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KURZFASSUNG

Der Bewuchs kiinstlicher Oberflachen im Kontakt mit Meerwasser, das marine Biofouling, stellt
aufgrund seiner o6konomischen und &kologischen Folgen seit jeher ein Problem fir die
Marineindustrie dar. Aufgrund des Verbotes ehemals erfolgreicher aber hochtoxischer Biozide und
einem zunehmenden Umweltbewusstsein ist die Entwicklung umweltvertraglicher Beschichtungen,
die die initiale Anlagerung der entsprechenden Organismen beeinflussen, in den Fokus der Forschung
gerlickt. Da die Adhdasionsprozesse der so genannten Fouler von einer groBen Bandbreite an
Oberflacheneigenschaften beeinflusst werden, macht man sich in diesem Zusammenhang
Modellsysteme mit reduzierter Komplexitdt zunutze, um selektiv einzelne Variablen untersuchen zu
kénnen. Gegenstand dieser Arbeit war die Praparation und Charakterisierung stark hydratisierter
Modelloberflachen und die biologische Evaluierung ihrer Fouling-Resistenz. Als biologische
Modellsysteme wiederum dienten stellvertretende Spezies aus allen Stadien des komplexen
Biofouling-Prozesses: Cobetia marina fir marine, biofilm-bildende Bakterien; Diatomeen fir die
schleimbildenden Mikrofouler; Zoosporen der Griinalge Ulva linza fir weiche Makrofouler und
Cyprislarven der Seepocke Balanus amphitrite fir die harten Makrofouler. Da im realen marinen
Umfeld eine Vielzahl von Faktoren ineinander greifen, wurden auRerdem Feldstudien durchgefiihrt,

um einen Uberblick tiber diese zu gewinnen.

Zwitterionische Substanzen werden aufgrund von elektrostatischen Wechselwirkungen der
vorhandenen entgegengesetzten Ladungen hydratisiert. Um den Einfluss verschiedener Ladungen
und ihrer Kombination auf die biologischen Modelsysteme ndher zu analysieren, wurden selbst-
assemblierende Monolagen (SAMs) aus Mischungen von Alkanthiolen mit unterschiedlichen
geladenen Gruppen auf Gold pradpariert. Die Adsorption von Testproteinen und die Anzahl
adhdrenter Organismen im Feldexperiment wurden durch die gleichzeitige Prasenz der
entgegengesetzten Ladungstrager an unterschiedlichen Molekilen reduziert; die Abldsbarkeit der
Kieselalgen erhoht. Zoosporen der Grinalge Ulvalinza wiesen dagegen komplexere

Adhéasionspraferenzen auf, die von der exakten Terminierung der Oberflachen abhingen.

Polysaccharide sind hydrophile Biopolymere, deren Hydratation liber Wasserstoffbriickenbindungen
zustande kommt. Drei strukturell leicht variierende Vertreter dieser Klasse, Alginsdure (AA),
Hyaluronsaure (HA) und Chondroitinsulfat (CS), wurden kovalent auf Oberflaichen immobilisiert und
anschliefend an ihren Sauregruppen mit einem fluorierten Amin modifiziert. Dadurch wurden
einerseits freie Carboxylgruppen fir die Wechselwirkung mit zweiwertigen Kationen blockiert und
andererseits amphiphile Eigenschaften in den hydrophilen Polymernetzwerken etabliert. Die
zugrundeliegende Hypothese, dass die verminderte Fahigkeit zur Komplexierung von Ca(ll)-lonen die
inerten Eigenschaften der Polysaccharidfilme im marinen Medium verbessert, konnte fiir AA und HA
fir die Adhédsion von C. marina, das Besiedlungsverhalten von U. linza und B. amphitrite und im
Feldversuch bestatigt werden. Entgegengesetzt dazu verfiigte das sulfatierte Polysaccharid CS im

unmodifizierten Zustand Uber bessere antiadhasive Eigenschaften.



Als dritte Materialklasse wurden Poly(Hydroxyethylmethacrylat)-Filme, die ebenfalls durch ihr
chemisches Grundgerist eine wasserstoffbriickenbasierte Hydratation aufweisen, charakterisiert und
bezliglich ihrer Proteinresistenz getestet. Fiir die durch oberflacheninitiierte RAFT-Polymerisation
hergestellten Substrate wurde eine Schichtdickenabhingigkeit der Resistenzeigenschaften

demonstriert.

II



ABSTRACT

Marine biofouling, the accumulation of biomass on man-made surfaces in contact with seawater,
causes enormous economic and ecological damage and has, therefore, always been a major problem
of marine industries. Due to the ban of highly toxic biocides and an increase in ecological awareness,
the development of environmentally benign coatings is now in the focus of surface science research.
These shall inhibit or influence the adhesion of the relevant organisms. The subject of this thesis was
the preparation, characterization and biological evaluation of model surfaces, which had a strong
hydration in common. As biological model systems representative species from every stage of the
complex biofouling process were selected: Cobetia marina as biofilm building marine bacteria, two
diatom species for the slime producing microfoulers, zoospores of the green alga Ulva linza
repesented the soft macrofoulers and cyprid larvae of the barnacle Balanus amphitrite the hard
macrofoulers. Additionally, field studies were conducted to evaluate the influence of the interplay of
various species found in the real marine environment, which cannot be studied under laboratory

conditions.

Due to electrostatic interactions of simultaneously present oppositely charged groups, zwitterionic
materials are strongly hydrated. To evaluate the influence of different charge-carriers and their
combinations on the biological model systems, self-assembled monolayers (SAMs) from mixtures of
charge-terminated alkanethiols were prepared on gold. It could be demonstrated, that the
simultaneous presence of opposite charges on different molecules reduced the adsorbed amount of
proteins and the number of adherent organisms in the field study, while the removability of the
diatoms was increased. Zoospores of Ulva linza in contrast exhibited more complex adhesion

preferences, guided by the exact surface termination.

Polysaccharides are hydrophilic biopolymers, whose hydration is caused by hydrogen bonding. Three
structurally similar representatives for this class of materials, alginic acid (AA), hyaluronic acid (HA)
and chondroitin sulfate (CS) were covalently immobilized on surfaces and subsequently modified
with a hydrophobic fluorinated amine. By this strategy, free carboxy-groups could be blocked for the
interaction with bivalent cations and additionally, amphiphilic properties could be introduced into
the hydrophilic polymer network. The underlying hypothesis, that a reduced ability to complex Ca(ll)
ions from seawater would enhance the inert properties of the polysaccharide films could be
confirmed for the adhesion of C. marina, settlement of U. linza and B. amphitrite and a field test for
AA and HA. CS, in contrast, showed an inverse behavior. The anti-adhesive properties of the sulfated

polysaccharide were superior in the unmodified condition.

As a third class of materials, poly(hydroxyethymethacrylat) films, which are also strongly hydrated
due to their chemical structure, were characterized and evaluated towards their protein resistance. It
could be shown, that the resistance properties of the RAFT-polymerized substrates were dependent

on their film thickness.
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1. EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Im Lebenszyklus vieler mariner Organismen ist die permanente Adhdsion eines frihen
Entwicklungsstadiums an eine Oberflache der entscheidende Schritt beim Heranwachsen zur adulten
Lebensform.! Handelt es sich bei diesen Siedlungsplatzen um natiirliche Strukturen spricht man von
Epibiose, im Fall von kiinstlichen Oberflichen ist der Begriff des Biofoulings gebrduchlich.>® Die
erwachsenen Organismen und mit ihnen verbundenen makroskopischen Auswirkungen sind meist
leicht zu erkennen, die im Ansiedlungsprozess aktiven Organismen haben jedoch nur mikroskopische
Ausmale (Abbildung 1).4

A. _ . B.

-

Abbildung 1. A. Mit Algen bewachsene Schiffshiille und eingefarbtes Elektronenmik.roskor\ﬁebild von Sporen
der Griinalge Ulva linza. B. Mit Seepocken bewachsener Schiffrumpf und lichtmikroskopische Aufnahme
einer Seepockenlarve.>®

Dass diese natirlichen Bewlichse ein Problem darstellen wird deutlich, wenn man die Geschichte des
Antifoulings, der Verhinderung solcher Biomassenakkumulationen, betrachtet.’® Schon vor tber
2000 Jahren ummantelten beispielsweise die Phonizier ihre Schiffe mit Blei oder Kupfer. Im Laufe der
Jahrhunderte kamen unzdhlige Materialien wie Pech, Teer, Talg oder auch Tierfelle zum Einsatz.
Kupfer, dessen Wirkung auf dem langsamen Auflésen des Metalls und der bioziden Wirkung der
lonen basiert, stellte sich dabei als eines der erfolgreichsten Mittel heraus. Mit dem Aufkommen von
Eisen als Schiffsbaumaterial wurde der Gebrauch aufgrund der korrosionsférdernden Wirkung des
elementaren Edelmetalls aber problematisch, was ab der Mitte des 18. Jahrhunderts die Entwicklung
von Alternativen vorantrieb. Zunachst handelte es sich dabei hauptsdchlich um toxische
Komponenten, wie Kupfer-, Arsen- oder Quecksilberverbindungen, die in einer Polymermatrix,

beispielsweise Kolophonium oder Schellack, auf die Oberflichen aufgebracht wurden.®

Mit der Entdeckung des effektiven Biozids Tributylzinn (engl. tributyltin, TBT) und analoger
Organozinnverbindungen hielt man Mitte des 20. Jahrhunderts das Biofouling-Problem fiir gel6st.
Ungefdhr 20 Jahre nach der Markteinfilhrung wurde jedoch klar, dass die entsprechenden
Beschichtungen massive dkologische Probleme verursachten. Beispiele fiir direkte Auswirkungen sind
die Stérung der Kalzifizierung von Austernschalen oder die Unfruchtbarkeit von Purpurschnecken.%1!
Durch die Akkumulation in Fischen gelangte die hormonaktive Substanz auBerdem bis in die
menschliche Nahrungskette.'? Nach schrittweisen Einschrinkungen wurde TBT daher 2008 endgiiltig

fur die Anwendung in Schiffsfarben verboten.>’



1. EINLEITUNG

Das Verbot und die striktere Reglementierung solcher Zusatze machte es erforderlich, alternative
effektive und umweltfreundliche Oberflachenbeschichtungen zu entwickeln. Die Relevanz zeigt sich
beispielsweise am Jahresumsatz der Antifouling-Industrie, die 2009 mit vier Milliarden US-Dollar

beziffert wurde.?

Als inerte Materialien bezeichnet man solche, die fiir die Besiedlung durch Organismen unattraktiv
oder abstoRend sind. Fir die Entwicklung solcher Oberflachenbeschichtungen ist es grundlegend, die
verschiedenen wechselwirkenden Einfliisse, die die Fouling-Organismen in ihrem Besiedlungs-
verhalten beeinflussen, zu verstehen. Hierzu zahlen unter anderem physikalische und chemische
Parameter, wie die Ladung, die Morphologie, die Oberflichenenergie oder die mechanische Be-
schaffenheit.*>'* Um diese Vielzahl an Eigenschaften gezielt untersuchen zu kénnen, macht man sich
Modelloberflichen mit reduzierter Komplexitdt zunutze. Im Anwendungsfeld der chemischen
Funktionalitaiten haben sich besonders selbst-assemblierte Monolagen (SAMs) bewéhrt. Diese
zeichnen sich trotz einer einfachen Praparation durch eine hohe Flexibilitdt, Variabilitdt und
Reproduzierbarkeit aus.'* Solche Systeme beruhen auf der spezifischen Affinitit einer funktionellen
Einheit zu einem passenden Substrat, wie etwa der Thiolgruppe zu Gold. Durch zusatzliche
Wechselwirkungen der Molekiile untereinander entstehen hochgeordnete Substrate, deren
chemische Eigenschaften durch die Endgruppen der Thiolmolekiile bestimmt werden.'®> SAMs stellen
daher ein ideales System dar, um die Auswirkungen variierender Oberflaicheneigenschaften auf
marine Organismen zu untersuchen.'®!® Basierend auf Alkanthiolen mit Ethylenglykol-Terminierung
konnte auf diese Weise die zentrale Rolle der Hydratation — der Bindung von Wassermolekilen im

Inneren der Endgruppenstrukturen — als Eigenschaft inerter Oberflachen identifiziert werden.!9-22
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Abbildung 2. Ubersicht der Struktur dieser Arbeit: Geladene und zwitterionische SAMs, amphiphile
Polysaccharide und pHEMA-Filme wurden prapariert und charakterisiert. Im Anschluss wurden die
Auswirkungen dieser Oberflachen mit spezifisch variierenden Eigenschaften auf Fouling-Systeme evaluiert.

Ampbhiphile Polysaccharide
Modifizierung <:

hydrophil amphiphil

Gegenstand dieser Arbeit war die Praparation, Analytik und biologische Evaluierung der Antifouling-
Eigenschaften von Modelloberflachen, denen eine solche Hydratation gemein war. In Abbildung 2
sind die unterschiedlichen Substanzklassen und Prdparationsansatze, die dabei verwendet wurden,
schematisch zusammengefasst. Die Komplexitat dieser Systeme nahm dabei von Monolagen, tber

diinne Polymerfilme zu héhermolekularen Schichten zu.



1. EINLEITUNG

Bei zwitterionischen Systemen — das heillt solchen, die bei gleichzeitiger Anwesenheit entgegen-
gesetzter Ladungen nach aulen elektrisch neutral sind — beruht die ausgepragte Interaktion mit
Wasser auf elektrostatischen Wechselwirkungen.?? Anhand von ladungstrigerterminierten SAMs
wurden die Effekte der Prdsenz reiner und zwitterionischer Ladungen auf marine Modellsysteme
untersucht. Zu ihrer Herstellung wurden Kombinationen aus einem positiv geladenen Alkanthiol mit

drei variierenden anionischen Komponenten verwendet.

Polysaccharide bilden durch ihre chemische Struktur eine Klasse von Biopolymeren, deren
Hydratation liber Wasserstoffbriickenbindungen gegeben ist. lhre Eignung als resistentes Material
fur inerte Beschichtungen zeigt sich schon in ihrer Anwendung im biomedizinischen Bereich.?*2° In
Studien von auf Oberflichen immobilisierten, sauren Kohlenhydraten konnte dagegen eine
erwartete Verminderung der Besiedlung mariner Organismen nicht beobachtet werden. Dies wurde
auf die Wechselwirkung der Oberflaichenbeschichtungen mit zweiwertigen Kationen aus dem
Medium zuriickgefiihrt.?® Darauf beruhend wurde die Hypothese entwickelt, dass die Modifikation
des Polymergerists diese zum Kollaps der Filme fiihrende Interaktion mindern kann. Zusatzlich
konnten durch die Verwendung eines hydrophoben Bausteins amphiphile Eigenschaften im
hydrophilen Polymernetzwerk etabliert werden. Amphiphilie ist eine weitere Eigenschaft, die im

Kontext inerter Oberflachen als vielversprechend gilt.?’-*°

Poly(Hydroxyethylmethacrylat) (p(HEMA)) ist dhnlich wie Polysaccharide ein hydrophiles Polymer-
material, das im biomedizinischen Bereich beispielsweise zur Herstellung von Kontaktlinsen
Anwendung findet.3%3! Typischerweise sind die Resistenzeigenschaften solcher Polymerbeschichtung

abhingig von ihrer Schichtdicke,?? weshalb dieser Einflussparameter niher analysiert wurde.

Zur Untersuchung der Resistenzeigenschaften der praparierten Oberflichen dienten biologische
Modellsysteme, die reprasentativ fir verschiedene Stadien und GréfRenordnungen des komplexen
Biofouling-Prozess waren. Fir sie wurden die unterschiedlichen charakteristischen Parameter, die in
ihrem Adhéasionsprozess relevant sind, analysiert. Die Proteinresistenz diente dabei als ein erster
Indikator fur die generellere Eignung als inertes Material, da die Haftstoffe, die viele marine
Organismen fiir die Herstellung des Oberflachenkontaktes verwenden, hauptsachlich aus solchen
Makromolekiilen bestehen.3*3% Des Weiteren gehéren Proteine zu den ersten Substanzen, die sich
beim Eintauchen einer Oberfliche auf dieser ablagern.’® Reprasentativ fir marine Bakterien wurde
das Adhdsionsverhalten von Cobetia marina untersucht, welche hdufig zu den ersten Organismen
gehoéren, die ein Substrat besiedeln.?” Ebenfalls zu dieser Gruppe schleimbildender Organismen
werden Diatomeen gezihlt, fir die Navicula reprasentativ sind.3¥3° Diese Einzeller sind planktonisch
nicht motil und erreichen ihren Adhasionsort passiv, weshalb auch fiir sie vor allem ihre Ablésbarkeit
nach der permanenten Adhéasion von Interesse war. Im Gegensatz dazu kénnen sich Zoosporen der
weltweit vorkommenden Griinalge Ulva linza aufgrund ihrer Flagellen selbststéndig fortbewegen und
weisen ein aktives Explorations- und Siedlungsverhalten auf.*® Sie sind im Kontext des Biofoulings
relevant, da die ausgewachsenen Pflanzen zu den Hauptbewiichsen von Schiffen zihlen.** Auch die
groRBeren und komplexeren Cyprislarven der Seepockenart Balanus amphitrite untersuchen ein
Substrat vor der permanenten Adhasion.®>? Fiir die letztgenannten Organismen war daher in erster

Linie die vergleichende Quantifizierung ihrer Besiedlungstendenzen von Interesse.



1. EINLEITUNG

Untersuchungen mit Einzelspezies spiegeln die Praferenzen individueller Organismen wieder, kdnnen
aber nicht die wechselwirkenden Einflisse unter realen Bedingungen erfassen. Bekannt ist
beispielsweise, dass ein vorhandener Biofilm das Adhéasionsverhalten nachfolgender Spezies
veriandern kann.**“ Feldstudien in tatsidchlicher Meeresumgebung stellen daher eine wichtige
Ergdnzung zu Laborexperimenten dar.*® Eine Auswahl der Modelloberflichen wurde daher einer

realen marinen Population ausgesetzt.



2.1 BIOFOULING

2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

In den folgenden Abschnitten werden die fiir diese Arbeit relevanten Grundlagen vorgestellt. Es soll
zunichst anhand der aktuellen Literatur ein Uberblick tiber das Phdnomen des ,,Biofoulings” und die
in diesem Zusammenhang in der Forschung verwendeten Modellorganismen gegeben werden. Im
Anschluss werden die mit Hilfe dieser Organismen gewonnenen Erkenntnisse (iber Oberflachen-
eigenschaften diskutiert, die deren Adhasionsverhalten in Richtung einer Bewuchsresistenz
verandern. SchlielRlich werden die theoretischen Grundlagen der verwendeten analytischen

Techniken beschrieben.

2.1 Biofouling

Der Begriff des Foulings definiert allgemein die unerwiinschte Anlagerung von Materialien, wie
Metalloxiden oder Proteinen, aus der Umgebung an benetzte Oberflachen. Im Fall des Biofoulings
handelt es sich bei diesen Ablagerungen um Organismen und deren Ausscheidungen wie
extrapolymere Substanzen (EPS) oder Metaboliten.'®* Das Phidnomen verursacht zum einen Probleme
im biomedizinischen Bereich, wo Proteine oder Biofilm-bildende Mikroorganismen an Kathetern,
Implantaten oder Kontaktlinsen unerwiinschte Immunantworten und Entziindungen verursachen.*®
47 Zum anderen sind auch im marinen Bereich, beispielsweise an Schiffsriimpfen, Sensoren oder in
der Aquakultur, die Ansiedlung von Organismen wie Bakterien, Algen und Schwammen nachteilig.
Okonomischer Schaden entsteht durch notwendig werdende ReinigungsmaBnahmen und
Neubeschichtungen, sowie erhoéhten Treibstoffverbrauch durch die zunehmende Reibung an
Schiffsriimpfen.*® Es wird geschatzt, dass allein bei der US Navy pro Jahr 56 Millionen Dollar Kosten
durch Biofouling auf Schiffrimpfen anfallen.*® Auf der 6kologischen Seite verursacht der erhéhte
Treibstoffverbrauch héhere Schadstoffemissionen und ganze Okosysteme werden durch die
Verschleppung invasiver Spezies ge- und im schlimmsten Fall zerstért.>>>! Zur Verhinderung dieser
Akkumulationen gibt es prinzipiell zwei Ansatze: Als , Antifouling“-Beschichtungen werden solche
bezeichnet, die die Anlagerung von Organismen von Anfang an verhindern, was durch toxische
Inhaltsstoffe oder die physikalisch-chemischen Eigenschaften erreicht werden kann.® , Fouling-
Release”-Beschichtungen erlauben dagegen die initiale Anlagerung, sind aber selbstreinigend unter

Operationsbedingungen — bei Schiffen etwa durch die Fahrstrémung.>?

Die makroskopischen Auswirkungen des Biofoulings sind oft leicht in Form von Algenbewiichsen und
Muscheln zu erkennen. Die initialen Prozesse, die dazu fiihren, finden allerdings meist auf
mikroskopischer Ebene statt, die beteiligten Organismen haben typischerweise eine GrolRe von (1 -
100) um.> Abbildung 3 fasst schematisch und beispielhaft verschiedene Spezies, ihre GréRen und

Besiedlungszeiten zusammen.

Sobald eine Oberflache in Kontakt mit Meerwasser kommt, beginnt ein komplexer Prozess, bei dem
Organismen verschiedener GroRenordnungen zu verschiedenen Zeitpunkten eine Rolle spielen. Mehr
als 4000 Spezies wurden auf bewachsenen Oberflichen identifiziert.® Der genaue Ablauf ist von
vielen Faktoren wie der Verfligbarkeit von Organismen, der Oberflache, der geographischen Lage und

der Jahreszeit abhingig.>® Innerhalb der ersten Sekunden bis Minuten findet eine Konditionierung
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der Oberflache statt. Der sogenannte Konditionierungsfilm besteht aus gelosten organischem und
anorganischem Material- wie Polysacchariden, Proteinen und Metalloxiden.”*>> Bei der Bildung
spielen hauptsichlich Van der Waals- und elektrostatische Wechselwirkungen eine Rolle.**® Schon
dieser Film verdandert die physiko-chemischen Eigenschaften einer Oberflache und kann Einfluss auf

die folgenden Schritte haben.>*>’

| Minuten Stunden Tage >

) ) Réhrenwurm adulte
Bakterien Diatomeen | ,rven

Konditionierungs- Ulva Sporen ' - % 4
Film adulte ‘ !,L_'
Réhrenwirmer | 7 ¢
Seepocken ‘AI
Cyprislarven gen
Seegras

Abbildung 3. Schematische Zusammenfassung der initialen Biofouling-Schritte mit Beispielorganismen.
Abbildung angelehnt an Callow et al., Nature Communications 2011.53

Bakterien gehoren zu den ersten Organismen, die innerhalb von Minuten bis Stunden eine
Oberflache besiedeln. Diese ,,Mikrofouler”, zu denen auch Diatomeen und Protozoen gehoren, bilden
zusammen mit ihren EPS einen komplexen ,,Biofilm“.>® Auch dieser kann wiederum Einfluss auf das
Besiedlungsverhalten nachfolgender Organismen haben.***® Es wird haufig zwischen ,weichen
Makrofoulern”, zu denen die Sporen und Larven von Algen und Schwammen zdhlen und ,harten
Makrofoulern”, wie Larven von Seepocken und Muscheln, unterschieden. Im oft beschriebenen

|Il

ylinearen Modell” siedeln diese Makrofouler innerhalb von Tagen bis Wochen. Dieses Modell
suggeriert eine gewisse Kausalitat der aufeinanderfolgenden Schritte, die aber nicht gegeben ist. Sie
kénnen parallel oder Uberlappend erfolgen und Makrofouler kénnen innerhalb von Minuten siedeln.
Auch die Annahme, dass die Blockierung der ersten Schritte automatisch die ,spater” folgenden

verhindert erweist sich als unzutreffend.*%°

2.1.1 Evaluierung von Biofouling auf inerten Oberflichen

Bei der Untersuchung des Besiedlungsprozesses von Organismen auf potentiell inerten Oberflachen
stellen sich, wie in Abbildung 4 illustriert, die drei Fragen WIE? der Prozess im Detail ablauft,
WIE VIELE? der Organismen siedeln und WIE FesT? die Adhasion auf der Oberflache ist. Bei der
Anwendung von toxischen Substanzen wie Bioziden muss auflerdem deren Wirkung auf die

verschiedenen involvierten Organismen aufgeklart werden.
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— : Als inerte Oberflachen sind solche definiert,

die durch unterschiedliche Mechanismen den

Biofouling-Prozess verhindern. Auf der einen

Seite stehen bioaktive Substanzen als

Beschichtungen oder Zusatze, die die

beteiligten Organismen abtoten oder ihr
Verhalten  durch Eingreifen in  den

Metabolismus beeinflussen.®* Auf der anderen

Seite stehen Materialien, die die Ansiedlung
Abbildung 4. lllustration der moglichen Parameter, die

z2ur  Biofouling-Evaluierung herangezogen werden durch —andere  Mechanismen verhindern

konnen: Toxizitdt einer Beschichtung, Verhalten des (Ant/fou//ng) oder die Haftstarke abschwachen
Organismus in unmittelbarer Ndhe zur Oberflache,

Anzahl der siedelnden Organismen und deren
Adhésionsstarke. Um die Leistung verschiedener Be-

(Fouling-Release).5?

schichtungsklassen miteinander vergleichen zu
kéonnen und die ihnen zugrunde liegenden Wechselwirkungen zu charakterisieren, sind
standardisierte Experimente notwendig. Auferdem sind zahlreiche Spezies mit individuellen
Adhéasionsmechanismen und Praferenzen involviert. Um diese zu verstehen- und um potentielle
inerte Beschichtungen zu testen- werden Modellorganismen untersucht, die reprasentativ fur ihre

Gruppe der Fouler stehen.

LABOREXPERIMENTE MIT EINZELSPEZIES

Die Untersuchung von Beschichtungen und Modelloberflachen im Labor mit Einzelspezies-Kulturen
ist ein etabliertes Vorgehen. Dabei wird die zu testende Oberflache kurzzeitig unter definierten
Bedingen der zu untersuchenden Spezies ausgesetzt. Solche Experimente bieten vor allem die
Vorteile einer kontrollierbaren und gleichbleibenden Umgebung und einer garantierten Qualitdt der
verwendeten Organismen. Dabei konnen verschiedene Faktoren evaluiert werden: Toxizitat,
Besiedlungsquantitat und —kinetik, sowie Adhdasionsstarke sind die hauptsdchlich untersuchten

Parameter.?

VERHALTENS- UND MOTILITATSANALYSEN

Besiedlungs- und Adhdsionsstarkeexperimente geben Aufschluss Uber die Effizienz des
Besiedlungsvorgangs von Organismen auf den jeweiligen Testoberflichen. Da viele Spezies im
relevanten Stadium motil sind, sind ihr Verhalten und die Bewegungsmuster in der Nihe der
Oberflache, vor allem kurz vor der permanenten Adhdsion, aufschlussreich. Beispielsweise bei den
Extremfallen von vollstandiger Bedeckung oder keiner Besiedlung kénnen so Rickschliisse auf den
Wirkmechanismus der betreffenden Oberfliche gezogen werden. Je nach GrofRe und
Geschwindigkeit des untersuchten Organismus und der angestrebten Informationstiefe (2- oder 3-D)
stellt die Verfolgung der Bewegungsmuster in der Ndhe eines potentiellen Siedlungssubstrates hohe
experimentelle Anforderungen. Einfache Videomikroskopie erlaubt nur die Verfolgung von
Bewegungen in der Projektion (2-D), findet aber dennoch Anwendung um grundlegende

Bewegungsmuster zu identifizieren.*%3-% zur Verfolgung 3-dimensionaler Bewegungen gibt es
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verschiedene Ansatze. Stereoskopische Untersuchungen sind fir groBere Organismen geeignet und
wurden unter anderem zu Untersuchungen des Explorationsverhaltens von Seepocken-Larven
verwendet.% Fiir kleinere Spezies kommt diese Methode aufgrund der Auflésungsgrenze nicht mehr
in Frage. Eine geeignete Alternative ist die holographische Videomikroskopie, die beispielsweise

schon Anwendung bei der Bewegungsanalyse von Ulva Sporen fand.®®

FELDEXPERIMENTE

Die Wechselwirkung zwischen Spezies entscheidet (iber die reale Dynamik des Biofouling-Vorgangs.®”
Da diese in Laborexperimenten nur sehr selektiv untersucht werden kann, sind Experimente unter
realen Bedingungen, bei denen auch schwankende Faktoren wie Temperatur, Salinitat und pH-Wert
mit einflieBen, fiir eine abschlieBende Beurteilung einer Oberfliche notwendig. Allerdings missen
auch diese Untersuchungen standardisiert sein, um eine ausreichende Vergleichbarkeit zu
gewdhrleisten. Daflir bieten sich etablierte Testgeldnde an, bei denen Spezies-Variabilitat und
saisonale Schwankungen genau charakterisiert sind.?®% In solchen Feldexperimenten kann auch die
Langzeitstabilitit von Testbeschichtungen und die geographische Variabilitdt von Fouler-

Gemeinschaften evaluiert werden.”®”?

2.1.2 Modellorganismen

Die folgenden Abschnitte stellen etablierte Modellorganismen vor, die in dieser Arbeit verwendet
wurden. Jede reprasentiert eine Gruppe von Foulern, die bei der unvorteilhaften Besiedlung von

kiinstlichen Oberflachen unter marinen Bedingungen eine Rolle spielen.

2.1.2.1 Marine Bakterien: Cobetia marina
Das marine Bakterium Cobetia marina wurde urspriinglich aus einem Biofilm isoliert und dient
seither in der Biofouling-Forschung als Modellorganismus fiir die schleimbildenden, marinen

Organismen.

Die stabchenférmigen (1 - 2) um groRen Bakterien wachsen bei (10 - 42) °C und pH-Werten von (5 -
10), wofiir sie hohe Salzkonzentrationen benétigen.”? Es ist bekannt, dass vorhandene
Bakterienkolonien die Ansiedlung weiterer mariner Spezies wie Algen fordern kénnen, was ihre

Relevanz im Kontext der Biofouling-Forschung verdeutlicht.?’

C. marina kommt, wie andere Bakterien auch, in zwei verschiedenen Phanotypen vor: dem
planktonischen, frei schwimmenden oder dem sessilen, biofilm-bildenden. Biofilme auf festen
Substraten bieten ihnen erhdohte Resistenz gegen dullere Einfliisse wie Scherkrafte oder chemische
Substanzen. So erhoht sich beispielsweise im klinischen Bereich die Antibiotikaresistenz. Die

einzelnen Schritte der Bildung eines Bakterien-Biofilms sind in Abbildung 5 illustriert. 7
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Abbildung 5. lllustration des fiinfstufigen Biofilm Bildungs- und Reifungsprozesses. Aus Stoodley et al.,
Annual Reviews of Microbiology 2002.73

Zunéchst lagern sich einzelne planktonische Bakterien reversibel an die Oberflache an (Phase 1), wo
sie sich selbststandig fortbewegen konnen. AnschlieRend bilden sie Aggregate und beginnen mit der
Produktion und Ausscheidung von EPS, die die Matrix fir den sich bildenden Biofilm schafft. Dieser
irreversible Ubergang von der planktonischen in die sessile Lebensform wird von einer Verdnderung
der Genexpression begleitet, die unter anderem die Alginatbildung hochreguliert. In den nachsten
beiden Reifungs- und Wachstumsphasen findet die Strukturierung des Gerists statt, das die
Nahrstoffversorgung der unteren Biofilm-Bereiche gewahrleistet. In der flinften Phase erfolgt die
Ausbreitung des Films auf unbesiedelte Oberflachenareale. Dafiir werden einzelne Bakterien oder

ganze Aggregate aus der Gemeinschaft freigesetzt.”®

2.1.2.2 Diatomeen: Navicula

Diatomeen (Kieselalgen) gehéren zu den schleimbildenden Mikroorganismen. Diese Gruppe von
Mikroalgen zeichnet sich durch ihre komplexe Hiille aus amorphem Silikat aus. Es sind tber 10.000
Spezies bekannt, von denen jedoch nur 8-10 Gattungen im Zusammenhang mit dem Bewuchs
kiinstlicher Oberflichen gebracht werden.3® Sie bilden durch ihre Fihigkeit zur CO,-Fixierung die
erste Stufe des Nahrungskreislaufs in Gewassern.”® Planktonische Diatomeen sind nicht motil, sie
werden vor der Adhasion passiv durch Wasserbewegungen und Gravitation fortbewegt. Bei Kontakt
mit einem Substrat erfolgt ein zweistufiger Adhasionsprozess: Zunachst wird zur primaren Adhdsion
durch linienférmige Spalten, den Raphen, EPS abgesondert. Zusammen mit einem komplexen
Bewegungsapparat kénnen die Einzeller sich dann gleitend mit (0,1 - 25) um-s* auf dem Substrat
fortbewegen.! AnschlieBend kann es durch die Ausscheidung weiterer EPS zur permanenten,

sekundiren Adhidsion kommen.3*

Navicula ist eine schiffchenférmige Gattung, die zu den Pennalen zahlt und etwa 250 Arten umfasst,
welche (5-170) um groR sind.” Die in dieser Arbeit verwendete Spezies N. perminuta ist (10 -
13) um lang, N. incerta ist etwas groRer.® AuRerlich unterscheiden sich die beiden Spezies lediglich
durch ihre minimal unterschiedliche GréRe.>*’® Abbildung 6 zeigt die Aufnahmen adhéirenter
N perminuta. Im Lichtmikroskopiebild (A) sind die beiden Chloroplasten zu erkennen, die
elektronenmikroskopischen Aufnahmen (Abbildung6B und C) zeigen die beiden ineinander-
greifenden Schalenhalften (Hypotheka und Epitheka) der Hille (Frustel), die schlitzférmigen Raphen

in der Zellmitte und die Porenstruktur.
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A. B.
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Abbildung 6. Mikroskopieaufnahmen von N. perminuta. A. Lichtbild der Raphenansicht B. REM-Aufnahme
der Raphenansicht. C. REM-Aufnahme der Seitenansicht. Der MaRstab entspricht jeweils 5 pum.”®
Diatomeen wurden auf einer Vielzahl Antifouling- und Fouling-Release-Beschichtungen identifiziert,

die erfolgreich gegen andere Spezies waren, was das groRe Interesse an dieser Gattung erklzrt.3%%°

2.1.2.3 Griinalgen: Ulva linza

Die Griinalge Ulva linza ist in den Gezeitenzonen von Kisten auf der ganzen Welt zu finden, wo sie
sowohl Felsen und Steine als auch kiinstliche Oberflaichen bewachst. Sie ist tolerant gegenliber einer
groRen Bandbreite von Salinitaiten und Wasserqualitdten und zahlt zu den am haufigsten vor-
kommenden Makrofoulern auf Schiffen.*® Die hell- bis dunkelgriinen Pflanzen sind in ihrer ausge-

wachsenen Form sessil, der Lebenszyklus beinhaltet allerdings auch motile Stadien (Abbildung 7).””

haploide Gametophyten

7 d
e ) %y %
/ ‘,
@ﬂ L \

itose

haploide Gameten
' ¢ positiv phototaktisch

haploide Zoosporen \
negativ phototaktisch

¥ |
) Verschmelzung
diploider Sporophyt

Oberfischa

diploide Zygote
negativ phototaktisch

Abbildung 7. Lebenszyklus von Ulva linza. Die Gametophyten setzen Gameten frei, die zu Zygoten
verschmelzen und nach der Adhédsion zu einem Sporophyt heranwachsen. Diese setzen wiederum Zoosporen
frei, die nach eine motilen Phase auf einer Oberfliche anwachsen und durch die Entwicklung zum
erwachsenen Pflanze den Lebenszyklus abschlieRen.””

Die sessile Form existiert in zwei Lebensstadien, das geschlechtliche der Gametophyten und das
ungeschlechtliche der Sporophyten. Die haploiden Gametophyten produzieren durch Mitose
Gameten, die Gber zwei Flagellen verfiigen. Durch die Verschmelzung einer mannlichen und einer
weiblichen Gamete entstehen diploide Zygoten, die an feste Substrate adhériert zu Sporophyten
heranwachsen. Diese produzieren zur Vermehrung Zoosporen. Die quadriflagellierten Zellen siedeln
ebenfalls auf festen Oberflachen, an denen sie sich zu Gametophyten weiterentwickeln und so den

Kreislauf schlieBen. Untypischerweise verfligen sowohl die Zoosporen als auch die Zygoten Uber

10
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keine Zellwand. Die Freisetzung beider motiler Formen wird vom Mondzyklus bestimmt. Das fiir den
Besiedlungsprozess relevanteste und daher am besten untersuchte Stadium ist das der (7 - 10) um
groRen Zoospore (Abbildung 8 A). Diese Form wird in den standardisierten Laborexperimenten zur
Evaluierung von Oberflacheneigenschaften verwendet. Durch ihre Motilitdt sind sie zur aktiven
Diskriminierung von Oberflachen fahig, wobei der Anndherungs- und Adhésionsprozess im Detail
untersucht wurde.*®% Dje Stadien, die bei der Adhision durchlaufen werden, sind in Abbildung 8 B
gezeigt.”® Bei der Anndherung an eine Oberfliche &ndert sich das Bewegungsmuster von
schwimmenden Zoosporen (Abbildung 8 B.1) von einer ziellosen zu einer gerichteten Bewegung. Beim
Kontakt (B.IlI) drehen sich die Sporen im Uhrzeigersinn um die eigene Achse (,spinning”), wobei sie
eine kleine Menge eines primdren Haftmittels ausscheiden. Anschliefend kénnen sie das Substrat
verlassen oder die permanente, irreversible Adhasion einleiten. Daflir wird ein weiteres Haftmittel,
bestehend aus selbst-aggregierenden hydrophilen Glykoproteinen und Polysacchariden, aus-
geschieden (B.lll), das eine Art Kissen fir den Kontakt zwischen Oberfliche und Spore bildet.3* Im
Folgenden verandert sich die Morphologie von birnenférmig zu rund (Abbildung 8 C), die Flagellen
werden in den Sporenkdérper eingezogen und es bildet sich eine Zellwand aus (B.1V). Dieser Prozess,
bei dem die Kontaktflache zwischen Substrat und Sporenkdrper maximiert wird, dauert nur etwa

zwei Minuten.*°

// o
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Abbildung 8. A. ESEM-Aufnahme von schwimmenden U. linza Zoosporen. B. lllustration des Besiedlungs- und
Adhisionsprozesses der Zoosporen (nach Callow, Biologist 2002)*!. C. ESEM-Aufnahme einer adhirenten
Ulva Spore. Der MaRstab bei A und C entspricht 5 um, beide ESEM-Aufnahmen aus Calllow et al., Nature
Communications 2011.%3

) =
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21.24 Seepocken: Balanus amphitrite

Seepocken gehoren zur Klasse der harten Makrofouler. Sie kommen hauptsachlich im
Gezeitenbereich von Kiisten vor. Obwohl die erwachsene Form sessil ist, spielen motile Formen im
Lebenszyklus dieser Krebstiere eine entscheidende Rolle.” Die Spezies Balanus amphitrite wird durch
ihr weltweites Vorkommen oft als Modellorganismus in Labor- und Feldstudien herangezogen. Die
erwachsene Form ist in Abbildung 9 A gezeigt. Die Vermehrung von Seepocken beginnt mit der
Freisetzung von Nauplius-Larven durch einen erwachsenen Organismus (Abbildung 9 B). Diese
durchlaufen verschiedene planktotrophe Stadien. Bei B. amphitrite dauert dieses Lebensstadium
unter Laborbedingungen funf Tage. Im Anschluss erfolgt die Metamorphose in Cyprislarven. Diese
sind ebenfalls motil, kénnen aber keine Nahrung mehr aufnehmen. Sie zehren von den im Nauplius-
Stadium aufgebauten Energiereserven, was die Zeitspanne, die ihnen zur ldentifikation eines

t.SO

moglichen Siedlungsplatzes zur Verfligung steht, begrenzt.®® Dennoch zeigen sie ein komplexes und

hochst selektives Explorationsverhalten.

11
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Abbildung 9. A. Ausgewachsene Seepocke der Spezies B. amphitrite.?* B. Vereinfachte lllustration des
Lebenszyklus von Seepocken, angepasst von Aldred et al., Biofouling 2002.7° C. Lichtmikroskopiebild der drei
Stadien, die eine Cyprislarve beim Adhasionsprozess durchliuft, der MaRstab entspricht 500 um.%°

Die Cyprislarven sind typischerweise ca. (500 - 600) um lang und (200 - 300) um breit (Abbildung 9 C)
und verfligen Uber hochentwickelte Schwimm- und Sensororgane. Diese ermdglichen ihnen eine
hohe Motilitdit und einen komplexen Explorations- und Adh&sionsmechanismus.®? Beim ersten
Kontakt mit einem Substrat wird zunichst ein temporédres Haftmittel ausgeschieden.® AuRerdem
kénnen sich die Larven ,zweifliBig laufend” fortbewegen, wobei sie nachweisbare ,FuBspuren” aus

36

Haftmittel auf der Oberflache hinterlassen.’** Wahrend dieser Explorationsphase koénnen die

Organismen das Substrat jederzeit wieder verlassen und einen besser geeigneten Platz zur Adhasion

suchen.?>7°

Wenn es zur permanenten Adhdsion kommt, setzen sie einen ,Zement” frei, der sie fest mit der
Oberflache verbindet. Innerhalb der nachsten zwolf Stunden findet eine erneute Metamorphose in
die sogenannte ,juvenile Seepocke” statt, bei der die Kalzifizierung der Schale einsetzt. In der
folgenden, den Lebenszyklus abschlieRenden Phase, entwickelt sich dieses Stadium weiter zur
erwachsenen Form.”®# Beij allen genannten Stadien vermitteln unterschiedliche Adhisive die nétige

Haftung zwischen Organismus und Substrat.”®

2.2 Selbst-assemblierte Monolagen (SAMs)

Die Wechselwirkung eines Festkdrpers mit seiner Umgebung wird hauptsachlich durch die
Eigenschaften seiner Oberfliche bestimmt, zu der vor allem die duBeren (5 - 10) A zihlen. Um die
zahlreichen damit verbundenen Phanomene wie Haftung, Benetzbarkeit oder katalytische Aktivitat
untersuchen zu konnen, sind einheitliche und gut charakterisierte Grenzflaichen notwendig.
Geordnete Monolagen bieten dafiir im Bereich organischer Oberflichen etablierte Modellsysteme.
Zur Praparation gibt es verschiedene Ansatze: Bei der Langmuir-Blodgett-Methode wird eine an einer
Losungsmittel-Luft-Grenzflache geordnete (Mono-)Schicht von Molekilen durch Bewegen eines
festen Substrates durch diese auf das Substrat lbertragen.®® Der priparative Aufwand bei der
Herstellung qualitativ hochwertiger Filme dieser Technik ist allerdings hoch. Selbst-assemblierende
Systeme scheiden sich dagegen direkt aus einer Losung geordnet auf dem Substrat ab, bzw. kénnen

auch aus der Gasphase abgeschieden werden.
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Solche  assemblierenden Molekile  verfliigen

-
<— Endgruppe typischerweise (iber drei funktionelle Untereinheiten
0 8 48’ <— Spacergruppe (Abbildung 10): Eine Kopfgruppe, die moglichst
3 e selektiv und mit hoher Affinitdit mit dem Substrat

y & Kopf,

\K opigrippe reagiert, die Spacergruppe, die fir die Orientierung
(Metall-)Substrat I . L .
und Stabilitat der Filme verantwortlich ist und die

Abbildung 10. Selbst-assemblierende Monolage  Endgruppe, die die Eigenschaften der préparierten
auf einem Metallsubstrat. Abbildung angelehnt

an Love et al., Chemical Reviews 2005.%* Oberflache bestimmt.

In den 1970er-Jahren wurde entdeckt, dass
Organotrichlorsilane (OTS) auf Glas stabile Monolagen bilden.® Sie beruhen auf der Bildung stabiler
Si-O-Bindungen und erlaubten erstmals die Praparation funktionalisierter Monolagen. Ein noch heute
weit verbreitetes und flexibleres System wurde 1983 erstmals von Nuzzo und Allara beschrieben.®’
Sie zeigten, dass langkettige Disulfide auf Gold hochgeordnete und dichtgepackte Schichten bildeten.
Qualitativ noch hochwertigere Filme bilden Thiole auf Gold, die seitdem die wichtigsten und am
besten charakterisierten selbstassemblierenden Substrat-Adsorbat-Systeme darstellen. Diese
Paarung bietet gegenlber anderen SAM-bildenden Systemen den Vorteil, dass Thiole als weiche
Nukleophile eine hohe Affinitidt zu Gold aufweisen, die Bindungsenergie betrigt ~ 300 kJ-mol?.88
Harte funktionelle Gruppen werden dagegen nur schwach adsorbiert (HSAB-Prinzip),®” fir Amine
beispielsweise liegt die Bindungsenergie bei vergleichsweise geringen ~ 20 kJ-mol™.%° Des Weiteren
lassen sich die Goldfilme durch Vakuumbedampfung relativ einfach praparieren. Diese Filme bilden
durch die Inertheit von Gold an Luft keine Oxidschichten wie andere Miinzmetalle und erlauben es,
ohne Inertgasatmosphire zu arbeiten.’® Neben der einfachen Préaparation solcher monomolekularer
Schichten durch Eintauchen der Oberfliche in eine Lésung des gewliinschten Sulfids (oder auch
Disulfids) bietet diese Methodik hohe Packungsdichten, Stabilitdt und chemische Uniformitat.

Die Kinetik des Assemblierungsprozesses in Lésung verlauft in drei Schritten (Abbildung 11).%
Zunéachst adsorbieren die Thiole ungeordnet bis zur Sattigung der Oberflache. Dieser Schritt kann
durch die Langmuir-lsothermen beschrieben werden und findet innerhalb von Sekunden bis Minuten
statt.? Der genaue Mechanismus dieser Chemisorption ist nach wie vor nicht génzlich aufgeklart.
Formal lasst er sich jedoch als oxidative Addition von Au® an die Thiolbindung beschreiben, der die

reduktive Eliminierung von H, folgt:
0 - 1 (1)
R —SH + Aup » R — S~ Au* +§H2

AnschlieBend und deutlich langsamer wandern die ,liegenden” Molekile auf ihre Gitterplatze und
richten sich auf. Im letzten, langsamsten Schritt findet die abschlieRende Ordnung in eine all-trans-
Konformation statt.®®* Van der Waals-Wechselwirkungen zwischen den Seitenketten sind die

Triebkréafte, die die Umordnung zu dichtgepackten kristallinen Filmen vorantreiben.
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Abbildung 11. Dreistufiger Assemblierungsprozess von Alkanthiolen auf Gold. Abbildung angelehnt an
Schwartz et al., Annual Review of Physical Chemistry 2001.%3

a=2,88A Die hochsymmetrische Struktur der Thiolate auf
I‘_’| Au(111)-Oberflaichen wurde durch eine Vielzahl von

| Methoden wie Elektronenbeugung und STM bestimmt
(Abbildung 12). Sie lasst sich nach Wood’scher Notation
als (V3xV3)R30°-Uberstruktur ~ beschreiben. Die
Schwefelatome sitzen dabei in den Liicken (,hollow”-
Positionen) des Au-Gitters, womit ihr Abstand mit 4,99 A
deutlich gréRer als ihr Van der Waals-Radius (1,85 A)

Abbildung 12. Gitterstruktur von Thiol- R
Molekiilen (rot) auf einer Gold(111)- und dem optimalen Abstand der Alkyl-Ketten (4,6 A)

Oberfldche (gelb). Die grauen Pfeile zeigen  ist.%% Um die Van der Waals-Wechselwirkungen zu
die Basisvektoren und Einheitszelle der

Goldstruktur, die schwarzen Pfeile die der
Thiolatiiberstruktur. Abbildung angelehnt an  bezlglich der Oberflaichennormalen geneigt, was

. . 94
Ulman et al., Chemical Reviews 1996. beispielsweise durch IRRAS und NEXAFS-Messungen

maximieren, sind die Alkylketten daher um ~30°

nachgewiesen werden konnte.’® Fiir die beschriebene
Struktur nimmt jedes Thiolmolekiil eine Fliche von 21,4 A% ein, was einer Packungsdichte von
4,7 Molekiilen-nm2 entspricht.2%%7%% Bei Ag(111)-Oberflichen, deren Gitterstruktur hnlich zur
Au(111)-Oberfliche ist (Abstand der Ag- und Au-Atome 2,89 A bzw. 2,88 A) betragt der Abstand
zwischen den S-Atomen nur 4,54 A. Alkanthiole kénnen sich dadurch sehr dhnlich zu ihrer idealen
Kristallstruktur anordnen und zeigen auf diesen Gittern nahezu keinen Kippwinkel,***° auch die

Packungsdichte ist mit 5,2 Molekilen-nm2 héher.?

Im GroRteil der publizierten Studien zur Struktur von selbst-assemblierten Thiolen auf Gold wurde
die Au(111) Kristallebene untersucht.!® Auf den anderen méglichen Netzebenen weicht die exakte
Struktur der assemblierten Molekiile ab.'* Bei polykristallinen Goldsubstraten, die bei der
Bedampfung von Oberflichen mit dem Edelmetall entstehen, wird es hauptsachlich in Au(111)-
Kérnern abgeschieden, die durch atomare Terrassen voneinander abgesetzt sind.’° An diesen Stufen

kommt es zu Defekten in der hochgeordneten SAM-Struktur,100:102

GEMISCHTE SAMS

SAMs miussen nicht nur aus einer Thiolspezies bestehen, sie kénnen auch aus Molekilen mit
verschiedenen Endgruppen zusammengesetzt sein. Solche gemischten SAMs bieten die Moglichkeit,
auch Monolagen mit Endgruppen zu assemblieren, die beispielsweise aufgrund ihrer GroRe im reinen
Zustand keine geordneten Schichten bilden.®® AuBerdem koénnen durch die Variation der
Zusammensetzung die Oberflaicheneigenschaften gezielt und systematisch modifiziert werden. Zur

Praparation solcher gemischter SAMs gibt es prinzipiell drei Ansadtze: Die Assemblierung von
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asymmetrischen Disulfiden (R-SS-R), die Adsorption von asymmetrischen Dialkylsulfiden (R-S-R)
oder die Assemblierung aus einer Ldsung, die eine Mischung von Thiolen enthélt (R-SH + R’SH).* Bei
der letztgenannten Methode entspricht die resultierende Zusammensetzung der Monolage nicht
zwangsweise der der Thiole in der Loésung, denn Losungsmittel, Kettenldangen und Endgruppen der
verwendeten Thiole beeinflussen den genauen Assemblierungsmechanismus.’°*%” AuBerdem kann
es bei zu grofRen Unterschieden zwischen den verschiedenen Spezies zur Phasentrennung
kommen.1® Grundsatzlich konnten drei Typen von Assemblierungsverhalten klassifiziert werden,
abhingig von der Kombination der verwendeten Komponenten.}® Bei Thiolen mit neutraler
Terminierung, wie beispielsweise Methyl- und Hydroxylgruppen, kann die Zusammensetzung der
assemblierten Monolage nahezu linear von ihrem Verhiltnis in der Lésung abhingen.'%* Bei der
Mischung einer neutralen mit einer geladenen Komponente dagegen ist die Adsorption der
ungeladenen Komponente favorisiert.1%12 |m Fall geladener Endgruppen wurde eine ladungs-
gesteuerte Assemblierung beobachtet, die nahezu unabhdngig von der urspriinglichen
Losungszusammensetzung in neutralen Monolagen mit gleichen Anteilen der Bausteine und damit
zwitterionischen Eigenschaften resultierte.’314 Diese ,ideale Nichtidealitit” ist von einer Reihe von
Thiolkombinationen bekannt:'®® Anhand von Ethanhiolen mit Amino- und Sulfonsiureterminierung
beschrieben Ooi et al. den Mechanismus erstmals umfassender.!’® Daraufhin wurde auch das
Assemblierungsverhalten von ldngerkettigen Thiolen aus wassriger Pufferlésung detaillierter
charakterisiert.'* Es konnte gezeigt werden, dass die Kombination eines ammoniumterminierten
Molekiils mit einwertigen Saurethiolen (Sulfon- und Carbonsaure) ebenfalls nahezu unabhangig von
der Losungszusammensetzung zu neutralen Monolagen fihrte. Auch fiir die Paarung des
Sulfonsdurethiols mit einem aminoterminierten Molekil wurde fir DMSO als Lésungsmittel eine
analoge Beobachtung dokumentiert.!® Des Weiteren ist die Assemblierung aus Ethanol mit
Saurebehandlung im Reinigungsschritt bekannt.}® Fiir die Sulfonat- mit Ammoniumkombination
wurde erneut eine l6sungsunabhdngige ausgeglichene Zusammensetzung der resultierenden
Monolage beschrieben, wogegen im Fall einer Phosphonsdureterminierung als Sdurekomponente

diese Uberwog.!®

2.3 Inerte Oberflachen

In der Natur gibt es eine Reihe von biologischen Oberflachen, sowohl im marinen als auch im
biomedizinischen Bereich, die dem Befall durch Biofouling in jeglicher Form widerstehen kdnnen. In
den meisten dieser Falle ist es eine Kombination von verschiedenen Abwehrstrategien auf
Verhaltens-, mechanischer, physikalischer und chemischer Ebene die den Erfolg ausmacht.’*'!” Die
Grundlage bietet haufig eine Strukturierung der jeweiligen Oberflache, einige von vielen Beispielen

8 Zusatzlich zu solchen

sind Hai- und Walhaut, Muschelschalen oder Algenoberflichen.
physikalischen Aspekten kommen oft bioaktive Substanzen zum Einsatz.''® Die Haut des Pilotwals
Globicephala melas ist ein anschauliches Beispiel fiir die effektive Kombination verschiedener
Antifouling-Faktoren: Sie weist eine nanopordse Strukturierung auf, deren Dimensionen die
Anhaftung verschiedener Organismen reduziert. AuBerdem sind die Zwischenrdume mit einem Gel

gefiillt, das die Adh&sive von anhaftenden Mikroorganismen hydrolisiert.8

—_
6)]
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Um erfolgreiche Strategien in kommerziellen Beschichtungen umsetzen zu kénnen, missen sie im
Detail verstanden werden. Modelloberflachen wie SAMs sind in diesem Zusammenhang ein wichtiges
Werkzeug, da sie es erlauben, den Einfluss einzelner systematisch variierbarer Parameter bei
Konstanz aller anderen zu untersuchen. Anhand dieser vereinfachten Modellsysteme konnte die
Rolle einer Reihe von Oberflacheneigenschaften im Zusammenhang mit Resistenzeigenschaften
identifiziert werden. Grundlegende Arbeiten dazu fanden in den 1990er-Jahren in der Whitesides-
Gruppe statt, welche hauptsichlich auf die Proteinresistenz fokussiert waren.!®'20121 Es wurde
festgestellt, dass Oberflaichen potentiell inert sind, wenn sie (i) hydrophil sind, (ii) Uber
Wasserstoffbriicken-Akzeptoren aber (iii) keine Wasserstoffbriicken-Donoren verfligen und (iv)
insgesamt elektrisch neutral sind.’?> Auch wenn diese ,Design-Regeln” weite Bereiche abdecken,

treffen sie nicht immer vollstandig zu.

