofluidisches Flusssystem entwickelt, mit dem sich eine quantitative
Untersuchung von Zellinteraktionen mit verschiedenen Substraten verwirklichen l&sst.
Durch den Aufbau mit vier rdumlich getrennten Kanalsystemen kénnen zudem die Fakto-
ren Oberflache, Medium und Zellen individuell fir jeden einzelnen Kanal unabhéngig
von den anderen variiert werden. Nach einer bestimmten Adhé&sionsphase lassen sich
festhaftende Zellen im darauffolgenden Abrissexperiment untersuchen, indem man sie
wahrend eines stufenweise zunehmenden Flusses wahrend des Abrissvorgangs quanti-
fiziert. Auf diese Weise konnte bereits mit dem mikrofluidischen System die Abhé&ngig-
keit der Adhasionsstarke von Fibroblastzellen auf unterschiedlich stark hydratisierten
Ethylen-Glykol (EG)-Oberflachen analysiert werden [32]. Die Untersuchung der gleichen
Zellen auf anisotropen Polymerfilmen zeigte, dass deren Ablésung von der Flussrichtung
abhangt [33]. Weiterhin konnte durch die Erforschung leukdmischer CD44++-Zellen
gezeigt werden, dass ein sogenannter ,.catch-bond“-vermittelter Rollmechanismus auf
Hyaluronsdure-Substraten besteht [34]. Im entsprechenden Zusammenhang wurde dieser
Rollmechanismus in einer aktuellen Studie weiter untersucht [35]. In neuster Zeit konnten
ebenso Adhésionserkenntnisse uber ein marines Bakterium auf SAMs unterschiedlicher
Eigenschaften erlangt werden [36] und Zelluntersuchungen auf Metall-Organischen
Gerlsten (MOFs engl. Metal-Organic Frameworks) erfolgen [37].

Sowohl in den zuvor genannten Publikationen als auch in dieser Arbeit dienten haupt-
séchlich Selbst-Aggregierende-Monolagen (SAMs) als Modelloberfllachen [20]. Durch
den Prozess der Selbst-Aggregation bilden sich nicht nur auf einfachste Weise definierte
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und hoch reproduzierbare Oberflachenfilme aus, durch die Wahl des Substrats konnen
zudem auch die mechanischen Eigenschaften eines SAMs bestimmt werden [38-40]. Vor
allem im biomedizinischen Bereichen waren und sind SAMs von hohem Nutzen um Zell-
bzw. Proteininteraktionen mit einer Oberflache zu untersuchen [32, 41-44]. Aber auch in
der marinen Biofouling-Forschung ist die Darstellung von Oberflachen durch die Selbst-
Aggregation weit verbreitet [45-48].

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit nimmt sich zundchst der Optimierung der
mikrofluidischen Versuchsparameter speziell fiir die Diatomee Navicula perminuta an,
worauf anschliefend im Hauptteil Adhdsionsstarkemessungen folgen. Die Wahl der
Diatomee N. perminuta als bekannter Modellorganismus [48-51] grundet sich in dessen
Bedeutsamkeit als Fouling Organismus. Diese Diatomee ist als ein sehr h&ufig auf
kommerziellen fouling-release Anstrichen vorkommender Organismus eine besondere
Herausforderung in der Biofouling-Forschung [52].

In diesem Zusammenhang standen die Untersuchung des Adhasionsverhaltens von N.
perminuta auf Oberflachen unterschiedlicher Benetzbarkeit und Hydratation und der
Einfluss von Oberflachenladung und —konditionierung im Vordergrund. Die Benetzbar-
keit einer Oberflache mit Wasser (Hydrophobie/Hydrophilie) stellt einen der wichtigsten
Punkte fiir das Adhésionsverhalten von Mikroorganismen und Zellen dar [45, 47, 53-55].
Fur die Fahigkeit Wasser durch Wasserstoffbriickenbindungen nicht nur an der Grenz-
flache sondern auch im Inneren der Oberflache zu binden (Hydratation), sind vor allem
Ethylen-Glykole bekannt [56-58]. Bei diesen Oberflachen geht die Anzahl der EG-
Einheiten mit der Packungsdichte, der Konformation und der Hydratation einher [19, 56,
59-62]. Ahnliche Hydratationseigenschaften weisen immobilisierte Polysaccharide auf
und waren aufgrundessen Teil der vorliegenden Untersuchung [63]. Die Ladung einer
Oberflache wird ebenfalls als ein einflussreicher Faktor fur den Adhéasionsprozess von
Mikroorganismen genannt [64]. In diesem Zusammenhang waren geladene SAMs und
vor allem zwitterionische Systeme aufgrund ihrer starken, durch elektrostatische
Wechselwirkungen hervorgerufenen Interaktion mit Wassermolekulen flr diese Arbeit
sehr interessant [65-68]. Auf die Konditionierung wurde in den vorliegenden Studien
ebenso Bezug genommen, da diese erst kirzlich als ein wichtiger Parameter bei der
Besiedlung einer Oberflache durch Mikroorganismen beschrieben worden ist [69]. Da auf
Laborebene Spezies oft nur unabhdngig voneinander und unter kiinstlichen Bedingungen
untersucht werden, stellen bei der Entwicklung neuer fouling-release Materialien
sogenannte Feld-Tests eine wichtige Erganzung zur bestehenden Laborforschung dar [52,
70-73]. Um die Leistung einiger zuvor genannter Modelloberflachen (SAMs unter-
schiedlicher Benetzungen bzw. EG-SAMSs) im Hinblick auf adhérierende Mikroorganis-
men aus natlrlicher Meerwasserumgebung zu untersuchen, wurden mikrofluidische
Messungen an der atlantischen Kiiste von Florida durchgefiihrt (Versuchsgeldnde des
Florida Institute of Technology, Abteilung fiir Oceanography and Ocean Engineering).



Unabhangig von der Spezies wurde bei den Experimenten die im Seewasser vorhandene
gemischte Population betrachtet.

Im dritten Teil dieser Arbeit wird die Motilitdt von N. perminuta néher untersucht. Die
verwendete Algenspezies ist zwar im frei schwebenden Zustand in Gewassern nicht
motil, verfligt allerdings Uber die Fahigkeit nach Kontakt mit einer Oberflache Kriech-
bewegungen auszufuhren. Hypothesen und Aufklarungen ber den Bewegungsmecha-
nismus von Diatomeen finden sich zusammengefasst in Ubersichtsartikeln [74-76],
ebenso sind zahlreiche Einflusse wie z.B. Salinitdt, Temperaturdnderungen,
Lichteinwirkung und elektromagnetische Strahlung auf die Kriechbewegungen untersucht
worden [77-80]. Allgemeine Geschwindigkeitsanalysen auf Oberflachen mit variierenden
Eigenschaften sind jedoch selten und werden aufgrund dessen in der vorliegenden Arbeit
thematisiert. In diesem Zusammenhang erfolgt zunéchst eine allgemeine Betrachtung der
Kriechbewegungen von N. perminuta auf zwei SAMs mit gegensétzlichen Benetzungs-
eigenschaften und anschlieBend eine Analyse der Geschwindigkeit einzelner motiler
Diatomeen und als Gesamtheit.

Resultierend aus den vereinzelt schwankenden Statistiken der biologischen Unter-
suchungen, stellte sich im weiteren Verlauf der Arbeit die Frage, ob das verwendete
mikrofluidische System hinsichtlich seiner Leistungsféhigkeit und Verl&sslichkeit gege-
benenfalls optimiert werden kann. Um die Reproduzierbarkeit zu testen, wurde ein Sys-
tem bestehend aus Hyaluronsdure- oder Dodecanthioloberflachen (DDT) und carboxy-
terminierten Polystyrol-Mikrosphéaren als Adhdsionsobjekte gewahlt. Als starre Partikel
unterliegen diese im Gegensatz zu Diatomeen keinen Umwelt- und Zyklusschwankungen.
Zudem lagen die bestehenden Wechselwirkungskréfte zwischen Partikel und Oberflache
im Bereich der vom System generierten Scherstromung. Die Abrissexperimente wurden
mit unterschiedlichen Versuchsparametern durchgefuhrt und hinsichtlich der Repro-
duzierbarkeit getestet.



2 Theorie

2. Theorie

2.1. Diatomeen

Im Jahr 1703 erschienen zum ersten Mal Berichte und Skizzen von Diatomeen. Der
Entdecker, ein englischer Gutsherr, untersuchte zu diesem Zeitpunkt eigentlich Wasser-
linsen (Lemna) eines Teiches unter einem Lichtmikroskop als ihm unbekannte Strukturen
auffielen, die an den Linsen hafteten und auch ins Wasser tbergingen. Er hielt die »vielen
hibschen Formen. fir Pflanzen (Abbildung 1) [81]. Tatsachlich handelte es sich um
Kieselalgen (Diatomeen), deren Plastide im Gegensatz zu Landpflanzen und anderen
photosynthetisch aktiven Algen lediglich Chlorophyll a und ¢ und kein Chlorophyll b
enthalten. Ende des 18. Jahrhunderts wurden erste offizielle Arbeiten Gber Diatomeen
publiziert, worauf ein neues und bis heute spannendes Forschungsgebiet erschlossen war
[82].

Abbildung 1: Vielfaltige Formen von Diatomeen [83]. lhre gelb-bréunliche Farbe ist das Resultat des
Farbstoffes Fucoxanthin in den Chloroplasten. Diatomeen kénnen Ketten bilden, auch Spiralen sind nicht
selten. Beides geschieht aus Schutz vor Fressfeinden oder als Schwebehilfe im offenen Gewasser.

Eine revolutiondre Studie von Allen et al. aus dem Jahr 2011 zeigte, dass Diatomeen
einen Harnstoffzyklus besitzen, der sie entwicklungsmalig mit S&ugetieren in Verbin-
dung stellt, welche in der Evolution jedoch erst einige Millionen Jahre spater auftauchten.
Der vorhandene Harnstoffzyklus erklart wiederum wieso sich Diatomeen zu Primér-
erzeugern in vielen Teilen der Weltmeere entwickelt haben: sie besitzen dadurch die
Eigenschaft sich schnell nach langen N&hrstoffmangelperioden zu erholen, um sich
daraufhin wieder rapide zu vermehren [84-85].

Biologisch gesehen sind Diatomeen eukaryotische und autotrophe, einzellige Organis-
men, wobei es auch in Kolonien lebende Arten gibt. Charakterisiert sind sie vor allem
durch ihre silikathaltigen (SiO;) Zellwéande (woher auch der Name Kieselalgen stammt),
die eine ziervolle Nanofeinstruktur besitzen und artspezifisch sind [86-87]. Mittlerweile
versuchen sogar Wissenschaftler diese auferordentlich komplexe Biomineralisation
mittels Computersimulationen nachzuvollziehen [88-89]. Fur die Diatomeen selbst stellen
die harten Silikazellwénde, die auch als Frusteln bezeichnet werden, einen Schutz gegen
physikalische, biologische und chemische Umwelteinflisse dar [76] oder helfen diesen
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durch ihre Morphologie auf Stromungsaufkommen zu reagieren. Auf dem Gebiet des
Diatomeenaufbaus, ihrer Zellteilung und Bewegung hat R. Lauterborn (Zool. Inst.
Universitat Heidelberg) im Jahr 1896 in einem bemerkenswerten Werk zusammengefasst
[90]. Obwohl seine Beobachtungen mit minimalistischen Mitteln erfolgten, ist heute
unumstritten, dass sie bis ins kleinste Detail richtig waren [91]. Betrachtet man den
Aufbau einer pennaten Diatomee, eine Klasse, die in dieser Arbeit verwendet wurde, so
besteht sie aus zwei identischen, sich berlappenden schalenformigen Teilen (Valven =
Theken) von denen eine Halfte (Epitheka) etwas groRer als die andere (Hypotheka) ist
(Abbildung 2).

Raphe

Girtelband der Epitheka
(Epipleura) / \

} Epitheka
}  Hypotheka

Gurtelband der Hypotheka
(Hypopleura)

Abbildung 2: Grundlegender Aufbau einer pennaten, raphiden Diatomee.

Der Zusammenhalt zwischen den Theken wird durch die Gurtelbander unterstitzt, welche
jede der beiden Theken komplett umlaufen. Auf jeder Valve verlauft eine Raphe- ein
linienférmiger Spalt, der sich jeweils langs der Zellachse erstreckt und fiir die Aussonde-
rung von extrazellularen Polymersubstanzen (EPS) verantwortlich ist (Kapitel 2.1.1,
S. 8). Der Aufbau aus zwei Halften spielt eine groRe Rolle bei der Vermehrung der
diploiden (zwei vollstandige Chromosomensatze) Kieselalge, die in erster Linie unge-
schlechtlich durch Mitose (Kernteilung) und Cytokinese (Plasmateilung) stattfindet
(Abbildung 3 a, blaue Hervorhebung). Dabei bildet jede dieser zwei Halften ein neues
Gegenstuck, wobei sich die zwei so neu gebildeten Diatomeen nach vollkommener
Ausbildung der jeweils neuen Valve trennen (Abbildung 3 b) [81, 92]. Folge der unter-
schiedlich groRen Valven ist jedoch, dass mit der Zeit die Grofle der nachkommenden
Diatomeen abnimmt. Unterschreitet deren Grél3e eine bestimmte Grenze, findet sexuelle
Fortpflanzung (Meiose) statt, um den Erhalt der Zelle zu sichern. Hierbei bildet die eine
Hélfte der Zellen ménnliche Gameten und die andere Halfte weibliche, die dann
paarweise zur Zygote verschmelzen und eine neue einzellige Diatomee ausbilden. Nach
dieser Phase der geschlechtlichen Vermehrung kann anschliefend wieder ungeschlecht-
liche Vermehrung stattfinden (Abbildung 3 griine Hervorhebung).
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Abbildung 3: a) Illustrierung der beiden moglichen Fortpflanzungszyklen von Diatomeen [93]. Blaue Her-
vorhebung: ungeschlechtliche Fortpflanzung durch Mitose und Cytokinese. Griine Hervorhebung: sexuelle
Fortpflanzung (Meiose); b) detaillierte Darstellung der Zellteilungsprozedur [81].

Die Unterteilung der Diatomeen geschieht in drei Klassen (insgesamt ca. 200 Gattungen
und 100 000 Arten, von einigen wenigen um bis einigen mm groR) [94]: zentrische
Kieselalgen haben meist runde oder auch dreieckige Schalen und kommen vorwiegend
planktisch (frei schwebend im Ozean) vor. Raphide und araphide (pennate) Kieselalgen
sind hingegen stab-, schiffchen-, oder auch mondférmig und sind planktisch und ben-
thisch (in Kontakt mit Substraten) vorzufinden [95]. Ableitbar aus der Anzahl der Spezies
ist hierbei die groRte vorkommende Kieselalgen-Gruppe die der raphiden Diatomeen.
Wie bereits erwahnt, besitzen die Diatomeen in diesem Fall sogenannte Raphen, durch
welche schleimartige Polymersubstanzen ausgesondert werden kénnen. Diese sind fir die
permanente Adhdsion der Diatomeen von groRer Bedeutung. Ebenso kann mittels dieser
Substanzen Motilitat bei Bertihrung mit einer Oberflache gewahrleistet werden [76]. Ab-
gesehen von einigen wenigen mannlichen Gameten ist allen drei Diatomeen-Klassen
gemeinsam, dass sie im planktonischen Zustand nicht motile Spezies darstellen, die allein
durch Gravitation auf Oberflachen absinken oder durch Gewasserstromungen ihre Rich-
tung vorgegeben bekommen.

Als Lebensraume der Diatomeen sind zum einen feuchte oder in Wasser eintauchende
Grenzflachen (benthischer Zustand) und zum anderen offene Wassersysteme (plank-
tischer Zustand) zu nennen. Sie kommen sowohl in SUR- als auch in Meerwasser vor [96].
Im letzteren sind sie aufgrund des Né&hrstoffreichtums vor allem in Kistenndhe zu finden.
In der offenen See sind es vorzugsweise die tieferen Gewasser, wo néhrstoffreiches
Tiefenwasser an die Ozeanoberflache gebracht wird (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Verteilung des Phytoplanktons im atlantischen Ozean 1978-1979, gemessen an der
Chlorophyll-Konzentration (Quelle: SeaWiFS-Projekt, NASA).

Auf dem Gebiet des SuRwasserphytoplanktons hat G. E. Hutchinson, ein bekannter
Limnologe, bedeutende 6kologische Untersuchungen unternommen [97-99]. Im Allge-
meinen stellt Phytoplankton einen sehr wichtigen Faktor im Klimakreislauf dar [100].
Diatomeen machen hierbei rund ein Drittel aller pflanzlichen Planktonarten aus und
leisten somit einen wesentlichen Beitrag zur Aufnahmeféhigkeit des Ozeans fiir atmos-
pharisches Kohlendioxid (20 % der atmospharischen CO,-Fixierung) [101-103]. Mit
Hilfe der Photosynthese baut Phytoplankton aus CO, und weiteren Nahrstoffen seine
Biomasse auf und ist somit die Basis in der Nahrungspyramide in Gewassern. Durch den
Klimawandel sehen Wissenschaftler jedoch diese Féhigkeit als gefahrdet an [104-105].
Dass Diatomeen abhéngig ihrer Gattung gewisse Temperaturbereiche fur ihr Wachstum
beanspruchen und empfindlich auf Temperaturunterschiede reagieren kdnnen, wurde in
zahlreichen Studien untersucht [96, 106-108]. Auch insgesamt nehmen Diatomeen
Umwelteinflusse (Salinitat, pH-Wert des Wassers) empfindlich wahr [107, 109-111].

Da an marinen Oberflachen gebildete Biofilme oft reich an pennaten Diatomeen sind, ist
die Erforschung dieser Gattungen und ihres Adhésionsverhaltens von groem wissen-
schaftlichem Wert. Studien ber die Kompositionen von Diatomeen-Gattungen und —Ar-
ten auf kommerziellen Schiffsbeschichtungen ergaben vor Kurzem, dass vor allem die
Gattungen Amphora, Cocconeis und Navicula vertreten sind. Zudem hingen die Zusam-
mensetzungen dieser und aller anderer Gattungen der gefundenen Diatomeen von der
geographischen Lage der untersuchten Objekte ab [52, 112].

2.1.1. Permanente Adhasion und Motilitdt von raphiden Diatomeen

Aufgrund der Né&he dieser Arbeit zu der raphiden Diatomeen-Gattung Navicula
beschrankt sich dieses und das folgende Kapitel auf die Adhé&sion von Diatomeen, die
Raphen aufweisen.

Die initiale Adhdsion von raphiden Diatomeen kommt durch sogenannte extrazellulare
Polymersubstanzen zustande (EPS), die in erster Linie Uber die Raphen ausgesondert
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werden [74-75] (Abbildung 5 A/B). Diese bestehen zum groRRen Teil aus Polysacchariden,
Proteoglykanen und Proteinen, die in einer hochkomplexen Weise miteinander im Zu-
sammenspiel stehen [113-118]. Fur die Adhasion von Diatomeen kénnen im Wesent-
lichen zwei Griinde genannt werden. Wie bereits erwéhnt, kann bei Kontakt mit einer
Oberflache Bewegung erfolgen (motile Adhé&sion), die dazu dient an Orte mit guinstigeren
Lichtverhaltnissen (Phototaxis) oder besserem Né&hrstoffaufkommen zu gelangen oder
ungunstige Stromungsaufkommen zu meiden [119-121]. Bei der sessilen Adhdsion tritt
ein permanenter Aufenthalt an einer starren Grenzflache ein. VVoraussetzung sowohl fiir
die motile als auch die sessile Adhésion ist die Aussonderung von Polymersubstanzen
[113-114]. Die Zusammensetzung dieser Substanzen unterscheidet sich hierbei fur beide
Adhésionsarten, und auch die Feinstrukturen der EPS konnen unterschiedlich sein: die
Frusteln einer permanent adhérierten Diatomee konnen durchgehend oder stellenweise
mit Polymersubstanzen bedeckt sein (Abbildung 5 A), ebenso kdnnen die sogenannten
Klebstoffe (EPS) als eine Art Klebebiindel bzw. -strang ausgehend von den Raphen der
Zelle fungieren (Abbildung 5 B/C) [113, 122] oder bei einer sich bewegenden Diatomee
als Spur zurlckbleiben (Abbildung 5 D).

Abbildung 5: REM-Aufnahmen von Pinnularia viridis. (A) Polymere Klebstoffe aus einer Raphe ausgeson-
dert; (B) aus beiden Raphen ausgesonderte Klebebundel mit Kontakt zum Substrat; (C) ein Klebestrang (1-
2 um breit), der erst nach 40 um den Kontakt zum Substrat hergestellt hat (@ Kontaktstelle: 10-15 um); (D)
zuriickbleibende Spuren einer sich bewegenden P. viridis; Skala [um]: 5 (A), 10 (B), 15 (C und D) [122].

Die Klebestrdange missen nicht zwangsweise durch die Raphen ausgesondert werden,
auch Regionen wie an der Spitze liegende Zellhillenporen sind dazu befahigt [113].
Diese Beféhigung ist jedoch eher den araphiden als den raphiden Arten vorbehalten
[123].

Der Kontakt einer raphiden Diatomee zu einer Oberflache erfolgt hauptséchlich, indem
sie nach der Landung auf einer Seite und auf dieser Seite liegend tber eine Raphe oder
beide Raphen adhériert [114]. Die zweite Mdglichkeit besteht in der Adhdsion nach dem
direkt Landen auf einer der Raphen (Abbildung 6). Es wurde beschrieben, dass Diatome-



en vorzugsweise auf der Seite (Gurtelband) landen, welche dann die Ausgangslage fiir
ihre permanente Adhasion darstellt [114].

a Adhdésion auf der Seite Direkte Adhé&sion Uber eine
(Gurtelbander) Raphe

Abbildung 6: Mdgliche Adhésionsprofile einer raphiden Diatomee: (a) Schematische Darstellung einer
Adhésion Uber die Sekretion der EPS aus einer der beiden Raphen; (b) REM-Aufnahmen: (A, B) Zellen auf
Gurtelbandern liegend tber eine Raphe oder beide Raphen adhdriert; (C) Adhésion direkt via einer Raphe.

Motilitat einer Diatomee kann nur stattfinden, wenn sie direkt mit einer ihrer Raphen ein
Substrat berthrt oder aus ihrer seitlichen Gurtelbandlage in die Rapheorientierung um-
kippt. Erst in dieser Position ist die VVoraussetzung fur eine Kriechbewegung erfullt. Be-
vor ein Umkippen zustande kommen kann, muss jedoch ein eventuell zweiter bestehender
EPS-Klebestrang geldst werden (roter Pfeil, Abbildung 7) [124]. Die Raphe, auf der die
Bewegung letztendlich erfolgt wird auch Antriebsraphe genannt [74, 76].

(P -

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Abldsung eines Klebestranges (roter Pfeil) und einer an-
schlieRenden Kriechbewegung einer raphiden Diatomee auf einer ihrer Raphen.

Findet eine Bewegung statt, so konnen die Geschwindigkeiten 0.1-25 um/s im Durch-
schnitt betragen, wobei die Bewegungsrichtung eine rein zuféllige ist und die Geschwin-
digkeiten von Spezies, Substratart und Umweltbedingungen abhéngig sind [125-126].
Wahrend des gesamten Kriechprozesses Uber ein Substrat werden Polymersubstanzen
ausgesondert, die mit voranschreitender Bewegung als eine Art Spur auf dem Substrat zu-
riickgelassen werden [127-128]. Mechanistisch betrachtet wird die Bewegung laut Edgar,
Zavortink und Pickett-Heaps uber Actin-Filament-assoziierte Motorproteine (Myosin) im
Inneren der Zelle bewerkstelligt, die mittels transmembraner Linkermolekile mit den
extrazellulédren Polymersubstanzen verbunden sind (Abbildung 8) [129-131]. Durch eine
Actin- bzw. Myosin Inhibition wurde bestatigt, dass diese als Struktur- bzw. Motorprotein
eine wesentliche Rolle in der Fortbewegung von Diatomeen spielen [132-133].
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des Gleitmechanismus pennater Diatomeen anhand eines Quer-
schnitts: Unmittelbar unter den Raphenspalten befinden sich paarweise angeordnete Actinfilamentbiindel
(violett), die als Transportbahnen fiir Schleimvesikel (rot) dienen. Den Transport des Schleimfadens
entlang der Aktinbindel dbernimmt Myosin (grin) als Motorprotein. Die Klebestoffe werden tber die
Plasmamembran und durch die Raphenspalten hindurch nach auBen gedriickt. Der an das Substrat haftende
Klebestrang bleibt zunéchst ber das Myosin (griin) mit der Plasmamembran verbunden. Nachdem die
Faden das Ende der Raphe erreicht haben, werden sie von der Plasmamembran getrennt und bleiben auf-
grund ihrer Klebrigen Konsistenz auf der Unterlage haften. Dadurch kommt die Schleimspur zustande.
Obere und untere Raphe produzieren gleichzeitig Schleimféden. Zeichnung modifiziert aus [134].

Mit dem Modell nach Edgar ist die Vorwartsbewegung in eine einzelne Richtung
hinreichend beschrieben, jedoch besteht bis heute Erklarungsbedarf hinsichtlich des
Richtungswechsels von kriechenden Diatomeen auf Oberflachen. Wie im Ergebniskapitel
6.1 (S. 120) gezeigt, kdnnen diese zufallig abbiegen oder sogar ohne zu wenden abrupt
ihre Richtung wechseln. Letzteres ware theoretisch durch eine Umkehrung des
Motorsystems zu bewerkstelligen, allerdings ist der Hintergrund der zahlreichen und
vielfaltigen Kurven oder sogar Rotationsbewegungen schwierig mit dem ,,Geradeaus-
Mechanismus® wie ihn das Edgar-Modell beschreibt, zu deuten. Wang et al. postulierten
kirzlich ein erweitertes Bewegungsmodell, in dem sich Diatomeen (Navicula sp.) Uber
sogenannte Pseudopodien (ScheinfuRchen) fortbewegen, die durch Extrapolymere
Substanzen abwechselnd durch die Raphenspalten hinaus gedrickt werden und somit
Reibungskraft produzieren, die schlieBlich in Bewegungen resultieren. Mittels konfokaler
Mikroskopie untersuchten sie zwei zirkulare Strukturen, die jeweils an beiden Enden
einer Diatomee lokalisiert und reich an Actin sind. Da dieses als ein wichtiger Part in den
Studien von Edgar identifiziert worden ist, wurden die zirkularen Strukturen als
bedeutsames Funktionsglied fir die Kriechbewegungen vermutet. Wieso jedoch lediglich
6.5 % der motilen Diatomeen diese zirkularen Strukturen aufwiesen bedarf noch weiterer
Untersuchungen [135].

Die wadhrend einer Fortbewegung entstehenden EPS-Spuren konnten bereits gut
visualisiert werden. REM-Aufnahmen von der Diatomee P. viridis beschrieben die
zuriickbleibenden Spuren als ungleichmalige zur Bewegungsrichtung senkrecht aus-
gerichtete Krauselungen aus Klebestrangen, die flach auf dem Substrat kleben. Eine
erganzende AFM-Studie ergab, dass die Klebestrange in hydratisierter Form 3 um breit
und 300 nm hoch waren und sich tber Millimeter auf dem Substrat hinzogen. Zudem
wiesen sie keinerlei Substruktur auf [127]. Mittels AFM konnten auflerdem im All-
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gemeinen Aufschllsse tber die physikalische Beschaffenheit von EPS gewonnen werden
[122]. Es kommt zum Beispiel vor, dass die ausgesonderten Polymersubstanzen derart
dicht und fest in ihrer Struktur sind, dass sie die Zellen in ihrer Weiterbewegung hemmen
konnen [75]. Als Folge kann es daraufhin zu einer permanenten Adhdsion kommen.
Jedoch konnen kriechende Diatomeen auch generell jeder Zeit von der motilen in die
permanente Adhésion (ibergehen. Abbildung 9 zeigt zusammenfassend eine Ubersicht der
Adhé&sionsmoglichkeiten.

1. Oberflachenkontakt PERMANENTE ADHASION

\ 4

iiber Glrtelbander auf dem Substrat
umkippen
2. Oberflachenkontakt R GLEITEN auf dem
auf einer Raphe i Substrat

Abbildung 9: Mdégliche Adhésionsweisen der Diatomee N. perminuta.

Gegenwartig ist wenig dariiber bekannt, ob sich die adhdsiven Polymersubstanzen an
unterschiedliche Oberflachen durch Aussonderung von Polymeren in verschiedenen
Zusammensetzungen anpassen kénnen oder in wie fern die molekularen Eigenschaften
der Makromolekiile ihre mechanischen Funktionen bei der Adhé&sion an ein Substrat
bestimmen. Wé&hrend AFM-Studien von Higgins et al. erkennen lieRen, dass die aus-
gesonderten Polymere auf einer hydrophoben bzw. hydrophilen Oberflache in ihrer
Festigkeit variierten, berichteten Arce et al. Uber keinen auffallenden Unterschied bei der
Ablésung von Diatomeen von einer hydrophoben bzw. hydrophilen Oberflache durch
einen AFM-Cantilever Spitze [126, 136].

2.1.2. Die Diatomee Navicula perminuta

Insgesamt umfasst die Diatomeengattung der Navicula rund 250 Spezies. lhren Namen
hat sie ihrer schiffchenartigen Form zu verdanken, die in der Raphenansicht deutlich wird
(Abbildung 10 A/a). In der Seitenansicht erscheinen diese Kieselalgen rechteckig
(Abbildung 10 B/b). Abbildung 10 C/c zeigt zudem die Seitenansicht sich teilender
Diatomeen. Die ZellgroRen der Navicula Algen betragen 5-70 um [137]. Navicula permi-
nuta, die in dieser Arbeit verwendete Spezies, ist 10-13 um lang und etwa 5-6 um breit
[137].
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Seitenansicht sich
teilender Zellen

Raphenansicht Seitenansicht

zwei Chloroplasten einer zwei Chloroplasten einer  zwei weitere Chloroplasten in
Diatomee-Tochterzelle Diatomee-Tochterzelle einer neu entstehenden
in der Raphenansicht in der Seitenansicht Diatomeezelle.

Abbildung 10: REM- (A, B, C) bzw. Lichtmikroskopieaufnahmen (a, b, c) dreier wichtiger Zellansichten
von Navicula perminuta: (A/a) Zelle von oben betrachtet (Rapheansicht); (B/b) in der Seitenansicht sind die
zwei Valven der Frustel erkennbar; (C/c) neu gebildete Diatomeezelle als finale Phase der Zellteilung.

Was ihre Adhésionseigenschaften auf unterschiedlichen Substraten betrifft, so ist aus vor-
hergehenden Studien bekannt, dass N. perminuta starker auf hydrophoben als auf hydro-
philen Oberflachen adhdriert [48, 126]. Schilp et al. untersuchten die Algenzellen auf
EG¢OX-Oberflachen mit sich systematisch andernder Benetzbarkeit (Kontaktwinkel:
X =H (32°), Me (63°), Et (81°), Pr (95°)), indem sie adhérente Zellen in einer turbulenten
Wasserkanalapparatur einer konstanten Strdmung (Wandschubspannung von 8.2 Pa
(82 dyn/cm?)) aussetzten. Dabei zeigte sich, dass diese Diatomeen auf hydrophilen Ober-
flachen leichter durch die bestehende Strémung entfernt werden konnten [48]. Unter-
suchungen auf Xyrogel-Oberflachen mit Alkyl-, Fluoroalkyl- oder Aminoalkyl-Funktio-
nalitdt zeigten &hnliche Resultate, hydrophobe Xerogel-Oberflachen (Kontaktwinkel
zwischen 85° und 105°) erwiesen sich im Gegensatz zu hydrophilen Oberflachen (35-54°)
als attraktiver fur die Diatomeenadhésion (52 Pa Wandschubspannung in einem
turbulenten Wasserkanal) [138]. Dieser Trend wird ebenso durch Arbeiten von Krishnan
et al. gestitzt, die diese Diatomeen auf Blockcopolymer-Oberflachen mit hydrophilen
PEG (Poly(Ethylen-Glykol))- oder hydrohoben fluorierten Seitenketten adhérieren liefl3en,
wobei sich wiederum eine groRere Adhasionsstarke von Zellen auf den hydrophoben
Substraten zeigte [49]. Insbesondere amphiphile Blockcopolymer-Oberflachen mit
abwechselnd hydrophoben und hydrophilen Seitenketten (sowohl PEGyliert als auch
fluoriert) fiihrten zu einer verminderten Adhasion von Algenzellen [139]. Auch auf SAM-
Substraten gleicher chemischer Terminierung (gleiche Oberflachenenergie), jedoch
unterschiedlicher Kettenlangen (HS-(CH,)x-CHs, x = 7-17), wurde von Bowen et al. ein
Unterschied des Adhé&sionsverhaltens der Zellen festgestellt, indem die Anzahl der
Kieselalgenzellen (Zellen/mm?) vor und nach einem angelegten Fluss von 54 Pa bestimmt
wurde [50]. Dieser Effekt lasst sich auf molekularer Ebene erklaren: Langere Kettenmole-
kille weisen durch verstarkte intermolekulare van der Waals-Wechselwirkungen eine
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geordnete bzw. kristalline Struktur auf (x = 11-17), wéhrend dieser Effekt bei den kiirze-
ren Ketten weniger ausgepragt ist und diese als Folge in amorpher Form vorliegen
(x =7-10). Auf diese strukturellen Unterschiede haben bereits Evans und Ulman et al.
frih hingewiesen [140-141]. In jlingster Zeit bestatigten Leggett et al. diese Tatsache
mittels AFM durch Messungen der Reibungskoeffizienten (1), wobei der Wert fir p mit
den abnehmenden Methyleneinheiten zunimmt [142]. Resultat dieser Studie mit N. permi-
nuta war, dass die Kieselalgen sich durch die angelegte Scherstromung bedeutend ein-
facher von den kristallinen (trans-Struktur) als den amorphen (gauche-Struktureinheiten:
,,Defekte) Oberflachen entfernen lieRen. Es wurde postuliert, dass die amorphe Beschaf-
fenheit der Oberflache eine ausgedehntere Kontaktflache fir die von den Kieselalgen aus-
gesonderten EPS bietet. Werden zudem die amorphen Oberflachen einem Fluss ausge-
setzt, so wird durch den hoheren Reibungswiderstand ein Teil der Stromungsenergie in
Form von Wérme abgeleitet, so dass diese nicht mit voller Wirkung auf die adhdrenten
Zellen trifft. Als geladene Mikroorganismen zeigen N. perminuta aulRerdem auf Ober-
flachen mit einem elektrischen Potential ein deutlich anderes Verhalten als auf unge-
ladenen Substraten. Bei zwitterionischen Poly(Sulfobetainmethacrylat)-Substraten
(PolySBMA) konnte verglichen zu Glas ein um 85 % reduziertes Haftungsvermogen
(Zellen/mm?) verzeichnet werden. Die Zelldichte wurde hierbei vor und nach einem an-
gelegten Fluss von 54 Pa bestimmt [67].

2.2.  Fouling-Release Oberflachen

Aufgrund von gesetzlichen Reglementierungen und bekannter 6kologischer Probleme ist
es im Kampf gegen Biofouling inzwischen wichtiger geworden das Augenmerk nicht
ausschlieBlich auf die Entwicklung resistenter (Biozide miteinbegriffen) anti-fouling, son-
dern auch auf fouling-release Oberflachen zu richten. Diese verhindern nicht, dass Mikro-
organismen mit der Oberflache in Kontakt treten oder bei Kontakt abget6tet werden, son-
dern sollen sich erst bei der Interaktion eines Mikroorganismus mit dieser als unattraktiv
erweisen oder ihre volle Funktionalitdt vor allem durch Bewegungen eines Seefahr-
zeuges, am besten schon bei niedrigen Geschwindigkeiten, entfalten. Statische, dem
Wasser ausgesetzte Objekte hingegen mussten bei Verwendung von fouling-release Be-
schichtungen durch nur leichte Einwirkungen von mechanischen Hilfsmitteln vom un-
erwinschten Bewuchs zu befreien sein [143].

Grundlegende Studien von Whitesides et al. ermdéglichten es eine Reihe von Aussagen zu
potentiell inerten Oberflachen zu formulieren [144]. »Eine non-fouling bzw. fouling-
release Oberflache sollte hydrophile Eigenschaften besitzen« Angelehnt war diese
Aussage an die hervorragenden Proteinresistenzeigenschaften von EG-Oligomeren. Auch
elektrisch neutrale und zu Wasserstoffbriickenbindungen befahigte Oberflachen sind
potentiell geeignet [145]. Zudem wurden konformative Flexibilitdt und Elastizitat als
positive Eigenschaften identifiziert. In Bezug auf letzteres ist PDMS (Poly(dimethyl-
siloxan)) als Elastomer mit niedriger Oberflachenenergie ein prominentes und wirkungs-
volles Beispiel und ist zudem in vielen kommerziellen Beschichtungen als Verbindungs-
14
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material enthalten. Als hydrophobes Material widerspricht es jedoch dem erstgenannten
Kriterium. Zum Beispiel sind Diatomeen sehr haufig vorkommende Organismen auf
PDMS-basierenden Beschichtungen und zeigen somit, dass eine einzig erflllte
Voraussetzung nicht eine fouling-release Oberflache ausmachen kann [52, 126, 146-148].
Auch fur die weiteren genannten Faktoren lassen sich zahlreiche Gegenbeispiele finden,
die eindeutig zeigen, dass keine einheitlichen Regeln gelten: SAMs mit Wasserstoff-
donor-terminierten Mannosegruppen erwiesen sich als proteininert [149]. Im Vergleich
von neutral und negativ geladenen, jedoch chemisch gleichen Oberflachen, stellten sich
letztere als potentiell bessere Option heraus [21].

In erster Linie zeigen diese Bespiele, dass sich aufgrund der Existenz unzahliger und sich
in ihren Adhdsionsmechanismen unterscheidender Spezies die oben genannten Kriterien
nicht verallgemeinern lassen. Aufgrund dessen wird heutzutage vermehrt auf die Erfor-
schung von Oberflichen mit sich ergénzenden Eigenschaften gesetzt, welche die
Adhésion mehrerer Organismen auf einmal beeinflussen sollen: Amphiphile Substrate mit
abwechselnd hydrophoben und hydrophilen Einheiten sind vielversprechend [49, 139,
150-152]. In der Praxis ist Intersleekg900, ein amphiphiles Fluoropolymer, eine der
momentan fuhrenden fouling-release Beschichtung in der Schifffahrtindustrie [153]. Hin-
weise auf fouling-release-Eigenschaften alternierend geladener Oberflachen lieferte die
Natur selbst, da beispielsweise Phospholipide von Zelloberflichen oder auch Amino-
sauren im physiologischen pH-Bereich zwitterionisch sind [154]. Topographische
Funktionalisierungen wurden durch den Lotuseffekt als Protobeispiel inspiriert und sind
in Form von sogenannten Sharklets kommerziell eingesetzt worden [155-156]. Anhand
von diesen Beispielen wird die Inspiration und schnell voranschreitende Entwicklung
hinsichtlich der Biofouling-Forschung deutlich.

Im Folgenden sollen einige Oberflacheneigenschaften detaillierter besprochen werden,
um Einsicht in die Physikochemie gegen Biofouling wirksamer Beschichtungen zu
erlangen. Zunédchst wird jedoch naher auf die Auswirkung dieser auf Adhé&sionsvorgénge
im Allgemeinen eingegangen.

2.3.  Einfluss der Oberflacheneigenschaften auf Adhdsion

Als Adhésion wird im Allgemeinen das Haften gleich- oder verschiedenartiger Stoffe an-
einander bezeichnet. Wie stark ein Stoff an einen anderen klebt, hdngt dabei von den
molekularen Wechselwirkungen zwischen beiden Grenzflachen ab.

Eine wichtige physikochemische GroRe durch die eine Oberflache beschrieben werden
kann, ist ihre Oberflachenenergie y. Sie resultiert in erster Linie aus ihrer Oberfl&chen-
chemie, wobei sich diese durch atomare oder molekulare VVorgdnge an der Grenzflache
verandern kann. Aufgrund der zahlreichen Grenzflachen-Phdnomene, die auf unter-
schiedlichen Kréften beruhen, entstanden dementsprechend unterschiedliche Theorie, um
Adhasionsvorgange an einer Grenzflache beschreiben zu kénnen [157]: Zum einen gibt es
die Ausbildung chemischer Bindungen bei der Adhésion, zum anderen werden Grenz-
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flachenvorgénge auf der Ebene der Thermodynamik (Zisman, Fowkes, Good und Wu,
1963) oder Molekularphysik interpretiert. Die molekularphysikalische Auslegung unter-
teilt sich hierbei nochmal in die Polarisationstheorie nach De Bryne (1935), Elektro-
statische Theorie nach Derjagin (1950 bzw. erweitert durch Landau, Verwey und Over-
beek; DLVO-Theorie) und die Diffusionstheorie nach Voyutzkij (1960). Die Theorie zur
Beschreibung von Oberflachenenergie baut auf grenzflachenenergetischen GroRen auf,
die sich aus dem unterschiedlichen Potenzial zwischen den Molekilen und der Um-
gebung innerhalb einer Oberflache und den Molekulen an der Oberflache (Phasengrenze)
ergeben. Da sich Oberflachen unterschiedlicher Eigenschaften in ihrem molekularen
Aufbau unterscheiden ist es selbstverstandlich, dass jegliche zwischenmolekular auftre-
tenden Wechselwirkungen zwischen adsorbierenden Molekilen und Oberflache ungleich
sind. Daraus resultierend kann auch die Adhasion unterschiedlich stark sein. Ebenso
sollte der Adhasionsvorgang nicht ausschlielich auf eine scharfe Linie zwischen
Grenzflache und dem zweiten betrachteten Medium beschrankt werden, denn je nach
Struktur eines Substrats kann der Adhé&sionsvorgang durch mehrere Atomschichten
beeinflusst werden (siehe Kapitel 2.3.2 und 2.3.3, S. 19ff).

