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1 Einleitung

Hygiene ist sowohl im medizinischen Umfeld als auch in unserem Alltag von groBter Bedeutung. Der aus
dem Altgriechischen stammende Begriff der Hygiene kann sinngemafl mit , der Gesundheit dienender
Kunst” Ubersetzt werden. Es ist demnach die Lehre (iber die Gesunderhaltung des Einzelnen und der
Allgemeinheit und der zur Vorbeugung und Vermeidung von Krankheiten (DWDS 2021). Gerade in Zeiten
der Pandemie sind diese Aspekte allgegenwirtig. Zur Verminderung der Ubertragung von
Krankheitserregern und der Unterbrechung von Infektionsketten werden grofle Anstrengungen
unternommen. Es werden viel Energie, Zeit und groRe Mengen an chemischen Hilfsmitteln eingesetzt, um
MaBnahmen wie beispielsweise die Desinfektion von Oberflachen und Handen, den Einsatz von Mund-
Nasen-Masken und viele weitere zu realisieren. Somit besteht prinzipiell ein groRes Potential darin,
Ressourcen durch Systeme einzusparen, die in der Lage sind, sich eigenstandig und ohne menschliches
Zutun von Kontaminationen zu befreien. Ein gdngiges Beispiel fiir solch ein selbstreinigendes System ist die
Oberflache der Blatter der Lotuspflanze. Durch deren nano- und mikroskalige Architektur wird die
Anhaftung von Partikeln minimiert (de Maleprade et al. 2020). Die Pflanze hilt so ihre Oberflachen sauber.
Als photokatalytische Selbstreinigung bezeichnet man hingegen die chemischen und physikalischen
Eigenschaften von Halbleitern wie Titandioxid (TiO,). Durch Bestrahlung mit Licht geeigneter Wellenldnge,
werden photokatalytische Prozesse initiiert, die organische Verbindungen und mikrobielle Kontaminationen

auf der Materialoberflache zerstoren kénnen.

Derzeit (2021/2022) werden die photokatalytischen Abbaureaktionen auch zur Einddmmung des SARS-Cov2
Virus diskutiert. Ein Ansatz zur Verhinderung von Infektionen (ber kontaminierte Oberflachen liegt darin,
die Oberflichen mit photokatalytisch aktivem TiO, zu beschichten, um Uber die entstehenden radikalen
Sauerstoffverbindungen Viren zu inaktivieren (Talebian et al. 2020). Es konnte exemplarisch gezeigt werden,
dass sich das SARS-Cov2 Virus durch photokatalytisch aktives TiO, inaktivieren ldsst (Matsuura et al. 2021;
Prakash et al. 2022). Dariiber hinaus lassen sich auch andere membranumhiillte Viren inaktivieren
(Khaiboullina et al. 2021). Im Fall von SARS-Cov2 mag die Ubertragung tiber Oberflichenkontaminationen
eher eine untergeordnete Rolle spielen, was aber nicht fir alle Viren gilt (D'Accolti et al. 2021), so dass der

Einsatz von Photokatalysatoren zur Inaktivierung von Viren und einen interessanten Ansatz darstellt.

Seitdem die photokatalytischen Eigenschaften von Titandioxid erkannt waren, gibt es Bestrebungen diese
Eigenschaften fir medizinische Zwecke im Sinne der Hygiene einsetzbar zu machen. Eines der Probleme im
Zusammenhang mit der Herstellung der Materialien und deren Bewertung, ist die objektive Messung der
desinfizierenden und mineralisierenden Wirkung ohne die Verwendung von biologischen oder chemischen

Indikatoren und den damit verbundenen aufwandigen Verfahren.
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Die praktischen Arbeiten der Dissertation wurde bereits vor einigen Jahren abgeschlossen. Nichtsdestotrotz
sind die behandelten Themen nach wie vor aktuell und relevant. Die vorliegende Arbeit leistet einen
wertvollen Beitrag zum tieferen Verstandnis grundlegender Zusammenhange in diesem Bereich, was die
Durchsicht der aktuellen Literatur bestatigt. Eines der Themen dieser Arbeit ist die objektivierbare Messung
der photokatalytischen Aktivitdt von Oberflachen mittels physikalischer Methoden. Noch immer werden zur
Ermittlung der photokatalytischen Aktivitdit phdanomenologische Ansitze verwendet, die die Aktivitat
unzureichend beschreiben. In 2020 wurde die DIN-Norm zur Bestimmung der photokatalytischen Aktivitat
auf Basis des bisherigen Verfahrens der Entfarbung von Methylenblau aktualisiert (DIN-52980:2020-11
2020). Nach wie vor wird dazu der Abbau des chemischen Indikators Methylenblau verfolgt und die Aktivitat
daraus berechnet. Die Ermittlung ist mit einem relativ hohen apparativen und zeitlichen Aufwand
verbunden. Ein innovativer Ansatz, der in diese Arbeit verfolgt wurde, liegt darin, eine physikalische
Bewertungsmethode zu entwickeln. Es ist anzunehmen, dass ein Zusammenhang zwischen dem
Redoxpotential und der photokatalytischen Aktivitdt von Titandioxid beschichteten Oberflachen besteht.
Dieser Zusammenhang wurde Uber elektrochemische bzw. photovoltaische Verfahren untersucht. Die
Methodik soll einen schnelleren und praktikableren Weg zur objektivierbaren Ermittlung der

photokatalytischen Aktivitat eréffnen.