In den folgenden Abschnitten wird zunachst der Einfluss einiger einzelner Oberflacheneigenschaften
detaillierter im Kontext des Biofoulings erlautert. Im Anschluss werden Stoffklassen vorgestellt, deren
inerte Eigenschaften bekannt sind und die die Basis fiir die in dieser Arbeit verwendeten

Modellsysteme bilden.

2.3.1 Oberflichenenergie und Benetzbarkeit

Die charakteristische freie Oberflichenenergie eines Festkorpers resultiert aus der exponierten Lage
der Oberflachenmolekiile, die weniger Bindungspartner haben als die Molekiile im unterliegenden
Festkorper.l® Sie lasst sich nicht direkt messen, ist jedoch (iber die Benetzbarkeit durch Fliissigkeiten
bestimmbar. Anschaulicher ist die ihr entsprechende Oberflachenspannung bei Fliissigkeiten, die die

Arbeit beschreibt, die zur VergroRBerung der Fliissigkeitsoberflache notwendig ist.

Baier fasste 1970 empirische Daten zwischen Biokompabilitdt und Oberflachenspannung in der nach
ihm benannten ,Baier-Kurve” zusammen (Abbildung 13 A).}?* Aus ihr wird ersichtlich, dass die
Oberflachenspannung einen starken Einfluss austibt und die akkumulierte Biomasse bei Werten um
~ 30 dyn-cm™ minimal wird. Spater wurde der zugehorige Wasserkontaktwinkel von ~ 0@ =65° als
,Berg-Limit” definiert.’>>'?® |n diesem Bereich ist die Oberflichenenergie der dispersiven
Komponente von Wasser sehr dhnlich, d.h. die Verdrangung des Wassers durch die Haftmittel eines
Organismus filhrt zu keinem Energiegewinn mehr.® Diese frilhen Erkenntnisse finden auch
Entsprechung im Biofouling-Bereich. Abbildung 13 B zeigt beispielhaft die Ergebnisse von
Proteinadsorptions- und Algen-Besiedlungsexperimenten auf verschieden terminierten SAMs. Auch
hier zeigt sich der von Baier beobachtete nicht-lineare Verlauf, allerdings mit einem Minimum bei

einem Kontaktwinkel von ~ 30°.%2
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Abbildung 13. A. Baier-Kurve, der empirische Zusammenhang zwischen akkumulierter Biomasse und
Oberflachenspannung. Abbildung angepasst aus Baier et al., Management of occlusive arterial disease,
1971.'** B.Zusammenhang zwischen dem Kontaktwinkel verschieden terminierter SAMs und der
Biomassenakkumulation in Form von Proteinen, Ulva-Sporen und Navicula. Abbildung angepasst aus
Rosenhahn et al., Biointerphases 2012.%2

Auch fur marine Bakterien zeigte sich, dass die Tendenz zur Adhdsion mit zunehmender Hydro-
phobizitdt zunimmt.'” In analogen Studien, basierend auf SAMs mit systematisch variierender
Benetzbarkeit, wurde ein entsprechendes Verhalten auch fir Ulva Sporen beobachtet. Diese
hafteten jedoch auf den starker besiedelten hydrophoben Substraten schwacher als auf hydrophilen,
auf denen die Adhasion vermindert war.'®12” Als Ursache fiir diese Abschwichung der Haftstarke
wurde der kleinere Kontaktwinkel zwischen dem Adhdsiv und den hydrophilen Oberflachen
angenommen, wodurch die Kontaktfliche maximiert wird und eine stirkere Bindung erméglicht.'?
Fir Diatomeen der Gattung Amphora wurde dagegen auf einer &dhnlichen Proben-Matrix das
umgekehrte Verhalten beobachtet. Auf hydrophilen Substraten war die Besiedlungsdichte hoher,
wihrend die Adhéasionsstiarke auf hydrophoben stirker war.?® Auch auf polymeren Beschichtungen
konnte diese entgegengesetzte Haftstarketendenz von Ulva und Diatomeen beobachtet werden.'?
Im Fall von Seepocken-Larven gibt es zahlreiche, zum Teil aber widersprichliche Aussagen in der
Literatur, abhingig von der Natur des verwendeten Probentyps.’* Im Fall der oben erwahnten
einfachen Alkanthiole konnte im Vergleich allerdings eine Praferenz fiir die hydrophobe

Terminierung fir die Spezies B. amphitrite dokumentiert werden.'3!

Die Benetzbarkeit ist offensichtlich also ein wichtiger, aber nicht zwingend entscheidender Faktor fiir
die Speziesantwort auf ein Substrat. Ista et al. untersuchten beispielsweise das Adhdsionsverhalten
von Ulva-Sporen auf gemischten SAMs aus einem hydrophoben und unterschiedlichen hydrophilen
Bausteinen (hydroxy- oder carboxylterminiert). Auf Substraten mit gleicher Benetzbarkeit, aber
unterschiedlicher chemischer Zusammensetzung zeigten die Algenzellen ein differenzierbares
Besiedlungsverhalten. Diese Beobachtungen deuteten auf weitere Einflussfaktoren, wie
beispielsweise die Ladung deprotonierter Siuregruppen, hin.t” Zu &hnlichen Ergebnissen fiihrten
analoge Untersuchungen, die Saccharid-terminierte SAMs mit aliphatischen gemischten Monolagen
verglichen. Auch hier zeigten Bakterien, Ulva Sporen und Seepockenlarven auf Oberflachen mit

gleichen Kontaktwinkeln unterschiedliche Besiedlungsverhalten.3?
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2.3.1.1 Amphiphile Oberflichen

Amphiphile (von altgriechisch audt amphi ,auf beiden Seiten” sowie dilog philos , liebend”) Systeme
sind solche, die gleichzeitig iber hydrophile und hydrophobe Komponenten verfiigen. Da hydrophile
Beschichtungen oft antiadhdsiv, hydrophobe dagegen adhasionsstarkemindernd wirken und
auBerdem verschiedene Spezies unterschiedliche Pradferenzen aufweisen, liegt es nahe, beide
Bausteine in einem optimalen Verhiltnis zu kombinieren.??® Als Wirkmechanismus fiir diese doppelt-
funktionellen Beschichtungen wird vermutet, dass sie ihre Konformation umgebungsabhangig andern
kénnen und somit fir die Haftstoffe der Organismen ,uneindeutige” Eigenschaften prasentieren, was
ihre permanente Adhision verhindert.?82%133 Zahlreiche polymerbasierte Studien zeigten den Erfolg
dieses Konzepts:** Gudipati et al. beispielsweise praparierten fluorierte PEG-Polymere, die sich
durch hohe Proteinresistenz und gute ,Fouling-Release“-Eigenschaften auszeichneten.?’” Auch
amphiphile Block-Copolymere zeigten vielversprechende Eigenschaften: sie reduzierten
Besiedlungsdichte und Adhasionsstarke von sowohl Ulva Sporen und jungen Pflanzen als auch
Navicula, zwei Spezies, die auf Beschichtungen gleicher Benetzbarkeit sonst entgegengesetzte

Praferenzen aufweisen.?®2%123.133

2.3.2 Hydratation
Anhand von Poly(Ethylenglykol)-basierten (PEG ) Beschichtungen wurde die Fahigkeit zur Hydratation

als wichtige Eigenschaft fiir proteinresistente Oberflachen identifiziert. Da solche Polymere jedoch
eine Vielzahl von Parametern aufweisen (z.B. Kettenlange, Kopplungsdichte), die ihre
Wechselwirkungen mit der Umgebung bestimmen, wurde der alleinige Einfluss der Hydratation
durch systematische Untersuchungen von SAMs mit variablen Endgruppen untersucht. Das
Grundgerist der SAMs bestand aus einer Thiol-Ankergruppe und einem Alkylgeriist konstanter
Kettenldnge. Ausgehend von dieser Grundstruktur konnte dann zum einen die Anzahl endstandiger
an Ethylenglykol-(EG)-Einheiten und zum anderen, bedingt durch das verwendete Substrat oder die
Mischung mit anderen SAMs, die Packungsdichte solcher EG-SAMs variiert werden.?®20135 Djese
Praparationsvarianten boten die Moglichkeit, den Grad der Hydratation innerhalb der EG-
Terminierung zu bestimmen und minimierten den Einfluss der ,sterischen Repulsion” fiir die
Proteinresistenz.’® Dabei korrelierte die Fahigkeit, Wasser fest in tieferen Bereichen als nur der
Oberflache einzulagern, mit der Anzahl der EG-Einheiten und der molekularen Konformation der

Oligomere 135137

Ob die Anlagerung von Proteinen oder den EPS von Biofoulern irreversibel ist, hdngt dann davon ab,
ob die Verdrangung des Hydratationswassers an der Grenzflache ein energetisch giinstiger Prozess
ist.#13 Theoretische Studien untermauerten diese Hypothese. Es konnte gezeigt werden, dass im
Vergleich zu aliphatischen Endgruppen nur hydratisierte Oligoethylenglykol-(OEG)-SAMs repulsive
Krafte auf Proteine ausiibten,’® die durch die Wechselwirkungen zwischen Wassermolekiilen und
Protein verursacht wurden.? Schilp et. al. verifizierte diesen Zusammenhang anhand der Adhision
von Proteinen und Ulva-Sporen.? Eine Mindestanzahl von zwei EG-Einheiten war zu deren
Reduzierung notwendig. Mit zunehmender EG-Kettenlange nahmen auferdem die adsorbierte

Proteinschicht und Sporendichte bis zur vollstandigen Resistenz weiter ab. Eine genauere Analyse des
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Adhasionsverhaltens der Sporen ergab, dass sie unabhdngig von der Lange der EG-Einheiten den
vollstandigen Adhdsionsprozess durchliefen. Die permanente Adhdsion war jedoch nur bei
Endgruppen mit nur einer EG-Einheit stark genug, um irreversibel zu sein. In einer analogen Studie
mit marinen Bakterien wurde die gleiche Tendenz zu schwiacher werdenden Haftstarken mit

zunehmenden EG-Einheiten beobachtet.'*

In verwandten Studien wurde untersucht, ob ein hoher Hydratationsgrad allein ausreicht, um
ausgepragte Resistenzeigenschaften zu bewirken. Ausgehend von einem SAM-System mit konstanter
Anzahl von EG-Einheiten, also gleichbleibender Hydratation, wurden deren Endgruppe und damit die
Benetzbarkeit variiert. Es konnte gezeigt werden, dass die Proteinresistenz mit steigendem
Kontaktwinkel abnahm.?® Ein analoges Verhalten wurde bei der Besiedlung von Ulva Sporen und
Navicula beobachtet.?! Zur ,vollstindigen” Resistenz muss eine OF also augenscheinlich sowohl iiber
yinterne” Hydrophilie in Form einer starken Hydratation und , externer” Hydrophilie durch eine hohe

freie Oberflachenenergie verfligen.

Wie eingangs beschrieben, ist die Hydratation auch bei anderen Substanzklassen als Ethylenglykolen
der vermutlich entscheidende Parameter fiir die beobachteten Resistenzen. Saccharidbasierte
Systeme sind ein weiteres Beispiel fiir durch Wasserstoffbriicken stark hydratisierte Materialien. Die
genaue Starke der Wechselwirkungen mit Wasser hangt dabei empfindlich von der exakten Struktur
der einzelnen Bausteine und deren Anordnung auf der Oberfliche ab.13%142

AuBer durch Wasserstoffbriicken kann eine starke Hydratisierung auch durch elektrostatische
Wechselwirkungen verursacht werden, was bei zwitterionischen Verbindungen der Fall ist.24314 |n
diesem Zusammenhang konnte durch theoretische Berechnungen gezeigt werden, dass die

Hydratationsenergie zwitterionischer Molekiile deutlich héher ist als bei vergleichbaren OEGs.}*

2.3.3 Ladung

Schon in den von der Whitesides-Gruppe gefundenen Design-Regeln fiir inerte Oberflachen ist
festgehalten, dass elektrische Neutralitat sich positiv auf ihre Biokompabilitdt auslibt. Dieses Prinzip
wurde im Fall der Proteinresistenz gegeniber einer Reihe von Testproteinen auf Polymeroberflachen
mit Ladungsgradienten bestatigt. Die minimale Adsorption der Proteine wurde in der Zone
elektrischer Neutralitit gefunden.®® Auch auf SAMs basierende Arbeiten bestitigten, dass die
gleichzeitige und ausgeglichene Anwesenheit von positiven und negativen Ladungstragern, in diesem

Fall eine zwitterionische Oberfliche, die Proteinresistenz maximierte.'’

Die meisten marinen Organismen weisen aufgrund der sie umgebenden EPS in ihrem physiologischen
Bereich eine negative Nettoladung auf,'*® weshalb elektrostatische Wechselwirkungn zwischen einer
geladenen Oberflache und den Organismen naheliegend ist. In Medien hoher Salinitdt haben solche
Wechselwirkungen allerdings nur eine kurze Reichweite. Flir Meerwasser wird beispielsweise fiir den
Abstand zur Oberflache, in der deren Potential auf 1/e abgenommen hat, eine Debye-Linge von 4 A

angenommen.*®

Dennoch gibt es eine Reihe von Studien, die darlegen, dass Oberflaichenladungen beim
Besiedlungsprozess eine Rolle spielen kdénnen. Die Dichte gesiedelter U. linza-Sporen wurde

beispielsweise durch die Anwesenheit negativer Ladungstriager auf Testoberflichen reduziert. 17148
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Das durch die sie umhillende EPS verursachte negative Zeta-Potential der Zellen deutete auf eine
dominierende Rolle elektrostatischer Wechselwirkungen hin.*>® Ein besiedlungsférdernder Einfluss
positiver Ladungen wiederum wurde auf kationischen Peptid-SAMs gezeigt. Allerdings muss bei
diesen Ergebnissen die potentielle biologische Aktivitat dieser Substanzklasse beachtet werden. Auf
einer Serie von Peptiden mit zunehmendem Anteil an positivem Arginin nahm auch die
Besiedlungsdichte immer mehr zu.’*® Auf die Diatomee N. perminuta konnte ein analoger Einfluss
nicht beobachtet werden.'® Auch fiir das Bakterium C. marina konnte der besiedlungsreduzierende
Effekt negativer SAMs, der bei U. linza beobachtet wurde, nicht nachgewiesen werden.” Fir Cypris-
larven von B. amphitrite hingegen konnte wieder ein Einfluss der Oberflachenladung nachgewiesen
werden, sie siedelten bevorzugt auf SAMs mit negativer Terminierung.*°

2.3.4 Topographie

Die einleitend schon beschriebene Resistenz von natirlichen, strukturierten Oberflichen war die
Basis fiir die sogenannte ,Angriffspunkt-Theorie” (engl. , attachment-point theory”).*>52 Diese
besagt, dass die Anzahl moglicher Anhaftungspunkte, die den Mikroorganismen einer Topographie
zur Verfligung stehen, entscheidend fiir deren Adhasionswahrscheinlichkeit und -starke ist.
Grundsatzlich bieten glatte Oberflachen durch ihre groRere Kontaktflaiche andere Angriffspunkte als
strukturierte (Abbildung 14). Morphologien, deren Dimensionen kleiner bzw. in der GréBenordnung
des betreffenden Organismus sind (Abbildung 14 B+C), reduzieren mogliche Anhaftungsstellen.
GroBere Strukturen bieten neben mehr Anhaftungspunkten auBerdem Schutz gegeniber den

Einwirkungen von hydrodynamischen Kraften (Abbildung 14 D).

A. B. C. D.

Abbildung 14. Schematische Zusammenfassung der Angriffspunkt-Theorie fiir Oberflaichen mit zunehmender
StrukturgroBe A. Organismus auf einer glatten Oberfliche B. + C. Strukturen, die kleiner als der Organismus
sind bieten weniger Adhdsionspunkte. D. Organismus in einer Struktur idealer Gr6Be mit mehreren
Angriffspunkten. Abbildung angelehnt an Scardino et al., Biofouling 2006.152

Demnach gibt es fur Organismen verschiedener GroBen auch verschiedene Strukturdimensionen, die
ihre Ansiedlung fordern oder verhindern. Grob gilt, dass solche Dimensionen zur
Adhasionspravention am effektivsten sind, die (50-90) % der OrganismengroRe entsprechen.™?
Studien von Scardino et. al. verifizierten diese Theorie anhand des Adhdsionsverhaltens von
Kieselalgen verschiedener GroRe auf mikrostruktrierten, von einer gewellten Muschelstruktur
inspirierten, Polyimid-Oberflichen.’? Die Besiedlung war auf Strukturen, deren Hiigelabstand etwas
kleiner als die Zellen war, stark reduziert. Auch flr Ulva-Sporen mit einem Durchmessen von (5 -
7) um konnte gezeigt werden, dass ihre Besiedlunsgsdichte auf strukturierten PDMS-Substraten der
GréRenordnung 2 um minimal wird.’>* Bei Larven von B. amphitrite dagegen waren Strukturen der
GroéRenordnung 20 um am effektivsten, die zwar deutlich kleiner als der Organismus an sich sind,
aber in etwa der GroRe der Tastantennen (~ 15 um) entsprechen.® Zusammenfassend zeigte sich
ein Verhaltnis von Hohe zu Abstand der Strukturelemente von 2:1 fiir beide Spezies am

effektivsten.?®>
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Diese mit verschiedenen Modellorganismen gewonnenen Ergebnisse verdeutlichen, dass
Oberflachenstrukturen mehrere GroBenordnungen abdecken miissen, um eine universelle Lésung
darzustellen.'® Die am Biofouling-Prozess beteiligten Organismen umspannen GréRenordnungen von
wenigen hundert Nanometern (z.B. Bakterien) bis zu einigen hundert Mikrometern (z.B.
Seepockenlarven). Hierarchisch aufgebaute Strukturen sind daher auf der Topographie-Seite der

vielversprechendste Ansatz zur Entwicklung bewuchsresistenter Oberflichen.!®

2.3.5 Beispiele potentiell inerter Substanzklassen

2.3.5.1 Poly(Ethylenglykol) (PEG)
Poly(Ethylenglykole) (PEG, Abbildung 15) sind eine Klasse von

H‘QO\A\OH Polymeren, deren Resistenzeigenschaften vor allem im
n

biomedizinischen Bereich bereits lange bekannt sind und dort

Abbildung 15, Struktur  des  pejspjelsweise als Beschichtung von Implantaten breite
Ethylenglykolgrundbausteins von . 157159 e - s . . o
PEGs Anwendung finden.””*>? Sie sind nicht-toxisch, wasserl6slich und

in einem breiten Molmassenbereich verfugbar.® Eine besonders
ausgepragte Wechselwirkung mit Wasser wird vor allem im Vergleich mit nah verwandten
Polyetherhomologen mit einer groBeren Zahl an aliphatischen Einheiten wie Poly(Propylenglykol)
deutlich, die wesentlich schlechter 16slich sind.'®® Diese Fihigkeit zur Hydratisierung der meist
hydrogelartigen Beschichtungen ist ein Faktor fiir ihre ausgepragte Resistenz gegen eine Reihe von
Makromolekiilen und Organismen. Durch die hohe Hydratationsenergie wird das Verdrdangen der
gebundenen Wasserschicht durch potentielle Adhasive verhindert. Vor allem bei hochmolekularen,
oberflachengebundenen PEGs kommt ein entropischer Faktor hinzu. Die ,sterische Repulsions-
Theorie” erklart, dass ein Verlust der sterischen Freiheiten der Polymerketten bei einer solchen

Adsorption zusatzlich zur unvorteilhaften Energiebilanz dieses Prozesses beitragt.'®!

Die Anwendungsgrenzen dieser Substanzklasse liegen in der Instabilitdt, welche aus der Neigung zur
oxidativen Spaltung der Etherbindungen in Anwesenheit von Sauerstoff oder Ubergangsmetallionen
resultiert.’®2163 Daher ist die Identifizierung weiterer Substanzklassen mit vergleichbaren Eigen-

schaften von grofem Interesse.

2.3.5.1 Zwitterionische Polymere

Zwitterionische Materialien zeichnen sich durch funktionelle Gruppen aus, die gleichzeitig positive
und negative Ladungstrager aufweisen.'®® Phosphorylcholine (PC, Abbildung 16 A) sind ein Beispiel
flir biomimetische Anwendungen, sie finden sich auf der duBeren Zellmembran und werden fir
deren nicht-thrombogene Eigenschaften verantwortlich gemacht.’®®> Davon ausgehend wurden PC-
modifizierte Polymere entwickelt, die sich durch hohe Proteinresistenz auszeichnen und

166-168

beispielsweise Anwendung als Implantatbeschichtungen finden. Weitere Beispiele

zwitterionischer Polymere sind Carboxy- und Sulfobetaine (CB und SB, Abbildung 16 B und C).

Im Vergleich zu PC-Polymeren sind sie einfacher zu synthetisieren, leichter in der Handhabung und

stabiler.'®® Die Bandbreite von Anwendungsstudien reicht von Protein- und Plasmaresistenztests'’®
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171 iber Bakterienstudien,’? biomedizinische Anwendungen”® bis zu einer Reihe von Experimenten

mit marinen Biofoulern 158174175

A. B. C.
T o
g/\o/ ﬁ\o/\/\ :®— g_Te\/\)LO@ %LT(B\/\/T]\O@
0

Abbildung 16. Strukturen von A.Phosphorylcholinen B. Carboxybetainen und C. Sulfobetainen.

Wie bei PEG-basierten Beschichtungen wird die hohe Resistenz dieser Substanzklasse auf ihre
ausgepragte Hydratisierung zurilickgefiihrt. Allerdings wurden nicht Wasserstoffbriickenbindungen
als Ursache fir die Anbindung der Wassermolekiile identifiziert, sondern elektrostatische Wechsel-

Wirku ngen 144,176-179

DIE HOFMEISTER-SERIE

Ende des 19. Jahrhunderts untersuchte Franz Hofmeister die proteinfallende Wirkung verschiedener
Salze.’® Die nach ihm benannten ,Hofmeister-Serien” ordnen seitdem Anionen und Kationen nach

ihrer Wirkung auf wassrige Losungen von Biomolekiilen:

Tabelle 1. Hofmeister-Serie von Anionen und Kationen.'®'8 Vvon links nach rechts nimmt die Fihigkeit,
Proteine aus einer wassrigen Losung auszufallen, ab.

Chaotrop SCN - ClO4 - I'- NO3 - Br - ClI - F - Ho,PO4 - $;03% - SO4% - COs* Kosmotrop
Kosmotrop Al¥*- Mg?- Ca?*- Ba®*- Li*- Ag*- Na*- K*- NHs* - NMeg* Chaotrop
Stabilisierend Wirkung auf Proteine in Losung destabilisierend
(aussalzend) (einsalzend)

GroRRe, einfach geladene Anionen (mit entsprechend niedriger Ladungsdichte) wirken auf
Wasserstoffbriicken ,,strukturbrechend”. Dies wird auf eine schwachere Wechselwirkung zwischen
Wasser und den lonen als der lonen untereinander zuriickgefiihrt, was eine Freisetzung der
Wassermolekiile und damit eine Erhéhung der Entropie zur Folge hat. Diese Anionen werden als
chaotrop bezeichnet.’®!8 |m Gegensatz dazu wechselwirken lonen mit einer hohen Ladungsdichte
(klein, Mehrfachladung), stark mit Wasser und brechen so intermolekulare Wasserstoffbriicken-
bindungen auf. Solche Anionen nennt man kosmotrop.'83184 Sie verstirken vorhandene hydrophobe
Effekte und fihren somit durch Proteinaggregation zu deren Ausfallen. Diese von Hofmeister noch
als ,Wasseranziehungsvermogen” beschriebene Eigenschaft entspricht neuen Studien zufolge der
Hydratisierung, die direkt die Ordnung innerhalb der Reihe bestimmt. Anders als friher
angenommen, beeinflusst dieser loneneffekt nicht das gesamte Volumen, sondern lediglich deren
direkte Umgebung.’8%18> Entsprechend erkliarten Collins et al., dass kosmotrope lonen eine ge-
ordnete Hille aus fest gebundenen Wassermolekiilen ausbilden, wahrend chaotrope nur schwach

hydratisiert sind und keinen Ordnungseffekt auf ihre direkte Umgebung ausiiben.&
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Neben der Proteinldslichkeit konnte gezeigt werden, dass auch andere Effekte dieser Abhangigkeit

187

unterliegen. Die empirischen Beziehungen finden beispielsweise auch im Kontext von

Reibungsphdanomenen, Loslichkeiten, Elektrolytaktivitidten, Polymer- und Oberflaichenchemie

Anwendung.188-18°

Wahrend die klassische Hofmeister-Serie nur anorganische lonen umfasste, konnten durch

Simulationen auch organische Ladungstriager nach den angewandten Kriterien qualifiziert werden:*®’
RCOO < R,PO4 < RSO4 < RSO3,

Carboxylat ist demnach als kosmotropes, Sulfonat als chaotropes lon einzuordnen. Diese
Unterschiede zeigten sich auch in Berechnungen zur Hydratation von Betainen, die sich in der
anionischen Endgruppe unterschieden. Der negative Teil von Carboxybetaine interagierte starker mit
vorhandenen Wassermolekiilen, die Sulfonatgruppen von Sulfobetainen wurden von mehr, aber nur

schwach wechselwirkenden Molekiilen umgeben.'#®

Im Zusammenhang mit proteinresistenten Oberflaichen entwickelte die Whitesides-Gruppe die
Hypothese, dass Molekiile, die in wassriger Lésung von der Oberflache eines Proteins ausgeschlossen

werden (Kosmoptrope), sich als Basis fir solche eignen.'*®

Auch bei ionischen Flissigkeiten spielt die Wechselwirkung zwischen lonen, Wasser und Proteinen
eine groRe Rolle.’! Diese organischen Salze sind im Gegensatz zu klassischen anorganischen Salzen
bei Raumtemperatur fliissig.*®> Durch ihren niedrigen Dampfdruck, geringe Entziindbarkeit und hohe
thermische Stabilitit sind sie den klassischen organischen Losungsmittel hiufig tiberlegen,19%:193-194
Sie werden nach ihrer Mischbarkeit mit Wasser in hydrophil und hydrophob klassifiziert.!*> Eine
groRe Variabilitdit von moglichen lonenkombinationen ermdglicht es auRerdem, die spezifischen
Eigenschaften wie Viskositat, elektrische Leitfahigkeit oder Loslichkeit einzustellen.'® Sie werden
daher beispielsweise als hochspezifische Losungsmittel fiir Enzymreaktionen verwendet, in denen die
Stabilisierung dieser Biomakromolekiile wesentlich ist.”®®* In diesem Zusammenhang konnten
ebenfalls Hofmeister-Effekte auf Aktivitat und Stabilitdt beobachtet werden.'®* Dieser Exkurs tber
ionische Flissigkeiten soll vor allem die Rolle von Ladungstrdgern und ihrer unterschiedlichen
Auswirkungen auf die Stabilitdit von Proteinen deutlich machen, die auch im Biofouling-

Zusammenhang relevant ist.

2.3.5.2 Polysaccharide

Polysaccharide (PS) sind natiirliche, biokompatible Polymere, die oft wie PEG Hydratations- und
Quelleigenschaften besitzen. Sie erfiillen eine Vielzahl von biochemischen und biomechanischen
Aufgaben und sind daher von Natur aus auf spezifische Funktionen ausgelegt. Viele davon haben mit
der selektiven Wechselwirkung mit Proteinen oder der Fahigkeit Wasser zu binden zu tun.?*'% Diese
Eigenschaften machen sie zu Kandidaten fiir die Beschichtung von biomedizinischen Implantaten.
Heparin beispielsweise wird bereits dafiir angewendet.' Beschichtungen auf Basis von Algin- und
Hyaluronsaure zeigen vielversprechende Resultate bei der Resistenz gegen Proteine, Saugetierzellen
und Bakterien.?* Auch im marinen Bereich gibt es unzihlige Beispiele fiir die biologische Funktion und
Aktivitdat von PS. Unter anderem wird ihnen eine Bedeutung in Immunfunktionen, Reproduktions-

mechanismen und Adhéasiven zugeschrieben.’® Durch die Vielzahl an méglichen Monomeren in
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Kombination mit den unterschiedlichen Verknlpfungsmoglichkeiten und Kettenlangen bieten
Polysaccharide einen riesigen Baukasten flr potentielle Biomaterialien. Zur Beschichtung von
Oberflachen eignen sich vor allem solche, die eine funktionelle Gruppe aufweisen, welche selektiv

zur Verankerung mit anderen Gruppen reagieren kann.

Als Grundlage fir die schon erwahnten Resistenzen immobilisierter PS gegeniiber Proteinen,
Bakterien und Zellen werden die auf Wasserstoffbriicken basierenden starken Wechselwirkungen mit
Wasser angenommen.?#26:19%-201 |n einer auf diesen Erkenntnissen aufbauende Studie mit marinen
Organismen konnte die erwartete Resistenz allerdings nicht gezeigt werden.?® Die bekannte starke
Wechselwirkung von sauren PS mit Ca(ll)-lonen, die im verwendeten marinen Medium vorhanden

waren, wurde als Grund fir diesen Befund identifiziert.

Abbildung 17. Schematische Darstellung des ,egg-box —Modells“ am Beispiel der Komplexierung von Ca(ll)-
lonen durch Alginat. Durch die Komplexierung der zweiwertigen lonen werden Alginatketten verbriickt und
ihre Struktur versteift sich. Abbildung aus Braccini et al., Biomacromolecules 2001.%%?

Bei der Komplexierung von zweiwertigen lonen im PS-Netzwerk, beschrieben durch das sog. , egg-
box“-Modell (Abbildung 17),2% versteift sich die Struktur der Polymerketten durch die verbriickende
Wirkung der Kationen. Die Kationen werden durch diese Ordnung in die Strukturen eingebettet und
Verdrangen das gebundene Hydratwasser. Dieser als Synarese bezeichnete Prozess vermindert somit

die Hydratisierung des Systems.

ALGINSAURE

Alginsdure (AA, Abbildung 18) ist ein natdirliches Polymer,

OH das in der Zellwand von Braunalgen vorkommt und als
%E/o”o O% extrazellulare polymere Substanz (EPS) eine wichtige Rolle
O\w " in der Matrixbildung von Biofilmen spielt.?®* Es ist aus zwei

b Monosaccharideinheiten aufgebaut, B-D-Mannuronsaure

Abbildung 18.  Struktur  einer  AA- (M-Einheit) und a-L-Guluronsdure (G-Einheit), die
Disaccharideinheit aus 2 M-Einheiten. wiederum in verschiedenen Verhaltnissen 1,4-glykosidisch

verknlpft sein kbnnen.
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HYALURONSAURE
o0 OH Hyaluronsaure (HA, Abbildung 19) ist ein lineares PS, das zur
@&;’0\]\ Gruppe der Glykosaminoglykane (GAGs) gehort. Es kommt
OH NH n ubiquitar in der extrazellularen Matrix von Wirbeltieren vor,
O’l\ wobei es vor allem im Bindegewebe, Knochen und Knorpeln
Abbildung 19.  Struktur  der  HA- akkumuliert ist.2% Der Glaskdrper des Auges besteht zu 2 %

Disaccharideinheit. aus HA und bis zu 98 % aus Wasser, was die hydrogeltypische

Fahigkeit groRe Wassermengen zu binden demonstriert.2°
1934 wurde das PS erstmals aus dem Glaskorper von Rinderaugen isoliert, die Struktur konnte aber
erst 20 Jahre spater aufgeklart werden.?%” Die Disaccharideinheiten sind aus D-Glucuronsiure und N-
Acetyl-D-glucosamin aufgebaut, die abwechselnd B-1,3- und B-1,4-glykosidisch verknlpft sind. Trotz
der relativ einfachen Struktur weist HA eine Vielzahl von physiologischen Funktionen auf, wie der
Rolle als Schmiermittel in Gelenken, der Matrixbildung in der Zellteilung oder in der
Wundheilung.2%>2% Der pK--Wert der Sduregruppen betrigt 3,4.2° Beim physiologischen pH von 7,4

sind die Polymerketten durch die dann deprotonierten Carboxylgruppen negativ geladen.?%°

CHONDROITINSULFAT

OH 0S03H

Chondroitinsulfat (CS, Abbildung 20) gehort wie HA zur

Gruppe der Muco-PS. Das sulfatierte GAG ist aus N-Acetyl-D-
Galaktosamin (GalNAc) und Glucuronsdure aufgebaut, die

Position und Anzahl der Sulfatgruppen variiert je nach

Gewebeort und Synthesebedingungen.?1212 Gewohnlich liegt

Abbildung 20.  Struktur der CS-
Disaccharideinheit, sulfatiert in 6- €S an Proteine gebunden als Teil eines Proteoglykans vor.
Position.

Wie HA kommt CS ubiquitar in der extrazelluldaren Matrix von
Menschen und anderen Siugetieren vor,?'* auBerdem findet
es sich im Knorpelgewebe, auf Zelloberflachen und in Zellorganellen und wurde als wichtiger Faktor
in der Wundheilung identifiziert.?!* Es wurde auBerdem aus einer Reihe von marinen Organismen

und aus der schleimigen Schutzhiille von Fischen isoliert,19%21>

2.3.5.3 Poly(Hydroxyethylmethacrylat) (pHEMA)
i Polymere aus Hydroxyethylmethacrylat (HEMA,
0/\/OH Abbildung 21) sind hydrophile Materialien, die stark

quellbare Hydrogele bilden.?°2?!¢ Sie werden in Kombination

mit anderen Polymerbausteinen (als Copolymere)
Abbildung 21. Struktur von Poly(HEMA).  peispielsweise  zur  Herstellung  von  Kontaktlinsen
verwendet.?l” Bei der Herstellung kommen meist

radikalische Polymerisationen zum Einsatz.2!821° Neben ausgeprigten Proteinresistenzeigenschaften
weisen sie im Vergleich zu PEG eine hohere Stabilitat auf. AuRerdem sind sie biokompatibel, was sie

zu geeigneten Werkstoffen fiir biomedizinische Anwendungen macht.?®
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2.3.6 Oberflichen-initiierte radikalische Polymerisationen

Zur kovalenten Anbindung von Polymeren an Oberflachen existiert eine groRe Bandbreite an
Methoden. Dabei unterscheidet man prinzipiell zwischen ,grafting-to“, der Anbindung eines
Makromolekiils an eine vorfunktionalisierte Oberflache und ,grafting-from“, bei dem das Polymer

erst auf der Oberfliche synthetisiert wird.?20-221

Bei der Anbindung eines ,fertigen” funktionalisierten Polymers an eine Oberflache ist die erreichbare
Kopplungsdichte durch limitierte Diffusionsraten und unglinstige entropische Faktoren, bedingt
durch die notwendige Aufrichtung der Polymerketten, meist beschrankt. Bei Oberflachen-initiierten
Polymerisationen dagegen, mit denen Polymere mit gut kontrollierbaren Eigenschaften synthetisiert

werden kénnen, spielen diese Faktoren eine sekundire Rolle.???

aktive Als Beispiele solcher Reaktionen lassen sich kontrollierte

Spezies radikalische Polymerisationen nennen. Zu ihnen gehéren

RX [~———71 R |+X NMP  (engl. ,nitroxide  mediated free radical
l*‘M polymerization, Nitroxid-vermittelte Polymerisation), ATRP

MR-X _ o RM- | 4X. (,Atom Transfer Radikal Polymerisation®), und RAFT (engl.
inaktive N l ,reversible  addition-fragmentation chain  transfer”,
Spezies “+M reversibler Additions-Fragmentierungs-Kettentransfer).?

Abbildung 22. Genereller Mechanismus In Abbildung 22 ist der generelle Mechanismus solcher
kontrollierter  radikalischer  Polymer- radikalischer —Polymerisationen gezeigt: Durch einen
isétionen'- Abbildung  nach  Schilp, |njtiator entsteht im ersten Schritt ein Radikal, welches
Dissertation 2009.% anschlieBend an die Doppelbindung eines Monomers
bindet. Das um eine Monomereinheit verlangerte Radikal kann in Kettenwachstumsschritten an
weitere Monomere addieren. Zum Kettenabbruch kommt es entweder durch Disproportionierung
oder der Rekombination zweier Radikale. Fiir eine kontrollierte radikalische Polymerisation ist eine
niedrige Konzentration von aktiven Spezies und ein Gleichgewicht dieser mit den inaktiven Spezies
entscheidend, da dadurch vorzeitige Kettenabbruchkreationen minimiert werden. Idealerweise
starten alle Ketten gleichzeitig und wachsen gleichmaRig, woraus eine schmale Molmassenverteilung
resultiert. Es kommt nicht zu Kettenabbruch- oder Ubertragungsreaktionen, weshalb die reaktive
Gruppe immer die gewachsene Polymerkette terminiert. Dadurch kann auch nach Verbrauch der
zunachst vorhandenen Monomere die Reaktion neu gestartet werden, was beispielsweise zur

Synthese von Blockpolymeren mit unterschiedlichen Abschnitten genutzt wird.?®

NMP-Methoden erfordern meist extreme Reaktionsbedingungen und ATRP beruht auf Katalysatoren,
oft Kupfer-basiert, weshalb sie im Zusammenhang mit der Prdparation von Biomaterialien selten in
Frage kommen.??® RAFT-Polymerisationen dagegen laufen schon bei milden Bedingungen und bei
Anwesenheit nicht-toxischer, metallfreier Katalysatoren ab, zudem kann eine groRe Bibliothek an
Monomeren verwendet werden.??’ Ketteniibertragungsreagenzien (CTA, von engl. ,chain transfer

228

agent”), auch RAFT-Reagenzien genannt, meist in Form von Dithioestern,**®* moderieren die Reaktion

dabei in einem entscheidenden Gleichgewicht von reversiblen Kettenlibertragungen (Abbildung 23).
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Abbildung 23. Zentrales Gleichgewicht im Mechanismus der RAFT-Polymerisation (M-Monomer, P-
propagierendes Radikal).??°
Die Initialisierung ist wie bei allen radikalischen Polymerisationen die Bildung des Initiatorradikals,
das mit der ersten Monomereinheit reagiert. Dieses propagierende Radikal P- addiert an weitere
Monomereinheiten, wodurch das Kettenwachstum stattfindet. Nach weiteren
Gleichgewichtsschritten findet der zur Kontrolle entscheidende Schritt statt. Zundchst addiert eins
der aktiven propagierenden Radikale an eine ,ruhende” Dithioester-Spezies. In den folgenden
Gleichgewichtsreaktionen verteilt sich der radikalische Charakter auf die Spezies, bei denen noch

kein Kettenabbruch stattgefunden hat. Dadurch wird die Wahrscheinlichkeit zum Kettenwachstum

gleichmaRig verteilt, was eine schmale Polydispersitit der entstehenden Produkte zur Folge hat.??’

2.4 Analytische Methoden

In den folgenden Abschnitten werden die Grundlagen der verwendeten analytischen Methoden
vorgestellt, die zur Charakterisierung der physiko-chemischen Eigenschaften, der chemischen

Zusammensetzung und der Topographie der praparierten Testoberflaichen verwendet wurden.

2.4.1 Kontaktwinkelmessung

Die Messung des Kontaktwinkels gibt Aufschluss Uber die Benetzbarkeit einer Oberflache, mit der
sich ihre Oberflachenenergie bestimmen ldsst. Der Kontaktwinkel © ist definiert als der Winkel, der
zwischen einer an einen Fllssigkeitstropfen angelegten Tangente und einer Oberflache gebildet wird.
Wenn es sich bei der benetzenden Flissigkeit um Wasser handelt, spricht man von hydrophilen oder
hydrophoben Eigenschaften. In Abbildung 24 sind verschiedene Maoglichkeiten illustriert, wie sich ein
Wassertropfen auf einer Oberflache verhalten kann. Eine einheitliche Definition von hydrophil und
hydrophob ist in der Literatur nicht vorhanden.'?>%° Vogler et al. beispielsweise bezeichneten
Oberflichen mit Kontaktwinkeln @ < 65° als hydrophil und solche mit @ > 65° als hydrophob.'?

o) e )

hydrophil hydrophob superhydrophob

Abbildung 24. Wassertropfen auf einer hydrophilen, einer hydrophoben und einer superhydrophoben
Oberflache.

Der Kontaktwinkel wird von den beteiligten Grenzflaichenspannungen zwischen Feststoff und
Flussigkeit ysi, Feststoff und Gasphase ysy, und Flissigkeit und Gasphase yv bestimmt. Die Young-
Gleichung (2) beschreibt den Zusammenhang zwischen diesen GroRen und dem Kontaktwinkel Gy

unter Gleichgewichtsbedingungen.?!
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cos@, = LSL_ VSV 2)
YLv

Diese Gleichung gilt nur fiir eine ideale Oberflache, die glatt, chemisch homogen, inelastisch,
unloslich und inert ist. Nicht ideal sind beispielsweise strukturierte Oberflachen, bei denen die
Rauigkeit der Oberflache beriicksichtigt werden muss. Ein Zusammenhang zwischen dem Young-
Kontaktwinkel und dem Faktor r, der bei strukturierten Substraten das Verhaltnis von tatsachlicher

zu projizierter Oberfliche beschreibt, wurde von Wenzel gefunden:?3?
cosBy, =1+ cosBy (3)

Fiir glatte Oberflachen gilt r = 1, fir alle rauen wird r < 1. Aus der Gleichung wird ersichtlich, dass fiir
hydrophobe Materialien (Oy>90°) der makroskopische Kontaktwinkel mit wachsender Rauigkeit

zunimmt, wahrend fiir Oy < 90° eine Abnahme erfolgt.

Diese Zusammenhange gelten nur dann, wenn die Fliissigkeit die Oberflache vollstandig benetzt,
dieses homogene Benetzungsverhalten ist in Abbildung 25 A gezeigt.

A. B.

Abbildung 25. Veranschaulichung der Benetzung von rauen Oberflichen. A. Beim Wenzel-Modell wird die
Luft aus den Zwischenrdumen verdrangt und die gesamte Oberfliche benetzt. B. Beim Cassie-Baxter-Modell
bleibt die Luft in den Zwischenraumen erhalten.

Bei heterogenem Benetzungsverhalten, bei dem die Flissigkeit die Luft zwischen den Strukturen, wie

in Abbildung 25 B gezeigt ,nicht verdrangt, gilt fiir den Kontaktwinkel nach Cassie-Baxter: %3
cosOcp =1 for - cosby — (1 — fs1). (4)

Die Anteile des Festkorpers unter der Flussigkeit f;; werden hier separat von den unbenetzten
Anteilen f, betrachtet, es gilt f>+fi=1.

2.4.2 Ellipsometrie

Die Ellipsometrie ist ein Verfahren zur Bestimmung der optischen Eigenschaften von diinnen Filmen
auf reflektierenden Substraten und beruht auf der Anderung der Polarisation von Licht beim
Durchgang durch Materie. Durch deren Abhéangigkeit von der durch das Material zurickgelegten

Wegldnge kénnen die Schichtdicken solcher Filme bestimmt werden.

Licht kann als elektromagnetische Welle beschrieben werden, deren elektrische und magnetische
Feldvektoren senkrecht zur Ausbreitungsrichtung und orthogonal zueinander orientiert sind. Im
Folgenden ist es ausreichend, nur den elektrischen Feldvektor (E-Feldvektor) zu betrachten. Bei
unpolarisiertem Licht haben die E-Feldvektoren verschiedener Wellen und deren Phasen keine feste
Beziehung zueinander. In der Ellipsometrie wird linear polarisiertes Licht verwendet, das wiederum
aus zwei senkrecht zueinander stehenden linear polarisierten Teilstrahlen Es und E, gleicher Phase

dargestellt werden kann (Abbildung 26 A). Sind die Phasen von Es und E, bei gleicher Amplitude um
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90 ° verschoben, ist die Polarisation der auslaufenden Welle zirkular. Bei jeder anderen
Phasenverschiebung spricht man von einer elliptischen Polarisation, was zur Namensgebung der

Ellipsometrie fhrte.

Bei der Wechselwirkung von Licht mit Materie wird ein Teil reflektiert und ein Teil transmittiert, wie
in Abbildung 26 B gezeigt. Die Fresnel’schen Reflexionskoeffizienten beschreiben das Verhaltnis von
reflektierter zu einfallender Amplitude eines Lichtstrahls, der unter dem Einfallwinkel ©; auf die
Oberflache trifft und mit dem Winkel @, im Material gebrochen wird. Dabei wird in den parallelen

(ro) und senkrechten (rs) Anteil separiert, ny sind dabei die Brechungsindizes des jeweiligen Materials:

j = M2i€0S01-M1 €050y N1-C0S 01 —N5°COS O, (5, 6)
= = 3 »

P n,cos0,+n,-cos@,’ S nycos0,+n,cos0,

A. B. C.

Oberflachennormale :
E ! :

1

1
g; 1 4’
E \91: / Einfallsebene

N~

reflektierende Oberflache

Film d
v
Substrat

Abbildung 26. Modell der Reflexion und Transmission an A. an einer idealen reflektierenden Grenzflache mit
Kennzeichnung der Oberflaichennormalen und der Einfallsebene, B. einer realen Grenzfliche und C. einem
Film auf einem Substrat. Bilder in Anlehnung an Tompkins, A User’s Guide to Ellipsometry, 1993.23*

Handelt es sich um ein Mehrschichtensystem, kommt es an jeder Grenzflaiche zu Reflexion und
Transmission (Abbildung 26 C) und zur Wechselwirkung der verschiedenen reflektierten Wellen.
Unter Beriicksichtigung der Reflexionskoeffizienten zwischen den Materialien x und y (der rpxyund

1Y) beschreiben die totalen Reflektionskoeffizienten

_ rplZ + rp23 . e(=i2B) _ 112 4 123 . o(-i2B) 7.8)
P14+ 2B e(-26) 1+ rd?r23 . e(-12B)
wieder das Verhaltnis von einfallender zu reflektierter Amplitude. Die Filmphasendicke £
d
b =2m (I) n, - coso, (9)

enthalt die gesuchte Schichtdicke d.

Senkrecht und parallel zur Einfallsebene polarisiertes Licht wird also materialabhangig
unterschiedlich reflektiert, was man sich in der Ellipsometrie zu Nutze macht. Gemessen werden die
Anderung der Phasendifferenz zwischen einfallendem und reflektiertem Licht A und das Verhiltnis

[Ro]

. In der Grund-
[Rs|

der in senkrechten und parallelen Anteil separierten Amplitudenanteile tan(¥) =
gleichung der Ellipsometrie
p = tan(y) - e'4 (10)

wird das Verhiltnis dieser beiden MessgréRen beschrieben. Uber die totalen Reflektionskoeffizienten

ist darin die Information Uber die optischen Eigenschaften des untersuchten Films enthalten.
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Die zuganglichen physikalischen GroBen werden in Modellrechnungen so angepasst, dass der
wellenlangenabhangige gemessene Verlauf beschrieben wird. Prinzipiell kénnen dadurch die
optischen Eigenschaften (Brechungsindex und Extinktionskoeffizient) und Schichtdicke eines Films
bestimmet werden. Bei sehr diinnen Filmen (< 50 A) miissen dafir zundchst Annahmen zu einem der
beiden Parameter gemacht werden, um den anderen bestimmen zu kodnnen. Im Fall von
transparenten (Extinktionskoeffizient k =0) organischen Medien wird fir den wellenldngen-

abhéangigen Verlauf des Brechungsindexes n(A) hiufig das Cauchy-Modell zugrunde gelegt:%°

11
B C (11)

Tl(/l) =A+ ﬁ + F
Im Fall organischer Monolagen kann fiir A = 1,45 angenommen werden, dieser Wert liegt im Bereich
der typischen Brechungsindizes von Alkanthiolen.?*® Fiir die anderen beiden Cauchy-Parameter

wurden in dieser Arbeit B = 0,01 und fiir C = 0 angenommen.

In Abbildung 27 ist schematisch der typische Messaufbau eines Ellipsometers mit rotierendem
Analysator gezeigt. Das von der Quelle erzeugte Licht ist zundchst unpolarisiert. In einem Polarisator
wird es linear polarisiert und anschlieBend auf der Probe reflektiert. Der Polarisationszustand des
reflektierten Strahls wird von einem rotierenden Polaristionsfilter analysiert und anschlieBend
detektiert.

rotierender
Polarisator Analysator

Lichtquelle Detektor

_— reflektiertes Licht =

einfallendes Licht
linear polarisiert elliptisch polarisiert

Abbildung 27. Schematischer Aufbau eines Ellipsometers. Angelehnt an J.A. Woollam, Ellipsometry
Tutorial.?’

2.4.3 Rontgenphotoelektronenspektroskopie (XPS)

Die Rontgenphotoelektronenspektroskopie (engl. X-Ray Photoelectron Spectroscopy, XPS) ist eine
analytische Technik zur Untersuchung der elementaren Zusammensetzung von Oberflachen. Sie
basiert auf dem 1905 von Einstein erklarten duBeren photoelektrischen Effekt, der darauf beruht,
dass elektromagnetische Strahlung geeigneter Wellenlange Photoelektronen aus Materialien
herauslésen kann. Die kinetische Energie Exn, Uber die diese emittierten Elektronen dann verfiigen,
ist charakteristisch fur das Elementorbital aus dem sie stammen. Der Zusammenhang mit der
Bindungsenergie Es des Orbitals und der Anregungsenergie hv wird durch die Einstein-Gleichung

beschrieben:
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Neben dem Elementorbital hdngt die genaue Bindungsenergie auBerdem von der chemischen
Umgebung des jeweiligen Atoms ab. Oxidationsstufe, Hybridisierungszustand und Bindungspartner
beeinflussen diese chemische Verschiebung, die sich in der Bezeichnung ESCA (engl. electron
spectroscopy for chemical analysis, Elektronenspektroskopie zur chemischen Analyse), wie die XP-
Spektroskopie auch genannt wird, zeigt. Durch die Verwendung weicher Rontgenstrahlung im
Bereich weniger keV wird die Oberflachensensitivitat der Methode gewahrleistet. Die begrenzte
mittlere freie Weglange von Elektronen in Festkérpern bestimmt die Informationstiefe, die

typischerweise ~ 10 nm betragt.

In Abbildung 28 sind die beteiligten Energieniveaus eines Atoms bei der Wechselwirkung mit einem
Rontgenphoton schematisch zusammengefasst. AuBerdem werden die Energien der moglichen
emittierten Teilchen und weitere dadurch mogliche Spektroskopiemethoden gezeigt. Der primare
Prozess ist die Emission eines Photoelektrons (Abbildung 28 A). Dessen kinetische Energie ist bei der
XP-Spektroskopie noch um die Austrittsarbeit des Gerdtes @ vermindert. Der zuriickbleibende
angeregte Zustand hat nur eine kurze Lebensdauer, die Relaxation kann durch Rontgenfluoreszenz
(Abbildung 28 B) oder die Emission eines sog. Auger-Elektrons (Abbildung 28 C), erfolgen. Die
Rontgenfluoreszenz macht man sich bei der Rontgenfluoreszenzanalyse (RFA) zunutze, die im
Gegensatz zur Photoelektronenspektroskopie nicht oberflachensensitiv ist. Beim Auger-Prozess sind
neben dem urspriinglich emittierten Photoelektron noch 2 weitere Elektronen beteiligt. Das anfangs
entstandene Loch in der Elektronenkonfiguration wird durch ein Elektron aus einem héheren Niveau
aufgefillt. Die dabei frei werdende Energie AEx wird auf ein weiteres, hoher liegendes Elektron
Ubertragen. Die kinetische Energie Eauy dieses Auger-Elektrons ist demnach, im Gegensatz zu den
primar emittierten Photoelektronen, unabhangig von der urspriinglichen Anregungsenergie. Auch die
Auger-Elektronenspektroskopie (AES) kann zur oberflichensensitiven Identifizierung der

elementaren Zusammensetzung herangezogen werden.

A. Ekin:hV_EB_¢ B. th:AEx C. EAug:AEA_EBZ_¢
R
E ool L L
vac :® h\]x CDI EVaC
: Er - "
SRSSS eree .
;SZ—‘—.— o B ATE A v
: l v y X A\f,“ \:/
1ls—o—e— ——0— ——0—

XPS RFA AES

Abbildung 28. Beteiligte Energieniveaus bei Anregung (A) und Relaxation (B und C) eines Atoms durch
Rontgenstrahlung und deren spektroskopische Anwendung. A. Anregung eines Photoelektrons durch ein
Rontgenquant, die Photoelektronen werden bei der XP-Spektroskopie (XPS) detektiert B. Relaxation durch
Rontgenfluoreszenz, genutzt bei der Rontgenfluoreszenzanalyse (RFA) C. Relaxation durch Emission eines
Auger-Elektrons, genutzt bei der Auger-Elektronenspektroskopie (AES). Er-— Fermi-Energienieveau, Eyac-
Vakuumenergie. Abbildung nach Meyerbroker, Dissertation 2012.238

Die Energie der Photoelektronen dagegen nimmt bei steigender Anregungsenergie nach
Gleichung (12) zu. Dadurch eroffnet sich die Moglichkeit, durch variierende Anregungsenergien

unterschiedliche Oberflachensensitivitdten zu erreichen, da die Informationstiefe mit abnehmender
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Energie der Elektronen ebenfalls abnimmt. Diese wird nicht durch die relativ grolRe Eindringtiefe der
Rontgenstrahlung bestimmt (1 um und mehr im verwendeten Energiebereich), sondern durch die
deutlich geringe mittlere freie Weglange der Elektronen im Material. Die typische Informationstiefe

bei der XPS liegt dadurch im Bereich von 10 nm.

Energieniveaus, deren Bindungsenergie kleiner als die verwendete Anregungsstrahlung ist, kdnnen
angeregt werden. Allerdings ist fiir das Entstehen eines Signals nicht nur die Anwesenheit eines
Elements, sondern auch der Wirkungsquerschnitt o des jeweiligen Energieniveaus von Bedeutung.
Diese Wahrscheinlichkeit der Wechselwirkung des einfallenden Photons mit dem kernnahen Elektron
ist prinzipiell umso gréRer, je dhnlicher sich die Energien von Rontgenquant und Orbitalniveau sind.

In XP-Spektren sind daher nicht alle méglichen Photoelektronen sichtbar.

Ein weiterer Effekt, der bei der Auswertung von aufgenommenen Spektren beachtet werden muss,
ist die durch die Spin-Bahn-Kopplung verursachte Multiplett-Aufspaltung von Signalen aus
Energienieveaus mit Bahndrehimpulsquantenzahlen L >0 (sprich p-, d- und f-Orbitalen). Durch die
zwei moglichen Spinzustdande s sind solche Niveaus in zwei energetisch unterschiedliche Zustdnde
aufgespalten. Da ihre Besetzung nicht entartet ist, sind die resultierenden Signale unterschiedlich
intensiv. Die Grofle der L-s-Kopplung hangt von der Kernladungszahl ab und ist daher fir leichte

Elemente oft zu klein, um aufgeldst zu werden.