Um Einblicke in einen Adhdsionsvorgang z. B. von Proteinen oder Mikroorganismen an
ein Substrat zu erlangen, missen zundchst Informationen tber die Oberflachenenergie des
Substrats vorliegen. Dies ermdglicht in einfachster Art ein Benetzungsexperiment
(Kontaktwinkelmessung) mit Wasser Abbildung 11. Dabei wird ein Substrat umso mehr
durch Wasser benetzt (kleiner werdender Kontaktwinkel ®), desto hoher seine Ober-
flachenenergie in Bezug auf die zu benetzende Flussigkeit ist. Dies ist eine Folge daraus,
dass ein System stets das Bestreben nach der Kkleinsten freien Energie hat. Bei
Kontaktwinkeln von 0°<® <90° spricht man von einer hydrophilen Oberflache. In
einem Bereich von 90° <® <150° werden Oberflachen als hydrophob bezeichnet
(genauere Definitionen des Kontaktwinkels werden im Kapitel 3.2.3, S. 37, gegeben).

Kommt eine Oberfl&che in Kontakt mit einem Medium, so kommt es sofort zu Wechsel-
wirkungen zwischen Substrat und den Verbindungen im Medium (je nach Substrat sind es
van der Waals-, polare- oder elektrostatische Wechselwirkungen, Wasserstoffbriicken-
bindungen etc.)- es findet Adhésion statt. Die Adhasionsarbeit (Wj), die hierbei verrichtet
werden muss, ist als die Arbeit definiert, die bendtigt wird um das Medium (I, engl.
liquid) vom Substrat (s, engl. solid) zu separieren. Sie setzt sich zusammen aus der Ober-
flachenenergie des Substrats plus Oberflachenspannung des Mediums abzlglich der
Grenzflachenenergie zwischen Substrat und Medium (Abbildung 11).
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Y Y, = Oberflachenenergie Feststoff (solid)
v, = Oberflachenspannung Fliissigkeit (liquid)
(C] N Y4 = Grenzflaichenenergie zwischen Feststoff
< > und Flissigkeit (solid/liquid)
s sl ® = Kontaktwinkel zwischen den Phasen

Abbildung 11: Wirksame Kréfte bei der Ausbreitung eines Wassertropfens auf einer Oberfldche. Der
Kontaktwinkel © ist ein MaR fiir die Starke der Wechselwirkungen zwischen beiden Phasen.

Als Gleichung l&sst sich dieser Sachverhalt folgendermalien ausdriicken:

Wa=Vs+ Vi— Vsl

Da Wq = -AGg (1p.v,n) (freie Energie, Gibbs Energie) folgt:
—AGy = Vst Vi~ Vs

Mit cos © = (ys — y«1)/v1 folgt die Young-Dupré Gleichung
—AGg = y;(1 + cos0)

Aus dieser Gleichung ist ersichtlich, dass die Adhasionsenergie mit abnehmender
Oberflachenenergie, also schwaécherer Benetzung des Substrats durch Wasser abnimmt
[158]. Zur Berechnung der Oberflachenenergie eines Substrats wird der Extremfall eines
Kontaktwinkels von 0 (cos ® =1) zu Hilfe genommen. In diesem Fall wird die Ad-
hésionsarbeit gleich der Kohasionsarbeit (da Kohé&sionsarbeit: 2*ys) und die Spreitung
(Ausbreitung) des Wassers wird maximal. Zisman nutzte diesen Zusammenhang, indem
er cos O fiir verschiedene Fliissigkeiten gegen die Oberflachenspannung auftrug und die
Ausgleichsgerade auf cos ® =1 extrapolierte. Der korrespondierende Oberflachenspan-
nungswert wird als kritische Oberflachenspannung vt bezeichnet. Dieser Wert ent-
spricht der Oberflachenenergie des Festkorpers vs [159].

Als Schlussfolgerung kann zunéchst festgehalten werden, dass zunehmende Hydro-
phobizitdt mit einer Abnahme der Oberflachenenergie einhergeht bzw. mit zunehmender
Hydrophilie die Oberflachenenergie zunimmt. Jedoch wird dieses Prinzip umgekehrt
nicht strikt eingehalten: eine abnehmende Oberflachenenergie hat nicht immer eine
Zunahme der Hydrophobizitat (Kapitel 2.3.2 und 2.3.3, S. 19-22) und ebenso nicht immer
eine Abnahme der Adhé&sionsstarke zur Folge.

In diesem Hinblick ist es von grol3er Bedeutung, empirische Daten zu sammeln und damit
Oberflacheneigenschaften-abhéngige Adhésionstrends auszuarbeiten. Vor allem sind rea-
litatsbezogene Laborassays vielversprechende Maoglichkeiten Adhasionsverhalten von
diversen Mikroorganismen untersuchen zu kénnen. Kirzlich entwickelten Finlay et al. in
diesem Zusammenhang ein Kultivierungssystem, welches erlaubt Diatomeen wéahrend
ihres Wachstumszyklus in einem dynamischen Stromungskanal in ihrem Adhésions-
verhalten und ihren Adhésionsbedingungen zu evaluieren. Solche Studien ermdéglichen
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zum einen die Betrachtung der Biofilmentstehung in einem frihen Stadium und zum
anderen die Untersuchung von Adhasionsprozessen uber eine langere Periode hinaus [51,
160]. Holm et al. verwendeten zum Beispiel unterschiedliche beschichtete Rotationsdisks,
um den durch akkumulierte Biomasse verursachten hydrodynamischen Widerstand zu
quantifizieren [148]. Von immenser Bedeutung ist es ebenso, im Labor entwickelte und
viel versprechende Modellsysteme realen aquatischen Bedingungen auszusetzen, auf
statische oder dynamische Weise [70-73, 161-163]. Auf diese Art wird es im zunehmend
grolleren MaRe moglich Informationen ber Adhé&sionsvorgange zu erhalten und neue
fouling-release Materialien zu entwickeln.

2.3.1. Oberflichenchemie und Adsorption

Eine allgemeine Beziehung zwischen Benetzbarkeit eines Substrats und seiner Bio-
fouling-Eigenschaften wurde durch erstmals durch Baier 1970 formuliert [164-165]. Er
fand, dass der Bereich, in dem die Biomassenakkumulation auf einem Substrat am gering-
sten ist, einer kritischen Oberflachenenergie von 20-30 mN/m entspricht (Abbildung
12 a). Jedoch bedeutet eine gegen kleinere Werte strebende Oberflachenenergie nicht eine
weitere Abnahme der Biomassenakkumulation. Der Bereich der minimalen Adsorption
von Biomasse ist der sogenannte theta-Bereich und basiert wie aus der Bezeichnung
ersichtlich auf dem Konzept der Kontaktwinkelmessung (Abbildung 12 b) [55].

a) b)
A A X OEG Protein -
® OEG Ulva .
- - # OEG Navicula J &
o o Monosaccharides Protein .
a .2 Monosacchrides Ulva Y
; : e,
§ § ® Aliphatic SAMs Ulva Y,
Y g ‘
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K9] o 7 e
bt e ’
v
s © ® . “
t t t + t + | v T T T T "
10 20 30 40 50 &0 70 0 20 a0 60 80 100 120
kritische Oberflaichenenergie [mN/m] Kontaktwinkel [°]

Abbildung 12: a) Empirische Beziehung zwischen kritischer Oberflachenenergie und der relativen Menge
an Biomassenakkumulation nach Baier. Eine vollstdndige Resistenz gegen Adhdsionsvorgédnge ist nach der
Theorie von Baier nicht moglich [166]; b) Ubersicht diverser Untersuchungen zum Einfluss der Ober-
flachenbenetzung auf die Biomassenakkumulation in Form von Proteinen, Algensporen und Diatomeen
[55].

Die chemische Terminierung einer Oberflache korreliert unmittelbar mit seiner Ober-
flachenenergie und ist somit ein sehr wichtiger Parameter [167]. Damit einhergehend
variiert die Adhasionsstarke von Mikroorganismen auf Substraten mit unterschiedlichen
Oberflachenchemien. Dies wurde durch zahlreiche Studien belegt, sei es fir marine Bak-
terien oder Mikroalgen (Abbildung 12 b) [47, 54-55, 168]. Vieler dieser Studien sind auf
einem schnellen Weg Modelloberflachen mit definierten Modifikationen zu erstellen
realisiert worden -die Selbstaassemblierung. Zum ersten Mal wurde diese Methode 1983
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von Nuzzo und Allara beschrieben [169]. Durch den Prozess der spontanen Adsorption
von meist langkettigen Molekilen mit chemisch unterschiedlichen Terminierungen zu
einem monomolekularen Film auf festen Substraten entstehen Selbst-Aggregierende-
Monolagen (SAMs) [38]. Lange Molekdilketten der zu absorbierenden Molekiile ermdogli-
chen hierbei durch Maximierung der van der Waals-Wechselwirkungen eine hohe Ord-
nung des adsorbierten Films. Vor allem durch Chemisorption der entsprechenden Thio-
late an Gold, die auch in dieser Arbeit die Methode der Wahl zur SAM-Herstellung war,
werden hoch reproduzierbare Monolagen in einer grol3en Bandbreite erhalten. Heutzutage
haben SAMs, ob im biomedizinischen Bereich oder in der marinen Biofouling-
Forschung, einen groRen Anwendungsbereich [32, 36, 42, 47-48, 170].

2.3.2. Hydratation und Adsorption

Ende der 80er Jahre zeigten Jeon und Andrade, dass die Proteinresistenz von Poly-
(Ethylen-Glykol) (PEG)-beschichteten Oberflachen in Form von SAMs ein Resultat von
starken Wechselwirkungen der Oberflache mit Wassermolekdilen ist [171-172]. Dieser
Effekt wird ,sterische Repulsion” genannt und auf die EG = ((-OC,Hy)x)-Einheiten
zuriickgefuhrt, welche die ausgepréagte Fahigkeit besitzen Wasser durch Wasserstoff-
briickenbindungen (H-Briicken) an der Grenzflache, aber auch im Inneren ihrer Molekul-
struktur zu binden [173]. Im Allgemeinen weisen alle Oligo(Ethylen-Glykol)-terminierten
SAMs diese Eigenschaft mehr oder weniger ausgepragt auf [56-58]. Die Proteinresistenz
wird in direkter Folge damit erklart, dass der Kontakt zwischen Protein und Oberflache
durch den vorhandenen Wasserfilm verhindert wird. Da sich zum einen H-Briicken zu der
Oberflache nicht nur auf die Grenzflache beschranken, sondern auch in oberfléchennahen
inneren Schichten auftreten, ist die Verdrangung des Wasserfilmes durch das Protein mit
einem hohen energetischen Aufwand verbunden. Desweiteren gehen durch die Annéhe-
rung des Proteins an die Oberflaiche konformative Freiheitsgrade der Oberflachen-
molekdlketten verloren. Zolk et al. zeigten mittels IR-Vis-Summenfrequenzspektroskopie
an EG3-OMe-SAMs, dass sich im Allgemeinen die Struktur von OEG-SAMs andert,
sobald diese in Kontakt mit Wasser kommen. Die Morphologie der Filme wandelte sich
hierbei von einem geordneten kristallinen in einen ungeordneten amorphen Zustand um
[174]. Wie stark sich dabei der Hydratationseffekt der OEG-Einheiten auswirkt, hangt
wiederum direkt von der Packungsdichte und somit der Konformation ab [19, 56, 59-62].
Abbildung 13 stellt den Sachverhalt der Wassermolekulwechselwirkungen in OEG-SAMs
anhand eines schematischen Beispiels vereinfacht dar und zeigt, dass die Packungsdichte
bzw. Ordnungsgrad der Oberflachen als Folge der zunehmenden EG-Einheiten abnimmit.
Damit einhergehend nimmt die Hydratisierung der Oberfléche zu.
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Abbildung 13: Ordnungsgrad der Oberflachen nimmt als Folge der zunehmenden EG-Einheiten ab und
damit einhergehend die Hydratisierung dh. die Anzahl der gebundenen Wassermolekiile (blau) zu.

So ergaben IR-Messungen von OEG-SAMs nach Wasserkontakt, dass dichtgepackte EG-
Molekulketten mit durchgehender trans-Konformation (geordnet) im Vergleich zu
weniger dicht gepackten EG-Ketten mit helikalen oder amorphen Strukturelementen
vermehrt Proteine absorbierten und somit minder dazu beféhigt waren Wassermolekile in
ihre Struktur einzulagern [60]. Einen &hnlichen Struktureffekt bestéatigten Fick et al.
anhand von Neutronenreflektrometrie an amorphen sowie quasi-kristallinen PEG-SAMs.
Das Quellverhalten durch Wasseraufnahme lag bei SAMs mit ungeordneten EG-Molekul-
ketten um 30 % hoéher (38 % (w/w), 1,5 Wassermolekiile/EG-Einheit) als bei kristallinen
Monolagen (8 % (w/w), 0,25 Wassermolekiile/EG-Einheit) [175]. Daraus lasst sich
schlie3en, dass nicht allein die molekulare Komposition der Oberflache ausschlaggebend
ist, sondern ebenso die Fahigkeit der Ethylen-Glykol-Einheiten die Wassermolekiile
entsprechend an ihrer Oberflache bzw. im Inneren zu organisieren. Aktuellere Unter-
suchungen anhand von Molekular Dynamischen Simulationen zeigten am Beispiel von
gemischten OEG/OH-SAMs (OEG = -S-(CH>)11-(EG)4OH) in verschiedenen Verhélt-
nissen (Oberflachenanteil yoec = 0,2, 0,5, 0,8, 1,0), dass die minimale Proteinadsorption
aufgrund starker Wassermolekulwechselwirkungen bei einer 1:1 Mischung (xoec = 0,5)
von OEG- zu OH-SAMs lag. In diesem Verhdltnis war die Anzahl von Wasserstoff-
bruckenbindungen am hdochsten. War die OEG-Dichte zu hoch bzw. zu niedrig
(xoec = 1,0 bzw. 0,2), sank die Anzahl der Wasserstoffbriickenbindungen und somit auch
die Proteinresistenz [173]. Der Vergleich mit hydroxylterminierten Alkyloberflachen
(HO-SAMs), welche den gleichen Benetzungsgrad aufwiesen, zeigte, dass die Hydroxyl-
Terminierungen der HO-SAMs nicht wie die der (-OC;H4)x-Einheiten als Wasserstoff-
bricken-Donor agierten. Wang et al. zeigten mittels Vibrations-Summenfrequenz-
spektroskopie, dass EGgOMe SAMSs nach Entnahme aus einer Wasseratmosphare und
anschlieBender Vakuumbehandlung ihre urspriingliche Morphologie zuriickerlangten und
bei darauffolgend wiederholtem Kontakt mit Wasser in den ungeordneten amorphen
Zustand ubergingen [176].

Aufgrund der hervorragenden Resistenzeigenschaften bezogen auf Proteine wurden OEG-
Substrate auch im Hinblick auf marine Mikroorganismen wie Algensporen, Bakterien und
Diatomeen untersucht [20, 57, 177]. Resultat war, dass auch diese durch die unter-
schiedlichen Hydratationsgrade der OEG-SAMSs, wie zuvor beschrieben, beeinflusst wur-
den. Die Untersuchung des Adhasionsverhaltens von Fibroblasten auf einer Serie von
EG-Substraten (EGxOH, mit x =1, 2, 3, 6) zeigte eindeutig, dass das zunehmende Ver-
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mdogen Wasser in der Molekilstruktur zu binden, ein wichtiger Aspekt fur anti-fouling ist:
Von EG;OH bis zu EG3;0H nahm der Anteil von Fibroblasten, die befahigt waren die
Wasserbarriere an der Grenzflache zu durchdringen und eine Adhasion zu dem jeweiligen
Substrat herzustellen, ab. Auf dem EGsOH-Substrat konnten keine haftenden Zellen mehr
beobachtet werden. Die Adhé&sionsstarke der haftenden Zellen nahm von EG;0H bis hin
zu EG30H um zwei GroRenordnungen [32, 178].

Ahnlich wie OEG-Oberflachen weisen Polysaccharide die Fahigkeit zu Hydratation auf,
wobei vor allem Hyaluron- und Alginsdure haufig untersuchte Klassen darstellen. Wéh-
rend HA (engl. Hyaluronic Acid) ein natrlich in Sdugetierzellen vorkommendes Glykos-
aminoglykan ist, liegt AA (engl. Alginic Acid) hauptséachlich in diversen Algenzellen vor
[179]. Die strukturell &hnlichen Polysaccharide sind in Abbildung 14 gezeigt. Alginsdure
unterscheidet sich hierbei durch eine zusatzliche Carboxylgruppe von Hyaluronséure. Die
Carboxylgruppen, welche Wasserstoffbriickenbindungen intramolekular als auch zu
Wassermolekilen eines Mediums ermdglichen, sind hierbei ein wichtiges Merkmal dieser
Substanzklasse.

a b
) OH OH ) OH
N OH o= OH
OH NH ] HO%\ HO nO“"
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Abbildung 14: Strukturen der a) Hyaluronsaure und b) Alginsaure.

In Untersuchungen mit biologischen Systemen stellten sich die Polysaccharide in immo-
bilisierter Form als gegen unspezifische Proteinadsorption resistente Oberflachen heraus
[180]. Morra und Cassineli zeigten die Resistenz von Hyaluron- und Alginséureober-
flachen gegentiber fibloblastischen Zellen und Bakterien [63]. Ebenso zeigten Cao et al.,
dass HA und AA immobilisiert auf Glas der Adhdsion hamatopoetischen Zellen
widerstanden [180]. Die Resistenz gegeniiber Biomolekiilen und Zellen ist auf die starke
Hydratisierung dieser Oberflachen zurtckzufihren [181-182]. Diese wird zum einen
durch strukturelle Effekte der Makromolekiile (intramolekulare H-Brickenbindungen:
Sekundarstruktur [183]) in Losung hervorgerufen, zum anderen spielen elektrostatische
Wechselwirkungen eine grof3e Rolle, da bedingt durch den physiologischen pH-Wert von
7,4 die Carboxylgruppen negative Ladung tragen und somit vermehrt die Mdéglichkeiten
zu Wasserstoffbrickenbindungen gegeben sind [63, 184].

Im Hinblick auf die Wechselwirkung der Oberflachen mit marinen Organismen, &ndert
sich der Sachverhalt der Adhéasionsresistenz: Cao et al. zeigten, dass die analogen, zuvor
gegen Protein und Zellen resistenten Polysaccharidoberflachen der Hyaluron und Algin-
sdure nicht das gleiche Resistenzverhalten, bezogen auf die Mikroorganismen Ulva linza
(Algensporen) und Balanus amphitrite (Cypris-Larven der Seepocke), aufwiesen [180].
Ebenso wurde das fehlende Resistenzverhalten in Adhé&sionsstudien mit Kieselalgen
festgestellt.
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Dieser Effekt in Medien hoher Salinitat wurde bereits friih durch Grant et al. beschrieben
und ist auf die hohe Calcium(ll)-lonen-Konzentration zurlickzufiihren [185]. Durch die
Carboxylgruppen der Polysaccharide, die in mariner Umgebung ebenfalls deprotoniert
vorliegen, kdnnen Calciumionen gebunden und in der Struktur eingelagert werden, wo-
rauf sich diese verfestigt (Syndrese). Es entsteht ein dreidimensionales Netzwerk, bei
welchem Calciumionen wie Eier in der Schachtel liegen, weshalb diesem System der
Name ,, egg-box “~-Modell zugesprochen wurde [185]. Als Folge dieser Strukturanderung
wird die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen intramolekular wie auch zu den
umgebenden Wassermolekilen und die damit einhergehende Hydratisierung des Systems
verhindert. Mittlerweile ist diese aufklarende Studie durch andere, ebenfalls in Bezug auf
marine Mikroorganismen, bestatigt worden [186-187]. Bauer et al. untersuchten hierbei
die Adhdsionsstarken der marinen Bakterie Cobetia marina, der Diatomee Navicula
incerta und der Griinalge Ulva linza auf Hyaluronsdureoberflachen mit durch Trifluor-
ethylamin (TFEA)-blockierten Carboxylgruppen und deren unblockierten Homologen.
Durch die Einfuhrung der hydrophoben TFEA-Einheiten wurde nicht nur die Bindung
von Calcium-(I1)-lonen unterbunden, sondern den Polysacchariden zudem amphiphile
Eigenschaften verliehen, welche bekanntermaRen hohes anti-fouling Potential besitzen
[49, 139, 150-152]. In allen drei Fallen konnte gezeigt werden, dass sich die Hyaluron-
saureoberflachen mit blockierten Carboxygruppen als bessere Option erwies: Die
Adhasionsstéarke der verschiedenen marinen Mikroorganismen nahm auf dieser jeweils im
Vergleich zur unblockierten HA-Oberflé&che ab.

Wie sich die vorhandenen bzw. fehlenden Wasserstoffbriickenbindungen in OEG- bzw.
HO-SAMs auf die in dieser Arbeit untersuchten Diatomeen N. perminuta und ihrer Haft-
stérke auswirken, wird im Kapitel 5.2 (S. 85) und Kapitel 5.4 (S. 95) beschrieben. Ebenso
wird N. perminuta im Hinblick auf ihr Adhasionsverhalten auf Hyaluron- und Alginsaure-
oberflachen und der Effekt von TFEA-blockierten Carboxygruppen auf die Algenzellen
untersucht (Kapitel 5.5, S. 99).

2.3.3. Einfluss von Oberflachenladung

Die meisten Organismen besitzen im physiologischen Bereich eine negative Nettoladung
[188]. Eine geladene Oberflache hat somit bei einem hinreichend kleinem Abstand eine
elektrostatische Wirkung auf geladene Organismen, sei es eine abstoliende oder anziehen-
de. Vor allem pathogene Bakterien, die infektiose Krankheiten verursachen konnen,
werden auf geladenen Oberflachen breitgefachert untersucht [189-191]. Jansen und
Kohnen beobachteten, dass Bakterien des Stammes Staphylococcus epidermis eine ver-
minderte Adhasion auf negativ geladenen Carboxylat-Polymerfilmen aufwiesen, wobei
der direkte Vergleich mit entsprechenden entladenen Polymerfilmen gleicher Adhé&sions-
enthalpie erfolgte [192]. Dass die Adhé&sion selbst jedoch nur den Initialschritt der
Biofilmbildung darstellt und folglich die Relevanz im darauffolgenden exponentiellen
Wachstum der Bakterien liegt [193], zeigen Arbeiten von Gottenbos et al.: Bakterien-
stdimme verschiedener und gleicher Gattungen (gram-negativ, gram-positiv) adhdrierten
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zwar am rapidesten auf positiv-geladenen Methacrylat-Oberflachen, jedoch war hier bei
gram-negativen Stdmmen das fir die Biofilmbildung notwendige Wachstum unter-
bunden. Auf negativen und theoretisch auf Bakterien abstoend wirkenden Methacrylat
Oberflachen war zwar die Adhéasionskinetik vermindert, die anschlieRende exponentielle
Vermehrung von gram-negativen als auch gram-positiven Stdmmen hingegen stark
ausgepragt [194].

Im Hinblick auf marine Mikroorganismen gab es die ersten Hinweise auf eine
elektrostatisch induzierte Adhasionsabnahme, als fir Algensporen von Ulva linza eine
verminderte Besiedlungsdichte fir gemischte COOH/CHs- verglichen mit OH/CHs-
SAMs gleichen Benetzungsgrades festgestellt wurde [45]. Es wurde die Entstehung einer
Carboxylat-Terminierung und somit einer negativen Ladung der Oberflachen im Medium
vermutet, die die negativ geladenen Algen abstieR. Gestiitzt wurde diese Hypothese durch
den Vergleich der Besiedlung und Adhésionsstarke dieser Griinalge auf Oberflachen
gleicher chemischer Terminierung, aber unterschiedlichen netto-Ladungen (positiv,
negativ und neutral). Die Zellen tendierten weniger dazu sich auf der negativen Ober-
flache niederzulassen. Ein Vergleich der Adhésionsstarken auf allen drei Oberflachen
zeigte, dass die permanente Adhasion auf den negativ geladenen weniger stark ausgepréagt
war als auf ihren positiv geladenen bzw. neutralen Homologen [21]. Ein Beispiel daftr,
dass der initiale Adhasionsprozess, wie zuvor fiir Bakterien erwahnt, nicht unbedingt
auch die Adhéasionsstarke bestimmt, liefert die Untersuchung von Ulva linza auf kat-
ionischen Oligopeptid-SAMs. Wie erwartet wurde an dieses Peptid-Substrat von einer
grofRen Anzahl von Sporen besiedelt. Jedoch durchlief ein Grofiteil der Sporen nicht den
regularen Adhésionsweg- es lag annahernd durchgehend eine Pseudobesiedlung vor [64].

Zur theoretischen Erklarung dieser elektrostatischen Sachverhalte wird oft die DLVO-
Theorie (nach Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek) herangezogen, welche die Ober-
flachenenergie eines Substrats als ein Zusammenspiel von van der Waals-Wechsel-
wirkungen und der Ausbildung einer elektrochemischen Doppelschicht betrachtet.
Klassischerweise beschreibt die Theorie die Annaherung eines Kolloidteilchens an eine
Oberflache in Abhangigkeit vom Abstand der beiden Oberflachen zueinander und die
dabei auftretende Anderung der freien Enthalpie (Gibbssche Energie). Die Anwendung
dieser Theorie fir Adhasionen von Mikroorganismen an geladene Oberflachen ist
begrenzt moglich [195]. Die Theorie ist zwar in der Lage eine Vorhersage Uber die
Maoglichkeit einer irreversiblen Adsorption zu treffen, betrachtet jedoch nicht die spezi-
fischen Wechselwirkungen in sogenannten short range Abstdnden (<1 nm), in der sich
die eigentliche Adhdsion abspielt. Zudem ist die Anwendung dieser Theorie in Medien
hoher Salzkonzentrationen umstritten [196].

Nichtsdestotrotz konnen wir zumindest die Ausbildung einer elektrochemischen Doppel-
schicht an der Grenzschicht zum Elektrolyten schematisch darstellen, da diese bei der
Anndherung eines Mikroorganismus an ein geladenes Substrat eine wichtige Rolle spielt
(Abbildung 15). Hierbei wird die mittlere Ausdehnung der Ladung des Substrats
senkrecht zur Oberflache durch den Abstand zur Oberfldche, der Debye L&ange, aus-
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gedriickt und betragt in Elektrolytlosungen 0,1-10 nm. Sie variiert mit der Ladung des
Substrats und der Art und Konzentration der Losung. Meerwasser zum Bespiel hat eine
hohe Salinitat mit einer lonenstarke von ~0,7 M und kann somit die Ladung des
Substrats abschirmen (Debye Lénge 1/x: 4 A).

Stern-

Doppel- .
Elektrisches  gchicht Grenzschicht
Potential ,
iti 1 Oberflachen-
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Abbildung 15: Ausbildung einer elektrochemischen Doppelschicht (Stern-Doppelschicht) bei Annéherung
von Ladungstrédgern an eine geladene Oberflache. Sie besteht aus einer starren (nach Helmholtz) sowie
einer diffusen Doppelschicht (nach Gouy-Chapman). In niedrig konzentrierten Elektrolytlésungen wird das
Zeta-Potential dem Stern-Potential gleichgesetzt.

Die elektrochemische Doppelschicht beschreibt somit wie sich Ladungstréger in direkter
(Stern-Doppelschicht) und unmittelbarer Néhe (diffuse Doppelschicht) eines starren
Ladungstréagers (geladene Oberflache) verhalten und sich damit das elektrische Potential
andert. Der maximale Wert fir dieses Potential befindet sich an der Grenzflache zur
Oberflache. Er sinkt zundchst tber die Stern-Doppelschicht linear ab, bis er in der
diffusen Doppelschicht mit zunehmender Debye Lange exponentiell abnimmt. Bewegt
sich ein geladenes Teilchen in die Grenzschicht, so andert sich dessen Potential durch die
unmittelbare elektrostatische Beeinflussung der Oberfliche. Das dann bestehende
Potential des Teilchens wird Zeta-Potential genannt und ist ebenfalls ein bedeutender
Parameter fir die Interaktionen von geladenen Substraten mit Mikroorganismen [21].

In Bezug auf biomedizinische und marine Fouling-Forschung sind vor allem zwitter-
ionische Substrate durch ihre hervorragende Proteinresistenzeigenschaften in den zentra-
len Blickpunkt des Interesses geruickt [67-68, 197]. Neben den hydrophilen Materialien
wie PEG und Polysacchariden wird diese Materialklasse ebenso durch ihre starke Hy-
dratisierung, in diesem Fall jedoch hervorgerufen durch starke elektrostatische Wechsel-
wirkungen, charakterisiert [198]. Zwitterionische Oberflachen beinhalten gegensatzliche
Ladungen in einem solchen Verhaltnis, so dass sie nach auen hin elektrisch neutral sind.

24



2 Theorie

Die Ladungen konnen sich in einer Molekilkette (auch Seitenketten) befinden oder in
Form von negativ und positiv geladenen Molekulketten vorliegen (Abbildung 16) [65].
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Abbildung 16: Mdégliche Ladungsverteilungen bei zwitterionischen Oberflachen; a) gemischte SAMs mit
negativen und positiven Molekilketten; b) Einkomponenten-SAMs mit jeweils einer positiven und
negativen Ladung in einer Molekilkette; c) zwei entgegengesetzte Ladungen in jeweils einer Seitenkette.

Als Prototypen fiir zwitterionische Oberflachen haben sich Polycarboxy-, Polysulfo- und
Phosphobetaine bereits in vielerlei Hinsicht fir die Anwendung im biomedizinischen
Bereich bewéhrt (Abbildung 17). Sie tragen sowohl die positive als auch die negative La-
dung in einem Monomer. Im speziellen sind hier Polysulfobetainmethacrylat (/SBMA),
Polycarboxybetainmethacrylat ()CBMA) und 2-Methacryloyloxyethyl-Phosphorylcholin
(MPC) zu nennen [66, 68, 199-201]. Letztere ist biologisch deswegen interessant, da ihre
Phosphorylcholin-Kopfgruppe in Form von Phopholipiden in AuRenschichten von
Zellmembranen flr Biokompatibilitat verantwortlich ist [202]. Ebenso weisen Carboxy-
und Sulfobetaine, dessen Strukturen denen von Glycin-Betain bzw. Taurin &hneln,
Biokompatibilitat auf [203-205]. Glycin-Betain und Taurin besitzen im menschlichen
Kdrper unter anderem wichtige Stoffwechselfunktionen [206-207].
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Polycaboxybetain Polysulfobetain Phosphorylcholin
p(CB) p(SB) (PC)

Abbildung 17: Strukturen von Polycaboxybetain, Polysulfobetain und Phosphorylcholin. Alle weisen
naturnahe Strukturen auf, die ihnen ihre Biokompatibilitat verleihen.

Ein Beispiel, dass humane Bakterien auf zwitterionische Oberflachen reagieren, lieferten
Untersuchungen mit S. epidermidis (gram-positiv) und P. aeruginosa (gram-negativ)
[208]. In der Gegentiberstellung von Adhasionsstérken beider Gattungen auf langkettigen
PolySBMA-Oberflachen, CH3-SAMs und Glas zeigte sich, dass auf dem zwitterionischen
Substrat in Relation zu Glas 92 % bzw. 96 % weniger Zellen S. Epidermidis bzw.
P. aeruginosa pro cm? adhérierten.

Die Erforschung der zwitterionischen Materialklasse auf der marinen Biofoulingbasis
gestaltet sich schwieriger. Im biomedizinischen Bereich erfolgen die Untersuchungen in
physiologischen Medien, auch im Plasma oder Blutserum. Meerwasser als marines
Medium birgt jedoch durch seine hohe Salinitat diverse Herausforderungen. Da zum
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Beispiel oft Langzeitexperimente notwendig sind, jedoch vor allem MPCs &hnlich zu
PEG stark zur Hydrolyse neigen, haben obengenannte Verbindungen (pCBs, pSBs)
ungeachtet ihrer hervorragenden Proteinresistenz in physiologischen Bereichen nicht
allesamt anti-fouling Potential in mariner Umgebung. Jedoch haben sich gewisse Sulfo-
als auch Carboxybetaine in Form von Polymersubstanzen auch in der Biofouling-
Forschung bewéhrt. Zhang et al. verglichen innerhalb von 1-24 Stunden die Besiedlung
und Adhésionsstarke der Grunalge Ulva linza auf PolySBMA (immobilisiert auf Glas)
mit der auf Glas und PDMS (Silastic T2, hydrophob). Es zeigte sich, dass die
Besiedlungsdichte (Sporen/mm?) auf PolySMBA selbst nach 24 Stunden Inkubationszeit
auf nicht mehr als 8 % Besiedlung relativ zu Glas anstieg. Im Anschluss an diese
Experimente wurden die nach 6 h inkubierten und adh&renten Sporen in einem
Abrissexperiment durch einen sogenannten Wasserjet [209] einer Scherstrdmung von
63 kPa ausgesetzt. Im Vergleich zur PDMS-Beschichtung, welche generell fur ihre gute
Antifouling-Leistung im Hinblick auf Ulva Sporen bekannt ist [210], erreichte auch hier
das zwitterionische Substrat die besseren antiadh&siven Resultate, 66,6 % der Ulva-
Sporen wurden entfernt, vom PDMS-Substrat lediglich 17,8 % [67]. Analog dieser
Vorgehensweise wurden die Diatomeen N. perminuta auf PolySMBA untersucht.
Innerhalb von 1-24 Stunden waren, verglichen zu Glas, maximal 15 % der Algenzellen
permanent an die zwitterionische Oberflache adhé&riert. Nach 8 Tagen Kultivierung
adhérierten die Zellen nicht starker an das Substrat, so dass bereits leichte
Erschitterungen, wie der Transfer der Oberflachen zum Mikroskop, Abldsung und Klum-
penformation der Kieselalgen zur Folge hatte [67] (Abbildung 18).

Abbildung 18: a) Kieselalgen nach 8 Tagen auf PolySBMA-Oberflache; b) Klumpenformation der Kiesel-
algen nach leichten Bewegungen des Oberflache aus (a) [67].

Um eventuelle Einflusse auf die Motilitat von Kieselalgen auf PolySBMA zu Uberpriifen
wurde die Spezies Craspedostaurus australis verwendet. Es gab ein eindeutiges und
offensichtlich durch die Ladungsverteilung veréndertes Bewegungsmuster bzw. eine
herabgesetzte Bewegungsbereitschaft: eine kleinere Anzahl an Zellen war féhig sich von
der Gurtelband- in die Rapheposition umzuorientieren, welche jedoch fur eine Kriech-
bewegung notwendig ist (Abbildung 9). Von 100 innerhalb 1 h beobachteten Kieselalgen
konnten sich lediglich 18 fortbewegen (auf Glas bzw. PDMS ca. 64 von 100 Algen),
wobei zudem nur 6 Zellen das Ubliche Fortbewegungsmuster zeigten [67]. Die unter
dynamischen Bedingungen (0,54 Pa) auf pSBMA und pCBMA kultivierte Diatomee
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Navicula incerta zeigte eine verminderte Biomassenakkumulation und Adhdsionsstarke
auf pSBMA [51].

In diesem Zusammenhang wurde in der vorliegenden Arbeit die Haftstarke der Diatomee
N. perminuta auf geladenen Oberflachen in Form von SAMs (N(Me)s*- und SO5™-Termi-
nierungen) sowie entsprechend gemischte zwitterionische SAMs (N(Me);*/SO3z-Termi-
nierungen) in mikrofluidischen Adhédsionsstarkemessungen untersucht.
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3 Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1. Prdparation der Oberflachen

3.1.1. Chemikalien

Alkanthiole fir die SAM-Praparation: Dodecanthiol (DDT), 11-Hydroxy-1-undecan-
thiol (HUDT) und 11-Amino-1-undecanthiol (AUDT) wurden von Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, USA) bezogen. Hydroxy-PEG2000-thiol (PEG) von Rapp Polymere GmbH
(TUbingen, Deutschland). 11-(Tridecafluorooctyloxy)-1-undecanthiol (FUDT), Hydroxy-
(ethylene-glykol)-1-undecanthiol (EG;0H), Hydroxy-tri-(ethylene-glykol)-1-undecanthi-
ol (EG3OH) und Hydroxy-hexa-(ethylene-glykol)-1-undecanthiol (EG¢OH), 11-(Mer-
captoundecyl)-N,N,N-trimethylammoniumchlorid (MUDT), und Natrium-11-(Mercapto-
undecyl)-sulfonat (MUDS) stammen von ProChimia Surfaces (Sopot, Polen). Alle Thiole
wurden ohne weitere Reinigung direkt verwendet.

Polysaccharid-Oberflachen: 3-Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS, 99 %), 2,2,2-Tri-
fluorethylamin (TFEA, 99,5 %), N-Hydroxysuccinimid (NHS 98 %) und Hyaluronsdure-
Natriumsalz aus Streptococcus equi (HA) wurden von Sigma Aldrich bezogen. 1-Ethyl-3-
(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid (EDC, >98 %) und Alginsaure-Natriumsalz aus
Braunalgen (AA) stammen von Fluka (St. Louis, MO, USA). 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonséure (HEPES, >99,5%) wurde von Carl Roth (Karlsruhe,
Deutschland) erworben.

Kalibration: Die Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) stammte von Sigma Aldrich, die
Carboxylsaure-funktionalisierten Polystyren-Mikrospharen (Polybead® Carboxylate Mi-
crospheres, 4,42 + 0,17 pm, 2,5 % (w/v) wassrige Suspension, 4,99 x 10° Partikel/ml)
wurden von Polysciences Inc. (Eppelheim, Deutschland) erworben.

Losungsmittel: Aceton p.a. stammt von Fluka. Ethanol p.a., Ethylacetat (EE) und Toluol
(>99,9 %) wurden von Sigma Aldrich bezogen. Destilliertes Wasser wurde zusétzlich
durch ein Milli-Q®-Plus System (Millipore, Schwalbach, Deutschland) gereinigt.

3.1.2. Selbst-Aggregierende-Monolagen (SAMs)

Die fur die SAM-Herstellung notwendigen Gold-Substrate wurden von Georg Albert
(PVD-Beschichtungen, Silz, Deutschland) gefertigt, wobei ultraglatte Floatglassubstrate
(NexterionB®, Schott, Mainz, Deutschland) fiir die Goldabscheidung verwendet wurden.
Vor der thermischen Dampfabscheidung von polykristallinem Gold (30 nm, 99,99 %
Reinheit) wurde zun&chst eine 5 nm Schicht Titan als Haftvermittler aufgetragen. Die
Beschichtungen erfolgten in einem Hochvakuum von 2 x 107 mbar und einer Ab-
scheiderate von 0,5 nm/s. Die Rauigkeit der Goldsubstrate betrug im quadratischen
Mittelwert 1 nm. Sie wurden bis zu ihrer Verwendung unter Argonatmosphére gelagert.

Unmittelbar vor der SAM-Herstellung wurden die Goldsubstrate (Au-Substrate) zur
restlosen Entfernung organischer Verunreinigungen zundchst 2 h mit UV-Licht (ozon-

29



erzeugend [211], 150 W Quecksilberdampflampe, Modell TQ150, Heraeus Noblelight
GmbH, Hanau, Deutschland) und anschliefend im Ultraschallbad (3 min in Ethanol p.a.)
behandelt. Nach Abspilen mit Ethanol p.a. wurde jedes Substrat mittels Ellipsometrie
vermessen. Im Anschluss wurden die Au-Substrate in die entsprechende 1 mmol Thiol-
Losung fur einen Zeitraum von 24 h (im Fall von PEG 48 h) eingelegt. Nach der
Einlegezeit wurden die Oberflachen mit Ethanol p.a. gespult und 3 min im Ultraschallbad
in Ethanol p.a. behandelt. Nach Entnahme aus dem Ultraschallbad wurden sie wiederholt
mit Ethanol p.a. abgespilt, im Stickstoffstrom getrocknet und bis zu ihrer Verwendung
unter Argon aufbewahrt (Abbildung 19).

2h 24h
(PEG: 48h)

reines reines Au-Substrat in SAM auf

Au-Substrat
Au-Substrat Thiol-Lsg. eingelegt Au-Substrat

Abbildung 19: Prozedur zur SAM-Herstellung. Zundchst wird das Goldsubstrat (Au) gereinigt, worauf es
anschlieend in einer Thiolatldsung eingelegt wird.

3.1.3. Polysaccharid Oberflachen

Die Polysaccharid-Oberflachen wurden von Dipl. Chemikerin S. Bauer aus unserem
Arbeitskreis prapariert und zur Verfugung gestellt. Abbildung 20 zeigt die zweistufige
Prozedur zur Darstellung von immobilisierten Polysacchariden. Zuné&chst erfolgte die
Kopplung von 3-Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS) an NexterionB®-Glassubstrate,
welche die Basis fir die anschlieBende Immobilisierung von HA und AA darstellten.

o}

veo.. | eoc/mms | J
OH oo 7 M2 [lmo—si”™>"nn, HEPEsPuffer [ —0—si” >N o
0,-Plasma — OH OMe ! - {I) H
oy —— ? 3] || Sacchar
Aceton
—OH 0—si” """ NH, J\ —o—si” ™~ "nw,
| HO Po"v. |
Saccharid

Abbildung 20: Reaktionsschema zur Aktivierung eines Glassubstrats im O,-Plasma, Kopplung dieses mit
APTMS und anschlieBende Funktionalisierung mit einem zuvor aktivierten Polysaccharid.