Der generelle Aufbau eines XP-

Hemisphérischer Spektrometers ist in Abbildung 29

Energieanalysator skizziert. Die zu untersuchende Probe

E Detektor typischerweise < 107 mbar), um einerseits
eine  Probenkontamination und die

Linsen

Rontgenquelle ) )
Wechselwirkung der Photoelektronen mit

der Umgebungsluft zu verhindern und

zum anderen den Betrieb der Rontgen-

Probenkammer (UHV) guelle zu ermoglichen. Als Anregungs-

Abbildung  29.  Schematischer ~ Aufbau eines XP- strahlung werden haufig die Kq-Linien von
Spektrometers. Roéntgenstrahlung erzeugt in der Probe
Photoelektronen, die durch ein Linsensystem in den
hemisphéarischen Energieanalysator fokussiert werden. Nur  (1486,6 eV) verwendet, deren geringe
Elektronen mit bestimmter kinetischer Energie konnen den
Analysator passieren und detektiert werden.

Magnesium (1253,6 eV) oder Aluminium

Energie eine hohe Oberflachensensitivitat
gewahrleistet. Die emittierten Photo-
elektronen werden durch eine Elektronenoptik in den Energieanalysator fokussiert. Dieser besteht
haufig aus zwei konzentrischen Halbkugeln, zwischen denen ein elektrisches Feld herrscht. Dadurch
werden die Elektronen auf Kreisbahnen gelenkt, deren Radius von ihrer kinetischen Energie abhangt.
Nur Elektronen einer bestimmten kinetischen Energie (Passenergie) kdnnen den Ausgangsschlitz
passieren und gelangen zum Detektor. Dort wird die energieabhédngige Anzahl der auftreffenden

Elektronen detektiert.

Neben der qualitativen Identifikation von Elementen erlaubt die XPS auch quantitative Analysen zur

stochiometrischen Zusammensetzung und Schichtdicke eines Films. Eine wichtige GroRe in der
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guantitativen Auswertung ist die experimentell bestimmbare Abschwéachldange A (engl. attenuation
length). Diese gibt an, nach welcher zuriickgelegten Wegstrecke die Intensitdt der Photoelektronen
auf 1/e abgeschwaécht wird. Sie ist zum einen von der Energie der Elektoren und zum anderen von
der Art des Materials abhangig. Hier spielen Struktur und Dichte des Materials eine Rolle. Fiir die
Abschwachung durch diinne organische Filme kann sie aus der von Seah ermittelten empirischen

Gleichung berechnet werden:*°
A=49-E2 +0,11/Epy, (13)

Alternativ kann sie aus dem Vergleich der Orbitalsignale eines Elementes bei Abschwachung durch
verschiedene Filme bekannter Schichtdicken ermittelt werden. Dafliir bieten sich beispielsweise SAMs
mit unterschiedlich langen Alkylketten auf Gold an, bei denen dann die Intensitdten der 4p-, 4f- und

4d-Orbitalsignale vermessen werden kénnen.2*
Die Intensitat / eines Signals j des Elementes i ist neben der Konzentration n von einer Reihe weiterer

GroRen abhangig:

—Z

d
Iij = KT(Ekln)Ll](y)o-L] f(ni(z)eﬂijcosﬁ)dz (14)
0

K ist eine Geratekonstante, T die energieabhangige Transmissionsfunktion des Analysators, L ein
Orbitalsymmetriefaktor des jeweiligen Energieniveaus, z der Abstand zur Oberflache, A die mittlere
freie Wegldange und & der Austrittswinkel relativ zur Oberflichennormalen. Meist wird nicht die
absolute Konzentration eines einzelnen Elementes bestimmt, sondern das Verhaltnis zweier
Elemente A und B mit den Konzentrationen Na und Ns. Im Fall der gleichmaRigen Verteilung in der

untersuchten Schicht lasst sich dieses Verhaltnis mit

“a..2. (15)
beschreiben. Die Signalintensititen I/ werden dafiir mit den Wirkungsquerschnitten oyx und
Abschwachlangen Ay korrigiert. Im Fall von geordneten Schichten, wie beispielsweise SAMs, muss
neben der Selbstabschwachung auch die Abschwéachung dariber liegender Schichten beachtet
werden:

54

&_ IA Op dA e (16)

Ng Iy o4 A . (&

B B 04 M _ e( /1,4)

Wenn ein Film, der dlnner ist als die zur Verfliigung stehende Informationstiefe, sich auf einem
deutlich dickeren Substrat befindet, kann durch die filmbedingte Abschwachung des Substratsignals

dessen Schichtdicke d bestimmt werden. Die Dicke eines Films

I
d=21"cosV In—> (17)

I(d)
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kann nach Lambert Beer mit dem Signal des unbeschichteten Substrates /o und der Signalintensitat
I(d) mit Film in Beziehung gesetzt werden. 9 beschreibt in diesem Fall den Winkel zwischen der

Oberflachennormalen und dem Detektor.

2.4.4 Rasterkraftmikroskopie

Detektor Die  Rasterkraftmikroskopie  (engl. ,atomic  force

und Elektronik microscopy”, AFM) ist ein bildgebendes

Rastersondenverfahren, mit dem die Topographie von

Oberflachen mit Nanometer-Auflésung abgebildet werden

kann.

Im Gegensatz zur verwandten Rastertunnelmikroskopie

(engl. ,,scanning tunelling microycopy”, STM) kénnen auch

Piezo-Scanner

nichtleitende Proben untersucht werden, was das

Anwendungsspektrum stark erweitert.?41-242

Abbildung 30.  Schematischer  Aufbau  per prinzipielle Aufbau ist in Abbildung 30 gezeigt. Mit
eines Rasterkraftmikroskops. . . . . ) .
einer feinen an einem Triger befestigten Spitze
(Cantilever), wird die zu untersuchende Oberflache in geringem Abstand abgerastert. Probe und
Cantilever werden dabei von piezoelektrischen Elementen bewegt. Auf den Cantilever ist ein Laser
gerichtet, dessen Reflektion von einer Photodiode detektiert wird. Dieses Signal wird zur

Bestimmung der Auslenkung des Cantilevers und damit der Spitzenposition genutzt.

Bei der Annaherung der Spitze an die Probe wirken zundchst attraktive, bei kleiner werdendem

Abstand dominieren abstoBende Krafte, beschrieben durch das Lennard-Jones-Potential.

Zur Untersuchung der Topographie einer Oberflache existieren verschiedene Messmodi. Beim
Kontaktmodus wird die Spitze im Bereich der abstoBenden Wechselwirkungen tber die Oberflache
gefiihrt. Dabei unterscheidet man zwischen dem Festhalten der z-Position (,constant height*-
Modus), wobei topographische Anderungen direkt zu einer Verdnderung der Héhenposition der
Spitze fihren und dem ,constant force“-Modus, bei dem die Wechselwirkung zwischen Spitze und
Oberflache Uber eine automatische Nachregelungs-Schleife konstant gehalten werden. In beiden
Fillen besteht ein permanenter physischer Kontakt, was bei empfindlichen Proben zu
Beschadigungen flihren kann. Um diese Berlihrung zu minimieren, aber dennoch nicht im Bereich
sehr schwacher Wechselwirkungen operieren zu missen, kann der ,tapping“-Modus genutzt
werden, bei dem die Spitze nahe ihrer Eigenfrequenz zum Schwingen angeregt wird und die
Oberflache nur leicht am Umkehrpunkt der Schwingung berthrt. Durch die Wechselwirkungen mit
der Probe wird die Schwingungsamplitude gedampft. Die Detektion der Topographie erfolgt durch
das Konstanthalten dieser Amplitude durch Nachregelung der z-Position der Spitze. Neben der
topographischen Information ist dabei auch der Phasenunterschied zwischen Anregungs- und
Cantileverfrequenz zugénglich, der Informationen lber die Wechselwirkungen zwischen Probe und
Spitze enthadlt. So konnen beispielsweise unterschiedliche Viskoelastizititen einer Probe im

Phasenbild sichtbar gemacht werden.?*!
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3.1 HERSTELLUNG VON LOSUNGEN

3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Herstellung von Losungen

Deionisiertes Wasser wurde zusatzlich mit einem Milli-Q® Plus System (Millipore, Schwalbach,
Deutschland) gereinigt.

Zur Herstellung einer 10 mM-Lésung von 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
(HEPES) wurden 2,38 g des Salzes in 1 L Milli-Q®-Wasser gelost.

10x konzentriertes PBS wurde von gibco (life technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) bezogen
und 10x verdiinnt.

Zur Herstellung von kommerziellem kiinstlichem Meerwasser (engl. ,artificial seawater”, ASW)
wurde den Herstellerangaben folgend 33,4 g Instant Ocean-Salz (Instant Ocean, Blacksburg, VA,
USA)) in 1 L Milli-Q® Wasser gelost.

Kinstliches Seewasser (engl. ,seawater”, SW) wurde nach dem Rezept von Kester hergestellt
(Tabelle 2).2* Die Salze wurden dafir in 1 L Milli-Q®-Wasser gelést. Vor Verwendung wurde das SW
durch einen Spritzenfilter (0,45 um PorengrdRe) gefiltert.

Tabelle 2. Mengen der verwendeten Salze zur Herstellung von kiinstlichem Seewasser (SW) nach
Kester et al.?*3

Salz [g17]

Natriumchlorid (NaCl) 23,93
Natriumsulfat (Na2S04) 4,01
Kaliumchlorid (KCI) 0,67
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs) 0,20
Kaliumbromid (KBr) 0,10
Magnesiumdichlorid-Hexahydrat (MgCl,-6H,0) 10,80
Calciumdichlorid-Dihydrat (CaCl,-2H,0) 1,47

CASO Bouillon wurde den Herstellerangaben (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) folgend hergestellt,

das fertige Kulturmedium enthielt die folgenden Bestandteile:

(o8}
6)]
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Tabelle 3. Bestandteile der CASO Bouillon.

[g17]
Pepton aus Casein 17
Pepton aus Soja 3
Natriumchlorid (NaCl) 5
Kaliumhydrogenphosphat (K;HPO,) 2,5
Glukose-Monohydrat 2,5

M9 Medium wurde durch Lésen der in Tabelle 4 angegeben Bestandteile in Milli-Q®-Wasser

hergestellt. Sowohl CASO als auch M9-Medien wurden nach der Herstellung sterilisiert.

Tabelle 4. Bestandteile des M9-Mediums.

[g17]
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,) 6
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PQ,) 3
Natriumchlorid (NaCl) 0,5
Ammoniumchloridc (NH4Cl) 1
Glukose 0,4
Magnesiumsulfat (MgSQ0a4) 0,12
Calciumchlorid (CaCl,) 0,01

3.2 Oberflichenpraparation

3.2.1 Selbst-assemblierte Monolagen (SAMs)
Selbst-assemblierte  Monolagen (SAMs) wurden auf Gold (Au)-Substraten (G. ALBERT, PVD-

Beschichtungen, Silz, Deutschland) prapariert. Je nach spaterer Verwendung wurden dafir Si-Wafer
oder ultraglatte Glassubstrate (NexterionB®, Schott, Mainz, Deutschland) verwendet. Fir die Au-
Beschichtung wurden im Hochvakuum (2 x 107 mbar) zunichst 5nm Titan als Haftvermittler
aufgedampft, anschlieRend folgten mit einer Abscheiderate von 0,5 nm-s? 30 nm polykristallines Au
(99,9 % Reinheit). Die Rauigkeit der so erhaltenen Goldoberflache war im quadratischen Mittelwert

nicht gréer als 1 nm. Bis zur Verwendung wurden sie in einer Ar-Atmosphare aufbewahrt.

Unmittelbar vor der Weiterverwendung wurden die Au-Substrate zur Reinigung flir 1,5 h mit einer
Ozon-generierenden UV-Lampe bestrahlt (150 W Quecksilberdampflampe, TQ150, Heraeus
Noblelight GmbH, Hanau, Deutschland) und anschlieBend 3 min in Ethanol p.a. im Ultraschallbad

behandelt. Nach Abspilen mit Ethanol p.a. und Trocknen mit N, wurden alle Au-Substrate
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ellipsometrisch vermessen. Fir die anschlieRende Praparation wurden je nach SAM verschiedene
Konzentrationen des Thiols und Einlegezeiten gewahlt (Tabelle 5). Zur Herstellung der Lésungen fir
gemischte SAMs wurden zunédchst die reinen Komponenten in der jeweiligen Konzentration gel6st

und diese Losungen anschlieBend in den entsprechenden Verhaltnissen gemischt.

Tabelle 5. Praparationsbedingungen fiir die Selbst-Assemblierung der verschiedenen Thiole.

Abkirzung Konzentration ¢ Einlegezeit t
Thiol

[mM] [h]

1-Dodecanthiol DDT 1 24

11-Hydroxy-1-undecanthiol HUDT 1 24

Hydroxy-PEG2000-thiol PEG 0,5 48

11-(Mercaptoundecyl)-N,N,N-
TMAT 1/0,2 24 /48
trimethylammoniumchlorid

Natrium-11-1(Mercaptoundecyl)-sulfonat SAT 1/0,2 24 /48
11-(Mercaptoundecyl)-carbonsaure MUDA 1/0,2 (+0,37% NHs) 24 /48
11-(Mercaproundecy)l-phosphonsaure MUPA 1/0,2 24 /48

11-(Mercaproundecyl)-carboxybetain CB 1 24

11-(Mercaproundecyl)-sulfobetain SB 1 24

Hydroxy-x-ethylene-glykol-1-undecanthiol EGx 1 24

Nach der Einlegezeit wurden die Substrate mit Ethanol p.a. abgespilt, 3 min in Ethanol p.a. im
Ultraschallbad behandelt, erneut mit Ethanol p.a. abgespiilt und abschlieBend mit N, getrocknet.
Direkt nach der Prdparation wurden fir alle Proben Kontaktwinkel und Schichtdicke (mittels

Ellipsometrie) bestimmt und bis zur weiteren Verwendung in einer Ar-Atmosphare aufbewahrt.

Die verwendeten ethylenglykol-terminierten Thiole sind literaturbekannt.?¥%257 Auf ihre
Charakterisierung durch Ellipsometrie und Messung des statischen Wasserkontaktwinkels wird daher

spater nicht mehr eingegangen, die Ergebnisse der Messungen sind in Tabelle 6 zusammengefasst.
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Tabelle 6. Durch spektrale Ellipsometrie bestimmte Schichtdicken d und statische Wasserkontaktwinkel ©
der ethylenglykolterminierten SAMs.

d [A] 0[]

+2 +2
EG, 14 30
EGs 19 32
EGe 26 34
EG1 41 32
PEG 46 28

3.2.2 Polysaccharide

Die Praparation der Polysaccharid-Oberflachen erfolgte auf Silizium-Wafern oder Glassubstraten
(NexterionB®, Schott, Mainz, Deutschland). Die Wafer wurden in die gewtlinschte GrofRe gebrochen
und durch Ultraschall-Behandlung (Typ TRUSRO70, Triton) in Losungsmitteln steigender Polaritat
(Toluol < Essigester (EE) < Ethanol p.a. < Milli-Q Wasser, jeweils 30 s) gereinigt. Glassubstrate wurden

ohne weitere Reinigung direkt verwendet.

Die Substrate wurden zunachst im Sauerstoffplasma aktiviert (O,-Druck 0.4 mbar, 3 min, 150 W, Pico,
Diener, Ebhausen, Deutschland). Die aktivierten Substrate wurden unter N;-Atmosphare mit einer
5 Vol.-%-Losung von 3-Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS) in Aceton Uberschichtet, die Reaktion
erfolgte bei Raumtemperatur fir 30 min im Ultraschallbad. Zur Reinigung wurden sie mit Aceton
abgesplilt und fur je 20s in EE, Ethanol und Milli-Q® Wasser im Ultraschallbad gereinigt.

AbschlieBRend wurden sie mit Milli-Q®-Wasser abgespiilt und im N»-Strom getrocknet.

OMe
Me0-si” " "NH, ‘
—OH OMe *O*Si/\/\NHZ
0,-Plasma | |—OH Aceton (‘)

Abbildung 31. Schema der Beschichtung der Substrate mit APTMS.

Die Kopplung der Polysaccharide (PS) erfolgte direkt im Anschluss. Die PS wurden zunachst in HEPES-
Puffer gelést (1 mgmL?), nach 1,5h wurden zur Aktivierung der Carboxylgruppen N-(3-
dimethylpropyl)-N“ethylcarbodiimid (EDC, 0,05M) und N-Hydroxysuccinimid (NHS, 0,01 M)
zugegeben. Nach weiteren 15 min wurden die APTMS-beschichteten Substrate mit dieser Losung
Uberschichtet, die Reaktion erfolgte bei Raumtemperatur auf einem Schitteltisch (65 rpm). Die
Kopplung wurde nach 18 h durch Spilen mit der 8-fachen Menge deionisierten Wassers beendet. Zur
vollstandigen Entfernung physisorbierter Polymere verblieben die Proben fiir weitere 2 d im Wasser,

welches taglich ausgetauscht wurde. SchlieBlich wurden die Proben mit Milli-Q®-Wasser abgespilt
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und bis zur weiteren Verwendung unter Milli-Q®-Wasser aufbewahrt oder fir die Charakterisierung

im N,-Strom getrocknet.

B
o
OH
\ | o
—0—si”>"NH, PO —0—si \/\”)K 2
' 1.in HEPES '

e} ALl iy O 0
| 2. EDC/NHS l
—0—si” >""NH, fofsii/\/\u)K s

Abbildung 32. Schema der Kopplung der PS an APTMS-beschichtete Substrate.

Zur Modifizierung der immobilisierten Polysaccharide wurden diese zundchst mit einer Losung aus
EDC (25 mM) und NHS (5 mM) in HEPES Uberschichtet, um freie Carboxylgruppen zu re-aktivieren.
Nach 15 min wurde Trifluorethylamin (TFEA) in HEPES (40 mM im Gesamtvolumen) zugegeben.Die
Reaktion erfolgte fir 18 h bei Raumtemperatur auf einem Schiitteltisch (65 rpm) und wurde duch
Spilen mit der 8-fachen Menge deionisierten Wassers beendet. Die Proben wurden weitere 4 h im
Wasser belassen, abschlieRend mit Milli-Q® Wasser abgesplilt und bis zur weiteren Verwendung

unter Milli-Q®-Wasser aufbewahrt oder fir die Charakterisierung im N,-Strom getrocknet.

0 0 0 0
fo—Si/\/\NA AOH ,O,Si/\/\N)K AN/\CFa
l H o PS 1. EDC/NHS in HEPES l H (ps  H

0 0 o] o] o) 0
7O*Sl‘i/\/\m* AOH 2 TFEA 70*51i/\/\”)K )’LH/\CF?)
Ps pS

Abbildung 33. Schema der Modifizierung der immobilisierten PS mit TFEA.

3.2.3 pHEMA-Beschichtung durch RAFT-Polymerisation
Die Praparation der Poly(hydroxyethylmethacrylat) Substrate (pHEMA) wurde in der Arbeitsgruppe

von PROF. C. BARNER-KOWOLLIK (Institut fiir technische Chemie und Polymerchemie, KIT, Karlsruhe) von

DR. M. ZAMFIR oder DR. N. ZypziAK durchgefiihrt.

Das Kettentransferreagenz zur Immobilisierung (CTA-1) 4-(3-Triethoxysilyl)propylcarbamoyl)-2-
cyanobutan-2-yl-benzodithioat wurde Literaturangaben folgend aus 4-Cyano-4-
(phenylcarbonothioylthio)pentansdaure  (CTA-2) und  3-Aminopropyltriethoxysilan ~ (APTES)

hergestellt.2*

Zur Immobilisierung des CTA-1 wurden Si-Wafer zunachst wie fiir die Polysaccharid-Beschichtung
beschrieben gereinigt und im Sauerstoffplasma aktiviert. Die aktivierten Substrate wurden unter N»-
Atmosphdre mit einer 0,02 M Losung des CTAs in trockenem Toluol lberschichtet. Die Reaktion
erfolgte zunachst fiir 2 h bei 50 °C und anschlieRend (iber Nacht bei RT. Um physisorbiertes und
aggregiertes Silan zu entfernen, wurden die Proben fiir 5 min in Toluol im Ultraschallbad behandelt,

jeweils mit DCM, Ethanol und Aceton abgespiilt und schlieRRlich im N,-Strom getrocknet.
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Abbildung 34. Schema der Immobilisierung des CTA-1 auf aktivierten Si-Wafern.

Fiir die Polymerisation wurden die CTA-1-beschichteten Proben in Glasflaschchen mit luftdichtem
Septum platziert und fiir 1 h mit trockenem N; gespilt. Wahrend dessen wurde eine Lésung aus
HEMA (16,3 mmol, 1735eq.), 2,2‘-Azo-bis-(butyronitril) (AIBN, 9,4 umol, 1eq.) und CTA-2 (in
variierenden Konzentrationen) in 15 mlL Losungsmittel (Dioxan und H>O in verschiedenen
Mischungsverhaltnissen) durch 3 ,freeze-pump-thaw” Zyklen (Einfrieren der Lésung, Evakuierung des
Kolbens und anschlieRendes Auftauen des abgeschlossenen Systems) entgast. 1,5 mL dieser
Reaktionsmischung wurden unter Schutzgas in jedes Gldschen transferiert. Die Polymerisation fand
bei 80 °C statt. Nach der gewlinschten Reaktionszeit wurde die Reaktion durch Quenchen im Eisbad

gestoppt, die Substrate wurden mit DMF, Wasser und Aceton abgespiilt und im N»-Strom getrocknet.

OH
S T S o oH
QEt S QEt S
CN s ; CN
OFt Dioxan/Wasser OFt S
o  AIBN

S
0
CN s

Abbildung 35. Schema der RAFT-Polymerisation auf CTA-beschichteten Si-Wafern.

3.3 Charakterisierung

3.3.1 Kontaktwinkel-Goniometrie

Da die zu charakterisierenden Oberflachen chemisch homogen und glatt waren, wurde der statische
Kontaktwinkel gemessen. Alle Messungen fanden unter Normalbedingungen statt. Fir die
Polysaccharid- und pHEMA-Oberflachen wurde ein in der Arbeitsgruppe angefertigtes Goniometer
verwendet. Dazu wurden ~ 20 pL Milli-Q®-Wasser auf die zu untersuchende Oberflache aufgebracht,
der Wassertropfen nach Entfernen der Kapillare per Videodigitalisierung aufgenommen und mit der
Young-Gleichung angepasst. Fiir die SAMs wurde ein DSA100-Goniometer (Kriiss, Hamburg,
Deutschland) verwendet. Hier wurde nach dem Dosieren von 3 pL Milli-Q®-Wasser mit einer

Geschwindigkeit von 10 puL mint der Kontaktwinkel mit der Herstellersoftware DSA3 bestimmt.

3.3.2 Spektrale Ellipsometrie

Ellipsometrische Messungen wurden an einem M-44 (J.A. Woollam Co., Lincoln, USA) mit
polychromatischer Xe-Bogenlampe durchgefiihrt. Bei einem konstanten Einfallswinkel von 75 °

wurden im Wellenldngenbereich von (280 - 800) nm die optischen Eigenschaften der Filme bestimmt.
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3.3 CHARAKTERISIERUNG

Schichtdicken wurden mit Hilfe der Herstellersoftware WVase 32 ermittelt. Daflir wurde ein
Schichtmodell, bestehend aus Substrat (,void‘) und Cauchy-Schicht angenommen. Als Cauchy-

Parameter wurden A = 1,45, B=0,01 und C = 0 verwendet.

3.3.3 Rontgen-Photoelektronen-Spektroskopie (XPS)

Rontgen-Photoelektronenspektren wurden an einem MAX200-Spektrometer (Leybold-Heraeus, Koln,
Deutschland) mit einer nicht-monochromatisierten Mg-Anode (K, = 1253,6 eV, Halbwertsbreite, engl.
full width at half maximum, FWHM =0,7 eV) als Quelle aufgenommen. Nach Aufnahme eines
Ubersichtsspektrums wurden die relevanten Signale identifiziert und in einem schmaleren

Energiebereich aufgenommen (Tabelle 7).

Tabelle 7. Gerate-Parameter der XPS-Messungen.

Energiebereich  Schrittweite Verweildauer Passenergie

Spektrum Scans
[eV] [eV] [ms] [eV]

Ubersicht 1000 - -5 0,4 10 96 4
Si2p 110-90 0,2 100 48 8
Au 4f 100-70 0,2 40 48 6
C1ls 300 - 270 0,2 100 48 12
N 1s 410-392 0,2 100 48 15
01s 540 - 525 0,1 100 48 10

F1s 695 - 676 0,2 100 48 10
S2p 175 - 150 0,2 250 48 15
P2p 140 - 125 0,2 250 48 15
Ca2p 360 - 340 0,2 200 48 20

Die Auswertung der Spektren erfolgte mit dem Programm XPS Peak 4.1. Auf Si-Substraten
aufgenommene Spektren wurden auf das Si 2p-Signal von SiO; bei 103,4 eV normiert, auf Gold
aufgenommene Spektren auf das Au 4f-Signal bei 84,0 eV. Es wurde eine Untergrundkorrektur nach
Shirley vorgenommen,?®® die Signale wurden mit einer symmetrischen Voigt-Funktion mit einem
Lorentz-zu-GauR-Verhdltnis von 4:1 angepasst. Zur quantitativen Auswertung wurden die in
Tabelle 8 aufgelisteten Wirkungsquerschnitte o, Dublettaufspaltungen und Abschwachlangen A

verwendet.
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Tabelle 8. Bei der Auswertung der aufgenommenen XP-Spektren angenommenen Parameter fiir die
Verwendung einer Mg Anode (1253,5eV). Auf den von C1s normierte Wirkungsquerschnitte o,2%
Dublettaufspaltungen,?®® kinetische Energien der Photoelektronen und Abschwichlingen A in einem diinnen
organischen Film.23%-240

Au 4f Si 2p Cls N 1s F1s S2p P2p Ca2p

o 18,98 0,86 1 1,77 4,27 1,73 1,23 5,15

Dublettaufspaltung

3,65 - - - - 1,2 0,85 3,5
[eV]

Kinetische Energie

(V] 1169,5 1150,1  969,5 853,5 568,5 1091,5 1120,3 905,0
e

A [A] nach Bain?* 26,1 25,5 21,4 18,7 12,3 24,2 24,8 19,9

A [A] nach Seah?* 37,6 37,3 34,3 32,1 26,2 36,3 36,8 33,1

Fiir A wurden die von N. Meyerbrdker nach der von Bain beschriebenen Methode bestimmte Werte
verwendet.?$82%0 Djeser Parameter beschreibt hier die charakteristische Abschwichung der
Photoelektronen durch einen diinnen organischen Film. Es existieren weitere Methoden, um diese
fir die quantitative Auswertung zentralen Werte zu bestimmen, vergleichend sind daher aulerdem
die nach Seah berechneten Werte (Gleichung (13)) aufgefiihrt. Diese sind im Vergleich systematisch
hoher. Da die Abschwachung der Elektronen durch die Wechselwirkungen mit dem Material
bestimmt wird, durch das sie sich bewegen, deutet diese Erh6hung auf geringere Wechselwirkungen
hin. Das zugrundeliegende Modellmaterial hatte dementsprechend eine geringere Dichte. Da in
dieser Arbeit hauptsachlich dichtgepackte organische Monolagen untersucht wurden und die zuerst
aufgefihrten Werte auRerdem auf experimentellen Daten des verwendeten Spektrometers beruhen,

wurden diese verwendet.

3.34 AFM

AFM-Messungen wurden an einem Dimension3100 mit einem Nanoscope llla-Controller
(Digital Instruments, Santa Barbara, CA, USA) bei Normalbedingungen im Tapping-Modus
durchgefiihrt. Als Cantilever diente eine SisNs;-Spitze.Die Auswertung der aufgenommenen Bilder

erfolgte mit der Herstellersoftware Nanoscope oder mit der freien Software Gwyddion.
3.4 Biologische Experimente

3.4.1 Stabilitatstests

Testoberflichen wurden in gefiltertem (0,45 um-Spritzenfilter) SW (nach Kester,?*® siehe
Abschnitt 3.1) Giber verschiedene Zeitrdume bei RT auf einem Schitteltisch inkubiert. AnschlieRend

wurden sie griindlich mit Milli-Q®-Wasser abgespult und im N»-Strom getrocknet. Die Veranderung
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der Schichtdicke wurde durch spektrale Ellipsometrie bestimmt. Jede Probe wurde vor und nach der

Inkubation an drei verschiedenen Stellen vermessen.

Die Inkubation der pHEMA-Oberflachen in den Bakterienkulturmedien CASO und M9 erfolgte bei

5 °C, um das Wachstum von Mikroorganismen in den Nahrmedien zu reduzieren.

3.4.2 Proteinadsorption

Proteine wurden bei Raumtemperatur in einmal gefiltertem PBS (0,45 um) gelést (2 mg-mL?). Parallel
wurden die zu untersuchenden Proben in PBS (1x, 0,45 um) fir 20 min vorinkubiert. Anschliefend
wurde die klare Proteinlésung zugegeben, die Endkonzentration betrug 1 mg-mL?™. Nach 30 min
Inkubation bei RT auf einem Schitteltisch (65 rpm) wurde der Adsorptionsprozess durch
Uberschwemmen mit der 10-fachen Menge deionisierten Wassers beendet. Beim Entnehmen durch
die Wasser-Luft-Grenzflaiche wurden die Proben vorsichtig mit Milli-Q®-Wasser abgespilt und
anschlieRend im N,-Strom getrocknet. Die Quantifizierung der adsorbierten Proteinschicht erfolgte
mittels spektraler Ellipsometrie als Cauchy-Schicht, gefittet auf einer vor der Inkubation als ,void”
gemessenen Referenzmessung der betreffenden Probe. In Tabelle 9 sind die Eigenschaften der

verwendeten Proteine zusammengefasst.

Tabelle 9. Eigenschaften der verwendeten Proteine.?%’

Protein Molekulargewicht isoelektrischer Punkt radung
[kDa] (pH 7,4)
a’7,7
Fibrinogen 340 B 8,7 -
v 5,5
Albumin 66 5,6 -
Pepsin 35 1,0 -
Pyruvat Kinase 237 7,6 +
Lysozym 15 9,3 +

3.4.3 Mikrofluidische Scherspannungsmessungen

Zur Bestimmung der Adhasionsstarke verschiedener Mikroorganismen wurde ein  von
DR. C. CHRISTOPHIS entwickeltes Mikrofluidiksystem verwendet.?* Der Aufbau des gesamten Systems
bestehend aus Mikroskop, Mediumreservoir, Spritzenpumpe und Kanalsystem, als auch der Aufbau

dieser Kandle, ist schematisch in Abbildung 36 gezeigt.
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= Zu-und Ablauf

PDMS-Kanal
Substrat

3]

(]
Mediumreservoir

Spritzenpumpe Mikroskop, Kamera

Abbildung 36. Schematischer Aufbau des Mikrofluidik- und Kanalsystems. Zur Ubersicht ist nur einer von 4
moglichen Kanilen gezeigt.?*®

Die vier baugleichen Kanile bestanden jeweils aus der zu untersuchenden Oberflache als unterer Teil
(25 mm x 25 mm), auf die mittels einer PDMS-Dichtung (Sylgard 184, Dow Corning, Midland, MI,
USA) und eines Glasdeckels mit zwei Bohrungen ein PDMS-Kanal aufgelegt wurde. Die Bohrungen
dienten zum Anschluss von Zu- und Ablauf-Schldauchen an den Kanal. Das ganze System wurde mittels
Schrauben an eine Objekttischeinsetzplatte fixiert. Der durch dieses Sandwich-System erhaltene
Kanal hatte Dimensionen von ~13 mm x0,9 mm x 140 um (Lange x Breite x Hohe). Die auf der
Einsetzplatte montierten Kanalsysteme wurden in einem inversen Mikroskop (TE-2000-U, Nikon,
Tokio, Japan) installiert. Der Zulauf-Schlauch wurde mit dem Mediumreservoir (N2-Uberdruck von
0,7 bar), verbunden, der Ablauf-Schlauch mit einer Spritzenpumpe (Physik Instrumente GmbH,
Karlsruhe, Deutschland). Die durch die Herstellersoftware Micromove® gesteuerte Pumpe erzeugte
im Anschluss den Fluss im Kanal. Der angelegte Uberdruck kompensierte hierbei den Druckabfall bei
hohen Strémungen.

Vor jedem Experiment wurde das gesamte Kanalsystem mit sterilem ASW fiir ~ 5 min prdinkubiert.
AnschliefRend wurden die Mikroorganismen (Details im jeweiligen Abschnitt) injiziert und nach der
entsprechenden Inkubationszeit auf der zu untersuchenden Oberflaiche mit dem Abrissexperiment
begonnen. Dafir wurde mit einem Selektor der entsprechende Kanal ausgewahlt und die
Pumpengeschwindigkeit stufenweise erhéht, Abbildung 37 A zeigt die Zunahme der Scherspannung T
Uber die gesamte Experimentdauer von 4,5 min. Die Scherspannung

Ty =T;° FX (18)

steigt mit jeder Stufe X ausgehend von einer initialen Scherspannung t mit einem Wachstumsfaktor F

(in allen durchgefiihrten Experimenten 1,26).
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A. B
Njl#-----=-----5-------- {125
1000 | 0 0 l& }nicht adharente
250 __ Organismen _| 49
— 100 & 7 " =
“HE 11 € 200} ".\ &
S 10l E © ", 175 <3
€ Jlo1 g  Z 1s0p | adhirente \ -
k) = - Organismen [ 1so &
W 1 lof 100} & 504 =z
40.01 N,q 0
A {25
0.1 50 Lom
N n
{1E-3 3 -
0.01 . ) ) ) ) (0] S P E PN R UYYN NS . 91 N
o 50 100 150 200 250 0.01 0.1 1 10 100 1000
. -2
Zeit [s] T[dyncm™]

Abbildung 37. A. Zeitlicher Verlauf der Scherspannung bei einem typischen mikrofluidischen
Abrissexperiment mit stufenweiser Erh6hung des Volumenflusses Q alle 5s um 26 %. B. Typischer Verlauf
einer Abrisskurve N(t) zur lllustration der initial adhdrenten Organismen und der kritischen Scherspannung
Ts0.

Der Abriss der Mikroorganismen im Laufe des Experiments wurde mit Hilfe von Videomikroskopie
verfolgt. Der typische Verlauf der Organismenanzahl N(t) mit zunehmender Scherspannung ist in
Abbildung 37 B gezeigt. Die Abrisskurve zeigt zwei quantifizierbare KenngréBen des Experiments. Die
adhadrente Fraktion N.q ist der im Sichtfeld verbleibende Anteil der Organismen Ny nach Erreichen
einer geringen Scherspannung von ~ 0,05 dyn-cm. Die kritische Scherspannung tso kennzeichnet die
Scherspannung, bei der 50 % dieser adhdrenten Organismen N.,q4 von der Oberflaiche abgelost

wurden. Dieser Wert ist charakteristisch fiir die Adhasionsstarke des jeweiligen Organismus.

Nach jedem Abrissexperiment wurden die Kanaldimensionen h und w (Héhe und Breite) nach Spiilen
mit Milli-Q®-Wasser und unter No-Uberdruck bestimmt. Mit dem Volumenfluss Q und der Viskositat
des Mediums u lasst sich dann nach dem Poiseuille Modell mit

_ 6Qu (19)

T__
hZw

die in den Kanélen tatsichlich generierten Scherspannungen kalkulieren. Fiir u wurde 103 kg-m™-s?

flir ASW bei 20°C angenommen.

3.4.3.1 Messung der Adhidsion von Cobetia marina auf den synthetisierten
Oberflichen
Adhéasionsstarkemessungen des Bakteriums C. marina wurden von DR. M. P ARPA SANCET durch-
gefiihrt.
BAKTERIENKULTUR

Die verwendeten Bakterien wurden von der ,Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen” (Braunschweig, Deutschland, DSM 4741) bezogen, in Marine Broth (MB) Ndhrmedium
mit 20 % Glycerol aliquotiert und bis zur Verwendung bei -70 °C aufbewahrt. Zur Vorbereitung der
Kultur fir die folgenden Experimente wurde diese Losung auf marinen Agar ausgestrichen, die
Platten wurden maximal 4 Wochen bei 4 °C aufbewahrt. Zur Kultivierung in Losung wurde eine
Einzelkolonie von einer Agarplatte in 20 mL sterilem MB inokuliert, das Wachstum erfolgte lber

Nacht bei Raumtemperatur auf einem Schitteltisch (65 rpm). Die Kultur wurde nach 14 h erneut mit
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MB (1:100) verdiinnt. Die optische Dichte wurde liberwacht bis nach ~ 3 h eine optische Dichte bei
600 nm (ODego) von 0,1 erreicht war (DU-70 Photometer, Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland),
was die Phase exponentiellen Wachstums (Logphase) der Bakterien kennzeichnete. Zum Austausch
des Wachstumsmediums durch ASW (Instant Ocean®) wurde die Bakterienlosung zentrifugiert
(10.000 rpm fur 2 min, Mikro 22R, Hettich, Tuttlingen, Deutschland) und das Bakterienpellet in
sterilem ASW gewaschen und resuspendiert. Vor Injektion in die Kandle wurde die LOsung
abschlieRend durch einen 5 um Spritzenfilter gefiltert, um gréRere Bakterienaggregate abzutrennen.

Die verwendete Zellkonzentration betrug ~ 10’ mL?,

ABRISSEXPERIMENTE

Die Bakterien wurden nach der Injektion in die Kanale
2 h statisch bei Raumtemperatur inkubiert, das
anschlieRende Abrissexperiment wurde bei 40x-
VergroBerung durch ein Phasenkontrastobjektiv
(NA =0,6, Ph2) verfolgt. Das Sichtfeld in der Mitte des
Abbildung 38. Typische Dichte im  Kanals umfasste 255 um x 190 um, darin befanden sich

untersuchten Sichtfeld von C. marina auf Glas  jm Durchschnitt zu Beginn des Experiments ~ 500
im  mikrofluidischen Kanal nach 2h .
Zellen (Abbildung 38).

Inkubationszeit (40x-VergroRerung, der
MafRstab entspricht 50 um).

3.4.3.2 Messung der Adhédsion von Navicula perminuta auf den
synthetisierten Oberfldchen

Adhéasionsstarkemessungen der Kieselalge N. perminuta wurden von DR. M. ALLES durchgefiihrt.

DIATOMEENKULTUR

N. perminuta wurden in 100 mL-Erlenmeyerkolben im F/2 Medium (mit Ndhrstoffen angereichertem
ASW (Instant Ocean®)) in einem Lichttemperaturschrank (Snijders Scientific, Tilburg, Niederlande) bei
statischen Bedingungen bei 18 °C und einem Hell-Dunkel-Rhythmus von (16 :8) h kultiviert. Die

Verdiinnung der Kultur erfolgte wochentlich (Kultur zu Medium 1 : 10).

Die sich in der Logphase befindenden Algenzellen wurden vor der Verwendung durch kurze
Ultraschallbehandlung vom Boden der Kolben abgeldst. Die optische Dichte der Algensuspension
betrug 0,3 - 0,4 (OD444, DU-70 Photometer), was einer Zelldichte von ~ 10® mL? entsprach.
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ABRISSEXPERIMENTE

Die Diatomeen wurden nach Injektion in die Kanale 4 h
statisch inkubiert, das anschlieBende Abrissexperiment
wurde bei 10x-VergrolRerung durch ein
Phasenkontrastobjektiv (NA =0,25, Phl) verfolgt. Das

Sichtfeld in der Mitte des Kanals umfasste

Abbildung 39. Typische Dichte im unter- 1000 umx750 um, darin befanden sich zu Beginn des

suchten Sichtfeld von N.perminuta im  Experiments im Durchschnitt ~ 200 Zellen
mikrofluidischen Kanal nach 4 h Inkubations- .
(Abbildung 39).

zeit (10x-VergroBerung der Malstab ent-
spricht 200 um).

3.4.4 Besiedlung und Haftstarke von Navicula incerta

Die Experimente wurden in Kooperation mit der Gruppe von PROF. J. CALLOW und DR. M. CALLOW von
DR. J. FINLAY an der Universitat Birmingham (Birmingham, UK) durchgefiihrt, bzw. unter Anleitung von

DR. J. FINLAY an der Universitdt Newcastle (Newcastle, UK).

DIATOMEENKULTUR

N. incerta wurden in 250 mL-Zellkulturflaschen in F/2-Medium bei 18 °C in einem 16 h:8 h Hell-
Dunkel-Rhythmus kultiviert. Zellen in der Log-Phase wurden vor der Verwendung dreimal mit
frischem Medium gewaschen. Die Konzentration von Chlorophylla wurde auf ~0,25 pg-mL?

eingestellt.

BESIEDLUNG

Die Experimente wurden auf beschichteten NexterionB®-Objekttragern durchgefiihrt, jeweils 3
Replikate einer zu untersuchenden Oberflache wurden in einer QuadriPERM-Schale gruppiert. Nach
Prainkubation der Proben in 10 mL sterilem ASW wurde das Medium durch 10mL der
Algensuspension ersetzt. Nach 2 h Inkubation unter Raumbedingungen wurden die Proben mitsamt
der QuadriPERM-Schale in einen Behalter mit sterilem ASW Uberfliihrt, um einen Durchgang durch
die Flissig-Gas-Grenze zu vermeiden. Dort wurden die Proben vorsichtig einzeln gewaschen um
nichtadharente Zellen zu entfernen. Die Fixierung erfolgte mit 2,5% Glutaraldehyd in ASW (ber
mindestens 20 min, nach dreimaligem Austausch mit deionisiertem Wasser wurden die Proben

luftgetrocknet.

ADHASIONSSTARKE

Nach dem oben beschriebenen Besiedlungsexperiment wurden drei der untersuchten sechs
Replikate nicht fixiert, sondern in einem kalibrierten Flusskanal einer turbulenten Scherspannung von
22 Pa (220 dyn-cm™) ausgesetzt. AnschlieBend erfolgte die Fixierung wie oben beschrieben. Die
Zelldichte auf den Replikaten aus dem Flusskanal wurde mit der auf den direkt nach der Besiedlung

fixierten Replikaten verglichen.
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AUSWERTUNG

Auf jedem Replikat wurden gleichméRig verteilt 30 Sichtfelder (440 um x 330 um) ausgewahlt. Die
Dichte der adhdrenten Zellen wurde mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops (10x-VergroRerung,
Axioplan, Zeiss, Gottingen, Deutschland) und der Herstellersoftware (Axiovision, Zeiss) quantifiziert.
Die Visualisierung der Zellen erfolgte tiber die Autofluoreszenz von Chlorophyll (Abbildung 40 A).

A. B.

«&> Raphenansicht

éSei_tehansibht'

S iy

Abbildung 40. Fluoreszenzmikroskopieaufnahme (10x-VergroBerung, der MafB3stab entspricht 100 um) eines
typischen Sichtfeldes bei der Quantifizierung der Besiedelungsdichte von N. incerta. B. Lichtmikroskopiebild

von adharenten Diatomeen (40x-VergroBerung, der MaRstab entspricht 20 um), gezeigt sind Raphenansicht
und Seitenansicht.

3.4.5 Besiedlung und Haftstirke von Ulva linza

Die Experimente wurden in Kooperation mit der Gruppe von PROF. J. CALLOW und DR. M. CALLOW von
DR. J. FINLAY an der Universitdt Birmingham (Birmingham, UK) durchgefiihrt, bzw. unter Anleitung von

DR. J. FINLAY an der Universitdt Newcastle (Newcastle, UK).

GEWINNUNG DER ZOOSPOREN

Die adulten Pflanzen wurden direkt vor jedem Experiment geerntet, um aus ihnen die benétigten
Zoosporen freizusetzen. Gesammelt wurden die Pflanzen entweder an der Kiste von Llantwit Major
(51°40’N, 3°48’'W, South Wales, UK; fir Experimente in Birmingham) oder an der Ostkiiste bei
Antwick (51°23'N, 3°30'W, Northumberland, UK; fiir Experimente in Newcastle). Da der
Wachstumszyklus der Griinalge vom Mondzyklus abhdngt, findet die natlrliche Freisetzung der
Sporen vornehmlich bei Voll- oder Neumond statt. Um eine ausreichende Sporenkonzentration zu
gewahrleisten, wurden die Pflanzen 2-3 Tage zuvor geerntet. Bei der Ernte wurde darauf geachtet,
hauptsachlich Pflanzen mit weilen Spitzen zu sammeln (Sporophyten, Abbildung 41 A und B), die bis
zur Verwendung leicht getrocknet auf Eis gelagert wurden. Zur Gewinnung der Sporen wurden die
hellen Spitzen abgeschnitten (Abbildung 41 B). Sie deuten auf bereits freigesetzte Sporen hin und

zeigen somit, dass die Pflanze Sporen produziert hat.
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3.4 BIOLOGISCHE EXPERIMENTE

Abbildung 41. lllustration der Gewinnung der U. linza Zoosporensuspension. A. Geerntetes Biischel von
adulten Griinalgen. B. Schnitt der Sporen-enthaltenden Spitzen. C. Suspension der Sporen auf Eis, die negativ
phototaktischen Sporen schwimmen an den Boden des Becherglases.

Zur Freisetzung der Sporen wurden die gewonnen Spitzen in Meerwasser gegeben (20 um gefiltertes
Tropic Marin® in Birmingham, 20 um gefiltertes natirliches Seewasser in Newcastle) und an einem
hellen Ort platziert. Nach wenigen Minuten wurde die nun griine Loésung zur ersten Reinigung durch
Ubereinander liegende 100 pm-, 50 um- und 20 um-Nylon-Netzfilter filtriert. Eine weitere Reinigung
erfolgte durch Platzieren der Sporensuspension auf Eis. Die negativ-phototaktischen Sporen
schwimmen an den Boden, kdnnen aber aufgrund der Kélte nicht adhéarieren (Abbildung 41 C). Die
aufkonzentrierten Sporen wurden mit einer Pipette abgetrennt und erneut in Meerwasser verdiinnt.
Dieser Vorgang wurde ein weiteres Mal wiederholt. Die gewonnene Sporensuspension wurde
permanent geriihrt, um die Adhéasion der Sporen bei Raumtemperatur zu vermeiden. Die optische

Dichte wurde auf 0,15 (ODsgo) eingestellt, was einer Sporenkonzentration von 10° mL? entsprach.

BESIEDLUNG

Die Experimente wurden auf beschichteten NexterionB®-Objekttragern durchgefiihrt. Dabei wurden
jeweils drei Replikate einer zu untersuchenden Oberflache in einer QuadriPERM-Schale gruppiert.
Nach Prdinkubation der Proben in 10 mL sterilem ASW wurde das Medium durch 10 mL der
Sporensuspension ersetzt. Nach 45 min Inkubation im Dunkeln wurden die Proben vorsichtig in
sterilem ASW gewaschen, um nicht adhdrente und schwimmende Sporen zu entfernen. Die
anschlieRende Fixierung erfolgte mit 2,5% Glutaraldehyd in ASW (ber mindestens 20 min, nach

dreimaligem Austausch mit deionisiertem Wasser wurden die Proben luftgetrocknet.

ADHASIONSSTARKE

Nach dem oben beschriebenen Besiedlungsexperiment wurden die Proben nicht fixiert, sondern in
einem kalibrierten Wasserkanal einer turbulenten Scherspannung von 52 Pa (520 dyn-cm?)
ausgesetzt. AnschlieBend erfolgte die Fixierung und Auswertung wie oben beschrieben mit Hilfe der
Autofluoreszenz von Chlorophyll a. Die Zelldichte auf den Replikaten aus dem Flusskanal wurde mit

der auf den direkt nach der Besiedlung fixierten Replikaten verglichen.

AUSWERTUNG

Auf jedem Replikat wurden gleichmaRig verteilt 30 Sichtfelder (440 um x 330 um) ausgewahlt. Die

Dichte der adharenten Zellen wurde mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops (10x-VergréRerung,
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Axioplan, Zeiss, Gottingen, Deutschland) und der Herstellersoftware (Axiovision, Zeiss) quantifiziert.

Die Visualisierung der Zellen erfolgte lber die Autofluoreszenz von Chlorophyll (Abbildung 42 A).
A. B.

Abbildung 42. A. Fluoreszenzmikroskopieaufnahme (10x-VergroRerung, der MaBstab entspricht 100 pum)
eines typischen Sichtfeldes bei der Quantifizierung der Besiedelungsdichte von U. linza. B.
Lichtmikroskopiebild adhdrenter Sporen (40x-VergroBerung, der MaRBstab entspricht 20 um).

3.4.6 Besiedlungsverhalten von Balanus amphitrite

Die Experimente wurden in Kooperation mit der Gruppe von PROF. A. CLARE an der School of Marine

Science and Technology in Newcastle (UK) von DR. N. ALDRED durchgefiihrt.

SEEPOCKENKULTUR

Ausgewachsene Seepocken von Balanus amphitrite wurden bei 23 °C in Meerwasser mit einem Hell-
Dunkel-Rhythmus von (16 : 8) h kultiviert. Zur Isolierung der Cyprislarven wurden die erwachsenen
Organismen Uiber Nacht an der Luft getrocknet und anschlieBend in frisches Meerwasser (iberfihrt.
Die so freigesetzten Nauplii wurden fir 4 d bei 28 °C mit einem Hell-Dunkel-Rhythmus von (12 : 12) h
in mit Antibiotika versetztem gefiltertem ASW (0,45 um) bis zum Larvenstadium kultiviert.
AnschlieBend wurden die Cyprislarven abfiltriert und in frisches ASW transferiert, in dem sie bei 6 °C

weitere 3 d im Dunkeln aufbewahrt wurden.

BESIEDLUNG

Je nach Experiment wurden beschichtete NexterionB®-Objekttrager, in QuadriPERM-Schalen
gruppiert, oder Rollrandglaser verwendet. Zu untersuchende Oberflichen wurden 1 h vor dem
Experiment in ASW prdinkubiert, anschlieBend wurden ~ 20 Cyprislarven in gefiltertem ASW auf die
Oberflachen gebracht. Die Inkubation erfolgte bei 28 °C im Dunkeln, nach verschiedenen Zeitraumen

wurde der Anteil von noch schwimmenden und adharenten Larven mikroskopisch quantifiziert.

STEREOSKOPIE

Der prinzipielle Aufbau des Stereoskopie-Experiments ist in Abbildung 43 A gezeigt.*® Auf der
Testoberflache, die sich am Boden eines mit Meerwasser Behilters gefillten befand, wurde eine
Glasrohre platziert um zu gewahrleisten, dass die Larven sich nur im relevanten Bereich bewegen
konnten. Dariiber befanden sich zwei Kameras, die vertikal zur Oberflache in einem Winkel von 20°
ausgerichtet waren und in der horizontalen Ebene einem Winkel von 90° einschlossen. Sie waren mit
einem Gerat zur Synchronisation verbunden. Der Aufbau wurde von unten durch zwei LED-Lichter

(Nah-IR) beleuchtet. Zu Beginn des Experiments wurden ~ 30 Cyprislarven in die Glasréhre gegeben,
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3.4 BIOLOGISCHE EXPERIMENTE

ihr Verhalten wurde Uber die nachsten 5 min aufgenommen. Die Auswertung ihrer Bewegungsspuren
erfolgte mit der Software SIMI® (Simi Reality Motion Systems GmbH, UnterschleiRheim,
Deutschland). Abbildung 43 B zeigt beispielhaft eine solche Spur fiir eine der Kameras, auRerdem

sind die Glasréhre, die Testoberflache und die Cyprislarven zu erkennen.

Kameras

Glasrohre s
mit Synchronisier 3
. Einheit
Cyprislarven I
Testoberfliche @ LED-Beleuchtung L

Abbildung 43. A. lllustration des stereoskopischen Aufbaus, bestehend aus zwei Kameras, einem Behilter
mit Meerwasser und der Testoberfliche. Angepasst nach Maleschlijski, Dissertation 2014.%5°
B. Reprasentatives Bild einer Kamera mit der Bewegungsspur einer Cyprislarve.

3.4.7 Feldstudien

3.4.7.1 Florida Institute of Technology (FIT, USA)

Die Experimente wurden in Kooperation mit der Gruppe von PROF. G. SWAIN am Florida Institute of
Technology (FIT, Melbourne, FL, USA) durchgefiihrt. Polysaccharide wurden im Dezember 2010 von
DR. M. ALLES, DR. |. THOME, DR. S. VATER und DR. M.P. ARPA SANCET. getestet, zwitterionische gemischte
SAMs im Juni 2012.

STATISCHE IMMERSION

Die Experimente wurden auf einem Forschungsgeldnde des FIT an der Ostkiiste Floridas an der
»Indian River Lagoon” in der Ndhe von Melbourne, FL durchgefiihrt (27°53'39”N, 80°28'35"W
Abbildung 44 A). Es wurden beschichtete NexterionB®-Objekttragern verwendet.

Die Proben wurden in gleichméaRigen Abstinden zueinander in Objekttragerhaltern gruppiert
(Abbildung 44 C) und ~0,4m unter der Wasseroberfliche platziert. Nach der jeweiligen
Immersionszeit wurden die Probenhalter unter Wasser in Behalter Gberfiihrt, um die Berlihrung mit
der Wasser-Luft-Grenzflaiche zu vermeiden. AnschlieRend erfolgte die Fixierung der Mikro-

organismen.

Im Fall der Polysaccharid-Proben wurde jeweils ein Replikat fiir 24 h der natiirlichen Population im
Meerwasser ausgesetzt. Die Fixierung erfolgte Gber min. 1 h mit Glutaraldehyd, die Endkonzentration
betrug 2,5 Vol.-% in Meerwasser. AnschlieRend wurde die Fixierlésung in mehreren Schritten durch
ASW mit abnehmender Salinitat (durch Verdinnung mit deionisiertem Wasser) ausgetauscht. Das
Wasser wurde danach durch Ethanol-Wasser-Mischungen mit steigendem Ethanol-Gehalt (25 %,
50%, 75%, 100%) ausgetauscht, abschieBend wurde das Ethanol gegen HMDS

(Hexamethyldisilazan) ausgetauscht und die Proben luftgetrocknet.
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Die SAM-Proben wurden in vier Satzen inkubiert, dreimal fir 48 h und einmal fir 24 h. Pro
Oberflachenchemie und Durchgang wurden je 2 Replikate verwendet. Die Inkubation erfolgte analog
wie fir die PS-Oberflachen beschrieben. Die Fixierung erfolgte mindestens 1 h lang mit Formaldehyd,
die Endkonzentration betrug 5 Vol.-% in Meerwasser. AnschlieRend wurde die Fixierlésung durch
gefiltertes Meerwasser ausgetauscht. Nach mehrfachem Austausch mit destilliertem Wasser wurden

die Proben luftgetrocknet.

Abbildung 44. A. Lage des FIT-Testgeldndes, B. Steg an dem die Experimente durchgefiihrt wurden.
C. Probenhalter mit Objekttragern.

AUSWERTUNG

Die Visualisierung und Quantifizierung der fixierten adharenten Mikroorganismen erfolgte durch
Lichtmikroskopie (TE-2000-U, Nikon) bei 15x-VergréRerung (NA=0,25, Phl). Auf jedem Replikat
wurden gleichmaRig verteilt 40 (PS-Proben) bzw. 60 (SAM-Proben) Sichtfelder aufgenommen
(1340 um x 1000 pum). Abbildung 45 zeigt die am haufigsten aufgetretenen Organismen.
Uberwiegend wurden verschiedene Diatomeen-Spezies beobachtet (A-1), auBerdem zwei Arten von

begeiRelten Mikroorganismen (J+K). Die Identifizierung erfolgte nach Zargiel et al.®®
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3.4 BIOLOGISCHE EXPERIMENTE

Abbildung 45. Lichtmikroskopiebilder bei 15x-Vergré6Berung der am haufigsten auftretenden Organismen,
der MaRstab entspricht jeweils 20 um. A. Navicula. B. Amphora. C. Nitzschia. D. Progonoi. E. Gyrosigma.
F. Cylindrotheka. G. Coscinodiscus. H. Bacillaria. |. Mastogloia J. und K. Peritrich (begei8elte Organismen).

3.4.7.2 Universitdt Singapur (Singapur)

Experimente wurden in Kooperation mit der Gruppe von DR.S. TEO am Tropical Marine Science

Institute an der Universitat Singapur (Singapur) durchgefiihrt.

STATISCHE IMMERSION

Die Experimente erfolgten auf einem Forschungsgeldnde der Universitdt Singapur (1°17°39”N,

103°45’35”E, Abbildung 46 A). Hierzu wurden beschichtete NexterionB®-Objekttrager verwendet.
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A.

Abbildung 46. A. Lage des Testgeldndes der Universitat Singapur. B. Anordnung der Objekttrager im
Probenhalter.

Die Proben wurden in gleichmadfBigen Abstdnden zueinander auf Objektragerhaltern gruppiert
(Abbildung 46 B) und ~ 0,5 m unter der Wasseroberflache platziert. Nach 2 Wochen Inkubation im
Meer wurden die einzelnen Objekttrager mit einer Canon Powershot G10 (Canon, Tokio, Japan)
fotografiert. Zur Bestimmung der Adhéasionsstarke der Organismen wurden die Proben mit einem
kalibrierten Wasserstrahl bei 50 psi (~ 345 kPa) und 100 psi (~ 690 kPa) gereinigt und anschlieRend

erneut fotografiert. Es wurden jeweils 10 Replikate untersucht.

AUSWERTUNG

Pro Oberflachenbeschichtung wurde
eine Flache von ~ 140 cm? evaluiert,
pro Objekttrager wurde ein 2,5 mm

breiter Rand von der Analyse

ausgeschlossen. Es wurden

Abbildung 47. Typische Besiedlung einer Oberfliche nach den hauptséchlich ,harte” Fouling-Spezies

2 Wochen Inkubationszeit im Meer. Gezeigt ist ein wie  Seepocken, Bryozoa oder
umgeschichteter Glasobjekttrager. Mollusken beobachtet. Anhaftende
Organismen wurden identifiziert und quantifiziert, Abbildung 47 zeigt das typische Aussehen eines

ganzen Objekttragers nach einer Inkubationszeit von zwei Wochen im Meerwasser.

3.5 Statistische Analyse
Die statistische Signifikanz der Unterschiede zwischen den verschiedenen Testoberflichen wurde
durch einseitige Varianzanalyse (engl. ,analysis of variance”, ANOVA) mit paarweisen Tukey-
Vergleichstests ermittelt. Bei einem p-Wert unter 0,05 wurde das Datenpaar als statistisch signifikant

unterschiedlich betrachtet.
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Als inerte Materialien werden solche bezeichnet, die der Wechselwirkung mit ihrer Umgebung
widerstehen konnen. Im speziellen Fall des Biofoulings werden damit besonders Oberflachen-
beschichtungen beschrieben, die die Anlagerung von organischen Substanzen wie Proteinen und die
Anhaftung von Organismen verhindern. Zum Verstdndnis der komplexen EinflussgroRen, die
grundlegend die Dynamik des Biofouling-Prozesses bestimmen, hat es sich bewahrt, einzelne
Parameter mittels Modelloberflichen zu studieren. Abbildung 48 gibt eine Ubersicht der in dieser
Arbeit verfolgten Ansatze, deren Praparation, Charakterisierung und biologische Evaluierung in den
folgenden Abschnitten vorgestellt wird. Als Kerneigenschaft fiir antiadhasive Eigenschaften gilt eine

ausgepragte Hydratation, die daher allen Oberflachentypen gemeinsam war.

Geladene S

++++ ZW|tter|on|sche a fff
SAMs \$O9¢ H
LT A~ /777

Vol @
Proteine@
+
@Biofoule’

Abbildung 48. Ubersicht der Struktur dieser Arbeit: Geladene und zwitterionische SAMs, amphiphile
Polysaccharide und pHEMA-Filme wurden prapariert und charakterisiert. Im Anschluss wurden die
Auswirkungen dieser Oberflachen mit spezifisch variierenden Eigenschaften auf Fouling-Systeme evaluiert.
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Eine Klasse von inerten Materialien, die in den letzten Jahren intensiv untersucht wurde, sind
zwitterionische Polymere.?®14251 Djese nach auBen hin neutralen Molekiile verfiigen iber eine
starke Hydratation, die durch elektrostatische Wechselwirkungen der funktionellen Gruppen
zustande kommt.1792%2 Zy dieser Materialklasse zdhlen beispielsweise die natiirlich vorkommenden
Phosyphorylcholine, deren Biokompatibilitdt und Proteinresistenz intensiv untersucht wurde.143176:253
Um den Einfluss unterschiedlicher Ladungstrager und ihrer Kombination auf die biologische Wirkung
solcher Beschichtungen zu untersuchen, wurde ein System verschiedener Alkanthiole gewahlt, aus
denen selbst-assemblierte Monolagen (SAMs) prapariert wurden. Durch die Verwendung von
Thiolmolekiilen mit variierender Ladungstragerterminierung, von Mischungen aus ihnen und von
zwitterionischen Betain-Thiolen konnten die Auswirkungen von positiver und negativer Ladung, der
Natur der Ladungstrager, der verschiedenen zwitterionischen Monolagen und der Bedeutung der

Ladungsneutralitat analysiert werden.

Auch Polysaccharide sind Materialien, die durch ihr chemisches Grundgeriist von Natur aus
hydratisiert sind.?* lhre prinzipielle Eignung fiir inerte Beschichtungen wurde schon fiir eine Reihe

von Anwendungen, beispielsweise im medizintechnischen Bereich, demonstriert.?®® In mariner
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Umgebung allerdings, die im Fokus dieser Arbeit stand, konnten die auf diesen Erfahrungen
aufbauenden Erwartungen an die Resistenzeigenschaften verschiedener immobilisierter Kohlen-
hydrate nicht erfiillt werden.?® Gegenstand dieser Studie war daher die Verbesserung solcher
Beschichtungen. Eine Modifizierung mit einem fluorierten Amin erlaubte es, die Auswirkungen
amphiphiler Eigenschaften auf die urspriinglich hydrophilen Polysaccharidfilme zu untersuchen. Des
Weiteren sollte diese Derivatisierung die Fahigkeit der Carboxylgruppen der Saccharideinheiten, mit
Ca(ll)-lonen zu wechselwirken blockieren und damit die antiadhasiven Eigenschaften der Filme in

mariner Umgebung verbessern.

Um Modellsysteme in einen anwendungsbezogeneren Kontext zu bringen, kénnen vielversprechende
Bausteine, wie Betain- oder Polysaccharideinheiten, in Polymerfilme eingebaut werden. Ein breit
anwendbares Verfahren, das mit vielen Monomeren kompatibel ist, ist die RAFT-Polymerisation. Fir
mittels dieser Methode polymerisierte Poly(Hydroxyethylmethacrylat)-Filme (pHEMA) wurde

beispielhaft der Schichtdickeneinfluss solcher hydratisierten Polymere auf ihre Resistenz analysiert.

4.1 Geladene und zwitterionische SAMs

Zwitterionische Materialien, hauptsachlich polymere Betain-Methacrylate, sind in den letzten Jahren
als inerte Oberflichen in den Fokus der Forschung geriickt.2>16%17525425 Dyrch ausgepragte
elektrostatische Wechselwirkungen mit Wassermolekiilen sind solche Systeme stark hydratisiert, was
im Allgemeinen zur Erklarung ihrer hohen Protein-, Zell- und Organismenresistenz herangezogen
wird.”® In diesem Zusammenhang kdnnen verschiedene funktionelle Einheiten der zwitterionischen
Materialien, wie die eng verwandten Carboxy- oder Sulfobetaine, unterschiedliche Auswirkungen auf
das Adhéasionsverhalten von Organismen haben.3>%*® Wie bei anderen polymeren Systemen auch,
werden die Eigenschaften von Beschichtungen mit solchen Makromolekiilen von einer Reihe von
Faktoren wie Kopplungsdichte und Schichtdicke mitbestimmt. Die ldentifizierung und selektive
Untersuchung einzelner Parameter wird somit erheblich erschwert. SAMs sind in diesem Kontext ein
bewdhrtes Werkzeug, da sie erlauben, einzelne Faktoren, wie beispielsweise funktionelle
Endgruppen, gezielt zu variieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurden daher geladene und gemischte
zwitterionische SAMs aus ladungstrdgerterminierten Thiolen prapariert, um im Einzelnen den Einfluss
dieser Terminierungen untersuchen zu kénnen. Die Auswahl der Gruppen war dabei an natirlich
vorkommenden Ladungstrdgern angelehnt.6>257-28 |n yielen biologischen zwitterionischen Systemen
ist die positive Ladung an einem alkylierten Stickstoff lokalisiert, weshalb in der vorliegenden Studie
ein Trimethylammonium-Thiol als Aquivalent diente. Bei der anionischen Komponente gibt es
groRere Variationen, wobei haufig Phosphonate (beispielsweise in Phosphorylcholinen), Carboxylate
(in Carboxybetainen) und Sulfonate (in Sulfobetainen) die Ladungstrdger darstellen; die Thiole
wurden dementsprechend gewahlt. Die Strukturen und Bezeichnungen der in dieser Studie
eingesetzten ladungstragerterminierten Molekile zur Prdparation zwitterionischer SAMs sind in
Abbildung 49 gezeigt.



4.1 GELADENE UND ZWITTERIONISCHE SAMS
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Abbildung 49. Struktur und Abkiirzungen der verwendeten Alkanthiole mit Ladungstragerterminierungen.

Die Herausforderung bei der Herstellung gemischter Monolagen aus Losungen verschiedener solcher
Thiole bestand darin, dass die Assemblierung nicht nur durch die Lésungszusammensetzung
bestimmt wird. Im Fall von geladenen Endgruppen spielt ebenso der Ladungsausgleich auf der
Oberflache eine Rolle.1®1* Anders als bei solchen ladungsdominierten Systemen verhilt es sich bei
Mischungen aliphatische Thiole mit Methyl- und Hydroxyterminerung, die zum direkten Vergleich der

unterschiedlichen Assemblierungsdynamiken ebenfalls prapariert wurden.

In den folgenden Abschnitten wird daher zunachst die Charakterisierung von SAMs aus
Assemblierungslosungen verschiedener Alkanthiolanteile der unterschiedlichen Komponenten
gezeigt. Um die Assemblierungsbedingungen zu optimieren, wurde die Pradparation fiir die
ladungshaltigen Systeme bei zwei unterschiedlich konzentrierten Lésungen (1 mM und 0,2 mM)
untersucht. Daflr wurden zunachst die reinen entgegengesetzt geladenen Komponenten in
entsprechenden Konzentrationen in Ethanol gel6st und diese als Stammldsungen zur Herstellung der

Assemblierungslosungen gemischt.

Da neben der Prasenz der Ladungstrager auch ihre genaue

HSM}N R Position an der Grenzfliche eine Rolle spielen kann,

/ \ wurden neben den reinen Komponenten auch Thiole mit
505 S8
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zwitterionischen Endgruppen in die Studie miteinbezogen.
Im Gegensatz zu den gemischten Monolagen war die
Abbildung 50. Struktur der Alkanthiole gesamte zwitterionische Einheit bei diesen Betain-Thiolen

i+ switterionischer Termini .
it pwiterioniseher rerminiering an jeweils einer Alkylkette lokalisiert (Abbildung 50).

Nach der Charakterisierung der verschiedenen Assemblierungsbedingungen wurde der Einfluss der
praparierten Modelloberflachen auf die Adsorption von Proteinen und die Adhasion von marinen
Spezies, Sporen der Griinalge U. linza, Navicula-Kieselalgen und einer realen Population, naher

analysiert.

4.1.1 Charakterisierung

Im Folgenden werden die Ergebnisse zur Messung des statischen Wasserkontaktwinkels, der
Schichtdickenbestimmung durch Ellipsometrie und XPS-Charakterisierung der gemischten SAMs
vorgestellt. Im ersten Abschnitt wird auf die Mischungen der ungeladenen Thiole eingegangen,
anschlieRend werden ihnen die ladungsterminierten gegeniibergestellt. Die Ergebnisse fiir die
verschiedenen Konzentrationen werden dabei zunachst getrennt dargestellt und anschliefend

verglichen.



4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1.1.1 Assemblierung von Mischungen hydrophiler und hydrophober
Thiole

Wie schon in Abschnitt 2.2 beschrieben, hiangt das Assemblierungsverhalten von gemischten SAMs
von einer Reihe von Faktoren wie Losungsmittel, Konzentration und der Art des verwendeten Thiols
ab. Der folgende Abschnitt beschéftigt sich mit bindren Mischungen aus dem methylterminierten
Dodecanthiol (DDT) und dem hydroxyterminierten Hydroxyundecanthiol (HUDT), die aus 1 mM
Losung prapariert wurden. Da DDT hydrophobe und HUDT hydrophile Eigenschaften aufweist,
kénnen Mischungen der beiden Molekille durch die Anwesenheit beider Elemente als amphiphil

angesehen werden.

AT AN

11 CH; HS 11 OH

DDT HUDT
Abbildung 51. Strukturen des hydrophoben DDT und des hydrophilen HUDT, deren Mischungen untersucht
wurden.
Diese Art von SAMs ist prinzipiell literaturbekannt.’%#'?” Dennoch ist es an dieser Stelle wichtig, ihr
charakteristisches Assemblierungsverhalten zu demonstrieren, um es spater mit dem von

ladungstragenden Thiolen vergleichen zu kbnnen.

Die statischen Kontaktwinkel @ und Schichtdicken d der praparierten SAMs mit zunehmendem Anteil
von HUDT in der Assemblierungslésung sind in Abbildung 52 zusammen gefasst.
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Abbildung 52. Eigenschaften der gemischten SAMs aus DDT und HUDT. A. Verlauf des statischen
Kontaktwinkels ® mit zunehmendem Anteil X von HUDT in der Assemblierungslosung. B. Ellipsometrisch
bestimmte Schichtdicken d der praparierten SAMs. Jeder Wert zeigt das Mittel aus drei Messungen auf zwei
Proben, Fehlerbalken bzw. Fehler reprasentieren die Standardabweichung.

Der Kontaktwinkel sank mit steigendem Anteil von HUDT in der Assemblierungslésung kontinuierlich
vom hydrophoben Bereich (@ppr= (105 + 1)° in den hydrophilen (Ouuor = (22 £ 4)°). Die Entwicklung
von O zeigte dabei einen praktisch linearen Zusammenhang (Abbildung 52 A). Die ellipsometrisch
bestimmten Schichtdicken d (Abbildung 52 B) lagen alle im Bereich der theoretisch berechneten 12 A

bei Annahme eines Kippwinkels von 30° und den entsprechend dokumentierten Literaturangaben.?°
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4.1 GELADENE UND ZWITTERIONISCHE SAMS

Sie zeigten, dass auch bei den Mischungen hochgeordnete und dichtgepackte Monolagen erhalten

wurden.

Zur weiteren Analyse der Oberflichen auf atomarer Ebene wurden sie XP-spektroskopisch
charakterisiert. Die Anwesenheit des HUDT-SAMs zeigte ein Signal im O 1s-Bindungsenergiebereich;
die Spektren fiir die verschiedenen Mischungsverhaltnisse sind in Abbildung 53 A gegeniiber gestellt.
Mit abnehmendem Anteil von HUDT in der Assemblierungslsung verschob sich die genaue Position
der O 1s-Spezies zu hoheren Bindungsenergien, auch die Breite des Signals nahm zu. Diese
Beobachtung kann auf die veranderte Umgebung des Sauerstoffs zurlick gefiihrt werden und wurde
schon in anderen Arbeiten beschrieben.’® Die Intensitit des Signals nahm mit zunehmendem Anteil
von DDT ab, sie kann daher zur Quantifizierung des HUDT-Anteils auf der Oberflaiche herangezogen
werden. Abbildung 53 B zeigt die so bestimmte Oberflaichenzusammensetzung abhangig vom HUDT-
Losungsanteil. Auch hier zeigte sich annahernd der lineare Verlauf, der schon bei der Entwicklung der
Kontaktwinkel beobachtet wurde. Der Anteil von HUDT auf der Oberflaiche Xuupr(Oberflache) lag
immer leicht unter dem in der Losung angesetzten, was erneut mit friiheren Publikationen
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Abbildung 53. Zusammenfassung der XP-spektroskopischen Charakterisierung der gemischten SAMs aus DDT
und HUDT. A. O 1s-Bindungsenergiebereich B. Zusammensetzung der gemischten SAMs auf der Oberflache
Xuuor(Oberfliche) in Abhdngigkeit vom HUDT-Anteil in der Losung Xnupr(Losung), bestimmt anhand der
Intensitaten des O1s-Signals. Die Fehler zeigen den typischen Fehler von 10 % bei XPS-Messungen C. C 1s-
Bindungsenergiebereich (Intensitaten normiert auf die Intensitdt des aliphatischen Anteils bei BE = 284,7 eV).
Auch die C1s-Spektren (Abbildung53 C) verdnderten sich systematisch mit variierender
Losungszusammensetzung. Die gezeigten Spektren wurden auf die Intensitdt des aliphatischen
Anteils des Peaks bei 284,6 eV normiert. Das DDT-Signal bestand aus zwei Spezies, der Anteil der
aliphatischen Kette war der molekularen Struktur entsprechend hdher als der des Thiol-gebundenen
Kohlenstoffs (287,1 eV). Auch das HUDT-Signal bestand aus zwei Signalen. Das bei hoéherer
Bindungsenergie war im Vergleich zum DDT intensiver und zu niedrigerer Bindungsenergie
verschoben (286,3 eV). AuRerdem wies es eine hohere Halbwertsbreite (FHWM) auf, was auf den
Beitrag des hydroxylgebundenen Kohlenstoffs zurlickzufiihren war. Dessen Bindungsenergie war im

Vergleich zur Thiolkopfgruppe geringer, die beiden Peaks konnten jedoch beim verwendeten
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Spektrometer nicht aufgelost werden. Wahrend die Position des aliphatischen Signals bei allen SAMs
konstant bei 284,6 eV lag, verschob sich das Signal bei héherer Bindungsenergie systematisch mit
abnehmendem Anteil von DDT zur niedrigeren Bindungsenergie. Auch die Intensitat dieser Spezies

stieg mit sinkendem DDT-Anteil.

Zusammenfassend zeigten die unterschiedlichen Charakterisierungsmethoden, dass das
Mischungsverhaltnis der Losung fir die verwendete Kombination aliphatischer Thiole direkt die

Zusammensetzung des resultierenden SAMs auf der Oberflache bestimmte.

4.1.1.2 Betain-SAMs mit zwitterionischer Endgruppe

Die Praparation der Monolagen mit zwitterionischen Endgruppen erfolgte Gber 24 h aus 1 mM
ethanolischer Losung. Ethanol zeigte sich im Vergleich zu anderen (Wasser, PBS, Methanol) als am

besten geeignetes Losungsmittel zur Praparation von inerten Sulfobetain-SAMs.2%°

Die sulfobetainteminierten Monolagen (SB) waren mit einem Wasserkontaktwinkel von (15 + 3)°
hydrophiler als das homologe Carboxybetain (CB) mit Ocs = (41 * 3)° (Tabelle 10). Die durch spektrale
Ellipsometrie bestimmte Schichtdicke von CB entsprach der theoretisch berechneten.” Fiir SB lag sie

um 25 % niedriger.

Tabelle 10. Statische Wasserkontaktwinkel © und durch spektrale Ellipsometrie bestimmte Schichtdicken d
der SAMs mit zwitterionischer Endgruppe. Die angegebenen Werte zeigen den Mittelwert von zwoélf Proben
mit zugehoériger Standardabweichung. Die berechneten Schichtdicken wurden aus der mit Chem 3D
bestimmten Linge des Molekiils bei einem Kippwinkel von 32° abgeschiatzt.!’

o] d [A] d [A] berechnet
SB 15+3 1442 19
B 4143 1842 18

XPS-Untersuchungen der Oberflaichen zeigten die Anwesenheit aller, aufgrund der molekularen
Zusammensetzung erwarteten, Signale, Abbildung 54 fasst die relevanten Bindungsenergiebereiche
zusammen. Fir beide Thiole war das charakteristische Signal der Ammoniumgruppen im N 1s-
Bindungsenergiebereich detektierbar. Bei SB waren im S 2p-Bereich zwei Signale sichtbar, die dem
Au-gebunden Thiolat und der Sulfonatendgruppe zugeordnet werden konnten. Fiir CB dagegen war
nur erstere Spezies anwesend. Auch die Kohlenstoffspektren spiegelten die unterschiedlichen
Endgruppen wider. Das C 1s-Signal des SB wies zwei separierbare Signale auf, die der aliphatischen
Kette und den Kohlenstoffatomen mit Schwefel oder Stickstoffbindungspartner zugeordnet werden
konnten. Das Signal des CB-SAMs zeigte noch einen zusatzlichen Anteil, der bei der fir

Carboxylgruppen typischen Bindungsenergie von 289 eV lag.

* ideale Schichtdicke wurde analog dem von Holmlin et al.’*’ beschriebenen Vorgehen bestimmt: Die Linge des
Au-gebundenen all-trans konfigurierten Thiols wurde mit dem Softwarepaket Chem 3D abgeschéatzt. Die
Schichtdicke ergab sich dann mit dem angenommenen Kippwinkel von 32°.
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4.1 GELADENE UND ZWITTERIONISCHE SAMS
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Abbildung 54. Typische XP-Spektren von SB und CB im A. N 1s-Bindungsenergiebereich B. S 2p-
Bindungsenergiebereich. C. C 1s-Bindungsenergiebereich.

Das Verhdltnis der Sulfonat- bzw. Carboxylgruppe zum Trimethylammonium-Stickstoff liegt
stochiometrisch bei 1:1. Bei SB war allerdings mit 1,9 : 1 und bei CB mit 4,8 : 1 die Intensitat des
Stickstoffsignals zu niedrig. Schon hier deutete sich an, was auch fir die einzelladungstrager-
terminierten und deren gemischte SAMs beobachtet wurde: die Intensitdit der geladenen
Stickstoffgruppen war verhéaltnismaRRig immer niedriger als stdchiometrisch erwartet. Dieses
Phdanomen kann auf mehrere Ursachen zuriickgefiihrt werden. Einerseits bietet sich eine hdhere
Empfindlichkeit der Ammoniumgruppe gegen Strahlenschaden an, beispielsweise verursacht durch
einen erhohten Elektroneneinfang durch die positive Ladung. Ein solcher Zusammenhang wiirde
einen beschleunigten Abbau der Gruppen wahrend der Messung verursachen. Unterschiedlich starke
Auswirkungen durch Strahlenschdden sind von SAMs mit variierenden funktionellen Gruppen
durchaus bekannt.?¢262 Andererseits kénnte, ebenfalls zuriickzufiihren auf den positiv geladenen
Charakter der Gruppe, der Wirkungsquerschnitt flr die Erzeugung der Photoelektronen abweichen.
Da dieser in die stochiometrischen Berechnungen miteinfloss, hdtte eine solche Abweichung
signifikante Auswirkungen auf die resultierenden Ergebnisse. Die exakte Ursache konnte aber anhand
der vorliegenden Daten nicht geklart werden. Fiir beide Betaine war durch ihre molekulare Struktur
eine Stochiometrie von 1:1 der charakteristischen Gruppen sichergestellt. Da diese funktionellen
Gruppen denen der ladungstragerterminierten  SAMs  entsprachen, wurden die
Oberflachenzusammensetzungen der gemischten SAMs bezogen auf das am Betain gemessene

Peakverhiltnis berechnet.

Zusammenfassend wiesen die XP-Spektren also charakteristische Signale fir die funktionellen
Gruppen auf: Im N 1s-Bereich flir die Ammoniumkomponente, im S 2p-Bereich bei 168 eV fir die
Sulfonatterminierung und im C 1s-Bereich bei 289 eV fir die Carboxylgruppe. Die durchgefiihrten
Charakterisierungen zeigten daher die erfolgreiche Assemblierung der zwitterionisch terminierten
Alkanthiole. Eine hohere Benetzbarkeit und geringere Schichtdicke von SB deuteten darauf hin, dass
die molekulare Ordnung innerhalb der Schichten geringer war als bei CB, bzw. der von den

Alkylketten eingenommene Kippwinkel unterschiedlich war.
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1.1.3 Gemischte geladene SAMs aus 1 mM-Assemblierungslosung

Die Assemblierung aus hoher konzentrierten Losungen (1 mM) war problematisch, da sich vor allem
das sulfonierte Alkanthiol SAT in dieser Konzentration nicht vollstandig l6ste. Die Losungen dieser
Komponente waren gesattigt und somit niedriger konzentriert als die entsprechende TMAT-Losung,
deren Anteil in den gemischten Lésungen dementsprechend hoher war. Insbesondere im Hinblick auf
diese Tatsache sind die folgenden Resultate interessant und demonstrieren das individuelle

Assemblierungsverhalten der unterschiedlichen Thiole.

Die statischen Wasserkontaktwinkel der reinen SAMs und der Thiolmischungen mit 25 %, 50 % und
75 % anionischer Komponente in der Losung werden in Abbildung 55 verglichen. Der TMAT-SAM, der
fir alle Mischungen verwendet wurde, war mit (36 + 5)° hydrophiler als die anionischen SAMs. SAT
((49 £4)°) und MUDA ((46 £ 6)°) zeigten sich etwas hydrophober, wahrend der Kontaktwinkel von
MUPA ((68 + 2)°) deutlich hoher lag.

Die aus den Mischungen aus SAT und MUDA praparierten Oberflichen waren hydrophiler als die
reinen Komponenten. Der Abfall des Kontaktwinkels war fiir die Sulfonat-haltigen Monolagen am
starksten ausgepragt, was zu einer nahezu vollstandigen Benetzung fiihrte. Ein analoger Verlauf
konnte fiir die SAMs aus gemischten Phosphonat-Losungen dagegen nicht beobachtet werden, nur
flir Oberflachen mit einem 25 %igem Losungsanteil von MUPA war der Kontaktwinkel leicht reduziert
(64 £ 4)°).

o - -A— MUPA
' O ) =T £ |- -muDA
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Abbildung 55. Abhdngigkeit des Kontaktwinkelns ® vom Anteil X des anionischen Alkanthiols in der
Assemblierungslosung. Jeder Messpunkt zeigt den Mittelwert von mindestens drei Proben, auf denen je drei
Stellen vermessen wurden. Die Fehlerbalken reprasentieren deren Standardabweichung.
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4.1 GELADENE UND ZWITTERIONISCHE SAMS

Die ellipsometrisch bestimmten Schichtdicken der reinen und gemischten SAMs sind in Tabelle 11
zusammengefasst.Bei Annahme einer 32°-Verkippung relativ zur Oberflachennormalen betragt diese
fur die verwendeten Thiole idealerweise 16 A.**"* TMAT entsprach mit (15 + 2) A diesem Wert besser
als der in der Literatur dokumentierte.*” Fiir SAT und MUDA lagen die gemessenen Werte im Bereich
dieses theoretisch erwarteten und ebenfalls oberhalb der Literaturangaben.}¥’%3 Die Mischungen
mit SAT und MUDA filihrten zu etwas diinneren Schichtdicken. Alle MUPA-Schichten waren dagegen
zwar dicker als eine solche ideale Monolage, entsprachen allerdings Literaturwerten fir das
Phosphonat-Thiol.?%*

Tabelle 11. Ellipsometrisch bestimmte Schichtdicken d der gemischten SAMs mit zunehmendem Anteil des
anionischen Thiols in der Assemblierungslosung. Die angegebenen Werte zeigen den Mittelwert von
mindestens drei Proben, auf denen je drei Stellen vermessen wurden. Die zugehorigen
Standardabweichungen betrugen maximal + 2 A.

d [A] d[A] d[A]
SAT MUDA MUPA
0 % (TMAT) 15 15 15
25 % 15 14 25
50 % 14 15 28
75 % 13 14 26
100 % 18 16 25

Um ein genaueres Bild der Oberflichenzusammensetzungen auf atomarer Ebene zu erhalten,

wurden auch diese SAMs XP-spektroskopisch charakterisiert.

MISCHUNGEN MIT SAT

In Abbildung 56 sind die relevanten Bindungsenergiebereiche fir das SAT-System zusammengefasst.
Ein Indikator fiir die Anwesenheit des TMAT-SAMs war aufgrund der Ammoniumterminierung das
N 1s-Signal, in Abbildung 56 A ist dessen Bindungsenergiebereich fiir die reinen und gemischten
Monolagen im Vergleich gezeigt. Fiir SAT war kein Signal detektierbar, ein deutliches dagegen fur
TMAT und ein schwacheres fiir die Mischungen. Das Signal der gemischten Monolagen war jeweils

um ~ 0,3 eV verschoben. Analog zu der Interpretation fiir das O 1s-Signal der HUDT-Mischungen

" Die Berechnung der idealen Schichtdicken der geladenen SAMs erfolgte analog wie in Abschnitt 4.1.1.2
beschrieben. Zum Vergleich mit dokumentierten Werten wurden Holmlin et al., Langmuir 2001 fir TMAT und
SAT,*” Mendoza et al., Langmuir 2007 fiir MUDA?%3 und Lee et al., Langmuir 199425 fiir MUPA herangezogen.

TMAT SAT MUDA MUPA
Lange des Molekiils [A] 18,7 18,9 18,6 19,0
Ideale Schichtdicke [A] 15,9 16,0 15,8 16,1
Literaturwerte [A] 13+1 15+2 15+3 24
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zeigte diese Verschiebung eine andere chemische Umgebung der betreffenden Spezies, die ebenfalls
als Indikator fiir die gleichzeitige Anwesenheit beider Ladungstrdager auf der Oberflaiche gewertet
werden konnte. Die zwei unterschiedlichen Schwefelspezies in SAT, das Au-gebundene Thiol und die
Sulfonat-Endgruppe, fihrten im S 2p-Spektrum zu deutlich separierten Signalen. Diese waren typisch
fir die unterschiedlichen Oxidationszustinde der Schwefelatome und analog den schon im SB-
Spektrum beobachteten (Abbildung 56 B).?®> Im reinen SAM hatten diese ein Intensititsverhaltnis
von ~ 2:1, was vom stéchiometrischen Verhaltnis (1 : 1) abwich. Aufgrund der Abschwéachung des
Thiolsignals durch die dartiber liegende Alkylkette war dies jedoch zu erwarten und stimmte mit
Literaturberichten Uberein.!* Fur die gemischten Monolagen nahm die Intensitit der Sulfonat-
Spezies ab, das Thiolsignal dagegen blieb konstant. Analog zum N 1s-Signal wurde auch fiir das
hohere S 2p-Bindungsenergiesignal eine Verschiebung beobachtet, allerdings in Richtung niedrigerer
Bindungsenergie. Dieses Phdanomen wurde bereits in frilheren Arbeiten Uber gemischte SAMs
bestehend aus Sulfonat- und kationischem Thiol beobachtet und auf die Bildung von lonenpaaren
zuriickgefuhrt.!*® Auch beim TMAT-SAM wurde neben dem SAM-typischen S 2p-Dublett bei 162 eV
ein Signal bei der héheren Bindungsenergie detektiert, das in diesem Fall jedoch auf die Oxidation
der Thiolgruppe zuriickgefiihrt werden musste. In Spektren anderer Monolagen wurde dieses Signal
nicht beobachtet, was wiederum auf eine besondere Empfindlichkeit dieses SAMs unter den

beschriebenen Praparations- und Messbedingungen hindeutete.

Auch die C1s-Signale zeigten charakteristische Zusammensetzungen (Abbildung 56 C). Fir den
TMAT-SAM bestand es aus zwei Anteilen. Der Beitrag bei der niedrigeren Bindungsenergie (284,8 eV)
war der Alkylkette zuzuordnen, der breitere Peak bei 286,5 eV den direkt an das ladungstragende
Stickstoffatom gebundenen Kohlenstoffatomen der Ammoniumterminierung. Zusatzlich trug auch
der Thiol-gebundene Kohlenstoff zu diesem Signal bei, was bei der gegebenen Energieaufldsung nicht
einzeln angepasst werden konnte. Das Verhéltnis der Signalanteile betrug 1 : (0,8 £ 0,1), wobei der im
Vergleich zum theoretischen Verhiltnis von 1:1,8 (bzw. 5 : 9) deutlich hhere Anteil der héheren
Bindungsenergiekomponente durch dessen exponierte Lage in der geordneten Schicht erklarbar war.
Auch das entsprechende SAT-Signal liel8 sich in zwei Anteile aufteilen: in den Anteil der aliphatischen
Kette bei 284,7 eV und den deutlich kleineren der schwefelgebundenen Spezies bei 287,1 eV. Fir die
gemischten Monolagen lag das Verhaltnis dieser beiden Signale zwischen dem der beiden reinen

Komponenten.
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Abbildung 56. Typische XP-Spektren der gemischten SAMs mit TMAT und SAT in verschiedenen
Mischungsverhiltnissen in der Assemblierungslésung A. N 1s-Bindungsenergiebereich B. S 2p-Bindungs-
energiebereich. C. C 1s-Bindungsenergiebereich.

Neben diesen qualitativen Beobachtungen wurde das Verhaltnis der Thiole auf der Oberflache auch
guantitativ analysiert. Dazu boten sich die oben beschriebenen charakteristischen Signale der beiden
reinen Komponenten an. In Abbildung 57 A ist das Verhaltnis der beiden S 2p-Signale in Abhangigkeit
der Losungszusammensetzung gezeigt. Dieses Verhaltnis lag fur alle Mischungsverhaltnisse konstant
bei ~ 1: 1. Der Vergleich mit dem reinen SAT zeigte, dass das Sulfonatthiol in den Mischungen zu

~ 50 % vorhanden war.
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Abbildung 57. Quantitative Auswertung der XP-Signale fiir gemischte SAMs aus SAT und TMAT in
Abhangigkeit der Assemblierungslosungszusammensetzung. A. Intensitdatsverhaltnisse der beiden S 2p-
Signale (linke Achse). Um den SAT-Anteil zu bestimmen, wurden diese Verhaltnisse auf den Wert von reinem
SAT normiert (rechte Achse). B. Oberflichenanteil X von SAT berechnet nach Gleichung (22) durch das
Intensitdtsverhaltnis der N 1s- und S 2p(168 eV)-Signale im Vergleich zum entsprechenden Wert fiir den
Betain-SAM. Die gezeigten Datenpunkte reprasentieren den Mittelwert aus vier Messungen, die Fehler-
balken zeigen die Standardabweichung.

Da das N 1s-Signal fir TMAT und das S 2p von SAT bei 168 eV charakteristisch fiir das jeweilige
assemblierte Thiol war, gibt ihr Verhéltnis theoretisch die Zusammensetzung der Gruppen auf der
Oberflache an. Der Anteil von SAT wird dabei durch

i I5(S 2p)168ev (20)
505 T I, (N 1) + 15(S 2D)16gev
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beschrieben. Zur Berechnung der relativen Intensitaten I, wurden die gemessenen Intensitaten /
durch den jeweiligen Wirkungsquerschnitt o (aufgefiihrt in Abschnitt 3.3.3) korrigiert (I, =é).

Aufgrund der schon bei den Betain-SAMs diskutierten niedrigen Intensitdt des N 1s-Signals wurden
diese Messwerte mit einem empirischen Korrekturfaktor K korrigiert. Dieser stammt aus der Analytik
des Betain-SAMS SB, bei dem das Nominalverhaltnis der Gruppen 1 :1 betragt. K stellte dabei das
Verhaltnis zwischen dem stochiometrisch gegebenen Anteil der Sulfonatkomponente von 0,5 und

dem tatsachlich Beobachteten dar:

0,5

K= (21)
Aso; (SB)

Idealerweise lage er bei 1, durch die bei den Betain-SAMS diskutierten Effekte weicht er aber mit
K=0,76 davon ab. Der mit

Oberflich
Xear 6 = Ago; (SAT) K (22)

berechnete Anteil von SAT in den assemblierten Monolagen ist in Abbildung 57 B gegen die

Losungszusammensetzung aufgetragen; er zeigte sich konstant bei ~ 0,5.

Dieser Oberflachenanteil stimmt gut mit dem Peakverhaltnis der Schwefelsignale Abbildung 57 A

Uberein.

Zusammenfassend lieR die durchgefiihrte Charakterisierung auf die dichtgepackte Assemblierung
von Monolagen aus allen untersuchten LOsungszusammensetzungen schlieRen. Des Weiteren
demonstrierten vor allem die Kontaktwinkelmessungen und XPS-Analytik, dass alle praparierten

Monolagen die gleiche Zusammensetzung mit einem Anteil von 1 : 1 beider Thiolspezies aufwiesen.

MISCHUNGEN MIT MUDA

Fir das MUDA-System wurden zum SAT analoge XPS-Untersuchungen durchgefiihrt (Abbildung 58).
Im Bereich der N 1s-Bindungsenergie lieR sich erst ab einem relativ niedrigen Anteil von MUDA
(10 %) ein Signal detektieren. Bei den im SAT-System verwendeten Mischungsverhaltnissen von bis
zu 75 % an negativer Komponente war dagegen die Anwesenheit des TMAT nicht nachweisbar. Die
Zusammensetzung des C 1s-Signals des reinen MUDA-SAMs spiegelte den Aufbau des Molekiils
wieder (Abbildung 58 B). Dieses liel§ sich in drei Komponenten zerlegen, die der O-C=0-Endgruppe,
der Au-gebundenen-Thiol-Gruppe und der Alkylkette zuzuordnen sind. Charakteristisch fiir den
Carboxyl-SAM war das Signal bei 288,7 eV, das auch fiir die SAMs mit niedrigem Anteil des Thiols in

Losung (1 %) noch sichtbar war.
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Abbildung 58. Typische XP-Spektren der gemischten SAMs mit TMAT und MUDA in verschiedenen
Mischungsverhdltnissen in der Assemblierungslosung A. N 1s-Bindungsenergiebereich B. C1s-
Bindungsenergiebereich.

Zur Quantifizierung des MUDA-Anteils in den assemblierten Monolagen bot sich hier die Intensitat
des charakteristischen Carboxylanteils im C 1s-Signal an. Den auf die Signalintensitdt des reinen
MUDA normierten Verlauf dieser Relation in Abhangigkeit von der Losungszusammensetzung zeigt
Abbildung 59 A. Fir einen Anteil von 50 % MUDA in der assemblierten Monolage wdre dieser
Parameter bei 0,5 zu erwarten. Fiir alle untersuchten Mischungen war die Intensitat des Carboxyls
niedriger als fir den reinen MUDA-SAM. Zusammen mit dem sich mit dem MUDA-Anteil
verandernden Kontaktwinkel verdeutlichte dies eine von einem 100 % MUDA-SAM abweichende
Zusammensetzung. Damit war die Anwesenheit des TMAT indiziert, dessen Anteil jedoch bei
Oberflaichen mit MUDA-LGOsungsanteilen (Xwmupa) Uber ~0,1 zu gering war, um zu einem

detektierbaren N 1s-Signal zu fiihren.

Eine Quantifizierung der Oberflaichenzusammensetzungen analog zu Gleichung (22) eignete sich hier
nur bedingt, da fiir dieses System das notwendige N 1s-Signal nicht fir alle untersuchten Oberflachen
detektierbar war. Zur Vollstandigkeit wurde die Berechnung dennoch durchgefiihrt. Der
Korrekturfaktor K=0,36 wurde in diesem Fall aus den Messungen fir den Carboxybetain-SAM CB
bestimmt. Der MUDA-Anteil der Oberflache lieR sich folglich durch

XOberfléche — . IO'(C 1S)O—C=O (23)
Mub4 Is(N 1s) + I5(C 18)p—c=0

bestimmen und ist in Abbildung 59 B gezeigt.
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Abbildung 59. Oberflichenanteil X von MUDA in Abhdngigkeit der Zusammensetzung der
Assemblierungslosung. A. Bestimmt durch die Relation der Carboxylintensititen bei 288,7 eV zur
Signalintensitdt des reinen MUDA B. Berechnet nach Gleichung (23) durch das Intensitatsverhaltnis der N 1s-
und Carboxylsignale im Vergleich zum entsprechenden Wert fiir den Betain-SAM. Die gezeigten Datenpunkte
von Xmupa 0,25, 0,5 und 1,0 reprasentieren den Mittelwert aus drei Messungen, die Fehlerbalken zeigen die

Standardabweichung.
Auch hier wurde deutlich, dass MUDA in den assemblierten Monolagen immer stark tGberwog. Die

Praparationsbedingungen waren demnach nicht geeignet, um ausgeglichene SAMs aus TMAT und

MUDA herzustellen.

MISCHUNGEN MIT MUPA

Fir das MUPA-System ergab sich zunachst ein dhnliches Bild wie fir das mit MUDA: lediglich bei
MUPA-Anteilen unter 10% konnte das TMAT-typische N 1s-Signal detektiert werden
(Abbildung 60 A). Durch die Phosphonat-Endgruppe wies dieses Thiol ein charakteristisches Signal im
P 2p-Bindungsenergiebereich auf (Abbildung 60 B), welches fur alle Mischungen detektierbar war.
Die Intensitdt war deutlich reduziert, bei geringen Anteilen von MUPA war auch dieses Signal zu
niedriger Bindungsenergie verschoben. Weiterhin zeigte die Analyse der S 2p-Signale im typischen
Bindungsenergiebereich Au-gebundener Thiole ((162-163) eV, Abbildung 60 C), dass sie aus zwei
sich iberlagernden Dubletts gebildet wurde. Der um ~ 1eV zu hoherer Bindungsenergie verschobene
Anteil ist ein Indikator fiir ungebundene Thiole.?®> Sowohl beim reinen MUPA-SAM als auch bei
Mischungen mit hohem MUPA-Anteil waren somit nicht nur auf dem Au assemblierten Thiole
prasent, sondern auch ungebundene Spezies, die auf ungeordnete und teilweise Mehrfachlagen
schlieBen lieRen. Erst bei geringen Anteilen der Phosphonat-Komponente zeigte sich nur noch ein

S 2p-Dublett. Bei diesem Mischungsverhaltnis war auch das N 1s-Signal erstmals detektierbar.
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Abbildung 60. Typische XP-Spektren der gemischten SAMs mit TMAT und MUPA in verschiedenen
Mischungsverhaltnissen in der Assemblierungslosung A. N 1s-Bindungsenergiebereich  B. P 2p-
Bindungsenergiebereich C. S 2p-Bindungsenergiebereich.

Schon die hohe Schichtdicke von (25+2) A, die ellipsometrisch fur MUPA bestimmt wurde, war
erheblich hoher als der theoretische Wert einer Monolage von 16 A. Zusammen mit den XP-Spektren
legten diese Ergebnisse die Bildung von ungeordneten Mehrfachlagen nahe. Die verwendeten
Praparationsbedingungen waren folglich fir den Phosphonat-SAM und dessen Mischungen nicht
geeignet. Anzumerken ist an dieser Stelle, dass die diskutierten Ergebnisse mit Literaturberichten

Ubereinstimmen, die jedoch nicht den Schluss einer ungeeigneten Praparation zogen.116:264

4.1.1.4 Gemischte geladene SAMs aus 0,2 mM-Assemblierungslésung

Die Praparation der gemischten SAMs aus 1 mM-Assemblierungslosung zeigte sich fir alle
untersuchten Thiolkombinationen als problematisch: SAT wurde nicht vollstandig gel6st, fir TMAT
wurde die Oxidation beobachtet und im Fall des carboxyl- und phosphonatterminierten Thiols flhrte
sie nicht zu geordneten Monolagen mit variierender Zusammensetzung. Literaturberichten folgend
wurde daher nur noch ein Fiinftel der urspriinglichen Konzentration verwendet.!** Die Konzentration
der Assemblierungslosung und eine geeignete Praparationsdauer zeigten sich als invers
proportional,** die Immersionszeit wurde daher parallel von einem auf zwei Tage verldngert. Vor
allem bei den carboxylterminierten Thiolen wurden dieser Anpassung noch weitere Uberlegungen

zugrunde gelegt:

Die Herstellung qualitativ hochwertiger sdaureterminierter Monolagen ist seit Jahren Gegenstand
kontroverser Diskussionen.?®326267 Arnold et al. demonstrierten beispielsweise in einer
systematischen Arbeit zur Kristallinitdt solcher SAMs, dass die Zugabe geringer Mengen einer
organischen Sadure zu einer niedrig konzentrierten Assemblierungslosung die zuverldssigsten
Resultate lieferte.?®” Zu dhnlichen Schlussfolgerungen gelangten auch Wang et al., die die sauer
praparierten Monolagen abschlieBend noch mit einer basischen Lésung abspiilten.?®® Allerdings
existieren auch entgegengesetzte Berichte,3%2%6 die auBerdem explizit die Verbesserung der SAM-
Qualitat durch saure Assemblierung verneinen.?3® Auch die Assemblierung aus basischer Lésung ist
dokumentiert.?® Da im Rahmen dieser Arbeit vor allem die Rolle der Carboxylgruppe als

Ladungstriager im Fokus stand, wurde &hnlichen Arbeiten von Chen etal.** folgend der
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Assemblierungslosung der MUDA-Komponente NH; zugesetzt, um die vollstandige Deprotonierung
der Endgruppen unter den basischen Praparationsbedingungen zu gewahrleisten. Im GroRteil der
genannten Publikationen wird Ethanol als geeignetes Losungsmittel genannt, weshalb es auch im

Folgenden beibehalten wurde.

Die Charakterisierung des 1 mM SAT-Systems demonstrierte die ladungsgesteuerte Assemblierung
und folglich den konstanten Anteil beider Komponenten in der resultierenden Monolage. In den
folgenden Untersuchungen wurden daher neben den mittleren Mischungsverhaltnissen von (25 -

75) % auch die Bereiche geringen Anteils einer Komponente ((1 - 10) %) mit einbezogen.

Die statischen Wasserkontaktwinkel © dieser gemischten SAMs sind in Abbildung 61 zusammen-
gefasst. Der generelle Verlauf war ahnlich wie schon in Abschnitt 4.1.1.3 diskutiert. TMAT
(0 =(35%4)°) und SAT (@ = (25 £ 1)°) zeigten die starkste Benetzung durch Wasser, fir MUDA war
der Kontaktwinkel erhoht (0=(49+1)°) und MUPA wies den hochsten Kontaktwinkel mit
Omuea = (70 % 3)° auf.
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60 ,,,,,,,,,, ,_,‘_:,_,_,g::_',',',tt:::_‘__::::z:*,,,__.__SAT
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Anion
Abbildung 61. Abhdngigkeit des Kontaktwinkelns @ vom Anteil X des anionischen Thiols in der
Assemblierungslosung. Jeder Messpunkt zeigt den Mittelwert von mindestens zwei Proben, auf denen je drei
Stellen vermessen wurden, die gezeigten Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

Bei allen Mischungen war die Benetzbarkeit im Vergleich zur reinen anionischen Komponente
erhoht. Am starksten war diese Tendenz erneut fiir die SAT-Oberflaichen ausgepragt, die fir
Losungszusammensetzungen von (10 - 90) % einen Kontaktwinkel unter 5 ° aufwiesen. Oberflachen
mit MUDA-Anteilen zeigten ein schmaleres Plateau niedrigster @ als die entsprechenden SATs. Auch
fir die MUPA-haltigen gemischten Losungen waren die resultierenden Oberflachen hydrophiler als
das reine Phosphonatthiol, jedoch lag @ immer oberhalb des Wertes fiir reines TMAT. Auch diese
Mischungen bildeten ein Plateau bei © ~ 60° fiir (25 - 95) %.

Die Schichtdicken wurden durch spektrale Ellipsometrie bestimmt (Tabelle 12). Die reinen
Komponenten lagen wiederum im Bereich der theoretisch idealen 16 A (siehe vorangegangener
Abschnitt), SAT war erneut leicht erhoht. Die Ausnahme bildete auch fir diese Prdparations-
bedingungen MUPA, das mit (27 +2) A eine deutlich hohere Schichtdicke aufwies. SAMs mit SAT-
Anteil waren dinner als die reinen Homologen. Auch in diesem Vergleich waren die Schichtdicken
der MUPA-haltigen Oberflachen erhoht, allerdings lagen sie im vorliegenden Fall deutlich unter dem

Wert der reinen Komponente.
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4.1 GELADENE UND ZWITTERIONISCHE SAMS

Analog zum dem in Abschnitt 4.1.1.3 beschriebenen Vorgehen wurden auch die aus niedriger

Konzentration praparierten Oberflachen durch XPS charakterisiert.

Tabelle 12. Ellipsometrisch bestimmte Schichtdicken d der gemischten SAMs mit zunehmendem Anteil des
anionischen Thiols in der Assemblierungslosung. Die angegebenen Werte zeigen den Mittelwert von
mindestens drei Proben, auf denen je drei Stellen vermessen wurden, die zugehérigen Standard-
abweichungen waren * 2 A,

d [A] d [A] d [A]

SAT MUDA MUPA
0 % (TMAT) 15 15 15
1% 13 13 19
5% 13 13 19
10 % 13 13 20
25 % 14 16 19
50 % 14 13 21
75 % 14 17 17
90 % 12 15 19
95 % 14 15 19
99 % 15 13 22
100 % 18 15 27

MISCHUNGEN MIT SAT

Flr die SAT-haltigen Monolagen sind die relevanten Spektren in Abbildung 62 zusammengefasst. Im
N 1s-Bindungsenergiebereich konnte fir alle untersuchten Mischungsverhiltnisse ein Signal
nachgewiesen werden (Abbildung 62 A). Auch fir diese wurde eine Verschiebung um ~0,2 eV
gegeniliber dem reinen TMAT beobachtet, allerdings erst ab Ldsungsanteilen der anionischen
Komponente > 1 %. Die S 2p-Spektren wiesen die schon im vorangegangenen Abschnitt diskutierten
Charakteristika auf. Analog zum Auftreten des N 1s-Signals wurde auch die Sulfonatspezies bei
168,0 eV fir alle Losungszusammensetzungen detektiert. Das zweite Schwefelsignal, das teilweise fir
TMAT aus 1 mM-Loésung auftrat und auf dessen Oxidation hinwies, konnte nicht mehr beobachtet

werden.

Auch die Interpretation der C 1s-Signalformen zeigte sich identisch zu der schon beschriebenen. Alle
Signale waren aus zwei Anteilen zusammengesetzt, die dem aliphatischen Rickgrat bei niedrigerer
Bindungsenergie von 284,7 eV und den schwefelgebundenen bzw. stickstoffnahen Kohlenstoffen

zugeordnet werden konnten.
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Abbildung 62. Typische XP-Spektren der gemischten SAMs mit TMAT und SAT in verschiedenen Mischungs-
verhdltnissen in der Assemblierungslosung A. N 1s-Bindungsenergiebereich B. S 2p-Bindungsenergiebereich.
C. C 1s-Bindungsenergiebereich.

Auch hier charakterisierte das Verhaltnis der beiden Schwefel-Spezies die Zusammensetzung der
Oberflache, Abbildung 63 B zeigt es in Abhangigkeit des SAT in der Losung. Dieser Parameter war fir
Anteile von (5-95) % innerhalb der Messfehler und Schwankungen konstant. Der Vergleich mit dem
reinen SAT-SAM liel8 darauf schlieBen, dass der SAT-Anteil der Mischung innerhalb der Fehlergrenzen
~0,5 betrug. Zur Quantifizierung des Komponentenverhaltnisses auf der Oberfliche bot sich
auBRerdem der Vergleich der beiden charakteristischen Gruppensignale, fir SAT das Sulfonat-S 2p-
und fiir TMAT das N 1s-, an (Abbildung 63 A, berechnet nach Gleichung (22)).Der Anteil des
anionischen Thiols lag liber weite Bereiche konstant bei ~0,5-0,6, und bestatigte damit die oben

diskutierten Annahme.
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Abbildung 63. Anteil X von SAT in der assemblierten Monolage in Abhangigkeit der Losungs-
zusammensetzung. A. Intensitdtsverhiltnisse der beiden S 2p-Signale (linke Achse). Um den SAT-Anteil zu
bestimmen, wurden diese Verhiltnisse auf den Wert von reinem SAT normiert (rechte Achse). B. Berechnet
nach Gleichung (22) durch das Intensitatsverhaltnis der N 1s- und S 2p(168 eV)-Signale im Vergleich zum ent-
sprechenden Wert fiir den Betain-SAM. Die gezeigten Datenpunkte reprasentieren den Mittelwert aus
mindestens zwei Messungen, die Fehlerbalken deren Standardabweichungen.

Insgesamt zeigten die XPS-Messungen, dass die Assemblierung zu ladungsausgeglichenen Monolagen
tendierte. Oberflachen mit einem Ladungsiiberschuss wurden nur fiir Anteile von 1 % oder 99 %-SAT
gebildet.
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MISCHUNGEN MIT MUDA

Die charakteristischen N 1s- und C 1s- Bindungsenergiebereiche fir die gemischten Monolagen mit
MUDA-Anteil sind in Abbildung 64 gezeigt. Das TMAT-typische Signal bei 402,6 eV war ab
Mischungsanteilen von MUDA <95 % detektierbar, das charakteristische MUDA-Carboxylsignal bei
288,7 eV bis zu Anteilen von 1 %.
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Abbildung 64. Typische XP-Spektren der gemischten SAMs mit TMAT und MUDA in verschiedenen
Mischungsverhiltnissen in der Assemblierungslésung A. N 1s-Bindungsenergiebereich B. C 1s-Bindungs-
energiebereich.