Hierzu wurden die Glassubstrate zundchst nacheinander jeweils 30s in Toluol,
Ethylacetat, Ethanol und Milli-Q®-Wasser im Ultraschallbad (Typ TRUSR070, Triton)
gereinigt und anschlieBend im Stickstoffstrom getrocknet. Nachfolgend erfolgte die 3-
minltige Aktivierung der Substrate im O,-Plasma (Typ 100-E, TePla, Wettenberg,
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Deutschland, 0,4 mbar, 150 W). Die aktivierten Proben wurden anschliefend im Stick-
stoffgegenstrom mit einer 5 %-Vol.-Losung von APTMS in trockenem Aceton uber-
schichtet. Die Kopplungsreaktion erfolgte bei Raumtemperatur tber 30 min im Ultra-
schallbad. AnschlieRend wurden die Proben mit Aceton abgespult und fir je 20s im
Ultraschallbad in Ethylacetat, Ethanol und Milli-Q®-Wasser gereinigt. Die mit Milli-Q®-
Wasser abgespiilt und im Stickstoffstrom getrockneten Oberflachen wurden charakteri-
siert (Kontaktwinkel und spektrale Ellipsometrie) und unmittelbar weiterverwendet. Die
folgende Immobilisierung der Polysaccharide mittels EDC/NHS-Kopplung erfolgte in
Anlehnung an bekannte Protokolle [212-213]. Bei Raumtemperatur wurden Hyaluron-
und Alginséure in HEPES-Puffer (10 mM) unter starkem Rihren geldst (1 mg/mL). Zu
der Losung wurden nach ca. 1,5 h NHS (0.01 M) gefolgt von EDC (0,05 M) gegeben und
bei RT fur 15 min weitergeruhrt. AnschlieBend wurden die aminofunktionalisierten
Objekttréger in einen Farbekasten gestellt und mit der aktivierten Lésung Ubergossen. Die
Kopplung erfolgte innerhalb von 18 h bei Raumtemperatur auf einem Schtteltisch
(60 rpm) und wurde durch Uberschwemmen mit Milli-Q®-Wasser (8-faches Volumen der
urspriinglichen Polysaccharid-Ldsung) beendet. Zum vollstandigen Entfernen nicht ge-
koppelter Polysaccharide sowie EDC und NHS-Resten blieben die Proben drei weitere
Tage in Milli-Q®-Wasser (Schiitteltisch, 60 rpm), welches taglich ausgetauscht wurde.
Nach Entnahme wurden die Oberflachen mit Milli-Q®-Wasser abgespiilt und bis zur
weiteren Verwendung in frischem Milli-Q®-Wasser aufbewahrt. Fiir die Charakterisie-
rung wurde eine Probe aus dem Milli-Q®-Wasser entnommen, mit Stickstoff trocken-
geblasen mit Hilfe des statischen Kontaktwinkels, Ellipsometrie und XPS vermessen.

Fur die Prozedur zur Funktionalisierung der Polysaccharide wurde ein Teil der Proben
nicht wie oben beschrieben nach drei Tagen aus dem Milli-Q®-Wasser entnommen, son-
dern direkt weiter mit Trifluorethylamin (TFEA) umgesetzt (Abbildung 21).

| I L
PN PN J\ EDC/NHS | )k )J\ o~
o S‘]' H Poly- HEPES-Puffer O_%'MH Paly- H R
? Saccharid _ ‘113 Saccharid
_—D-—SliMNHz HoNT SCF,  Lo—si7 " hm,

Abbildung 21: Reaktionsschema zur Funktionalisierung von Polysacchariden durch TFEA.

Hierzu wurde das Milli-Q®-Wasser aus dem Farbekasten entfernt und die Oberflachen
mit einer aktivierten Losung aus NHS (5 mM) und EDC (25 mM) in HEPES-Puffer
(10 mM) uberschichtet. Nach 15 min bei RT auf dem Schitteltisch (60 rpm) wurde das
2,2,2-Trifluorethylamin (TFEA) als HEPES-L6dsung hinzugegeben (10 mM, c¢(TFEA) =
40 mM). Die Kopplungsreaktion erfolgte bei RT (ber 18 h auf dem Schitteltisch
(60 rpm) und wurde durch erneutes Uberschwemmen mit Milli-Q®-Wasser (8-faches
Volumen der aktivierenden Losung) beendet. Bei taglichem Wasserwechsel wurden die
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beschichteten Oberflachen weitere drei Tage in Milli-Q®-Wasser belassen. Nach
Entnahme wurden die Oberflachen mit Milli-Q®-Wasser abgespiilt und bis zur weiteren
Verwendung in frischem Milli-Q®-Wasser aufbewahrt. Die Charakterisierungen durch
XPS, Messung des statischen Kontaktwinkels und der ellipsometrischen Schichtdicke
erfolgten mit frisch aus dem Milli-Q®-Wasser entnommenen und im Stickstoffstrom
getrockneten Proben.

3.1.4. Konditionierte Oberflachen

Die Oberflachen wurden nach Vorschrift eines kurzlich in unserer Gruppe etablierten
Protokolls konditioniert [69]. Als Seewassermedium diente natlrliches Seewasser (Atlan-
tische Kuste, entnommen am Versuchsgeldande Raft des Florida Institute of Technology,
Melbourne, Florida, USA, 27°53°59¢‘N, 80°2828“W). Bis zur Verwendung wurde das
Wasser bei -80°C gelagert. Die SAMs wurden zunachst als 25 x 25 mm? groRe Stiicke in
50 mL groRen Breithalsflaschen in 5 ml selbst-gemischtem kinstlichem Seewasser (vor-
gefiltert durch 0,22 pm, PVDF-Spritzenfilter, hohe Proteinadsorption: 125 pg/cm?) fiir
15 min eingelegt (Tabelle 1) [214]. AnschlieBend wurden zu dieser Lésung 20 ml des
natlrlichen Seewassers (vorgefiltert durch 0,45 um, CA-Spritzenfilter, sehr geringe Pro-
teinadsorption 3,8 pg/cm?) dazugegeben und die Oberflachen 48 h in dieser belassen. Die
Losung wurde anschlieBend mit 500 ml Milli®-Q-Wasser verdiinnt, nach Entnahme
vorsichtig mit Milli®-Q-Wasser abgespiilt und mit Stickstoff getrocknet. Die Charakte-
risierung erfolgte mittels spektraler Ellipsometrie und Kontaktwinkelmessungen.

Tabelle 1: Salze zum Anmischen von kiinstlichem Seewasser (ASW) nach Kester [214].

Salz [9/1]

NaCl 23,926
Na,SO, 4,008
KCI 0,677
NaHCO; 0,196
KBr 0,098
H3BO; 0,026
NaF 0,003

3.1.5. Prdparate fiir die Raster-Elektronen-Mikroskopie (REM)

Auf ein 25 x 25 mm? groRes, mit DDT-SAM beschichtetes Substrat wurden Tropfen einer
N. perminuta Kultur gegeben und fir 4 h inkubiert. Hierzu befand sich der SAM in einer
50 mL Breithalsflasche. Um die adhérierten Diatomeen anschlieBend zu fixieren, wurde
die Probe fir 1 h in einer 5%-igen Glutaraldehyd-Ldsung (25 ml) eingelegt. AnschlieRend
wurde die Aldehydlésung soweit abgenommen, dass die Oberflache gerade noch voll-
stdndig mit Fllssigkeit bedeckt war. Vorsichtig wurde anschlieBend die verbliebene
Losung durch kinstliches Seewasser (ASW) ausgetauscht (200 ml) und 15 min in diesem
belassen. AnschlieBend erfolgte der Austausch mit einer Mischung von ASW/Milli®-Q-
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Wasser (200 ml) im Verhaltnis 50:50 und einer wiederholten 15-mindtigen Inkubations-
phase. Zuletzt wurde die Oberflache 15 min in reinem Milli®-Q-Wasser (200 ml) inku-
biert. Im letzten Schritt wurde die Probe mit Milli®-Q-Wasser abgespiilt, mit Stickstoff
getrocknet und unter Argon aufbewahrt. Um die Probe fiir die Aufnahmen leitfahig zu
machen, wurde diese mit einer diinnen Schicht Graphit (<1 nm) besputtert (Hoch-
vakuum-Beschichtungssystem, Typ MEDO020, Bal-Tec AG). Die Aufnahmen erfolgten
schlieSlich mit einem LEO 1530 Mikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland). Die
Elektronenenergie betrug 3 keV, der Detektor war ein SE2 Detektor.

3.2.  Analytische Methoden

3.2.1. Lichtmikroskopie

Die gultigen physikalischen Grundlagen der Mikroskopie erarbeitete E. Abbe. Durch die
gemeinsame Arbeit mit C. Zeiss, O. Schott und A. Kéhler entstanden Ende des 19. Jahr-
hunderts die ersten Lichtmikroskope. Heutzutage ist die Lichtmikroskopie eine der wich-
tigsten Untersuchungsmethoden auf biologischem und medizinischem Feld.

Der grundlegende Bau eines Lichtmikroskops besteht aus einem zwei-Linsensystem, dem
wechselbaren Objektiv und dem Okular. Je nach notwendiger Mikroskopieart (Auflicht-
mikroskopie, Durchlichtmikroskopie), welche abhéngig von der Beschaffenheit der Probe
ist, andert sich der Strahlengang. Weiter kann in Hellfeldmikroskopie, Dunkelfeld-
mikroskopie und Phasenkontrastmikroskopie unterteilt werden. Welche dieser Beleuch-
tungsarten fur das Mikroskopieren gewéhlt wird, wird von dem Eigenkontrastreichtum
des zu untersuchenden Objekts bestimmt. Zudem muss die passende VergroRerung
gewahlt werden, um das bestmdgliche Ergebnis zu erzielen.

Abbildung 22 zeigt den vereinfachten Strahlengang eines zweistufig arbeitenden Mikro-
skops: das Objektiv erzeugt ein vergroBRertes und reelles Zwischenbild, das anschlieRend
durch das Okular betrachtet wird. Das Okular vergroRert hierbei zusatzlich das vom
Objektiv erzeugte Bild, fur die Auflésung ist jedoch allein das Objektiv verantwortlich.

virtuelles
Bild reelles
T — Zwischenbild

Objektiv Okular
Objekt
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Abbildung 22: Vereinfachter Strahlengang eines zweistufig arbeitenden Mikroskops [215].

Lichtquelle
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Die Auflosung eines Objektivs (Abstand d zwischen zwei Punkten des Prdparats) kann
durch folgende Formel berechnet werden. Sie héngt unter anderem von der Wellenlénge
A des verwendeten Lichts ab.

NA, die numerische Apertur, ist der wichtigste Faktor flr die Leistungsfahigkeit (Auf-
I6sungsvermdgen) eines Objektivs [216].

NA = nsin (a)

Die aufgefiihrte Definition der NA gilt nur, wenn sich Luft zwischen der Frontlinse des
Objektivs und der Probe befindet. n ist der Brechungsindex des Mediums zwischen Obje-
ktiv und Praparat (Medium Luft: n=1). o ist der halbe Offnungswinkel (Aperturwinkel)
des Objektivs. Es ist der Winkel des halben Lichtkegels, der die Frontlinse des Objektivs
verlasst oder in dieses eintritt. Je grofier dieser ist, desto hoher ist somit die Auflésung
(Abbildung 23).

Objektiv

mit kleinem Objektiv
Offnungs- mit groBem
winkel Offnungs-
winkel
o | Objektebene [a

Abbildung 23: Halber Offnungswinkel o von Objektiven [217]. Je groRer der Offnungswinkel ist, desto
hoher ist die Auflésung.

Das Mikroskop dieser Arbeit war ein inverses semi-automatisches Fluoreszenzmikroskop
(TE-2000-U, Nikon, Tokio, Japan), welches in einem speziell angefertigten Inkubator aus
transparentem Poly(methyl-methacrylat) (PMMA) positioniert war (Kapitel 3.4.1,
Abbildung 32c, S.43). Die Aufnahmen erfolgten mit einer schwarz/weil Kamera
(2-Megapixel). Fur die mikrofluidischen Adhasionsstarkeuntersuchungen der Diatomeen
wurde ein 10x-Phasenkontrastobjektiv (Phl, Nikon, Tokio, Japan) mit einer numerischen
Apertur von 0,25 verwendet.

3.2.2. Spektrale Ellipsometrie

Ellipsometrie ist ein optisch analytisches Verfahren, bei dem die Polarisationszustande
eines auf eine Probe treffenden Lichtstrahls und dessen Reflektion gemessen werden
[218-220]. Das Prinzip der ellipsometrischen Messung in Abbildung 24 schematisch dar-
gestellt.
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Lichtquelle 7 Detektor

Polarisator Rotierender

Analysator

Probe

Abbildung 24: Funktionsweise eines Ellipsometers. Durch einen Polarisator linear polarisiertes Licht trifft
unter einem bestimmten Einfallswinkel auf eine teilweise reflektierende Probe. Die durch die Reflektion
entstandene elliptische Polarisierung des Lichts wird mit einem rotierenden Analysator detektiert, das
Intensitatssignal wird hierbei in ein elektrisches Signal umgewandelt. Abbildung wurde von [221]
Ubernommen und angepasst.

Die polychromatische Lichtquelle sendet unpolarisiertes Licht aus, welches durch einen
Polarisator zundchst linear polarisiert wird (in s- und p-Ebene). Dieses trifft anschlieRend
im Einfallswinkel 0, auf die Probe und elliptisch polarisiertes Licht wird teilweise reflek-
tiert, teilweise dringt es in das Material mit dem Brechungsindex n; ein. Die Transmission
und Reflexion an einer Grenzflache, welche zusétzlich noch einen darlber liegenden Film
tragt, wird durch Abbildung 25 verdeutlicht. Der Brechungswinkel 6, lasst sich nach dem
Snelliusschen Gesetz (n, sinB; =n, sinb,) aus dem Einfallswinkel und den Brechungs-
indizes der beiden Medien berechnen.

0, /
n,=1 /

n;

t
}

Substrat

Abbildung 25: Modell von Reflexion und Transmission eines Filmes auf einem Substrat.

Beziiglich der Reflexion, macht man sich zunutze, dass s- und p-polarisiertes Licht unter-
schiedlich stark reflektiert wird. Diese Reflexion ist tiber den Brechungsindex material-
abhangig. Gemessen wird die Phasenverschiebung A zwischen der s- und p-Komponente
des einfallenden (6,) sowie des reflektierten Lichtstrahls (3,).

A: 62 _61

Gleichzeitig wird die Anderung der Intensitat beider Komponenten und damit des Pola-
risationswinkels y bestimmt. Als Messgrofie ist die Polarisationsanderung p des reflek-
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tierten Lichts Uber die Frenselschen Formeln in folgender Grundgleichung der Ellipso-
metrie zusammengefasst:

|Rp| ,
= — = tanWe'?
P = 1R

tan(y) = | Re | /| Rs| ist dabei das Verhaltnis der Amplituden vor und nach der Refle-
xion. Rp und Rs sind die totalen Reflexionskoeffizienten und ergeben sich als Summe aus
den Frenselschen Reflexionskoeffizienten r° und r’, separiert nach parallelem und senk-
rechtem Anteil.

14 P _-2i S s ,—21
v, + e iy + 152

P = p.D _-2i( "’ S S .S ,—2i
1+m,ryze b 1+ rryse~2h
mit:

n, cos 0, — n, cos 6, n, cos 8 — n, cos 6,

S —

rP = =
ny,cos0; + nycos @, ’ nq cos 6, + n, cos 6,

Die gesuchte Schichtdicke d ist in der Formel firr die Filmphasendicke enthalten:

d
p =2m 7 \/n% —n?sin? 0,

Bei der ellipsometrischen Methode werden somit keine absoluten Werte, sondern Ver-
héltnisse und Differenzen gemessen. Die Interpretation erfolgt Gber Modellrechnungen,
bei denen die Parameter (physikalisch interpretierbare GrélRen) der totalen Reflexions-
koeffizienten solange an die experimentell zuganglichen GréRen A und W in einem
Wellenl&ngenbereich angepasst werden, bis sie diese bestmoglich beschreiben. Dabei
stellen diese Parameter die optische Konstanten (Brechungsindex n, und Extinktions-
koeffizient k) und die gesuchte Schichtdicke dar. Grundsétzlich ist es mdglich mit Hilfe
von Ellipsometrie Brechungsindex und Schichtdicke einer Monolage gleichzeitig zu be-
stimmen. Bei sehr diinnen Filmen jedoch (< 50 A), wie auch im Fall dieser Arbeit, muss
zundchst der Wert eines Parameters angenommen werden, um den Wert des anderen zu
erhalten [222]. Hierzu wurde als Brechungsindex n; fur die Monolage 1,45 angenommen,
da dieser im Bereich der geltenden Werte fur Alkanthiole liegt (1,45 und 1,50) [223].
Speziell der wellenldngenabhéngige Verlauf des Brechungsindex n,(A) des Oberflachen-
films ist wichtig. Fur transparente (nicht lichtabsorbierende) Proben (k = 0) wird dieser
durch das Cauchy-Modell, welches auch in dieser Arbeit verwendet wurde, angendhert.
Hierbei wurden die Cauchy-Parameter A = 1,45 und B = 0,01 eingesetzt und im Wellen-
langenbereich zwischen 300 nm und 1000 nm gemessen.

B
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In der Praxis wird die Polarisationsellipse mit Hilfe eines rotierenden Analysators
(Abbildung 24) durchgefahren und als Intensitatsverteilung in Abhangigkeit des Ana-
lysatorwinkels gemessen. Das auf diese Weise erhaltene sinusférmige Lichtintensitats-
signal wird detektiert, in ein elektrisches Signal umgewandelt und daraus die ellipso-
metrischen Winkel A und ¥ berechnet.

In dieser Arbeit wurden die optischen Eigenschaften der Filme mit einem M-44-
Ellipsometer (J. A. Woollam Co., Lincoln, NE, USA) bei konstantem Winkel (75°)
bestimmt. Als Lichtquelle diente eine polychromatische Xenonbogen-Lampe. Schicht-
dicken wurden mit der Herstellersoftware WVASE™ (J. A. Woollam Co., NE, USA)
unter Vorgabe des Brechungsindex ermittelt. Die angegebenen Schichtdicken stellen stets
Mittelwerte aus drei Messungen dar, als Fehlerbereich werden + 3 A angegeben.

3.2.3. Kontaktwinkelmessungen

Eine Methode, die Aussagen Uber die Benetzung von Oberflachen liefert, ist die Kontakt-
winkelmessung. Der Kontaktwinkel (®) ist dabei definiert als der Winkel, der sich
zwischen der Oberflache und der Tangente, die an der Oberflache eines Flussig-
keitstropfens angelegt wird, bildet. In Abbildung 26 ist der direkte Zusammenhang des zu
bestimmenden Kontaktwinkels (®) und den drei bereits in Kapitel (S. 15) angespro-
chenen GroRen ys (Oberflachenenergie Festkdrper), v, (Oberflachenspannung Flissigkeit)
sowie der Grenzflachenspannung zwischen Festkdrper und Flussigkeit (ys) dargestellt.
Der mathematische Zusammenhang dieser GroRen wird unter Gleichgewichtsbedin-
gungen uber die Young-Gleichung beschrieben [224-225].

cos@ =

® \ (T’s ~ ¥a j

Abbildung 26: Schematische Darstellung eines Tropfens einer nicht vollstandig benetzenden Flissigkeit auf
einer festen Oberflache und der mathematische Zusammenhang der beschreibenden GréRen.

Diese Gleichung ist nur dann erfullt, wenn die Oberflache ideal d.h. glatt, unelastisch,
chemisch homogen, unléslich und inert ist [226]. Der Kontaktwinkel wird mikro-
skopischer Kontaktwinkel genannt, da er von makroskopischen (mit dem bloflen Auge
erkennbar) Strukturen der Oberflache unbeeinflusst bleibt. Er hangt lediglich von
Oberflachenchemie, Druck und Temperatur ab. Abbildung 27 illustriert die Benetzung
einer glatten und homogenen Oberflache. Bei Kontaktwinkeln von 0°<® <90° ist eine
Oberflache hydrophil. In einem Bereich von 90°<® < 150° werden Oberflachen als
hydrophob bezeichnet. Oberflachen mit Kontaktwinkeln von 150°< ® > 180° sind nicht
benetzbar und werden superhydrophob genannt [227].
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Der kleinste mogliche Kontaktwinkel ist 0°, d.h. die Oberfl&che ist vollstandig benetzt.
Far den letzten Fall muss folgende Ungleichung zutreffen:

Ws-vs) = 7

keine Benetzung Teilbenetzung Spreitung
A

®=180° ®>90° ®=90° ®<90° 0=0°

K) \) a4 =

v

zunehmende Benetzung

Abbildung 27: Zusammenhang von Kontaktwinkel und Benetzungsverhalten einer Oberflache mit
variierender Oberflachenenergie ys. VVon links nach rechts nimmt die Oberflachenenergie des Substrats zu
bzw. die Kohésionskréafte des zu benetzenden Mediums ab (Kapitel 2.3, S. 15).

Beim nicht idealen Fall muss die Morphologie (Rauigkeit) einer Oberflache bei der
Kontaktwinkelmessung berticksichtigt werden [228]. Wenzel untersuchte bereits frih den
Einfluss der homogenen Oberflachenrauigkeit auf den Kontaktwinkel [229]. Seine
Resultate zeigten, dass der tatsachliche Kontaktwinkel (®) fur mikroskopisch hydro-
phobe raue Oberflachen (® > 90°) mit zunehmender Rauigkeit anstieg, der hydrophobe
Charakter somit verstarkt wurde. Umgekehrter Sachverhalt galt fur hydrophile raue Ober-
flachen (® < 90°). Wenzel stellte diese Faktoren in folgender Grundgleichung zusammen:

cos O, =1 cos®

Der Rauheitsfaktor r stellt hierbei das Verhaltnis zwischen der wirklichen Oberflache
(raue Oberflache) und der geometrisch projizierten Oberflache (glatte Oberflache) dar.
O ist der Young-Kontaktwinkel. Eine wesentliche Annahme seiner Studien war, dass die
benetzende Flissigkeit in die Vertiefungen der Oberflache eindringt und die dort
vorhandene Luft verdréangt (Abbildung 28, links). Busscher et al. korrigierten Wenzels
Werte spéter auf 60 > ® > 86°. Bei Oberflaichen mit Kontaktwinkeln zwischen 60° und
86° ist kein Einfluss der Rauigkeit zu beobachten. Zudem erweiterten sie um die Aussage,
dass die Auswirkung der Oberflachenrauigkeit verschwindend Kklein wird, wenn diese
unter 0,1 pm sinkt [230].

Das Cassie-Baxter-Modell beschreibt das heterogene Benetzungsverhalten, bei dem die
benetzende Flussigkeit nicht fahig ist die Luft aus den Vertiefungen einer rauen
Oberflache zu verdrangen. Nicht benetzte und benetzte Bereiche d.h. Flachenanteile des
Festkorpers (f; =fy mit dem Kontaktwinkel ®1) und die der Luft (f;) mussten daher
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separat betrachtet werden [231]. Dabei ist f, = 1- f da f; +f, = 1. Nach Vereinfachungen
und Kombination mit Wenzels Grundgleichung folgt daraus:

cos O, =1 fg cos O — (1 — fy)

Die Modelle von Wenzel und Cassie-Baxter lassen sich mit Hilfe von Abbildung 28 ver-
anschaulichen.

Cassie-
Wenzel Baxter

Abbildung 28: Veranschaulichung des homogenen Wenzel-Modells (Tropfen verdrangt die Luft und dringt
somit in die Strukturen der Oberflache ein) und des heterogenen Cassie-Baxter-Modells (Tropfen sitzt auf
der strukturierten Oberflache auf ohne die Luft zu verdréngen).

Weitere intensive Studien auf diesem komplexen Gebiet, auch im Hinblick auf die
Biofouling-Forschung, folgten von Marmur: Er untersuchte die Kontaktwinkel von rauen
Oberflachen unter anderem unter verschiedenen Neigungswinkeln [226, 232-235].

In dieser Arbeit wurden die Kontaktwinkel auf statische Weise mit einem speziell
angefertigten Kontakwinkelmessgerét unter Raumbedingungen vermessen. Der Messvor-
gang verlief Uber eine Videobilddigitalisierung. Der auf die Oberflache aufgesetzte
Wassertropfen wurde nach Young-Laplace modelliert. Die bestimmten Kontaktwinkel
stellen stets Mittelwerte aus drei Messungen an verschiedenen Stellen der Oberflache dar.

Neben der statischen Messung des Kontaktwinkels, der durch Aufsetzen eines bestimm-
ten Tropfenvolumens nach Abklingen aller dynamischen Effekte ermittelt wird, erfolgt
bei der dynamischen Untersuchung fiir Fort- und Rickschreitwinkel eine standige Neu-
bildung der Grenzflache durch kontinuierliche Zunahme (maximaler Kontaktwinkel) oder
Wiederaufnehmen des Tropfenvolumens (minimaler Kontaktwinkel) wéhrend der Mes-
sung. Die Differenz zwischen dem Fort- und dem Ruckschreitwinkel wird als Kontakt-
winkelhysterese bezeichnet [233, 236-237]. Die Bestimmung dieser beiden Winkel ist
schwieriger als die des statischen Kontaktwinkels, sie erfassen jedoch eventuell vorhan-
dende Heterogenitaten der Oberflache. In der vorliegenden Arbeit sind statische Kontakt-
winkel (£ 3°) angegeben, da alle Oberflachen homogen sind.

3.2.4. Raster-Elektronen-Mikroskopie (REM)

Mit dem Rasterelektronenmikroskop ist es moglich Topographie und Morphologie einer
Oberflache mittels Elektronen (durch eine Glihkathode erzeugt), die durch Magnetlinsen
zu einem feinen Elektronenstrahl gebundelt werden, abzutasten [238]. Mit Hilfe eines
Rasterelektronenmikroskops kann eine VergroRerung bis zu 100 000 erreicht werden. Der
Abrasterungsprozess findet im Ultrahochvakuum statt, um Wechselwirkungen mit
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Fremdatomen oder —molekilen zu verhindern. Sobald ein Elektronenstrahl auf die
Probenoberflache trifft, werden die Elektronen abgebremst und geben dabei kinetische
Energie an die Probe ab. Dadurch werden Sekundarelektronen (aber auch Ruckstreu-
elektronen, Augerelektronen und Rontgenstrahlung) von der Probenflache emittiert. Beim
REM werden in erster Linie die Sekundéarelektronen als Signal verwendet. Diese werden
durch einen Sekundarelektronendetektor registriert und verstarkt. Die Intensitat des
Signals ist dabei hauptsdchlich von der mittleren Ordnungszahl der Atome im Material
abhangig.

Das Auflésungsvermdgen d eines Elektronenmikroskops ist wie beim Lichtmikroskop
durch die Wellenlédnge A der verwendeten Strahlung, in diesem Fall der des einfallenden
Elektronenstrahls vorgegeben. NA ist die numerische Apertur der Linse:

g A
~ 2NA

Die Wellenlénge des Elektrons lasst sich nach de Broglie ausdriicken:
h

V 2meEyin

h ist die Planck Konstante, A die Wellenlénge, p der Impuls, Eyi, die Energie und m, die
Masse des Elektrons.

h
A:—:
p

Mit der verwendeten Elektronenenergie von 3 keV haben die Elektronen -eine
Wellenlange von 0,0072 nm. Somit hat die Rasterelektronenmikroskopie im Gegensatz zu
der Lichtmikroskopie (Wellenlangen des sichtbaren Lichts) den Vorteil durch die viel
geringeren Wellenldngen der beschleunigten Elektronen eine weitaus héhere Aufldsung
zu erzielen.

In dieser Arbeit erfolgten die REM-Aufnahmen mit einem LEO 1530 Mikroskop (Zeiss,
Oberkochen, Deutschland). Die Elektronenenergie (Exin) betrug 3 keV (Beschleunigungs-
spannung U = 3 kV), der Detektor war ein SE2 Detektor. Die leitenden Proben fir die
Messungen wurden wie in Kapitel 3.1.5 (S. 32) beschrieben prapariert.

3.2.5. UV/Vis-Spektroskopie

Die UV/Vis-Spektroskopie bedient sich elektromagnetischer Strahlung im sichtbaren und
ultravioletten Bereich. Je nach Spektrometer reichen die Messungen jedoch auch in den
nahen Infrarot Bereich hinein. Es wird somit ein Wellenlangenbereich von 200 nm bis
1000 nm abgedeckt.

Wenn sichtbares Licht der Intensitdt | auf ein Medium trifft, so wird es um dl
abgeschwacht falls das betroffene Medium zumindest eine Substanz, deren Valenz-
elektronen in dem eingestrahlten Wellenlangenbereich angeregt werden, enthdlt. Die
Abschwéachung der Intensitét ist hierbei proportional zum durchlaufenen Weg ds, der
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Konzentration ¢ des Mediums und der eingestrahlten Intensitdt | des Lichts. Der
Proportionalitatsfaktor k(1) ist der wellenldngenabhéngige molare Absorptionskoeffi-
zient. Die beschriebenen Parameter hdngen folgendermalien zusammen:

dl = —k(A) Icds
Nach Integration wird das Lambert-Beer Gesetz erhalten:

I_t — e—k(/l)cs — 10—8(&)05 N _logl_t = 8(/1)65 =A
10 IO

l; ist dabei die transmittierte und o die eingestrahlte Intensitat. € ist der dekadische molare
Absorptionskoeffizient. g(A)cs lassen sich zu A, der Absorbanz, zusammenfassen. s ist
Weglange des Lichtstrahls durch die Probe, ¢ die Konzentration Probe.

UV/Vis-Messungen werden in erster Linie zur Bestimmung von charakteristischen
Absorptionen einer absorbierenden Substanz herangezogen (qualitative Analyse). Quanti-
tative Untersuchungen sind z. B. Konzentrationsanalysen. Diese bedirfen eines bekann-
ten Absorptionsmaximums der zu untersuchenden Substanz und die Zuhilfenahme von
Kalibrierkurven. Zudem darf die Absorption nicht zu grol? sein. In der Regel werden Ver-
dinnungsreihen bekannter Konzentrationen erstellt, um auf diesem Weg unbekannte
Konzentration der zu untersuchenden Substanz zu erhalten.

Im Fall dieser Arbeit wurden die Absorptionsmessungen fiir die qualitative Analyse
angewendet. Zum einen erfolgte die einmalige Bestimmung der Absorptionsmaxima der
Diatomeen in ihrem Kulturmedium. AnschlieBend folgte vor jedem mikrofluidischen
Experiment eine Messung der optischen Dichte bei der Wellenlange eines Maximums der
starksten Absorptionsbande (A = 444 nm).

3.3. Diatomeen Kultur

Die verwendete raphide Diatomee N. perminuta wurde von der Callow Gruppe (School of
Biosciences, Birmingham, UK) bereitgestellt. Die Kieselalgen wurden im mit Nahrstoffen
angereicherten kinstlichen Seewasser (Instant Ocean®, ASW fiir engl. artificial seawater)
waochentlich kultiviert (1:10 Kultur/Medium). Das zuvor autoklavierte Medium (Guil-
lard’s F/2 Medium) wurde vor jeder Verwendung durch ein 0,22 um Filter (PFEA, pro-
teindurchlassig) gefiltert, um wéhrend des Autoklavierens entstandene Niederschlége ab-
zutrennen. Zudem wurden durch die Filtrierung eventuell neu eingetragene bakterielle
Verunreinigungen entfernt. Die Diatomeenkultur wurde in einem Temperaturschrank
(Snijders Scientific, Tilburg, Niederlande) in 100 mL Erlenmeyerkolben bei 18°C in
einem Tages/Nachtrhythmus von 16:8 h (Photonenflussdichte: 340 pmol m™s™) unter sta-
tischen Bedingungen kultiviert. Die Kolben waren durch einen luftdurchléssigen
Cellulosestopfen verschlossen. Abbildung 29 a und b zeigt das Absorptionsspektrum der
verwendeten Diatomeen im sichtbaren Bereich mit den Absorptionsmaxima (Chlorophyll
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a und c) und das Emissionsspektrum bei der Anregungswellenlédnge von 444 nm (Chloro-
phyll c). Eine représentative Wachstumskurve bei der entsprechenden Wellenlédnge (opti-
sche Dichte: ODu44) der Diatomeenkultur tiber 13 Tage zeigt Abbildung 29 ¢ [239].
Hierzu wurden sieben Kulturen angesetzt. Fur jeden der sieben Messpunkte der OD wur-
de jeweils eine Kultur verwendet. Die Algenzellen wurden vor den Messungen durch
wenige Sekunden Ultraschall vom Boden des Erlenmeyerkolbens gelost.
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Abbildung 29: a) Absorptionsspektrum der Diatomee N. perminuta; b) Emissionsspektrum bei einer
Anregungswellenldnge von 444 nm; ¢) Wachstumskurve der verwendeten Diatomeenkultur innerhalb von

13 Tagen (A = 444 nm). Die farbliche Hervorhebung in c illustriert die exponentielle Wachstumsphase der
Diatomeen (engl. log phase).

Abbildung 30 verdeutlicht das Erscheinungsbild der N. perminuta anhand von Licht-
mikroskopaufnahmen verschiedener Vergrofierung.

Abbildung 30: Lichtmikroskopieaufnahmen von N. perminuta (Hellfeld, DIC, Nikon 90i): a) 10-, b) 20-, ¢)
40-fache VergroRRerung. Skala: 40 um in (a), 20 pm in (b) und 10 pm in (c).

Fur die mikrofluidischen Adhasionsexperimente wurden die Algenzellen durch wenige
Sekunden Ultraschall vollstandig vom Boden des Erlenmeyerkolbens geldst. Die optische
Dichte (ODa44) der Algenzellensuspension, gemessen mit einem Photometer (Du-70,
Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland), betrug stets zwischen 0,3-0,4. Dies entsprach
einer Zelldichte von ~ 10° Zellen/ml, was durch manuelles Zahlen mit Hilfe einer Neu-
bauer-Zellkammer bestimmt wurde. Die Algenzellen wurden ohne weitere Vor-
behandlung fiir die mikrofluidischen Adhédsionsmessungen eingesetzt.
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3.3.1. Guillard’s F/2 Medium

Die Zusammensetzung des in dieser Arbeit verwendeten Mediums basierte auf dem
Rezept von Guillard & Ryther (1962, [240]), wurde jedoch nach einer Vorschrift der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. J. Callow und Dr. M. Callow (School of Biosciences, Uni-
versitat Birmingham, UK) modifiziert. Der Unterschied zu der Original-Rezeptur bestand
in der Verwendung von kinstlichem Seewasser, welches aus einem Salzgemisch (Instant
Ocean®) und Milli-Q®-Wasser angemischt wurde. Die Zugabe der Zusétze zum kiinst-
lichen Seewasser ergab schliel3lich das Guillard F/2 Medium (siehe Anhang 8.3).

3.4. Mikrofluidisches Scherkraft-Setup

3.4.1. Das Kanalsystem

Adhésionsstarkemessungen von Navicula perminuta wurden mit einem in unserer
Arbeitsgruppe entwickelten mikrofluidischen Setup durchgefiihrt [32-34, 36, 178]. Der
Aufbau dieses Setups bestand aus vier baugleichen Kanalsystemen, auf deren einzelne
Elemente in Abbildung 31 eingegangen wird.

S%Tubmgs(mmbﬂuss)%;ﬂa‘/ i i

— l_,/ PDMS- D|chtung\ f
o Glasdeckel — }

O e — :

Abbildung 31: a) Einzelteile eines Kanalsystems; b) Seitenschnitt zur Verdeutlichung des Tubingverlaufs;
c) Ausrichtung eines Kanals auf dem Glasdeckel, welches zuvor mit dem PDMS-Ring verklebt wurde.

Jedes einzelne Kanalsystem bestand aus einem aus Polydimethoxysiloxan (PDMS, Syl-
gard 184; Dow Corning, Midland, MI, USA) gefertigten Kanal mit den Dimensionen
13 mm x 1 mm x 150 um (Lénge, Breite, Hohe). Dieser wurde mit Hilfe von Ethanol auf
einem Glasdeckel (20 x 30 x 2 mm) mit zwei gebohrten Lochern (13 mm Abstand, im
Anschluss an die Bohrungen getempert) in der Weise ausgerichtet, dass die Bohrungen
fur Ab- und Zulauf mit diesem Ubereinstimmten (Abbildung 31 a-c). Der Innendurch-
messer (ID) der verwendeten Tubings (Polyfluoroalkoxy, VICI AG, Schenkoon, Schweiz)
betrug an den unmittelbaren Zu- und Ablaufstellen des Kanalsystems 1/16“ (AD/ID
1,5/1 mm). Diese gingen an der Anschlussstelle in 1/8 Tubings (AD/ID 3,2/1,59 mm)
uber (Detailaufnahme Abbildung 32 b). Die groBeren Durchmesser der 1/8“ Tubings
sorgten hierbei fur einen geringeren Druckabfall. Die Tubings wurden in die Aus-
sparungen fur Zu- und Abfluss der elastischen PDMS-Dichtung gefiihrt und trafen jeweils
auf die gebohrten Zu- und Abflussbohrungen des Glasdeckels (Abbildung 31 b). Um das
exakte Zusammentreffen der Zu- und Abflussbohrungen von Glasdeckel und PDMS-Ring
zu gewahrleisten, wurden diese Komponenten zuvor durch einen l6sungsmittelfreien
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Klebstoff (Pattex Repair Extreme, Henkel, Dusseldorf, Deutschland) zusammengefugt
(Abbildung 31 c). Schliellich wurde jedes der vier sandwich-artigen Systeme durch
jeweils drei Schrauben an eine Mikroskop-Objekttisch-Einsetzplatte, mit jeweils runden
Aussparungen fur den Strahlengang (Sichtfenster), befestigt. Die zu untersuchenden
Oberflachen lagen hierbei exakt auf der runden Aussparung als unterste Glieder des
Systems auf. Sie waren 25 mm x 25 mm grol3 und resultierten aus einem jeweils in drei
Stiicke gebrochenen, groRen 75 mm x 25 mm beschichteten Substrat (Kapitel 3.1, S. 29).
Die Einsetzsetzplatte wurde schlief3lich in ein inverses Mikroskop (TE-2000-U, Nikon,
Tokio, Japan) montiert (Abbildung 32 c). Die Tubings wurden mittels Tesafilm am
Mikroskop-Objekttisch (xy) befestigt und so vor mechanischen Schwingungen geschiitzt.

a)

c)

Abbildung 32: a/b) Vier auf eine (herausnehmbare) Objekttisch-Einsetzplatte montierte Kanalsysteme; in b)
zusitzliche Detailaufnahme der 1/16%- und 1/8“-Tubing-Verbindung; c¢) mikrofluidischer Aufbau unter dem

Mikroskop mit Pumpe (roter Pfeil) und mit Uberdruck verbunden (d). Das Mikroskop war in einem
Inkubator platziert.
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3.4.2. Ausfithrung des Abriss-Experiments

Nach Platzierung des Kanalsystems im Mikroskop (Abbildung 32 c) wurden zunéchst die
Tubings flr den Zu- bzw. Abfluss mit dem Medium-Reservoir bzw. mit der Pumpe (PI,
Physics Instruments GmbH & Co.KG, Karlsruhe, Deutschland), welche den Fluss gene-
riert, verbunden (Abbildung 33). Diese wurde extern iiber ein Programm (Micromove®)
gesteuert. Zudem wurde an das Medium-Reservoir ein Uberdruck (N2) von 0,7 bar an-
gelegt, um den unweigerlich durch den begrenzten Durchmesser der Tubings entstehen-
den Druckabfall zu kompensieren. Vor jedem Experiment wurde das System mit dem zu
verwendenden Medium (steriles ASW im Fall der Diatomeen-Messungen) gespult, um
Luftansammlungen zu entfernen und das System zu hydratisieren. AnschlieRend wurde
per Spritze Uber einen Verteiler (Upchurch 7-Port (P-150), IDEX Health Science LLC,
Oak Harbor, USA) eine frisch gevortexte Diatomeensuspension gleichmaRig in alle vier
Kanéle injiziert. Um einen idealen Druckausgleich zwischen Spritze und Druckreservoir
zu gewdhrleisten und um sicherzustellen, dass zu Beginn des Experiments keine
Druckschwankungen auftreten, wurde das System wéhrend der Inkubationsphase unter
0,7 bar Uberdruck im ,by pass* Modus, eine auBerhalb der Kanile verlaufende
Tubingverbindung zwischen Selektor und Verteiler, belassen.

Diatomeen im Kanal
(10x VergroBerung)

Selektor
Objekttisch-
Einsetzplatte

#by pass” -
Verbindung . -
Verteiler L

Pumpe

Injektion
Diatomeen
b4 ASW

' Reservoir:
v v

Abbildung 33: Schematische Darstellung des mikrofuidischen Systems. Zur Ubersicht ist nur eines von vier
Kanalverlaufen gezeigt.

Auf die Inkubationszeit folgte das Abriss-Experiment, indem durch den Selektor (Valco
Cheminert C25-3186, VICI AG) der jeweilige Kanaldurchgang gedffnet und die
Pumpengeschwindigkeit stufenweise (5s, siehe folgendes Kapitel) erhdht wurde. Der
Abrissprozess wurde dabei mit digitaler Mikroskopie (TE-2000, Nikon, ein Bild pro
Sekunde) mit einer 10-fachen VergréRerung durch ein Phasenkontrastobjektiv (NA: 0,25,
Ph1) verfolgt. Das Sichtfeld lag hierbei jeweils in der Mitte des Kanals und umfasste
1001 x 750 pm.

Nach Durchflihrung der Experimente wurden zunéchst die Kanaldimensionen mediumfrei
unter 0,7 bar Uberdriick vermessen. Zur Bestimmung der Kanalbreite wurde ein 4x-
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Phasenkontrastobjektiv (NA: 0,13, PhL) eingesetzt, fir die Kanalhohe ein 20x-Phasen-
kontrastobjektiv (NA: 0,45, Phl). Durch den auf die elastischen Kandle verursachten
Druck beim Zusammenfiigen des Systems bzw. herstellungsbedingten Schwankungen
lagen die Kanaldimensionen in der Regel in GroBenordnungen von 13 mm X
0.9 mm x 140 um (L&nge £ 0,01 mm, Breite £ 0,1 mm, HOhe £ 20 um). AnschlieRend
wurde das gesamte mikrofluidische System mit Milli-Q®-Wasser und Ethanol p.a.
gespult. Nach dem Ausbau der PDMS-Kanéle aus dem System wurden diese wiederholt
mit Ethanol p.a. abgespiilt und fiir 1 h in Extran (1 % ig in Milli-Q®-Wasser) eingelegt,
um Zelluberreste zu entfernen. Bis zur n&chsten Benutzung wurden die Kanéle in
Milli-Q®-Wasser aufbewahrt und unmittelbar vor Benutzung mit iso-Propanol gespiilt.

3.5.  Mikrofluidische Scherkraft-Assay

3.5.1. Laminare Stromung und Reynoldszahl

Das Strémungsverhalten von Flissigkeiten mit der Geschwindigkeitskomponente u in x-
Richtung lasst sich anhand des Verhaltnisses von Tragheitskraft zu den auftretenden
Reibungskraften beschreiben [241]. Die Tragheitskraft ist definiert als:

du B du dx du

Tragheitskraft = p= = X = pu—

dt
Sie ist somit proportional zur Dichte p des Fluids und abhéngig von Raum x und Zeit t.
Die Reibungskraft ist die Anderung der Scherstrémung des Fluids:

0%u du

Jt
Reibungskraft = — = mit 7= ,u@

dy # a_yz
Die Reibungskraft ist proportional zur Viskositat x und an verschiedenen Raumpunkten
unabhéngig von der Zeit.