Zur quantitativen Analyse der gemischten Oberflaichen wurde zunadchst die Signalintensitat des
Carboxylsignals bei 288,7 eV des MUDA-SAMs mit dem der gemischten Monolagen verglichen. Aus
der relativen Intensitat lasst sich auf den Anteil des Carboxylthiols in der assemblierten gemischten
Monolage schlieRen (Abbildung 65 A). Fir Losungsanteile von (10-90) % MUDA war die SAM-
Zusammensetzung konstant bei ~1-1 der beiden Komponenten. Auch fir dieses System wurde
neben der Quantifizierung Gber ein charakteristisches Signal der Vergleich zwischen den beiden
typischen Gruppensignalen nach Gleichung (23) durchgefiihrt (Abbildung 65 B). Der Vergleich der
unterschiedlichen Berechnungen der Oberflachenanteile zeigte wie schon beim SAT-System, dass
beide Quantifizierungsansatze zu vergleichbaren Ergebnissen fihrten. Fir den lUberwiegenden Teil
der untersuchten Losungszusammensetzungen lag er zwischen 0,4 und 0,6. Die gezeigten Daten
sprechen, trotz der verhaltnismaRig groen Fehler, fiir eine ausgeglichene Zusammensetzung der
Oberflachen aus den beiden Thiolen TMAT und MUDA.
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Abbildung 65. Anteil X von MUDA in den assemblierten Monolagen in Abhédngigkeit der Losungs-
zusammensetzung. A. Bestimmt aus der Relation der Carboxylsignalintensititen bei 288,7 eV zur
Signalintensitadt des reinen MUDA. B. Berechnet durch das Intensitdtsverhaltnis der N 1s- und C 1s (289 eV)-
Signale im Vergleich mit dem entsprechenden Wert fiir den Betain-SAM CB. Die gezeigten Datenpunkte
reprasentieren den Mittelwert aus mindestens zwei Messungen, die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung. (Ausnahme: 99%MUDA wurde nur einmal gemessen, der gezeigte Fehler betragt
10 %).

Durch die XPS—Charakterisierung konnte fir die MUDA-enthaltenden gemischten Monolagen somit
die ausgeglichene Anwesenheit beider geladener Thiole fiir Anteile von (10-90)% der
Carboxylkomponente in der Assemblierungslésung demonstriert werden. Der Uberschuss einer der

beiden Komponenten zeigte sich nur bei Mischungen aulRerhalb dieses Bereichs.

MISCHUNGEN MIT MUPA

Fir die Endgruppen der gemischten SAMs aus TMAT und MUPA waren die Bindungsenergiebereiche
der N 1s- und P 2p-Atomorbitale charakteristisch, die entsprechenden Spektren fiir verschiedene
Mischungsverhaltnisse sind in Abbildung 66 A und B gezeigt. Die Prasenz des Trimethylammonium-
thiols konnte fiir MUPA-Anteile bis 95 % nachgewiesen werden; das phosponattypische Signal im

P 2p-Bereich war fir alle Mischungsverhaltnisse detektierbar.
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Abbildung 66. Typische XP-Spektren der gemischten SAMs mit TMAT und MUPA in verschiedenen
Mischungsverhaltnissen in der Assemblierungslésung A. N 1s-Bindungsenergiebereich B. P 2p-Bindungs-
energiebereich C. Anteil von MUPA auf der Oberfliche in Abhangigkeit der Losungszusammensetzung,
berechnet durch das Intensitdtsverhdltnis der N 1s- und P 2p-Signale. Die gezeigten Datenpunkte repra-
sentieren den Mittelwert aus mindestens zwei Messungen, die Fehlerbalken zeigen die Standard-
abweichung.

Da kein dem SB und CB analoges Betainmolekil verfligbar war, konnte der Vergleich der
Signalintensitdten nach Gleichung (20) nicht korrigiert werden, um das schwache N 1s-Signal zu
bericksichtigen. Der Intensitatsvergleich der charakteristischen Signale nach

A _ I5(P 2p) (24)
MUPA ™1 (N 1s) + I,(P 2p)

gibt dennoch Aufschluss (iber die Verhaltnisse in der assemblierten Thiolschicht (Abbildung 66 C). Bis

zu Anteilen von 5 %-MUPA-Losungsanteil Giberwog deutlich die Phosphonatkomponente.

s2p N TMAT Auch fir diese Praparation waren die jeweiligen S 2p-
WW 1%MUPA Signale bei allen MUPA-Anteilen >5 % aus zwei Spezies
. 4 -
e f 5%MUPA bei 162eV  und 163eV  zusammengesetzt
W 50%MUPA (Abbildung 67).
An TR MO5%MUPA
W Fir den GroRteil der charakterisierten Mischungs-

s W%%MUPA

Intensitat [a.u.]

verhaltnisse konnte somit die Anwesenheit beider Thiole

WW"MUPA nach Assemblierung auf der Oberfliche gezeigt werden.

o Jedoch indizieren die beiden Signale im S2p-

' 170 165 160 155 Bindungsenergiebereich und die hohen Schichtdicken
B.E. [eV]

auch fur die hier untersuchten Praparations-
Abbildung 67. Typische XP-Spektren des
S 2p-Bindungsenergiebereichs der ge-
mischten SAMs mit TMAT und MUPA in ver- hochgeordneten Monolagen resultierte.
schiedenen Mischungsverhiltnissen in der
Assemblierungslosung.

bedingungen, dass die Assemblierung nicht in

Der Assemblierungsmechanismus unterschied sich somit
grundlegend von dem der Mischungen von TMAT mit

den anderen beiden anionisch-terminierten Thiolen (siehe folgender Abschnitt).
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1.2 Vergleich der Assemblierungsmechanismen und -konzentrationen

Die Ergebnisse der vorangegangenen Abschnitte legten nahe, dass der untersuchte Parameter der
Losungskonzentration und des Basenzusatzes im Fall von MUDA, einen direkten Einfluss auf die

Assemblierung der ladungstragerterminierten gemischten Monolagen hatte.

Fir alle untersuchten Mischungen aus Trimethylammonium- und Sulfonatthiol konnte XP-
spektroskopisch fiir beide Konzentrationen die Prasenz beider Spezies auf der Oberflache
nachgewiesen werden. Die Analyse der S 2p-Signalverhaltnisse (Abbildung 68 A) zeigte, dass die
resultierende Oberflachenzusammensetzung weder von der Gesamtthiolkonzentration, noch von der
Zusammensetzung der Prdparationslosung (Verhaltnis der Thiolkomponenten zueinander), abhangig
war. Innerhalb der Fehlergrenzen war das Verhaltnis der geladenen Gruppen in den assemblierten
Monolagen nicht signifikant unterschiedlich bei einem Verhdltnis von ~1: 1. Diese Beobachtungen

sprechen daflr, dass es vor allem die geladenen Endgruppen waren, die die Assemblierung

bestimmten.
A. B.
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Abbildung 68. Vergleich der gemischten SAMs aus TMAT und einer anionischen Thiolkomponente, prapariert
bei verschiedenen Losungskonzentrationen A. Anteil X von SAT in Abhéngigkeit der Assemblierungslosungs-
zusammensetzung, bestimmt durch das Intensitdtsverhaltnis der Schwefelsignale. B. Anteil X von MUDA in
Abhangigkeit der Lésungszusammensetzungeng, bestimmt durch die relativen Carboxylsignalintensitdten bei

288,7 eV.

Fir die Bildung gemischter SAMs aus MUDA und TMAT zeigte sich nur die niedrigere Konzentration
(0,2 mM) mit Basenzusatz als geeignet. Nur bei diesen Prédparationsbedingungen konnte das
charakteristische N 1s-Signal Uber weite Bereiche detektiert werden. AuRerdem bewies der
Intensitatenvergleich der Carboxylsignale der gemischten SAMs mit dem des reinen MUDA die
Abnahme des MUDA-Anteils in der assemblierten Monolage auf 0,5 (Abbildung 68 B).Der Vergleich
der beiden Praparationsbedingungen zeigt anschaulich, das unterschiedliche Assemblierungs-
verhalten der Thiolkombination von TMAT und MUDA bei den beiden gewahlten Bedingungen.

SAT und MUDA in Kombination mit TMAT zeigten bei niedriger Konzentration ein Verhalten, das als
»ideale Nichtidealitat” (engl. ideal nonideality) bezeichnet wird.*** Uber weite Bereiche von Lésungs-

zusammensetzungen war die resultierende Oberflachenzusammensetzung konstant (Abbildung 69).

76



4.1 GELADENE UND ZWITTERIONISCHE SAMS

Im Kontrast dazu steht ein Assemblierungs-
1.0 |---®--MUDA
verhalten, wie es flir Mischungen aus DDT und
HUDT bekannt ist und in Abschnitt 4.1.1.1

demonstriert wurde (in Abbildung 69angedeutet

(Oberflache)
o
[0, ]

durch die graue Linie). Losungs- und

Anion

X

]
' Oberflaichenzusammensetzung korrelierten
]

00}=® dabei linear. Als Ursache fur das nichtideale
. 1 .1 . 10 .1 .1
00 0.2 04 06 0.8 1.0 Verhalten werden die elektrostatischen

X, (Lésung)

Anion

Wechselwirkungen der Endgruppen als do-
Abbildung 69. Vergleich der Oberflaichenzusammen-
setzungen der gemischten SAMs aus TMAT und einer
anionischen Komponente (SAT oder MUDA) mit prozesses angenommen.'® Bei ungeladenen
variierender Losungszusammensetzung (Gesamt- Thiolen

thiolkonzentration 0,2 mM). Die Berechnungen ] ]
erfolgten nach  Gleichung (20) fiir SAT und Wechselwirkungen zwischen den Alkylketten

Gleichung (23) fir MUDA. AuBerdem gekennzeichnet  den Haupteinfluss. In der Literatur gibt es eine
ist die 1:1-Zusammensetzung der Betain-SAMs SB

und CB und ein linearer Zusammenhang, wie er fiir
die Mischung von HUDT und DDT beobachtet wurde.  Herstellung  von SAMs mit Ladungs-

minierender Faktor wahrend des Adsorptions-

dagegen haben Van der Waals-

Reihe von Praparationsbedingungen, die fir die

tragerterminierung genutzt wurden. Es werden
sowohl die Verwendung von Wasser, wassrigen Puffersystemen als auch Ethanol zur Losung von
ladungsterminierten Thiolen diskutiert.1!2114115147 Dje Ergebnisse dieser Studie demonstrierten, dass
die hier untersuchte einheitliche Herstellung aus niedrig konzentrierter ethanolischer LOsung
geeignet war. Der Anteil der anionischen Komponente lag fiir SAT-haltige Oberflachen etwas (iber
~50 %, wie aus dem Vergleich mit dem zwitterionischen Betain-SAM SB geschlussfolgert werden
konnte. Flir MUDA-haltige SAMs entsprach die Zusammensetzung der des entsprechenden Betains
CB und zeigte somit eine Zusammensetzung von 1:1 von TMAT und MUDA in den resultierenden
Monolagen. Ein erhohter Anteil einer Komponente und damit ein Ladungsiiberschuss konnte fir

beide Thiolkombinationen nur fiir die duerem Mischungsverhiltnisse gezeigt werden.

Beide getesteten Bedingungen erwiesen sich als nicht geeignet fiir die Praparation von reinen MUPA-
Monolagen und dessen Mischungen mit TMAT. Schon beim reinen MUPA bewiesen der hohe
Kontaktwinkel und die S 2p-Spektren die Bildung von Multilagen. Zwar konnte nach Verdiinnung der
Konzentration um 80 % die Anwesenheit beider Thiole auf den Oberflaichen nachgewiesen werden,
jedoch handelte es sich bei diesen Filmen nicht um geordnete Monolagen, wie die Prasenz von zwei
Schwefelspezies im XP-Spektrum zeigte. Des Weiteren dominierte in allen Fallen die Phosphonat-
komponente, was schon in friiheren Studien beobachtet wurde.''® Da diese funktionelle Gruppe im
Gegensatz zu den anderen beiden Anionen eine zweiprotonige Sdure ist, ware bei einem vom
Ladungsausgleich bestimmten Assemblierungsmechanismus ein Uberschuss der positiven

Komponente zu erwarten gewesen.

Die beiden anderen anionischen Komponenten waren schon in der ethanolischen Assemblierungs-
|6sung deprotoniert und somit geladen: SAT wurde als basisches Natriumsalz verwendet, MUDA-
Losungen wurde eine Base zugesetzt. Diese Ladungsprasenz war, wie bereits erlautert, offensichtlich

die Voraussetzung einer ladungsgesteuerten Assemblierung. Die Losungen des Phosphonat-Thiols
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

waren dagegen nicht durch Basenzusatz modifiziert, das Molekil war dementsprechend nicht
deprotoniert und ungeladen. Den Assemblierungsprozess bestimmten somit nicht die elektro-
statischen Wechselwirkungen der Endgruppen, sondern andere Faktoren, die zu einem Uberschuss
des MUPA auf der Oberflaiche fiihrten (Abbildung 69). Dieser Befund steht in Einklang mit
Modelrechnungen zu solchen Systemen aus einer neutralen und einer geladenen Spezies.’® Um auch
mit dem Phosphonatthiol eine ladungsausgleichende Assemblierung zu erreichen, misste

dementsprechend die Praparation unter basischen Bedingungen erfolgen.

4.1.3 Stabilitit unter marinen Bedingungen

Die Stabilitat der ladungstragerterminierten SAMs in Medien hoher Salinitdt wurde Gber einen
Zeitraum von zehn Tagen Uberprift. Dafir wurden die reinen Komponenten und deren 50 %-
Mischungen (prapariert aus 0,2 mM-Assemblierungslosung) in kinstlichem Meerwasser (SW)
inkubiert. Als Vergleich mit einer anderen oft verwendeten Klasse von SAMs wurden Thiole mit
unterschiedlich langer EG-Terminierung (1-, 3-, 6- und 12 EG-Einheiten an der Cji;-Kette,
Oligoethylenglykol-(OEG)-SAMs) und ein PEG-Thiol (ohne Alkylkettenabstandshalter) mit einbezogen.
Bei allen Thiolen (auBer PEG) bildete eine Mercaptoundecyl-Einheit das Grundgerist, der

entsprechende alkylterminierte SAM (DDT) stand reprasentativ fiir diesen Baustein.

Abbildung 70 fasst den Verlauf der per Ellipsometrie bestimmten Schichtdicken, normiert auf den
jeweiligen Anfangswert, zusammen. Fir die ladungstragerterminierten Oberflachen zeigten sich
innerhalb des Beobachtungszeitraums keine wesentlichen Abnahmen. Eine Ausnahme bildete die
50 %-MUDA-Oberflache, bei der nach zehn Tagen Inkubation die Schichtdicke um ~ 25 % abnahm.
Fir die restlichen SAMs wurde eher der gegenteilige Effekt einer Zunahme beobachtet, am

deutlichsten beim ungeladenen DDT.

Die beobachteten Zunahmen der Filmdicke wies zunachst auf ein ungeniligendes Abspiilen der
zurlickbleibenden Salze nach dem Inkubationszeitraum hin. Jedoch waren die dokumentierten
Zunahmen auch nach erneuter Reinigung der Oberflaichen noch vorhanden und deuteten somit auf
andere Ursachen hin. Ein moglicher Erklarungsansatz ist die Komplexierung von lonen aus dem

Inkubationsmedium.

Fur den kirzesten OEG-SAM wurde ebenfalls eine Zunahme der Schichtdicke mit zunehmender
Inkubationszeit beobachtet. Die beiden mittleren (EGs und EGg) waren nach zehn Tagen minimal
diinner. Fir EGs wurde deshalb zusatzlich eine Langzeitstudie Gber 6 Wochen durchgefiihrt, bei der
keine weitere Abnahme Uber die hier gezeigten 10 % hinaus beobachtet werden konnte. Ein Abbau
der Schichtdicke war sowohl fiir EG1; als auch flir PEG offensichtlicher und fiir das polymere Thiol am

deutlichsten ausgepragt.
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Abbildung 70. Entwicklung der relativen Schichtdicken nach Inkubation in SW liber zehn Tage A.Von
ladungstragerterminierten SAMs und DDT. B. Von EG-terminierten SAMs.

In den folgenden biologischen Untersuchungen wurden die Testoberflichen maximal zwei Tage
marinen Bedingungen ausgesetzt, daher war dafiir der hier untersuchte Anfangszeitraum relevant.
Nach den ersten vier Tagen (Abbildung 71) waren fir TMAT und die beiden MUPA-Oberflachen
Zunahmen der Schichtdicken um bis zu 20 % zu beobachten, die anderen zeigten innerhalb der
Fehler keine Verdnderungen. Eine signifikante Abnahme, bewirkt durch das verwendete Medium

konnte also in den biologischen Experimenten ausgeschlossen werden.
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Abbildung 71. Relative zuriickbleibende Schichtdicke von DDT und SAMs mit geladener Endgruppe oder EG-
Terminierung nach vier Tagen Inkubation in SW.
Die Stabilitat der OEG-SAMs war abhdngig von der Endgruppenlange, je langer diese war desto

deutlicher war die Schichtdickenabnahme.

Aus den gezeigten Daten lassen sich zwei Schlussfolgerungen ziehen: Das Grundgerist der Thiole, die
Mercaptoundecylkette, ist ein geeigneter und stabiler Baustein fir SAMs mit relativ kleinen
Endgruppen unter den untersuchten Bedingungen. Diese Beobachtung wurde schon fiir eine
eingeschrinkte Auswahl dhnlicher SAMs dokumentiert.’*° Des Weiteren demonstrierte der Vergleich
mit PEG, welches keine Alkylkette zwischen Thiolgruppe und EG-Einheiten enthielt und deutlich
schneller diinner wurde, die Bedeutung einer solchen Gruppe fir die Stabilitit gegen eine
vermutliche Desorption der kompletten Thiolmolekiile. Die abnehmende Stabilitdat der EG-SAMs mit
zunehmender Anzahl von EG-Einheiten kann ebenfalls als Desorption der gesamten Molekiile

gedeutet werden. Durch die langer werdenden EG-Terminierungen wird die Unordnung der
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Endgruppen gréRer, was auch die dichte Packung der Alkylankerketten stért.2° Deutlich wird dieser
Zusammenhang durch die nicht-kontinuierliche Zunahme der Schichtdicken. Da somit die
stabilisierenden Wechselwirkungen dieser entscheidenden Bausteine vermindert werden, ist auch

die Desorption der Molekiile eher moglich.

4.1.4 Wechselwirkung der zwitterionischen SAMs mit biologischen
Systemen

Ziel des vorliegenden Teils dieser Arbeit war es, den Einfluss der verschiedenen Ladungstrager und
ihrer gleichzeitigen Prasenz an der Grenzflache eines SAMs auf die Resistenz gegeniiber biologischen
Systemen zu analysieren. Im ersten Schritt wurde daher das Adsorptionsverhalten zweier
Testproteine und anschlieBend das Adhasionsverhalten von zwei marinen Algen untersucht.
SchlieBlich wurden die Testoberflachen in einem Feldexperiment einer realen marinen Population

ausgesetzt.

4.1.4.1 Proteinadsorption

VERGLEICH DER PRAPARATIONSBEDINGUNGEN

Die Adsorption zweier gegensatzlich geladener Testproteine, Fibrinogen und Lysozym, wurde auf den
unterschiedlich praparierten gemischten SAMs analysiert. Nach der Inkubation des jeweiligen
Substrates in der Proteinlésung wurde die adsorbierte Proteinschichtdicke durch spektrale

Ellipsometrie bestimmt.

Fibrinogen, das unter den experimentellen Bedingungen im PBS-Puffer mit pH 7,4 (iber eine negative
Nettoladung verfiigte, bildete auf dem positiv geladenen TMAT die groRte Adsorptionsschicht im
Bereich von 60 A (Abbildung 72). Auf den negativen Komponenten war die Adsorption deutlich
reduziert, lag jedoch weiterhin im Bereich des ungeladenen DDTs, das als bekannte nicht-
proteinresistente Referenz diente. Bei SAT zeigte sich ein deutlicher Einfluss der Praparations-
bedingungen: Auf der Oberfliche aus 0,2 mM-Loésung war die Fibrinogenschicht um 40 % im
Vergleich zur Oberflache aus héher konzentrierter Lésung reduziert. Auch fir die gemischten SAT-
SAMs zeigte sich die Tendenz, dass die Proteinadhdsion auf diesen Substraten abnahm (um
mindestens 80 %). Fir reines MUDA und MUPA konnte kein Unterschied zwischen den
unterschiedlich praparierten Substraten beobachtet werden. Auf den MUDA-Mischungen nahm die
Schichtdicke auf den SAMs aus den niedriger-konzentrierten Praparationslésungen ab, wogegen fir
die gemischten MUPA-Oberflachen ein solch einheitlicher Abfall nicht beobachtet wurde. Fiir MUDA-
Mischungen war die Adsorption im Vergleich zur reinen Komponente bei den 0,2 mM
Testoberflaichen reduziert. Auf allen MUPA-enthaltenden Oberflaichen lagen die bestimmten
Schichtdicken im gleichen Bereich von ~ 40 A. Im Vergleich aller untersuchten Mischungen zeigten

SAT-enthaltende Substrate die hochste Resistenz gegeniber Fibrinogen.
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Abbildung 72. Ellipsometrisch bestimmte Schichtdicken von adsorbiertem Fibrinogen auf gemischten
geladenen SAMs prdpariert aus Lésungen verschiedener Konzentration wund verschiedener
Zusammensetzung. Diagramme in der linken Spalte zeigen die Proteinschicht fiir die Praparation aus 1 mM-,
die rechten aus 0,2 mM-Assemblierungslésungen. A. und B. zeigen SAT-haltige, C. und D. MUDA-haltige und
E. und F. MUPA-haltige Monolagen; die Prozentangaben an der Abszisse geben den Anteil der anionischen
Komponente in der jeweiligen Assemblierungslésung an.

Das Adsorptionsverhalten des positiv geladenen Testprotein Lysozym war auf den reinen SAMs mit
negativen Ladungstragern mit dem auf DDT vergleichbar (min. 20 A, Abbildung 73). Auf dem
gleichnamig geladenen TMAT dagegen war hochstens eine Schicht von 0,5 A nachweisbar. Wie schon
beim Fibrinogen beobachtet hatten die Prdparationsbedingungen fir reines TMAT, MUDA und MUPA
keinen wesentlichen Einfluss. Auf SAT dagegen nahm die Adsorption fiir die geringere Konzentration
um 35 % ab. Gemischte SAMs mit SAT zeigten die hochste Resistenz gegen die Lysozymadsorption.
Auch fiir MUDA-Mischungen wurde diese fiir die niedrige Praparationskonzentration beobachtet. Im
Gegensetz zu diesen beiden Systemen konnte fiir die MUPA-Mischungen kein Resistenzbereich

beobachtet werden.
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Abbildung 73. Ellipsometrisch bestimmte Schichtdicken von adsorbiertem Lysozym auf gemischten
geladenen SAMs prapariert aus Losungen verschiedener Konzentration und verschiedener
Zusammensetzung. Diagramme in der linken Spalte zeigen die Proteinschicht fiir die Praparation aus 1 mM-,
die rechten aus 0,2 mM-Assemblierungslosungen. A. und B. zeigen SAT-haltige, C. und D. MUDA-haltige und
E. und F. MUPA-haltige Monolagen; die Prozentangaben an der Abszisse geben den Anteil der anionischen
Komponente in der jeweiligen Assemblierungslosung an.

Die Proteinadsorption auf den reinen SAMs war von den Nettoladungen der Proteine und
Testoberflaichen bestimmt. Negativ geladenes Fibrinogen adsorbierte am starksten auf positiv
geladenem TMAT, positiv geladenes Lysozym auf den negativ geladenen Komponenten. Die hochste
Resistenz gegen beide Testproteine zeigten gemischte SAMs mit SAT-Anteil. Sowohl fir dieses als
auch fiir das MUDA-enthaltende System waren die Resistenzeigenschaften bei der Prdparation aus

den niedriger konzentrierten Losungen erhoht.

Dagegen lieB sich fiir keine der MUPA-Oberflachen eine Proteinresistenz beobachten. Schon die
Charakterisierung zeigte, dass unter den untersuchten Prdparationsbedingungen keine
wohldefinierten Monolagen assemblierten, weshalb in den folgenden Proteinadsorptions-

experimenten und den biologischen Evaluierungen dieses System nicht mehr mit einbezogen wurde.
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ADSORPTION AUF MISCHUNGEN MIT UBERSCHUSS EINER KOMPONENTE

Die Analytik der gemischten SAT- und MUDA-SAMs zeigte fir die Praparation aus 0,2 mM-Losung
eine konstante Zusammensetzung der Monolagen auch aufRerhalb der vorangegangen analysierten
Anteile zwischen 25 % und 75 %. Daher wurden auch die dufReren Mischungsbereiche bis zu 1 % einer
der Komponenten in der Losung auf ihre Proteinresistenz untersucht, um die Auswirkungen vom

Uberschuss einer der ladungstragenden Komponenten zu evaluieren.
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Abbildung 74. Ellipsometrisch bestimmte Schichtdicken adsorbierter Proteine auf gemischten geladenen
SAMs prapariert aus 0,2 mM-Lésungen verschiedener Zusammensetzung: Fibrinogen auf SAT-haltigen (A.)
und MUDA-haltigen (C.) und adsorbiertem Lysozym auf SAT-haltigen (B.) und MUDA-haltigen (D.) Die
Prozentangaben an der Abszisse geben den Anteil der anionischen Komponente in der jeweiligen
Assemblierungslosung an.

Auf sulfonathaltigen Monolagen zeigte sich lediglich beim hdchsten Anteil von 99 % SAT mit der
erhohten Adsorption von Fibrinogen und Lysozym eine beobachtbare Auswirkung zur sonst
vollstandigen Unterdriickung der Proteinadsorption. Diese Ergebnisse liefen sich mit den
spektroskopischen Daten in Einklang bringen, in denen die Zusammensetzung der SAT-haltigen SAMs
auch nur fir diesen Losungsanteil signifikant abwich. Im Fall der MUDA-haltigen Mischungen war, vor
allem bei der Fibrinogenadsorption, eine hohere Abhdngigkeit der adsorbierten Proteinschicht von
der Losungszusammensetzung zu beobachten. Die hdchste Resistenz zeigte die 50 %-Mischung,
wahrend auf den anderen Testoberflichen die adsorbierte Proteinschichtdicke in Richtung beider
reiner Komponenten kontinuierlich zunahm. Ein direkter Bezug zu den spektrskopischen Daten wie
flr SAT lieS sich in diesem Fall nicht herstellen, allerdings korrelierte diese Tendenz mit den

statischen Kontaktwinkeln der SAMs.
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Aus dem Vergleich der Fibrinogenadsorptionen auf den Mischungen mit variierender anionischer
Komponente lieRen sich zwei Schlussfolgerungen ziehen: Die Eigenschaften der MUDA-haltigen
SAMs variierten starker mit der Losungszusammensetzung, wogegen die SAT-enthaltenden
Monolagen Uber weitere Bereiche einheitliche Eigenschaften demonstrierten. AuBRerdem war die
hohe Proteinresistent der Oberflichen, wie schon von Holmlin et al.}*’ festgehalten, nur bei

ausgeglichener Anwesenheit beider Ladungskomponenten gegeben.

MISCHUNGEN HYDROPHILER UND HYDROPHOBER THIOLE

Auch die gemischten amphiphilen SAMs wurden auf ihr Resistenzverhalten gegeniiber verschiedenen
Proteinen getestet. Abbildung 75 fasst die Ergebnisse von Adsorptionsexperimenten mit Fibrinogen,
BSA und Lysozym zusammen. Die hochste Proteinschicht auf DDT wurde von Fibrinogen gebildet
(d=(32,8+0,9)A), die kleineren Proteine BSA (d =(19,4 +0,8) A) und Lysozym (d = (19,5 + 0,5) A)

bildeten diinnere Schichten, was auf die kleinere Masse dieser Proteine zurtickzufiihren war.

T DDT

T 25%HUDT
SO 555 50%HUDT]

I 75%HuDT

Proteinschichtdicke [A]

Fibrinogen BSA Lysozym

Abbildung 75. Ellipsometrisch bestimmte Schichtdicken von adsorbierten Proteinen auf gemischten
amphiphilen SAMs.

Die Menge der adhdrierten Proteine nahm mit steigendem Anteil von HUDT in der
Assemblierungslésung, also steigender Hydrophilie, kontinuierlich ab. Flir BSA und Lysozym war diese
Tendenz eindeutig. Die beobachteten Ergebnisse stimmen mit Tendenzen aus fritheren Arbeiten
Uiberein, Proteine adhirieren bevorzugt auf hydrophobe Substrate.!®?° Die exakten Werte der
adharierten Proteinschichtdicke variierten, beispielsweise wurde in der genannten Arbeit in einem
analogen Experiment auf DDT eine Fibrinogenschicht von ~60 A beobachtet, wihrend sie im
vorliegenden Fall bei nur 33 A lag. Diese Abweichungen demonstrieren die hohe Sensitivitit des
durchgefiihrten Experimentes von der exakten Ausfihrung, bei der vor allem das Abspilen der

Testoberflachen nach der Inkubation in den Proteinlésungen von zentraler Bedeutung ist.

Auch hier zeigte sich erneut der grundlegende Unterschied zu den Mischungen aus geladenen
Komponenten. Diese wiesen einen breiten Bereich mit resistenten Eigenschaften auf, wahrend sich
fir die amphiphilen SAMs ein linearer Zusammenhang zwischen Zusammensetzung, Benetzbarkeit

und Proteinadsorption zeigte.

4.1.4.2 Adhisionsverhalten von Diatomeen

Diatomeen der Gattung Navicula sind schiffchenférmige Mikroalgen, die in ihrer planktonischen

Form nicht motil sind. Nach dem passiven Erreichen eines Substrats sondern sie extrapolymere
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4.1 GELADENE UND ZWITTERIONISCHE SAMS

Substanzen (EPS) aus, die ihnen zunachst optional ein gleitendes Fortbewegen und anschlieBend die
permanente Adhasion ermdoglichen. In den beiden folgenden Abschnitten werden Ergebnisse aus

Experimenten mit zwei eng verwandten Spezies, N. perminuta und N. incerta, vorgestellt.

ADHASIONSVERHALTEN VON NAVICULA PERMINUTA

Die Starke der Adhdsion von N. perminuta wurde in einem mikrofluidischen Scherkraftexperiment
(experimentelle Details in Abschnitt 3.4.3.2) von DR. M. ALLES auf aus 1 mM Losung praparierten
SAMs aus positiven TMAT- und negativen SAT-Alkanthiolen quantifiziert.

Nach der vorangegangenen statischen Inkubation zeigte die Besiedlungsdichte der Algenzellen beim
Erreichen einer schwachen Scherspannung von ~ 0,01 dyn cm™ keine signifikanten Unterschiede bei
den Mischungsverhéltnissen von 25 % und 50 %. Eine Ausnahme bildete die Oberflaiche mit 75 %
SAT-Losungsanteil, auf der der Anteil dieser permanent adharenten Zellen signifikant niedriger war
(Abbildung 76 A).

Ein differenzierteres Bild bot der Vergleich der kritischen Scherspannungen tso, welche sich als Mal}
fir die Adhasionsstarke heranziehen lassen (Abbildung 76 B). Diese waren fir die gegensatzlich
geladenen Homologen in allen Fallen hoher als auf den gemischten zwitterionischen Oberflachen.
Am starksten hafteten die Diatomeen auf dem positiven TMAT-SAM. ts0 war hier mit
(865 *+ 172) dyn-cm™ mehr als doppelt so hoch als auf dem negativ geladenen SAT ((429 + 93) dyn-cm"
2). Bezogen auf den fiir TMAT erhaltenen Mittelwert nahm tsp auf Oberflichen mit beiden
Ladungstragern um mindestens 95 % ab. Diesbeziiglich wurde die signifikant schwachste Adhasion
auf dem 75 %-SAT-SAM gemessen (ANOVA, p < 0,05).

< S S S S .
RPN\ lc;;@“ 603,05“ 160,:% Ea

Abbildung 76. Mikrofluidische Abrissexperimente mit N. perminuta auf gemischten zwitterionischen SAMs
aus TMAT und SAT in verschiedener Zusammensetzung. A. Anteil der initial sichtbaren Zellen NaNo?, die
nach dem Erreichen einer schwachen Scherspannung von ~ 0,01 dyn cm adhirent blieben. B. Kritische
Scherspannung tso, nach der die Halfte der initial adhdrenten Zellen von der Oberflache abgerissen waren.

Die fur die vorliegende gemischt-geladene SAM-Serie ermittelten kritischen Scherspannungen lagen
somit im vergleichbaren Wertebereich, der fiir Ethylenglykol-terminierte SAMs in analogen

Experimenten erhalten wurde.”®
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

ADHASIONSVERHALTEN VON NAVICULA INCERTA

Experimente zu Besiedlungsverhalten und Haftstarke der Diatomeenspezies N. incerta wurden unter
Anleitung von DR. J. FINLAY an der Universitdt Newcastle (UK) durchgefiihrt. Die Untersuchungen
erfolgten auf Oberflichen, die aus 0,2 mM Losungen prapariert wurden und umfassten
Losungszusammensetzungen von 0 %, 5 %, 10 %, 50 %, 90 %, 95 % und 100 % bezogen auf SAT oder
MUDA. Als Referenzoberfliche diente das hydrophobe, ungeladene DDT. AulRerdem wurden die
beiden mit zwitterionischen Endgruppen terminierten Thiole (SB und CB) einbezogen, um die
Empfindlichkeit der Zellen auf die exakte Struktur der Oberflachenterminierung zu evaluieren. Diese
SAMs dienten schon in der spektroskopischen Charakterisierung der gemischten SAMs als
Referenzsystem, das beide geladenen funktionellen Gruppen an einem Molekil und damit ideale

zwitterionische Eigenschaften aufwies (1 : 1-Verhaltnis der funktionellen Gruppen).

Nach Inkubation in der Diatomeensuspension wurden die Substrate zunachst vorsichtig gewaschen,
um nicht-adharente Zellen zu entfernen. Die Zelldichte wurde im Anschluss an einen Fixierungsschritt
Uber die Autofluoreszenz des in den Chloroplasten enthaltenen Chlorophylls bestimmt. Ein Teil der
zuvor inkubierten Oberflichen wurde nicht direkt fixiert, sondern in einem turbulenten
Wasserflusskanal einer Scherspannung von ~ 30 Pa (300 dyn-cm) ausgesetzt. In Abbildung 77 sind

die Zelldichten vor und nach der Behandlung im Flusskanal vergleichend gegeniiber gestellt.

Die hochste Besiedlungsdichte wurde auf dem positiven TMAT beobachtet, welche im Vergleich zur
ungeladenen DDT-Referenz um 63 % erhoht war. Auf den negativen SAT- und MUDA-SAMs hingegen
wurde eine niedrigere Mikroorganismendichte als auf TMAT (- 26 % auf SAT und - 14 % auf MUDA)

qguantifiziert, bezogen auf DDT war diese jedoch weiterhin erhoht.

Die Anzahl adhirenter Diatomeen war mit 60 - 90 Zellen-mm-2auf den zwitterionisch gemischten
SAMs mit SAT fiir alle Mischungsverhaltnisse gegeniiber den beiden reinen Komponenten signifikant
reduziert (ANOVA, p < 0,01, Abbildung 77 A). Bereits fiir den niedrigsten SAT-Anteil (5 %) betrug die
Abnahme 68 % relativ zu dem positiven TMAT-SAM. Die Diatomeendichte lag auch auf den anderen
Mischungen im gleichen Bereich und nahm erst bei 95 % der anionischen Komponente wieder zu.

Der sulfonathaltige Betain-SAM (SB) zeigte eine mit den Mischungen vergleichbare Zellanzahl.

Auf MUDA-enthaltenden Mischungen war keine so deutliche Reduktion der adharenten Zellanzahl im
Vergleich zu den reinen SAMs feststellbar. Auf allen Mischungsverhaltnissen konnten zwischen (159 -
170) Zellen-mm™ beobachtet werden, was weniger als auf TMAT ((186 + 9) Zellen-mm™) im Bereich
des reinen MUDAs ((161%9) Zellen-mm™, Abbildung77B) lag. Auf dem entsprechende
Carboxybetain (CB) war die adhirente Zelldichte mit (181 + 10) Zellen-mm™ am besten mit der auf
TMAT zu vergleichen.

Nach der Behandlung im Flusskanal nahm die Zelldichte auf allen untersuchten Oberflachen auRer
DDT ab, auf dem keine Entfernung der Zellen festgestellt werden konnte. Auf den SAT-Mischungen
war die Diatomeen-Ablésung am stirksten ausgepragt, es blieben héchstens ~ 25 Zellen-mm™ zuriick
(auf 95 % SAT). Die Zelldichten auf den Betain-SAMs SB und CB nach dem Flusskanal waren, wie die

vor dem Flusskanal auch, im gleichen Bereich wie auf den entsprechenden gemischten SAMs.
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Abbildung 77. Besiedlungsexperimente mit N. incerta auf gemischten geladenen SAMs aus TMAT und A. SAT
und B. MUDA. Besiedlungsdichte der Algenzellen nach 2 h vor und nach Behandlung in einem kalibrierten
Flusskanal mit 30 Pa. Die angegebenen Werte zeigen den Mittelwert der Evaluierung von jeweils 30 FOVs auf
drei Replikaten, die Fehlerbalken das 95 %-Konfidenzintervall.

Das Verhaltnis zwischen permanent adharenten und nach dem Flusskanal noch vorhandenen Zellen
gibt Aufschluss dariber, wie gut die Kieselalgen sich von einer Oberfliche entfernen lassen
(Abbildung 78). Wie auch aus der Literatur bekannt,’® hafteten die Zellen am stirksten auf dem
hydrophoben DDT und wurden dementsprechend durch den Flusskanal nicht entfernt (100 %
zuriickbleibende Diatomeen). Dieser Anteil war auf allen anderen untersuchten Oberflachen deutlich
kleiner. Unter diesen blieben auf dem negativen MUDA-SAM am meisten zuriick, auch im Vergleich
zu dem ebenfalls negativen SAT und dem positiven TMAT-SAM. Auf den gemischten SAT-Oberflachen
zeigte sich mit zunehmendem Anteil der negativen Komponente ein hoherer Anteil abgelster
Mikroorganismen, der bei 50 % SAT maximal war und mit weiterer SAT-Zunahme wieder abnahm.
Auch hier unterschied sich der Verlauf fiir SAT- und MUDA-Mischunge: Ohne Ausnahme war der
zurlickbleibende Algenanteil auf Oberflachen mit Carboxylkomponenten héher (mindestens 40 %) als
auf TMAT (28 %). Auch auf den betainterminierten SAMs waren die Adhadsionsvermdgen
unterschiedlich, fiir CB lag sie mit 41 % im Bereich der MUDA-Mischungen. Auf SB blieben 17 % der
Navicula zuriick, sie hafteten somit schwacher als auf TMAT aber starker als auf den SAT-Mischungen
mit (5 - 90) % SAT-Losungsanteil.
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Abbildung 78. Prozentualer Anteil von zuriickbleibenden Algenzellen auf gemischten SAMs aus TMAT und
SAT oder MUDA nach dem Aussetzen in einem turbulenten Fluss von 30 Pa. Die angegebenen Werte zeigen
den Mittelwert der Evaluierung von jeweils 30 FOVs auf drei Replikaten, die Fehlerbalken das 95 %-
Konfidenzintervall.

Gemeinsam war allen Testoberflachen, dass ihre héhere Benetzbarkeit im Vergleich zu DDT. Die
einheitliche Abnahme der prozentualen Abldsbarkeit der Diatomeen trotz der unterschiedlichen
Ladungsarten deutete darauf hin, dass es vor allem diese Oberflacheneigenschaft war, die die Starke
der Adhasion beeinflusste. Die Korrelation der zurlickbleibenden Zellanteile mit den statischen

Kontaktwinkeln der SAMs (Abbildung 79 A) bestatigt diese Hypothese.
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Abbildung 79. Korrelation des statischen Wasserkontaktwinkels © der Testoberflichen mit A. dem
zuriickbleibenden Zellanteil nach der Behandlung im turbulenten Flusskanal und B. der Besiedlungsdichte
von N. incerta vor dem Flusskanal. Die gestrichelte Linie in A. deutet einen linearen Zusammenhang zwischen
dem Kontaktwinkel und den zuriickbleibenden Zellen an, die in B zeigt zur besseren Einordnung der
Resultate die Besiedlungsdichte auf DDT.

Da die Diatomeen vor dem Erreichen eines Substrates nicht motil sind und bei den durchgefiihrten
Experimenten stets eine konstante Konzentration von Zellen auf alle Oberflachen gegeben wurde,
war ihre Anzahl nach der statischen Inkubation zundchst auf allen Testsubstraten identisch. Die
ersten Unterschiede in den Zelldichten spiegelten daher schwach haftende Zellen wieder, die direkt
entfernt wurden. Diese initialen Besiedlungsdichten (Abbildung 79 B) konnten nicht direkt mit den
Benetzungseigenschaften in Verbindung gebracht werden, wie es fiir die zuriickbleibenden Zellen
moglich war. Die Abbildung macht jedoch deutlich, dass die Haftung auf den sulfonat-haltigen

Oberflachen (gemischte SATs und SB) im Vergleich zu den entsprechenden Carboxylderivaten
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(gemischte MUDASs und CB) abgeschwacht war. Die Anzahl der adhidrenten Mikroorganismen war um

die Halfte reduziert.

Auf den sulfonathaltigen zwitterionischen SAMs hafteten die Navicula schwacher als auf allen
anderen untersuchten Oberflachen, was sich einerseits durch eine initial deutlich reduzierte
Zelldichte und eine nahezu vollstandige Entfernung der Kieselalgen nach dem Flusskanal zeigte. Eine
dhnliche Reduktion der anhaftenden Zellen wurde schon in einer Studie auf einem polymeren
zwitterionischen Material beobachtet, bei denen die initiale Phase der Besiedlung daraufhin naher
untersucht wurde.'’® Hiufig missen sich die Diatomeen nach dem Erreichen einer Oberfliche erst
drehen, um mit einer Raphe in Richtung des Substrates zu liegen. Erst dann kann durch die
Aussonderung von EPS die Adhasion zustande kommen. Auf den in der entsprechenden Studie
untersuchten Poly(sulfobetainmethacrylat)-Oberflichen konnte eine solche Anpassung der
Zellposition nicht beobachtet werden, womit die verminderte Kontaktherstellung zur Oberflache
erklart wurde. Die leichte Ablésung der Diatomeen wurde darauf zuriickgefihrt, dass sie die primare
Adhéasion nicht mehr auf eine effektive Weise bewerkstelligen konnten.'”> Auf den carboxylhaltigen
zwitterionischen Oberflaichen konnte eine dieser Beobachtung entsprechende, initial reduzierte

Adhésion nicht festgestellt werden.

Zusammenfassend lieB sich folgendes Uber das Besiedlungsverhalten der Diatomee N. incerta
festhalten: lhre primadre Adhasion wurde nur durch die sulfonathaltigen Oberflachen signifikant
beeinflusst. Die Starke der permanenten Adhasion, reprasentiert durch den prozentual ablésbaren
Anteil von Zellen, liel§ sich dagegen am besten mit der Oberflachenbenetzbarkeit und nicht der Natur

der vorhandenen Ladungstrager korrelieren.

4.14.3 Adhaisionsverhalten von Ulva linza-Zoopsoren

Das Adhasionsverhalten von U. linza-Zoosporen wurde ebenfalls an der Universitdt Newcastle unter
Anleitung von DRr.J. FINLAY auf den unterschiedlichen geladenen und zwitterionischen SAMs
analysiert. Die Prdparation der gemischten SAMs erfolgte aus 0,2 mM ethanolischen
Assemblierungslésungen. Analog zum Vorgehen beim statischen Navicula-Besiedlungsexperiment
wurden die Testoberflachen in einer Suspension der motilen Zoosporen inkubiert und die Anzahl
adhdrenter Zellen quantifiziert. Ein Teil der Oberflachen wurde einer turbulenten Scherstromung
ausgesetzt, um die Abldsbarkeit der Sporen zu vergleichen. Anders als Navicula, die bis zum
Erreichen eines potentiellen Adhasionsortes nicht motil sind, verfigen Ulva Sporen ulber vier
Flagellen, die ihnen ein freies Schwimmen und damit die aktive Auswahl eines Siedlungsplatzes

ermdglichen. 027!

Die Dichte adhéarenter Zellen war auf dem positiv geladenen TMAT am hoéchsten, im Vergleich zum
flr die Sporen attraktiven hydrophoben DDT war sie verdoppelt (Abbildung 80 A und B). Sowohl auf
den reinen negativ geladenen als auch auf den beiden Betain-SAMs (SB und CB) dagegen adharierten
nur wenige Sporen, im Vergleich zum positiven TMAT hochstens 15 %. Auf den Mischungen zeigten
sich systematische Unterschiede: Auf SAT-haltigen Oberflachen war die Besiedlungsdichte héher als
auf DDT und nur leicht vermindert im Vergleich zum TMAT (Abbildung 80 A). Auf allen MUDA-

Mischungen war eine signifikante Reduktion in Bezug auf TMAT und ab Anteilen >5% auch
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gegeniber DDT zu beobachten (ANOVA, p < 0,05, Abbildung 80 B). Ab diesem Mischungsanteil lag die

Zelldichte im Bereich des reinen MUDA, die quantifizierbare Dichte von ~ 100 Sporen-mm™ war
minimal.
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Abbildung 80. Besiedlungsexperimente mit U. linza auf gemischten geladenen SAMs aus TMAT und A. SAT
oder B. MUDA. Besiedlungsdichte der Algenzellen nach 45 min vor und nach Behandlung in einem
kalibrierten Flusskanal mit 52 Pa. Die angegebenen Werte zeigen den Mittelwert der Evaluierung von jeweils
30 FOVs auf drei Replikaten, die Fehlerbalken das 95 %-Konfidenzintervall.

Eine weitere Beobachtung, die neben der reinen Quantifizierung der adharenten Sporen gemacht
wurde, war ein grofRer Anteil sog. ,Pseudobesiedlung” (engl. pseudo settlement) auf den CB-
Oberflachen. Sporen die den vollstandigen Adhéasionsprozess durchlaufen zeichnen sich durch ihre
runde Form und das Verschwinden der Flagellen aus. Pseudogesiedelte dagegen weisen noch die
Birnenform der schwimmenden Sporen und (zumindest einen Teil der) Flagellen auf. Diese Form der
Besiedlung wurde bisher hauptsichlich auf kationischen Peptid-SAMs beschrieben.* lhr Auftreten
auf den ladungsausgeglichenen Carboxybetainen, aber auf keinem der anderen Testsubstrate, ist ein
Phdanomen, das momentan noch nicht verstanden ist. Im Rahmen dieser Arbeit konnte auf diese

Beobachtung allerdings nicht weiter eingegangen werden.

Beim Vergleich der Sporendichten vor und nach der Behandlung im Wasserkanal fiel vor allem das
nahezu vollstindige Entfernen der adhdrenten Zellen von den SAT-enthaltenen Mischoberflachen
auf, der prozentuale Anteil zuriickbleibender Sporen fir dieses System ist in Abbildung 81 gezeigt.
Auf den MUDA-haltigen SAMs waren schon die initialen Zelldichten so niedrig, dass sich keine
statistisch relevanten Aussagen (iber die die Ablosbarkeit treffen lieBen. Auf die graphische
Darstellung der prozentual zuriickbleibenden Organismen wird daher an dieser Stelle entsprechend
der in der Literatur Ublichen Vorgehensweise verzichtet.?? Auf den sulfonathaltigen Substraten war
die Adhasion so schwach, dass nach dem Flusskanal praktisch keine Sporen mehr vorhanden waren.
Auf reinem TMAT war die Haftung gegeniiber DDT abgeschwacht, ebenso auf dem Betain-SAM. Im
Vergleich blieben prozentual mehr Sporen auf dem reinen SAT-SAM zurlick, allerdings war auch bei
diesem die initiale Zelldichte derart gering, dass eine statistische Signifikanz dieser Aussage nicht
gewahrleistet ist. Insgesamt waren alle Testoberflaichen bis auf TMAT in der Lage, die starke

permanente Adhéasion der Sporen zu verhindern.
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Abbildung 81. Prozentualer Anteil von zurijckbleiberj:en Algenzellen nach dem Aussetzen eines turbulenten
Flusses von 52 Pa auf gemischten SAMs aus TMAT und SAT. Die angegebenen Werte zeigen den Mittelwert
der Evaluierung von jeweils 30 FOVs auf drei Replikaten, die Fehlerbalken das 95 %-Konfidenzintervall.

Von Ulva-Sporen ist eine Besiedlungspriferenz fir hydrophobe Substrate bekannt,*® die Anzahl der
adhdrenten Sporen wurde daher mit dem statischen Wasserkontaktwinkel der Testsubstrate
korreliert (Abbildung 82 A). Vor allem die hohe Besiedlungsdichte auf den gemischten Sulfonat-
Oberflachen und dem positiven TMAT wich deutlich von einem einfachen Zusammenhang der
Oberflachenbenetzbarkeit und der Ulva-Besiedlung ab. Die anschlieRende Entfernung der
adhdrenten Sporen im Flusskanal zeigte auRerdem, dass die Algen auf den extrem hydrophilen
gemischten SAT-SAMs im Gegensatz zum reinen TMAT schwacher hafteten, was durch ihre praktisch
vollstandige Entfernung durch den Flusskanal deutlich wurde (Abbildung 82 B). Auch dieser
Zusammenhang steht im Kontrast zu literaturdokumentierten Tendenzen zu einer starkeren
Adhision auf hydrophilen Substraten.’® Die vorhandenen Ladungstriger veranderten also die
Adhasion der Zellen im Vergleich zu ungeladenen Substraten. Die Fahigkeit der Sporen zur sensiblen
Diskriminierung von exakten Oberflaichenterminierungen wird noch einmal im Vergleich der
gemischten mit den Betain-SAMs deutlich. Vorhandene Carboxyleinheiten, wie in allen MUDA-
Oberflachen und CB, verhinderten die Ansiedlung der Sporen, wahrend die Trimethylammonium-
gruppe diese forderte. Der Einfluss der Carboxyle liberwog dabei, da die Sporen auf den MUDA-
Mischungen nicht siedelten, auf den SAT-haltigen jedoch ein dem TMAT analoges Verhalten zeigten.
Festgehalten werden kann daher an dieser Stelle, dass die Ulva-Sporen eine ausgepragte Tendenz zur
Besiedlung von Substraten mit Ammoniumterminierung aufwiesen, auf deren Mischungen sie jedoch

extrem schwach adharierten und daher im Experiment vollstandig entfernt werden konnten.
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Abbildung 82. Korrelation der statischen Wasserkontaktwinkel @ der SAMs mit geladenen Endgruppen und
DDT mit der Besiedlungsdichte von U. linza A. vor und B. nach dem Flusskanal. Die gestrichelte Linie deutet
einen linearen Zusammenhang zwischen dem Kontaktwinkel der Oberflaichen und der Sporendichte an.

Verursacht durch die sie umhiillende Schicht aus negativ geladenen EPS verfiigen die Sporen nach
auBen hin Uber ein negatives Zeta-Potential.}* In friiheren Studien wurde dementsprechend eine auf
elektrostatische Wechselwirkungen zurickgefihrte verringerte Besiedlungstendenz auf gleichartig
geladenen Oberflachen beobachtet. Auch die Adhasionsstiarke der gesiedelten Sporen war
reduziert.'® Die gezeigten Ergebnisse entsprechen der verminderten Besiedlung auf negativ
geladenen Oberflachen, legen aber einen komplexeren, als den auf reinen elektrostatischen Faktoren
beruhenden, Zusammenhang nahe. Die Sporen zeigten ein hohes Mal§ an Diskriminierungsfahigkeit

zwischen den funktionellen Einheiten.

4.1.4.4 Feldstudie am Florida Institute of Technology (Melbourne, USA)

Um das Besiedlungsverhalten einer realen marinen Population auf den geladen und zwitterionischen
SAMs zu testen, wurden sie im Juni 2012, in Kooperation mit dem Florida Institute of Technology (FIT,
USA), einem Feldexperiment unterzogen. Die aus 1 mM Losung praparierten Oberflichen aus
verschiedenen Mischungsverhéltnissen von TMAT und SAT wurden dafiir fiir 24 h oder 48 h im Meer
inkubiert. Die Quantifizierung der adhadrenten Mikroorganismen erfolgte durch lichtmikroskopische
Evaluierung, wobei die Gattungen der Organismen in Ubereinstimmung mit Zargiel et al. identifiziert
wurden.® Ihre Ubersicht ist in Abschnitt 3.4.7.1 zu finden.

Aus Laborexperimenten mit Einzelspezies ist bekannt, dass unterschiedliche Mikroorganismen
verschiedene Priferenzen fiir spezifische Oberflichenchemien aufweisen.’®*3! Daher war neben der
reinen Quantifizierung der adharenten Mikroorganismen auch die Verteilung ihres Auftretens auf
den unterschiedlichen Oberflachenterminierungen von Interesse (Abbildung 83). Den Hauptanteil
mit ~ 60 % bildeten nach beiden Untersuchungszeitraumen und in allen Fallen schiffchenférmige
Spezies, zu denen Navicula, Nitzschia, Gyrosigma und Progonoi gezahlt wurden. Neben ihnen traten
als eindeutig identifizierbare Spezies hauptsachlich Amphora, Cylindrotheka und begeillelte
Organismen auf. Der Gberwiegende Teil der beobachteten Spezies waren Diatomeen, was basierend
auf Literaturberichten den Erwartungen entsprach.?’?2”3 Die Verteilung der Organismen variierte
zwischen den Oberflachen nicht maRgeblich. Dieser Befund steht im Einklang mit Untersuchungen

auf SAMs mit variierender Benetzbarkeit, die parallel durchgefiihrt wurden.?”
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Abbildung 83. Prozentuale Verteilung der Organismen auf den gemischten SAMs aus TMAT und SAT nach
A.24 h und B. 48 h. In der Gruppe der Schiffchenformigen wurden Navicula, Nitzschia, Gyrosigma und
Progonoi zusammengefasst; in der der runden Organismen Coscinodiscus, Cocconeis und Triceratium. Die
gezeigten Daten reprasentieren die Mittelwerte der Evaluierung von zwei Replikaten fiir 24 h und von sechs
Replikaten fiir 48 h; die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung.