Uberwiegt die Tragheitskraft, so bezeichnet man die Strémung als turbulent. Es kommt
zur Ausbildung von Wirbeln, hervorgerufen durch rédumlich und zeitlich zuféllige
Bewegungen der Fluidteilchen (Querstromungen). Sind die Reibungskrafte grofer, so
spricht man von einer laminaren Strdmung. Kennzeichen dieser ist, dass die Fllssigkeit in
parallelen Schichten fortbewegt wird, ohne dass es zu einer Durchmischung dieser
Schichten kommt.

In den in dieser Arbeit verwendeten mikrofluidischen Kandlen herrschten fir alle erreich-
ten Scherstromungen 7 laminare Bedingungen (Abbildung 34). Dass die theoretisch
berechneten Scherstrome den experimentell erreichten entsprechen, wurde in vorherigen
Arbeiten durch Messungen des Flussprofils parallel zur Oberflache mittels Fluoreszenz-
Korrelations-Spektroskopie bestatigt [178].
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Abbildung 34: Geschwindigkeitsprofil und Strémungsbahnen einer laminaren Strémung. Die Strémungs-
faden verlaufen parallel zueinander. u ist die Geschwindigkeitskomponente in x-Richtung.

Trifft die Stromung auf z. B. adhérente kugelrunde Volumenelemente mit dem Durch-
messer d, so werden diese von der laminaren Stromung mit der Geschwindigkeit u
umflossen (Abbildung 35).

|

Abbildung 35: Schematische Darstellung eines adhdrierten Volumenelements mit Radius d in einer
laminaren Strémung innerhalb eines parallelen Kanals mit Hohe h und Breite w. Die Strémungsbahnen
verlaufen nach Umstrémung des VVolumenelements weiterhin parallel.

u ist hierbei proportional zur Anstromungsgeschwindigkeit v (v=Q/h x w), der
Geschwindigkeitsgradient du/dx ist proportional zu v/d und &%4/8y? proportional zu v/d>.
Damit wird das Verhaltnis von Trégheitskraft zu Reibungskraft:

Tragheitskraft  pudu/ox pv?/d _pvd
Reibungskraft — uo?u/dy? uv/d: u €

Diese Gleichung beschreibt die dimensionslose Reynoldszahl in Bezug auf die
Umstromung von kugelrunden Widerstandskorpern des Durchmessers d durch ein Fluid
mit dem Volumenstrom Q bzw. Anstromungsgeschwindigkeit v, der Viskositéat ¢ und der
Dichte p.

3.5.2. Berechnung der Scherstromung =

Die in den Kanalen wahrend des Experiments erzeugte Wandscherstromung z liel sich
nach dem Poiseuille Modell fur rechteckige Flusskanéle berechnen [26].

I
hZw

Hierbei ist Q die Flussrate bzw. Volumenstrom (ml/min), p die Viskositat des Mediums
(ASW als kiinstliches Meerwasser und PBS: ~ 10°kg m™ s bei 20°C), h die Kanalhthe
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(engl. height) und w die Kanalbreite (engl. width). Diese vereinfachte Formel ist in
Ubereinstimmung mit komplexeren Beschreibungen paralleler Flusskammern [29].

Ein Beispiel fir die stufenweise (5 s-Schritte), exponentielle Erhéhung der Pumpen-
geschwindigkeit (mm/s) ist in Abbildung 36 gezeigt. Die stufenweise Beschleunigung der
Pumpe ging mit einer Erhohung des Volumenstroms Q ([ml/min], rechte Ordinate) bzw.
der Scherstromung 7 ([dyn/cm?], linke Ordinate) im Kanal einher. Dabei lagen die Volu-
menstrome im Bereich von 300 nl/min bis 81 ml/min und entsprachen Scherstrémungen
innerhalb sechs GrdRenordnungen. Durch die Kanaldimension und den unterstltzenden
Uberdruck war es so méglich Scherstrémungen bis zu 5500 dyn/cm? zu erzeugen, ohne
die Laminaritat zu beintréchtigen.
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Abbildung 36: Illustrierung der stufenweisen (5 s-Schritte) Erhéhung der Scherstrémung z tiber die Zeit des
Experiments. Abbildung 36 zeigt die 26 %/5 s-Rampe.

Auch fir den maximalen Volumenstrom von Qmax ~ 81 mI/min (Vmax = Qmax/h X w =
9 m/s) und die maximalen Kanaldimensionen von 1 mm x 150 um (w X h), betrug die
Reynoldszahl Re~ 1300 und lag somit noch im laminaren Bereich [242-243]. Fur
laminare Stromungen gilt im Allgemeinen R <2200. In der unten aufgefihrten
Berechnung wird angenommen, dass sich die Viskositat i und Dichte p des kinstlichen
Seewassers (ASW) bei 20°C nicht von den Werten des natiirlichen Seewassers unter-
scheiden (i = 1,07 x 102 kg/m s, p = 1,02 x 10% kg/m®) [244].

— p vmaxh
U

R,

Wie schnell die Pumpe die maximale Scherstromung erreichte, konnte durch Selektion
eines entsprechenden Scherstromungsraten-Programms gewahlt werden. In dieser Arbeit
wurden Scherstromungsraten von 8 %, 26 %, 52 % und 90 % pro 5 s getestet (Abbildung
37). Die Prozentangabe bezieht sich dabei stets auf die Erhéhung des Scherstrémungs-
wertes der jeweils vorherigen Stufe. Die Anfangs- bzw. Endscherstrémungsgeschwindig-
keiten der vier Scherstromungsraten waren anndhernd gleich (abh&ngig von Kanal-
dimensionen). Lediglich die Anzahl der 5 s-Schritte, in der die Maximalscherstromungen
erreicht wurden, variierte bzw. nahm von 90 % bis 8 % zu (ersichtlich an der Punktwert-
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anzahl der einzelnen Scherrampen). Dies resultierte in unterschiedlichen Abrissexperi-
mentdauern von 1,67 min bis 13,5 min. Zudem ist aus Abbildung 37 ersichtlich, dass bei
den einzelnen Scherstromungsraten analoge Flussgeschwindigkeiten jeweils unterschied-
lich schnell erreicht werden (Schnittpunkt der Scherrampen mit gestrichelter Linie bei
z. B. 100 dyn/cm? zeigt die entsprechend unterschiedliche Dauer).
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Abbildung 37: Mdgliche Scherstrdmungsraten von 8 %, 26 %, 52 % bzw. 90 % pro 5 s. Diese entsprachen
Abrissexperimentdauern von 1,67 min, 2,5 min, 4,5 min bzw. 13,5 min.

3.5.3. Datenauswertung biologischer Untersuchungen

Abbildung 38 illustriert, wie die Anzahl der Diatomeen mit zunehmender Scherstrémung
abnimmt.
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Abbildung 38: a) Beispiel einer Abrisskurve: haftende Zellen nehmen mit zunehmender Scherstrémung ab.
No = Anzahl aller Zellen im Sichtfeld vor Beginn des Abrissexperiments, N,q = Anteil der Zellen, die nach
Erreichen von Scherstrémungen von < 0,05 dyn/cm? adharent auf der Oberflache verblieben; z, = kriti-
sche Scherstromung, bei der 50 % aller haftenden Zellen (N.4) von der Oberflache entfernt wurden:
750 = ¥2 N4g; b) Beispiel einer Balkendarstellung von adhérenten Zellanteilen NagNot [%] von drei fiktiven
Oberflachen (OF). Ny wurde in Balkendiagrammen stets auf 100 % normiert.
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Die Datenauswertung lag darin abreiBende Algenzellen der aufgenommenen Mikros-
kopievideos mit zunehmender Scherstromung im 5 s-Takt manuell zu z&hlen. Die so
erhaltenen Werte N(z) wurden im Anschluss gegen die korrespondierenden Scherstro-
mungswerte z aufgetragen. Der daraus resultierende Kurvengraph lieferte zwei charakte-
ristische KenngroRen: a) Der adharente Zellanteil NgNo™ [%] ergab sich aus der Anzahl
der adhdrenten Zellen (Ngg) dividiert durch die gesamte Anzahl der Zellen Ny, die sich vor
Beginn des Abrissexperiments im Sichtfeld befanden. Als adhérente Kieselalgen wurden
diejenigen Zellen betrachtet, die nach Beginn des Experiments bei Erreichen von
Scherstrdmungen von =~ 0,05 dyn/cm? weiterhin an der Oberflache hafteten (Abbildung
38 a). Zur besseren Ubersicht lsst sich dieser Sachverhalt in einem Balkendiagramm dar-
stellen (Abbildung 38 b). b) Die kritische Scherstromung o ist ein aus dem Diagramm
abgelesener Punkt (rechte y-Achse), an dem 50 % der adhérenten Zellen von der Ober-
flache entfernt wurden (N(zp) = 0,5 Nag). Dieser Wert spiegelte die Adhé&sionsstéarke der
Diatomeen auf verschiedenen Oberflachen wieder.

Da die initiale Anzahl der Algenzellen (No) im Sichtfeld von Experiment zu Experiment
variierte, wurden absolute Zellzahlen auf prozentuale Anteile normiert (N(7)-Nag™ [%],
rechte Ordinate). Hierzu wurden scherstormungsabhangige Zellzahlen (N(7)) durch die
absolute Anzahl der adhdrenten Zellen (N,g) dividiert. Auf diese Weise wurde ein direkter
Vergleich der kritischen Scherstrdmungen 7o von Diatomeen auf unterschiedlichen Ober-
flachen realisiert.

Um die in den Kanélen generierte laminare Scherstromung mit der turbulenten Scher-
strdmung an einem sich bewegenden Seefahrzeug zu korrelieren, kénnen Berechnungen
von Schultz et al. genutzt werden. Sie zeigen, dass die Wandschubspannung am Bug
eines sich mit 16 kn bewegenden Schiffes 56 Pa (560 dyn/cm?) in einer laminaren Fluss-
kammer entspricht [245].

3.5.4. Datenauswertung der Partikelexperimente

Die Auswertung der durchgefthrten Partikelmessungen erfolgte, bis auf die automatische
Auszéhlung, analog der im vorangegangen Kapitel. Bedingungen fiir die automatisierte
Auszéhlung der Carboxybeads waren: Zirkularitat: 0,88-1, GroRe: 6,5-7,5px (4,2-
4,8 um). Durch die groRe Menge der aus den Tubings nachkommenden Carboxybeads
unmittelbar nach dem Start des Experiments, war der vom automatischen Zahlprogramm
angegebene 100 %-Wert verfélscht. Aufgrund dessen wurde die Carboxybeadanzahl erst
nachdem ein stabiles Plateau erreicht war in die Wertung aufgenommen (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Beispiel fir den Abriss von Partikeln von einer Oberflache. Die reale Kurve (links) wurde
nach Bestimmung eines konstanten Plateaus auf den jeweiligen Wert begradigt (rechts).

3.6. Feldversuche

Die mikrofluidischen Feldversuche fanden auf dem Forschungsgeldnde des Florida
Institute of Technology (FIT, Prof. Dr. G. Swain) in der Indian River Lagoon im Novem-
ber bzw. Dezember 2010 statt. Diese Lagune befindet sich an der Ostklste Floridas
(27°53'59°N, 80°28728" "W). Das fiur die Untersuchungen verwendete Wasser befand
sich in Tanks und wurde ununterbrochen aus der Lagune gepumpt, um die gleichen
Bedingungen wie sie in der Lagune herrschten zu schaffen (Abbildung 40). Nach der
Wasserentnahme aus dem Tank wurde dieses durch ein 100 um Filter gefiltert und direkt
in die mikrofluidischen Kandle injiziert (Kapitel 3.4.2, S 45). Die Inkubationszeit betrug
stets 4 h, die Erhéhung der Scherstromung fur alle Experimente 26 % alle 5s. Der
bendtigte Uberdruck von 0,7 bar wurde mit Hilfe einer Luftdruckgasflasche, unterstiitzt
durch einen Druckregler, realisiert. Die Aufnahmen erfolgten mit einem inversen Mikro-
skop (Axiovert 25C, Zeiss, Jena, Deutschland, 10x-Phasenkonstrast Objektiv, NA: 0,25),
welches Uber eine Autobatterie betrieben wurde. Der dafiir nétige technische Umbau
wurde vor der Abreise durchgefihrt.
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Abbildung 40: Position des Versuchsgelandes (links); aus der Lagune gepumptes Wasser im Tank (rechts).
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4. Optimierung des mikrofluidischen Systems

Das vorliegende Thema zur Optimierung des mikrofluidischen Systems vorab behandelt
werden, um die schwankenden Statistiken der biologischen Untersuchungen im Haupt-
kapitel Adhasionsstarkemessungen mit N. perminuta (S. 71ff) entsprechend deuten zu
konnen. Zudem wird auf kirzlich durchgefiihrte Arbeiten mit einem identischen System
verwiesen [246].

Nach der Durchfiihrung der biologischen Untersuchungen, stellte sich die Frage, ob das
verwendete mikrofluidische System hinsichtlich seiner Leistungsfahigkeit und Verl&ss-
lichkeit weiter optimiert werden kann. Da es sich bei dem Setup um eine bei jeder
einzelnen Messung stets neu zusammengebaute Anordnung handelt und die Experiment-
durchfiihrung durch eine Reihe von Faktoren gesteuert wird, sollen im Folgenden
systematisch beeinflussbare Versuchsparameter und ihr Einfluss auf die Reproduzier-
barkeit der Messungen untersucht werden. Abbildung 41 greift hierzu, ohne direkten
Bezug auf die Messungen zu nehmen, Beispiele heraus, um die Variabilitdt der
Experimente mit N. perminuta aufzuzeigen.
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Abbildung 41: Abrisskurven von N. perminuta auf einzelnen Oberflachen zur Verdeutlichung der
Variabilitat der Messungen im Kapitel 5 Adhasionsstarkemessungen mit N. perminuta.

Um die Reproduzierbarkeit zu testen, wurde ein Messsystem bestehend aus Hyaluron-
séure- oder Dodecanthioloberflache (DDT) und carboxyterminierten Polystyrol-Mikro-
sphéren (kurz: Carboxybeads, 4,5 um) als Adhé&sionsobjekte gewahlt. Als starre Partikel
unterlagen diese im Gegensatz zu Diatomeen keinen Umwelt- und Zyklusschwankungen.
Zudem lagen die bestehenden Scherkrafte zur Entfernung der Carboxybeads von den
Oberflachen im Bereich der vom System generierten Stromung (siehe Resultate).

Fiir die Messungen wurden 25 pl der 4,5 pm-Carboxybeadsuspension (~ 10* Partikel/mL)
in PBS (pH = 7,4) aufgenommen und dreimal mit dem selbigen gewaschen (13000 rpm,
4 min). Die vorbereitete Suspension wurde innerhalb eines Experimenttages bis zur
Benutzung bei Raumtemperatur aufbewahrt. Die verwendeten DDT-SAMs (Dode-
canthiol) bzw. Hyaluronséureoberflachen stammten aus einer Herstellungscharge. Sie
wurden zuvor frisch prapariert und im Fall von HA bis zu ihrem Einsatz in Milli-Q®-
Wasser aufbewahrt. Die Abrissprozesse wurden stets mit einer 10-fachen Vergrofierung
(Phasenkontrastobjektiv, NA: 0,25, Ph1, Sichtfeld: 1001 x 750 um) verfolgt.
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GleichmaRig in alle Kanéle injiziert wurden die Carboxybeads bei Raumtemperatur 5 min
bzw. 10 min (DDT- bzw. HA-Oberflache) inkubiert und anschlieBend jeweils in Abriss-
experimenten (26 %/5 s-Scherstromungsrate, siehe Kapitel 5.1.2, S. 74) von den Ober-
flachen entfernt. Als Spulmedium diente in beiden Fallen PBS (pH = 7,4).

4.1. Carboxy-Polystyrol-Mikrospharen auf Polysaccharidoberflachen

Die fir die Adhésion verantwortlichen Wechselwirkungen zwischen den Hyaluron-
sdureoberflachen (Kontaktwinkel: ~10°, Schichtdicke ~ 25 A) und den Carboxybeads
beruhen vorwiegend auf intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
deprotonierten Carboxylgruppen (pH =7,4) der Polystyrol-Mikrospharen und den zu
Wasserstoffbindungen beféhigten Gruppen der Hyaluronséure (-NH, -COO™ und —OH,
siehe hierzu Kapitel 3.1.3, S. 30) (Abbildung 42).

0% o¢9%e
‘ ‘ . ‘ ‘ . -COOH-terminierte
Polystyrol-Mikrosphdren
® ® © ®
o0 C N

zu H-Briicken befahigte Gruppen der HA:
-OH, -NH, -COOH
Hyaluronsdure (HA)

1TrTTYITICYY

Substrat: APTMS auf Glas

Abbildung 42: Wechselwirkungen zwischen polaren carboxyterminierten Polystyrol-Mikrosphéren mit der
polaren HA-Oberflache werden durch Wasserstoffbriickenbindungen bewirkt.

Tabelle 2 gibt einen Uberblick der in den folgenden Kapiteln untersuchten Parameter,
ihre Ursachen und mdéglichen Konsequenzen fir die Messungen.
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Tabelle 2: Ubersicht der veranderbaren Parameter wahrend der mikrofluidischen Messungen.

Variablen bei
mikrofluidischen Ursache Konsequenz fir Messungen
Messungen
rundes Sichtfenster im Setup unterschiedliche
Kanalposition betragt 70 mm, Sichtfeld fur die Scherstrémungsbedingungen an
Aufnahmen 1001 x 750 um verschiedenen Punkten des Kanals
Konzentration der unterschiedliche H_andhabung bei Beads erfahren untersch?edliche
o . der Aufbereitung der Scherstromungsstarke bedingt durch
adhérierten Objekte P .
verwendeten Beads gegenseitige Abschirmung
unterschiedliche Kraftausiibung Einfluss auf Scherstrémung trotz
Kanaldimensionen auf elastische Kanéle beim Beriicksichtigung der
Zusammenbau der Kanalsysteme | Kanaldimensionen bei Berechnungen
- nicht messbare Fluktuationen _ Stérungen laufender Messungen
im Druckminderer (p = 0,7 bar)
Druckschwankungen ) durch Druckpulse
- Druckabfall bei zunehmendem - Kompressionen der Kanéle
Saugen der Pumpe

Vorab soll die Streuung der zo-Werte in den durchgefiihrten Carboxybeadmessungen in
Abbildung 43 verdeutlicht werden. Dies ist ein eindeutiger Hinweis darauf, dass die
statistischen Schwankungen bei den Adhésionsstarkeuntersuchungen mit Diatomeen
offensichtlich nicht aufgrund von biologischer Variabilitat auftraten.
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Abbildung 43: Streuung der z5-Werte innerhalb 140 Messungen zur Entfernung von 4,5 um-Carboxybeads
von HA-Oberflachen.

4.1.1. Kanalposition

Das Sichtfenster, das fir den Strahlengang des Mikroskops zur Verfligung stand, um-
fasste die Aussparung im PDMS-Ring und war 70 mm groR. Das Sichtfeld des 10x-
Objektivs, welches fir die Adhasionsstarkemessungen eingesetzt wurde, betrug 1001 x
750 um. Es bestanden somit mehrere Mdglichkeiten das Sichtfeld fir eine Messung
innerhalb des Kanals zu positionieren. Zunéchst wurde gepruft, ob die kritischen Scher-
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stromungen fur die Entfernung von 50 % Carboxybeads abhéngig von den Kanal-
positionen variieren. Hierzu wurden drei Punkte im Kanal gewahlt: in der N&he des
Auslasses, in der Mitte und in der N&he des Einlasses (Abbildung 44, rote Kreuz-
markierungen). Die Kanalh6hen wurden zu Beginn und im Anschluss der Experimente
vermessen und waren an allen drei Kanalpositionen in allen Féllen identisch. Flr jede der
drei Positionen wurden zwei Messungen durchgefihrt.

Sichtfenster
x = mogliche Sichtfelder
des Objektivs

Auslass Einlass

Abbildung 44: Sichtfenster im PDMS-Ring des mikrofluidischen Aufbaus und moégliche Messpunkte im
Experiment (x).

Abbildung 45 zeigt eindeutig, dass unabhangig von den Kanalpositionen die kritischen
Scherstrémungen nur geringfugig variierten. Die Standardabweichung (SA) lag bei
maximal 5 %. Die Resultate bestatigen somit, dass die laminare Strémung im gesamten
Sichtfenster identisch ist. Fur zuklnftige Messungen, die der Kalibration als auch der
Diatomeen-Adhasionsstudien wurde als Sichtfeld stets die Mitte des Kanals festgelegt.

b)
100 +
80+
S
= 60
< R
2 -
40 F —— Néhe Einlass
S —— Mitte
Z 20l Néhe Auslass
0 " L L . O
Einlass Mitte Auslass 001 01 1 10 100 1000
s -2
Kanalposition 7 [dyn cm™]

Abbildung 45: Entfernung von 4,5 um-Carboxybeads von einer HA-Oberflache fiir verschiedene Kanal-
positionen; a) kritische Scherstrémungen z; b) Abrisskurven fur die drei Kanalpositionen.

Um im Anschluss die Reproduzierbarkeit der Kandle zu testen, wurden alle vier Kandle
bei gleichen Bedingungen vermessen.

4.1.2. Reproduzierbarkeit der kritischen Scherstromungsmessungen

Die Abrisskurven innerhalb der vier Kanéle sind in Abbildung 46 a-d gezeigt. Innerhalb
der Kanéle ergaben die einzelnen Messungen zum Teil sehr dhnliche kritische Scher-
stromungswerte (Kanal 1), jedoch sind ebenso davon abweichende Messungen zugegen
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(Kanal 3-4). Die Carboxybeads zeigten einen kritischen Scherstromungswert g von
210 + 43 dyn/cm?® fiir Kanal 1, 161 + 41 dyn/cm? fir Kanals 2, 126 + 29 dyn/cm?® fiir
Kanal 3 und 206 + 27 dyn/cm? fir Kanal 4.

Die Standardabweichungen (SA) innerhalb der Kanéle lagen somit zwischen 13 % und
26 % (Abbildung 47 a). Die Abweichungen von den zo-Werten von Kanal zu Kanal
betrugen 15-34 %. Die chronologische Betrachtung der jeweiligen drei Messungen in
Abbildung 47 b lieR keinen Zusammenhang der abweichenden Messwerte untereinander
erkennen: Im Kanal 1, Kanal 3 und Kanal 4 stiegen die wo-Werte innerhalb der drei
Messungen an, Kanal 2 hingegen war der Sachverhalt exakt gegenteilig. Zudem liel} der
Vergleich der mo-Werte zwischen den Kandlen innerhalb der Fehlergrenzen lediglich eine
Korrelation zwischen Kanal 1 und Kanal 4 (mo= 21043 dyn/cm2 bzw. 206 +
27 dyn/cm?) bzw. Kanal 2 und Kanal 3 zu (mo = 161 + 41 dyn/cm® bzw. 126 + 29
dyn/cm?).
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Abbildung 46: Abrisskurven von 4,5 um-Carboxybeads von HA-Oberflachen im Kanal 1-4.

Basierend auf diesen Resultaten kann zunéchst keine Aussage getroffen werden, da kein
ersichtliches Muster zu erkennen war, welches ein Indiz fir die Streuung der Messwerte
liefern wirde.
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Abbildung 47: Abriss von 4,5 um-Carboxybeads von HA-Oberflachen im Kanal 1-4. a) Vergleich der
kritischen Scherstromungen z;; b) chronologische Darstellung der Messungen.

4.1.3. Kanaldimensionen

Als mdogliche Ursache fur die Schwankungen der zo-Werte in Abbildung 47 wurden
Unterschiede in den Kanaldimensionen (H6he und Breite) vermutet. Der mikrofluidische
Aufbau besteht zwar aus vier baugleichen Kanalsystemen, jedoch kénnen die Malie jedes
einzelnen elastischen Kanals durch die Kraftausiibung beim Zusammenfigen variieren.
Die Dimensionen der Kandle lagen nach Einbau in die Kanalsysteme in der Regel
durchschnittlich im Bereich von 13 mm x 0.9 mm x 140 um (L&nge + 0,01 mm, Brei-
te £ 0,1 mm, Hohe + 20 um). Die Kanaldimension wurden zwar wie in Kapitel 3.4.1
(S. 43) beschrieben bei Kalkulationen der Scherstromung jedes einzelnen Kanals bertick-
sichtigt, nichtsdestotrotz kénnten Anderungen der MaRe einen groReren Einfluss als
theoretisch angenommen verursacht haben. Da die Anderungen in der Kanalbreite in die-
sem Fall minimal waren und diese zudem nur einfach in den Kalkulationen bertcksichtigt
sind, wurden lediglich die Hohendimensionen, die quadratisch in die Berechnungen der
Scherstromungen eingehen, in den Vergleich mit einbezogen. In diesem Fall lagen
jeweils zwei Kanalhohen in einer GréRenordnung: die Hohe von Kanal 1 bzw. Kanal 3
betrug 125 pm, die von Kanal 2 bzw. Kanal 4 150 um. Der Unterschied der Kanalhdhen
resultiert in einem Unterschied der Scherstromungen um den Faktor 1.4 (7125 ym > 7150 um)-
Abbildung 48 zeigt den Zusammenhang zwischen Kanalhthe und den kritischen Scher-
stromungen zo. Obwohl Kanal 1/2 bzw. Kanal 2/4 in den gleichen Dimensionsbereichen
lagen, unterschieden sich dennoch die kritischen Scherstrémungen =o. Zur Verdeut-
lichung der Ahnlichkeit der Kanale 1/3 bzw. 2/4 wurden die Verhaltnisse der Kanal-
volumina (h x b x w) herangezogen. Diese ergaben fir Kanal 1/3=1,09 und fur
Kanal 2/4 den Faktor 1,10.

Die dargestellte Gegenuberstellung von den zo-Werten und den Kanalhthen als eine
Variable in den Messungen, gibt somit keinen Hinweis auf die Streuung der zo-Werte
zwischen den Kandlen. Diese missen somit einen anderen Ursprung bei der Durch-
fihrung der Experimente gehabt haben.
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Abbildung 48: Abriss von 4,5 um-Carboxybeads von HA-Oberflachen im Kanal 1-4. Zusammenhang
zwischen z, und unterschiedlichen Kanalhéhen.

4.1.4. Konzentrationsabhangigkeit

Wie in der Einleitung beschrieben, wurden die Carboxybeads vor den Messungen einer
Reinigung unterzogen. Diese bestand aus dreimaligem Waschens mit PBS. Jeweils nach
den Zentrifugationsvorgangen wurde hierzu die Uberstehende PBS-Ldsung abgetrennt.
Dadurch wurden vereinzeln unterschiedliche Mengen der Mikrosphdren von den
sogenannten Pellets abgetrennt wurden, was folglich zu Schwankungen in den Konzen-
trationen fihrte. In diesem Zusammenhang wurde eine Konzentrationsabhéngigkeit der
kritischen Scherstromungen in Betracht gezogen. Ein moglicher Effekt hierfur wére, dass
abgeschirmte Mikrosphéren eine niedrigere Scherstromung erfuhren und dadurch im
Gegensatz zu Mikrosphéren, die der Stromung direkt ausgesetzt waren, erst bei héheren
Scherstromungen auf diese reagierten (Abbildung 49). Es sollte daher die Hypothese
gepruft werden, ob eine zu hohe Mikrospharenkonzentration zu einer hdher gemessenen
kritischen Scherstrdmung fuhrt.

m
—%0e®

Abbildung 49: Mdgliche Abschirmung einiger Mikrosphéren bedingt durch eine zu hohe Mikrosphéren-
konzentration.

Hierzu wurden die mo-Werte der zuvor durchgefihrten Messungen nach den unter-
schiedlichen Bead-Konzentrationen aufgetragen. Anhand von Abbildung 50 wird deut-
lich, dass die Werte der kritischen Scherstromungen innerhalb der Kandle keine offen-
sichtliche Abhéngigkeit von der Beadanzahl aufzeigten.
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Abbildung 50: Kritische Scherstromungen =, in Abhéngigkeit einer zunehmenden Beadanzahl.

4.1.5. Druckschwankungen

Der auf das Medium-Reservoir ausgetibte Stickstoff-Uberdruck von 0,7 bar, wurde durch
einen Druckminderer konstant gehalten (Abbildung 32 d, S. 44). Da das mikrofluidische
System empfindlich auf Druckunterschiede reagieren kann, kdnnten jedoch bereits
leichte, fiir die Druckanzeige nicht wahrnehmbare, Druckdifferenzen laufende Messungen
gefahrden.

Um eventuelle Druckfluktuationen davon abzuhalten unmittelbar ins System zu gelangen,
wurde zwischen Druckregulierer und Medium-Reservoir eine zusatzliche Schott-Druck-
flasche eingesetzt. Als Verbindung zwischen diesen diente ein 1/16°° Tubing. Zu dieser
zusétzlichen Druckstabilisierung wurde der Effekt des zunehmenden Leervolumens im
Medium-Reservoir in laufenden Messungen beobachtet. Abbildung 51 a zeigt, dass die
abnehmende Flussigkeitsmenge und das somit zunehmende Leervolumen mit fortschrei-
tenden Messungen keinen nennbaren Einfluss auf die kritischen Scherstromungswerte z
zu haben scheint. In Abbildung 51 b wird dieser Sachverhalt anhand von einer chrono-
logischen Darstellung der Messungen deutlich. Die Reproduzierbarkeit lag hier bei
413 + 97 dyn/cm? (SA: 23 %). Die Vermutung die ersten drei Messungen kénnten einen
Trend indizieren, konnte bei analogen Messungen nicht wiederholt beobachtet werden.
Abweichende Messwerte schienen ohne erkennbares Muster aufzutreten.
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Abbildung 51: Abriss von 4,5 pm-Carboxybeads von HA-Oberflachen in einem Kanal. a) Abhé&ngigkeit
der kritischen Scherstrémungen z, von dem Leervolumen im Medium-Reservoir; b) chronologische Dar-
stellung der Messungen.

4.1.6. Einfiihrung von Spacern als Abstandshalter

Aufgrund ihrer Elastizitat konnten Kandle durch die unterschiedlichen Krafte wéahrend
des Zusammenbaus oder wéhrend des Experimentes zu Kanalhohen fuhren, die sich
wéhrend der Messung andern. Insbesondere die zunehmende Saugleistung der Pumpe
konnte eine zunehmende Kompression der Kanéle verursachen. Wie bereits in Kapitel
3.4.1 (S. 43) beschrieben, variiert die Hohe der Kanéle nach der Assemblierung im
Bereich von 140 =20 um. Die Kanalhdhen entlang des Sichtfensters eines einzelnen
Kanals variierten fast gar nicht (£ 1um) (Kapitel 4.1.1, S55). Zudem konnte wie in
Kapitel 4.1.3 (S. 58) beschrieben keine unmittelbare Korrelation zwischen den zo-Werten
und der Kanalhéhe gefunden werden.

Um eine Kompression der Kanéle zu verhindern wurde das mikrofluidische System um
speziell angefertigte Abstandshalter, sogenannte Spacer, erweitert. Als Material flr die
Spacer wurde Aluminium gewdhlt, da dieses inkompressibel ist und damit bei einer
Verschraubung und bei Druckénderungen nicht nachgibt. Die Spacer wurden jeweils zwi-
schen Oberflache und Glasdeckel eingelegt (Abbildung 52 a). Fir jeden der vier Kanéle
war im Spacer eine passende Aussparung vorhanden, damit ein vollstandiger Kontakt zur
Oberflache gewahrleisten werden konnte (Abbildung 52 b/c). Die Dicke des Spacers war
geringfugig dinner (130-140 um) als die der Kanéle (150-160 pm). Dadurch wurde der
fiir die Dichtigkeit notwendige Anpressdruck sichergestellt.

61



a)

PDMS-Dichtung - ‘ - ‘ -

Glasdeckel & l

PDMS-Kanal Spacer-
Oberfliche ———— Einlage

Abbildung 52: a) Seitliche Darstellung eines Kanalsystems zur Verdeutlichung des Einsatzes eines
Spacers; b) vor der Verschraubung eines Kanalsystems auf einer Oberflache aufliegender Spacer mit
passender Aussparung fir den Kanal.

Fir die initialen Versuche wurden Spacer mit einer Starke von 140 pm eingesetzt. Bei
initialen Messungen bestand jedoch das Problem einer unzureichenden Dichtigkeit der
Kandéle. Die Verwendung von Spacern mit einer Dicke von 130 um erwies sich hingegen
als passend, das Kanalsystem blieb zu jedem Zeitpunkt einer Messung dicht.

Abbildung 53 zeigt ohne einen Bezug auf bestimmte Experimente zu nehmen, dass die
Schwankungen der Kanalhthe mit einem Spacer im System deutlich geringer ausfielen.
Der Vergleich erfolgte mit den Kanalhthen der zuvor in diesem Kapitel durchgefihrten
Experimente. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Spacer eine Limitierung der Kraftaus-
ubung und damit herbeigefiihrtes Quetschen der Kanéle beim Verschrauben bewirkten.
Die Kanalhthen in den Kanalsystemen ohne eingesetzte Spacer betrugen 135 + 11 um,
die Schwankung lag somit bei 8 %. Mit einem Spacer im System schwankten die Kanal-
hoéhen mit Werten von 156 + 4 um nur wenig (3 %).
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Abbildung 53: Vergleich von Kanalhéhen nach Verschraubungen im mikrofluidischen System mit bzw.
ohne Spacer.

Darauf folgend wurden zundchst wiederholt in einem Kanal Adhé&sionsstarkemessungen
von Carboxybeads auf Hyaluronsaureoberflachen durchgefihrt.
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4.1.7. Reproduzierbarkeit der kritischen Scherstromungsmessungen mit

eingesetzten Spacern

Die wiederholten Messungen in einem Kanalsystem ergaben durch den Einsatz eines
Spacers eine erhohte Reproduzierbarkeit mit einer geringen Abweichung der zo-Mess-
werte voneinander (5 %). Diese betrugen 388 + 17 dyn/cm?®. Analoge Messungen ohne
Spacer resultierten in zo-Mittelwerten von 355 + 47 dyn/cm?, was einer Standardabwei-
chung von 13 % entsprach. Die Abrisskurven in Abbildung 54 a zeigen den engeren
Verlauf der Kurven durch den Einsatz eines Spacers im Gegensatz zu den Messungen
ohne Spacer. Abbildung 54 b verdeutlicht diese Tatsache durch einen Vergleich der
Streuung der wo-Messwerte.
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Abbildung 54: Vergleich der Reproduzierbarkeit der kritischen Scherstrémungen in einem Kanal mit und
ohne Spacer a) Abrisskurven von 4,5 um-Carboxybeads auf HA-Oberflachen; b) Streuung der zq-Werte.

Eine Gegebenheit, die trotz des Einsatzes von Spacern beobachtet wurde ist, dass die Re-
produzierbarkeit von z, nach Reassemblierung des Kanalsystems nicht immer gewahr-
leistet war. Abbildung 55 zeigt zur Veranschaulichung dieses Sachverhalts Messdurch-
laufe innerhalb von drei Tagen unter gleichen Bedingungen. Deutlich ersichtlich ist, dass
die Messungen an Tag 1 und Tag 2 ahnliche z-Werte liefern (7 = 401 + 21 dyn/cm?
bzw. 383+ 19 dyn/cm?), wahrend am Tag3 der mo-Wert wesentlich kleiner war
(mo = 117 + 5 dyn/cm?). Die Abweichungen zwischen den zo-Werten zwischen den
Kandlen (bzw. Tagen) lagen somit zwischen 6-61 %. Anhand von den Standardabwei-
chungen der einzelnen Tage ist jedoch ersichtlich, dass innerhalb der Messungen eine
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hohe Reproduzierbarkeit gegeben war (Tag 1 und 2 (n=6): SA=5%, Tag 3 (n=38):
SA =4 %).
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Abbildung 55: Reproduzierbarkeit der Scherstrdmungen zwischen Messungen an drei verschiedenen
Tagen in einem Kanal unter Einsatz eines Spacers (4,5 pum-Carboxybeads auf HA-Oberflachen). Die
Standardabweichung betrégt zwischen den einzelnen Tagen bis 61 %.

Die von Messung zu Messung vorgenommene Reassemblierung des Kanalsystems gibt
Anlass zur Vermutung, dass die Reproduzierschwierigkeiten ihren Ursprung im Zusam-
menbau der Kanalsysteme finden. Damit waren ebenfalls die Schwankungen (SA = 15-
34 %) bei den anféanglich bei der Optimierung durchgefiihrten Messungen innerhalb der
vier Kanéle verstandlich (Kapitel 4.1.2, Abbildung 47).

Trotz dieser Tatsache wurden anschlielend Adh&sionsexperimente unter Einsatz von
Spacern in vier Kanélen durchgefuhrt. Die Messungen erfolgten in jedem Kanal jeweils
drei Mal. Die Kurven in Abbildung 56 a-d geben die Abrissprozesse 4,5 um-Carboxy-
beads auf HA-Oberflachen in den einzelnen Kanélen wieder. Im Kanal 1 zeigten die
Carboxybeads kritische Scherstrémungswerte 7o von 240 + 9 dyn/cm?, die Standard-
abweichung (SA) betrug 4 %. Fiir Kanal 1 wurden zo-Mittelwerte von 239 + 6 dyn/cm?
gemessen, was einer SA von 2 % entsprach. Kanal 2 wies mit 7 = 102 + 12 dyn/cm?
eine SA von 11 % auf. Der zo-Mittelwert im Kanal 4 betrug mit einer Standardabwei-
chung von 3 % 169 + 5 dyn/cm?.
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Abbildung 56: Reproduzierbarkeit des Kanals 1-4 mit Einsatz von Spacern. a-d) Abrisskurven von 4,5 um-
Carboxybeads auf HA-Oberfl&chen.

Der Vergleich der vorliegenden Resultate mit analog ohne Spacer erfolgten Messungen
aus Kapitel 4.1.2 (S. 56), zeigt die deutliche Verbesserung der Reproduzierbarkeit inner-
halb der einzelnen Kandle: die drei Messungen lagen jeweils sehr dicht beieinander
(SAohnespacer: 13-26 %, SAmitspacer: 2-11 %). Die Reproduzierschwierigkeiten von Kanal zu
Kanal blieben wie in den Messungen ohne Spacer bestehen. Diese kritischen Scherstro-
mungen schwankten zwischen 3-44 % (Abbildung 57).
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Abbildung 57: Vergleich der Reproduzierbarkeit im Kanal 1-4 durch Adhésion von 4,5 pum-Carboxybeads
auf HA-Oberflachen. a) mit Einsatz von Spacern; b) ohne Einsatz von Spacern.

Die Schwankung der zo-Werte zwischen den Kanélen kdnnte ebenfalls mit den unter-
schiedlichen Assemblierungen der vier Kanalsysteme zusammenhdngen. Auch wenn
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weniger wahrscheinlich, so kann eine weitere mogliche Ursache der Schwankungen in
den verwendeten Polysaccharidoberflachen liegen. Wie in Kapitel 3.1.3 (S. 30) be-
schrieben, ist die Darstellung von Polysaccharidoberflachen ein mehrstufiger Prozess, bei
dem Kopplungsdefekte nicht génzlich ausgeschlossen werden kénnen. Zudem sind die
immobilisierten Makromolekuilketten flexibel, worauf unterschiedliche Konformationen
eingenommen werden konnen und sich damit die Wechselwirkungen mit den
Mikrosphéren &ndern. Es muss zudem bedacht werden, dass das Sichtfeld bei den Mes-
sungen fix war und mit 1 mm x 0,75 mm sehr klein. Aufgrund dessen konnen bereits
minimale Oberflachenunterschiede im Sichtfeld des untersuchten Kanals zu unterschied-
lichen mo-Mittelwerten fuhren. Von enormer Bedeutsamkeit ist nichtsdestotrotz die
sichtliche Abnahme der Schwankungen innerhalb der Kanéle, diese lagen lediglich
zwischen 2-11 %.

4.2. Carboxy-Polystyrol-Mikrosphadren auf Dodecanthiol-SAMs

Um den Einfluss des Substrates n&her zu beleuchten, wurde im ndchsten Schritt ein
Modellsystem basierend auf DDT-SAMs und carboxyterminierten Polystyrol-Mikro-
sphéren untersucht. Durch die Verwendung von SAMs anstatt von Polysacchariden
wurde erwartet, dass aufgrund der verminderten Flexibilitdt der Molekilketten, bedingt
durch van der Waals-Wechselwirkungen der Ci,-Ketten untereinander, eine erhohte
Stabilitdt des Oberflachen/ Mikrosphéarensystems und somit eine héhere Reproduzier-
barkeit erreicht werden kann.

Die Adhéasion zwischen den DDT-SAMs und den carboxyterminierten Polystyrol-
Mikrospharen wird vorwiegend durch Wasser vermittelt. Dies bedeutet, dass Wasser-
molekulwechselwirkungen zwischen den polaren Carboxylgruppen und dem befindlichen
Medium auch bei der Annéherung an eine hydrophobe Oberflache nicht ganzlich entfernt
werden und folglich Wassermolekiile an den Carboxybeads adsorbiert bleiben. Der DDT-
SAM st dann durch eine evaporierte Wassermolekilschicht von diesen getrennt
(Ausbildung einer sogenannten Janus Grenzschicht) [247-248].

Die Experimentdurchfihrung war zu der mit den HA-Oberflachen identisch, mit dem

Unterschied der Inkubationszeit von lediglich 5 min. Die Zeitvariable wurde nach Bezug-
nahme auf zuvor durchgefihrte Mikrospharenmessungen auf DDT-SAMs gewahlt [178].

4.2.1. Reproduzierbarkeit der kritischen Scherstromungsmessungen  mit
eingesetzten Spacern

Abbildung 58 zeigt, dass die Reproduzierbarkeit des Systems zusétzlich verbessert
werden konnte. Kanal 1 wies mit kritischen Scherstromungswerten von 326 + 4 dyn/cm?
lediglich eine Standardabweichung von 1 % auf. In der gleichen Weise verhielten sich die
Carboxybeads im Kanal 2, mit zo-Messwerten von 220 + 2 dyn/cm? betrug die SA eben-
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s0 1 %. Kanal 3 ergab o = 273 + 4 dyn/cm? (SA = 2 %). Im Kanal 4 wurde eine kritische
Scherstromung von 634 + 7 dyn/cm? gemessen (SA = 1 %).
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Abbildung 58: a-d) Abrisskurven von 4,5 um-Carboxybeads auf DDT-SAMs im Kanal 1-4 mit Einsatz
von Spacern.