Nach 24-stlindiger Inkubation zeigte die Organismenanzahl auf allen Testoberflachen keine
signifikanten Unterschiede, war jedoch im Vergleich zur DDT-Referenz um mindestens 65 % reduziert
(Abbildung 84, linke Balken). Dieses Experiment wurde daher nicht wiederholt, die Daten
reprasentieren einen Durchlauf bei dem jeweils zwei Replikate untersucht wurden. Nach 48 h
dagegen waren auch zwischen den ladungstragerterminierten Oberflichen differenzierbare
Tendenzen zu erkennen, diese Bedingungen wurden zweimal reproduziert (Abbildung 84, rechte
Balken). Die hochste Besiedlungsdichte zeigte sich nach wie vor auf DDT. Auf dem positiven TMAT
adhérierten mehr Mikroorganismen als auf dem negativen SAT (+ 11 %), dieser Unterschied war
allerdings nicht signifikant (ANOVA, p > 0.05). Alle untersuchten gemischten SAMs reduzierten die
Besiedlungsdichte signifikant im Vergleich zu den reinen Homologen, was mit den vorangegangenen

Ergebnissen einer erhdhten Resistenz der zwitterionischen Oberflachen ibereinstimmte.
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Abbildung 84. Organismendichte auf gemischten SAMs aus TMAT und SAT nach 24 h (linke Balken) und 48 h
(rechte Balken) Inkubation im Meer an der ,,Indian River Lagoon” auf dem Testgelande des FIT, Florida. Die
gezeigten Daten reprasentieren die Evaluierung von 60 Sichtfeldern je Oberflaichenbeschichtung, fiir 24 h auf
zwei, fiir 48 h auf sechs Replikaten. Die Fehlerbalken zeigen den SEM (n2an = 120, nagh = 360).

Fir die hier durchgefiihrten Untersuchungen zur anfanglichen Besiedlung von Oberflachen durch
marine Populationen erwies sich der langere Untersuchungszeitraum als besser geeignet. Da die
Organismenzahl im Vergleich deutlich zunahm, stellte sich zunachst die Frage nach einem moglichen
Abbau der funktionellen Schicht. Dieser Einfluss konnte aber aufbauend auf den in Abschnitt 4.1.3
gewonnenen Ergebnissen zur Stabilitat solcher Oberflachen ausgeschlossen werden. Ausgehend vom
Vergleich der Organismenzusammensetzung kam auch eine spéater einsetzende Besiedlung durch

eine nach 48 h dominante Spezies nicht in Frage.

Eine Reihe von Faktoren, die sich mit der Zeit aufbauen, kdnnen siedelnde Mikroorganismen in ihrem
Adhasionsverhalten beeinflussen. Beispielhaft seien hier Konditionierungsfilme, Biofilme und
physiologische Reaktionen genannt. Konditionierungsfilme werden durch im Medium vorhandenes
Material gebildet.>* Fiir sie konnte gezeigt werden, dass ihr durch Proteine bestimmter Aufbau
abhangig von der gegebenen Oberflichenchemie ist.>” Anhand der in Abschnitt 4.1.4.1
oberflachenabhiangigen Adsorptionspraferenz der verschiedenen Testproteine lag eine abweichende
Zusammensetzung auf den unterschiedlichen Substraten nahe. Allerdings konnte in den
vorangegangenen Studien nur ein begrenzter Effekt der Konditionierung auf eine anschliefende
Besiedlung festgehalten werden.?”> Auch die Biofilm-Bildung durch marine Bakterien ist
oberflichenabhingig;*’¢?’”_ENREF_273 solche Mikroorganismengemeinschaften kénnen weiterer
Fouling-Organismen beeinflussen.?’>2® Ein weiterer zeitabhingiger Einfluss ist die physiologische
Antwort von siedelnden Organismen auf ihren Siedlungsplatz. Diatomeen beispielsweise senden
substratabhingig Botenstoffe (z.B. NO) aus, die wirksam auf nachfolgende Spezies sein kénnen.?”®
Eine genaue Differenzierung zwischen den genannten EinflussgroBen war anhand des

durchgefiihrten Experimentes noch nicht mdglich und erfordert Folgeuntersuchungen.

4.1.5 Vergleich und Diskussion der biologischen Experimente

In den vorangegangenen Abschnitten wurden die Ergebnisse von einzelnen Untersuchungen mit
biologischen Systemen auf den ladungsterminierten Modelloberflachen vorgestellt. Im Folgenden

sollen diese verglichen werden, um generell aufgetretene Tendenzen zu identifizieren.

Auf den Einkomponenten-SAMs war die Adsorption der Proteine von deren Ladung bestimmt. Fiir die

Untersuchungen mit Organismen konnten dagegen keine trivialen einheitlichen Tendenzen
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beobachtet werden. In den Einzelspeziesexperimenten zeigten alle Algenzellen die héchste Praferenz
fiir das positive trimethylammonium-terminierte TMAT. Beide negativen SAMS bewirkten auf die
Besiedlungsdichten von N. incerta und U. linza den gleichen Einfluss, der fir die Spezies jedoch
gegensatzlich war: Im Vergleich zum hydrophoben ungeladenen DDT siedelten die Diatomeen
vermehrt auf ihnen; die Anzahl der adhdrierenden Ulva-Sporen nahm ab. Beim Feldexperiment nahm
die Organismenanzahl auf beiden gegensatzlich geladenen Oberflaichen im Vergleich zur

ungeladenen Referenz ab.

Alle gemischten SAMs zeigten eine ausgeprdgte Resistenz gegen die Adsorption von beiden
entgegengesetzt geladenen Testproteinen. Die Besiedlungsdichten der Algen waren differenzierter:
Die SAT-haltigen Oberflachen reduzierten signifikant die Anzahl adharenter Navicula, wahrend die
MUDA-Oberflachen die der U. linza Sporen verminderte. Im Feldexperiment zeigte sich auf der
gemischten SAT-Oberflache eine signifikante Verminderung gegeniiber sowohl DDT als auch den

reinen geladenen SAMs.

In Bezug auf die Benetzbarkeit einer Oberflache weisen die beiden Algenspezies im Allgemeinen ein
gegensatzliche Adhasionsverhalten auf: Ulva siedeln bevorzugt auf hydrophoben Substraten, auf
denen die Haftstirke dann schwicher als auf hydrophilen Vergleichsoberflichen ist,'®* wahrend
Navicula fest auf solchen Oberflichen adhéarieren.3® Auf dem positiven TMAT, auf dem beide eine
hohere Besiedlungsdichte zeigten, war auch die Starke der jeweiligen Adhéasion vermindert. Dieses
analoge Verhalten zeigte die Relevanz der positiven Ladung fiir den Adhasionsprozess beider Spezies.
Fiir die Ulva Sporen widersprach das insgesamt beobachtete Verhalten der bekannten Praferenz fiir
hydrophobe Substrate, die hochste Besiedlung wurde auf den hydrophilsten gemischten SAT-SAMs
verzeichnet, auf denen aber keine feste permanente Adhdsion hergestellt werden konnte.
Gemeinsam ist einer Vielzahl mariner Organismen ihre negative Nettoladung, die durch
ausgesonderte EPS zustande kommt.14280-281 Dje naheliegende AbstoRung bei Anndherung an eine
ebenfalls negativ geladene Oberflache konnte fiir die Ulva-Sporen auch beobachtet werden, die auf
beiden negativen SAMs wenig und nur schwach adhéarierten. Eine solche ,elektrostatische
AbstoBung” der EPS durch vorhandene Oberflachenladungen scheint zunachst plausibel. Bei
Betrachtung der typischen Debye-Linge fir Meerwasser von nur 4 A zeigt sich aber,'* dass diese
Wechselwirkungen nur bei direktem Kontakt mit dem Substrat wirksam sein kénnen und langer
reichende Krafte wie van der Waals- oder vor allem Wasserstoffbriicken dominieren missen. Die
Zoosporen wurden dennoch nicht exklusiv von der Benetzbarkeit, sondern offensichtlich auch von
Ladungszustand und Hydratation beeinflusst. Die genauere Analyse der Diatomeen-Experimente mit
N. incerta lieR dagegen den Schluss zu, dass der Ladungszustand der Oberflichen eine
untergeordnete Rolle spielte und die Benetzbarkeit und vor allem die Hydratation der
zwitterionischen Oberflachen die Starke ihrer Adhdsion bestimmten. Fiir die eng verwandte Spezies
N. perminuta dagegen wurde ein Einfluss der Ladung gefunden, jedoch wurde auch sie am starksten
von den zwitterionischen Oberflichen, den Testsubstraten mit ausgepragter Hydratation,
beeinflusst. Insgesamt zeigte sich flr alle durchgefiihrten Experimente, dass es vor allem diese
Oberflachencharakteristik war, die die Adhdsion sowohl der Proteine als auch der Algenzellen

verminderte und die Adhasion der untersuchten Organismen einheitlich abschwachte. Da die
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3334 jst diese

Haftmittel der untersuchten Spezies zu groRen Teilen aus Proteinen bestehen,
verminderte Haftung auf die behinderte Adhdsionsvermittlung durch diese Substanzen

zurtckzufihren.

Die offensichtlich unterschiedlichen Auswirkungen der verschiedenen Oberflacheneigenschaften
Benetzbarkeit, Ladung und Hydratation auf die beiden Algen-Modellorganismen, wirft die Frage nach
den biologischen Unterschieden der siedelnden Zellen auf. Navicula sind von einer komplexen Hiille
aus Silikat umgeben, in Wechselwirkung mit dem Substrat treten somit dieses anorganische Material
und die schon erwdhnten Haftstoffe.3® Die motilen Ulva Sporen dagegen verfiigen noch nicht (iber
eine Zellwand, ihre duRere Hiille besteht aus einer Lipoprotein-Membran.'>® Schon in vergleichenden
Untersuchungen auf kationischen Oligopeptid-Oberflaichen wurde ein &hnlicher prinzipieller
Unterschied wie oben diskutiert beobachtet.’® Eine Wechselwirkung der umhiillenden Zellmembran
der Sporen mit den geladenen Endgruppen wurde dabei als naheliegende Ursache benannt. Da auch
in dieser Studie ladungstragerterminierte Oberflichen verwendet wurden, scheint diese
Argumentation auch im vorliegenden Fall schlissig und erklart die hohe Spezifitidt die die Sporen bei

der Besiedlung an den Tag legten.

Auf den reinen anionischen SAMs wurden keine signifikanten Unterschiede in den biologischen
Evaluierungen beobachtet. Ihre Mischungen mit TMAT dagegen hatten unterscheidbare Resultate,
sowohl fiir die Proteinadhéasion als auch fiir die Algenbesiedlung, zur Folge. Vor allem die initialen
Besiedlungsdichten der Ulva-Sporen unterschieden sich. An dieser Stelle ist es daher angebracht, die
Unterschiede dieser anionischen Ladungstrager naher zu diskutieren. Beide sind monovalente
Sauren, durch ihre unterschiedlichen GrofRen weist allerdings die Sulfonatgruppe eine niedrigere
Ladungsdichte auf. Ein weiterer Unterschied zeigt sich in ihrer Wechselwirkung mit Wasser-
molekilen: Sulfonate lassen sich als chaotrope, also Wasserstruktur-brechende, lonen einordnen,
wihrend Carboxylaten kosmotrope Eigenschaften zugeordnet werden.’®” Auch eine theoretische
Analyse von Polysulfo- und Polycarboxybetainen zeigte schon, dass die beiden Betaine die sie
umgebende , Wasserstruktur” unterschiedlich beeinflussen.*>%2 Dje Auswirkungen dieser Faktoren
wurde anhand des Explorationsverhaltens von Seepockenlarven demonstriert, die auf den beiden
zwitterionischen Polymeren signifikant unterschiedliche Bewegungsmuster zeigten. Allerdings
konnte dieses verdnderte Verhalten nicht direkt mit den physiko-chemischen Unterschieden der
Testsubstrate korreliert werden. Eine solche direkte Begriindung fallt daher auch im vorliegenden
Fall schwer. Festhalten lasst sich allerdings, dass auch die aufgezeigten Zusammenhange wiederholt
die dominante Rolle der Wasserbindung fiir die Wechselwirkung einer Oberfliche mit potentiell

adharierenden Systemen demonstrieren.

EINFLUSS DER LOSUNGSZUSAMMENSETZUNG

Neben den Auswirkungen der reinen Ladungstrager und deren gleichzeitiger Prasenz wurde auch der
Einfluss der Mischungsverhiltnisse und dem Uberschuss einer der Komponenten naher analysiert.
Bei der Adsorption der Proteine war vor allem fiir die MUDA-Mischungen eine Abhéngigkeit von der
Losungszusammensetzung beobachtbar, die bei Fibrinogen starker ausgepragt war. Fir die dueren

Mischungsverhaltnisse, bei denen eine der Komponenten nur zu 1 -5 % Anteil in der L6sung hatte,
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war die Schichtdicke des Proteins im Vergleich mit den anderen Mischungen erhdht. Im Fall der
Praparation aus hoher konzentrierter Losung wurde fir die 75 %-SAT-Mischung fiir N. perminuta eine
signifikant verminderte Haftstdarke und im Feldexperiment eine geringere Organismenanzahl im
Vergleich zu den anderen Mischungsverhéltnissen gefunden. Solche Abweichungen lassen sich mit
Beobachtungen von Chenetal. erklaren, die IR-spektroskopisch einen Einfluss der

Lésungskomposition auf die Struktur der resultierenden Monolagen feststellten.'4

In den Besiedlungsexperimenten mit den beiden Algenspezies konnten nur auf den Oberflachen mit
niedrigstem Losungsanteil einer der beiden Thiole Abweichungen fir ihr jeweiliges Adhasions-
verhalten festgestellt werden. Schon die spektroskopische Analyse der Substrate zeigte Anderungen
des Oberflaichenaufbaus nur fiir diese &duBeren Mischungsverhaltnisse, bei denen einer der
Ladungstriager im Uberschuss vorhanden war. Somit war der zwitterionische Charakter mit
ausgeglichenen Ladungsanteilen nicht mehr gegeben, was sich offensichtlich direkt auf die
biologischen Systeme auswirkte. Die Ladungsausgeglichenheit auf den Oberflaichen war somit nicht
nur fiir die Proteinresistenz, sondern auch fiir die verminderte Besiedlung und Abschwachung der

Adhasion der untersuchten Organismen von zentraler Bedeutung.

VERGLEICH DER GEMISCHTEN MIT DEN BETAIN-SAMS

In den Besiedlungsexperimenten mit N. incerta

QQQQQQQQ und U. linza wurden nicht nur die Mischungen
//a//a//a//a //////// ausd positivem :hiol und einctjer anionischen

GemlschteSAMs Betain SAMs Komponente, sondern auch die ent-

Abbildung 85. lllustration der strukturellen Unter- sprechenden  Betain-SAMs  untersucht.  Sie

schiede der Ladungstragerlage in den gemischten unterschieden sich durch die Verteilung der
zwitterionischen und den Betain-SAMSs. Ladungstragerlagen in der Oberfliche, wie in
Abbildung 85 fir eine angenommene ideale Packung illustriert. Bei den gemischten SAMs waren die
funktionellen Einheiten nebeneinander auf der Oberflache vorhanden. Fiir die Betain-SAMs bildete
dagegen die anionische Komponente die duRerste Lage, wahrend der positive Ammonium-Teil weiter
unten positioniert war. Fir die Untersuchungen mit Diatomeen waren keine Unterschiede zwischen
diesen beiden Formen der zwitterionischen SAMs beobachtbar. Dieses Resultat bestatigt die von
Holmlin et al. festgehaltene Beobachtung, dass nicht die Form, sondern lediglich das gleichzeitige
Vorhandensein der gegensatzlichen Ladungen relevant fiir die resultierenden Eigenschaften der
SAMs ist.}*” Dagegen entsprach die Besiedlung der Ulva-Sporen auf Sulfonat-haltigen SAMs nicht
dieser Regel. Da diese Abweichung die Einzige war, konnte nicht von einer mangelnden Qualitat oder
Unterschieden der verwendeten Oberflachen ausgegangen werden. Die Sporen zeigten auf dem SB-
SAM eine dem reinen Sulfonat-SAM &hnliche Adhéasionsdichte, wahrend die Zelldichte auf den
Mischungen im Bereich des positiven TMAT-SAMs lag. Bei erneuter Betrachtung von Abbildung 85
legen diese Zusammenhange die Vermutung nahe, dass die Sporen hochst selektiv auf die duBerste

Oberflachenlage reagierten, die im Fall des SB-SAMs von den Sulfonat-Einheiten gebildet wurde.
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4.1.6 Zusammenfassung

Die Ladung und der Hydratationszustand einer Oberflachenbeschichtung sind zentrale Eigenschaften,
die ihre Wechselwirkungen mit organischem Material bestimmen. Zwitterionische Systeme sind
solche, deren starke Hydratation auf der gleichzeitigen Prasenz entgegengesetzter Ladungstrager und
deren elektrostatischer Wechselwirkungen mit Wasser beruht. Diese Materialien wurden schon in
verschiedenen Zusammenhadngen als vielversprechend flr Antifouling- und Foulingrelease-
Anwendungen demonstriert.? Dieser Teil der Arbeit beschiftigte sich daher mit der Préparation,
Charakterisierung und biologischen Evaluierung von SAMs mit Ladungstragerterminierung und ihren
Mischungen zu zwitterionischen Monolagen. Als positives Thiol diente TMAT, das eine Trimethyl-
ammoniumgruppe aufwies. Die anionischen Gegenstiicke waren sulfonat- (SAT), carboxyl- (MUDA)

oder phosphonat-terminiert (MUPA).

Die Assemblierung der reinen Thiole und ihrer Mischungen wurde flir zwei Konzentrationen
ethanolischer Losungen untersucht. Die hohere Konzentration (1 mM) zeigte sich als nicht geeignet
fir gemischte SAMs aus TMAT und der Carboxyl- oder Phosphonat-Komponente, da die
resultierenden Oberflichen nicht beide Thiolkomponenten aufwiesen. Fir die niedrigere
Konzentration von 0,2 mM dagegen wurden sowohl flir Mischungen des Sulfonatthiols (SAT) als auch
des Carboxylatthiols (MUDA) mit ammoniumterminierten TMAT durch XP-Spektroskopie beide
Molekilspezies auf der Oberflache detektiert. Die Analyse der Assemblierungsverhalten zeigte, dass
nicht die Losungszusammensetzung den Aufbau der resultierende Oberflaiche bestimmte, sondern
dieser nahezu unabhéangig von den verwendeten Mischungsverhaltnissen war und zu einem SAM mit
1:1-Verhaltnis der beiden Komponenten fiihrte. Dieses Assemblierungsverhalten entsprach den
Erwartungen fiir die verwendeten entgegengesetzt geladenen Komponenten.0113-1% Eir alle
untersuchten Oberflichen mit dem phosphonatterminierten Thiol (MUPA) wurden keine
dichtgepackten geordneten SAMs erhalten. Des Weiteren zeigte sich das Molekiil bei der
gleichzeitigen Assemblierung als dominant im Vergleich mit dem positiven Thiol, sein Anteil in den
resultierenden Multilagen war immer erhdht. Die untersuchten Praparationsbedingungen waren

daher nicht geeignet fiir diese Komponente und ihre Mischungen mit TMAT.

Bei der Inkubation in SW zeigten sich die SAMs als stabil, nach einem Beobachtungszeitraum von
zehn Tagen konnte kein Abbau der Monolagen festgestellt werden. In den folgenden biologischen
Evaluierungen konnte daher davon ausgegangen werden, dass beobachtbare Effekte auf die

Endgruppenchemie zuriickzufiihren waren.

Die Adsorption der beiden Testproteine Fibrinogen und Lysozym, die unter den experimentellen
Bedingungen entgegengesetzt geladen waren, wurde auf den reinen SAMs von deren Nettoladung
bestimmt. Die Mischungen reduzierte die adsorbierte Schichtdicke in allen Fallen, was fir die aus
niedrigerer Konzentration praparierten Oberflachen starker ausgepragt war. Aufbauend auf dieser
vielversprechenden Proteinresistenz wurde das Adhdsionsverhalten von marinen Modellorganismen
naher untersucht. Die Adhasionsstarke der Kieselalge N. perminuta konnte durch ein mikrofluidisches
Scherkraftexperiment qualitativ verglichen werden. Auf den gemischten Sulfonat-SAMs lag die
charakteristische kritische Scherspannung tsp in einem Bereich, der schon fir hydratisierte

Ethylenglykol-SAMs gemessen wurde.”® Fiir den reinen geladenen SAMs war sie signifikant héher, am
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hochsten auf dem positiven TMAT, was als starke Haftung der Einzeller gedeutet werden konnte. Ein
analoger Einfluss der Ladungstrager wurde mit der nahverwandten Spezies N. incerta nicht in diesem
Ausmal’ festgestellt. Fir sie wurden Benetzbarkeit und Hydratation als bestimmende Faktoren fiir
ihre initiale und permanente Adhasion identifiziert. Zoosporen der Griinalge Ulva linza zeigten sich
empfindlicher auf die exakte Terminierung der Oberflache, was auf die direkte Wechselwirkung der
sie umgebenden Zellmembran mit den geladenen Oberflaichenendgruppen zuriickgefiihrt werden
konnte. lhre Besiedlung wurde auf beiden rein-negativ terminerten SAMs gleichermaRen signifikant
reduziert. Die Mischungen der Anionen (Sulfonat und Carboxylat) mit TMAT dagegen hatten
entgegengesetzte Effekte auf die Anzahl der Sporen, die permanent auf ihnen adhérierten. Der
detaillierte Vergleich der gemischten SAMs mit ihren analogen Betainen offenbarte eine Praferenz

flr die Trimethylammoniumgruppe und eine ausgepragte Unattraktivitat der Carboxylate.

Unter realen Bedingungen wurde abschliefend die Besiedlungydynamik einer marinen Population in
einem Feldexperiment an der Atlantikkiiste Floridas evaluiert. Nach 48 h konnten deutliche
Unterschiede zwischen reinen und gemischten SAMs aus TMAT und SAT quantifiziert werden: Die
Anzahl adharenter Organismen war auf den Mischungen, den Oberflichen mit hoéherem
Hydratationsgrad, am niedrigsten. Auf den entgegengesetzt geladenen reinen SAMs dagegen war

keine Differenzierung wie fir die Einzelspeziesexperimente feststellbar.

Zusammenfassend konnte eine unterschiedlich stark ausgepragte Diskriminierung aller untersuchten
Organismen auf die einzelnen Ladungstrager festgehalten werden: Die positive Ammoniumgruppe
hatte immer eine besiedlungsfordernde Wirkung; die negativen Gruppen hatten einen analogen,
aber fir die beiden Einzelspezies entgegengesetzten Einfluss. Die zwitterionischen Eigenschaften der

gemischten Komponenten reduzierten alle fir die Starke der Adhasion reprasentativen Parameter.

Fir Anschlussstudien bieten sich einige Ansatzpunkte: Zunachst missten die Praparations-
bedingungen fiir die Phosphonatkomponente optimiert werden, um die zur Verfigung stehende
Probenmatrix zu erweitern. Des Weiteren waren auch weitere positive Ladungstrager
winschenswert, um zu evaluieren, inwiefern die diskutierten Beobachtungen auf die positive
Ladung, oder die chemische Natur der Trimethylammoniumgruppe zuriickzufiihren sind.
Abschliefend wére die detailliertere Untersuchung der Auswirkungen der gleichzeitigen, aber nicht
ausgeglichenen Prasenz zweier Ladungstrager von Interesse. Daflir misste jedoch die Praparation
der gemischten SAMs angepasst werden, beispielsweise durch den schrittweisen Austausch von

Teilen von zunéachst vollstandig assemblierten Monolagen.
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4.2 Hydrophile und amphiphile Polysaccharide

Hydrophile Oberflaichen haben im Vergleich zu Materialien mit niedrigerer Benetzbarkeit hoheres
Potential, resistent gegeniiber der Anlagerung von Biomaterial zu sein.!?? Polysaccharide (PS) bilden
eine Klasse von Biopolymeren, die daher vielversprechende Kandidaten fiir die Beschichtung inerter
Oberflachen sind. lhre Hydratisierung beruht nicht wie bei zwitterionischen Systemen auf elektro-
statischen Wechselwirkungen, sondern auf Wasserstoffbriickenbindungen der Hydroxylgruppen. lhr

Potential wurde schon im Kontext der Protein-, Zell- und Bakterienresistenz demonstriert.283-28

Ausgehend von solchen Studien wurde in friiheren Arbeiten in unserer Gruppe auch die Anwendung
immobilisierter Saccharid-Polymere im marinen Bereich untersucht.?®> In diesen ersten Arbeiten
zeigten die praparierten Oberflachen nicht die aufgrund der hohen Protein- und Zellresistenz
erwarteten Eigenschaften zur Verhinderung der Adhdsion von marinen Organismen. Als Ursache
wurde die Wechselwirkung von freien Carboxylgruppen mit im marinen Medium vorhandenen
zweiwertigen Kationen identifiziert. Die Blockierung dieser funktionellen Einheiten sollte
dementsprechend die Resistenz dieser Substanzklasse auch in Medien mit hoher Salinitat
gewahrleisten. Im Rahmen dieser Dissertation wurden daher die freien Carboxylgruppen von

immobilisierten Zuckermolekilen gezielt modifiziert.

Als natrliche Polysaccharide wurden Alginsaure (AA), Hyaluronsaure (HA) und Chondroitinsulfat (CS)
verwendet, die sich geringfiigig in ihrem Disaccharidgrundbausteins unterscheiden (Abbildung 86).
AA ist ein in Meeresalgen vorkommendes Blockpolymer mit variierenden Mengen an o-L-
Guluronsdure (G-Einheit) und B-D-Mannuronsdure (M-Einheit), die [1->4]-glykosidisch verknipft
sind. Es verflgt iber eine zusatzliche Sduregruppe im Grundbaustein, die Anzahl der verfliigbaren
Komplexbildner und Modifikationsstellen ist damit doppelt so hoch wie bei den anderen Sacchariden
und die Auswirkung einer Modifikation somit potentiell héher. HA ist aus B-D-Glucuronsaure-[1-3]-
B-N-Acetyl-D-Glucosamineinheiten  aufgebaut. Das  Glykosaminimoglykan (GAG) kommt
beispielsweise als Hauptbestandteil des Bindegewebes, als Gelenkschmiermittel oder im Glaskorper
des Auges vor. CS ist das haufigste GAG, es verflgt tber die gleiche Disaccharideinheit wie HA, die
zusatzlich eine Sulfateinheit tragt. Diese kann in 4- oder 6-Position der N-Acetyl-Galactosamin—
Einheit angebunden sein. Neben dem Vorkommen in der Glykocalyx von Zellen, im Bindegewebe und
Knorpeln wurde es auBerdem in Fischschleim nachgewiesen, wo es fiir antiadhasive Eigenschaften
mitverantwortlich gemacht wird.1%5215286287 Aych wurde in diesem Zusammenhang die Rolle als
Botenstoff identifiziert, der das Verhalten anderer mariner Organismen aktiv beeinflussen kann.?® Es
wurden polydisperse Materialien aus natirlichen Quellen verwendet, um giinstige Materialien fir
eine eventuelle zukiinftige Anwendung zu nutzen: AA stammte aus Braunalgen (M~ (8-
12)-10% g'mol?), HA von Streptococcus equi (M~ (1,5-1,8)-10° g'-mol™?) und CS aus Haiknorpel
(M~(3,1-3,7)-10* g-mol?).

Die Auswahl dieser drei Biopolymere erlaubt es, die Auswirkungen der leichten strukturellen

Veranderungen im Grundgerist der Bausteine auf ihre antiadhasiven Eigenschaften zu untersuchen.
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Abbildung 86. Disaccharidbausteine der verwendeten Polysaccharide. Fiir AA sind zwei [1->4]-verkniipfte M-
Einheiten gezeigt, fiir CS die Modifizierung in 6-Position.

Zur Modifizierung der auf den Oberflaichen immobilisierten Polysaccharide wurde das hydrophobe
Trifluorethylamin (TFEA) verwendet. Zusatzlich zur Blockierung der koordinierenden Fahigkeiten der
Carboxylgruppen fiir zweiwertige Kationen konnten so amphiphile Eigenschaften im natirlicherweise

hydrophilen Polymernetzwerk etabliert werden.

Abbildung 87 zeigt schematisch die etablierte Kopplungsstrategie, die in dieser Arbeit angewendet
wurde. 26289290 7 Aktivierung der siliziumbasierten Substrate (Wafer oder Glas) wurden diese im
ersten Schritt im Sauerstoffplasma behandelt. Die generierten Hydroxygruppen erlaubten im
Anschluss die Anbindung von Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS), einem Silan-Linker mit
Aminoterminierung. Zur Immobilisierung der PS wurden deren Carboxylgruppen mittels EDC und NHS
aktiviert. Die gebildeten NHS-Ester konnten selektiv mit den auf der Oberfliche angebundenen

Aminogruppen reagieren.

Da in diesem Schritt nicht alle Sduregruppen als Amide an die Oberflache angebunden wurden,
konnten diese freien Einheiten in einem nachsten Schritt erneut durch EDC/NHS aktiviert und zur
gezielten Modifizierung der oberflichengebundenen PS verwendet werden. Zur Einflhrung

hydrophober Bausteine in die hydrophilen Polysaccharid-Netzwerke wurde Trifluorethylamin (TFEA)

verwendet.
H
HO\I¢0 F3C\/N\f0
HOJ\ /U\OH PS
2 \n/
1. Re-Aktivierung
APTMS

Plasma et A/ EDC/NHS Akt'merung H/ 2 TEEA H/

ivi Si !
Aktivierung O oH O:‘_o o i‘ . ‘I

Si "oH | (|) | | ? | CI’ |
Oberflache I

Abbildung 87. Schematische Ubersicht der angewandten Strategie zur Kopplung der Polysaccharide. Die
gereinigten Si-Oberflichen wurden zunachst im Sauerstoffplasma aktiviert, anschlieBend wurde ein
aminoterminierter Silan-Linker an die reaktiven Hydroxylgruppen gekoppelt. Die Polysaccharide wurden
liber ihre Carboxylgruppen an diese Aminogruppen angebunden. Freie Sauregruppen konnten anschliefend
re-aktiviert werden, um ein fluoriertes Amin anzubinden.

In den folgenden Abschnitten wird zundchst auf die Charakterisierung der so praparierten
Oberflachen eingegangen. AnschlieRend werden die Ergebnisse biologischer Evaluierungen mit

diversen Biofouling-Spezies prasentiert.

4.2.1 Charakterisierung von Polysaccharidoberflichen

Alle Praparationsschritte wurden durch Kontaktwinkel- und Ellipsometriemessungen verifiziert. Zur

detaillierten Analyse der Beschichtungszusammensetzungen wurden XPS-Messungen durchgefiihrt.
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4.2.1.1 Kontaktwinkel und Ellipsometrie

Die Benetzbarkeit aller praparierten Proben wurde durch Messung des statischen
Wasserkontaktwinkels @ untersucht. In Tabelle 13 sind die Ergebnisse dieser Messungen
zusammengefasst. Ein erster Indikator fiir die erfolgreiche Durchfiihrung der einzelnen
Kopplungsschritte war die Entwicklung der Benetzbarkeit. Durch die Plasmabehandlung waren die
Proben zunachst extrem hydrophil (© < 5°). Nach der Beschichtung mit dem Aminosilan APTMS nahm
der Kontaktwinkel erwartungsgemaR zu (Oaprrms = (40 £ 3)°). Die Anbindung der verschiedenen
Polysaccharide wiederum zeigte sich in der erneuten Zunahme der Hydrophilie (@< 10°). Der

anschliefende Kopplungsschritt erhhte © erneut um = 10°, je nach PS auf (20 - 30)°.

Tabelle 13. Statische Wasserkontaktwinkel @ und ellipsometrisch bestimmte Schichtdicken d eines
reprdsentativen Satzes von beschichteten Si-Wafern. Die Werte entsprechen dem Mittel aus Messungen an
drei verschiedenen Stellen je Probe, die angegebenen Fehler den Standardabweichungen.

0[] d [A]
Plasma gereinigt <5 0

APTMS 40+3 7,8+2,8

AA 13+3 26,2+7,8
AA+TFEA 26+3 26,6 £3,2

HA <10 20,7 £2,8
HA+TFEA 22+5 23,5126

CS 13+4 32,4+0,8
CS+TFEA 2442 34,7+0,9

Die Schichtdicken d wurden durch spektrale Ellipsometrie bestimmt. Hierbei wurde ein Zwei-
Schichten-Modell zugrunde gelegt, bei dem ein gereinigter Si-Wafer als reflektierender Untergrund
diente. Der organische Film wurde als Cauchy-Schicht mit den Parametern A=1,45,B=0,01und C=0
modelliert. DefinitionsgemaR ist die Schichtdicke der Referenzprobe demnach 0 A. Die Ergebnisse
von (7,8 +2,8) A stimmen mit der theoretischen Linge eins APTMS-Molekiils von 8,5 A (iberein und

sprechen fiir die Bildung einer Monolage.?*

Nach der Polysaccharidkopplung nahm die Schichtdicke weiter um durchschnittlich ~ 20 A zu, wobei
die Ergebnisse relativ stark fir unabhangige Durchfiihrungen schwankten (AA (26 - 50) A, HA (20 -
45) A, €S (22 - 35) A). Die Lange einer Monosaccharideinheit lasst sich fiir alle verwendeten Zucker
auf ~5A abschitzen.* Fir die verwendeten natiirlichen Polymerketten ergibt sich damit, bei

Annahme einer gestreckten Konformation aller Einheiten, eine Kettenlangen im um-Bereich fir AA

* Eine Glucuronsiure-Einheit wurde in Chem 3D modelliert und der Abstand zwischen dem verbriickenden
Sauerstoff und dem Kohlenstoff in 4-Position des Sechsrings gemessen.
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und HA bzw. im Bereich mehrerer Nanometer fiir CS. Die erhaltenen Filmdicken zeigten somit, dass
keine hochgeordneten Schichten aufgerichteter Ketten wie beispielsweise bei SAMs gebildet wurden.
Auch die vollstandig flache Anbindung der Polymerstrange liel sich auch ausschliefen, da die Filme
dafir nicht groBer als die abgeschiatzten 5A werden konnten.®> Die Ketten bildeten
dementsprechend ungeordnete Strukturen, bei denen Teile der aktivierten Carboxylgrupen an die
Aminogruppen der APTMS-Molekiile angebunden wurden. Eine solche ungeordnete, mehrfache
Anbindung die zu sog. ,coil“-Strukturen (Schlaufenstrukturen) der angebundenen Makromolekiile
fuhrt, ist beispielsweise von HA bekannt.?®® Auch andere Polymere mit multiplen Ankergruppen
bilden solche Oberflichenfilme.?®® Somit lieRen die Schichtdickenmessungen, deren Tendenzen mit
friheren Arbeiten Ubereinstimmten, auf die Immobilisierung der PS zu einem ungeordneten

Netzwerk schlieRen.?>

Die Derivatisierung durch das fluorierte Amin zeigte sich durch eine leichte Zunahme der
Schichtdicken. Aufgrund der vergleichsweise groBen Schwankung waren diese Anderungen zwar
nicht signifikant, jedoch in Kombination mit der Zunahme der Kontaktwinkel ein erster Indikator fiir

eine erfolgreiche Kopplung des Amins an die Carboxylgruppen.

4.2.1.2 XPS

Zur Bestimmung der chemischen Zusammensetzung der Filme wurden sie XP-spektroskopisch

charakterisiert.

Im Ubersichtsspektrum (Abbildung 88 A) nach der Beschichtung eines Si-Wafers mit APTMS
(Abbildung 88 B) zeigten sich entsprechend der Molekilstruktur die Anwesenheit von Silizium,
Sauerstoff, Kohlenstoff und Stickstoff. Im Vergleich zur plasmabehandelten Referenz waren die

Intensitdten der Si-Signale verringert, die der Kohlenstoff- und Stickstoffsignale waren erhoht.

A. B.
Ubersichtsspektrum
Si 2p
Si 2s
_ N1 C1ls NH
- s NH
E L A....,..—MJ\W M X J.L ? ’
pi: APTMS
2 _ s|-o/
£ 030 0”4 OH
= o | 7]
[ |
0 (KVV) O1s .
Si-Referenz
. [ ] . [ ] . [ ] . [ ] .
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Abbildung 88. A. Ubersichtsspektrum von APTMS im Vergleich zu einem plasmabehandelten Si-Wafer.
B. Mogliche Bindungsmodi von APTMS an die Si-Oberflache. Links kondensieren alle Methoxygruppen mit
den Hydroxylgruppen der Oberflache, rechts bleibt die Kondensationsreaktion unvollstandig. Die erhohte
Anzahl von Kohlenstoffatomen erhdoht den Anteil des C 1s-Peaks bei 286,4 eV und das Verhiltnis von
Kohlenstoff und Stickstoff.

Abbildung 89 A und B zeigen die Detailspektren der N 1s- und C 1s-Bindungsenergiebereiche. Das

N 1s-Signal setzte sich aus zwei Spezies zusammen, die auf unprotoniertes (399,3 eV) und
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protoniertes (401,1 eV) aliphatisches Amin zuriickzufiilhren waren.?®%?%* Das C 1s-Signal bestand
hauptsachlich aus zwei Spezies bei 286,4 eV und 285,0 eV, die dem APTMS-Molekil zugeordnet
werden konnten (siehe auch Tabelle 14). Die Spektren zeigten ein stdchiometrisches Verhaltnis
dieser Spezies von =1:1, was vom theoretischen (1:2) bei Abspaltung aller Methoxygruppen
abweicht. Die teilweise Abspaltung dieser Gruppen durch eine unvollstandige Kondensationsreaktion
des Silans an die Oberflache, gezeigt rechts in Abbildung 88 B, erklart diese Diskrepanz. Auch ein
erhohtes C: N-Verhéltnis von = 5:1 (bei einem theoretischen Verhaltnis von 3 : 1 bei vollstandiger
Kondensation) weist auf einen hoheren Anteil von Kohlenstoff und damit den angenommen
Anbindungsmechanismus hin. Diese Abweichung vom idealen stochiometrischen Verhaltnis der
beiden quantifizierbaren Parameter lasst sich als durchschnittliche Ausbildung von = 2 Silanbriicken
pro APTMS-Molekil zur Oberflache interpretieren.
A. B.

N 1s Cils

v T
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Abbildung 89. A. N 1s-Bindungsenergiebereich und B. C 1s-Bindungsenergiebereich typischer XP Spektren
eines mit APTMS-beschichteten im Vergleich zum plasmabehandelten Si-Wafer.

Das schwache Signal bei 289,4 eV im C1s-Spektrum ist auf adsorbiertes CO, aus der Luft
zurlickzufihren. In Summe zeigten die XP-Spektren die Kopplung des Amino-Linkers (APTMS) an die
Oberflachen.

Nach der Anbindung der Polysaccharide wies das Ubersichtsspektrum im Fall von AA und HA keine
weiteren Elemente im Vergleich zur APTMS-Schicht auf (Abbildung 90 A). Fir das sulfatierte CS war
ein Signal im S 2s-Bindungsenergiebereich identifizierbar (Abbildung 90 B), was die Anbindung des

Polysaccharids indizierte.
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Abbildung 90. A. Vergleich der Ubersichtsspektren von APTMS mit denen der PS. B. Vergleich der XP-
Spektren vom S 2s-Bindungsenergiebereich eines plasmagereinigten Wafers mit einer Probe nach
Ankopplung des sulfatierten CS (vor und nach Modifizierung mit TFEA).

Bei allen drei Polysacchariden war ein N 1s-Signal detektierbar, das wiederum aus zwei Spezies
bestand (Abbildung 91 A - C). Im Vergleich zum APTMS-N 1s-Signal waren die Intensitatsverhaltnisse
umgekehrt. Es dominierte der Anteil bei geringerer Bindungsenergie, die auf amidgebundene
Stickstoffe hindeutet. Das Vorhandensein der Spezies bei hoherer Bindungsenergie zeigte, dass nicht

alle Aminogruppen der APTMS-Schicht mit den Polysacchariden verkniipft waren.

Die C 1s-Detailspektren der PS-Oberflaichen wurde aus drei Kohlenstoffspezies gebildet, eine
Zuordnung der einzelnen Signale zeigt Tabelle 14. Die Signale bei hochster Bindungsenergie
stammten von Carboxyl-, Amid- und Sulfat gebundenen C-Atomen, bei 286,4 eV sind typischerweise
an ein elektronegatives Element gebundene Spezies zu erwarten, rein aliphatische Bausteine flhrten

zu Signalen bei 285,0 eV.

Tabelle 14. Zuordnung der XPS-Signale im C 1s-Spektrum.?%>

Peakposition [eV] 288,2 286,4 285,0
0-C=0, N-C=0, 0-C-0,
Kohlenstoff-Spezies 0.5 C-0, C-N C-C, C-H, C-Si

Fir HA und CS weist in einer Disaccharideinheit, bestehend aus 14 Kohlenstoffatomen, jeweils nur
eines Uber aliphatisch Charakter auf und ist damit der niedrigsten Bindungsenergie von 285,0 eV
zuzuordnen. AA verfligt Gber keine Kohlenstoffatome mit nur anderen Kohlenstoffbindungspartnern.
Die aliphatischen Anteile in den Spektren stammten daher hauptsachlich von der unterliegenden
APTMS-Schicht, da die PS aufgrund der erlauterten chemischen Struktur nicht oder nur in sehr

geringem Mald zu diesem Signal beitrugen.
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Abbildung 91. Typische XP-Spektren vom N 1s- (A - C) und C 1s-Bindungsenergiebereich (D - F) der einzelnen
Polysaccharide vor und nach Modifizierung mit TFEA.

Auch flr das Signal bei 286,4 eV muss der Anteil des APTMS beachtet werden. Ein exakt die PS-
Zusammensetzung widerspiegelndes Verhaltnis der beiden Signale bei héherer Bindungsenergie
(286,4eV und 288,2eV) war daher nicht zu erwarten. Trotz alledem entsprachen die
Intensitdtsverhédltnisse und ihre Unterschiede den Zusammensetzungen der Kohlenhydrat-
Grundbausteine (Tabelle 15). Der Anteil der Signale von Kohlenstoffatomen, welche in unmittelbarer
Ndhe elektronegativer Atome lokalisiert sind (Hydroxygruppen tragend und an der glykosidischen

Bindung beteiligt, bei 286,4 eV), war bei HA und CS im Vergleich zu AA erh6éht, wie von der

theoretischen Zusammensetzung zu erwarten.
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Tabelle 15. Verhdltnis der Signalintensitaten bei 286,4 eV (C-O) und 288,2 eV (0-C=0, N-C=0) im Cls-
Spektrum im Vergleich mit der stéchiometrischen Zusammensetzung der Disaccharideinheiten. Die gezeigten
Werte sind Mittelwerte aus 4 Messungen, die angegebenen Fehler ihre Standardabweichung.

Stdchiometrisch 1(286,4eV) : 1(288,2eV)
AA 2,0 2,24 +0,22
AA+TFEA 2,61+0,31
HA 2,25 2,43+0,17
HA+TFEA 2,73+0,19
(&) 2,25 2,49 £0,23
CS+TFEA 3,02+0,43

Die oben diskutierten Spektren zeigten nach der Modifizierungsreaktion mit TFEA keine signifikanten
Anderungen, was zunichst als Indiz fir die Stabilitit der Polysaccharidschichten wahrend der
Reaktion zu werten war. Im Fall von CS war diese Tatsache vor allem im S 2s-Spektrum zu erkennen
(Abbildung 90), das unverandert blieb. Auch die N 1s-Detailspektren (Abbildung 91 A-C)
unterschieden sich nicht deutlich in Intensitdt und Zusammensetzung. In den Cls-Spektren war ein
leichter Anstieg des Anteils der Spezies bei 286,4 eV beobachtbar (Abbildung 91 D-F), der den
Aminogruppen-gebundenen Kohlenstoffen im TFEA zuzuordnen war. Das Signal der CFs-Endgruppe
des Modifizierungsreagenz ist typischerweise bei 293 eV zu finden.?*® Dieses Signal war jedoch in den

Spektren nicht erkennbar.
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Abbildung 92. Vergleich der XP-Spektren des Fls-Bindungsenergiebereichs der Polysaccharide vor und nach
Modifizierung mit TFEA. Alle Spektren wurden auf die zugehorige Intensitit der O-C=0-Spezies im C1s Signal
normiert. A.Unmodifiziertes und modifiziertes AA. B. Unmodifiziertes und modifiziertes HA.
C. Unmaodifiziertes und modifiziertes CS.

Eindeutiger war die Analyse der F 1s-Detailspektren (Abbildung 92), die die Anwesenheit von
Fluoratomen nach der Kopplungsreaktion fir alle drei Polysaccharide zeigte. Da der
Wirkungsquerschnitt des Fluors groRer ist als der des Kohlenstoffs (oris = 4,27, ocis = 1,0)%®, war ihr

geringer Anteil noch nachweisbar, wohingegen die korrespondierende C-Spezies im Spektrum nicht
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mehr detektiert werden konnte. Diese beiden Faktoren deuteten auf eine geringe Kopplungseffizienz

der Reaktion hin.

Eine Quantifizierung der Ausbeute war durch einen Vergleich der Intensitdten der zur Reaktion
fahigen Carboxylgruppen im Cls-Spektum mit der Intensitat des Fls-Signals moglich. Im Fall der
Carboxylquantifizierung musste beachtet werden, dass zum korrespondierenden Peak nicht nur die
carboxyl-, sondern auch die amidgebundenen und glykosidisch-verbriickenden C-Atome beitrugen.
Der entsprechende Faktor N musste daher bei der Berechnung der Ausbeute berlicksichtigt werden.
Die entsprechenden Spezies sind in Abbildung 93 in den Strukturen der PS markiert. Bei AA sind die
Halfte der signalbeitragenden Spezies potentiell reaktiv (griin), bei HA und CS jeweils nur ein Viertel.
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Abbildung 93. Disaccharidstrukturen der verwendeten Polysaccharide mit Kennzeichnung der zur
Ausbeuteberechnung beitragenden Kohlenstoffspezies. Griin gekennzeichnet sind Kohlenstoffatome, die bei
der Kopplung aktiv sein kdnnen, orange solche, die zwar zum Signal beitragen aber keine Kopplungsreaktion
eingehen konnen. Der Faktor N beschreibt den Anteil der peakbeitragenden Spezies, die die
Kopplungsreaktion eingehen konnen.

Das F1s-Signal musste um den Faktor drei korrigiert werden, da jedes Aminmolekiil drei F-Atome
tragt. Des Weiteren sind die Wirkungsquerschnitte (0e1s = 4,27, ocis = 1,0) zu bericksichtigen. Damit
ergibt sich fur den Anteil der modifizierten Carboxylgruppen:

UClS'I(Fls)
0r15'1(C1szg9ey)-3N

[%] = -100. (25)

Bei dieser Herangehensweise konnte nicht zwischen an die Oberfliche gebundenen, freien und
modifizierten Carboxylen unterschieden werden, sie ermdglichte aber dennoch eine Ubersicht {iber
den Anteil des hydrophoben Amins im Polysaccharidnetzwerk. Tabelle 16 fasst die Ergebnisse dieser
Berechnungen zusammen.

Tabelle 16. Zusammenfassung der mit XP-Spektroskopie nach Gleichung (25) bestimmten Ausbeuten der

Kopplungsreaktion fiir die verschiedenen Polysaccharide. Die gezeigten Werte sind die Mittel aus vier
Messungen fiir AA und HA und drei Messungen fiir CS, die angegebenen Fehler die Standardabweichungen.

Polysaccharid Ausbeute [%]
AA 7,8+1,6
HA 560,55
CS 89+1,6

Diese Quantifizierung bestatigte die Vermutung einer geringen Effizienz der Kopplungsreaktion. Am

hochsten war sie fir CS mit (8,9 +1,6) %, bei AA mit (7,8 +1,6) % etwas niedriger. Die geringste
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4.2 HYDROPHILE UND AMPHIPHILE POLYSACCHARIDE

Dichte von fluorierten Gruppen zeigte sich bei HA mit (5,6 £ 0,5) %. Bemerkenswert war an dieser
Stelle, dass dennoch in allen Fallen eine deutliche Erhéhung des Kontaktwinkels (siehe Abschnitt
4.2.1.1) zu beobachten war.

Um zu untersuchen, ob die Modifizierung in der gesamten PS-Schicht homogen war, bzw. ob unter
den wassrigen Praparationsbedingungen eine eventuelle Umorientierung der hydrophoben Ketten in
das Innere des Film stattfand, wurden Messungen bei verschiedenen Kippwinkeln der Proben
durchgefiihrt. In der Standard-Konfiguration der XP-Messungen betrug der Winkel zwischen
Probennormalen und Detektor 0°. Da sich bei Verkippung der Probe die Oberflaichenempfindlichkeit
erhoht, wurden Messungen mit 30° bzw 45° Kippwinkel durchgefiihrt. Abbildung 94 verdeutlicht die

Messgeometrien.

Detektor

H ol 45°:
90° ! 60, !

: 4 .
Probe Emm) x x
3 45°

Kippwinkel 0° °

Abbildung 94. Schematische Darstellung der verschiedenen Messgeometrien zur Verdeutlichung der
winkelabhdngigen XPS-Messungen.

Da, wie erldutert, das Intensitatsverhaltnis von Carboxylanteil im C 1s-Signal und F s-Signal ein Mal}
fir die Kopplungsausbeute ist, wurde es auch fiir diese Untersuchungen herangezogen
(Abbildung 95).

30 k --®--HA  Die unterschiedlichen Bereiche, in denen die

5 L { :::ESA erhaltenen Werte lagen, waren auf die erhohte

a bl T E -7 Anzahl vom beitragenden Gruppen (bei AA) und auf
<§ 20 die hohere Effizienz der Derivatisierungsreaktion (fur
_% 15 ..E‘\-_\_I ________ I CS) zuriickzufiihren. Die relative Intensitat der Signale
10 ._I ________ _ll: ________ :I‘— anderte sich fur keines der untersuchten PS

L + signifikant. Nur fiir HA war fir die 45°-Messgeometrie,

> 0' 3(')° 4'5° die die hochste Oberflaichenempfindlichkeit bot, eine
Kippwinkel Erhéhung sichtbar, was eine Anreicherung de

Abbildung 95. Verhidltnis der C 1s(c-0)- zu den
F 1s-Intensitdten in Abhdngigkeit von der
Messgeometrie. Fiir AA- und HA-Derivate Allerdings lag diese im Rahmen der Messfehler.
reprasentieren die Werte den Mittelwert aus
zwei Messungen und deren Standard-
abweichung, ebenso fiir CS+TFEA bei 0°- gleichmaRige Verteilung der modifizierten
Verkippung. Fiir CS+TFEA unter 30°- und 45°-

Verkippung wurde der Fehler einer Messung
abgeschitzt. Derivatisierung im gesamten Film.

Fluorgruppen im oberen Bereich des Films andeutete.

Zusammenfassend zeigten diese Ergebnisse die

Carboxylgruppen und somit die homogene
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.2.2 Ca*-Komplexierung aus marinem Medium

Die zugrundeliegende Hypothese zur Modifizierung der freien Carboxylgruppen der immobilisierten
Polysaccharide in dieser Arbeit war, dass auf diese Weise die Komplexierung zweiwertiger Kationen
aus marinem Medium verhindert oder reduziert werden kann. Um zu Uberprifen, wie erfolgreich
dieser Ansatz war, wurden mit Polysacchariden beschichtete Oberflachen in unmodifizierter und mit
TFEA-modifizierter Form fur 24 h in kiinstlichem Meerwasser (SW) inkubiert und anschlieRend XP-
spektroskopisch untersucht. Von den im Medium vorhandenen lonen (Na*, K*, Mg?*, Ca%) eignete
sich das Ca 2p-Orbital aufgrund eines geniigend groBen Wirkungsquerschnitts (oca2, = 5,66) und
einer geeigneten Bindungsenergie (356 eV) am besten, um in diesem Zusammenhang untersucht zu
werden. Abbildung 96 zeigt die Ca 2p-Detailspektren der Beschichtungen sowohl vor als auch nach
der Inkubation. Die Signale wurden auf die Intensitdt des korrespondierenden Clszseev-Signals

normiert, um bei Schwankungen der Schichtdicken die Vergleichbarkeit zu gewahrleisten.

Sowohl bei den unmodifizierten PS (Abbildung 96) als auch bei den modifizierten Derivaten (zur
besseren Ubersichtlichkeit nicht gezeigt) war vor der Behandlung mit SW kein Ca 2p-Signal
nachweisbar. Die Signale, die nach der Inkubation im AA und HA-Spektrum sichtbar waren, konnten
somit eindeutig auf komplexierte lonen aus dem Medium zurtickgefiihrt werden. Fir AA und HA lie
sich ein Ca 2p-Dublett mit einem Peakabstand von 3,5 eV anpassen, dessen Intensitdt bei AA hoher
war. Im CS-Spektrum dagegen war ein solches Signal nicht mehr erkennbar. Die unterschiedlichen
Intensitdten zeigten ein variierendes Komplexierungsvermogen der verschiedenen Polysaccharid-
strukturen, wobei dieses bei AA am starksten ausgepradgt war. Dieser Befund steht im Einklang mit
dem sog. ,egg-box“-Modell (engl. Eierkarton), nach dem die AA-Disaccharideinheiten die ideale

Geometrie haben, um Ca?*-lonen zu komplexieren.?®?

A. B. C.
Ca2p Ca2p
3 Ana A A A
S, HA+TFEA+SW
2
c
5 AN
= HA+SW
VMADW o
L . L . L . L . 1L o 1L
355 350 355 350 355 350
B.E. [eV] B.E. [eV] B.E. [eV]

Abbildung 96. Vergleich der XP-Detailspektren des Ca 2p-Bindungsenergiebereichs vor und nach 24-stiindiger
Inkubation in SW. Alle Spektren wurden auf die Intensitat des korrespondierenden C 1s2s9ev-Signals normiert.
A. AA vor und nach (+SW) Inkubation, AA+TFEA nach (+SW) Inkubation, B. HA vor und nach (+SW)
Inkubation, HA+TFEA nach (+SW) Inkubation C. CS vor und nach (+SW) Inkubation, CS+TFEA nach (+SW)
Inkubation.

Nach der Modifizierung war die Intensitat der Ca 2p-Signale fiir AA als auch HA reduziert. Im Fall von
HA lieB sich kein Signal mehr nachweisen, was einer nahezu 100-prozentige Unterdriickung der

Komplexierungsfahigkeit entspricht. Flir AA ergab sich beim Vergleich der Intensitdaten vor und nach
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4.2 HYDROPHILE UND AMPHIPHILE POLYSACCHARIDE

Inkubation in SW eine Reduzierung der Ca®*-Konzentration im Film um (38 + 4) %. Eine vollstindige
Verhinderung der Interaktion der Carboxylgruppen mit den lonen im Medium war nicht zu erwarten,
da die Analyse der Kopplungseffizienz schon zeigte, dass noch freie Komplexbildner vorhanden
waren. Dennoch bewirkte die durch die Derivatisierung erreichte veranderte Geometrie der
Disaccharideinheiten sowohl fiir AA als auch bei HA offensichtlich eine Behinderung der idealen

Komplexierungskonfiguration.