Abbildung 59 stellt in einer Ubersicht die zo-Messwerte der vier Kanéle dar.
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Abbildung 59: Kritische Scherstromungen z, von 4,5 pm-Carboxybeads auf DDT-SAMs im Kanal 1-4
mit Einsatz von Spacern.

Bei diesem Vergleich ist ebenfalls aufféllig, dass zwar die Reproduzierbarkeit der zo-
Werte innerhalb der Kandle ideal ist, jedoch von Kanal zu Kanal wie bereits auf HA
festgestellt, teilweise groRe Schwankungen auftreten. Die Kritischen Scherstrdmungs-
werte von Kanal 1-3 lagen im Bereich von o = 273 + 46 dyn/cm?, Kanal 4 hingegen
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wies einen doppelt so hohen Wert auf (7 =634 + 7 dyn/cm?®). Die Abweichungen
zwischen den Kanalen lagen zwischen 10-53 %.

Die Schwankungen zwischen den Kanalen traten somit gleichermaen im HA- (3-44 %
als auch im DDT/Carboxybead-System (10-53 %) auf. Damit kann zumindest ausge-
schlossen werden, dass die Oberflachenfilme des Polysaccharids HA zu diesen Abwei-
chungen fihrten.

4.3. Zusammenfassung

Um die Reproduzierbarkeit des mikrofluidischen Systems zu testen, wurde ein System
bestehend aus Hyaluronsdure (HA) und carboxyterminierten Polystyrol-Mikrosphéren als
Adhasionsobjekte gewahlt. Tabelle 3 gibt einen chronologischen Uberblick der unter-
suchten Parameter, deren Implikationen auf die Reproduzierbarkeit der kritischen Scher-
stromungen und durchgefiihrte Malinahmen, um dem negativen Einfluss eines Faktors
entgegenzuwirken.

Tabelle 3: Auflistung untersuchter Variablen bei der Optimierung des mikrofluidischen Systems, ihre
Konsequenzen fir die Reproduzierbarkeit der kritischen Scherstrémung und die durchgefiihrten MaR-
nahmen. Bedeutung der Symbole: v = ja, x = nein, O = keine direkte Beeinflussung.

Konsequenz fuir durchgefiihrte
untersuchte Variablen | Reproduzierbarkeit g Folge
MafRnahmen
VON 759
Kanalposition X x x
Konzentration der « « «
adhérierten Objekte
Kanaldimensionen O X x
Druckschwankungen « « «
durch Druckminderer
Kompressionen der - - verbesserte
Druckabfall Kanil Einflhrung von Reproduzierbarkeit
durch Sog der Pumpe a\r}a € Spacern - einheitliche
Kanalhthen

Bevor die Reproduzierbarkeit der kritischen Scherstromungen im System erfolgte, wurde
geprift, ob diese abhéngig von einer Kanalposition variieren. Bedingt durch den Aufbau
des Setups gab es ein rundes Sichtfenster (70 mm), wodurch es méglich war das Sichtfeld
fiir die Messungen (1 mm x 0,75 mm) an mehreren Stellen im Kanal zu positionieren. Zur
Uberpriifung wurden drei Punkte in gleichméaRigen Abstanden im Kanal gewahlt. Es
zeigte sich eindeutig, dass unabhangig von den Kanalpostionen die kritischen Scher-
strdmungen nur geringfugig variierten (5 %). Zudem variierten die Kanalhohen in allen
drei gemessenen Punkten hdchstens um £ 1 pum. Fir zukiinftige Messungen wurde als
Sichtfeld stets die Mitte des Kanals festgelegt.

Bei der anschlieRenden Reproduzierung der kritischen Scherstrdmungen in den Kanalsys-

temen ergaben die Messwerte, dass die mo-Werte innerhalb den einzelnen Kanéle
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zwischen 13-26 % schwankten. Die Abweichungen zwischen den einzelnen Kanalsyste-
men lagen bei 15-34 %.

Die Vermutung die Konzentration der gemessenen Partikel im Kanal kdnnte Einfluss auf
die die mo-Werte haben, wurde widerlegt. Ebenso konnten die vermessenen Kanalhéhen
(140 + 20 pum) als sehr wichtiger Faktor fir die generierte Stromungsstéarke, in keiner
direkten Verbindung mit den z,-Schwankungen von Kanal zu Kanal gebracht werden.
Druckfluktuationen als Einflussgréfie konnten nach Einsatz einer zusétzlichen Schott-
Druckflasche zwischen Druckregulierer und Medium-Reservoir ausgeschlossen werden.

Obwohl die Kanalhdhen entlang des Sichtfensters eines einzelnen Kanals fast nicht
variierten (£ 1 um) und keine unmittelbare Korrelation zwischen den zo-Werten und
einer Kanalhthe bestétigt werden konnte, wurden weiterhin die elastischen Kanéle als
wesentlicher Einflussfaktor vermutet. Insbesondere die zunehmende Saugleistung der
Pumpe konnte eine zunehmende Kompression der Kandle verursachen. Um die unter-
schiedlich groBe Kompression der Kanale bereits beim Zusammenbau zu verhindern,
wurde das mikrofluidische System um speziell angefertigte Abstandshalter (130 pum),
sogenannte Spacer, erweitert. Diese sollten auch wéhrend der zunehmenden Saugleistung
der Pumpe die Stabilitat der elastischen Kanéle gewahrleisten. Die Spacer wurden jeweils
zwischen Oberflache und Glasdeckel eingelegt.

Durch die Verwendung der Spacer in weiteren Partikelexperimenten wurde die Repro-
duzierbarkeit der kritischen Scherstrémungen innerhalb der einzelnen Kanale wesentlich
verbessert (SA: 2-11 %). Zudem flhrten die Spacer zu einheitlicheren Kanalhthen (mit
Spacer: 156 = 4 um, SA: 3 %; ohne Spacer: 140 + 20 um, SA: 8 %). Die Schwankungen
der mo-Werte zwischen den Kandlen waren trotz Spacer vorhanden (3-44 %). Durch den
Ersatz der aus Makromolekiilen bestehenden HA-Oberflaichen durch SAMs (DDT),
konnte eine zusétzliche Verbesserung der Reproduzierbarkeit innerhalb der Kanale
erfolgen (SA: 1-2 %), zwischen den Kandlen waren die Schwankungen der zo-Werte
zum Teil weiterhin immens (10-53 %). Es scheint, dass die Reassemblierung der vier
Kanalsysteme von Messung zu Messung unbekannte Fehlerfaktoren birgt, die bis zum
jetzigen Zeitpunkt nicht verhindert werden konnten.

In Bezug auf die biologischen Untersuchungen mit N. perminuta wird in Kapitel 5.8 eine
gesonderte Fehlerdiskussion gegeben.
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5. Adhasionsstarkemessungen mit N. perminuta

Diatomeen, darunter N. perminuta, sind neben Bakterien einer der ersten Organismen, die
bei Beruhrung mit einer kunstlichen Oberflache in marinerer Umgebung an diese
adhdrieren. Zudem gehdren N. perminuta zu einer sehr haufig auf kommerziellen fouling-
release Anstrichen vorkommende Spezies, weshalb ihr als Modellorganismus eine grofRRe
Bedeutung zukommt [52].

Der folgende Teil dieser Arbeit soll dazu dienen Erkenntnisse Uber Adhésionsprozesse
dieser Alge auf diversen Oberflachen unterschiedlicher Eigenschaften zu erlangen. Fur
die Durchflihrung der geplanten Adhdsionsstudien sollten jedoch zunachst experimentelle
Parameter sorgfaltig bestimmt werden.

5.1. Optimierung der Versuchsparameter

5.1.1. Auswirkung der Inkubationszeit auf die Adhdsionsstarke

Die Aussonderung von Adhasiven und der damit verbundene Adhasionsvorgang bedirfen
einer gewissen Zeit. Dass beispielsweise die Adhdsionsstarke der Diatomeen-Spezies
Amphora zeitabhéngig ist, wurde bereits durch Schultz et al. in einer turbulenten Fluss-
kammer gezeigt [249].

Fur die mikrofluidischen Abrissexperimente sind Zellen mit entsprechender Haftung an
diverse Oberflachen Voraussetzung. Eine zu starke Adhésion wirde auf3erhalb des er-
reichbaren Geschwindigkeitsbereichs der Pumpe liegen, eine zu schwache Haftung der
Diatomeen koénnte hingegen Messungen von potentiellen fouling-release-Oberflachen er-
schweren. Daher mussten zundchst die Inkubationsparameter untersucht werden, um
diese an das Adhasionsverhalten der verwendeten Kieselalgen N. perminuta anzupassen.

Hierzu wurde die Haftstarke der Diatomeen in Abh&ngigkeit von verschiedenen Inkuba-
tionsdauern (1 h, 2 h, 4 h, 6 h und 24 h) untersucht. Als Oberflachen dienten Glassubs-
trate (NexterionB®). Fir Inkubationszeiten von 1 h, 2h und 4 h wurden vier Wieder-
holungen durchgefiihrt, die Inkubationszeiten 6 h und 24 h wurden drei Mal vermessen.
Als Scherstromungsrate wurde zundchst 26 %/5s gewdhlt, da sich diese bereits in
Untersuchungen einer anderen marinen Spezies als geeignet erwiesen hatte [246].
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Abbildung 60: a) Adharenter Zellanteil von N. perminuta bzw. b) kritische Scherstrémungen nach
Inkubationszeiten von 1 h, 2 h, 4 h, 6 h und 24 h. Die angegebenen Fehler zeigen die Standardabweichung.

Abbildung 60 a zeigt den adh&renten Zellanteil der korrespondierenden Inkubations-
zeiten. Es ist ersichtlich, dass die initiale Adhé&sionsphase der Kieselalgen nach 2 h
erreicht wurde. Wahrend fur die Inkubationsdauer von 1 h, ersichtlich an der Standard-
abweichung (SA), ein aulerst schwankender adhé&renter Zellanteil beobachtet werden
konnte (70 % bis 98 %), betrug der adhédrente Zellanteil nach 2 h bereits 98 + 2 %. Ab
diesem Zeitpunkt zeigte sich kein merklicher Unterschied mehr, anndhernd 100 % der
Diatomeen waren nach Inkubationszeiten von 4 h, 6 h und 24 h permanent an die Ober-
flache adhériert. Auch die Adhdsionsstarke der Diatomeen nach 1 h war entsprechend
schwach: die kritische Scherstrémung (o) betrug lediglich 144 + 16 dyn/cm? (Abbildung
60 b). Nach zweistlindiger Inkubation verdoppelte sich die Adhasionsstarke der Zellen
auf 244 + 64 dyn/cm?. Nach weiteren 2 h auf dem Glassubstrat, nach einer 4-stiindigen
Inkubationsphase, wurde eine zusatzliche Adhasionsverstarkung um 50 % gemessen
(316 + 77 dyn/cm?). Bei einer Inkubationsdauer von 6 h stieg die kritische Scherstrémung
auf 474 + 40 dyn/cm? Hier war die Diatomeenablésung vom Substrat zunehmend
unvollstandig und betrug abhéngig vom Experiment lediglich 68 %.

Aus diesen Resultaten konnte zunéchst geschlossen werden, dass trotz der gleichmaRigen
und reproduzierbaren Zellentfernung (Abbildung 61 a) nach einer Inkubationsdauer von
1 h diese als ungeeignet eingestuft werden musste. Die bereits auf Glas schwachen
Adhésionsstarken deuteten darauf hin, dass die Diatomeen auf antiadhasiven Oberflachen
eventuell nicht messbare Haftstarken zeigen wirden. Ebenso bestand dieses Risiko bei
der 2-stiindigen Inkubation (Abbildung 61 b). Im Gegensatz dazu konnten Inkubations-
dauern von 6 h und hoher dazu fuhren, dass fir die Diatomeen attraktivere Oberflachen
als das hier verwendete Glassubstrat zu Haftstarken oberhalb den maximal mdglichen
Scherstromungen liegen konnten. Da die 6-stiindige Inkubationsdauer allerdings auf eine
weitere Adhé&sionsstarkezunahme hindeutete, wurde zusatzlich eine Inkubationsdauer von
24 h getestet (Abbildung 61 ). Im Fall der 24 h wurde eine Kritische Scherstromung von
480 + 143 dyn/cm? gemessen, was auf eine eintretende Sattigung hinwies. Dies kann zum
einen auf die hdchst mdgliche Haftstarke auf diesem Substrat zurtickzufiihren sein. Eine
weitere Erklarung bietet das geschlossene System und damit einhergehender N&hrstoff-
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5 Adhasionsstarkemessungen mit N. perminuta

mangel. Zellen leiteten eventuell die Losung ihrer permanenten Adhé&sion ein, um in
bessere Nahrstoffaufkommen zu gelangen.
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Abbildung 61: Abrisskurven von N. perminuta nach Inkubationszeiten von a) 1 h; b) 2 h; ¢) 4 h; d) 6 h und
e) 24 h auf NexterionB®-Glassubstraten; f) Durchschnittskurven aus den Abrisskurven aus a-e. Standard-
abweichungen der adharenten Zellanteile sind der Ubersicht halber nicht gezeigt. Alle in dieser Arbeit
folgenden Experimente wurden mit einer 4-stindigen Inkubationsperiode durchgefiihrt. Die Absolutzahlen
der adhdrenten Diatomeen (N,q) im Sichtfeld der Experimente lagen zwischen 200 und 300.

Schlussgefolgert aus den erhaltenen Daten wurden alle weiteren Abrissexperimente dieser
Arbeit stets nach einer 4-stlindigen Inkubationsphase durchgefihrt. Hier ist die Haftstarke
der Kieselalgen stark genug fir prazise Messungen, und eine zufriedenstellende Repro-
duzierbarkeit ist ebenfalls gegeben (Abbildung 62 c).
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5.1.2. Auswirkung der Flussrate auf die Adhasionsstéarke

Eine auf eine Zelle (z. B. endotheliale Zellen) wirkende Scherstromung kann eine Viel-
zahl an Zellreaktionen auslésen: Anderungen der Signaliibertragungswege, Steuerung von
Genexperessionen oder strukturelle Wandlungen des Cytoskeletts kénnen verursacht
werden [250]. Letzteres wurde mit dem in dieser Arbeit verwendeten mikrofluidischen
System an fibroblastischen Zellen beobachtet [178].

Bei Diatomeen werden keine strukturellen, durch den Fluss herbeigefiihrten Verfor-
mungen erwartet, da diese Algengruppe von einer robusten Silikaschale umgeben ist.
Dennoch koénnte ein unterschiedlich lang anhaltender Fluss adhdrente Diatomeen in ihrem
Abrissverhalten beeinflussen. Um diesen Effekt zu untersuchen wurden Zellen der N. per-
minuta vier unterschiedlichen Scherstromungsraten ausgesetzt: 8 %, 26 %, 52 % bzw.
90 % pro 5s. Wie bereits im Kapitel 3.5.2 (Abbildung 37, S. 49) beschrieben, waren die
Geschwindigkeiten der Anfangs- bzw. Endstromung bei den verschiedenen SchrittgroRen
annahernd gleich, jedoch variierte die Zeitspanne, in der die maximale Flussgeschwindig-
keit erreicht wurde, was zu unterschiedlichen Experimentdauern fiihrte. Die 5 s-Schritte
wurden bei allen vier Scherstromungsraten beibehalten wahrend die Anzahl der Schritte
mit zunehmender Experimentdauer zunahm. Tabelle 4 gibt einen Uberblick tber die
getesteten Scherstromungsraten und die entsprechenden Zeitspannen des Experiments.

Tabelle 4: Getestete Scherstromungsraten und dazugehdrige Abrissexperimentdauern.

Scherstrémungsrate (5s*)  Dauer des Abrissexperiments

8% 13,5 min
26% 4,5 min
52% 2,5 min
90% 1,67 min

Als Substrate dienten wie auch bei den Inkubationszeiten-Untersuchungen NexterionB®-
Glassubstrate. Die Inkubationszeit betrug 4 h. Die einzelnen Scherstrémungsratenexperi-
mente wurden jeweils drei Mal wiederholt.

Abbildung 62 zeigt den adhé&renten Zellanteil der Diatomeen und die entsprechenden
kritischen Scherstromungen =, nachdem die Algenzellen nach einer 4-tiindigen Inku-
bationszeit den unterschiedlichen Scherstromungsraten ausgesetzt wurden.
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Abbildung 62: a) Adhéarenter Zellanteil von N. perminuta bzw. b) kritische Scherstrémungen z, der
Scherstromungsraten [5 s™*] von 8 %, 26 %, 52 % und 90 %.

Da die Scherstromungen fur alle vier Scherstrdmungsraten zu Beginn identisch waren,
unterschieden sich die adh&renten Zellanteile wie erwartet nicht signifikant voneinander
und betrugen zwischen 86 % und 98 % (Abbildung 62 a). Bei den kritischen Scher-
stromungen jedoch zeigten sich eindeutige Unterschiede (Abbildung 62 b). Beginnend
mit dem 26 %-Scherstromungsratenexperiment, bei der eine kritische Scherstromung von
316 + 77 dyn/cm? gemessen wurde, stieg dieser Wert auf 600 + 371 dyn/cm? im 52 %-
Experiment. Fiir das schnelle 90 %-Experiment waren 1831 + 183 dyn/cm?® nétig, um
50 % der adhéarenten Zellen von der Oberfléche zu entfernen. Es scheint als bendtigen die
Algenzellen eine gewisse Zeit, um auf den Fluss anzusprechen. Da dieser jedoch im
90 %-Experiment schneller zunahm als der Zellabloseprozess dauerte, verschob sich die
kritische Scherstromung zu hoheren Werten. Diese Hypothese wird durch eine genauere
Betrachtung der 90 %-Abrisskurve in Abbildung 63 d gestitzt. Verglichen mit dem 26 %-
bzw. 52 % Experiment (Abbildung 63 b und c), bei welchen der Abriss der ersten Algen-
zellen bereits bei 19 + 7 dyn/cm® bzw. 42 + 30 dyn/cm? begann, zeigte sich, dass im
extremen Fall der 90 %/5 s-Scherstromungsrate der anféangliche Zellabriss deutlich spater
eintrat (zmin = 100 + 50 dyn/cm?).

Im Fall des langen 8 %/5 s-Scherstrdmungsratenexperiments betrug die Experimentdauer
13.5 min. Auffallend war, dass sich die Ablosung einzelner Zellen (ber einen breiteren
Scherstromungsbereich hin, was an den flacheren Kurven erkennbar ist (Abbildung 63 a).
Im Vergleich zu den schnelleren Scherstromungsraten begannen sich die Zellen bereits
bei 10 + 6 dyn/cm? von der Oberflache zu I6sen. Im Mittel betrachtet schien die verlan-
gerte Flussaussetzung der 8 %/5 s-Scherstromungsrate im Vergleich zu den hdéheren
Scherstromungsraten jedoch keine auffallende Verénderung auf die Haftstarke der
Algenzellen zu haben und &hnelte mit 226 +133 dyn/cm® dem 26 %-Experiment
(0 = 316 + 77 dyn/cm?).
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Abbildung 63: Abrissverhalten von N. perminuta auf NexterionB®-Glas unter Scherstrémungsraten [5 s7]
von a) 8 %; b) 26 %; c) 52 % und d) 90 %.

Aufgrund der Experimentdauer (4,5 min) und der Reproduzierbarkeit des 26 %-Scher-
stromungsratenexperiments wurden alle folgenden Experimente dieser Arbeit wenn nicht
anders angegeben bei einer 4-stiindigen Inkubationszeit und der Scherstrdmungsrate von
26 %/5 s durchgefihrt.

5.1.3. Zellausrichtungen in der Stromung

Die Zellausrichtung bei der Adhé&sion von N. perminuta erfolgt nach dem Zufallsprinzip.
Abbildung 64 illustriert die zufélligen Adhé&sionsanordnungen der Diatomeen auf einer
Oberflache. Die Zellen kénnen, ob in der Raphen- als auch Seitenorientierung (folgendes
Kapitel bzw. Kapitel 2.1.1, S.8), senkrecht oder parallel zur Strémungsrichtung
adhérieren und ebenso in unterschiedlichen Winkeln zur Stromungsrichtung geneigt sein
(Abbildung 64 a-c). Dies bedeutet, dass je nach Adhésionsorientierung und Adhasions-
ausrichtung zur Strémung hydrodynamische Kréfte unterschiedlich stark auf die Dia-
tomeen wirken konnen.
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5 Adhasionsstarkemessungen mit N. perminuta
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Abbildung 64: In den Adhé&sionsstudien beobachtete Ausrichtungen der Diatomeen zur Scherstromung
(jeweils in Raphe- und Seitenorientierung).

Schultz et al. entwickelten ein vereinfachtes Modell, mit Hilfe dessen die hydrodyna-
mische Krafte (Auftriebs- und Widerstandskraft), die auf eine Seepocke innerhalb einer
Scherstromungsgeschwindigkeit von 0-4 m/s wirken, gemessen werden konnten.

Abbildung 65 illustriert das dabei entstehende Kré&fteprofil [251]. Die wirkenden Kréafte
sind hierbei Widerstandskraft Fy und Auftriebskraft Fa.

Abbildung 65: Schematische Darstellung einer adhérierten Seepocke und auf diese in einer Scherstrémung
7 wirkenden hydrodynamischen Krafte. F, = Auftriebskraft, Fy, = Widerstandskraft, F.,; = resultierende

Kraft, Ar = frontale Flache: direkte Angriffsflache fur Scherstromung (Fyw wirkt), Ap = projizierte Flache:
direkter Kontakt zur Oberflache (Fa wirkt).

Mathematisch lassen sich in diesem Zusammenhang, jedoch auch im Allgemeinen,
Auftrieb- und Widerstandskraft (Fa bzw. Fy) folgendermalien beschreiben:

1
FA = ECAAPPUZ

Fy = ECWAFpUZ

Dabei ist caw = Koeffizient fir Auftrieb bzw. Widerstand (der sogenannte Beiwert),
p = Dichte des Fluids, v = Geschwindigkeit der freien Stromung, Ap/r = projizierte bzw.
frontale Flache des umstromenden Korpers.

Dieser flr Seepocken beschriebene und untersuchte Sachverhalt Iasst sich im Ansatz
ebenso auf adhdrierte N. perminuta uUbertragen, wobei davon ausgegangen wird, dass alle
Diatomeen in ihrer Form gleich sind (5 x 6 x12 um). Allgemein folgt, dass eine senkrecht
zur Stromungsrichtung adhérierte Algenzelle, verglichen mit einer parallel zur Stromung
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adhérierten Diatomee, eine hohere Widerstandskraft mit zunehmender Scherstromung
erfahren sollte, da in diesem Fall die frontale Angriffsflache groRer ist. In diesem
Zusammenhang muss unterschieden werden, ob eine Diatomee auf der Raphe oder Seite
adhériert vorliegt d.h. welche Flache der Diatomee die frontale bzw. die projizierte Flache
darstellt und auf welche Flache folglich die Widerstands- bzw. Auftriebskraft wirkt.
Hierzu ist es hilfreich die Zellwandflachen einer Diatomee in Form von einzelnen
geometrischen Korpern zu illustrieren (Ellipse und Rechteck). Das Rechteckt, welches die
Seite der Kieselalge darstellt, ist mit einer Flache von ~ 60 um? groRer als die Flache der
Ellipse (~ 47 pm?), welche die Raphe beschreibt. Tabelle 5 fasst die frontalen bzw.
projizierten Flachen einer Diatomee in den zwei modglichen Adhé&sionsprofilen zusam-
men. In diesem Fall werden nur die senkrecht zur Strémung liegenden Diatomeen zur
Stromung berticksichtigt.

Tabelle 5: Frontale bzw. projizierte Flachen von N. perminuta in Raphe- bzw. Seitenposition.

Adhasions- .
- Frontale Flache Ag Projizierte Flache Ap
orientierung
b‘=12 um m
Raphe 1
AF_Seite =a xb' =60 umz AP_Raphe =m X Ea X Eb =47 Hmz
m b‘=12 um
WL/ a‘=6um
Seite
1 1
Ap raphe = T X Ea X Eb Ap seite = a' X b’

Zur Abschatzung der hydrodynamischen Kréfte, die in einer Strdmung auf eine Diatomee
in zwei maoglichen Adhdsionsorientierungen (Seite und Raphe) wirken, mussen Auftriebs-
kraft Fa und Widerstandskraft Fw berechnet werden. Fir diese Berechnung benétigt man
die uns unbekannten Koeffizienten fir Auftrieb bzw. Widerstand (ca/cy). Diese sind nur
experimentell zugénglich. lhre GroRe héngt unter anderem von der Geometrie des um-
stromten Korpers sowie dessen Orientierung in der Stromung und seiner Oberflachen-
beschaffenheit ab. Der Widerstandsbeiwert c,, kann zumindest fiir eine auf der Raphe und
senkrecht zur Stromung adhérierte Diatomee als ,,senkrecht angestromte Platte* genédhert
werden. In diesem Fall gilt: ¢,, = Breite/H6he - b‘/a‘ =2 - ¢, = 1,15.

Zur Vereinfachung wird die Auftriebskraft F5o im Folgenden vernachléssigt, da diese
aufgrund der Adhésion kleiner sein muss als die Widerstandskraft F\. Zudem betrachten
wir lediglich die senkrechte Ausrichtung der Diatomeen zur Stromung. Die frontalen
Flachen in der Strémung sind hierbei bekannt (Ar seite = 47 UM?, Ar raphe = 60 um?). Fiir
den Vergleich der Widerstandskraft Fy in den beiden Orientierungen werden diese Krafte
ins Verhaltnis gesetzt:
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5 Adhasionsstarkemessungen mit N. perminuta

1 2
FW_Seite _ 2 CWAF_SeitepUe _ AF_Seite
FW_Raphe %CWAF_RaphePUeZ AF_Raphe

Folglich hangt bei gleichen Stromungsbedingungen und Dichte des Fluids die
Widerstandskraft vereinfacht nur von der frontalen Flache der beiden Orientierungen ab.
Die frontale Flache von Diatomeen, die senkrecht zur Stromung auf der Seite haften ist
kleiner (Ellipse: 47um?), als die der Diatomeen, welche auf der Raphe adhérieren (Recht-
eck: 60 pm?). Es folgt, dass im Extremfall (vertikal zur Strdmung) nur eine geringfiigig
hohere Widerstandkraft (Faktor 1,3) auf die auf der Raphe adhérierten Diatomeen wirken
wirde. Bei parallel zur Strdmung ausgerichteten Diatomeen, wird eine gleich groRe
Widerstandkraft erwartet, da sie frontalen Flachen in dieser Ausrichtung gleich sind.

Anhand von unterschiedlich groR wirkenden Widerstandskréften je nach Ausrichtung der
Zellen zur Stromung, lassen sich in dieser Arbeit gemachte Beobachtungen von adharen-
ten N. perminuta deuten, ohne Bezug auf die Haftstdrken der Diatomeen zu nehmen.
Offensichtlich aus der hoheren Widerstandkraft, welche auf die vertikal zur Stromung
ausgerichteter Zellen wirkte, wurde vereinzelt beobachtet, dass Zellen bei zunehmender
Scherstromung von der vertikalen in die parallele Ausrichtung Ubergingen und so die
Kraft auf die frontale Fl&che minimiert wurde (Abbildung 66 a). Zudem kam es vor, dass
Diatomeen bei zunehmenden Scherstrémungen 7 von der Rapheposition (Ar r = 60 um?)
in die Seitenposition (Ar s~ 47 um?) umkippten, was ebenso auf die erhdhte Wider-
standskrafteinwirkung auf eine groRere frontale Flache zuriickzufiihren ware (Abbildung
66 b).

a) Umorientierung von der vertikalen in die horizontale Ausrichtung zur Scherstromung
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Abbildung 66: Bei zunehmender Scherstrémung beobachtete Umorientierungen a) Ubergang von der
vertikalen in die parallele Ausrichtung zur Scherstromung, b) Umkippen von der Raphe- in die
Seitenposition.
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5.1.4. Einfluss verschiedener Zellorientierungen auf die Adhdasionsstarke der
Diatomeen

Wie in Kapitel 2.1 (S. 6) beschrieben, besitzen die meisten pennaten Diatomeen, N. per-
minuta eingeschlossen, eine Raphe auf jeder ihrer beiden Valven (Abbildung 2, S. 6). Der
Kontakt zu einer Oberflache kann nach Absinken einzelner Algenzellen durch Gravitation
auf einer der beiden Raphen oder auf der Seite (Gurtelbandposition) hergestellt werden.
Durch direktes Landen auf einer der beiden Raphen erfolgt eine anschlieRende Ausson-
derung der EPS aus dieser direkt aufliegenden Raphe an die Oberflache (Abbildung 67 a).
Beim Oberflachenkontakt in der Gurtelbandposition tritt die Adhasion Uber eine oder
beide Raphen ein (Abbildung 67 b). An dieser Stelle ist wichtig zu erwahnen, dass neben
einzelnen Zellen im Diatomeenteilungszyklus ebenso noch nicht vollstandig geteilte
Tochterzellen beobachtet wurden, welche in den Auswertestudien nicht vernachléssigt
werden sollten (Abbildung 67 c).

a) Adhasion auf einer Raphe

b)

Adhésion auf einer Seite lber eine
oder beide Raphe

Adhésion sich teilender Zellen
auf einer Seite

Abbildung 67: In Adhésionsuntersuchungen beobachtete Zellorientierungen.

Lind et al. beschrieben, dass der Kontakt von pennaten Diatomeen mit einer Oberflache
vorzugsweise Uber die Seite (Girtelbandansicht) vollzogen wird [114]. Auch die vor-
liegende Arbeit bestatigt, dass die Zellen der Diatomee N. perminuta vorzugsweise den
permanenten Kontakt zur Oberflache Uber ihre Seite liegend herstellten (siehe folgende
Analysen auf DDT und EGgOH).

In diesem Teil der Arbeit stellte sich die Frage, ob ein Unterschied zwischen den Haft-
stérken der auf der Seite oder direkt Uber die Raphe adhérierten N. perminuta besteht.
Zudem sollte untersucht werden, ob die Adh&sion von noch nicht geteilten Zellen ein
eventuell auBergewodhnliches Haftverhalten aufzeigt.

Abbildung 67 zeigte die drei Adh&sionsorientierungen, die aus drei Abrissexperimenten
unabhdngig voneinander ausgewertet wurden. Als Oberflachen dienten die SAMs DDT
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5 Adhasionsstarkemessungen mit N. perminuta

und EGeOH mit entgegengesetzten Benetzungseigenschaften: DDT wurde als hydro-
phobe Oberflache eingesetzt, wahrend EG¢OH eine hydrophile und hydratisierte Ober-
flache darstellt (Tabelle 6).

Tabelle 6: Oberflacheneigenschaften der verwendeten SAMs. Die Schichtdicke wurde durch Ellipsometrie
bestimmt. Fehler der Kontaktwinkel- bzw. Ellipsometriemessungen: + 3° bzw. + 3 A.

Oberflache Formel Kontaktwinkel/° Schichtdicke/A
DDT HS-(CH,)11CH3 104 13
EG¢OH HS-(CH,)11(OC,H,)¢OH 32 22

DDT (Dodecanthiol-SAM)

Abbildung 68 a-c zeigt die Abrisskurven dreier Experimente auf dem hydrophoben SAM
DDT, in welchen die Zellorientierungen unabhangig voneinander ausgewertet wurden.
Die aus den Abrisskurven resultierenden zo-Mittelwerte bzw. deren geringe Standard-
abweichungen Abbildung 68 d bzw. in Tabelle 7 zeigen, dass die Adhasionsstarken der
Diatomeen auf DDT in den drei Zellorientierungen in drei einzelnen Messungen ahnlich
waren. Durch Hypothesentests (T-Test bei einer Stichprobe) konnte bestatigt werden,
dass sich die Werte drei Orientierungen (Raphe, Seite, ungeteilte Zellen) in allen drei
Messungen nicht signifikant vom Testmittelwert (zo der drei Zellorientierungen ins-
gesamt) unterschieden (0,5 <p <1). Dieses Resultat bedeutet wiederrum, dass die im
vorangegangenen Kapitel diskutierten unterschiedlichen Zellausrichtungen in der Stro-
mung keinen eindeutigen Einfluss auf die kritischen Scherstrdmungen der Diatomeen
hatten. Es wurde abgeschatzt, dass die in der Raphe adhérierten Diatomeen im Vergleich
zu den auf der Seite haftenden eine hohere Widerstandkraft (Faktor 1,3) erfahren
missten. Da dieser Faktor jedoch zum einen sehr gering ist und zum anderen nur fir den
Extremfall von senkrecht zur Stromung adharierten Diatomeen gilt, liegt die Vermutung
nahe, dass sich der Effekt durch die zufallig ausgerichteten Zellen in der Strémung
herausmittelt.

Tabelle 7: Mittelwerte der kritischen Scherstromungen z, der drei Zellorientierungen auf DDT.

Messung T50 Raphze T50 Seite2 Tso ungeteilte2 T der drei ,
[dyn/cm®]  [dyn/cm?] Zellen [dyn/cm“]  Zellorientierungen [dyn/cm?]

1 1282 1340 1439 1354 + 80

2 1129 1328 1370 1275 + 129

3 1881 1544 1271 1565 + 306
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Abbildung 68: a-c) Abrissexperimente von N. perminuta auf DDT mit unabh&ngig voneinander aus-
gewerteten Zellorientierungen; d) jeweils aus drei Zellorientierungen resultierende Durchschnittswerte der
kritischen Scherstrdmungen zz,. Die angegebenen Fehler zeigen die Standardabweichung der jeweils drei
Orientierungen.

Der Anteil der Zellen, die auf der Seite liegend uber eine oder beide Raphe adhérierten
betrugen im Durchschnitt der drei Messungen 57 £ 2 %. Direkt Uber eine Raphe stellten
30 + 5% der Algenzellen den permanenten Kontakt zur Oberflache her. Ungeteilte Dia-
tomeen kamen wesentlich seltener vor, lediglich 13 =4 % der Zellen auf DDT lagen in
einer ungeteilten Zyklusstufe vor (Abbildung 69).
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Abbildung 69: Prozentuale Anteile der Diatomeen in drei Adhé&sionsorientierungen auf DDT. Anzahl der
Zellen (N4g) in Rapheansicht: 42-116, Gurtelbandansicht: 105-180 und ungeteilte Zellen: 21-38.
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5 Adhasionsstarkemessungen mit N. perminuta

EG¢OH

Abbildung 70 a-d zeigt, dass auch auf EG¢OH die Adhésionsstarken der drei Zellorien-
tierungen von N. perminuta in drei unabhéngigen Messungen ahnlich waren. Tabelle 8
fihrt die einzelnen Werte der kritischen Scherstromungen auf. Wie auch bei der
hydrophoben Oberflache DDT, zeigte sich in diesem Fall anhand von Hypothesentests
(T-Test bei einer Stichprobe), dass sich die zo-Werte der drei Orientierungen (Raphe,
Seite, ungeteilte Zellen) in allen drei Messungen nicht signifikant vom Testmittelwert (o
der drei Zellorientierungen) unterschieden (0,5 <p <1). Da die Diatomeen auf dieser
Oberflache zudem schwach hafteten, war die Herausarbeitung von derart prézisen Signifi-
kanzen nicht moglich (siehe hierzu auch Kapitel 4: Optimierung des mikrofluidischen
Systems, S. 53).

Tabelle 8: Mittelwerte der kritischen Scherstromungen z, der drei Zellorientierungen auf EGsOH.

750 Raphe 750 Seite 750 Ungeteilte 750 der drei
Messung 2 5 2 L 2
[dyn/cm®]  [dyn/cm?] Zellen [dyn/cm“]  Zellorientierungen [dyn/cm?]
1 16 16 14 15+1
2 20 25 14 205
3 44 28 27 33+9
a) b)
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Abbildung 70: a-c) Abrissexperimente von N. perminuta auf EG;OH. Zellorientierungen in der Raphe- und
Gurtelbandansicht sowie ungeteilte Zellen wurden unabhéngig voneinander ausgewertet; d) daraus resultie-
rende Durchschnittswerte der kritischen Scherstromungen z,. Die angegebenen Fehler zeigen die Standard-
abweichung der jeweils drei Orientierungen.
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Die prozentuale Verteilung der Adhdsionsorientierungen in auf EG¢OH glich der auf
DDT. Der Grofiteil der Algenzellen waren ebenfalls tber die Seite liegend an die Ober-
flache adhariert (70 + 8 %). Der Anteil der Diatomeen in der direkten Rapheposition
betrug 21 + 6 %. Ungeteilte Zellen kamen auch hier selten vor (9 + 7 %). Aufgrund des-
sen ist die Aussage der kritischen Scherstromung o der ungeteilten Zellen vor allem in
Messung 2 mit Vorsicht zu betrachten, da sich die Statistik auf den Abriss von lediglich
sechs adhérierten Zellen (N,g) stitzt. Dies war an der stufenartigen Kurve ersichtlich.
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Abbildung 71: Prozentuale Anteile der Diatomeen in drei Adhdsionsorientierungen auf EG;OH. Anzahl
der Zellen (N,g) in Rapheansicht: 28-125, Grtelbandansicht: 137-276 und ungeteilte Zellen: 6-42.

5.1.5. Zusammenfassung

Die mikrofluidischen Versuchsparameter fir die Diatomee N. perminuta wurden
erfolgreich ermittelt. Es zeigte sich, dass eine 4-stindige Inkubationsphase zu reprodu-
zierbaren Ergebnissen flihrte. Da zudem die Scherstrémungsrate von 26 %/5 s mit einer
Experimentdauer von 4.5 min einen verlasslichen und reproduzierbaren Algenabriss
aufwies, wurde diese fiir weitere Experimente gewahlt. Die Annahme eine hohere Wider-
standskraft wirde auf Diatomeen wirken, welche auf einer ihrer Raphen und Uber einer
der Seiten adhérierten, konnte durch anschlieRende Analyse der unterschiedlichen
Adhasionsorientierungen widerlegt werden. In zukinftigen Auswertungen dieser Arbeit
wurden folglich alle Zellorientierungen stets gleichwertig bewertet.
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5 Adhasionsstarkemessungen mit N. perminuta

5.2. Adhasion der Diatomeen auf SAMs unterschiedlicher Benetzungs-
eigenschaften

Es ist bekannt, dass Oberflacheneigenschaften wie Benetzbarkeit und Oberflachenenergie
einen Effekt auf die Adhasion im Allgemeinen als auch auf die Adhé&sionsstarke von
Mikroorgansimen haben [165, 167, 252]. Wie im Bezug auf die Zellorientierungsanalyse
von N. perminuta (siehe Kapitel 5.1.4, S. 80) beschrieben wurde, zeigten die Algenzellen
auf dem hydrophilen Ethylen-Glykol-SAM EG¢OH ein vermindertes Adhdsionsvermdgen
im Vergleich zu dem hydrophoben aliphatischen SAM DDT. Daraufhin wurde in diesem
Teil der Arbeit in mikrofluidischen Messungen die Adhéasionsstarke von N. perminuta auf
SAMs unterschiedlicher Terminierungen untersucht.

5.2.1. Eigenschaften der verwendeten SAMs

Als chemisch unterschiedliche SAMs wurden -O-(C,H4)(CF)sCFs (FUDT), -CHg
(DDT), -NH; (AUDT), -OH (HUDT) und (-OC;H4)44-OH (PEG2000-OH) terminierte
Oberflachen eingesetzt. Die Charakterisierung der unterschiedlichen Benetzungen erfolg-
te durch Kontaktwinkelmessungen. HUDT und PEG wiesen mit Kontaktwinkeln von 30°
bzw. 33° hydrophilen Charakter auf, wahrend FUDT und DDT hydrophobe Eigenschaf-
ten besallen (Kontaktwinkel: 112° bzw. 104°). Der AUDT-SAM zeigte mit einem Kon-
taktwinkel von 55° einen dazwischenliegenden Wert. Die Schichtdicken wiesen bei allen
verwendeten SAMs ahnliche Werte zwischen 13 A und 16 A auf. PEG war mit 33 A
etwas dicker. An dieser Stelle sollte erwahnt werden, dass PEG eine spezielle Stellung in
dieser Untersuchungsreihe zukommt: als ein Poly(Ethylen-Glykol) ist dieser SAM nicht
lediglich hydrophil, sondern besitzt ebenso Hydratationseigenschaften. Dieser Beschich-
tung wird aufgrund ihrer abweisenden Wirkung auf Proteine, eukaryotische Zellen,
Bakterien etc. ein antiadhésiver Charakter zugeschrieben. In diesem Zusammenhang
werden (Ethylen-Glykol)-Oberflachen genauer im Kapitel 5.4 (S 95) untersucht.

Die Eigenschaften der verwendeten SAMs sind in Tabelle 9 zusammengefasst. Die
Angaben stimmten mit bereits veroffentlichten Daten Uberein [57, 69, 253]. Die
Abkurzung PEG bezieht sich stets auf den PEG2000-OH SAM. Die mikrofluidischen
Adhésionsstudien wurden fiir alle SAMs viermal durchgefiihrt, die Messungen mit PEG
erfolgten dreimal. Als Versuchsparameter dienten die zuvor in Kapitel 5.1 (S. 71) ermit-
telten (4 h Inkubationsphase, 26 %/5 s Scherstromungsrate).
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Tabelle 9: Eigenschaften der verwendeten SAMs mit unterschiedlichen Benetzungsgraden. Die Schicht-
dicken wurden mittels Ellipsometrie bestimmt. Fehler der Kontaktwinkel- bzw. Ellipsometriemessungen:
£3°bzw. + 3 A

Oberflachenchemie Abkiirzung Kontaktwinkel/° Schichtdicke/A
HS-(CH,)1;-O-(CH,),-(CF;)s-CF; FUDT 112 16
HS-(CH,)1;-CH3 DDT 104 13
HS-(CHy)1:-NH, AUDT 55 16
HS-(CH,)1;-OH HUDT 33 13
HS-(CH,),-(0-(CH,),)44-OH PEG 30 33

5.2.2. Adhdsionsassays

Anhand von Abbildung 72 a ist zu erkennen, dass die adhérenten Zellanteile in allen
Féllen &hnlich hoch zwischen 91 % und 97 % lagen. Auf PEG assemblierten nicht ad-
harierte Algenzellen zu Klumpen, worauf die Absolutzahl No nicht erfassbar und somit
der No Nag -Wert nicht zuganglich war. Die Adhasionsstarken auf den unterschiedlich
terminierten SAMs variierten hingegen, was sich in den stark unterschiedlichen Werten
der kritischen Scherstrdmungen 7, wiederspiegelt (Abbildung 72 b).
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Abbildung 72: Adhésion von N. perminuta auf SAMs unterschiedlicher Benetzungsgrade nach einer 4 h
Inkubation; a) adhdrenter Zellanteil der Diatomeen (nicht adhérierte Algenzellen assemblierten auf PEG zu
Klumpen, weshalb der No-Wert nicht erfassbar war); b) Durchschnittswerte der kritischen Scherstrémungen
50, die notig waren um 50 % der adhdrenten Zellanteile zu entfernen. Die Wassertropfen illustrieren die
Benetzungseigenschaften der SAMs. Die angegebenen Fehler zeigen die Standardabweichung (n = 4).
Sternsymbole: ** = statistisch signifikant, *** = statistisch hoch signifikant.