4.2.3 Stabilitit der Polysaccharidfilme unter marinen Bedingungen

Zur Stabilitatsprifung der Polysaccharid-Filme wurden Langzeitstudien in Salzwasser (SW)
durchgefiihrt, dessen Zusammensetzung der ionischen Komponenten der von Meerwasser
entsprach.??® Dies war besonders in Hinblick auf die bis zu zwei Wochen andauernden biologischen
Evaluierungen wichtig, um die Qualitat der Proben (ber einen langeren Zeitraum sicher
gewadhrleisten zu kénnen. Hierfir wurden die Oberflachen bis zu zwolf Tage in SW inkubiert und die
Schichtdicke vor- und nach der Inkubation mittels spektraler Ellipsometrie bestimmt. Es wurde SW
ohne den Zusatz von organischem Material verwendet, um selektiv den Effekt der Salinitat zu
untersuchen. In kommerziell erhaltlichem kiinstlichem Meerwasser (ASW) sind zusatzlich zu den
mineralischen auch organische Komponenten wie Proteine enthalten, die sich auf den Oberflachen
abscheiden kénnen und somit die zu beobachteten Effekte verfdlschen wirden.>” Zur besseren
Vergleichbarkeit wurde jeweils auf den Anfangswert der Schichtdicken bei t=0 normiert.
Abbildung 97 A fasst den Verlauf der relativen Schichtdicken der einzelnen Beschichtungen Uber die
untersuchte Zeitspanne zusammen. Uber den gesamten Beobachtungszeitraum war der Verlauf der
Schichtdicken fiir alle untersuchten Oberflachen gleichmaRig, wobei ein Abfall um maximal 20 %

auftrat. Eine Ausnahme bildete CS+TFEA, das zu diesem Zeitpunkt nur noch eine Filmdicke von 60 %

aufwies.
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Abbildung 97. A. Entwicklung der relativen Schichtdicken der Polysaccharid-Beschichtungen nach Inkubation
in SW {iber 12 Tage. B. Zuriickbleibende Schichtdicken der PS-Filme nach zwei Tagen Inkubation in SW. Alle
Werte wurden auf die jeweilige Anfangsschichtdicke bei t = 0 normiert.

Die meisten der biologischen Experimente waren aber im ,stabilen” Anfangszeitraum angesiedelt:
Die Evaluierung der einzelnen Spezies in Laboruntersuchungen dauerte maximal vier Stunden, der

Feldtest in Florida 24 h. Lediglich die Felduntersuchungen in Singapur Uberschritten mit einer Dauer
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

von zwei Wochen den demonstrierten Stabilitdtsbereich. In Abbildung 97 B sind daher die Ergebnisse
nach zwei Tagen nochmals heraus gestellt. Die Graphik verdeutlicht, dass der Schichtdickenabbau fir

diesen Beobachtungspunkt maximal 10 % betrug.

4.2.4 Wechselwirkung der Polysaccharid-Oberflichen mit biologischen
Systemen

Um die Biofouling-Resistenz der Matrix von sechs PS-Oberflachen (AA, HA, CS, jeweils unmodifiziert
und modifiziert) zu bestimmen, wurden Proteinadsorptionsexperimente und Untersuchungen zum
Resistenz- und Adhasionsverhalten gegeniliber reprasentativen marinen Spezies durchgefiihrt.

Abschliefend wurden die Oberflachen in Feldversuchen unter realen marinen Bedingungen getestet.

4241 Proteinadsorption

Die Adsorption von Proteinen auf einer Oberfliche lasst erste Rickschlisse Uber ihre
Resistenzeigenschaften zu. Die Makromolekiile sind im realen Umfeld, beispielsweise beim Kontakt
mit Meerwasser, unter den ersten Substanzen, die sich auf einer Oberflaiche anlagern und zum
Konditionierungsfilm beitragen.” Auch die Haftmittel vieler relevanter Spezies, wie Ulva Sporen,
Diatomeen und Seepockenlarven, enthalten Proteine.3*353® Eine verhinderte oder verminderte
Adsorptionsfahigkeit dieser Klebstoffe kann dementsprechend auch Auswirkungen auf die Adhésion
der betroffenen Organismen haben. Die Resistenz der unmodifizierten PS wurde schon in
vorangegangenen Arbeiten demonstriert.2%2% Es stellte sich daher an dieser Stelle die Frage, ob diese
Inertheit auch nach der Derivatisierung mit TFEA noch vorhanden war. Die auf Si-Wafern
praparierten PS-Oberflachen wurden aus diesem Grund auf ihre Resistenz gegentiber einer Reihe von
Proteinen mit unterschiedlicher GroRe und Ladung getestet. Als Referenz diente jeweils ein
hydrophober Dodecanthiol-SAM (DDT), der Uber keine Proteinresistenz verfligt. Die Oberflachen
wurden in einer Losung des Proteins in PBS bei einem pH-Wert von 7,4 inkubiert. Im Anschluss wurde
die Veranderung der Schichtdicke ellipsometrisch bestimmt. Abbildung 98 fasst diese zusammen,
auRerdem sind sowohl die Ladung der Makromolekiile unter den experimentellen Bedingungen als
auch ihr Molekulargewicht angegeben. Die GréRe der Proteine spiegelte sich in den Dicken der
Schicht wider, die auf der SAM-Referenz adhdrierte. Die beiden ,groBen” Proteine Fibrinogen und
Pyruvatkinase (PK) bildeten dickere Schichten als die ,kleinen” Proteine Albumin (BSA, bovines

Serum-Albumin), Pepsin und Lysozym.
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Abbildung 98. Ellipsometrisch bestimmte Schichtdicken von adsorbierten Proteinen auf PS-Oberflachen.
Gezeigt sind die Mittelwerte jeweils eines reprasentativen Experiments, bei dem je drei Stellen pro Probe
evaluiert wurden. Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung. Als Referenz diente immer ein
nicht-resistenter DDT-SAM, auflerdem ist die Ladung der Proteine in PBS bei pH 7,4 und ihr
Molekulargewicht angegeben.

Die Adsorption des als ,klebrig” betrachteten negativ geladenen Fibrinogens'?® war auf allen PS-
Oberflachen im Vergleich zur nicht-resistenten Referenz um mindestens 92 % reduziert. Im Vergleich
zu den unmodifizierten Derivaten war sie auf den modifizierten Oberflachen nicht signifikant
verandert. Ein dhnliches Bild ergab sich fiir das Adsorptionsverhalten von BSA, das wie Fibrinogen
negativ geladen war. Die Adsorption war reduziert und auch hier waren die Unterschiede sowohl
zwischen den einzelnen PS als auch zwischen modifizierter und unmodifizierter Form nicht
ausgepragt. Die einzige Ausnahme bildete HA, dessen Schichtdicke nach Inkubation in der BSA-
Losung leicht abnahm. Pepsin, das dritte negativ geladene Protein, zeigte ein offensichtlich anderes
Adsorptionsmuster. Alle PS-Schichten nahmen nach Inkubation in der L6sung des Verdauungsenzyms
ab.?®” Die naheliegende Vermutung, dass dieses Protein die Zuckerschichten aktiv abbauen kénnte,
steht allerdings im Widerspruch zur Deaktivierung der Proteinaktivitat im neutralen pH-Bereich des

verwendeten Puffersystems.?%®

Auch im Fall der beiden positiv geladenen Testproteine wurde die Proteinadsorption im Vergleich zur
Referenz reduziert. Bei der grofRen Pyruvatkinase war diese Tendenz deutlicher (um mindestens 79 %
und bis zu 97 % im Vergleich zu DDT). Die adharierte Schichtdicke war hier auf CS ausgepragter als
bei den beiden anderen PS. Im Vergleich zu den anderen Proteinen war die Lysozymadsorption mit
(49 - 97) % am wenigsten reduziert. Allerdings war sowohl bei den HA- als auch bei den CS-Derivaten
eine Abnahme der Proteinschichtdicke nach der Modifizierung zu erkennen. Die erhéhte Adsorption
von Lysozym wurde schon friiher beobachtet und auf einen veranderten Adsorptionsmechanismus
zuriickgefiihrt, der durch die entgegengesetzten Ladungen und eine optimale GréRe des Proteins fir

eventuelle Bindungstaschen bewirkt wird.?®

Ein anderes Adsorptionsmuster wurde von Fyrner et al. auf monosaccharid-modifizierten SAMs
beobachtet:!®® Fibrinogen adhérierte von allen getesteten Proteinen am stirksten, wihrend keine
Adsorption von BSA, Pepsin und Lysozym beobachtet wurde. Allerdings wurden Saccharide ohne
Carboxylgruppen, also ohne Ladungstrager verwendet, was die in dieser Arbeit beschriebenen

Ergebnisse auf elektrostatische Faktoren zuriickflihren lasst.
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Zusammenfassend ldsst sich an dieser Stelle festhalten, dass die praparierten Oberflachen eine hohe
Resistenz gegeniliber Proteinen mit einer Reihe verschiedener GréRen und Ladungen zeigten. Die

Modifizierungsreaktion verminderte diese vielversprechende Eigenschaft nicht.

4.2.4.2 Adhasionsverhalten von Cobetia marina

Cobetia marina dient haufig als Modellorganismus fiir das Adhasionsverhalten mariner Bakterien. Sie
gehdren zu den im Biofouling-Prozess schnell siedelnden, biofilmbildenden Spezies. Um das
Adhéasionsverhalten des Bakteriums zu untersuchen, wurden von DR. M.P. ARPA SANCET
mikrofluidische Scherkraftexperimente durchgefiihrt. Die Bakterien wurden dafir fir zwei Stunden
statisch in den mikrofluidischen Kanadlen inkubiert. Eine gleichmaRig ansteigende Scherstromung
|6ste anschlieBend die Bakterien von der Oberflache, was videomikroskopisch verfolgt wurde (siehe
auch Abschnitt 3.4.3).

EINFLUSS DES HYDRATATIONSZUSTANDES DER OBERFLACHEN

Da die untersuchten Oberflichen durch die Natur der verwendeten Polymere Hydrogel-
Eigenschaften hatten, lag die Vermutung nahe, dass der Hydratationsgrad einen Einfluss auf die
potentielle Speziesantwort hatte. Wie in Abschnitt 2.3.2 gezeigt, spielt die Hydratation einer
Oberflache eine wichtige Rolle fiir ihre Resistenzeigenschaften, daher bedeutet ein hoherer
Hydratisierungsgrad auch hiufig eine erhéhte Resistenz.?? Die Lagerungsbedingungen kénnten daher
einen Einfluss auf die Eigenschaften der prédparierten Filme haben. Die Haftstarken von C. marina
wurden daher auf getrocknete Filme (unter Ar aufbewahrt) mit auf in Wasser gelagerten verglichen.
Abbildung 99 zeigt im Vergleich die tso-Werte von HA und modifiziertem HA fiir die verschiedenen
Filmzustande. Flr beide war die Starke der Bakterienadhasion, reprasentiert durch die kritische

Scherspannung tso, nach der Modifikation reduziert.

Die Mittelwerte aus den vier durchgefiihrten

1200 B Messungen nahmen fiir das unmodifizierte HA
sz 1000 B B bei Wasserlagerung und somit starkerer
§‘> 800 N Hydratisierung ab. Fir die modifizierte HA-
Eg 600 [~ NS - I o Form lieR sich jedoch die umgekehrte Tendenz
RS | = beobachten. An dieser Stelle muss auf die

200 g é o hohe Streuung der Messwerte hingewiesen

0 HA+TEEA werden. Dieses der Arbeit mit lebendigen

Systemen inharente Problem wurde schon von
Abbildung 99. Vergleich der Auswirkung verschiedener

Lagerungsbedingungen auf die kritische Scher- Dr.ArpaSancet in ihrer Dissertation
spannung tso von HA und HA+TFEA. Die beschichteten  dargelegt.?® Die fir die beiden HA-
Oberflaichen wurden unter Ar oder MilliQ®-Wasser
aufbewahrt. Jeder Wert zeigt den Mittelwert aus 4
Messungen, Fehlerbalken zeigen den SEM (n = 4). daher nicht signifikant unterschiedlich, auch

Oberflachen erhaltenen Mittelwerte waren

die Streuung der fir HA+TFEA ermittelten
kritischen Scherspannungen war sehr groB (Wasser-gelagert: (190 - 1910) dyn-cm?, Ar gelagert:
(170 - 580) dyn-cm™). AbschlieRend lieR sich damit keine klare Aussage treffen, wie stark der Einfluss

der untersuchten Lagerungsbedingungen auf das Adhdsionsverhalten der Bakterien war. Im
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Folgenden wurden die Polysaccharide daher in zwei getrennten Gruppen untersucht, in Wasser- und
Ar- gelagert. Ein direkter Vergleich der Messwerte war so zwar erschwert, aber wie im

vorangegangen Abschnitt gezeigt blieben die Tendenzen zwischen den Oberflachen unverandert.

EINFLUSS VON POLYSACCHARID UND MODIFIZIERUNG

Abbildung 100 A (in Wasser gelagert) und C (unter Ar gelagert) zeigen den Anteil der initial
adhéarenten Bakterien N,sNo? auf den Polysaccharid-Oberflichen im Vergleich zu einer Glasreferenz.
Nach einer schwachen Scherspannung von ~ 0,01 dyn-cm™ blieben ~ 80 % der Organismen haften,
alle sichtbaren Schwankungen waren im Bereich des Fehlers und statistisch nicht signifikant (ANOVA,
p >0,05). Bei der initialen Adhdsion zeigten die Bakterien keine Diskriminierung zwischen den

verschiedenen Beschichtungen, was mit fritheren Beobachtungen iibereinstimmt.3%
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Abbildung 100. Mikrofluidische Abrissexperimente mit C. marina auf polysaccharidbeschichteten
Oberflichen. A. und C. Anteil der initial sichtbaren Bakterien N.sNo?, die nach dem Erreichen einer
schwachen Scherspannung von ~ 0,01 dyn-cm2 adhirent blieben. B. und D. Kritische Scherspannung tso, nach
der die Halfte der initial adhdrenten Zellen von der Oberfliche abgerissen wurden. Jeder Wert zeigt den
Mittelwert aus vier Messungen. Die Fehlerbalken zeigen den SEM (n =4). Fiir A. und B. wurden die
Oberflachen in Wasser gelagert, fiir C. und D. unter Ar.

Beim Vergleich der kritischen Scherspannungen auf den verschiedenen unmodifizierten
Polysacchariden waren dagegen Unterschiede erkennbar. Im Mittel war sie auf AA am grofSten und
auf CS am kleinsten (Abbildung 101 B und D). Die Modifizierung verringerte die Haftstarke fiir AA und
HA, wahrend fiir CS der gegenteilige Effekt beobachtet wurde. Aufgrund der im vorangegangenen
Abschnitt schon diskutierten groen Schwankungen stellten sich allerdings alle Unterschiede als

statistisch nicht signifikant heraus (ANOVA, p > 0,05).
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In friiheren statischen Untersuchungen zeigten die Bakterien generell eine Praferenz fiir hydrophobe
Oberflachen,” was sich auch bei den kritischen Scherspannungen in analogen mikrofluidischen
Experimenten auf SAMs zeigte.3® Auf dem hydrophoben DDT, was schon im vorangegangenen
Proteinadsorptionsexperiment als nicht-proteinresistente Referenz herangezogen wurde, lagen
beispielsweise die ts-Werte im Bereich von (2900 - 5400) dyn-cm™. Die fiir die PS-Oberflichen
ermittelten Werte waren deutlich niedriger, was mit ihrer hohen Hydrophilie im Einklang steht. Auch
die Hydratation einer Beschichtung wurde als Einflussparameter bei der Adhasion der Bakterien
demonstriert.301302 Mit steigendem Hydratationsgrad nahm die Tendenz zur Biofilmbildung und das
Haftvermogen ab. Auf hydratisierten PEG-SAMs adhérierten die Bakterien dementsprechend sehr
schwach (tso (45 - 200) dyn-cm2).3%° Fir modifiziertes HA und CS war die Adhasion vergleichbar

schwach.

4.2.4.3 Adhaésionsverhalten von Navicula perminuta

Auch die Kieselalge Navicula perminuta ist ein Modellorganismus der Biofouling-Forschung. Sie
reprasentiert Mikrofouler, die passiv zu ihrem Adhdsionsort gelangen. Messungen der kritischen
Scherspannungen mit diesem Einzeller wurden analog zu denen mit C. marina von DR. M. ALLES auf
den AA- und HA-Derivaten durchgefiihrt. Abbildung 101 fasst die Ergebnisse aus vier Messreihen pro

Oberflache zusammen.

Die adhirenten Zellanteile N,4No? zeigten keine signifikanten Unterschiede (ANOVA, p >0,5), was
aufgrund des passiven Erreichens der Oberflache typisch fir den untersuchten Organismus ist.”® Der
Vergleich der kritischen Scherspannungen ts zeigt eine verminderte Haftstirke der Diatomeen auf
AA im Vergleich zu HA, allerdings ist auch dieser Unterschied statistisch nicht signifikant (ANOVA,
p > 0,5). Eine schwichere Haftung auf AA wurde auch schon in fritheren Studien beobachtet.?®® Die
Modifizierung der beiden PS zeigte keinen beobachtbaren Einfluss auf die hier untersuchten

Adhéasionsparameter.
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Abbildung 101. Mikrofluidische Abrissexperimente mit N. perminuta auf polysaccharidbeschichteten
Oberflichen. A. Anteil der initial sichtbaren Zellen N.sNo?, die nach dem Erreichen einer schwachen
Scherspannung von ~ 0,01 dyn-cm2 adhérent blieben. B. Kritische Scherspannung tso, nach der die Hilfte der
initial adharenten Zellen von der Oberfliche abgerissen wurden. Jeder Wert zeigt den Mittelwert aus vier
Messungen. Die Fehlerbalken zeigen den SEM (n = 4).

In vorangegangenen Scherspannungsmessungen auf SAMs mit variierender Benetzbarkeit zeigten die

Kieselalgen eine zunehmend starkere Adhdsion mit Zunahme des Kontaktwinkels. Flr hydrophobes
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DDT wurden tso-Werte von (1150 - 1690) dyn-cm?, fiir das hydrophile HUDT Werte von (200 -
340) dyn-cm? gemessen.”® Die Adhésion der Kieselalgen auf den PS-Oberflichen lag zwischen diesen
beiden Extremen, obwohl die Benetzbarkeit aller Testoberflichen héher war als bei HUDT. Im
Vergleich zu hydratisierten SAMs (PEG: ts (4 -8)dyn-cm™), auf dem die Algen praktisch nicht

hafteten, war die Adhéasion erheblich starker.

4.2.4.4 Adhadsionsverhalten von Ulva linza-Zoopsoren
Die Griinalge Ulva linza ist ein kosmopolitischer Organismus, der als Modell- und Referenzsystem fir
die Resistenz von Oberflaichenbeschichtungen dient. Das im Kontext des Besiedlungsverhaltens
relevante Stadium im Lebenszyklus der Alge ist das der Zoospore. Diese Zellen verfligen Uber vier
Flagellen, was sie zu aktiven Schwimmern macht. Bei der Wahl eines permanenten Adhéasionsortes
zur Weiterentwicklung in die erwachsene Pflanze zeigen sie dadurch ein ausgepragtes

Diskriminierungsverhalten.

Experimente mit Zoosporen wurden in Birmingham an der School of Biosciences von DR. J. A. FINLAY
durchgefiihrt. Die beschichteten Oberflichen wurden dafir zunachst fir 45 min in der
Sporensuspension inkubiert. Nach vorsichtigem Abspilen der nicht adharenten Sporen wurde die
Dichte der Organismen auf den Oberflachen quantifiziert. Die Ergebnisse dieser Zdhlungen sind in

den linken Balken in Abbildung 102 A gezeigt.

Die initiale Besiedlunsgsdichte war auf HA-Oberflachen im Vergleich der drei PS am niedrigsten,
gegeniiber AA und CS war sie um ~ 85 % reduziert. Die Anzahl von adhdrenten Sporen auf AA lag im
Bereich der Glasreferenz, die auf CS darunter. Nach der Modifizierung war die Sporendichte auf AA

um ~ 25 % reduziert, wahrend sie auf HA im gleichen Bereich lag und auf CS um ~ 7 % zunahm.

Ein Teil der Oberflaichen wurde nach dem ersten Abspilen einem turbulenten Fluss von 52 Pa
ausgesetzt. Die Dichte der zurlickbleibenden Sporen ist ebenfalls in Abbildung 102 A in den rechten
Balken dargestellt. Der prozentuale Anteil an Zellen, die nach dem Flusskanal noch adharent waren,
gibt Aufschluss Uber das Adhasionsvermogen der Organismen (Abbildung 102 B). Je groRer dieser
Parameter, desto starker war auch ihe Haftung. Der prozentuale Anteil an noch-adharenten Sporen
nach dem turbulenten Flusskanal war auf HA mit (31 £ 5) % am niedrigsten. Auf AA und CS nahm die
Sporendichte nur wenig ab. Die Modifizierung zeigte einen positiven, also adhasionsschwachenden,
Effekt auf AA, der Anteil der verbleibenden Zellen sank um 11 %. Auf dem CS-Derivat wurde keine

Veranderung beobachtet und auf HA nahm der Anteil um 36 % zu.
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Abbildung 102. Zusammengefasste Ergebnisse der Besiedlungs- und Abrissexperimente mit U. linza auf
polysaccharidbeschichteten Oberflachen. A. Besiedlungsdichte der Algenzellen nach 45 min vor und nach der
Anwendung eines turbulenten Flusses von 52 Pa. B. Prozentualer Anteil von verbleibenden Algenzellen nach
der Anwendung eines turbulenten Flusses von 52 Pa. Die gezeigten Werte sind das Ergebnis der Evaluierung
von jeweils 30 FOVs auf drei Replikaten. Die Fehlerbalken zeigen das 95 %-Konfidenzintervall.

Die gleichzeitige niedrige Besiedlungsdichte gemeinsam mit der verminderten Starke der Adhasion
auf HA ist fiir U. linza ungewdhnlich, haufig ist bei einer geringen Tendenz zur Besiedlung die

Adhésion starker ausgepragt.®

An dieser Stelle ist es wichtig anzumerken, dass die Aussagen zum AbreiRen der Sporen bei einer

geringen Besiedlungsdichte nicht so aussagekraftig sind, wie bei attraktiven Oberflachen.

I Deutlich wird dieses Problem beim Vergleich der in
Elooo B Abbildung 102 gezeigten Daten mit einem weiteren
@ 800 - Experiment (Abbildung 103). Das Verhaltnis der Be-
E 600 I T siedlungsdichten der beiden HA-Derivate untereinander
go 400'____ ________________ und im Vergleich zur Glas-Kontrolle ist bei beiden
§ - identisch. Das der verbleibenden Zellen jedoch ist
g 290 - ________________ umgekehrt. Auf HA wurden durch den Fluss nahezu

keine Sporen entfernt, wahrend die Abnahme bei
HA+TFEA deutlich ist. Die Ergebnisse der beiden

Glas HA  HA+TFEA

Abbildung 103. Ergebnisse eines weiteren ) ) . .
Besiedlungs- und Abrissexperimentes mit E£XPerimente widersprechen sich, so dass zu diesem

U. linza. Parameter kein abschlieBender Schluss gezogen werden

kann.

Dennoch zeigen die Ergebnisse, dass die Sporen empfindlich auf die genaue PS-Struktur reagierten.
Ein solches Verhalten wurde bereits auf PS-SAM basierenden Studien gezeigt, bei denen schon
Unterschiede in der genauen Konfiguration einer einzigen Saccharid-Einheit signifikante
Unterschiede hervor riefen.’®

4.2.4.5 Besiedlungs- und Explorationsverhalten von Balanus amphitrite
Auch die Seepockenspezies Balanus amphitrite wird als Modellorganismus in der Biofouling-
Forschung eingesetzt, sie ist reprisentativ fiir die Gruppe der ,harten” Fouler. Ahnlich wie die
Grinalge U. linza verfiigen die Seepocken Uber ein friihes Stadium im Lebenszyklus, das durch seine

Motilitat und die Fahigkeit zur aktiven Exploration von potentiellen Siedlungsplatzen den Vergleich
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von Oberflacheneigenschaften erlaubt. Diese sog. Cyprislarven verfligen tber komplexe Schwimm-
und Sensororgane, was ihnen in der Ndhe einer Oberfliche ein aktives Erkundungsverhalten
ermoglicht.®*®> Neben der reinen Quantifizierung der Besiedlung kann dieses Riickschliisse auf die
inerten Eigenschaften einer Testoberflache zulassen. Neben dem Standard- Besiedlungsexperiment,
das den prozentualen Anteil von gesiedelten Larven quantifiziert, wurden mit dieser Spezies
zusatzlich Untersuchungen zu ihrem Bewegungsverhalten auf den PS-Oberflachen durchgefiihrt. Die
Experimente wurden in Kooperation mit der School of Marine Science and Technology (Universitat
Newcastle, UK) von DR. N. ALDRED durchgefiihrt. Die stereoskopisch aufgenommenen Daten wurden

von S. MALESCHLIJSKI ausgewertet.

4.2.4.5.1 Besiedlungs-Experimente

Bei der Standard-Ausfiihrung des Experiments zum Besiedlungsverhalten der Cyprislarven werden
Glasobjekttrager verwendet. Dafiir werden Wassertropfen, die eine bestimmte Anzahl der
Organismen enthalten, auf die Oberflache gebracht. Durch die hohe Hydrophilie der untersuchten
Beschichtungen wurde aber die Durchflihrung dieses Experiments schwierig und fehleranfillig. Die
Tropfen waren auf den hydrophilen Testsubstraten extrem flach, was ein freies Schwimm- und
Explorationsverhalten verhinderte. Aulerdem bestand dadurch eine erhéhte Wahrscheinlichkeit,
dass die Larven in der Grenzflache zwischen Tropfen und Umgebungsluft gefangen wurden und somit
nicht mehr in die Statistik mit einflieBen konnten. Daher wurden fiir die Untersuchung des
Besiedlungsverhaltens Glas-Zylinder beschichtet, die ein Befiillen mit grofReren Fliissigkeitsvolumina
erlaubten und damit die beschriebene Problematik umgingen. Von jeder Beschichtung wurden
jeweils sechs Replikate getestet, die jeweils ~ 20 Cyprislarven enthielten. Nach 24 h und 48 h wurde
der Anteil der adharenten und der noch frei schwimmenden Organismen bestimmt (Abbildung 104).
Als Standard wurden unbeschichtete Glasproben verwendet, die fiir die Larven ein unattraktives
Substrat darstellten.

Besiedlung [%]
N W B U1 O
O O O O o

Abbildung 104. Besiedlung der PS-Oberflachen durch B. amphitrite-Cyprislarven nach 24 h (Balken links) und
48 h (Balken rechts). Die gezeigten Daten sind das Ergebnis von Evaluierungen auf sechs Replikaten je
Oberflachenbeschichtung. Die Fehlerbalken zeigen den SEM (n = 6).

Generell stimmten die Trends nach 24 h und 48 h (iberein. Nach 24 h konnten auf den modifizierten
Derivaten von HA und AA keine adhdrenten Larven beobachtet werden. Die hochste Tendenz zur

Besiedlung wurde jeweils auf AA festgestellt, auf HA und CS war der Anteil an gesiedelter
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Organismen niedriger. Die Modifizierung hatte wiederum auf HA und AA den Effekt einer

verminderten Besiedlung, auf CS dagegen war kein Unterschied feststellbar.

Die dokumentierten Oberflaichenpraferenzen von Cyprislarven variieren je nach Art der
Experimentausfihrung in der Literatur. In einer systematischen Studie auf SAMs konnte jedoch
gezeigt werden, dass sie tendenziell wenig von der Oberflaichenenergie und stark von vorhandenen
Ladungstragern beeinflusst werden. Negative Ladungen stimulierten dabei die Besiedlung am
stirksten.’3® Die Modifizierung reduziert die Ladungstrigerdichte der PS-Filme, da derivatisierte
Carboxylgruppen nicht mehr deprotoniert werden konnen. Die beobachtete Tendenz der
verminderten Besiedlung auf den modifizierten Oberflachen kénnte somit auf die Veranderung

dieses Parameters zurtickzufiihren sein.

4.2.45.2 Stereoskopische Quantifizierung der Exploration

Zur Quantifizierung des Explorationsverhaltens der Cyprislarven auf den PS-Oberflichen wurden

stereoskopische Untersuchungen durchgefihrt.

(. Q L Q Die Bewegungen der Organismen wurden
VA 7\ \ = A dafir von zwei Kameras aufgenommen, durch
| die algorithmengestitzte Zusammenfiihrung
der einzelnen Videos konnten so 3-
Vschritt dimensionale  Bewegungsprofile  erhalten
o . werden. Im vorliegenden Fall war das
~ t\/ 't Verhalten der Organismen bei Kontakt mit der
Schritt

Oberflache von Interesse. Cyprislarven kénnen
Abbildung 105. Schematische Darstellung eines
Cyprislarven-Schrittes zur Verdeutlichung der Schritt-
linge t und der maximalen Schrittgeschwindigkeit v.2°°  dieser wie zweiftiBig laufend fortbewegen

(Abbildung 105).2% Die ,Schritte”, die sie dabei

machen, sind durch die Dauer t und die maximale Geschwindigkeit v, mit der sich die Larve in dieser

sich bei Kontakt mit einer Oberfliche auf

Zeit in der xy-Ebene bewegt (wobei die z-Richtung der Oberflichennormalen entspricht),
charakterisiert. Abbildung 106 zeigt diese charakteristischen VerhaltensgroBen fir die AA- und HA-
Oberflaichen im Vergleich zu deren modifizierten Derivaten. Die Schrittdauer war auf HA-
beschichteten Proben am kirzesten, auf AA bendtigten die Larven fiir jeden Einzelschritt deutlich
langer. Die Modifizierungsreaktion hatte einen analogen Einfluss bei beiden Polysacchariden. Der
Effekt war auf HA ausgepragter: die Lange eines Schrittes nahm um 44 % zu, bei AA um 9 %. Auch bei
den Schrittgeschwindigkeiten zeigt die Modifizierungsreaktion die gleichen Auswirkungen auf AA und

HA, im Vergleich zu den unveranderten Oberflachen war sie verringert.
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Abbildung 106. Ergebnisse der stereoskopischen Untersuchungen des Explorationsverhaltens von
Cyprislarven auf PS-beschichteten Oberflichen. A. Mittlere Schrittdauer t. B. Mittlere Maximal-
geschwindigkeit v. Je Oberfliche wurden 7-8 Trajektorien aufgezeichnet, die jeweils ~ 20 Schritte enthielten.
Die gezeigten Werte sind die Mittelwerte dieser Datenpunkte. Die Fehlerbalken zeigen den SEM (niarven = 8,
Nschritte = 20)

Auf HA+TFEA, der im Besiedlungsexperiment am wenigsten attraktiven Oberflache fiir die Cypris-
larven, war demnach die Verweilzeit am langsten und die Bewegungsgeschwindigkeit am geringsten.
Dieser Zusammenhang deutete darauf hin, dass die Zeit, die die Larven mit der Untersuchung eines
potentiellen Besiedlungssubstrates verbringen, negativ mit der Eignung zur permanenten Adhésion

korreliert.

4.2.4.6 Feldversuche

Experimente mit einzelnen Spezies sind relativ simple und standardisierte Werkzeuge, mit denen das
Potential einer neuen Oberflachenbeschichtung evaluiert werden kann. Allerdings spielen im realen
Anwendungsumfeld eine grofle Bandbreite von Faktoren, wie Wetterbedingungen und die
Wechselwirkung zwischen Spezies, eine Rolle, die sich gegenseitig verstiarken oder abschwachen
kénnen. Feldversuche, bei denen eine Testoberfliche einer Reihe von Einflissen gleichzeitig
ausgesetzt wird, sind daher der nachste Schritt bei der Entwicklung von inerten Beschichtungen. Die
PS-Oberflachen wurden daher in Feldexperimenten in Florida und Singapur statisch inkubiert, um

ihre Resistenzeigenschaften unter realen marinen Bedingungen zu testen.

4.2.4.6.1 Florida Institute of Technology (Melbourne, Florida)

Die beschichteten Glasobjekttrager wurden fiir 24 h in der ,Indian River Lagoon’ inkubiert. Nach der
Fixierung wurden adharente Organismen groRer als 10 um lichtmikroskopisch identifiziert und

guantifiziert, die Ergebnisse sind in Abbildung 107 dargestellt.

Die Besiedlunsgsdichten auf den unmodifizierten PS (AA, HA und CS) zeigten keine signifikanten
Unterschiede (ANOVA, p < 0,05), alle lagen innerhalb der Fehlergrenzen im gleichen Bereich. Auf den
modifizierten AA- und HA-Oberflachen war diese Dichte im Vergleich zu den reinen Polymeren um
~ 50 % reduziert. Bei CS dagegen wurde der gegenteilige Effekt beobachtet, die Organismenzahl

nahm um 50 % zu.
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Abbildung 107. Organismendichte auf den PS-Oberflichen nach 24 h Inkubation im Meer an der ,Indian
River Lagoon” auf dem Testgeldnde des FIT, Florida. Die gezeigten Daten reprasentieren die Evaluierung von
40 Sichtfeldern je Oberflichenbeschichtung, die Fehlerbalken zeigen den SEM (n = 40).

Festhalten lasst sich, dass die beobachteten Tendenzen mit denen aus den zuvor vorgestellten
Einzelspezies-Experimenten Gbereinstimmten. Da die gezeigten Experimente Teil eines Pilotprojektes
zur initialen Besiedlung auf Oberflachen in Feldtests waren, ist es nicht moglich die Ergebnisse im

Kontext mit anderen zu vergleichen.

4.2.4.6.2 Universitit Singapur (Singapur)

In Kooperation mit der Gruppe von DR.S.TEO an der Universitat Singapur wurden ebenfalls
Feldversuche durchgefiihrt. Die Oberflachen wurden hier fir 14 Tage im Meer inkubiert, um auch die
Langzeitwirkung der Oberflaichen zu evaluieren. Zur Auswertung wurde die Anzahl gesiedelter
Organismen auf Fotografien ganzer Objekttrager quantifiziert. Durch die Reinigung der Substrate mit
einem Wasserstrahl von zundchst 345 kPa und anschlieBend 690 kPa wurde zusétzlich die Haftstarke
der adhdrenten Organismen erfasst. Die zuriickbleibenden wurden wie zuvor auf ganzen

Objekttragern ausgezahilt.

Abbildung 108 fasst die so erhaltenen Organismenzahlen zusammen. Auf HA adharierten signifikant
weniger Organismen als auf den beiden anderen PS, wobei die hochste Anzahl auf CS gefunden
wurde. Die Modifizierung hatte auf die verschiedenen Testpolymere unterschiedliche Auswirkungen:
bei HA nahm die Anzahl von Organismen im Vergleich zum unmodifizierten Derivat zu, wahrend bei
AA und CS kein Unterschied beobachtbar war.
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Organismen [m?]

Abbildung 108. Organismendichte auf den PS-Oberflaichen nach zweiwdchiger Inkubation im Meer (linke
Balken) vor und nach anschlieBender Reinigung mit einem Wasserstrahl von 345 kPa (mittlere Balken) und
690 kPa (rechte Balken). Die Balken reprdsentieren den Mittelwert der Evaluierung von zehn Replikaten je
Oberflachenbeschichtung. Die Fehlerbalken zeigen den SEM (n = 10).

Diese Tendenzen zeigten sich auch bei den prozentualen Anteilen der auf der Oberflache
verbleibender Organismen nach der Reinigung (Abbildung 109). Auf beiden AA-Derivaten hafteten
die Organismen so stark, dass sich erst bei der Verwendung des stirkeren Wasserstrahls einer
Verminderung ihrer Anzahl zeigte. Bei HA und CS wurde schon beim schwacheren Reinigungsschritt
~ (40 - 50) % des adharenten Biomaterials abgel6st. Die Modifizierung verringerte auf HA die Starke
der Organismenhaftung noch weiter, wogegen auf CS dieser Effekt nicht beobachtet werden konnte.
Der zweite Reinigungsschritt (gezeigt in den rechten Balken) I6ste im Vergleich zum Ersten bei allen

vier HA und CS-Beschichtungen nicht signifikant mehr Organismen ab.
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Abbildung 109. Prozentualer Anteil von zuriickbleibenden Organismen nach dem Aussetzen eines
Wasserstrahls mit 345 kPa (linke Balken) und 690 kPa (rechte Balken).

Trotz der in Abschnitt 4.2.3 gezeigten Abnahme der PS-Schichten Uber den Experimentzeitraum

waren Unterschiede fiir die verschiedenen Beschichtungen feststellbar.

4.2.5 Vergleich und Diskussion der biologischen Experimente

In den vorangegangenen Abschnitten wurden die Ergebnisse von Besiedlungs- und
Ablosbarkeitsexperimenten und mikrofluidischen Untersuchungen zur kritischen Scherspannung

einer Reihe reprasentativer Foulingorganismen, sowie Feldversuche auf den PS-Modelloberflachen
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vorgestellt. Da ein einzelnes Experiment aber nicht als Kriterium fiir die Resistenzleistung einer
Oberflache herangezogen werden kann, muss die Gesamtheit dieser Ergebnisse betrachtet werden.
Zunachst sollen hier daher die einzelnen Polysaccharide miteinander verglichen werden. Tabelle 17
gibt zu diesem Zweck eine vergleichende qualitative Ubersicht. Der Vergleich fiir ein Besiedlungs-
und Ablosbarkeitsexperiment mit N. incerta stammt aus einer fritheren Arbeit und wird hier der
Vollsténdigkeit halber mit aufgefiihrt, die Durchfiihrung erfolgte analog zu den in Abschnitt 3.4.4

beschriebenen Methoden.?*®

Tabelle 17. Qualitativer Vergleich der Einzelspezies- und Feld-Experimente auf den unmodifizierten PS (AA,
HA und CS). ¥ bedeutet eine niedrigere Besiedlung, einen niedrigeren tso-Wert oder eine hdhere
prozentuale Ablésung der Organismen und damit eine bessere Leistung im Sinne einer inerten Oberflidche, o
bedeutet, dass kein signifikanter Unterschied festgestellt werden konnte. n.v. zeigt an, dass das
entsprechende Experiment nicht durchgefiihrt wurde oder zu keinem Ergebnis fiihrte.

AA HA AA CS HA CS
C. marina (tso) v v v
N. perminuta (tso) v n.v. n.v.
Besiedlung n.v. n.v. o)
N. incerta
Ablosbarkeit n.v. n.v. v
Besiedlung v o v
U. linza
Ablosbarkeit v v v
B. amphitrite (Besiedlung) v v o)
Feldversuch Florida (Besiedlung) o o o)
Feldversuch Besiedlung v v v
Singapur Abldsbarkeit v v o

Als interne Standards wurden in allen gezeigten biologischen Experimenten ultraglatte Objekttrager
mit einbezogen, auf denen die meisten Organismen wenig siedeln und nur schwach haften. Sie
dienten daher nicht als nichtresistenter Standard, sondern als Kontrolle des Organismenzustandes
und der Experimentdurchfiihrung. In Abbildung 110 A sind die auf diesen Standard normierten
Ergebnisse zur Besiedlungsdichte der einzelnen PS quantitativ-vergleichend zusammengestellt. Des
Weiteren wurden die Ergebnisse zur kritischen Scherspannung von C. marina und N. perminuta sowie
der prozentualen Ablosung der Organismen im Experiment mit U. linza und einem Feldexperiment

verglichen.

Zunachst fallt auf, dass keines der PS den gleichen Einfluss auf alle Spezies bzw. Experimente hatte.
Auf HA, das bei fast allen Experimenten ,besser” abschnitt als AA (Reduzierung von Besiedlung und
schwiachere Adhésion), hafteten die Diatomeen starker. Auch im Vergleich von AA mit CS siedelten
tendenziell mehr Organismen oder hafteten stdrker. Auch hier gab es Ausnahme mit der
Besiedlungsdichte der Organismen im Singapur-Feldtest. Insgesamt demonstriert der Vergleich, dass
die HA-Oberflachen die besten Resistenzeigenschaften bei der Besiedlung und Abldsbarkeit mariner

Organismen aufwiesen, was mit Tendenzen in friiheren Arbeiten Gibereinstimmt.26:28>
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Abbildung 110. Vergleich des Organismenverhaltens auf den unmodifizierten PS (AA, HA und CS).
A. Besiedlungsdichten, normiert auf den Glasstandard im jeweiligen Experiment. B. Vergleich der relativen
kritischen Scherspannungen tso fiir C. marina und N. perminuta (linke Achse) und der zuriickbleibenden
Organismen fiir U. linza und das Singapur-Feldexperiment (rechte Achse).

Die Disaccharideinheiten der drei PS unterschieden sich vor allem in der Anzahl der Sduregruppen.
Die gezeigten Unterschiede in den Speziesantworten kdnnten demnach auf diese Bausteine
zuriickzufilhren sein. Einen ersten Erklarungsansatz bieten die variierenden Ladungsdichten, die
durch die Deprotonierung der Sduregruppen im verwendeten Medium gegeben sind. HA verfligt liber
eine, AA Uber zwei Carboxylgruppen, die negative Ladungsdichte im AA-Netzwerk ist also potentiell
doppelt so hoch wie bei HA. Ladungsneutralitat ist einer der Kernpunkte der von der Whitesides-
Gruppe fir potentiell inerte Oberflichen gefundenen Eigenschaften.!?! Dieser Regel widersprechen
die hier untersuchten PS zwar an und fir sich, sie bietet aber dennoch einen Deutungsansatz fir die
starkere Resistenz von HA, welches eine geringere Ladung als AA aufweist. CS tragt neben einer
Carbon- noch eine Sulfonsauregruppe, deren Saurestdarke deutlich hoher ist als die der
Carboxylgruppen, was durch den Vergleich der pKs-Werte von analogen kurzkettigen Sdauren deutlich
wird. Essigsdure hat einen pKs-Wert von 4,8 wihrend Methylsulfonsdure mit pKs =-2,6 saurer ist.3%
Die Ladung der CS-Schichten sollte dementsprechend auch unter den leicht basischen Bedingungen
der Experimente (Proteinadsorption in PBS bei pH = 7.4, marine Untersuchungen bei pH ™~ 8,4) im
Vergleich der drei PS am hdchsten sein. Die Tatsache, dass CS bessere Resistenzeigenschaften als AA
zeigt, steht erneut im Widerspruch mit der bereits erwdhnten Grundregel. Fir das Resistenz-

verhalten der PS mussten demnach andere Faktoren als die reine Ladung entscheidend sein.

Ein weiterer Parameter, der Besiedlungs- und Adhasionsverhalten beeinflusst, ist die Benetzbarkeit
einer Oberflache. Fir die reinen PS unterschied sie sich jedoch nicht signifikant und bietet daher

keine Interpretationsmoglichkeit fir die beobachteten Unterschiede.

Auf Monosaccharid-funktionalisierten SAMs wurde gezeigt, dass schon die exakte Konfiguration der
Hydroxylgruppen dieser Grundbausteine Einfluss auf die Proteinresistenz und das
Organismenverhalten haben kann, da sie die Hydratisierung der Systeme mitbestimmen.'® Die bei
den verwendeten PS vorliegende unterschiedliche Substitution sollte daher einen noch grofReren
Einfluss haben, was die Ergebnisse auch nahelegen. Im Vergleich zu beispielsweise PEGs scheint die
Hydratisierung der praparierten Filme aber schwacher zu sein, was die quantitativ vergleichbaren

Ergebnisse der mikrofluidischen Experimente mit C. marina und N. perminuta nahelegten. Fir diese
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Organismen wurde der Hydratationsgrad als bestimmender Faktor fir die Adhasionsstarke gezeigt.
Die ermittelten Haftstarken auf den PS-Oberflaichen lagen im Vergleich mit einem stark
hydratisierten System héher. Auch fiir U. linza unterschied sich das Verhalten auf den PS von dem auf
hydratisierten Oberflachen. Auf entsprechenden EG-SAMs wurde eine extrem schwache Adhésion

beobachtet,? deutlich niedriger als die auf den PS zu beobachteten.

Einen weiteren Ansatzpunkt zur Deutung der Unterschiede zwischen den PS liefert die variierende
Fahigkeit zur Ca**-Komplexierung, die bei AA am stirksten ausgeprégt und bei CS nicht nachweisbar
war. Die biologische Relevanz von Ca(ll)-lonen fir den Adhdsionsprozess bei diversen Spezies ist
bekannt.3% Einerseits kénnen nicht-spezifische Wechselwirkungen wie die Neutralisation der
elektrischen Doppelschicht eine Rolle spielen. Andererseits kann das zweiwertige lon negativ-
geladene funktionelle Gruppen verbriicken und damit spezifisch mit Polysacchariden und Proteinen
der extrazelluldren polymeren Substanzen (EPS) interagieren.3%® Eine verminderte Prisenz schwicht
dementsprechend diese Wechselwirkungen und damit den Adhasionsprozess. Die Bevorzugung der
AA-Oberflachen durch die meisten Spezies in Kombination mit der ausgepragtesten Fahigkeit zur Ca-
Bindung verifiziert diese Zusammenhange. Die genaue Zusammensetzung der EPS variiert zwischen

276,307-308

verschiedenen Spezies, was auch eine variierende Relevanz der Ca(ll) fir den

Adhéasionsprozess nahelegt.

Insgesamt lasst sich festhalten, dass es bei dieser Beschichtungsklasse eine Vielzahl von Faktoren

gibt, deren genaues Zusammenspiel die jeweiligen Speziesantworten bestimmt.

Neben dem Einfluss des chemischen Rickgrats der Disaccharideinheiten wurden auch die
Auswirkungen der Modifizierungsreaktion auf die PS verglichen. Durch die Blockierung der
komplexbildenden Sauregruppen sollte die Fahigkeit zur Interaktion mit Ca(ll)-lonen reduziert

werden. In Tabelle 18 sind die Ergebnisse der biologischen Experimente qualitativ gegenlibergestellt.
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4.2 HYDROPHILE UND AMPHIPHILE POLYSACCHARIDE

Tabelle 18. Qualitativer Vergleich der Einzelspezies- und Feld-Experimente der unmodifizierten und mit TFEA-
modifizierten PS. ¢/ bedeutet eine niedrigere Besiedlung, einen niedrigeren tso-Wert oder eine hohere
prozentuale Abl6sung der Organismen und damit eine bessere Leistung im Sinne einer inerten Oberflache, o
bedeutet, dass kein Unterschied festgestellt werden konnte. n.v. zeigt an, dass die entsprechenden
Experimente nicht durchgefiihrt wurden oder zu keinem Ergebnis fiihrten.

AA AA+TFEA HA HA+TFEA () CS+TFEA

C. marina (tso) v v v
N. perminuta (tso) o o n.v.
Besiedlung n.v. v o
N. incerta
Haftstarke n.v. 4 o
Besiedlung v o v
U. linza
Abl6sbarkeit v o o
B. Amphitrite (Besiedlung) v v o
Feldversuch Florida (Besiedlung) 4 4 4
Feldversuch Besiedlung o v o
Singapur Abldsbarkeit o v o

Der quantitativ interessante Aspekt in diesem Zusammenhang war der Vergleich der einzelnen PS mit
ihren modifizierten Derivaten. In Abbildung 111 sind die auf die Werte der unmodifizierten PS
normierten Ergebnisse flir die TFEA-derivatisierten Oberflachen gezeigt. Diese Normierung erlaubt

es, den jeweiligen Einfluss der Kopplungsreaktion zu evaluieren.
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Abbildung 111. Vergleich des Einflusses der Modifikation der PS auf das Organismenverhalten. A. Vergleich
der Besiedlungsdichten. B. Vergleich der kritischen Scherspannungen tso fiir C. marina und N. perminuta
(linke Achse) und der zuriickbleibenden Organismen fiir U. linza und das Singapur-Feldexperiment (rechte
Achse). Die gezeigten Werte zeigen das Verhdltnis der Werte von modifizierten (M) zu unmodifizierten (U) PS
in % (M/U-100).

Die Gesamtiibersicht der Ergebnisse zeigt, dass es fir AA und HA im Vergleich zu CS unterschiedliche
Tendenzen gab. Bei einer beobachtbaren Veranderung hatte die Modifizierung fir die Alginate einen
,positiven” Einfluss. Die Organismendichte war fiir U. linza, B. amphitrite und im Florida-Feldversuch

reduziert und die kritische Scherspannung ts0 von C. marina nahm ab. Bei HA ergab sich ein
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

dhnliches, jedoch weniger einheitliches Bild. In den Besiedlungsexperimenten, mit Ausnahme des
Feldexperiments in Singapur, nahm die Anzahl der Organismen auf dem modifizierten Derivat ab.
Auch die Ablosbarkeit, wiederum mit Ausnahmen bei N. perminuta und Ulva Sporen, wurde erhoht.
Bei der mit N. perminuta eng verwandten Diatomeenspezies N. incerta dagegen wurde sowohl
Besiedlungsdichte als auch Starke der Adhasion durch die Derivatisierung reduziert. Im Fall von CS
zeigte die Modifikation in den meisten Fallen keinen signifikanten Einfluss oder verschlechterte die
Resistenzeigenschaften. U. linza siedelte bevorzugt auf dem modifizierten Derivat und auch im
Florida-Feldversuch nahm die Besiedlungsdichte zu. Die kritische Scherspannung tso flr C. marina

stieg um mehr als das Vierfache.

Die durchgefiihrte Modifikation der immobilisierten PS beeinflusste die oben diskutierten Parameter
der Ladungsdichte, Benetzbarkeit und Ca(ll)-Komplexierungsfahigkeit. Durch die Amidierung der
Carboxyle wurde deren saurer Charakter unterbunden, was die Ladungsdichte im betreffenden Film
herabsetzen sollte. Die beschriebenen verbesserten Eigenschaften von AA und HA stehen im Einklang
mit den Whitesides-Regeln,?? die eine maximale Resistenz bei Ladungsneutralitit vorhersagen. Auch
die Erhohung des Kontaktwinkels und damit die Anndaherung an das Berg-Limit von © = 65° der Baier-
Kurve versprechen eine reduzierte Adhision von Biomasse.'?*12> Wiederum entsprachen AA und HA

diesen Erwartungen, wahrend fir CS das gegenteilige Verhalten beobachtet wurde.

Die deutlichsten Auswirkungen, die bei AA beobachtet wurden, bestatigten zudem die eingangs
formulierte Hypothese, dass die zahlreicheren Carboxylgruppen und deren Ca(ll)-
Komplexierungsvermogen relevant fiir das Resistenzverhalten sind. Die héhere Anzahl, verbunden
mit der hoheren Ausbeute der Modifizierungsreaktion, maximierte den Unterschied zwischen den
beiden untersuchten Derivaten. Auch die analogen aber schwacheren Effekten fiir HA, das einerseits
weniger Ca(ll) komplexieren konnte und zum anderen schwacher modifiziert wurde, sprechen fir

diese Interpretation.

Der durchweg negative Einfluss der Carboxylfunktionalisierung bei CS deutet wiederum daraufhin,
dass das empfindliche Zusammenspiel der oben diskutierten verschiedenen Faktoren fiir dieses PS in
die falsche Richtung verandert wurde. Natives CS zeigt hohe biologische Aktivitdt und beeinflusst
beispielsweise das Verhalten von Fischen und Larven.®83% Auch wird dem GAG eine Rolle in der
natirlichen Fouling-Resistenz verschiedener Spezies zugeordnet.?®¢31° Dijese Beobachtungen legen
nahe, dass die Konfiguration flir diese Funktionen optimiert ist und eine Modifizierung deren

Aktivitat vermindert.

4.2.6 Zusammenfassung

Die drei natlrlichen Polysaccharide AA, HA und CS konnten (iber die gewahlte Kopplungsstrategie an
amino-funktionalisierte Oberflaichen immobilisiert und anschlieBend mit TFEA modifiziert werden.
Die Filme waren (2 - 3) nm dick und hydrophil, nach der Modifizierung war der Wasserkontaktwinkel
in allen Fallen um ~ 10° erh6ht. Die Ausbeute der Kopplungsreaktion wurde {iber XPS-Messungen auf
(6-9) % bestimmt. In einem Stabilitatstest unter marinen Bedingungen zeigten die praparierten
Filme Uber einen Zeitraum von zwolf Tagen einen messbaren Abbau, der jedoch im Schnitt nicht

hoher als 20 % war.
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4.2 HYDROPHILE UND AMPHIPHILE POLYSACCHARIDE

Alle untersuchten Oberflaichen waren proteinresistent, wobei keine signifikanten systematischen
Unterschiede zwischen den verschiedenen Beschichtungen festgestellt werden konnten. Die
untersuchten Spezies dagegen zeigten sowohl in ihrem Besiedlungsverhalten als auch bei der
Adhasionsstarke ein deutlich diskriminierendes Verhalten. Das marine Bakterium C. marina haftete
auf CS am schwachsten. Die Modifizierung schwachte die Adhasion fiir HA und AA, wahrend sie auf
CS zunahm. Dagegen konnte fir die Diatomee N. perminuta kein Einfluss durch die Modifizierung der
PS festgestellt werden. Als weiterer Mikrofouler wurden Zoosporen von U. linza untersucht, die
deutlich zwischen den drei PS unterschieden. Am wenigsten Sporen siedelten auf HA, auch ihre
Abldsbarkeit war hier am hochsten. Der Einfluss der Modifizierung war allerdings nicht eindeutig. Der
Makrofouler B. amphitrite siedelte bevorzugt auf AA. Die Modifizierung reduzierte fiir AA und HA die
Tendenz zur Besiedlung, wahrend sie fir CS zunahm. Erste stereoskopische Untersuchungen zum
Bewegungsverhalten der Cyprislarven beim Kontakt mit den Oberflachen deuteten darauf hin, dass

sie sich auf unattraktive Oberflachen tendenziell schneller bewegten.

AbschlieBende Feldversuche mit realen Speziespopulationen wurden mit Kooperationspartnern in
Florida und Singapur durchgefiihrt. Die kurzen Experimente (24 h) in Florida bestatigten die Mehrzahl
der Tendenzen aus den Untersuchungen mit einzelnen Spezies, vor allem im Hinblick auf die
Auswirkung der Kopplungsreaktion. Auf AA und HA wurde die Besiedlunsgdichte reduziert, wahrend
sie fur CS anstieg. Das zweiwochige Experiment in Singapur, das im Vergleich mit den anderen
durchgefiihrten Untersuchungen schon als Langzeitstudie bezeichnet werden kann, zeigte etwas
andere Tendenzen. Es wurden Unterschiede zwischen den PS beobachtet, wobei HA am

resistentesten war.

Eine ZurlickfUhrung der beobachteten Phdnomene auf einzelne Parameterunterschiede zwischen
den PS und ihren modifizierten Derivaten gestaltete sich schwierig. Insgesamt lie8 sich dennoch
festhalten, dass von den drei untersuchten Polysaccharide HA das hochste Potential im Bereich von
Antifouling- und Fouling-Release-Oberflachen hat. AA eignet sich eher als Modellsystem. Der Einfluss
der durchgefiihrten Modifizierung war hier am starksten ausgepragt und bestatigte damit die
anfangs formulierte Hypothese, dass die Resistenzeigenschaften durch Verminderung der Ca(ll)-
Komplexierung verbessert werden koénnten. CS zeigte sich in seiner natirlichen Form als am

effizientesten.

Insgesamt waren die praparierten Filme geeignet, um phanomenologisch die Speziesantwort von
marinen Biofoulern auf unterschiedliche Saccharidbausteine und ihrer modifizierten Derivate zu
untersuchen. Modelloberflachen auf Basis von SAMs, die hochgeordnet nur durch die einzelnen PS-
Bausteine mit der Umgebung wechselwirken, kdnnten ein detaillierteres Verstandnis zu den genauen
Wirkmechanismus der einzelnen Kohlenhydrate ermdéglichen. Weiterfliihrende Untersuchungen an
diesem System koénnten des Weiteren auf die Erhéhung der Kopplungseffizienz der
Modifizierungsreaktion abzielen. Dies kénnte beispielsweise durch die Modifizierung der freien PS
vor der Immobilisierung geschehen. Damit wiirde die sterische Zuganglichkeit der zu modifizierenden
Sauregruppen erhoht werden, die im vorliegenden Fall durch die Immobilisierung und der damit

verbundenen Einschriankung der Kettenbeweglichkeit vermindert ist. AuRerdem sind langerkettige
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Amine mit mehr Fluorgruppen ein vorstellbarer Weg, die zum einen den amphiphilen Charakter
verstarken und zum anderen weitere sterische Freiheitsgrade ins System einbringen wiirden.

Die Relevanz von effektiven amphiphilen Systemen wird noch einmal deutlich, wenn man die
neusten Entwicklung von kommerziellen Beschichtungen betrachtet: auch sie basieren auf einem
hydrophoben Baustein, der von einer hydrophilen Hydrogelschicht modifiziert wird, ein Beispiel ist

eine sog. Beschichtung der dritten Foulingrelease-Generation, Hempasil X3.31
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4.3 pHEMA-Oberflichen durch RAFT-Polymerisation

Dinne Filme, wie die in den vorangegangenen Abschnitten vorgestellten SAMs und Polysaccharid-
Beschichtungen, eignen sich um systematisch als Modelloberflachen zu dienen. Im gréRBeren Kontext
der Anwendbarkeit sind aber meist Filme mit hoheren Schichtdicken notwendig, die beispielsweise
durch Polymerisationsreaktionen hergestellt werden koénnen. Durch solche Verfahren koénnen
Modellsysteme, die sich als vielversprechend herausgestellt haben, in eine mehr
anwendungsbezogene Form gebracht werden. Auch bei prinzipieller Eighung eines Materials zur
Praparation inerter Beschichtungen, muss eine resultierende Oberflaiche nicht zwangsweise die
angestrebten Resistenzeigenschaften aufweisen. Vor allem bei Polymeren kommen weitere
Faktoren, wie die sterische Konfiguration der oberflichengebundenen Ketten hinzu. In diesem
Zusammenhang hat beispielsweise die Schichtdicke der Polymerfilme einen entscheidenden Einfluss
auf die resultierenden inerten Eigenschaften. Dieser Parameter wurde daher fir das haufig als
Biomaterial verwendete pHEMA (Poly(Hydroxyethylmethacrylat)) anhand von Protein-
adsorptionsexperimenten analysiert. Die angewendete Methode der RAFT-Polymerisation kénnte

prinzipiell auch geeignet sein, um polymere Filme aus Beateinen oder Polysacchariden herzustellen.

Zur Beschichtung von Oberflaichen mit Makromolekiilen gibt es prinzipiell zwei Ansatze: Das
gewinschte Polymer kann durch komplementdre Ankergruppen an eine vorfunktionalisierte
Oberflaiche angebunden werden, ein Beispiel dieser ,grafting to“-Strategie ist die im
vorangegangenen Abschnitt angewendete Immobilisierung von Polysacchariden. Beim sog. , grafting
from" wéachst das Polymer ausgehend von einer Startergruppe direkt auf der Oberflache. Dieser
Ansatz wurde fiir die Beschichtung mit pHEMA durch RAFT-Polymerisation (engl. reversible addition-
fragmentation chain transfer, reversibeler Additions-Fragmentierungs-Kettentransfer) gewahlt. Der
praparative Teil dieser Studie fand in der Arbeitsgruppe von PROF. BARNER-KOWOLLIK statt. Dabei sollte
die Wachstumskinetik der oberflacheninitiierten radikalischen Polymerisation von HEMA sowie der
Einfluss des verwendeten Losungsmittels ausgehend von einer auf der Oberflache immobilisierten

Kettentransferreagenz (CTA) untersucht werden.

In Abbildung 112 sind die verschiedenen Beschichtungsschritte schematisch dargestellt. Nach der
Aktivierung der Oberflaichen im Sauerstoff-Plasma wurde das CTA, ein Silan wie das in Teil O
verwendete APTMS, angebunden. Dieses zur Radikalbildung fahige Molekil war bei der folgenden
Polymerisation entscheidend fiir das kontrollierte und gleichméaRige Kettenwachstum. Neben der
Wahl des Monomers und der Polymerisations-Technik beeinflussen auch die Anwesenheit von
zusatzlichem (,sacrificial”) CTA und die Polaritdt des Losungsmittels die Eigenschaften der
praparierten immobilisierten Polymere. Durch den ,lebenden” Charakter der Reaktion, bei dem jedes
neue Monomer in die bestehende Kette insertiert und die CTA-Funktion immer die Endgruppe bildet,
kann die Polymerisation auch neu gestartet und fortgesetzt werden. Der gewahlte Ansatz erlaubt die
Praparation von wohldefinierten Polymerstrangen mit definierter Lange ohne die Verwendung von
toxischen Katalysatoren. Durch eine nicht vollstdndige Entfernung nach der Praparation haben
beispielsweise kupferbasierte Reaktionsbeschleuniger, wie sie bei ATRP-Polymerisationen zum
Einsatz kommen, den Nachteil, dass die biozide Wirkung des zentralen Metallions auch in den

hergestellten Filmen noch vorhanden ist. Diese Rickstinde konnen sich negativ auf das
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Anwendungspotential von Biomaterialien auswirken, die nur selektiv Gber die maRRgeschneiderten

Eigenschaften mit der Umgebung wechselwirken sollen.
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Abbildung 112. Schematische Darstellung der RAFT-Polymerisation zur Beschichtung von Si-Oberflaichen mit
pHEMA. Nach der Aktivierung im Sauerstoffplasma wurde ein CTA-terminierter Silan-Linker an die reaktiven
Hydroxylgruppen gekoppelt. Die RAFT-Polymerisation des HEMA ging von diesen funktionellen Einheiten
aus. Durch den lebendigen Charakter der Polymerisation und die Erhaltung der reaktiven Endgruppen konnte
die Reaktion wiederholt durchgefiihrt werden.

Die praparierten Oberflachen wurden bezliglich ihrer Schichtdicke, Benetzbarkeit, Morphologie und
chemischen Zusammensetzung charakterisiert. AuRerdem wurde die Stabilitat verschieden dicker
Polymerfilme (iber sieben Tage in verschiedenen Medien getestet. Einerseits ist die generelle
Proteinresistenz von pHEMA basierten Beschichtungen bekannt, andererseits haben aber
Schichtdicken, Kopplungsdichten und Konformation der Polymerstrange erheblichen Einfluss auf
diese Eigenschaft.32312 AbschlieBend wurde daher untersucht, ob auch die mit dem beschriebenen
Ansatz praparierten Polymerfilme resistent gegen die Adhasion der beiden Plasmaproteine Albumin

und Fibrinogen waren.

4.3.1 Charakterisierung der pHEMA-Oberflichen

Die Benetzbarkeit der prdparierten Proben wurde durch Messung des statischen
Wasserkontaktwinkels @, die Schichtdicke durch spektrale Ellipsometrie und die Rauigkeit durch
AFM-Messungen charakterisiert (Tabelle 19). Die fiir die pHEMA-Filme angegebenen Werte spiegeln
die Bandbreite der durch den Ansatz herstellbaren Polymerfilme dar, in den folgenden Abschnitten
wird noch ndher auf ihre Abhangigkeit von den Reaktionsbedingungen und der
Polymerisationsdauer eingegangen.

Die erfolgreiche Anbindung des CTAs zeigte sich durch die Abnahme der Benetzbarkeit und die
Zunahme der Schichtdicke. Gemeinsam mit der niedrigen mittleren Rauigkeit von <1 nm lasst sich
auf die Bildung von gleichmaRigen Monolagen schlieRen, die notwendig fir die anschliefende

Stabilitat der wachsenden Polymerketten sind.
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Tabelle 19. Ellipsometrisch bestimmte Schichtdicken d, statische Wasser-Kontaktwinkel @ und mittlere
Rauigkeiten Ry von Si-Wafern nach den einzelnen Beschichtungsschritten.

o] d [nm] Rg [nm]

Plasma gereinigt <5 0 n.v.
CTA 72+2 2,0+0,5 0,5+0,1
pHEMA 55+5 3-70 05-1,2

Nach der Polymerisation nahm der Kontaktwinkel deutlich ab. Unabhangig von der Schichtdicke, die
(3—70) nm betrug, lag dieser bei Opnema = 55 “und zeigte die Anwesenheit der hydrophilen HEMA-
Einheiten. Er stimmt mit Berichten Uber die Benetzbarkeit dieses Polymers aus ATRP-

Polymerisationen (iberein.?*®

Zur Untersuchung der OF-Topographie wurden AFM-Messungen durchgefiihrt und die Rauigkeiten
der verschiedenen Beschichtungsschritte bestimmt. Fir die Polymerschichten nahmen die
Rauigkeiten im Vergleich zur CTA-Schicht leicht zu oder blieb gleich. Alle untersuchten Filme waren

homogen und auf Nanometer-Ebene glatt.

XP-SPEKTROSKOPIE

Die chemische Zusammensetzung der Filme wurde XP-spektroskopisch untersucht. In Abbildung 113
sind die relevanten Detailspektren fiir die verschiedenen Beschichtungsschritte gezeigt. Neben
diesen war erwartungsgemaR auch im Si 2p-Bereich fiir gereingte und CTA-beschichtete Substrate

ein Signal detektierbar.

Die Anbindung des Dithio-CTAs (Struktur in Abbildung 112) zeigte sich durch Signale im N 1s- und
S 2s-Bereich, die auf der Plasma-gereinigten Referenz nicht vorhanden waren. Sie waren auf den

Alkylamid bzw. Cyanid-Stickstoff und die Dithioester-Schwefelatome zurick zu fiihren.
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Abbildung 113. Typische XP-Spektren vom A. N 1s- B. S 2s- und C. C 1s-Bindungsenergiebereich der einzelnen
Beschichtungsschritte auf Si-Wafern (pHEMA-Spektren stammen von einer 54 nm dicken Polymerprobe).

Die Zusammensetzung des C 1s-Signals entsprach der theoretischen des Molekiils (Tabelle 20),

ebenso das Verhiltnis von Kohlenstoff zu Stickstoff von 9 : 1. Bei beiden Analysen wurde eine nicht-
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vollstandige Kondensation, sondern das Zuriickbleiben einer der Ethoxygruppen am Silizium

angenommen (siehe dazu Abschnitt 4.2.1.2).

Nach der Polymerisation waren weder im N 1s- noch im S 2s-Bereich Signale detektierbar, die
Spektren entsprachen denen der plasmagereinigten Referenz und sind zur besseren Ubersichtlichkeit
nicht mehr gezeigt. Bei Polymerfilmen dicker als 10 nm (bestimmt durch Ellipsometrie) verschwand
auch das Si 2p-Signal, die Abschwéachung des Substratsignals indiziert homogene und lochfreie Filme.
Die Intensitat des C 1s-Signals allerdings nahm zu, auch die Intensitatsverhaltnisse der verschiedenen
Kohlenstoffspezies veranderte sich (Abbildung 113 C, Tabelle 20). Die Zusammensetzung war
unabhangig von der Schichtdicke der untersuchten Polymerprobe und entsprach der chemischen
Struktur des HEMA-Monomers.

Tabelle 20. Theoretische und stochiometrische Zusammensetzung des C 1s-Signals fiir CTA und pHEMA-

beschichtete Si-Wafer, die angegebene Reihenfolge entspricht der abnehmender Bindungsenergie mit den
Zuordnungen [0=C-N, S=C-S] bzw. [0=C-0] : [C-O, C-N, C-S] : [C-C, C-H].

theoretisch stochiometrisch
CTA 2:3:13 2:5:14
HEMA 1:2:3 1:2:2,8

Die Abwesenheit der N 1s- und S 2s-Signale widersprach auf den ersten Blick dem beschriebenen
Mechanismus der RAFT-Polymerisation, bei dem die Endgruppe immer durch die funktionellen
Gruppen des CTAs gebildet werden sollte. Da aber die Polymerblocke deutlich hydrophiler als diese
Endgruppen waren, war eine Umorientierung der hydrophoberen Einheiten in das Innere des
Polymerfilms bei den wassrigen Praparationsbedingungen wahrscheinlich. Die Analyse der XP-
Spektren zeigte somit durch das Auftreten der erwarteten Signale und deren eindeutige Zuordnung

die erfolgreiche Praparation der pHEMA-Filme durch die RAFT-Polymerisation.

ABHANGIGKEIT DER SCHICHTDICKE VON CTA-ZUSATZ UND LOSUNGSMITTEL

Die oben gezeigte Analytik der pHEMA-Oberflachen beschrankte sich zunachst auf ihre allgemeine
Morphologie und chemische Beschaffenheit. Ein wichtiger Faktor bei der angewendeten
Polymerisationsmethode ist aber immer auch die Kontrolle (ber die Reaktion, die sich im
gleichmaligen Wachstum der Polymerstrange und damit der Schichtdicke der praparierten Filme
zeigt. Fur die genaue Kinetik der Reaktion sind auch die Anwesenheit eines zusatzlichen CTAs in der

Losung und die Natur des verwendeten Losungsmittels von Bedeutung.

Im ersten Schritt wurde daher das Verhéltnis von zusatzlichem CTA (4-Cyano-4-(phenyl-
carbonothioylthio)pentansdure) zum Kettenstarter (AIBN) variiert und der Verlauf der Schichtdicke
mit der Polymerisationszeit untersucht (Abbildung 114 A). Zunachst fallen die extrem kleinen
Fehlerbalken fiir alle gezeigten Werte auf, die, wie schon die vorangegangenen Analysen, die
Homogenitat der Oberflachen und damit das gleichmaRige Wachstum der Polymerketten zeigten. Fir
alle Verhaltnisse zeigte sich anfangs ein linearer Anstieg, der bis zum Erreichen eines Plateaus

abnahm. Die Reduzierung der Kettenwachstumsgeschwindigkeit konnte auf Terminierungs-
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reaktionen und die abnehmende Monomerkonzentration zuriickgefiihrt werden. Dennoch zeigt das
anfangliche gleichmaRige Wachstum die kontrollierte Natur des Mechanismus, bei einer freien
radikalischen Polymerisation ware ein rapider Anstieg zu beobachten gewesen. Mit zunehmendem
Anteil von CTA in der Reaktionslésung nahm die Konzentration an Kettentragern zu und
dementsprechend die mittlere Masse M der Polymerstrange ab. Auch die maximal erreichte

Schichtdicke nahm dementsprechend von ~ 50 nm auf ~ 18 nm ab.
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Abbildung 114. Schichtdickenentwicklung mit steigender Polymerisationsdauer fiir die RAFT-Polymerisation
von HEMA. A. Abhangigkeit des Verhdltnis von CTA zu AIBN. B. Abhdngigkeit von der Polaritat des
Losungsmittels. Die Werte wurden durch spektrale Ellipsometrie bestimmt. Jeder zeigt das Mittel aus drei
Messungen pro Probe, Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

Eine genauere Analyse dieser Ergebnisse zeigte, dass der kontrollierte Charakter der Polymerisation
bei einem CTA:AIBN-Verhdltnis von 1:1 am stdrksten ausgepragt war. Die folgenden
Untersuchungen zum Einfluss der Losungsmittelpolaritidt erfolgte daher bei diesen Bedingungen.
Dafur wurde das Verhaltnis von Dioxan : Wasser systematisch erhéht. Abbildung 114 B gibt eine
Ubersicht tber die Schichtdicken mit zunehmender Polymerisationsdauer. Wieder zeigte sich ein
zunachst linearer Anstieg, der nach einer Abflachung in einem Plateau endete. Im
Losungsmittelgemisch hochster Polaritdt (Dioxan : Wasser 20 : 80) war dieser Anstieg am steilsten,
das Kettenwachstum also am schnellsten und auch die erreichten Schichtdicken waren mit ~ 64 nm

am hochsten.

DEMONSTRATION DES LEBENDIGEN CHARAKTERS DER POLYMERISATION

Der beschriebene Mechanismus der oberflacheninitiierten RAFT-Polymerisation mit dem
verwendeten CTA-Molekil legt nahe, dass die Reaktion durch wiederholte Zugabe der
Reaktionspartner neu gestartet werden kann. Um diesen ,lebenden” Charakter zu demonstrieren,
wurden Polymerfilme erneut der Polymerisationslosung ausgesetzt. In Abbildung 115 werden die
Schichtdicken des ersten Polymerisationsschrittes, die Gesamtdicke nach dem zweiten Schritt und
der Zuwachs durch diesen zweiten Schritt verglichen. Es zeigte sich, dass das Polymerwachstum auch
im zweiten Schritt stattfand. Erstaunlicherweise waren die Kinetiken der beiden Schritte sogar

nahezu identisch.
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Abbildung 115. Schichtdickenentwicklung mit steigender Polymerisationsdauer fiir die RAFT-Polymerisation
von HEMA zum Beweis des lebendigen Charakters. Block 1 zeigt die Schichtdicken einer ersten
Polymerisation, Block 2 zeigt die Gesamtschichtdicke nach erneuter Polymerisation auf den gleichen
Oberflachen, Block 1-Block 2 zeigt durch die Differenz der beiden Blocke die Zunahme bei der zweiten
Polymerisation. Die Werte wurden durch spektrale Ellipsometrie bestimmt. Jeder zeigt das Mittel aus drei
Messungen pro probe, Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

Diese Beobachtung zeigte einerseits, dass die Aktivitdt des CTAs nicht von der Kettenlange abhangig
war und andererseits, dass der Kettenabbruch durch Rekombinationen im ersten Schritt minimal

war.

4.3.2 Stabilitit der pHEMA-Filme

Die Stabilitdt der praparierten pHEMA-Filme wurde (iber einen Zeitraum von sieben Tagen in
verschiedenen, fir biologische Experimente relevanten Medien, getestet. MilliQ®-Wasser enthalt
keinerlei weitere Zusatze und zeigt daher die Stabilitdt im wassrigen Milieu. Kiinstliches Meerwasser
(SW) wurde verwendet, um die marine Umgebung zu simulieren, ohne Storfaktoren wie die Bildung
eines Konditionierungsfilms beriicksichtigen zu missen. CASO und M9 sind Medien zur Bakterien-
kultivierung, die beispielsweise flr Pseudomonas aeruginosa verwendet werden. Sie enthalten
neben Salzen vor allem Proteine und Zucker. Es wurden drei verschieden dicke Filme getestet, um
eine eventuelle Abhangigkeit von diesem Faktor mit einbeziehen zu kénnen. Die Schichtdicken
wurden vor und nach Inkubation durch spektrale Ellipsometrie bestimmt und zur besseren

Vergleichbarkeit auf den Anfangswert normiert (Abbildung 116).

Das keine weiteren lonen enthaltende MilliQ®-Wasser zeigte keine Auswirkungen auf die Filme. Nach
der Inkubation wich keiner der gemessenen Werte maRgeblich vom Anfangswert ab. SW zeigte
keinen Effekt bei den mittleren getesteten Schichtdicken. Die beiden anderen allerdings wurden
deutlich, wenn auch schwach, abgebaut. Am starksten war dies beim 52 nm-Film sichtbar, der nach

sieben Tagen um 15 % diinner wurde.

Nach der Inkubation in den Bakterienmedien konnte keine signifikante Verdanderung der
Schichtdicken festgestellt werden, alle gemessenen Werte lagen um die 100 % der zu Anfang
bestimmten. Auch eine denkbare Zunahme durch die Anlagerung organischer Substanzen konnte

dementsprechend nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 116. Entwicklung der relativen Schichtdicken von pHEMA-Filmen mit drei verschiedenen
Schichtdicken bei Inkubation in A. MilliQ®-Wasser und SW. B. CASO und M9 iiber sieben Tage.

4.3.3 Proteinadsorption auf pHEMA-Oberflichen

Die Proteinresistenz der praparierten pHEMA-Filme wurde mit den beiden Hauptproteinen des
Blutplasmas getestet. Fibrinogen stammte dabei aus bovinem Serum, das Albumin aus humanem
Material (HSA- humanes Serumalbumin). Es wurden verschieden dicke Filme verwendet, um einen
eventuellen Schichtdickeneinfluss auf das Resistenzverhalten zu identifizieren. Die Ergebnisse der
ellipsometrisch bestimmten adhdrenten Proteinschicht nach Inkubation in der jeweiligen
Proteinlésung sind in Abbildung 117 zusammengefasst. Im Vergleich zur hydrophoben, nicht-
proteinresistenten SAM-Referenz DDT reduzierten alle untersuchten pHEMA-Filme die Adhésion der

beiden Testproteine.

Dennoch waren die diinneren Filme nicht vollstandig resistent und erlaubten noch die Adhasion
geringer Mengen der Makromolekiile. Auf Filmen ab 20 nm Schichtdicke war keine Adhdsion der

Proteine mehr nachweisbar.

Adsorbierte Proteinschicht [A]

Fibrinogen HSA

Abbildung 117. Ellipsometrisch bestimmte Schichtdicken von adsorbierten Proteinen auf pHEMA-Filmen
verschiedener Schichtdicken.

Dieses Resultat stimmt mit kiirzlich veréffentlichten Daten zur Fibrinogenadsorption von Poly(HEMA-
PEG)-Blockpolymeren (iberein, die ebenfalls eine schichtdickenabhangige Proteinresistenz
aufwiesen.?? Yandi et al. fiihrten ihre Ergebnisse auf die zunehmende Hydratation der Polymerfilme

mit wachsender Schichtdicke zurick.
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4.3.4 Zusammenfassung

Fir die anwendungsbezogenere Beschichtung von Oberflachen werden meist dickere Filme als die in
den ersten beiden Teilen der Arbeit vorgestellten Modellsysteme untersucht. Zur Préparation solcher
Schichten eignet sich beispielsweise die RAFT-Polymerisation. Da diese mit einer weiten Bandbreite
von Monomeren kompatibel ist, stellt sie ein mogliches Verfahren fiir die Herstellung von

zwitterionischen Betainen oder auch Polysaccharidbaustein-enthaltenden Filmen dar.

In Kooperation mit der Gruppe von PROF. BARNER-KOWOLLIK wurde die RAFT-Polymerisation von
HEMA, einem hydrophilen Modellmonomer, auf funktionalisierten Si-Oberflachen untersucht. Die
Charakterisierung durch Kontaktwinkelmessungen, Ellipsometrie, AFM und XPS zeigte die
erfolgreiche und homogene Praparation der gewlinschten Oberflachen, deren Benetzbarkeit und
Homogenitat nicht schichtdickenabhangig waren. Untersuchungen zur Kinetik der Reaktion unter
verschiedenen Reaktionsbedingungen demonstrierten die kontrollierte Natur des ablaufenden
Mechanismus. Das Verhaltnis von zusatzlichem CTA zum Initiator in der Reaktionslésung bestimmte
die maximal erreichbare Kettenlange und die damit verbundene Filmdicke. Die Polymerisierung lief in
Losungsmittelgemischen mit zunehmender Polaritdt schneller ab, auch hier war die Liange des
Polymers und damit die Schichtdicke der Filme unterschiedlich. Der lebende Charakter des
Mechanismus und die Eignung der Polymerstrange zur erneuten Initialisierung von Polymerisationen
konnte anhand einer zweistufigen Polymerisation demonstriert werden. Die praparierten
Oberflachen zeigten sich stabil in reinem Wasser und in zwei Bakterienkulturmedien. In einem
Medium mit hoher Salinitdt (SW) dagegen wurde nach sieben Tagen ein deutlicher Abbau der
Schichten beobachtet. Wie fir pHEMA-Oberflaichen charakteristisch, zeigte sich in einem
Inkubationsexperiment eine deutliche Abnahme der adhdrierten Proteinschicht. Eine vollstandige
Resistenz wurde erst bei Schichtdicken ab ~20nm beobachtet. Diese Abhangigkeit der
Proteinadsorption von der Schichtdicke war durch die Abhangigkeit der Hydratation von diesem

Faktor erklarbar.
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5 VERGLEICHE, ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Marines Biofouling beeinflusst die Funktion aller kiinstlichen Oberflachen, die mit Meerwasser in
Kontakt kommen, es betrifft beispielsweise Schiffsrimpfe, Aquakulturanlagen und Sensoren. Die
Verhinderung dieser unerwiinschten Ablagerungen von Makromolekilen und Mikroorganismen stellt
ein ungel6stes Problem mit hohem 6konomischem Interesse dar. Das komplexe Zusammenspiel von
adhasiven Grenzflichenprozessen auf verschiedenen GroRen- und Zeitskalen macht die
Identifizierung und Anwendung wirksamer Antifouling-Strategien auBerdem zu einem
interdisziplindren Forschungsgebiet. Um ein mechanistisches Verstandnis der verschiedenen, fir
diese Adhasionsprozesse relevanten Faktoren zu gewinnen, hat es sich bewdhrt, einzelne
Modellorganismen mit gut charakterisierten Eigenschaften auf Modelloberflaichen mit reduzierter
Komplexitdt zu untersuchen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden mit Hilfe verschiedener
Oberflachenbeschichtungstechniken Substrate mit definierten Eigenschaften prapariert, um den
Einfluss dieser auf diverse Mikroorganismen zu untersuchen. Den ausgewahlten
Beschichtungsklassen war ihre Hydratation gemeinsam. Sie orientierten sich an Materialien mit
bekannten Potential oder Anwendungsbeispielen: Zwitterionische Polymere, hydrophile
Polysaccharide und polymeres Hydroxyethylmethacrylat zeichnen sich neben ihrer ausgepragten
Fahigkeit zur Wasseranbindung durch hohe Hydrophilie aus. Diese unterschiedlichen Klassen wurden
durch Modellsysteme, als selbst-assemblierte Monolagen (SAMs), immobilisierte Polymerketten oder
von der Oberflache polymerisiertes Material, reprdsentiert. Im nachsten Schritt wurden die auf
unterschiedlichen Wegen praparierten Oberflichen zundchst durch Kontaktwinkelgoniometrie,

spektrale Ellipsometrie und Réntgenphotoelektronenspetroskopie (XPS) charakterisiert.

Zur Darstellung der SAMs dienten Mischungen aus (gelosten) Thiolen mit unterschiedlichen
Endgruppen, anhand derer der Einfluss verschiedener Ladungen und zwitterionischer Eigenschaften
untersucht wurde. Als positive Komponente wurde stets ein trimethylammoniumterminiertes
Alkanthiol (TMAT) eingesetzt, die anionischen Gegenstiicke waren SAT mit Sulfonat-, MUDA mit
Carboxyl- und MUPA mit Phosphonatterminierung. Die untersuchten Lésungen mit 1 mM und
0,2 mM-Gesamtkonzentration der Thiole zeigten sich flir die Praparation von MUPA-haltigen SAMs
als nicht verwendbar, da Multilagen gebildet wurden. Hingegen stellte sich fir die anderen
anionischen Komponenten SAT und MUDA und ihrer Kombinationen mit TMAT die niedrigere
Konzentration als geeignet heraus. Die Analyse ihrer Praparation zeigte, dass die Assemblierung
solcher ladungstragerterminierter Molekiile aus gemischten Ansatzlosungen anderen Mechanismen
folgte, als die analoger neutraler Alkanthiole. Fir letztgenannte zeigte sich ein nahezu linearer
Zusammenhang zwischen der Zusammensetzung der verwendeten Prdparationsldosung und der
resultierenden Oberflache. Im Fall der geladenen Thiole dagegen war die assemblierte Monolage
Uber einen weiten Bereich von Lésungsverhaltnissen (~ 5 - 95 %iger Anteil einer Komponente) aus
gleichen Anteilen beider Thiole zusammengesetzt. Diese ,ideale Nichtidealitat” war auf einen
Ladungsausgleich bzw. die Bildung von lonenpaaren als dominierende Triebkraft bei der

Assemblierung zuriickzufihren. Die veranderte Interaktion dieser zwitterionischen Oberflachen mit

139



5. VERGLEICHE, ZUSAMMENFASSUNG UND A USBLICK

Wassermolekiilen wurde durch einen signifikant niedrigeren Kontaktwinkel der gemischten

Monolagen im Vergleich zu den reinen Komponenten deutlich.

Als zweite untersuchte Substanzklasse wurden immobilisierte Polysaccharide verwendet. Diese sind
eine Klasse von Biopolymeren, deren vielfdltige Funktionen haufig mit ihrer ausgepragten
Hydratation zusammenhangen. Glykosaminoglykane sind Vertreter dieser Gruppe, die uber
Carboxylgruppen verfligen, welche zur Funktionalisierung oder Anbindung an Oberflichen genutzt
werden konnen. Ein Nachteil dieser Materialien bei Verwendung im marinen Medium ist ihre
Fahigkeit zur Komplexierung von zweiwertigen Kationen, die zu einer Versteifung des
Polymerriickgrates bei gleichzeitigem Verminderung der Hydratation fiihrt. Als Losungsansatz sollte
daher im Rahmen dieser Arbeit eine Blockierung dieser Komplexierungsfahigkeit die
Resistenzeigenschaften von immobilisierten Polysacchariden verbessern und zusatzlich amphiphile
Eigenschaften im hydrophilen Polymernetzwerk etablieren. Drei strukturell dhnliche saure
Polysaccharide, Alginsdure (AA), Hyaluronsdure (HA) und Chondroitinsulfat (CS), wurden daher
zunachst kovalent an aminoterminierte Substrate angebunden. In einer anschlieBenden
Derivatisierungsreaktion erfolgte die Modifizierung ungebundener Carboxylgruppen mit einem
hydrophoben Amin (Trifluorethylamin, TFEA). Der Kontaktwinkel der zunachst extrem hydrophilen
Beschichtungen erhoéhte sich bei den resultierenden amphiphilen Oberflichen um durchschnittlich
10°. Die Ausbeute der Reaktion konnte dabei, abhéngig von der Disaccharideinheit, mit (6 - 9) % der
gesamt vorhandenen Sauregruppen quantifiziert werden. Des Weiteren zeigte sich die
Derivatisierung homogen in der gesamten oberflaichengebundenen PS-Schicht. Eine weitere direkt
spektroskopisch nachweisbare Auswirkung war die Abnahme der Anbindung von Ca(ll)-lonen aus

marinem Medium, was an dieser Stelle die eingangs formulierte Hypothese verifizierte.

Als weitere Klasse hydrophiler Polymere wurden in Kooperation mit der Gruppe von PROF. C. BARNER-
KowoLLik durch Oberflachen-initiierte radikalische Polymerisation praparierte Poly(Hydroxy-
ethylmethacrylat)-Filme (pHEMA) untersucht. In diesem Teil der Arbeit stand in erster Linie der
Schichtdickeneinfluss auf die biologische Antwort im Vordergrund. Ahnlich wie bei der
Immobilisierung der Polysaccharide bestand der erste Schritt in der Silanisierung der Oberflachen,
die die nachfolgende Reaktion ermdglichte. Unter variierenden Bedingungen wurde im Anschluss der
Einfluss des verwendeten Losungsmittels und der Konzentrationen des kettenwachstum-
kontrollierenden Reagenz (CTA) auf die RAFT-Polymerisation analysiert. Es zeigte sich, dass die
durchgefiihrten Bedingungen zu kontrollierten radikalischen Reaktionen fiihrten. AuRerdem war eine
Reinitiierung moglich, was zudem einen lebendigen Charakter des Reaktionsmechanismus bewies.
Diese Eigenschaft der funktionellen Beschichtungen eréffnet die Moglichkeit, die vorliegende
Funktionalitdit mit weiteren, wie beispielsweise zwitterionischen oder polysaccharidbasierten, zu

kombinieren.

Alle praparierten Oberflachen wurden zunachst auf ihre Stabilitdt in einem Medium hoher Salinitat
untersucht. Stellvertretend fiir Meerwasser diente dabei eine proteinfreie Loésung von Salzen mit
entsprechender Zusammensetzung, um die Anlagerung organischer Materialien zu unterbinden. In
Abbildung 118 sind noch einmal die prozentual verbleibenden Schichtdicken nach sieben bzw. zehn

Tagen fir die verschiedenen Substanzklassen gegeniiber gestellt. Im Fall der SAMs zeigte sich ein
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ausreichend langes Alkylriickgrat als entscheidend fiir eine Widerstandsfahigkeit gegen den Abbau,
was sich beispielsweise im Vergleich der beiden Ethylenglykol-(EG)-terminierten Thiole PEG (ohne
Alkylkette) und EG6 (mit Alkylkette) zeigte. Auch gegenliber den untersuchten Polymeren waren
diese einfachen SAM-Systeme stabiler. Die Polysaccharide wurden nach der einw6chigen Inkubation
im Salzwasser signifikant diinner, wahrend dieser Abbau fiir die pHEMA-Filme weniger stark ausfiel.
Anhand dieser beiden Klassen zeigte sich, dass das kovalent gebundene Riickgrat auch fiir die
polymeren Systeme der entscheidende Stabilitatsfaktor war. Fir die Zeitraume der folgenden
biologischen Evaluierungen ergab sich dennoch fiir alle Substanzklassen eine ausreichende
Widerstandsfahigkeit.
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Abbildung 118. Vergleich der Stabilitaten der verschiedenen untersuchten Substanzklassen. Dargestellt sind
die zuriickbleibenden Schichtdicken nach einem vergleichbaren Inkubationszeitraum (SAMs: zehn Tage,
Polymere: sieben Tage).

Die Proteinadsorption ist ein entscheidender Schritt beim komplexen Biofouling-Prozess, da
einerseits ihre Anlagerung nachfolgende Organismen beeinflussen kann und andererseits die
Haftmittel dieser Organismen zu groRen Teilen aus solchen Makromolekiilen bestehen. Die Resistenz
gegen eine solche Adsorption ist daher eine Kerneigenschaft inerter Oberflachenbeschichtungen.
Abbildung 119 vergleicht stellvertretend fir die durchgefiihrten Proteinadsorptionsexperimente die
adsorbierte Schichtdicke des unter den experimentellen Bedingungen negativen Fibrinogens auf
Vertretern aller im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Substanzklassen. Alle Oberflachen, die die
Fahigkeit zur Hydratisierung aufwiesen (gemischte geladene SAMs, Polysaccharide und pHEMA)
unterdriickten die Anhaftung der Makromolekiile nahezu vollstdandig. Fliir SAMs mit variierender
Benetzbarkeit (gezeigt: hydrophobes DDT und hydrophiles HUDT) zeigte sich die literaturbekannte
starkere Reduzierung der Proteinadsorption fiir hydrophile Substrate, wogegen bei den geladenen
Monolagen der Ladungszustand bestimmend war. Fir die Polysaccharid-beschichteten Oberflachen
stellte sich heraus, dass die Derivatisierung die bekannte Proteinresistenz nicht verminderte. Im Fall
der unterschiedlich dicken pHEMA-Substrate wurde eine Abhangigkeit von der Schichtdicke
festgestellt, was wiederum mit einer zunehmender Hydratation bei zunehmender Filmdicke erklart

werden konnte.
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Abbildung 119. Vergleich der adsorbierten Fibrinogen-Schichten auf den unterschiedlichen evaluierten
Substanzklassen.

Reprasentativ fiir marine, biofilm-bildende Bakterien wurde auf den Polysaccharid-Beschichtungen
die kritischen Scherstromungen ts0 von C. marina in mikrofluidischen Untersuchungen evaluiert.
Dieser, fur das durchgefiihnrte Experiment charakteristische Wert, beschreibt die typische
Scherstréomung, bei der 50 % der initial anhaftenden Organismen von der Oberflache abgespiilt
wurden. Fiir Organismen vergleichbarer GrofSe und Geometrie erlaubt er einen qualitativen Vergleich
ihrer Haftstarken. Flr die Polysaccharid-Beschichtungen lagen diese tso-Werte im Bereich von
kurzkettigen EG-SAMs (EG1 und EG3). Im Fall von AA und HA nahm sie nach der Modifizierung ab, auf
dem zusatzlich CS dagegen, das im Vergleich mit den anderen untersuchten Polysacchariden eine
zusatzliche Sulfatgruppe trug, zu. Diese Tendenzen wurden auch in den nachfolgenden Experimenten
mit marinen Spezies beobachtet und sprachen somit fir unterschiedliche Wirkmechanismen der

strukturell dhnlichen Disaccharid-Einheiten.

Weitere zu den Mikrofoulern zahlende Organismen, die eine Oberflache in mariner Umgebung zuerst
besiedeln, sind Diatomeen. Ein mikrofluidisches Experiment, analog dem fir C. marina
durchgefiihrten, ermdoglichte es, die kritische Scherstromung ts flir die Spezies N. perminuta auf den
unterschiedlichen Substanzklassen zu vergleichen (Abbildung 120). Da diese Mikroorganismen ihren
Adhéasionsort passiv erreichen, ist es nicht die initiale Besiedlungsdichte, sondern die permanente
Anbindung an eine Oberflache, die im Kontext von Antifouling-Anwendungen relevant ist. Analoge
vorangegangene Untersuchungen auf SAMs zeigten einen Einfluss der Benetzbarkeit, die in
Abbildung 120 angedeutet ist. Des Weiteren wurde die Hydration als entscheidend fiir eine schwache
Haftung dieser Algenklasse identifiziert, was beispielsweise auf PEG-SAMs deutlich wurde. Auch die
in dieser Arbeit prasentierten gemischten SAT-SAMs wiesen eine solche Hydratation auf und die tse-
Werte lagen im erwarteten niedrigen Bereich. Auf dem positiven TMAT-SAM dagegen hafteten die
Diatomeen fester als durch den Kontaktwinkel vermutet, was auf die positive Oberflachenladung
zuriickgefiihrt wurde. Auch auf den Polysaccharidoberflichen war die Anhaftung der Diatomeen
starker als bei anderen entsprechenden hydratisierten Oberflachen (wie beispielsweise PEG). Zudem
konnten keine Veranderung durch die Modifizierungsreaktion mit TFEA festgestellt werden. In
diesem Fall lag die Vermutung nahe, dass es Wechselwirkungen mit den von den Carboxylgruppen
komplexierten Ca(ll)-lonen waren, die diese im Verhaltnis starke Adh&sion verursachte. Die Kationen

spielen im Adhdsionsprozess der Kieselalgen eine entscheidende Rolle. Zudem war die Ausbeute der
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Derivatisierung gering und die damit bewirkte verminderten Ca-Komplexierung reichte nicht aus, um

signifikante Anderungen auf die Mikroorganismen zu bewirken.
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Abbildung 120. Vergleich der kritischen Scherstrémungen tso von N. perminuta fiir die verschiedenen
untersuchten Substanzklassen, aufgetragen gegen die statischen Wasserkontaktwinkel der Beschichtungen.
AuBerdem gezeigt sind die Werte fiir den hydrophilen HUDT- bzw. hydratisierten PEG-SAM.”® Quadrate
illustrieren die SAM-Daten, griine Symbole Polysaccharid-Daten.

Eine mit N. perminuta eng verwandte Spezies ist N. incerta, dessen Adhdsionsverhalten in einem
statischen Besiedlungsexperiment analysiert wurde. Auch hier war vor allem ein Vergleich der
Zelldichten direkt nach der Inkubation und nach dem Aussetzen der adhdrenten Organismen in
einem Flusskanal mit konstanter Scherspannung von Interesse (Abbildung 121). Zusatzlich zu den in
dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen auf ladungsterminierten SAMs sind Daten auf Polysaccharid-
Oberflichen aus einer vorangegangenen Arbeit gezeigt.?®® Im Vergleich zu den in mikrofluidischen
Experimenten gewonnen Erkenntnissen fallt vor allem auf, dass das Adhasionsverhalten der
Diatomeen auf den Zuckersubstraten weniger deutlich von dem auf den SAM-Oberflachen abwich.
Wie auch im Fall von N. perminuta konnte flir diese Substanzklasse keine abgeschwachte Adhasion
aufgrund von Hydratationseffekten beobachtet werden. Ein Einfluss der Ladung konnte fir die reinen
Monolagen TMAT, SAT und MUDA nicht gezeigt werden, auf ihnen war die Adhdsionsstarke von der
Benetzbarkeit bestimmt. Die erhaltenen Ergebnisse lieen sich mit der Tendenz zu einer starkeren
Adhéasion auf hydrophoberen Substraten in Einklang bringen. Die vergleichsweise schwachste
Haftung zeigte sich auf sulfonathaltigen zwitterionischen Oberflachen, was auch fiir diese Spezies

den dominierenden Einfluss von elektrostatischer Hydratation demonstrierte.
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Abbildung 121. Vergleich der prozentual zuriickbleibenden N. incerta nach der Behandlung in einem
turbulenten Flusskanal fiir die verschiedenen untersuchten Substanzklassen, aufgetragen gegen die
statischen Wasserkontaktwinkel der Beschichtungen. Die Daten zu den Polysaccharid-Oberflaichen stammen
aus einer vorangegangenen Studie.?*® Quadrate illustrieren SAM-Daten, griine Symbole Polysaccharid-Daten.
Auf den geladenen Monolagen wurde aullerdem eine Verdnderung der initialen Adhéasion bei
Anwesenheit von Oberflachenladungen beobachtet. Diese konnte mit einer verminderten

Bewegungsfahigkeit der Diatomeen auf diesen Substraten zurlickgefiihrt werden.

Stellvertretend fiir weiche Mikrofouler sind auch Sporen der Grinalge U. linza ein haufig
verwendeter Modellorganismus. Anders als Navicula sind sie im freien Wasser, also vor Erreichen
eines potentiellen Adhasionsortes, motil und damit fahig zur aktiven Selektion einer Oberflache. lhr
Siedlungs- und Adhasionsverhalten wurde ebenfalls in einem statischen Inkubationsexperiment
untersucht, bei dem die Testoberflachen einer Sporensuspension ausgesetzt wurden. Die Dichte der
adharenten Sporen zeigte dabei zunachst, wie attraktiv eine Oberflaichenbeschichtung fir die Zellen
war (Abbildung 122). Die quantitativen Ergebnisse von unabhdngigen Experimentdurchfiihrungen
lassen sich dabei nicht direkt vergleichen, da die genaue Besiedlungsdichte stets auch vom jeweiligen
Sporenzustand abhing. Da die Algen nicht kultiviert wurden und daher fir jedes Experiment geerntet
wurden, schwankt dieser Parameter. Eine interne Normierung der vorliegenden Experimente war
ebenso nicht moglich, da unterschiedliche Referenzoberflaichen verwendet wurden. Dennoch
lieferten die gezeigten Daten einen Uberblick iiber generelle Adhésionstendenzen der Sporen: Auf
den geladenen und gemischten SAMs zeigten sie ein komplexes initiales Besiedlungsverhalten, das
weder eindeutig von der Benetzbarkeit noch von der Hydratation der Oberflache bestimmt war.
Dominant zeigten sich dagegen die Endgruppen der Monolagen, beispielsweise wurden die beiden
anionischen Komponenten unterschiedlich dicht besiedelt. Fir ungeladene SAMs dagegen ist eine
lineare Abhingigkeit zwischen Kontaktwinkel und Besiedlungsdichte bekannt.!* Auch fir die
Polysaccharidsubstrate wurde eine starke Selektion zwischen den unterschiedlichen Einheiten
beobachtet, am unattraktivsten waren sowohl die modifizierte als auch die unmodifizierte HA-
Oberflache.
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Abbildung 122. Vergleich der Besiedlungsdichte von U. linza-Sporen nach 45-miniitiger Inkubation auf den
verschiedenen Substanzklassen, aufgetragen gegen die statischen Wasserkontaktwinkel der Beschichtungen.
Quadrate zeigen SAM-Daten, griine Symbole Polysaccharid-Daten.

Ahnliche wie fiir N. incerta wurde auch der Anteil zuriickbleibender Sporen der Sporen nach dem
Ablésen der Organismen in einem Flusskanal verglichen. Auch hier zeigten sich keine einfachen
Zusammenhange, einheitlich war allerdings eine schwache Haftung der Sporen auf den negativen
SAMs und den zwitterionischen Mischungen. Bemerkenswert war vor allem, dass nach der
Behandlung im Flusskanal praktisch keine Sporen mehr auf den zwitterionischen Mischungen zu
finden waren. Analog zum Besiedlungsverhalten nahmen im Vergleich der Polysaccharide wieder die
HA-Filme durch einen signifikant niedrigeren Anteil zurlickbleibender und somit stark anhaftender

Zellen eine Sonderstellung ein.

Larven von Seepocken wie die der Spezies B. amphitrite sind kompliziertere Organismen als die
einzelligen Algensporen und Diatomeen. Sie verfliigen Uber hochentwickelte Schwimm- und
Sensororgane, mit deren Hilfe sie Oberflichen vor einer permanenten Adhdsion zunéachst
untersuchen. |hr Besiedlungs- und Explorationsverhalten wurde auf den Polysaccharid-
beschichtungen analysiert. Es zeigten sich zunachst dhnliche Tendenzen wie fiir die Spezies der
Mikrofouler: Die durchgefiihrte Modifizierung der Beschichtungen verminderte die Besiedlung fir AA
und HA, wahrend fiir CS keine Unterschiede beobachtet wurden. Durch stereoskopische
Untersuchungen konnte aullerdem gezeigt werden, dass die Larven sich auf attraktiveren

Oberflachen, im untersuchten Fall AA gegenliber HA-Substraten, schneller bewegten.

Um die Leistungsfahigkeit der in dieser Arbeit verwendeten Modelloberflachen im Hinblick auf ihr
Verhalten im natdirlichen aquatischen Raum zu testen, wurden diese einem realen marinen Umfeld
ausgesetzt. Anders als auf Laborebene mit definierten Bedingungen, greift in diesem eine Vielzahl
von Faktoren ineinander, die sich gegenseitig verstarken oder abschwachen konnen. Feldtests
ermoglichen es somit, anders als Experimente mit Einzelspezies, dieses Zusammenspiel mit zu
bericksichtigen. Die unterschiedlichen Modelloberflachen wurden daher an der Ostkiiste von Florida
der dortigen marinen Population ausgesetzt, um die adharenten Organismen zu identifizieren und zu
quantifizieren. In allen Fallen wurden hauptsachlich Diatomeen unterschiedlicher Gattungen
beobachtet. Auf den ladungsterminierten und gemischten SAMs wurden erst nach 48 h Unterschiede
in der Anzahl der adhdrenten Organismen festgestellt, nach diesem Zeitraum war diese auf

Monolagen, die entgegengesetzte Ladungstrager (TMAT und SAT) enthielten, signifikant reduziert.
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Auf den Polysaccharidoberflaichen konnte schon nach 24 h ein differenziertes Adhasionsverhalten
beobachtet werden. Auf den drei unterschiedlichen Polysacchariden zeigten sich keine Unterschiede,
ihre modifizierten Derivate dagegen wurden unterschiedlich stark besiedelt. Fiir AA und HA nahm
dabei die Organismenzahl im Vergleich zur unmodifizierten Form ab, wahrend sie fiir CS-Oberflachen

zunahm.

Insgesamt zeigten die biologischen Evaluierungen der ladungstragerterminierten SAMs, dass die
Adhéasion der marinen Organismen nicht von einfachen elektrostatische Wechselwirkungen durch die
sie umgebenden EPS bestimmt war. Die gleichzeitige Prasenz entgegengesetzter Ladungen, eine
zwitterionische Oberflachenstruktur also, veranderte die Adsorptions- und Adhasionsverhalten
signifikant in Richtung von Antifouling- und Foulingrelease-Eigenschaften. An dieser Stelle bieten sich
Anschlussstudien mit weiteren Organismen, wie beispielsweise den komplexen Cypridlarven, an.
Auch das Explorationsverhalten von relevanten Modellspezies verspricht eine vielversprechende

Quelle zum Informationsgewinn der Wirkungsweise dieser Substanzklasse zu sein.

Fiir die Polysaccharidbeschichtungen konnte die eingangs formulierte Hypothese, dass eine
Veranderung der Ca(ll)-lonenkomplexierung eine entscheidende Rolle beim Adhé&sionsprozess der
marinen Organismen spielt, bestatigt werden. Im Vergleich mit anderen Modelloberflachen war die
Hydratisierung der immobilisierten Biopolymere allerdings schwacher ausgepragt. Fir zukinftige
Studien mit dieser Substanzklasse bieten sich daher zwei Ansatzpunkte: Die kovalente Anbindung der
Polymere misste in eine Richtung optimiert werden, die die Wechselwirkung mit Wasser in einem
Ausmal3, wie von den freien Polymerketten bekannt, zuldsst. Des Weiteren hatte die durchgefiihrten
Derivatisierung noch Potential zur Optimierung. Im Hinblick darauf bietet sich eine weitere
Modifizierung dieser Reaktion an, beispielsweise durch die Verdanderung der Polymere vor der

Immobilisierung.

Diese Arbeit demonstrierte anhand von reprasentativen Modellorganismen die hohe Sensitivitat der
marinen Biofouler gegenlber unterschiedlichen Hydratisierungsmechanismen. Es wurde deutlich,
dass zur endgiiltigen Loésung des Biofouling-Problems die optimale Kombination verschiedener

Losungsansatze notwendig ist.
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7.4 Verwendete Chemikalien

POLYSACCHARID-OBERFLACHEN

Alginsdure-Natriumsalz (AA aus Braunalgen)

M= (8-12)-10* g-mol?
3-Aminopropyltrimethoxysilan (APTMS, 99 %),

Chondroitinsulfat-Natriumsalz (aus Haiknorpel)

M =(3,1+3,7)-10* g-mol™
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid (EDC, = 98 %),

Hyaluronsaure-Natriumsalz (HA von Steptococcus equi)

M=(1,5-1,8)-10° g-mol*
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure (HEPES, > 99,5 %)

N-Hydroxysuccinimid (NHS, 98 %),
SELBST-ASSEMBLIERENDE MONOLAGEN

1-Dodecanthiol (DDT)

Hydroxy-hexa-ethylene-glykol-1-undecanthiol (EG¢OH)
Hydroxy-PEG2000-thiol (PEG)

11-Hydroxy-1-undecanthiol (HUDT)
11-(Mercaproundecyl)-carboxybetain (CB)
11-(Mercaproundecy)l-phosphonsaure (MUPA)
11-(Mercaptoundecyl)-carbonsaure (MUDA)
11-(Mercaptoundecyl)-N,N,N-trimethylammoniumchlorid (TMAT)
11-(Mercaproundecyl)-sulfobetain (SB)

Natrium-11-1(Mercaptoundecyl)-sulfonat (SAT)

PROTEINE

Albumin (aus bovinem Serum), BSA
Albumin (aus humanem Serum), HSA
Fibrinogen (aus bovinem Serumplasma)
Lysozym (aus HihnereiweiR)

Pepsin (aus Schweinemagenschleimhaut)
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Fluka

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Carl Roth

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich,

ProChimia Surfaces
ProChimia Surfaces
Rapp Polymere GmbH
ProChimia Surfaces
ProChimia Surfaces
ProChimia Surfaces
Sigma Aldrich
ProChimia Surfaces
ProChimia Surfaces

ProChimia Surfaces

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Fluka

Gibco
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Pyruvatkinase (aus Hasenmuskel)

LOSUNGSMITTEL, LOSUNGEN UND PUFFER

Aceton p.a.

Ethanol p.a.

Ethylacetat

10 x konzentriertes PBS

Toluol

Glutaraldehyd, 25 %
Formaldehyd, 37% mit 10-15 % Methanol
Natriumchlorid

Natriumsulfat

Kaliumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Kaliumbromid
Magnesiumdichlorid-Hexahydrat

Calciumdichlorid-Dihydrat

Sigma Aldrich

Fluka

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Gibco

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Ricca Chemical Company
Baker

Sigma Aldrich
Fluka

Baker

Riedel de Haén
Applichem

Grissing
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7.5 Abkiirzungsverzeichnis

AA engl. alginic acid, Alginsaure

AES Auger-Elektronen-Spektroskopie

AIBN 2.2'-Azo-bis-(butyronitril)

ANOVA engl. analysis of variance, Varianzanalyse

APTMS 3-Aminopropyltrimethoxysilan

ASW engl. artificial sea water, kommerzielles kiinstliches Meerwasser
ATRP Atom Transfer Radikal Polymerisation

a.u. engl. arbitrary unit, willkirliche Einheit

B.E. Bindungsenergie

BSA Bovines Serumalbumin

Cs Chondroitinsulfat

CTA engl. chain transfer agent, Kettenlibertragungsreagenz
DCM Dichlormethan

DDT Dodecanthiol

EDC N-(3-dimethylpropyl)-N*-ethylcarbodiimid

EG Ethylenglykol

EPS Extrazelluldare polymere Substanzen

FWHM engl. full width at half maximum, Halbwertsbreite

HA engl. hyaluronic acid, Hyalurondure

HEMA Hydroxyethylmethacrylat

HEPES 1-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure
HAS Humanes Serumalbumin

HUDT 11-Hydroxy-1-undecanthiol

IRRAS Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie

NEXAFS engl. near-edge X-Ray absorption fine structure spectroscopy, Rontgen-Nahkanten-

Absorptions-Spektroskopie

n.v. nicht vorhanden
NHS N-Hydroxysuccinimid
NMP engl. ,nitroxide mediated free radical polymerization”, Nitroxid-vermittelte

Polymerisation

n.v. nicht vorhanden

oD Optische Dichte

OEG Oligo(ethylenglykol)

p.a. pro analysi, zur Analyse

PBS engl. phosphate buffered saline, phospatgepufferte Salzlésung
PDMS Polydimethoxysilan
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PEG
PK
PS
RAFT

REM
RFA
rpm
RT
SAM
SEM
sog.
SW
TBT
TFEA
XPS

Polyethylenglykol
Pyruvatkinase

Polysaccharid

engl. reversible addition-fragmentation chain transfer, reversibeler Additions-

Fragmentierungs-Kettentransfer
Raster-Elektronenmikroskopie
Rontgenfluoeszenzanalyse

engl. rounds per minute, Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

Selbstassemblierende Monolage

engl. standard error of the mean, Standardfehler
so genannt

engl. sea water, kiinstliches Meerwasser

engl. tributyl tin, Tributylzinn
2,2,2-Trifluorethylamin

engl. X-ray photoelectron spectroscopy, Rontgen-Photoelektronenspektroskopie
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