Anhand von den Abrisskurven in Abbildung 73, lasst sich der Abriss der Zellen im Detail
verfolgen.
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5 Adhasionsstarkemessungen mit N. perminuta
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Abbildung 73: Abrisskurven der N. perminuta von Oberflichen mit unterschiedlichen Benetzungs-
eigenschaften; a) FUDT; b) DDT; ¢) AUDT; d) HUDT; e) PEG; f) Durchschnittskurven der Abrisskurven
aus a-e. Die Absolutzahlen der adhdrenten Diatomeen (N,q) im Sichtfeld des Experiments: 163-326
(FUDT), 174-397 (DDT), 224-353 (AUDT), 119-186 (HUDT) und 141-197 (PEG).

Die Diatomeen zeigten eine schwache Adhasion auf den hydrophilen SAMs HUDT
(0 = 276 + 59 dyn/cm?) und PEG, auf welchem die Adhésion zudem mit den kritischen
Scherstrdmungen von 7 = 6 + 2 dyn/cm® um zwei GroBenordnungen schwacher war.
Die Algenzellen beginnen sich auf diesen Oberflachen bereits bei 36 + 8 dyn/cm?
(HUDT) bzw. 0,7 +0,2 dyn/cm?® (PEG) abzulésen (Abbildung 73 d und e). Auf den
hydrophoben SAMs hingegen adhérierten die Diatomeen deutlich starker. Auf FUDT und
DDT waren Scherstromungen von 1823 + 224 dyn/cm? bzw. 1386 + 176 dyn/cm? nétig,
um 50 % der adhérenten Zellenanteile von den Oberflachen zu entfernen. Obwohl der
Kontaktwinkel von AUDT mit 55° weit unter dem von DDT mit 104° lag, wurde eine
ahnliche kritische Scherstrdmung bestimmt (o = 1260 + 218 dyn/cm?). Die Abldsung
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der ersten Zellen auf diesen Oberflachen (FUDT, DDT, AUDT) begann nicht bevor eine
Scherstrdmung von 117 + 47 dyn/cm? erreicht war (Abbildung 73 a-c). Als entsprechende
Ubersicht zeigt Abbildung 73 f die Durchschnittskurven der fiinf einzelnen Oberflachen.

Eine auf die mo-Werten angewendete ANOVA Analyse (einfach) zeigte eine hohe
statistische Signifikanz (p <0,001) zwischen den zo-Werten der hydrophoben (FUDT,
DDT, >100°) und hydrophilen (HUDT, PEG, ~ 30°) SAMs. Der zusatzliche paarweise
Vergleich (Tukey Test) der Oberflachen, wies ebenso eine hohe statistische Signifikanz
zwischen den Mittelwerten von AUDT (=~ 50°) und HUDT (= 30°) auf. Zudem konnte
zwischen den hydrophilen SAMs HUDT und PEG ein statistisch signifikanter Unter-
schied festgestellt werden (0,001 < p <0,01). Zwischen diesen beiden SAMs besteht zwar
die Gemeinsamkeit in der hohen Benetzung, jedoch ein Unterschied in ihren Hydra-
tationseigenschaften (siehe Kapitel 5.4, S. 95).

5.2.3. Vergleich von N. perminuta mit N. incerta

Es ist keine Seltenheit, dass sich unterschiedliche marine Spezies in ihren Adhésions-
merkmalen unterscheiden. Ebenso kommt es vor, dass eine bestimmte Oberflachen-
eigenschaft von zwei unterschiedlichen Spezies ahnlich attraktiv bzw. abstoRend wahr-
genommen wird: die Grunalge Ulva linza siedelt zum Beispiel vermehrt auf DDT
verglichen mit HUDT [47]. Grob geht dieses Verhalten mit dem oben beobachteten Trend
fur N. perminuta einher. Bei einer anderen Oberflache kann sich dieser Sachverhalt
bereits andern. PDMS-haltige Beschichtungen zeigen in Hinblick auf die Ablésung von
Ulva-Sporen eine gute Leistung, fallen jedoch oft in Bezug auf Diatomeen durch [49,
126, 147].

In diesem Teil der Arbeit wurden N. perminuta und N. incerta als Diatomeen gleicher
Gattung, jedoch unterschiedlicher Spezies im Hinblick auf ihr Verhalten gegentber einem
hydrophoben (FUDT) und einem hydrophilen SAM (HUDT) untersucht. Die SAMs
waren identisch mit den in Tabelle 9 beschriebenen. Die Wahl dieser Oberflache griindete
in den deutlich unterschiedlichen Adhésionsstarken der N. perminuta.

Was die adhérenten Zellanteile betrifft, so wurde auf beiden SAMs und Spezies kein
Unterschied festgestellt (Abbildung 74 a). Anhand der gemittelten Werte fiir die Kriti-
schen Scherstromungen =5 in Abbildung 74 b fallt jedoch unmittelbar auf, dass N. incerta
ebenso wie N. perminuta dem Trend folgt, stark auf dem hydrophoben FUDT zu adha-
rieren (zso. perminuta) = 1823 * 224 dyn/cm? Vs. zso(. incerta) = 1326 + 46 dyn/cm?). Auf dem
hydrophilen HUDT hingegen war ein statistisch signifikanter Unterschied (0,001 <p <
0,01) zu erkennen. Die Mittelwerte der kritischen Scherstrémungen von N. incerta waren
mit einem Wert von 1657 + 259 dyn/cm? um das Sechsfache hoher bezogen auf die Werte
von N. perminuta auf diesem SAM (7 = 276 + 59 dyn/cm?). Die kritischen Scher-
stromungen zo. incertay 12gen somit in dem Bereich, der zuvor als charakteristisch flr
hydrophobe SAMs eingestuft wurde (Abbildung 72, S. 86).
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5 Adhasionsstarkemessungen mit N. perminuta

Wird der Beginn des Zellabrisses zwischen FUDT und HUDT fir N. incerta in
Abbildung 74 ¢ verglichen, so liegt dieser mit Werten von 93 + 7 dyn/cm? (FUDT) bzw.
85 + 30 dyn/cm? (HUDT) erwartungsgema im dhnlichen Bereich und bestatigt die Tat-
sache, dass die Zellen der N. incerta anndhernd keinen Unterschied zwischen der hydro-
philen und hydrophoben Eigenschaft der SAMs machen. Bei N. perminuta hingegen
bestand auf FUDT und HUDT ein groRe Differenz in den Scherstromungen des ersten
Zellabrisses (zrupT) = 108 + 45 dyn/cm?, THupT) = 34 £ 9 dyn/cm?) (Abbildung 74 d).
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Abbildung 74: Vergleich zwischen N. perminuta und N. incerta als Diatomeen gleicher Gattung jedoch
unterschiedlicher Spezies auf den SAMs FUDT und HUDT; a) adhdrente Zellanteile der beiden Spezies; b)
kritische Scherstromungen zp; ¢) Abrisskurven N. incerta; b) Abrisskurven von N. perminuta. Die angege-
benen Fehler zeigen die Standardabweichung (n = 4).

5.2.4. Zusammenfassung

Die Resultate dieser Studien zeigen eindeutig, dass die Algenzellen der N. perminuta
zwischen Oberflachen unterschiedlichen Terminierungen (FUDT, DDT, AUDT, HUDT,
PEG) und der daraus folgenden variierenden Benetzungen unterscheiden. Wéhrend hyd-
rophobe Oberflachen wie FUDT, DDT und AUDT (Kontaktwinkel: 55-100°) attraktiv auf
die Zellen wirkten, waren HUDT und PEG als hydrophile Oberflachen (Kontakt-
winkel ~ 30°) weniger anziehend. PEG nahm als hydratisierte Oberflache mit fouling-
release Eigenschaften einen besonderen Stellenwert ein. Auf diesen Sachverhalt und
dessen Auswirkungen wird im Kapitel 5.4 (S. 95) ausfihrlicher eingegangen.
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Uberraschend in allen Fallen (FUDT, DDT, AUDT und HUDT) war, dass sich die
adharenten Zellanteile (Na No™) sehr glichen. Die Diatomeen schienen wahrend des
initialen Prozesses der Adhé&sion keinen Unterschied zwischen den Benetzungen wahr-
zunehmen, erst innerhalb der vierstiindigen Inkubation zeigte sich der Gegensatz in der
Aussonderung der extrapolymeren Substanzen und somit der Adhasionsstérke. Dass sich
Diatomeen auf PEGylierten Oberflachen zu Klumpen formieren kdnnen, wurde bereits
zuvor beobachtet (personliche Konversation mit John Finlay, ehemaliges Gruppen-
mitglied von Prof. Callow, School of Biosciences, University of Birmingham, UK).

Die Bestrebung von N. perminuta starker auf hydrophoben als auf hydrophilen Ober-
flachen zu adharieren, wurde bereits zuvor durch Besiedlungsstudien dieser Kieselalgen
auf einer Serie von EG¢OX SAMSs mit sich dndernden Benetzungseigenschaften gezeigt
(Kontaktwinkel: X = H (32°), Me (63°), Et (81°), Pr (95°)). In diesen Studien wurden die
Diatomeen 45 min inkubiert und anschliefend in einer Wasserkanalapparatur einer
turbulenten Strémung mit konstanter Wandschubspannung von 8,2 Pa (82 dyn/cm?) aus-
gesetzt. Es wurde dabei festgestellt, dass sich Zellen von hydrophilen Oberflachen leich-
ter durch die Stromung abltsen lieRen [48]. Diese Tendenz bestatigten ebenso die Ergeb-
nisse einer aktuellen Untersuchung auf Xyrogel-Oberflachen mit Alkyl-, Fluoralkyl- und
Aminoalkyl Terminierungen: N. perminuta adharierten deutlich starker auf den hydro-
phoben Oberflachen (Kontaktwinkel zwischen 85° und 105°) als auf denen mit kleineren
Kontaktwinkeln (35-54°). Die Abrissexperimente erfolgten hierbei in einer turbulenten
Wasserkanalapparatur mit konstanter Wandschubspannung von 52 Pa (520 dyn/cm?)
[138]. Weiter wird dieser Trend durch Krishnan et al. bestatigt, welche die Besiedlung
durch die besagte Kieselalge auf Blockcopolymer-Oberflachen mit fluorierten und PEG-
ylierten Seitenketten untersuchten. Auf den Polymeroberflachen mit fluorierten Seiten-
ketten wurde eine hohere Haftstarke der Algenzellen beobachtet [49]. Im Vergleich von
methoxyterminierten PEG-DOPA;-Polymeroberflachen (hydrophil, Kontaktwinkel von
33°) und einem hydrophoben fouling-release Elastomer (Kontaktwinkel von 115°)
zeigten N. perminuta eine deutlich schwachere Adhasion auf der hydrophilen Beschich-
tung [147]. Die allgemein schwache Besiedlung und Adhasion mariner Mikroorganismen
auf PEGylierten Oberflachen ist durch zahlreiche Studien bekannt [20, 53, 150, 254]. Die
in dieser Arbeit durch mikrofluidische Messungen erlangten Resultate stehen somit im
Einklang mit zahlreichen anderen Ergebnissen, die durch alternative Methoden erhalten
wurden.

Der Vergleich der Spezies N. perminuta und N. incerta auf einem hydrophoben (FUDT)
und einem hydrophilen (HUDT) SAM lieferte die Gberraschende Erkenntnis, dass selbst
zwischen Diatomeen gleicher Gattungen Adhasionsstarkeunterschiede vorkommen kon-
nen. Wahrend N. perminuta auffallend unterschiedliche Adhésionsstarken auf FUDT und
HUDT aufwies, wirkten beide Oberflachen &hnlich attraktiv auf N. incerta. Als Grund
kann die unterschiedliche Zusammensetzung der fiir die permanente Adhdsion verant-
wortlichen extrapolymeren Polymersubstanzen (EPS) vermutet werden. Bestehend aus
Polysacchariden, Proteoglykanen, Proteinen und diversen unspezifizierten Makromole-
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5 Adhasionsstarkemessungen mit N. perminuta

kilen, konnte bereits ein kleiner Unterschied in den Verhaltnissen dieser dazu fiihren,
dass Wechselwirkungen mit gleichen Oberflachen verschiedenartig zustande kommen.
Dieses Gebiet ist aufgrund der enormen Komplexitat jedoch noch weitgehend uner-
forscht. Dass die initialen Wechselwirkung jedoch stets gleich stark zu sein schienen,
zeigten auch in diesem Fall die adharenten Zellfraktionen (Nag No™), die kaum variierten.
Dieses Ergebnis deckte sich mit der unmittelbar zuvor diskutierten Tatsache (Kapitel
5.2.2, S. 86), dass die Diatomee N. perminuta im anfanglichen Adhé&sionsprozess keinen
Unterschied zwischen verschieden benetzten SAMs (FUDT, DDT, AUDT, HUDT)
zeigte.

5.3. Einfluss von Oberflachenkonditionierung auf die Adhdsion von
Diatomeen

5.3.1. Hintergriinde der Oberflichenkonditionierung

Sobald eine Oberflache in Kontakt mit einer Wasserumgebung kommt, adsorbiert diese
zunachst Makromolekiile, bevor erste Mikroorganismen wie Bakterien und Algen folgen.
Die auf diese Weise aus den angelagerten Makromolekilen entstehende Lage wird
Konditionierungsfilm genannt. Die ersten Ansatze zur chemischen Analyse von aus natir-
lichem Seewasser adsorbierten Konditionierungsfilmen machten Baier und Loeb George
[255-256]. Mit dem Fortschritt analytischer Techniken folgten weitere Studien, vor allem
in naturlichem Meerwasser. Sie zeigten, dass Konditionierungsfilme aus diversen Glyko-
proteinen, Huminsduren, Lipiden, Nukleinsduren, Polysacchariden, Proteinen und nicht
weiter spezifizierten Makromolekilen bestehen [256-261]. Maki et al. berichteten, dass
die Chemie eines Substrates lediglich in den ersten Stunden eine Rolle spielte, jedoch
nach vier Stunden unterschiedlich beschichtete Substrate gleicherma3en konditioniert
wurden [262]. Thome et al. beschrieben, dass unabhédngig von der Oberflachenchemie die
Ausbildung eines Konditionierungsfilmes quantitativ vergleichbar verlief [69].

Eine Frage, die im weiteren Verlauf auftrat, war, ob und in welchem AusmaR sich ein
Konditionierungsfilm auf die weitere Besiedlung durch Organismen auswirkt. Diesen
Effekt untersuchten ebenfalls Thome et al. mit unterschiedlich lange vorkonditionierten
Oberflachen verschiedener Benetzungsgrade und die anschlieBende Besiedlung durch die
Griinalge Ulva linza. Es zeigte sich, dass auf kurz vorinkubierten Proben (1 h) ein immen-
ser Unterschied in der Besiedlungsdichte durch die Algensporen bestand, der sich jedoch
auf zunehmend langer vorinkubierten Proben (bis 22 h) anglich [69]. Da das Augenmerk
dieser Studie auf der Siedlungsdichte und nicht auf der Adhasionsstérke der besiedelnden
Organismen lag, stellte sich in diesem Zusammenhang die Frage, ob adsorbierte
Konditionierungsfilme die Adhé&sionsstarke nachfolgender Organismen beeinflussen.

Zur Beantwortung dieser Frage wurde das Abrissverhalten von N. perminuta auf
konditionierten und unkonditionierten Oberflachen untersucht. Als Oberflachen wurden
FUDT und HUDT, zwei SAMs mit unterschiedlichen Benetzungsgraden, gewéhlt. Diese
zeigten zuvor in dieser Arbeit groRe Unterschiede in der Adhé&sionsstarke der Diatomeen
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und waren daher fur Konditionierungsstudien besonders vielversprechend. Die Konditio-
nierung wurde nach dem von Thome et al. erarbeiteten Protokoll in Raft-Wasser
(Atlantik, Florida) durchgefihrt [263] (Kapitel 3.1.4, S. 32).

5.3.2. Eigenschaften der verwendeten SAMs

Tabelle 10 zeigt die Eigenschaften der beiden SAMs vor und nach der Inkubation in
Meerwasser. Durch die Konditionierung wurde HUDT hydrophober (Kontaktwinkel-
anderung von 33° auf 38°), wahrend der Kontaktwinkel von FUDT sank (Kontakt-
winkelanderung von 112° auf 105°), was in Ubereinstimmung mit anderen Studien stand
[69, 264]. Die Schichtdicke nahm nach Ausbildung des Konditionierungsfilmes bei
beiden Proben um durchschnittlich 3-4 A zu. Zuvor durchgefiihrte IR-Vermessungen
(IRRAS) der Konditionierungsfilme zeigten nach 48 h Inkubation in Raft-Wasser auf
HUDT starke Valenzschwingungsbanden fiir die Carbonylgruppen (v(C=0) ~ 1775 cm™,
v(HNC=0) = Amid | ~ 1650 cm™) und typische Deformationsschwingungen (5(C-N-H),
Amid 11 ~ 1550 cm™) [263]. Diese deuten daraufhin, dass Makromolekiile wie Proteine,
Glykoproteinen, Polysaccharide und Lipide an die Oberflachen adsorbierten. Konditio-
nierte FUDT-SAMs wiesen im Vergleich zu HUDT sehr schwache Carbonylschwin-
gungen (v(C=0)) auf, die charakteristischne Amid I-Schwingungsbande war jedoch
vorhanden. Dies spricht daftr, dass im Wesentlichen die Adsorption von proteinogenen
Verbindungen erfolgte [263].

Tabelle 10: Eigenschaften der konditionierten bzw. unkonditionierten SAMs. Die Schichtdicken wurden
mittels Ellipsometrie bestimmt. Fehler der Kontaktwinkel- bzw. Ellipsometriemessungen wenn nicht anders
angegeben: +3° bzw. = 3 A

Oberflache FUDT FUDTona. HUDT HUDT ong.
Kontaktwinkel/® 112 105 33 38
Schichtdicke/A 16 20+ 4 13 16

5.3.3. Adhdsionsassays

Die vierstindigen Inkubationen der Diatomeen auf den vorinkubierten Oberflachen
FUDT und HUDT, und anschlielRend jeweils fur jeden SAM vier Mal durchgefiihrten
mikrofluidischen Abrissexperimenten ergaben die in Abbildung 75 zusammengefassten
Resultate.
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Abbildung 75: Adhasion von N. perminuta auf den SAMs HUDT und FUDT im un- bzw. konditionierten
Zustand; a) adhdrente Zellanteile; b) kritische Scherstromungen z, ¢) und d) Abrisskurven der Diatomeen.
Die angegebenen Fehler zeigen die Standardabweichung (n = 3).

Abbildung 75 a gibt die adhérenten Zellteile auf den konditionierten SAMs in Gegen-
uberstellung mit ihren unkonditionierten Homologen wieder.

Der konditionierte Zustand von HUDT beeinflusste den adhdrenten Zellanteil der Kiesel-
algen etwas mehr als es beim unkonditionierten SAM beobachtet wurde. Auf HUDTyong.
variierten diese in einzelnen Messungen zwischen 61 % und 100 %, wéhrend die
Streuung der Werte auf HUDT im unkonditionierten Zustand 86-100 % betrug. Nichts-
destotrotz war diese Anderung innerhalb der Fehlergrenzen nicht signifikant.

Auf dem konditionierten FUDT-SAM blieb der adhérente Zellanteil im Vergleich zu
seinem unkonditionierten Homologen mit 100 % adharenten Diatomeen (Ngg Ny 1= 97-
100 %), anndhernd gleich.

AnschlieRende Adhasionsstarkemessungen lielen erweiterte Aussagen uber den Kon-
ditionierungsfilmeinfluss auf HUDT bzw. FUDT zu (Abbildung 75 b).

Ein expliziter Effekt des Konditionierungsfilmes auf HUDT wurde durch die kritischen
Scherstromungen auf diesem SAM aufgezeigt. Die Diatomeen wiesen auf dem kondi-
tionierten HUDT im Vergleich zum unkonditionierten SAM eine starkere Adhdasion auf
(mo(HUDTKond) = 722 #+ 306 dyn/cm? vs. zomupt) = 300 + 40 dyn/cm?), welche jedoch einen
breiten Bereich abdeckte (siehe Abrisskurven in Abbildung 75 c). Der anfangliche Zell-
abriss lag hierbei zwischen 41 dyn/cm? und 236 dyn/cm? und war somit hoher als auf dem
unkonditionierten HUDT-SAM (7= 26-46 dyn/cm?). Ein Signifikanztest (ANOVA) zum
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Vergleich der mo-Mittwelerte ergab zwischen dem konditionierten und unkonditionierten
jedoch lediglich einen Trend (0,1 > p > 0,05).

Die Haftstarke auf dem konditionierten FUDT-SAM anderte sich mit 1921 + 352 dyn/cm?
nicht merklich zu der Adhasionsstarke auf dem unkonditionierten SAM (zorupT) =
1823 + 224 dyn/cm?). Dies bestatigte ein Signifikanztest: die zo-Werte unterschieden
sich in keiner Messung signifikant voneinander (p = 0,62). In diesem Fall zeigten die
Abrisskurven in Abbildung 75d dementsprechend eine groRe Ahnlichkeit. Auch der
Beginn des Zellabrisses erfolgte im analogen Bereich (zruptkond) = 109-176 dyn/cm? vs.
rupT) = 67-172 dyn/cm?).

5.3.4. Zusammenfassung

Der Einfluss eines Konditionierungsfilmes auf die Adhasionsstarke von N. perminuta
wurde auf zwei SAMs mit unterschiedlicher Benetzbarkeit untersucht. FUDT wurde
hierbei als hydrophobe Oberflache gewahlt, HUDT als hydrophile. Durch die Kondi-
tionierung nahm die Schichtdicke der SAMs um durchschnittlich 3-4 A zu. Der Kontakt-
winkel nahm auf FUDTyong Um 6 % ab, auf HUDTyong um 15 % zu.

Im Vergleich des konditionierten FUDT-SAMSs mit seinem unkonditionierten Homologen
zeigte sich weder beziiglich des adharenten Anteils von N. perminuta noch in der
Haftstarke dieser ein signifikanter Unterschied. Dieses Resultat erfillte qualitativ betrach-
tet die Erwartungen einer ahnlichen Adhésionsstarke, da die Oberflachen mit einem
Kontaktwinkel von 105° bzw. 112° ann&hernd analoge Benetzungseigenschaften auf-
wiesen. Die zusétzlichen Makromolekiile hatten offensichtlich keinen Einfluss auf die
Adhasionsstéarke der Kieselalgen. Im Gegensatz dazu hatte der Konditionierungsfilm auf
HUDT einen zunehmenden Effekt auf den adhéarenten Anteil sowie einen wesentlichen
Einfluss auf die Haftstarke der Diatomeen.

Als Grund koénnen die variierenden Makromolekllzusammensetzungen der Kondi-
tionierungsfilme auf HUDT und FUDT vermutet werden, welche offensichtlich eine
jeweils andere Auswirkung auf die Adhdsionsstéarke der Kieselalgen hatten. Mit Hilfe von
IRRAS-Messungen konnte in vorhergehenden Arbeiten gezeigt werden, dass FUDT
hauptsachlich proteinogene Makromolekiile adsorbiert, wahrend HUDT neben proteino-
genen Verbindungen ebenso zahlreiche Carbonylverbindungen aufweist. Eine magliche
Interpretation ist daher, dass nur die proteinreichen Konditionierungsfilme die Adh&sions-
starke beeinflussen, nicht jedoch die aliphatischen.
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5 Adhasionsstarkemessungen mit N. perminuta

5.4. Adhasion der Diatomeen auf Ethylen-Glykol terminierten SAMs

Studien zeigten, dass Proteine, Algensporen, eukaryotische Zellen und Bakterien, emp-
findlich durch die Hydratationseigenschaften von Ethylen-Glykol (EG)-Oberflachen be-
einflusst werden [19-20, 32, 53, 56-57, 265]. In Untersuchungen mit Fibroblasten wurde
erkannt, dass bereits kleine Hydratationsunterschiede innerhalb einer oligomeren EG-
Reihe zu groBen Unterschieden in der Adhé&sionsstarke fuhrten [178]. Die Resultate
wurden auf die sich &ndernde Packungsdichte der EG-Molekilketten mit zunehmender
Anzahl von —(OC,H,)—-Einheiten zurtickgefihrt. Die Untersuchung der flr diese Repul-
sion verantwortlichen Wassereinlagerungen in den Strukturen von OEG-Oberflachen war
bereits Gegenstand zahlreicher Studien (Kapitel 2.3.2, S. 19).

Die schwache Adhésionsstarke von N. perminuta auf Poly(Ethylen-Glykol)-SAM (PEG)
im vorangegangenen Kapitel fuhrte zu der Frage, ob und in welchem MaRe sich ver-
schieden hydratisierte EG-SAMSs im Bezug auf die Diatomeenadhésion auswirken. Hierzu
wurden EG-SAMs mit zunehmenden EG-Einheiten und somit zunehmendem Hydrata-
tionsgrad im Hinblick auf die Adhéasionsstérke der Diatomeen verglichen.

5.4.1. Eigenschaften von EGXOH SAMs

Als Oberflachen dienten EG-SAMs der Form (-OC,H4)«-OH, x =1, 3, und 6. PEG mit
x = 44 wurde als polymeres Homolog zu den EG-SAMSs mit einbezogen (Abbildung 76).

HS OH

OH
HS O
X
o
HS OH
44

Abbildung 76: Strukturen von a) HUDT; b) EGXOH (x = 1, 3, 6) und ¢) PEG2000-OH.

Alle Oberflachen waren hydrophil mit Kontaktwinkeln zwischen 28° und 32° und
besaRen eine Schichtdicke von 15-33 A. Die Schichtdicke von PEG &hnelte trotz der
groBen Anzahl an Ethylen-Glykol-Einheiten der von EGgOH. Grund hierflr ist, dass
bedingt durch den kirzeren Alkyl-Spacer von nur zwei Methyleneinheiten eine biirsten-
artige Struktur eingenommen werden, die Molekulketten somit nicht gestreckt vorliegen
(Abbildung 13, S. 20) [266].
HUDT-SAMs wurden als nicht proteinresistente SAMs in den Vergleich mit einbezogen,
da sie zwar ahnliche Benetzungseigenschaften wie die EG-Serie besitzen (Kontaktwinkel
von 33°), jedoch keine Ethylen-Glykol-Einheiten enthalten. Die hier verwendeten OEG-
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SAMs und PEG wurden in vorangegangenen Arbeiten, in erster Linie mit Hilfe von XPS
und FT-IRRAS, intensiv charakterisiert [246]. Die IR-Analysen der genannten Arbeit
indizierten bei EG30H und EGgOH hauptséachlich helikale Konformationen, wobei
EGsOH vereinzelt auch eine amorphe Konformation vermuten lie. Die Konformation
von EG;0H-SAMs war, wie durch eine analoge Studie bestétigt, teilweise nicht exakt
charakterisierbar [267]. Dennoch standen sowohl diese IR-Analysen als auch die Schicht-
dicken- und Kontaktwinkelmessungen in dieser Arbeit in guter Ubereinstimmung mit
weiteren Studien [32, 57, 60, 267-271]. Die Charakterisierung der praparierten EG-SAMs
ist in Tabelle 11 zusammengefasst.

Tabelle 11: Oberflacheneigenschaften von Ethylen-Glykol-(EGxOH)-terminierten SAMs (x =1, 3, 6, 44).
Die Schichtdicke wurde mittels Ellipsometrie bestimmt. Fehler der Kontaktwinkel- bzw. Ellipsometriemes-
sungen: + 3° bzw. = 3 A,

Oberflachenchemie Label Kontaktwinkel/° Schichtdicke/A
HS-(CH,)1;-OH HUDT 33 13
HS-(CH,)1:-(0-(CH,),)-OH EG,0OH 28 15
HS-(CH,)1:-(0-(CH,),)s-OH EG;0H 30 22
HS-(CH,)1:-(0-(CH,),)s-OH EGzOH 32 25
HS-(CH,),-(0-(CH,),)4-OH PEG 30 33

5.4.2. Adhdsionsassays

Abbildung 77 a verdeutlicht, dass auf den EG-SAMSs, wie auch auf den zuvor unter-
suchten SAMs (FUDT, DDT, AUDT, HUDT im Kapitel 5.2.2, S. 86), keine signifikanten
Unterschiede in den adharenten Zellanteilen der Diatomeen bestanden (91-99%,
1< p>0,5). Der anschlieBende Vergleich der kritischen Scherstrdmungen o zwischen
HUDT und den EG-SAMs in Abbildung 77 b bestétigt die Annahme, dass eine bestimmte
Benetzungseigenschaft einer Oberfl&che nicht allein ausschlaggebend fir die Adhéasions-
starkeabnahme ist. HUDT wies, verglichen mit der maximal gemessenen kritischen
Scherstrémung in der EG-Serie (EGOH: 7 = 136 + 30 dyn/cm?), mit einem kritischen
Scherstromungswert von 276 + 51 dyn/cm? einen doppelt so hohen Wert auf. Angefangen
bei EG;0H folgte fir EG30H eine weitere Abnahme der kritischen Scherstromung um
mehr als 50 % (mo =50+ 13 dyn/cm?). EGgOH wies mit =26 + 3 dyn/cm® die
niedrigsten kritischen Scherstromungswerte in der Oligomeren-Reihe auf. PEG als
polymeres Homolog befand sich mit o = 6 + 2 dyn/cm? im untersten Adhasionsstarke-
bereich der Diatomeen.
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Abbildung 77: Adhésion von N. perminuta auf SAMs unterschiedlicher Hydratationsgrade und auf HUDT
als nicht hydratisierten SAM: a) adharenter Zellanteil der Diatomeen N,q Ny (nicht adhérierte Algenzellen
assemblierten auf PEG zu Klumpen, weshalb der No-Wert nicht erfassbar war); b) Durchschnittswerte von
vier Messungen der kritischen Scherstromungen 5, Wassertropfen in b illustrieren die gleichen
Benetzungseigenschaften der SAMs. Die angegebenen Fehler zeigen die Standardabweichung (n = 4).

Die Abrissverhalten der Diatomeen im Detail werden anhand von Abbildung 78 a-e
verdeutlicht. Die Durchschnittskurven in Abbildung 78 f geben eine zusammengefasste
Ubersicht. Die Adhésion der Diatomeen auf HUDT war relativ stark, die ersten Zellen
I6sten sich nicht vor 36 + 8 dyn/cm2 von der Oberflache ab. Auf EG;OH und EG3;0H
hingegen setzten die initialen Abloseprozesse bei Scherstrémungen von 6,5 + 3,7 dyn/cm?
ein, auf EGOH bereits bei 1,5 + 0,9 dyn/cm?. Mit Werten von 0,7 + 0,2 dyn/cm? 16sten
sich die Diatomeen um ein vielfaches friiher von der PEG-Oberflache verglichen mit den
ersten abgeldsten Zellen auf HUDT.

Durchgefiihrte ANOVA- und ergénzende paarweise Tukey-Tests machten deutlich, dass
zwischen HUDT und der gesamten EG-Serie bzw. PEG eine hohe statistische Signifikanz
zwischen den wo-Werten besteht (p <0,001). Zudem wiesen ebenso die mo-Werte der

EG;0H-SAMs einen hohen signifikanten Unterschied zu denen von EG30H und EG;OH
auf (p <0,001).
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Abbildung 78: Abrisskurven der N. perminuta von HUDT und EG-SAMs mit unterschiedlichen Hydra-
tationsgraden; a) HUDT; b) EG;0H; c) EG;0H; d) EGsOH; e) PEG; f) Durchschnittskurven der Abriss-
kurven aus a-e. Angegebener Fehler zeigt die Standardabweichung. Die Absolutzahlen der adhérenten
Diatomeen (N.q) im Sichtfeld des Experiments: 119-186 (HUDT), 129-240 (EG,0OH), 154-290 (EG3;0H),
144-461 (AUDT), und 141-197 (PEG).

5.4.3. Zusammenfassung

Die Adhésionsstarke der Diatomee N. perminuta wurde auf einer Serie von (EGOH)-
SAMs mit zunehmenden EG-Einheiten (x) und sich dadurch &ndernden Hydratations-
eigenschaften quantifiziert. Dabei sollte die Hypothese abnehmender Adhé&sionsstarke in
Bezug auf eine zunehmende Fahigkeit der SAMs Wassermolekiile an der Grenzflache
und im Inneren ihrer Strukturen zu speichern getestet werden.
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5 Adhasionsstarkemessungen mit N. perminuta

Es erfolgte der Vergleich einer Ethylen-Glykol-Serie (EG;0H, EG30H und EGsOH und
PEG) mit HUDT als ebenfalls hydroxylterminierten SAM gleicher Benetzungscharakters,
jedoch fehlender F&higkeit Wassermolekiile in seiner Struktur einzulagern.

Die erlangten Resultate bestétigten die Annahme, dass die Adhésionsstarke der Diato-
meen nicht allein durch die Benetzungseigenschaften einer Oberflache bestimmt wird.
Bereits der signifikante Unterschied der Adhdsionsstarken der Kieselalgen auf HUDT und
EG,0OH wies darauf hin, dass bereits eine Ethylen-Glykol-Einheit eine Veranderung in
den Oberflacheneigenschaften herbeifuhrt. In der Struktur unterscheidet sich EG;OH von
HUDT (-S-(CH2)11-OH) lediglich durch ein weiteres Sauerstoffatom, welches getrennt
durch zwei Methyleneinheiten im Inneren der Oberflache liegt (-S-(CH3)11-(O-(CHy,)2)-
OH). Dieser Unterschied war offensichtlich ausschlaggebend dafir, dass die Adhdsions-
stérke der Diatomeen auf EG;OH um die Halfte abnahm. Die weitere Zunahme an EG-
Einheiten (x = 3, 6) folgte dem Trend einer verminderten Adhasion aufgrund zunehmen-
der Anzahl an Wassermolekdilen in der Struktur. Die adharenten Zellanteile (Nag No'l) der
Diatomeen wurden durch die variierenden Hydratationseigenschaften der EG-Serie nicht
in dem MaRe, wie bei ihrer Adhésionsstarke beobachtet, beeinflusst.

Ein Gesamtvergleich von der EG-Serie mit zuvor vermessenen SAMs unterschiedlicher
Benetzungen (FUDT, DDT, AUDT und HUDT) zeigte eine deutliche Reduktion der
Adhésionsstérke der Diatomeen. Die maximalen kritischen Scherstromungen der EG-
Serie lagen im Mittel bei geringen 140 dyn/cm? (EG;0H). Im Vergleich dazu wurden bei
den SAMs unterschiedlicher Benetzungen kritische Scherstrémungen bis 1800 dyn/cm?
gemessen (hydrophobe SAMs).

Der erhaltene Adhésionsstarketrend von N. perminuta auf der aufgefiihrten EG-Reihe und
PEG kann somit mit der groBen Relevanz von Hydratation flr eine inerte Oberflache
gekoppelt werden. Die Bedeutsamkeit von Hydratation fur die Adhésion von Diatomeen
folgt einem generellen Trend der auch bereits fur andere Spezies, namlich Grunalgen
[57], eukaryotische Zellen [32], marine Bakterien [265] sowie Proteinabsorption [56],
beobachtet wurde.

5.5. Adhasion der Diatomeen auf Polysaccharid-Oberflachen
5.5.1. Eigenschaften von Polysacchariden-Oberfldchen

Immobilisierte Polysaccharide weisen &hnlich wie OEG-Oberflachen die F&higkeit
Wasser zu speichern und damit anti-fouling Potential auf [181-182]. Die Einlagerung von
Wassermolekulen wird hierbei durch die zahlreichen Wasserstoffbriickenbindungen,
welche spezielle strukturelle Effekte mit sich ziehen, und durch elektrostatische Wechsel-
wirkungen bewirkt [63, 183-184].

In Untersuchungen mit biologischen Systemen wiesen Polysaccharide in immobilisierter
Form Resistenz gegeniber fibloblastischen Zellen, StRwasserbakterien, unspezifischer
Proteinadsorption sowie hamatopoetischen Zellen auf [63, 180].
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Im Hinblick auf die Wechselwirkung mit marinen Organismen wie Ulva linza und
Balanus amphitrite zeigten diese Oberflachen jedoch vermindertes Resistenzverhalten
[180]. Zuriickgefuhrt wurde dieser Effekt auf Calcium(ll)- und andere bivalente lonen in
mariner Salzwasserumgebung (C(caqry) = 412 ppm [272]; der in dieser Arbeit verwendete
Seewasserersatz Instant Ocean® besitzt eine Ca(ll)-lonen-Konzentration von 400 ppm?).
Die beim pH-Wert des Meerwassers deprotoniert vorliegenden Carboxylgruppen der
Polysaccharide lagern Calcium(lIl)lonen in ihrer Struktur ein, worauf ein Kollaps der
Hydrogelstruktur eintritt und eine Entwasserung (Synerese) eintritt [185-187].

Durch die Blockade der Carboxylgruppen mittels TFEA (Trifluorethylamin) kann der
Strukturkollaps unterdriickt werden [187]. Zudem werden den Polysacchariden durch die
Einfihrung der hydrophoben TFEA-Gruppe amphiphile Eigenschaften verliehen [49,
139, 150-152] (Kapitel 2.3.2, S. 19).

In diesem Abschnitt sollte der Einfluss von TFEA-modifizierten Hyaluronsdure- und
Alginsdureoberflachen (HA bzw. AA) auf die Adhasion von N. perminuta untersucht
werden. Als Vergleich erfolgte die Analyse der Adhé&sionsstarke der Kieselalgen auf den
beiden Polysaccharidoberflachen in ihrer urspriinglichen, unmodifizierten Form. Tabelle
12 fasst die Eigenschaften der verwendeten Polysaccharide zusammen. Wie aus den
Kontaktwinkeln ersichtlich ist, waren HA und AA in ihrem unmodifizierten Zustand stark
hydrophil (= 10°). Durch die Modifizierung mit TFEA stiegen die Kontaktwinkel um das
Doppelte an (~ 20-25°). Die Schichtdicke war bei un- sowie modifizierten Oberflachen
mit ungefahr 25 A &hnlich [180, 187]. Bis zur ihrer Verwendung wurden die
Polysaccharide in Milli-Q®-Wasser aufbewahrt, um ihre hydratisierte Struktur fiir die
Adhasionsstarkemessungen vollstandig zu erhalten.

Tabelle 12: Oberflacheneigenschaften der verwendeten Polysaccharide. Die Schichtdicken wurden mittels
Ellipsometrie bestimmt.

Oberflache HA HA+TFEA AA AA+TFEA
Kontaktwinkel/® 10+3 20+5 11+3 23+3
Schichtdicke/A 27 +7 28+5 27 +3 28+3

Strukturell unterscheidet sich Alginsaure durch eine zusétzliche Carboxylgruppe von der
Hyaluronsdure, die Einlagerung von Ca(ll)-lonen ist somit ausgepragter (Abbildung 14,
S. 21) [273]. Die Modifizierung sollte daher bei AA einen stirkeren Effekt auf die
Diatomeen-Haftstarke haben.

! Information erhalten auf Anfrage bei www.instantocean.com.
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5 Adhasionsstarkemessungen mit N. perminuta

5.5.2. Adhdsionsassays

Die Resultate aus den durchgefiihrten mikrofluidischen Adhdsionsstudien, illustriert in
Abbildung 79 a, lassen keine eindeutige Aussage tber den Trend in der Adhé&sionsstarke
der Diatomeen auf HA und AA bzw. ihren und TFEA-blockierten Homologen zu. Die
Werte der Kkritischen Scherstromungen o schwankten auf einzelnen Oberflachen um bis
zu 75 %. Insgesamt betrachtet wurden innerhalb der Fehlergrenzen auf allen Poly-
sacchariden ahnliche kritische Scherstromungen gemessen. Dies wird durch statistische
Vergleiche der mo-Werte (ANOVA/Tukey) deutlich (1 >p > 0,5). Neben den Adhasions-
starken wurden ebenso die adhdrenten Zellanteile ermittelt (Abbildung 79 b). Diese waren
auf fast allen Oberflachen mit bis zu 100 % &ahnlich hoch. Die einzige Ausnahme lie3 die
modifizierte AA-Oberflache erkennen, auf der sich der adharente Diatomeenanteil
zwischen 70-100 % bewegte. Jedoch war dieser Effekt innerhalb der Fehlergrenzen
ebenso nicht signifikant (1 >p > 0,5).
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200}
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Abbildung 79: Adhésion von N. perminuta auf unmodifizierten Polysacchariden HA und AA und ihren
modifizierten Homologen HA+TFEA und AA+TFEA; a) kritische Scherstrémungen zo; b) adharente
Zellanteile der Diatomeen. Die angegebenen Fehler zeigen die Standardabweichung (n = 4).

Die Abrisskurven in Abbildung 80 a-d zeigen zudem, dass der Zellabriss, durchschnittlich
beginnend bei 10 dyn/cm?, tber einen breiten Bereich der Scherstrémung erfolgte.

101



a) S — b) R —
120} . 120t g
- HA+TFEA
100 = 1 100 + g
S 80r . S 80f E
< B 60 | ] < B 60 - 4
zZ zZ
E 40} 7.+ 440-858 dyn/cm? 1 T 40} 7, 278-1061 dyn/cm’ 1
2z zZ
20+ . 20+ g
0 ! ! ! ! ! \;F 0 ! ! ! ! !
001 0.1 1 10 100 1000 001 0.1 1 10 100 1000
7 [dyn cm™] 7 [dyn cm?]
c) d)
1ol . . . . . 1 160l . . . . . 1
Al 140k AA+TFEA | |
100 |+ E
. 120+ E
§ 80 b 5 100 NS . i
<8 60 <% 80F} ‘“'Vv:v&'viv 4
z 7l 1 z N, g{
T 40} . 2 LA J = 60r T ]
E 7,,: 161-655 dyn/cm L > sl z.: 227-817 dyn Jom? Qv\'\ \“ 1
20+ R SR
N . 20 e\ ]
0 . . . 0 . . . . N

0.01 01 1 10 100

7 [dyn cm?]

001 01 1 10 100
7 [dyn cm?)

1000

Abbildung 80: Abrisskurven der N. perminuta von un-
HA+TFEA; c) AA; d) AA+TFEA.

und modifizierten Polysacchariden; a) HA; b)

5.5.3. Zusammenfassung

In diesem Teil der Arbeit wurden die auf Glas immobilisierten Polysaccharide HA und
AA und deren modifizierten Homologen auf ihre eventuelle Resistenz gegeniiber den
Diatomeen N. perminuta untersucht. Immobilisierte Polysaccharide weisen ahnlich wie
Oligo(Ethylen-Glykol) Oberflachen eine starke Hydratisierung auf, welche eine Resistenz
gegen Proteine und SuBwasser-Mikroorganismen bewirkt. Dieser Sachverhalt andert sich
bei der Adhasion von Organismen aus mariner Wasserumgebung, denn die Anwesenheit
von bivalenten lonen wie zum Beispiel zweiwertigen Calciumionen kann das fur die
Resistenz verantwortliche Quellverhalten und die daraus resultierende Hydrogelstruktur
von Polysacchariden aufheben. Verantwortlich fir die Koordination der Ca(ll)-lonen sind
die Carboxylgruppen der Molekiile. Durch eine Blockierung dieser Gruppen kann ein
Kollaps der Struktur bei Anwesenheit bivalenter lonen verhindert werden.

Die Blockierung der Carboxylgruppen erfolgte in diesem Fall durch die Kopplung von
Trifluorethylamin (TFEA). Da sich AA durch eine zusétzliche Carboxylgruppe von HA
unterscheidet, wurde als Folge der Blockierung der Carboxylgruppen durch TFEA beli
AA ein grolierer Effekt auf die Adhéasion der Diatomeen erwartet.

Die mikrofluidischen Adhasionsstudien resultierten in einem schwach ausgepragten
Trend in der Haftstarke der Diatomeen auf den unblockierten Alginséure- bzw.
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5 Adhasionsstarkemessungen mit N. perminuta

Hyaluronsdaureoberflachen. Weiterhin zeigte die anschlielende Modifizierung der
Oberflachen durch TFEA sowohl bei HA als auch bei AA ebenso keinen nennbaren
Einfluss auf die Adhasion der Diatomeen.

Einen Ansatz fir die Erklarung dieser unveranderten Adhdsionsstirken liefern Geesey
und Cooksey et al.: Sie berichteten Uber die Wichtigkeit von zweiwertigen Calciumionen
fir die Adhésion und Chemotaxis von Diatomeen [274-275]. Im Allgemeinen sind
Calciumionen ein bedeutsamer Faktor in biologischen Prozessen. Ihre Funktion beruht
hierbei auf der Fahigkeit an andere Molekule auf verschiedenste Weise zu binden und
deren Funktion zu veréndern. Die wesentliche Eigenschaft von Ca(ll)-lonen bei der
Diatomeenadhasion ist die Wechselwirkung zwischen Proteinen sowie Polysacchariden
als Extrazellulare-Polymer-Substanzen mit einer Oberflache zu fordern. Ebenso ist
Calcium z. B. bei unspezifischen Interaktionen wie der Neutralisation der elektrischen
Doppelschicht zwischen Zell- und Substratoberflache beteiligt. Bezogen auf diese Arbeit
entstand damit die Vermutung, dass die durch die Blockade der Carboxylgruppen frei-
gesetzten Ca(ll)-lonen den Adhésionsprozess der Kieselalgen auf der anderen Ebene
forderten, so dass der positive Struktureffekt der calciumfreien (HA/AA+TFEA)-
Oberflachen aufgehoben wurde.

Durch den Vergleich der hier vorliegenden Studie mit bereits erhaltenen Resultaten
(SAMs unterschiedlicher Benetzbarkeit, EG-Serie) zeigte sich, dass die gemessenen
Adhasionsstarken innerhalb der Fehlergrenzen beinahe den gesamten o-Bereich
abdeckten, der fir SAMs mit unterschiedlichen Benetzungseigenschaften beschrieben
worden ist. Dieser befand sich zwischen 280-2060 dyn/cmz. Die wo-Werte der Poly-
saccharide schwanken im enormen Bereich von 160-1060 dyn/cm?. Die Vermutung die
getesteten Polysaccharide wirden &hnliche fouling-release Eigenschaften wie die EG-
Serie (7 = 6-136 dyn/cm?) aufzeigen, konnte somit nicht bestatigt werden.

Das in dieser Arbeit beschriebene Resistenzverhalten von N. perminuta auf Polysaccha-
rid-Oberflichen ist in Ubereinstimmung mit frilheren Adhasionsuntersuchungen auf HA,
AA und PA (Polygalakturonséure) nach Aussetzen der Algenzellen in einer Scherstro-
mung von 53 Pa (530 dyn/cm?) (Universitat Birmingham). Auch in diesen biologischen
Analysen zeigten die Diatomeen keine auffallenden Adhdasionsunterschiede auf den drei
verschiedenen Polysacchariden [273].
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5.6. Einfluss von Oberflachenladung auf die Adhasion von Diatomeen

5.6.1. Geladene und zwitterionische SAMs und ihre Eigenschaften

Wie bei Poly(Ethylen-Glykol)- und Oligo(Ethylen-Glykol)-Oberflachen wird bei zwitter-
ionischen Oberflachen die Bindung von Wassermolekilen an der Grenzflache als Grund
fir ihre foul-release Eigenschaften vermutet [65, 197, 276]. Anders als bei PEG/OEG
SAMs, bei denen die Flexibilitat der OEG-Einheiten bei den Wassermolekilinteraktion
eine grofl3e Rolle spielt [59-60], wird angenommen, dass diese ausgepragten Interaktionen
bei zwitterionischen Oberflachen durch elektrostatische Wechselwirkungen verursacht
werden [68]. Holmlin et al. zeigten, dass die unspezifische Adsorption von Proteinen auf
diversen zwitterionischen SAM-Systemen vergleichbar mit der auf gut bekannten OEG-
SAM-Systemen war [65]. Diese Resultate und andere Studien deuteten darauf hin, dass
nicht nur die konformative Flexibilitat einer OEG-SAM-Molekilstruktur Voraussetzung
fir Proteinresistenz ist, sondern in erster Linie die Hydratation an sich, die ebenso durch
elektrostatische Faktoren hervorgerufen werden kann [276-277]. Die unterschiedliche
Natur der Hydratation bei OEG-SAMs und zwitterionischen SAMs wurde am Beispiel
von Phosphorylcholin(PC)-SAMs im Vergleich zu OEG-SAMs mittels molekularen
Simulationen verglichen. Dabei wurde die Orientierung von Wassermolekiilen anhand der
Ausrichtung ihrer Dipolvektoren zu der Oberflachennormalen untersucht. Wahrend die
PC-SAMs aufgrund des ionischen Charakters ihrer Kopfgruppen Wassermolekiile mit
ungerichteten Dipolvektoren oberhalb der Grenzflache aufwiesen, nahmen die Dipol-
vektoren bei OEG-SAMs bevorzugte Stellungen in bestimmte Richtungen an [198].

Unter anderem untersuchten Holmlin et al. die auch in der vorliegenden Arbeit verwen-
deten zwitterionischen SAMSs, bestehend aus -SOsterminierten bzw. -N(CHaz)s"-termi-
nierten Alkanthiolen (MUDS(-) bzw. MUDT(+)). Als Referenzsysteme fir die Leistung
der zwitterionischen Oberflachen wurden SAMs der gleichnamig geladenen Homologen
MUDS(-)100 % und MUDT(+)100 % eingesetzt.

Die verwendeten Oberflachen und ihre Eigenschaften sind in Tabelle 13 aufgefiihrt. Diese
wurden von Dipl. Chemikerin S. Bauer aus unserem Arbeitskreis hergestellt. Fir die
SAM-Préparation der zwitterionischen Zweikomponenten-SAMs, wurden die ethanoli-
schen Losungen in verschiedenen Verhéltnissen gemischt (MUDS(-)/MUDT(+):
25/75 %, 50/50 % und 75/25 %). Da der Assemblierungsprozess auf dem Goldsubstrat
ladungsgesteuert erfolgt, sollten diese drei Basislésungen gemischt geladene SAMs in
einem Verhaltnis von 1:1 liefern [277]. Dies wurde nach Darstellung der Oberflachen
vorab durch exakt gleiche Kontaktwinkel unterstiitzt und schliellich durch eine identische
chemische Komposition XP-spektroskopisch bestétigt [278].
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5 Adhasionsstarkemessungen mit N. perminuta

Tabelle 13: Oberflacheneigenschaften der gleichnamig und gemischt- geladenen SAMs. Die Schichtdicke
wurde mittels Ellipsometrie bestimmt. Die angegeben Verhaltnisse von negativen und positiven SAMs
geben die Verhaltnisse der urspriinglich angesetzten SAM-L&sungen an. Fehler der Kontaktwinkel- bzw.
Ellipsometriemessungen: + 3° bzw. + 3 A,

SAM/% angesetzte SAM Lsg. | Oberflichenchemie | Kontaktwinkel/® | Schichtdicke/A

559 /"5”, HS-(CH,),,505" 50 19

MUDS(-)100%

0000000
HS-(CH,);N(CH,),* 35 15

MUDT(+)100%

i

MUDS (-)25%/MUDT(+)75% |

OEODOBO® | s (CH,),.50,/
55/"” ’ , , , HS-(CHy),,N(CH),* <10 H

MUDS (-)50%/MUDT(+)50% |

ST

MUDS (-)75%/MUDT(+)25% |

Im Vergleich zu den reinen Komponenten-SAMs waren die zwitterionischen SAMs
extrem hydrophil (Kontaktwinkel <10°). Die Schichtdicken waren mit 14-19 A
charakteristisch fir SAMs mit -(CH,)11-Methylenspacern und sich ebenso vergleichbar
mit publizierten Werten [65].

Auch in diesem Fall erfolgten die die mikrofluidischen Adhéasionsmessungen fir jeden
SAM viermal. Als Versuchsparameter dienten eine 4-stiindige Inkubationsphase und eine
26 %/5 s Scherstromungsrate.

5.6.2. Adhasionsassays auf negativen und positiven SAMs

Zunachst erfolgten die Adhésionsstudien auf den gleichnamig geladenen SAMs
MUDS(-)100 % und MUDT (+)100 %.

Abbildung 81a zeigt, dass der adhérente Anteil NyNo™* der Kieselalgen auf dem
negativen SAM MUDS zwischen 66 % und 100 % schwankte. Auf dem positiven SAM
MUDT hingegen belief sich der adhérente Zellanteil auf fast 100 %. Auch wenn sich die
NagNo*-Werte innerhalb der Fehlerbalken nicht signifikant unterschieden (0,5 > p > 0,1),
ist der leicht reduzierte Mittelwert dennoch bereits ein erster Hinweis darauf, dass
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den negativ geladenen Diatomeen und den
geladenen Oberflachen die Adhdasionsstarke beeinflussten.

Deutlich groRere Unterschiede wurden zwischen den gemessenen Adhasionsstarken der
Kieselalgen auf den SAMs sichtbar (Abbildung 81 b). Diese hafteten wesentlich starker
auf den positiven MUDT(+) (o = 865 + 172 dyn/cm?) als auf dem negativen MUDS(-)
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(o = 429 + 93 dyn/cm?). Die statistische Signifikanz wurde mittels eines durchgefiihrten
T-Test zwischen den zo-Werten der unterschiedlich geladenen Oberflachen MUDT(+)
und MUDS(-) bestétigt (0,001 < p <0,01).

Zudem wies die breitere Abrissverteilung der Zellen auf dem negativen SAM (Beginn
Zellabriss @ 30 dyn/cm?) in Abbildung 81 ¢ darauf hin, dass sich die Adhasion einzelner
Diatomeen auf dieser Oberflache von der auf der positiven Oberflache unterschied. Dort
fand der gesamte Abriss der Zellen (Beginn Zellabriss: @ 90 dyn/cm?) in einem engeren
Scherstrémungsbereich statt (Abbildung 81 d).
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Abbildung 81: Adhdsion von N. perminuta auf dem negativ bzw. positiv geladenen SAM MUDS(-)100 %
bzw. MUDT(+)100 %); a) adharente Zellanteile; b) kritische Scherstrémungen, die nétig sind 50 % der ad-
harenten Diatomeen von den SAMs zu entfernen; ¢) und d) Abrisskurven der Diatomeen. Die angegebenen
Fehler zeigen die Standardabweichung.

5.6.3. Adhdsionsassays auf zwitterionischen SAMs

Die Resultate aus Kapitel 5.6.2 (S. 105) zeigten eindeutig, dass die Ladung einer Ober-
flache einen deutlichen Einfluss auf die Adhdsionsstarke der Kieselalgen hatte: die
Adhasion der Diatomeen war auf dem positiven SAM deutlich starker als auf dem
negativen SAM. Im néchsten Schritt sollte zusatzlich untersucht werden, welchen Effekt
die gemischten zwitterionischen SAMs auf die Adhé&sionsstarke der Diatomeen austben.
Es wurde vermutet, dass eine durch starke elektrostatische Krafte hervorgerufene
Wechselwirkung mit Wassermolekuilen mit der Grenzflache der SAMs eine zusatzliche
Abnahme der Adhéasionsstarke der Kieselalgen bewirken wirde.
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5 Adhasionsstarkemessungen mit N. perminuta

Anhand von Abbildung 82 a bzw. des Detailgraphs ist deutlich ersichtlich, dass die Ad-
hasionsstarke der Diatomeen auf den zwitterionischen SAMs im Vergleich zu den

gleichnamig geladenen Homologen abnahm.
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Abbildung 82: Adhéasion von N. perminuta auf geladenen SAMs MUDS(-), MUDT (+) und auf gemischten
zwitterionischen SAMs MUDS(-)25 %, -50 % und -75 %; a) durchschnittliche kritische Scherstrémungen
75 aus vier Messungen; b) adhdrente Zellanteile. Die angegebenen Fehler zeigen die Standardabweichung.

Der hochste Mittelwert der kritischen Scherstromung o belief sich bei der zwitterioni-
schen Serie auf 35 + 7 dyn/cm? (MUDS(-)50 %), welcher lediglich 5 % des Mittelwerts
von MUDT(+)100 % entsprach (mo = 865 + 172 dyn/cm?). Auf MUDS(-) 25% war die
vermessene kritische Scherstrémung mit 29 + 8 dyn/cm? &hnlich. MUDS(-)75 % ergab
als Ausnahme eine zusatzlich um die Hélfte reduzierte Adhasionsstarke der Kieselalgen
(0 = 18 + 4 dyn/cm?). Ebenso deutete bereits der adharente Zellanteil auf diesem SAM
das von MUDS(-)25% und MUDS(-)50 % verschiedene Adhasionsverhalten der
Diatomeen an. Dieser war mit 61+ 8% signifikant niedriger (NadNo'1 =100 %
(MUDS(-)25 %) bzw. 92 £ 3 % (MUDS(-)50 %)). Ein durchgefiihnrter ANOVA/Tukey-
Test diesbezuglich zeigte eine hohe statistische Signifikanz zwischen den NagNot-Werten
der Paare MUDS(-)25 %/75 % und MUDS(-)50 %/75 % (p < 0,0001).

Die kritischen Scherstromungen 5, der zwitterionischen Serie ahnelten den Werten von
EGsOH (25 + 7 dyn/cm?). Dieser SAM war Teil der untersuchten EG-Serie (Kapitel 5.4,
S. 95), auf der insgesamt eine schwache Adhésion der Kieselalgen festgestellt wurde
(0 = 6-136 dyn/cmz; PEG < EGg < EG3 < EG;). Das Abrissverhalten der Diatomeen liefl3
sich ebenfalls mit dem auf der EG-Serie vergleichen. Hierzu werden die einzelnen
Zellabldseprozesse durch die Abrisskurven in Abbildung 83 a-c verdeutlicht.

Auf MUDS(-)25 % und MUDS(-)50 % l6sten sich die ersten Zellen bei Scherstromungen
von 4 + 2 dyn/cm? bzw. 3 + 1 dyn/cm? von der Oberflache (Abbildung 83 a bzw. b). Dies
entsprach in etwa den Werten auf EG;OH bzw. EG;OH (7 +4 dyn/cm?). Auf
MUDS(-)75 % war der durchschnittliche Wert fur die erste Zellablésung wie auch die
kritische Scherstromung selbst um 50 % geringer und lag bei 1 dyn/cm? (Abbildung 83 c)
Dieser Bereich wurde ebenso auf EGgOH beobachtet (1,5 + 0,9 dyn/cm?).
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Abbildung 83: Abrisskurven der Diatomeen auf den zwitterionischen SAMs; a) MUDS(-)25 %; b)
MUDS(-)50 %; ¢) MUDS(-)75 %; d) Durchschnittswerte von MUDT(+)100 %, MUDS(-) 100 % sowie
MUDS(-)25-100 %.

5.6.4. Zusammenfassung

In diesem Teil der Arbeit erfolgte die Quantifizierung der Adhdasionsstarke von
N. perminuta auf gleichnamig geladenen bzw. zwitterionischen SAMs. Es sind vor allem
die zwitterionischen Oberflachen, denen aufgrund ihres hohen Hydratisierungsgrades,
hervorgerufen durch elektrostatische Wechselwirkungen, ein hohes Potential als fouling-
release-Materialien zugesprochen wird [65-68].

Als positiv geladene Oberflache wurde ein N(CHs)s -terminierter SAM gewahlt
(MUDT(+)100 %), die negative Oberflache wurde aus SO3-terminierten Organothiolen
dargestellt (MUDS(-)100 %). Die zwitterionischen SAMs wurden aus jeweils unter-
schiedlichen Ldsungsverhéltnissen der oben genannten Organothiole im Verhéltnis von
1:1 préapariert. Dementsprechend sollten die Diatomeen auf allen zwitterionischen SAMs
ahnliche Adhdsionsverhalten bzw. —stérken aufweisen. Auf den gleichnamig geladenen
SAMs wurde eine Beeinflussung der Adhésionsstarke durch elektrostatische Wechsel-
wirkungen mit den Klebestoffen erwartet, da die extrazellularen Polymersubstanzen
(EPS) hauptséchlich aus Polysacchariden bestehend, beim bestehenden pH von 8,2
negativ geladen sind [279].

Diese Annahme wurde dadurch bestétigt, dass die Diatomeen mit einem signifikanten
Unterschied eine doppelt so starke Adhasion auf dem positiven als auf dem negativen
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5 Adhasionsstarkemessungen mit N. perminuta

SAM aufwiesen. Bereits der leicht reduzierte Mittelwert der adhédrenten Zellfraktion von
N. perminuta auf MUDS(-) hatte auf die Beeinflussung der Adhé&sionsstarke durch
elektrostatische Wechselwirkungen hingewiesen. Einen elektrostatischen Effekt bei der
Adhésion von Diatomeen an geladene Oberflachen hatten ebenso Li et al. beobachtet,
wahrend sie Nitzschia closterium auf kationisch-modifizierten Phosphorylcholin-
Copolymerfilmen untersuchten [279].

An dieser Stelle soll daran erinnert werden, dass in zuvor durchgefiihrten Studien (Kapitel
5.2, S. 85), die Diatomeen unabhéngig von den Benetzungen (Kontaktwinkel: 33-112°)
der unterschiedlich terminierten SAMs stets zu anndhernd 100 % an diese adhérierten.
Dies bestatigt wiederholt, dass in dem hier vorliegenden Fall offensichtlich die Ladung
der ebenso unterschiedlich terminierten Oberflachen (MUDS(-): -SO3 = 50°, MUDT(+):
-N(CHa);" = 35°) eine wichtige Rolle fiir den permanenten Adhasionsprozess aufgrund
unterschiedlicher Wechselwirkung mit den ausgesonderten extrazellularen Polymer-
substanzen gespielt haben muss.

Einen &hnlichen oder sogar ausgepragteren Adhdsionstrend ergaben kirzlich durchge-
fihrte Besiedlungsstudien auf identischen SAMs durch die Grinalge Ulva (Zeta-Poten-
tial: -19,3 mV [21]). Diese siedelte ebenso vermehrt auf dem positiven MUDT(+) 100 %,
auf der negativen Oberflache MUDS(-)100 % adhdrierte nur eine geringe Anzahl von
Algensporen permanent [278]. Eine elektrostatische Beeinflussung der Algenspore Ulva
linza durch geladene Oberflachen wurden bereits in anderen Studien beobachtet [21, 45].

Auf den zwitterionischen Zweikomponenten-SAMs MUDS(-)25 %, MUDS(-)50 % und
MUDS(-)75 % ergaben die Adhdasionsstarkemessungen mit N. perminuta eine deutliche
Adhasionsstarkeabnahme verglichen zu den gleichnamig geladenen Homologen (96-
98 %). Die zuséatzliche Abnahme der Adhésionsstarken der Diatomeen lie} vermuten,
dass die Adhasion nicht ausschlieflich durch die Einzelladungen beeinflusst wurde,
sondern ein fouling-release Effekt durch die gemischten Ladungen in den zwitter-
ionischen SAMs auftrat. Da bei zwitterionischen Oberflachen die elektrostatische
Wechselwirkungen mit Wassermolekiilen im Zusammenhang mit einer Protein- und
Bakterienresistenz diskutiert wird, bestand in diesem Fall die Annahme, die schwache
Adhasionsstéarke von N. perminuta auf MUDS(-)25 %, MUDS(-)50 % und MUDS(-)75 %
konnte auf einen Hydratationseffekt zuruckzufiihren sein. Die gemessenen Kritischen
Scherstromungswerte der zwitterionischen Serie (18-35 dyn/cm?) befanden sich zudem
im Bereich der zuvor getesteten OEG-SAMs EGOH (mo = 25 + 7 dyn/cm?), welche
aufgrund der (Ethylen-Glykol)-Einheiten einen hohen Hydratationsgrad aufweisen.

Bei der ndheren Betrachtung der untersuchten zwitterionischen Serie war aufféllig, dass
vor allem die Adhasionsstarke der Kieselalgen auf MUDS(-)75 % im Bezug auf
MUDS(-)25 % und MUDS(-)50 % zuséatzlich um die Halfte reduziert war. Ebenfalls
nahm der adharente Anteil auf diesem SAM signifikant ab. Ahnliche Ergebnisse ergaben
Adhasionsstudien von Ulva linza auf identischen SAMs. Diese siedelten zu dhnlichen
Anteilen auf MUDS(+)25 % und MUDS(-)50 %, der MUDS(-)75 % SAM wurde jedoch
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schwacher besiedelt [278]. Eine schwankende Oberflachenfilmqualitdt der SAMs konnte
durch diese Korrelation zunéchst ausgeschlossen werden. Eine Erklarung wirde eine
Variation der Oberflachenhomogenitat liefern, die zu Ladungsdoménen auf den SAMs
fihren konnte. Mit Sicherheit kann jedoch nicht gesagt werden, ob sich die Inhomogeni-
taten auf dem MUDS(-)75 % ausbildeten oder auf den anderen beiden SAMs, auf denen
die Diatomeen &hnliche kritische Scherstrdmungswerte zeigten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass durch die beschriebene Untersuchung gezeigt
werden konnte, dass geladene Oberflachen eine eindeutige Wirkung auf die Adhé&sions-
starke von N. perminuta hatten. Einen analogen fouling-release Effekt wie ihn OEG-
Oberflachen in dieser Arbeit aufwiesen, zeigten zudem gemischte zwitterionische SAMs.
Unterstutzt wurden die erhaltenen Resultate durch Zhang et al., welche ebenfalls einen
abweisenden Effekt zwitterionischer Oberflachen (Poly(Sulfobetainmethacrylat)) bei Be-
siedlungsstudien mit N. perminuta feststellten [67]. Im Zusammenhang dieser Arbeit
kann noch nicht vollstandig geklart werden, ob die starke Adhasionsabnahme der Diato-
meen auf den zwitterionischen SAMs durch Hydratation hervorgerufen wurde. Lediglich
die &hnlichen Adhésionsstarken der Diatomeen auf der EG-Serie sowie die chemische
Natur der zwitterionischen SAMs lassen vermuten, dass die Anlagerungen von Wasser-
molekilen an die Grenzflache der Oberflachen bedingt durch elektrostatische Wechsel-
wirkungen eine Rolle gespielt haben kann.

5.7. Mikrofluidische Messungen in Feldversuchen

Um die Leistungsfahigkeit einer Oberflache oder Beschichtung im Hinblick auf ihre
Biofoulingeigenschaften zu prufen, ist neben Untersuchungen auf Laborebene das Ver-
halten dieser Oberflachen im natilrlichen aquatischen Raum von groRer Wichtigkeit. Erst
der Kontakt mit einer realen Umgebung und den dort herrschenden Bedingungen verrét,
ob eine potentielle foul-release Beschichtung ihre volle Kapazitat tiber einen bestimmten
Zeitraum aufrechterhalten kann. Auf dieser Ebene wurden in den letzten Dekaden bereits
unzahlige Studien durchgefuhrt. Zeitrdume, in denen Untersuchungsobjekte in Seewasser
ausgesetzt waren, variierten hierbei von Wochen, tber Monate und bis hin zu einigen
wenigen Jahren [52, 70-71, 73, 280].

Uber die Adhasionsprozesse in den ersten Stunden im Feld ist jedoch nur wenig bekannt.
Interessant in dieser Hinsicht war die Leistungsfahigkeit der bereits im Labor unter-
suchten Oberflachen in Kontakt mit natirlichem Seewasser und in diesem Medium
lebenden Mikroorganismen zu analysieren. Dies wurde zur gleichen Zeit in parallel
durchgefuhrten Besiedlungsstudien diverser Oberflachen durchgefiihrt. Die Auswert-
ungen ergaben, dass die Artenvielfalt und deren Haufigkeit stark von den vorherrschen-
den Luft- und Wassertemperaturen abhingen. Die zuvor in Laborversuchen gemachten
Beobachtungen wie zum Beispiel die groRere Bedeutung von Hydratation der Ober-
flachen im Gegensatz zu ihrer Benetzbarkeit konnte ebenso in Feldanalysen bestétigt
werden [246].

110



5 Adhasionsstarkemessungen mit N. perminuta

Das Augenmerk der in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen lag auf mikroflui-
dischen Adhésionsstarkemessungen der im Ozean vorkommenden Arten. Hierzu wurde
der gleiche mikrofluidische Aufbau wie zuvor verwendet. Eine genaue Durchfiihrung der
Experimente im Feld wurde in Kapitel 3.6 (S. 51) gegeben. Die verwendeten Oberflachen
und ihre Eigenschaften sind in Tabelle 14 aufgelistet. Diese deckten unterschiedliche
Benetzungs- und Hydratationseigenschaften ab und wurden bereits zuvor bei Adhé&sions-
studien, beschrieben in Kapitel 5.2.1 und 5.4.1 verwendet.

Tabelle 14: Eigenschaften der verwendeten SAMs in den Feldmessungen. Sie stellen Oberflachen mit
unterschiedlichen Benetzungs- und Hydratationsgraden dar. Die Schichtdicken wurden mittels Ellipso-
metrie bestimmt. Fehler der Kontaktwinkel- bzw. Ellipsometriemessungen: + 3° bzw. + 3 A

Oberflachenchemie Label Kontaktwinkel/° Schichtdicke/A
HS-(CHy)11-0-(CH,)-(CF,)s-CF;  FUDT 112 16
HS-(CH2)11-CHjs DDT 104 13
HS-(CH,)11-NH, AUDT 55 16
HS-(CHy)1;-OH HUDT 33 13
HS-(CH,)1:-(0-(CH,),)-OH EG,0OH 28 15
HS-(CH3)11-(0-(CH,),)s-OH EG¢OH 30 22
HS-(CH,),-(0O-(CH,),)4,-OH PEG 30 33

Abbildung 84 gibt zudem eine visuelle Vorstellung des Versuchsgeldandes und des Labors
wahrend den durchgefiihrten Feldmessungen. Durch die Messungen im freien Geldnde
bestand stets die Gefahr, dass die empfindlichen mikrofluidischen Messungen durch
naturliche Wetterbedingungen, vor allen Dingen Windbden, gestort wurden. Da ebenso
andere Messungen im mobilen Labor durchgefuhrt wurden, musste darauf geachtet
werden keine Erschitterungen wéhrend der Inkubationszeit zu verursachen. Hinzu kamen
sich &ndernden Temperaturen innerhalb eines Tageszyklus. Diese lagen wahrend der
Messzeiten zwischen 19-24°C. Zusétzlich konnte durch intensive Sonneneinstrahlung auf
den Messaufbau zu Temperaturerh6hungen im System wahrend der Inkubationsphase
kommen. In allen Fallen wurde versucht wahrend der Inkubationszeit stets Schatten
mittels der Wagentiiren zu gewahrleisten. Die Glasfenster wurden hierbei durch Tucher
abgedeckt. Ein weiterer Faktor stellten die injizierten Mikroorganismen dar. Als Teil
einer gemischten Population im Ozean, hin die Zusammensetzung dieser tagtaglich von
den Umgebungs- und Wassertemperaturen ab, so dass identische Bedingungen diesbeziig-
lich nicht zu erwarten waren [246]. Die Identifizierung der Organismen durch das benutz-
te Objektiv (10x) und zum Teil unzureichenden Kontrastverhéltnissen war wéhrend der
Messungen nicht moglich. Dies behinderte die Messungen nicht, da ohnehin die gesamte
Population betrachtet werden sollte. Durch diese Einschrankung war lediglich die Bestim-
mung der adharenten Zellfraktionen (N,gNo™) auf den Oberflachen nicht méglich, da
nicht unterschieden werden konnte, ob es sich bei den sofort entfernten Objekten bei
< 0.05 dyn/cm? um Mikroorganismen oder auch um kleinste Sedimentpartikel handelte.
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Abbildung 84: Versuchsgeldnde und mikrofluidischer Aufbau im Feld des FIT/Florida, USA.

5.7.1. Adhé&sionsstudien

Bevor Adhésionsstudien durchgefiihrt wurden, wurden zwei Inkubationszeiten getestet.
Diese waren 2 h und 4 h. Abbildung 85 zeigt diesbeziiglich die Resultate. Es ist eindeutig
zu erkennen, dass die Adhasionsstarke der Mikroorganismen nicht stark variierte. Die
kritische Scherstrémung nach 2 h betrug 323 dyn/cm?, nach 4 h 375 dyn/cm?. Die Wahl
einer Inkubationszeit fur weitere Experimente fiel auf 4 h, da die im Labor durchgefuhr-
ten Untersuchungen ebenso nach einer 4-stindigen Inkubationszeit erfolgten.
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Abbildung 85: Adhasionsstérke diverser Mikroorganismen auf FUDT nach Inkubationszeiten von 2 h bzw.
4 h. a) Kritische Scherstrdmung z; b) Abrisskurven.

AnschlieRende Adhé&sionsstarkeuntersuchungen auf den ausgewéhlten Oberflachen sind
in Abbildung 86 dargestellt.
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Abbildung 86: Abrissexperimente von N. perminuta auf diversen SAMs in Felduntersuchungen. a)
Kritische Scherstromungen z; b) Abrissverhalten der gemischten Population von den Oberflachen.

Auf den hydrophoben SAMs FUDT und DDT zeigten die Mikroorganismen Kkritische
Scherstrémungen von 375 dyn/cm? bzw. 111 dyn/cm? AUDT wies mit 1394 dyn/cm?
den hochsten gemessenen zo-Wert der untersuchten Oberflachen auf. HUDT folgte mit
50 = 1094 dyn/cmz. Auf EG;0OH wurde eine Abnahme der kritischen Scherstromung auf
291 dyn/cm? festgestellt. Dieser abnehmende Trend wurde weiter von EG¢OH verfolgt,
auf dem die Mikroorganismen nur noch einen zo-Wert von 67 dyn/cm? aufwiesen. Mit
750 =10,3 dyn/cm2 hafteten die Mikroorganismen auf PEG annahernd nicht.

Beim Vergleich der Werte mit Resultaten aus dem Labor waren zum einen &hnliche
Adhésionstrends zu erkennen, zum anderen zeichneten sich deutliche Unterschiede ab
(Abbildung 87). Hierzu zahlten tberraschenderweise die hydrophoben SAMs FUDT und
DDT, welche bei den Adhéasionsstarkeuntersuchungen von N. perminuta die hdchsten
Werte zeigten (7o = 1823 dyn/cm? bzw. 1386 dyn/cm?). Ebenso wies der hydrophile
SAM HUDT eine enorm von den Laborwerten abweichende kritische Scherstromung auf
(0 = 1094 dyn/cm? versus 7o = 276 dyn/cm?) und befand sich eher im zo-Bereich, wel-
cher schlussfolgernd aus den Labortests als charakteristisch fur hydrophobe SAMs
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bezeichnet wurde. Auf AUDT wurden im Feld als auch im Labor dhnliche kritische
Scherstrdmungswerte gemessen (o = 1394 dyn/cm? versus 75 = 1260 dyn/cm?). Mit den
Laboruntersuchungen (Ubereinstimmend reihten sich die EG-SAMs in den Feldtests
ebenso im unteren Bereich der kritischen Scherstromungswerte z ein.
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Abbildung 87: Vergleich von z,-Werten zwischen mikrofluidischen Feld- und Laboruntersuchungen.

Die Vermutung, dass schwach haftende Organismen tagesabhdngig auftauchten, konnte
durch die Korrelation einzelner Tage wiederlegt werden. Die Analysen zweier Tage zeig-
ten hohe als auch niedrige kritische Scherstromungen (Abbildung 88). Tag 1 konnte
zudem mit gleichzeitig durchgefiihrten Besiedlungsstudien (statisch dem Ozean
ausgesetzte Proben fir 48 h) korreliert werden [246]. An diesem Tag wurden auf den
FUDT, DDT und AUDT-SAMs hauptsachlich Peritrich gefunden (FUDT/DDT:
700 Zellen/cm?, AUDT: 900 Zellen/cm?). Da AUDT eine viel hohere kritische
Scherstrémung aufwies als FUDT und DDT, kdnnen somit die unterschiedlichen
Oberflacheneigenschaften als Grund fur die unterschiedliche Haftstarke genannt werden.
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Abbildung 88: a) Messungen von FUDT, DDT, AUDT und EG;0H am Tag 1; b) Messungen von HUDT,
EG¢OH und PEG am Tag 2. Tagesunabhangig wurden schwach und stark haftende auf den Oberflachen
Mikroorganismen beobachtet.
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5 Adhasionsstarkemessungen mit N. perminuta

5.7.2. Zusammenfassung

Um die im Labor gewonnenen Adhésionserkenntnisse einer Diatomeen-Spezies mit
denen einer gemischten Population unter naturlichen Bedingungen zu vergleichen, erfolg-
ten mikrofluidischen Feldmessungen auf dem marinen Versuchsgeldande des Florida
Institute of Technology. Die verwendeten Oberflachen in diesen Studien deckten den
Bereich unterschiedlicher Benetzungs- und Hydratationseigenschaften (FUDT, DDT,
AUDT, HUDT bzw. EG;0H, EGOH, PEG) ab. Die Inkubationsdauer der Mikroorganis-
men auf den Oberflachen betrug wie auch in den Laborexperimenten 4 h.

Die Resultate zeigten im Gegensatz zu denen im Labor erhaltenen Ergebnissen wesent-
lich schwéchere Adhasionen der Organismen auf stark hydrophoben SAMs FUDT und
DDT (Kontaktwinkel: 104-112°), auf dem hydrophilen HUDT (Kontaktwinkel: 33°)
hingegen wurde eine deutlich héhere Adhasionsstarke gemessen. AUDT mit dazwischen-
liegenden Benetzungseigenschaften (Kontaktwinkel: 55°) verhielt sich im Feld &hnlich
wie im Labor. Ebenso in Ubereinstimmung mit den Laborergebnissen lagen die Adha-
sionsstarken der Mikroorganismen auf den hydratisierten EG-SAMSs (Kontaktwinkel: 28-
30°) im niedrigeren Bereich der kritischen Scherstromungen. Innerhalb dieser Serie
(EG10H, EGgOH und PEG) war sogar der Einfluss zunehmenden Ethylen-Glykol
Einheiten ersichtlich. Somit kann die Hydratation einer Oberflache wie auch bei den
Laboruntersuchungen als ein wichtiger Faktor fir eine schwache Adhdsion gewertet
werden. Der beobachtete Trend auf den hydrophoben SAMs FUDT und DDT kann durch
den Gesamtvergleich aller Oberflachen nicht ganzlich erklart werden. Da sich die -
Werte der unbenetzbaren hydrophoben SAMs zum einen weit unter dem =o-Wert des
hydrophilen SAMs HUDT lagen, zum anderen jedoch mit denen der hydrophilen EG-
Serie Uberschnitten, ist eine Korrelation zwischen Kontaktwinkel und Adhé&sionsstérke
nicht gerechtfertigt. Die nicht ibereinstimmenden MessgréRen kénnen in erster Linie mit
der gemischten Population im Ozean in Verbindung gebracht werden. In dieser Hinsicht
wurde im Allgemeinen durch statische Besiedlungsstudien auf analogen Oberflachen
gezeigt, dass die Artenvielfalt und deren Zusammensetzung z. B. abhédngig von der
Wassertemperatur variierte [246]. Da nicht fur beide Tage der mikrofluidischen Feld-
studien Besiedlungsresultate vorlagen, konnte keine direkte Korrelation mit der Popula-
tion erfolgen.

Insgesamt sind die vorliegenden Ergebnisse mit Vorsicht zu betrachten, da sich diese auf
jeweils nur eine Messung stiitzen. Es erfolgten vor Ort mehrere Experimente, viele mus-
sten jedoch bei Auswertungsversuchen aufgrund Kontrastmangels als mangelhaft ein-
gestuft werden. Der unzureichende Kontrast konnte auch durch diverse Bearbeitungen der
Aufnahmen nicht verbessert werden, wiederholte Zahlversuche der Organismen fiihrten
zu einer hohen Fehlerquote. Andere Messungen wiederum wurden direkt vor Ort durch
aullere Effekte negativ beeinflusst oder abgebrochen: Erschitterungen durch Windbden
oder des Labor-Vans durch duf3ere Einwirkungen fuhrten zum vorzeitigen Abriss der
Mikroorganismen von den Oberflachen. Zwar wurde die Mehrzahl der Tubings des
Setups stets mit Hilfe von Klebeband fixiert, bedingt durch die benétigte Flexibilitat des
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Mikroskop-Objekttisches (xy-Bewegung von Kanal zu Kanal) musste ein Spielraum fur
die Bewegungen vorhanden sein. Als weiterer Fehlerfaktor kann die benutzte Luft-
druckgasflasche fiir die Uberdruckgenerierung von 0,7 bar genannt werden. Wiederholt
musste festgestellt werden, dass der eingestellte Vordruck nicht gehalten werden konnte.
In wie weit die vorsichtige Nachregelung des Drucks die Organismen wéhrend der
Inkubationszeit in ihrem Adhdasionsprozess beeinflusste oder eventuell nicht sichtbare
Druckpulse den Abriss von Organismen wahrend laufender Messungen verfalscht haben,
kann nicht mit Sicherheit gesagt werden.

5.8. Fehlerdiskussion

Auf Basis der quantitativen Analyse im Kapitel 4. Optimierung des mikrofluidischen
Systems (S 53ff), kdnnen nun die in dieser Arbeit erhaltenen biologischen Evaluationen
diskutiert werden. Tabelle 15 gibt hierfir eine Ubersicht tber die kritischen Scher-
stromungsbereiche der Diatomeen auf Oberflachen mit unterschiedlichen Eigenschaften
und die prozentualen Schwankungen der z-Werte. Die Streuungen in den verschiedenen
Messungen auf einer Oberflache lagen bis auf einzelne Ausnahmen (Polysaccharide)
zwischen 12 % und 44 %. Sie waren somit in der gleichen GréfRenordnung wie die
Abweichungen, die mit den Partikelmodellsystemen nach wiederholten Reassemblierun-
gen gemessen wurden (3-61 %). Da bei den Messungen mit N. perminuta eine Oberflache
stets nur einmal verwendet wurde, mussten von Experiment zu Experiment (Messungen
erfolgten vier Mal je Oberflache) erneute Reassemblierungen der Kanalsysteme vor-
genommen werden. Daher ist davon auszugehen, dass die Fehler mafgeblich durch
Unzulénglichkeiten des mikrofluidischen Systems und weniger durch die biologische
Variabilitat der Diatomeen verursacht wurden.

Wenn man zudem die Abweichungen der Messwerte als Absolutwerte betrachtet, so ist
hieraus ersichtlich, dass diese bei gréReren kritischen Scherstromungen héher waren. Dies
wiederum deckt sich mit der Vermutung, dass die Kompressionen der Kanale durch den
Sog der Pumpe bei zunehmenden Scherstromungen zunahmen und somit stark haftende
Diatomeen durch diese Tatsache starker betroffen waren.
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5 Adhasionsstarkemessungen mit N. perminuta

Tabelle 15: Bereich der z,-Werte und Standardabweichungen (Absolutwerte bzw. %) von den kritischen
Scherstromungen fiir Diatomeen auf Oberfl&chen unterschiedlicher Eigenschaften.

" Ts0-Bereich Abweichungen . o
Oberflachen [dyn/cm?] [dyn/cm?] Abweichungen [%]

SAMs mit unterschiedlichen 976-1823 59-924 19-91
Benetzungsgraden

Konditionierte SAMs 722-1921 250-288 18-40

EG-SAMs mit unterschiedlichen 6-136 3-30 21-44
Hydratationsgraden

Polysaccharide 458-729 214-361 32-56

Geladene SAMs 429-865 81-147 20-22

Zwitterionische SAMs 18-35 4-8 20-25

Trotz der Abweichungen sind die Unterschiede zwischen einigen Oberflachen (z. B.
Benetzung versus Hydratation) anhand der zo-Werte deutlich, wahrend beim Vergleich
von Oberflachen mit geringem Unterschied der kritischen Scherstrdmungen (z. B. EG-
Serie, zwitterionische SAMs) die Genauigkeit des Experiments nicht ausreichte, um
etwaige Anderungen herauszuarbeiten,

Insgesamt betrachtet erstreckten sich bei allen gemessenen Oberflachen die zwo-Werte
iiber drei GréRenordnungen (6-1823 dyn/cm?). Damit waren die wesentlichen, als statis-
tisch signifikant eingestuften Erkenntnisse im Ergebnisteil, wie z. B. starkere Adhésion
auf hydrophoben Oberflachen (FUDT, DDT, AUDT) und schwache Adhésion auf hydro-
philen Oberflachen (HUDT, EG;0OH, EG30H, EGsOH, PEG) auch im Rahmen der
charakterisierten Schwankungsbreite des Experiments verlasslich. Unterstitzt wurde
diese Aussage durch den Vergleich einer hydrophilen Oberflache ohne Hydratations-
eigenschaften (HUDT) mit hydratisierten Oberflachen (EG;0H, EG30H, EGsOH, PEG).
In diesem Fall wurde anhand von statistisch signifikanten Unterschieden bestatigt, dass
die Benetzung einer Oberflache nach Hydratation eine zweitrangige Stellung fir die
Adhasion von N. perminuta hatte. Weiterhin konnten signifikante Unterschiede von
gemischten zwitterionischen SAMs zum einen zu ihren gleichnamig geladenen Homo-
logen (MUDS(-) und MUDT(+)) und zum anderen zu SAMs mit unterschiedlichen
Benetzungen (FUDT, DDT, AUDT, HUDT) ausgearbeitet werden. Dies wird durch die
Abbildung 96 (S. 129) im zusammenfassenden Teil dieser Arbeit verdeutlicht.

117






6 Motilitatsanalyse von N. perminuta

6. Motilitatsanalyse von N. perminuta

N. perminuta ist im planktischen Zustand eine nicht motile Kieselalge. Dies bedeutet,
dass sie nicht im Stande ist durch aktives Schwimmen an eine Oberflache zu gelangen.
Als passive Organismen sinken sie folglich durch Gravitation auf eine Oberflache ab oder
bleiben nach Einwirken einer Stromung an Substraten haften. Haben Algenzellen den
Kontakt zu einer Oberflache (ber eine ihrer Raphen hergestellt, sind diese zu Bewegun-
gen, dem sogenanntem Gleiten oder Kriechen, befahigt. Diese durch Actin-Filament-
assoziierte Motorproteine bewerkstelligte Bewegung wird uber einer der Raphen der
Diatomee (Antriebsraphe) vollzogen (Kapitel 2.1.1, S. 8 f). Die Bewegungsgeschwin-
digkeiten, konnen abhéngig von der Spezies und Umweltbedingungen zwischen 0.1 und
25 um pro Sekunde variieren. Im Allgemeinen dienen die Kriechbewegungen in natur-
lichen Gewéssern dazu, um an Orte mit gunstigeren Lichtverhaltnissen oder besserem
Né&hrstoff- bzw. Stromungsaufkommen zu gelangen [75]. Grundlegende Studien auf dem
Gebiet der Diatomeen-Motilitat erfolgten bereits zahlreich und finden sich zusammen-
gefasst in Reviews oder anderweitiger Literatur [75-76, 131, 134]. Das Augenmerk dieser
Untersuchungen richtet sich hauptsdchlich auf die Entschlisselung des Bewegungs-
mechanismus, damit verbundener Polymeraussonderung (EPS) und die Zusammen-
setzung bzw. mechanische Beschaffenheit dieser Polymersubstanzen. Was Kriech-
geschwindigkeiten betrifft, so wurden diese bereits in Abh&ngigkeit steigender Tempe-
raturen und Bestrahlung durch Licht untersucht [79, 125] oder durch Zugabe von Salzen
beeinflusst [77]. Ebenso wurde die Reaktion von Diatomeen auf die Einwirkung elektro-
magnetischer Felder beobachtet [80]. Murase et al. flhrten in ihrer Studie eine Kurz-
zeitanalyse (bis 600 s) der Geschwindigkeiten von Navicula sp. durch und stellten zudem
fest, dass sich die Zellen ungerichtet auf dem Substrat fortbewegten [281].

Gezielte Vergleiche von motilen Diatomeen auf Oberflichen mit unterschiedlichen
Eigenschaften sind selten. Holland et al. berichteten, dass sich bei den Kriechprozessen
von Diatomeen dreier Gattungen, jeweils auf hydrophilem Glas und hydrophobem PDMS
analysiert, bei Amphora und Craspedostouros kaum Unterschiede auf den Oberflachen
zeigten [126]. Bei Navicula hingegen wurde in den ersten 30 min vermehrte Motilitat auf
Glas (70 %) als auf PDMS (30 %) festgestellt. Nach 2,5 h betrug der Unterschied nur
noch ca. 10 % (Glas: 20 %, PDMS: 5 %). In weiteren 2,5 h nahm die Motilitat weiter ab
(Glas: 5%, PDMS: 2 %). Nach 24 h bewegten sich die Zellen zu gleichen 10 % auf
beiden Oberflachen. Sie betrachteten zwar die Anteile (%) von motilen Kieselalgen,
jedoch fand keine exakte Untersuchung der Geschwindigkeit statt.

Wigglesworth-Cooksey et al untersuchten Amorpha coffeaeformis zu einem auf einer
hydrophilen Oberflache (Glas) und zum anderen auf einem Glassubstrat mit einem
Kontaktwinkelgradienten (ca. 35°-105°). Im letzteren Fall fanden sie, dass die Diatomeen
lediglich auf der hydrophilen Seite der Oberfladche motil waren, wahrend die Zellen beim
Ubergang der Zellen auf die hydrophobe Seite der Oberflache ihre Bewegungen
einstellten. Eine durchgehende Motilitat wurde hingegen auf der rein hydrophilen Ober-
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flache beobachtet. Die Untersuchungsdauer belief sich auf 4,5 h, wobei durchgehende
gleichméaRige Motilitat verzeichnet wurde. Die Geschwindigkeitsangaben mit 2-5 um
wurden als Durchschnittswert fur die gesamten 4,5 h angegeben, es fand keine exakte
Korrelation der Geschwindigkeiten Uber die Zeit statt.

Die grundlegende Motilitatsstudie dieser Arbeit richtete sich auf die Geschwindig-
keitsanalyse von N. perminuta auf einem hydrophoben (DDT, Kontaktwinkel von 104°)
und einem hydrophilen (HUDT, Kontaktwinkel von 33°) SAM in einen Zeitraum von
uber 4 h. In den vorangegangenen Kapiteln wurde bereits gezeigt (Kapitel 5.2, S. 85f),
dass sich die Haftstarke der Diatomeen auf diesen beiden Oberfl&chen stark unterschied
(Toor) = 1386 + 176 dyn/cm? bzw. zmomupt) = 276 + 59 dyn/cm?). Es stellte sich folglich
die Frage, ob N.perminuta auch bei ihren Kriechprozessen zwischen diesen SAM
unterscheiden konnen. Als passender Vergleichsfaktor bieten sich in diesem
Zusammenhang z. B. die Geschwindigkeit oder eine Gegentiberstellung der Bewegungs-
muster im Allgemeinen an.

Die Untersuchungen der Diatomeen erfolgten jeweils in einem festen Sichtfeld in einem
mikrofluidischen Kanal, um &ufere Einflisse wie z. B. Konvektionen zu vermeiden.
Beide Oberflachen wurden alternierend vermessen, um gleiche Bedingungen zu gewahr-
leisten. Es erfolgten jeweils funfminltig Aufnahmen in individuellen Zeitabstanden.

6.1. Bewegungsmuster und Geschwindigkeitsanalysen

Zunéchst sollten die Bewegungen von N. perminuta auf den SAMs DDT und HUDT im
Allgemeinen veranschaulicht werden. Hierzu wurden unmittelbar nach dem ersten
Kontakt mit den Oberflachen die Bewegungsmuster der Diatomeen beobachtet und
visualisiert. Die Kriechspuren einzelner motiler Diatomeen zeigt Abbildung 89. Es waren
zahlreiche Ausfiihrungen von geradlinigen, kurvenreichen sowie umkehrenden Bewe-
gungen vorhanden. Interessanterweise erfolgten die Bewegungsmuster unabhangig von
den Benetzungseigenschaften des SAMs.

Abbildung 89: Kriechspuren von N. perminuta auf a) DDT (hydrophob); b) HUDT (hydrophil) zum
Zeitpunkt to d.h. unmittelbar nach dem ersten Kontakt mit der Oberflache. Skala: 40 um.
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6 Motilitatsanalyse von N. perminuta

Geschwindigkeiten versus Benetzungseigenschaften

Desweiteren stellte sich die Frage, ob die Geschwindigkeiten motiler Diatomeen von den
Benetzungseigenschaften abhéngen. Interessant ist ebenfalls, ob die Geschwindigkeiten
wéhrend einzelner Kriechprozeduren variieren. Die exakten Geschwindigkeiten der
Algenzellen sind in Abbildung 90 (DDT) bzw. in Abbildung 91 (HUDT) in Geschwin-
digkeitsverteilungs-Histogrammen dargestellt. Diese wurden in Form von Durchschnitts-
geschwindigkeiten aller motiler Diatomeen im Sichtfeld (1001 x 750 um) erfasst. Die Ge-
schwindigkeitsklassen wurden Uber einen Bereich von 0-35 um/s aufgetragen. Die
Bestimmung der wahrscheinlichsten Geschwindigkeit erfolgt mittels einer Fitfunktion
einer Maxwell- Geschwindigkeitsverteilung. Die Werte der wahrscheinlichsten Ge-
schwindigkeiten vy, die sich in den einzelner Aufnahmen mit fortschreitender Zeit
ergaben und die Halbwertsbreiten der Fits (fur Full Width at Half Maximum), sind
jeweils in den Graphen vermerkt.

DDT
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Abbildung 90: Geschwindigkeitsverteilungshistogramm aller in einem Sichtfenster motilen N perminuta
auf DDT uber einen Zeitraum von 60 min. Die Maxima geben die wahrscheinlichste Geschwindigkeit v,
an, FWHM die Halbwertsbreiten (fur Full Width at Half Maximum) der Fits.
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Abbildung 91: Geschwindigkeitsverteilungshistogramm tber alle motilen N. perminuta auf HUDT Uber
einen Zeitraum von 240 min. Die Maxima geben die wahrscheinlichste Geschwindigkeit v,, an, FWHM die
Halbwertsbreiten (fur Full Width at Half Maximum) der Fits.

Ersichtlich aus den Geschwindigkeitsverteilungshistogrammen, traten im Fall von DDT
als auch von HUDT Geschwindigkeiten am Nullpunkt und nahe diesem auf. Diese
Tatsache riihrte vom gelegentlichen Bewegungsstillstand der Diatomeen wahrend ihrer
Kriechprozesse. In den Fits der Histogramme blieben diese Stillstdnde unbercksichtigt,
da ausschlieBlich Geschwindigkeiten motiler Zellen in die Analysen flieRen sollten. Bei
der weiteren Analyse der wahrscheinlichsten Geschwindigkeiten der Diatomeen auf dem
hydrophoben bzw. hydrophilen SAM konnte festgestellt werden, dass die motilen
Diatomeen deutlich schneller auf dem hydrophoben SAM DDT in die permanente Adhé-
sion Ubergingen als es dies auf dem hydrophilen SAM HUDT eintrat (60 min bzw.
240 min) (Abbildung 92). Aus Abbildung 92 ist ersichtlich, dass die Geschwindigkeit der
Diatomeen auf DDT durchschnittlich von einem Startwert von 3,7 um/s auf 6,6 um
anstiegen (to-t: 0-40 min), um schlieBlich innerhalb weiterer 20 min auf ein Minimum
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6 Motilitatsanalyse von N. perminuta

von 2,6 um/s abzufallen (t4). Innerhalb weiterer 20 min (ts) kam es zum Stillstand der
Bewegung und die permanente Adhé&sion trat ein.

Auf HUDT hingegen war die initiale Geschwindigkeit nach dem ersten Kontakt mit der
Oberflache (tp) im Durchschnitt sogleich hoher (5,3 um/s) und erreichte schliellich nach
ca. 1,5 h (ts) einen Maximalwert von ca. 7,6 um/s. Wahrenddessen wurden stufenweise
Zu- und Abnahmen und eine insgesamt breitere Verteilung der Geschwindigkeiten
beobachtet (to-ts). Zum Schluss (ty) folgte eine Abnahme der Geschwindigkeit auf
2,7 um/s, bevor in den nachsten 20 min (ty) die permanente Adhasion eintrat und keine
motilen Diatomeen mehr zu beobachten waren.

Die hochste erfasste Geschwindigkeit betrug sowohl auf DDT als auch auf HUDT ca.
24 um/s. Auch wenn die Haufigkeit einer solch schnellen Bewegung &ulerst gering war
(Abbildung 90 bzw. Abbildung 91), bedeutet es dennoch, dass N. perminuta f&hig sind in
nur einem einzelnen ,,Gleitschritt* das Doppelte ihrer Korperlange zurlickzulegen.

10+ DDT |4
l —A— HUDT

v,, [um]

0 50 100 150 200 250
Zeit [min]

Abbildung 92: Durchschnittliche wahrscheinlichste Geschwindigkeiten v,, motiler Diatomeen auf DDT und
HUDT mit zunehmender Zeit. Standardabweichung SA l&sst sich iber FWHM = 2,355 x SA bestimmen.

Bewegungsmuster versus Geschwindigkeiten

Abbildung 89 deutete bereits darauf hin, dass die Kriechbewegungen von N. perminuta
eine hohe Diversitat aufwiesen. Folgend sollen besonders auffallige Muster charakte-
risiert und in Zusammenhang mit den Geschwindigkeiten gebracht werden. Wie in ande-
ren Untersuchungen beschrieben, wurde oft beobachtet, dass motile Zellen ihre Richtung
rasch &ndern konnen [123, 281]. Abbildung 93 a zeigt beispielhafte Umkehrbewegungen,
von denen gewisse ausgesprochen abrupt erfolgten. Die Betrachtung der dazugehoérigen
Geschwindigkeiten zeigt eindeutig, dass an den jeweiligen Umkehrpunkten die Ge-
schwindigkeit abnahm bzw. die Diatomeen vollkommen zum Stillstand kamen, bevor
sich diese in die entgegengesetzte Richtung weiterbewegten. Zudem ist ersichtlich, dass
die Geschwindigkeit ebenso wahrend eines einzelnen Kriechprozesses variierte.

123



, , . 1 : '

200 e B 00 | o 250 0
=300l v F ' 7 Taoo w
E 300 X Hs T Faoo g BT Fa /e~ s 2
lE. 1\ H 6 = lE. A 6 = lE. 6 =
S 400, " _y/ ; > S300 4 > S350 =
7 1,5 B 5 % 5
g A ‘e 2 ‘e
500 L )2 S , 2 400 . , 2

%0 400 600 800 ° %0 e0 800 10000 4o 300 400 500 °

X position [um] X position [um] X position [um]

Abbildung 93: a) Richtungswechsel (rote Pfeile) von N. perminuta wurden unabhdngig von der Benet-
zungseigenschaft der Oberflache beobachtet. Skala: 40 um; b) dazugehdrige Geschwindigkeitsanalysen.
Die Farbkodierung représentiert die Geschwindigkeit einer Diatomee an einer bestimmten Position xy
(Rot: hohe Geschwindigkeit, blau: niedrige Geschwindigkeit); A = Anfang, E = Ende der Bewegung.

Als Gleitspuren waren ebenso zahlreiche andere Muster vorhanden (Abbildung 94).

Abbildung 94: Vielféltige Bewegungsbahnen von N. perminuta auf DDT und HUDT. a-b) Spiralférmige
Kriechbewegungen; c-d) kreisférmige Bewegungen mit groBem und Kleinem Radius; e) Bewegung mit
breiter Kurve; f) geradlinige Bewegung; g-i) Kriechbewegungen, die sowie geradlinige Passagen, Kurven,
sowie abrupte Umkehrungen bzw. plétzliches Abbiegen beinhalten. Skala: 40 pum.
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6 Motilitatsanalyse von N. perminuta

Hierrunter zahlten groRe und kleinere Spiralen (Abbildung 94 a/b), kreisformige
Bewegungen in unterschiedlichen Radien (Abbildung 94 c/d), breitere Kurven
(Abbildung 94 e), langere geradlinige Spuren (Abbildung 94 f) oder Bahnen, die mehrere
Muster vereinten (Umkehrungen, Kurven, gerade Bahnen, Abbildung 94 g-i). Da die
illustrierten Bewegungsmuster auf beiden SAMs gleichermaRen beobachtet wurden,
wurde folgender Abbildung kein Bezug auf eine Oberflache im Speziellen genommen.

Die zu den Bewegungsmustern aus Abbildung 94 gehdrigen Geschwindigkeitsanalysen
deuten daraufhin, dass den diversen Gleitbewegungen der Diatomeen keine speziellen
Geschwindigkeitsbereiche zugeordnet werden kénnen. Die spiralférmigen Bewegungen
erfolgten sowohl schnell mit mehr als 12 um/s als auch in teilweise langsameren Ziigen
mit 2-7 um/s (Abbildung 95 a/b). Dies galt ebenso fir die kreisformigen Bewegungen,
die entweder insgesamt sehr langsam erfolgten (=~ 2 um/s) oder Gleitschritten mit 10 pum/s
aufwiesen (Abbildung 95 c/d). Die breite Kurve und die gradlinige Gleitbewegung in
Abbildung 95 e und f gehtrten mit durchschnittlich ca. 12 pm/s bzw. ca. 8 um/s zu sehr
schnellen Bewegungen. Jedoch kann nicht gesagt werden, dass diese eher weitlaufigen
Gleitbewegungen stets die hochsten Geschwindigkeiten aufwiesen, da z. B. die geraden
Passagen in Abbildung 95 g-i langsam erfolgten (@ 4-5 pm/s).
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Abbildung 95: Geschwindigkeitsanalysen von den in Abbildung 94 illustrierten Bewegungsbahnen. Die
Farbkodierung reprasentiert die Geschwindigkeit einer Diatomee an einer bestimmten Position xy (Rot:
hohe Geschwindigkeit, blau: niedrige Geschwindigkeit); A = Anfang, E = Ende der Bewegung.
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6.2. Zusammenfassung

Es erfolgte eine grundlegende Untersuchung zu der Motilitdt von N. perminuta auf zwei
SAMs mit unterschiedlichen Benetzungseigenschaften. DDT besitzt einen hydrophoben
charakter (Kontaktwinkel 104°), wahrend HUDT hydrophil ist (Kontaktwinkel 33°). Da
die Diatomeen auf diesen Oberflachen in zuvor durchgefuhrten Adhé&sionsstudien stark
unterschiedliche Adhésionsstirken aufwiesen (zoppr) = 1386 = 176 dyn/cm?, zsoupT) =
276 + 59 dyn/cm?), bestand das Interesse darin, die Hypothese zu verfolgen die Algen-
zellen wurden ebenfalls in ihrem Bewegungsverhalten durch diese Oberflachen beein-
flusst.

Eine Tatsache, welche in den vorliegenden Motilitatsstudien eine offensichtliche Abhan-
gigkeit von den Benetzungseigenschaften der SAMs aufwies, war die jeweilige Dauer der
Bewegungen auf DDT und HUDT. Motile Algenzellen wurden deutlich langer auf HUDT
beobachtet. Wahrend sich auf DDT nach 90 min nur noch eine Algenzelle von initialen
elf motilen Algen fand, wurden motile Algenzellen auf HUDT bis zu 240 min lang
erfasst. Geschwindigkeitsverteilungen in diesen Zeitrdumen zeigten, dass sich die Be-
wegungen von N. perminuta auf beiden Oberflachen in unterschiedlichen Zeitfenstern
abspielten. Die Tatsache, dass motile Diatomeen tber eine langere Dauer auf HUDT
beobachtet wurden, kann mit der deutlich schwécheren Adhéasion von N. perminuta auf
diesem SAM korreliert werden. Eine Studie von Wigglesworth-Cooksey berichtete von
einem extremeren Fall auf Oberflaichen mit Kontaktwinkelgradienten. Die von ihnen
beobachteten Diatomeen (Amphora) zeigten absolut keine Motilitdt auf Oberflachen-
bereichen mit einem Kontaktwinkeln um 105°, auf hydrophilen Bereichen (< 40°) nahm
die Motilitat jedoch schlagartig zu [54].

Weitere Ergebnisse der vorliegenden Bewegungsanalysen zeigten, dass sich die Algen-
zellen der Oberflache ungerichtet auf den Oberflachen bewegten. Dieses Verhalten wurde
bereits fur andere Diatomeen beschrieben [54, 281]. Unter die zahlreichen Bewegungs-
spuren fielen Spiralen, kreisformige und geradlinige Bewegungen, breite und enge
Kurven sowie abrupte Umkehrbewegungen, sogenannte Hairpins. Bei der Betrachtung
der Geschwindigkeiten der unterschiedlichen Bewegungsmuster konnten sowohl auf
hydrophoben als auch dem hydrophilen SAM keine besonderen Merkmale festgestellt
werden. Lediglich bei der Durchfiihrung von Hairpins konnte ein stets ahnliches
Verhalten beobachtet werden. Dort zeigte sich, dass die Diatomeen vor einer Umkehrung
langsamer wurden oder ganz zum Stillstand kamen, bevor sie sich weiter bewegten.

Diese beobachteten Bewegungsmuster lassen sich nur bedingt durch bestehende Modelle
erklaren. Die Regulation von geradlinigen Bewegungen kann durch das bestehende
Edgar-Modell entsprechend begrundet werden (Kapitel 2.1.1, Abbildung 8, S. 11), die
groRBe Variation von kurvenreichem Gleiten Uber eine Oberflache und die zufalligen
abrupten Richtungswechsel sind bis heute nicht ganzlich geklart und kénnen anhand von
dem vereinfachten Mechanismusmodell nach Edgar nicht hinreichend abgeleitet werden
[124]. Theoretisch betrachtet konnen Richtungswechsel bewerkstelligt werden, indem der
Bewegungsapparat den entgegengesetzten Lauf antritt. Der Mechanismus hierfiir ist
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6 Motilitatsanalyse von N. perminuta

jedoch bis heute unbekannt, ebenso wenig die Grinde fir solche plotzlichen
Umkehrungen. Wang et al. postulierten ein Bewegungsmodell, in dem sich Diatomeen
(Navicula sp.) uber sogenannte Pseudopodien (Scheinfiichen) fortbewegen. Verant-
wortlich fir diese Bewegungen wurden zwei zirkulare Strukturen beschrieben, die jeweils
an beiden Enden einer Diatomee lokalisiert und reich an Actin sind. Actin wiederum
wurde bereits durch Edgar et al. als bedeutsames Funktionsglied fur die Kriechbewegun-
gen identifiziert. Wieso bei Wangs Studien lediglich 6.5 % der motilen Diatomeen diese
zirkularen Strukturen aufwiesen war unklar [135].

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass bei den hier aufgefiihrten Beobachtungen
wéhrend des gesamten Oberflachenkontakts qualitativ betrachtet keine Unterschiede in
den Bewegungsmustern auf den unterschiedlichen Oberflachen festgestellt werden
konnten. Ebenfalls traten keine einheitlichen Geschwindigkeitsschemata bei den unter-
schiedlichen Bewegungsmustern auf. Es zeigte sich jedoch offensichtlich, dass die
Diatomeen langer auf der hydrophilen als auf der hydrophoben Oberflache motil blieben.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Im Verlauf dieser Arbeit wurde der Effekt unterschiedlicher Oberflachenfaktoren, welche
Relevanz fir Biofouling besitzen, untersucht. Die verwendeten Proben deckten hierbei
einen weiten Bereich von Oberflacheneigenschaften wie Benetzung, Hydratation und
Ladung ab. Die Adhasionsstarkeuntersuchungen der Diatomee N. perminuta auf den
Oberflachen erfolgten mit einem mikrofluidischen Flusssystem, welches einer Parallel-
platten-Flusskammer entspricht. Im verwendeten System konnten hydrodynamische Stro-
mungen zwischen 0,01 dyn/cm? und 5500 dyn/cm? generiert werden. Auf diese Weise
lieBen sich nach einer bestimmten Adhdsionsphase festhaftende Kieselalgenzellen im
darauffolgenden Abrissexperiment untersuchen, indem man sie wahrend einer stufen-
weise zunehmenden Scherstromung wahrend des Abrissvorgangs quantifizierte. Der
daraus resultierende Kurvengraph lieferten zwei charakteristische Kenngréf3en: zum einen
die kritische Scherstromung 7z als Punkt, an dem 50 % der adharenten Zellen von der
Oberflache entfernt waren und zum anderen die adhérente Zellfraktion (NagNo™ [%]).
Diese entsprach den permanent adhérierten Diatomeen

Speziell fir die marine Diatomee Navicula perminuta wurden zundchst die mikro-
fluidischen Versuchsparameter Inkubationszeit und die Erhohung der Flussrate getestet
und optimiert. Dabei ergaben sich eine Adhé&sionsdauer von 4 h und eine Flussraten-
erhdhung von 26 % alle 5 s als geeignet. Die Untersuchung der Adhé&sionsstarke der Dia-
tomeen in drei verschiedenen Adhdasionsorientierungen ergab keinen signifikanten Unter-
schied, worauf alle Zellen bei den biologischen Evaluationen gleich gewertet wurden
(Kapitel 5.1). Abbildung 96 gibt einen Uberblick der in der vorliegenden Arbeit getes-
teten Oberflachenfaktoren und deren Auswirkung auf die Adhasionsstarke wvon
N. perminuta. Mittels dieser Gegenuberstellung wird der jeweilige Einfluss einer Ober-
flacheneigenschaft auf die Adhasionsstarke der Diatomeen unmittelbar deutlich.
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Abbildung 96: Adhé&sionsstarke von N. perminuta in Abhéngigkeit des Kontaktwinkels einer Oberfl&che.
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Die Untersuchung der Diatomeen auf SAMs unterschiedlicher Benetzung (m = FUDT,
DDT, AUDT, HUDT) und Hydratation (® = EG;0H, EG3OH, EGsOH, PEG) zeigte, dass
die Hydratation einer Oberflache einen wichtigeren Faktor als die Benetzung bei der
permanenten Adhasion von N. perminuta darstellte. Hierbei wurde eine stetige Schwé-
chung der Adhé&sion mit einer zunehmenden Anzahl an Ethylen-Glykol (EG) Einheiten
beobachtet. Dennoch waren die Diatomeen im Hinblick auf die Benetzung einer Ober-
flache ebenfalls imstande zwischen einem hydrophoben und hydrophilen SAM signi-
fikant zu unterscheiden. Die Vorkonditionierung (O0) eines hydrophilen (HUDT) und
hydrophoben (FUDT) SAMs hingegen nahm keinen signifikanten Einfluss auf die
Adhasion. Da immobilisierte Polysaccharide &hnlich wie OEG-Oberflachen die Fahigkeit
Wasser zu speichern und damit Resistenz gegen Proteine, eukaryotische Zellen sowie
SlRwasserbakterien aufweisen, wurden in diesem Zusammenhang die Polysaccharide
(PS) Hyaluronsaure und Alginsédure (A =HA, AA) untersucht. Fir das Resistenzver-
halten von PS wird ihre Struktur in hydratisierter Form verantwortlich gemacht. Dabei
spielen Wasserstoffbriickenbindungen eine sehr wichtige Rolle. Bivalente lonen wie
Calcium(ll) in der marinen Umgebung kénnen durch die Koordinierung an die Carboxyl-
gruppen der Polysaccharide das typische Quellverhalten aufheben (Synerese). Als MaR-
nahme wurde daraufhin bei HA als auch bei AA eine Blockierung der Carboxylgruppen
mittels Trifluorethylamin (TFEA) bewirkt (v = HA+TFEA, AA+TFEA). In darauf-
folgenden Untersuchungen von N. perminuta auf den blockierten sowie unblockierten PS
zeigte sich, dass diese im Vergleich zu der EG-Serie weitaus héhere Adhéasionsstarken
der Kieselalgen bewirkten. Zudem konnten innerhalb der Fehlergrenzen Kkeine
Unterschiede zwischen der blockierten und unblockierten PS festgestellt werden. Als
Grund hierfur lag die Vermutung nahe, dass die freigesetzten Calciumionen aus den
Strukturen von HA und AA die Diatomeenadhé&sion auf einer anderen Ebene forderten
und somit der positive Struktureffekt der blockierten PS aufgehoben wurde. Ahnlich
schwache Adhésionsstarken wie auf den EG-SAMs wurden auf zwitterionischen SAMs
(#) festgestellt. Diese bestanden aus negativ bzw. positiv geladenen Sulfonat(MUDS(-))-
bzw. Ammonium-(MUDT (+))-terminierten Alkanthiolen. Bei diesen SAMs wurde ange-
nommen, dass die schwache Adhéasion durch elektrostatische Wechselwirkungen
hervorgerufene Hydratation bewirkt wurde. Im Gegensatz dazu ist bei OEG SAMs die
konformative Flexibilitat der OEG-Einheiten fiir die Wassermolekulinteraktionen von
Bedeutung. In Verbindung mit den zwitterionischen SAMs wurden ebenfalls die gleich-
namig geladenen Homologen MUDT(+) (<) und MUDS(-) (<») untersucht, welche eine
weitaus starkere Adhdsion im Vergleich zu den zwitterionischen SAMs (bis hin zu 98 %)
aufwiesen. Die gleichnamig geladenen SAMs wiesen zudem darauf hin, dass die Ladung
einer Oberflache eine wichtigere Rolle als der Kontaktwinkel fir die Adhésion spielt
(Kapitel 5.2-Kapitel 5.5).

Beziiglich der ermittelten adhérenten Zellfraktionen der Diatomeen (NagNo™) wird anhand
von Abbildung 97 deutlich, dass im Groliteil der beschriebenen Falle die Oberflachen-
eigenschaften keinen groflen Einfluss auf die Anzahl der permanent adhérenten
Diatomeen hatten.
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7 Zusammenfassung und Ausblick
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Abbildung 97: Adhérente Zellfraktionen N. perminuta in Abhéngigkeit des Kontaktwinkels einer
Oberfléache.

Um die im Labor gewonnenen Adhasionserkenntnisse einer Diatomeen-Spezies mit
denen einer gemischten Population unter natirlichen Bedingungen zu vergleichen, wur-
den mikrofluidische Feldmessungen auf dem marinen Versuchsgelande des Florida
Institute of Technology durchgefiihrt. Zum einen zeigten die erhaltenen Resultate zu den
Laboruntersuchungen ahnliche Adhasionstrends. Vor allem wurden Parallelen beziiglich
der EG-SAMs festgestellt, denn auch in Feldtests konnte die Schwéchung der Adhésion
mit einer zunehmenden Anzahl der Ethylen-Glykol Einheiten in Verbindung gebracht
werden. Dies deutete darauf hin, dass verschiedenste Mikroorganismen &hnlich auf die
fouling-release Eigenschaften von OEG-Oberflachen reagieren. Im Hinblick auf hydro-
phobe Oberflachen zeichneten sich Unterschiede ab. Dieser Trend wurde als Hinweis
gewertet, dass die zahlreiche Vielfalt der Organismen im Ozean hydrophobe Beschich-
tungen unterschiedlich wahrnimmt.

In weiteren Untersuchungen erfolgte eine Motilitdtsanalyse der Diatomeen auf einem
hydrophoben und einem hydrophilen SAM, denn als raphide Diatomee ist N. perminuta
zu Gleitbewegungen auf Substraten beféhigt. Zu den Analysen in diesem Fall gehdrten
die Bewegungsmuster und Geschwindigkeiten. Es zeigte sich, dass die Diatomeen langer
auf der hydrophilen als auf der hydrophoben Oberflache motil blieben. Bezlglich der
Bewegungsmuster beim Gleiten konnten auf beiden Oberflachen keine Unterschiede
beobachtet werden. Ebenfalls konnten bei folgenden Geschwindigkeitsanalysen der unter-
schiedlichen Bewegungsmuster sowohl auf hydrophoben als auch dem hydrophilen SAM
keine besonderen Merkmale festgestellt werden.

Resultierend aus den vereinzelt schwankenden Statistiken der biologischen Untersuchun-
gen, beschéftigte sich der abschlieRende Teil der Arbeit mit der Optimierung des mikro-
fluidischen Systems. Da es sich bei dem Setup um eine bei jeder einzelnen Messung neu
zusammengebaute Anordnung handelt und die Experimentdurchfiihrung durch eine Reihe
von Faktoren gesteuert wird, sollten systematisch beeinflussbare Versuchsparameter und
ihr Einfluss auf die Reproduzierbarkeit der Messungen untersucht werden. Im Verlauf der
Untersuchungen wurde zunéchst gezeigt, dass biologische Variabilitat nicht zwangslaufig
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einen Grund fur die Reproduzierschwierigkeiten darstellt, denn Abweichungen in den
kritischen Scherstromungen wurden ebenfalls beim Carboxybead/HA-System festgestellt.
Als eine wesentliche Ursache fiir die Schwankungen wurden Kanaldeformationen bedingt
durch Druckabfélle bei zunehmenden Scherstromungen vermutet. Durch die Erweiterung
des Setups durch die Verwendung von Abstandshaltern, sogenannten Spacern, konnte die
Verlasslichkeit der Messungen innerhalb der einzelnen Kanéle deutlich verbessert wer-
den. Eine Herausforderung stellt weiterhin die Reproduzierbarkeit der kritischen Scher-
stromung zwischen den vier Kanélen dar. Die erhaltenen Resultate deuteten darauf hin,
dass die Reassemblierung der vier Kanalsysteme von Messung zu Messung unbekannte
Fehlerfaktoren birgt, die bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht immer verhindert werden
konnten.

Auf Basis dieser Charakterisierungen des mikrofluidischen Systems konnten die biologi-
schen Evaluationen dieser Arbeit eingeordnet und die wesentlichen Trends als statistisch
signifikant bewertet werden, denn die ermittelten Unterschiede zwischen den kritischen
Scherstréomungen diverser Oberflachen befanden sich prozentual betrachtet in GréRen-
ordnungen, die die Standardabweichungen (%) der Messwerte auf den einzelnen Ober-
flachen deutlich Uberstiegen. Die Abweichungen waren zudem nicht hoher als die
Fehlerquoten, die mit den Partikelmodellsystemen erhalten wurden. Da es sich bei
Diatomeen im Gegensatz zu starren Partikeln dennoch um individuelle Organismen
handelt, werden biologische Variabilitaten eine Rolle gespielt haben, jedoch vermutlich
im geringeren Umfang als die vom mikrofluidischen System verursachten Schwan-
kungen.

In Zukunft ware hinsichtlich der Adhdsion von N. perminuta die Betrachtung weiterer
Oberflacheneigenschaften interessant. Morphologie ware zum Beispiel ein interessanter
Faktor. Bei der Analyse motiler Diatomeen sollten der Einfluss weiterer Benetzungs-
eigenschaften genauer betrachtet werden. Der Ubergang von SAMs mit einem ausschlieR-
lich hydrophilen Charakter (wie der untersuchte HUDT-SAM) zu Oberflachen mit zusatz-
lichen Hydratationseigenschaften (EG-SAMSs) konnte, wie bereits zuvor bei Adhésions-
starken der Diatomeen festgestellt, ebenso einen Effekt auf die Bewegungen haben. Die
Optimierung des mikrofluidischen Systems sollte auch weiterhin erfolgen. Nachdem die
Verlasslichkeit der kritischen Scherstromungen innerhalb der einzelnen vier Kanal-
systeme durch die Einfihrung von Spacern deutlich gesteigert werden konnte, sollte nun
in Zukunft der Fokus auf der Reproduzierbarkeit zwischen den vier Kanalsystemen
liegen. Durch die Ermittlung vorkommender Fehlerfaktoren bei der Reassemblierung der
Systeme, kénnte damit die Leistungsfahigkeit des Systems komplettiert werden.
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8. Anhang

8.1. Publikationen

e M. Alles, A. Rosenhahn
Quantification of the adhesion strength of the diatom Navicula perminuta in a
microfluidic assay, in Vorbereitung.

8.2. Konferenzen

e 18.-20. Mai 2010, Heidelberg, Deutschland, Seacoat Advanced Training Course 1
(Surface Engineering).

e 12.-14. Juli 2010, Zirich, Schweiz, Seacoat Advanced Training Course 2 (Surface
Analytic).

e 25.-29. Juli 2010, Newcastle, UK, 15" International Congress of Marine
Corrosion and Fouling.

e 7.-9. September 2010, Birmingham, UK, Seacoat Advanced Training Course 3
(Bioadhesion).

e 2.-4.Juni 2011, Berlin, Deutschland, 110. Bunsentagung, Posterprasentation.

e 12.-14. Oktober 2011, Heidelberg, Deutschland, Bunsenkolloquium/-diskussions-
tagung 2011, Posterprasentation.

e 4.-7. Dezember 2011, Las Vegas, NV, USA, Biofouling International Workshop for
Young Investigators, Office of Naval Research (ONR)/Seacoat, Posterprasen-
tation.

e 24.-28. Juni 2012, Seattle, WA, USA, 16" International Congress of Marine
Corrosion and Fouling, Posterprasentation.

e 27. Oktober-1. November 2013, Long Beach, CA, USA, AVS 60" International
Symposium and Exhibition. Posterprasentation.

8.3. Zusammensetzung Guillard’s F/2 Medium

Stammldsungen: (alle aufgefiihrten Salze sowie HCI (fiir molekulare Biologie) wurden
von Sigma Aldrich bezogen)

e Na,SiO35H,0 Stammlosung:

(12,5 g Na,SiO3*5 H,0 in 400 ml dest. Wasser l16sen, mit HCI (BioReagent) auf pH 2.0
einstellen, auf 500 ml auffillen)

e NaNO3z; Stammldsung:
(7,4 g NaNOg3 in 100 ml dest. Wasser 16sen)
¢ NaH,PO,*2H,0 Stammldsung:
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(0,566 g NaH,PO4*2H,0 in 100 ml dest. Wasser l6sen)
e Stammldsung Spurenelemente:
11,5 mg ZnSO,*7 H,O
89 mg MnCl,*4 H,0
18,5 mg (NH4)sM0;024
7 mg of CoSO4*7 H,0
5 mg of CuSO4*5 H,0
(in 500 ml dest. Wasser l6sen)
e Fe/EDTA Stammldsung:
(0,392 g Eisen(lINcitrat und 0,393 g EDTA in 100 ml dest. Wasser 16sen)
e Trizma® (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) Stammlésung:
(12,4 g Trizma in 100 ml dest. Wasser 16sen)
e Bj,/Biotin (Vitamin B7) Stammldsung:

(1 mg Biotin und 1 mg Vitamin Bz in 100 ml Milli-Q®-Wasser im zuvor sterilisierten
Malkolben 16sen)

e Thiamin (Vitamin B;) Stammldsung:

(10 mg Thiamin in 100 ml Milli-Q®-Wasser im zuvor sterilisierten MaBkolben l6sen, mit
HCI pH 4 einstellen)

Guillard’s Medium:

In 11 kiinstliches Seewasser (33,4 g Instant Ocean®/ Milli-Q®-Wasser) wurden die
folgenden Volumina der oben beschriebenen Stammldsungen gegeben:

8,0 ml/l Na,SiO3*5H,0 Stammldsung
1,0 ml/l NaNO3; Stammldsung

1,0 ml/l NaH,PO4*2H,0 Stammldsung
1,0 ml/l Spurenelemente Stamml6sung
1,0 ml/l Fe/EDTA Stammldsung

1,0 ml/l Tris Stammlésung

Das so erhaltene Medium wurde zunéchst nach biologischen Richtlinien sterilisiert
(Dampfsterilisation, 120°C). Anschliefend wurden die Stammldsungen der hitzeempfind-
lichen Vitamine (50 ul/I B12/Biotin und 1,0 ml/l Thiamin—HCI) dazugegeben und der pH-
Wert mit HCI auf 8,2 eingestellt (pH-Meter).
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8.4.

AA

AD
AUDT
Au
ASW
APTMS
CA

cm

DDT
dest.
DLVO
dyn
EDC
EDTA
EG
EPS

Lsg

Me
MOF
min

ml

Abkiirzungsverzeichnis

Alginséure (engl. alginic acid)
Aullendurchmesser

11-Aminoundecanthiol

Gold

kiinstliches Seewasser (engl. artificial seawater)
3-Aminopropyltrimethoxysilan

Celluloseacetat

Centimeter

Tag

Dodecanthiol

destilliert

Derjagin, Landau, Verwey, Overbeek

10° N =0,1Pa
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid
Ethylendiamintetraacetat

Ethylen-Glykol

extrazellulare Polymersubstanzen

Ethyl

11-(Tridecafluorooctyloxy)-undecanthiol
Hyaluronsdaure (engl. hyaluronic acid)
Salzséure
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
11-Hydroxy-1-undecanthiol

Stunde

Innendurchmesser

Infrarot

Kilogramm

Knoten

Ldsung

Meter

Methyl

Metall-Organisches Gerust (engl. Metal-Organic Framework)
Minute

Milliliter
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N

NA

N. perminuta
N. incerta
NHS
ODg44

Pa

PA

PBS
PDMS
PEG

Pr

pX

PVDF

um

REM
RT

SAM
sp.
TBT
TFEA
uv
Vis
XPS
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Newton

Numerische Apertur
Navicula perminuta
Navicula incerta
N-Hydroxysuccinimid

Optische Dichte bei einer Wellenlédnge von 444 nm

Pascal

Polygalakturonsédure (engl. polygalacturonic acid)

Phosphatgepufferte Salzlosung (engl. Phosphat Buffered Saline)

Polydimethoxysiloxan
Poly(Ethylen-Glykol)

Propyl

Pixel

Polyvinylidenfluorid
Mikrometer

Reynolds Nummer
Raster-Elektronen-Mikroskopie
Raumtemperatur

Sekunde
Selbst-Aggregierende-Monolage
eine nicht naher bezeichnete Spezies
Tributylzinn (engl. Tributyltin)
2,2,2-Triflourethylamin
ultraviolett

sichtbar (engl. visible)

Rdntgenphotoelektronenspektroskopie  (engl.

spectroscopy)

X-ray

photoelectron
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