Auch die weiteren Themen dieser Arbeit sind nach wie vor von groBer Aktualitdt. So wurden in dieser Arbeit
Fragestellungen zur photokatalytischen Abtdtung von Bakterien, der Inaktivierung von immunologisch
wirksamen Biomolekilen und Untersuchungen der photokatalytischen Aktivitdit an kosmetischen
Sonnenschutz-Praparaten durchgefiihrt, die Titandioxid als aktiven UV-Absorber enthielten. Nachfolgend
wird der gegenwadrtige Stand der Wissenschaft (2021/2022) dieser Themenbereiche beschrieben und in

einen Zusammenhang mit den Zielen der vorliegenden Arbeit gesetzt.

1.1 Titandioxid (TiO,)

1.1.1 Vorkommen, Synthese, Verwendung

Titandioxid ist in unserem Alltag allgegenwartig und wird seit etwa 100 Jahren in grofem Malistab
industriell hergestellt und eingesetzt. In zahlreichen Produkten findet es zu unterschiedlichen Zwecken
Anwendung: In Farben und Lacken als WeiRpigment, in Sonnenschutzprodukten als UV-Absorber, als
Tragermaterial fur Katalysatoren, als Kondensatormaterial in der Elektrotechnik, als Aufheller und Fillstoff
in Tabletten, Zahnpasta und Wursthiillen. Es ist chemisch stabil und galt bislang als ungiftig. Es wird unter

der Kennzeichnung E171 als Lebensmittelzusatzstoff eingesetzt.
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Besonders durch den hohen Bedarf in seiner Funktion als WeiRpigment wird TiO, in groBem MalRstab
hergestellt. Die Weltproduktion lag im Jahr 2021 bei etwa 8,5 Millionen Tonnen (Summaries 2021; Survey
2021). Die Herstellung des WeilRpigments erfolgt dabei industriell nach dem Sulfat- und dem
Chloridverfahren, wobei in der Regel die thermodynamisch stabile Rutil-Modifikation mit einer
TeilchengroBe von 200 — 300 nm entsteht. In dieser GroRenordnung hat Titandioxid eine sehr stark
ausgepragte Lichtstreuung, so dass es als Weillpigment verwendet werden kann. Bedingt durch den hohen
Brechungsindex von Anatas mit 2,55 und Rutil mit 2,75 und seinen ausgezeichneten pigmentopischen
Eigenschaften, besitzt TiO, das hochste Aufhell- und Deckvermoégen der handelsiiblichen WeiBpigmente (de

Buhr 2005).

1.1.2 Einstufung der Toxizitat

Jingst in 2021 stufte die European Food Safety Authorithy (Panel on Food Additives EFSA et al. 2021)
Titandioxid als Lebensmittelzusatzstoff E171 als nicht mehr sicher ein (Panel on Food Additives EFSA et al.
2021). Hintergrund ist, dass auf Basis der aktuellen Datenlage eine Genotoxizitdt nach oraler Aufnahmen

nicht mehr ausgeschlossen werden kann.

2020 wurde nanoskaliges Titandioxid vom Umweltbundesamt in der CLP-Verordnung (classification,
labelling, packaging) (EU) 2020/217 (14. ATP) zur Anpassung der Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 als
potentiell krebserzeugend beim Einatmen eingestuft. Es wurde die Gefahrenkategorie Carc. 2 mit dem
Gefahrenhinweis H351 (Einatmen) vergeben (Darschnik 2020). Die Einstufung gilt fiir Pulvergemische mit
einem Mindestanteil von 1% Titandioxid mit Partikeldurchmesser <10 um. Die Regelungen gelten ab

Oktober 2021 (Europaische-Union 2019).

1.1.3 Modifikationen
Titandioxid existiert in den drei Kristallmodifikationen Rutil (tetragonal), Anatas (tetragonal) und Brookit

(orthorhombisch).

Rutil

Rutil ist die thermodynamische stabilste und in der Natur am haufigsten vorkommende
Titandioxidmodifikation. Seine breiteste Anwendung findet es als WeiRpigment, wobei gerade das
wissenschaftliche Interesse vielmehr seiner photokatalytischen Aktivitat gilt (Fujishima und Honda 1972;
Linsebigler et al. 1996; Linsebigler et al. 1995; Ollis et al. 1991). Es kristallisiert in einer tetragonalen

Struktur und besitzt die Raumgruppe P4,/mnm (Rosenthal 2007). Die Strukturen des Rutils und Anatas

15



konnen als Ketten von TiOg Oktaedern beschrieben werden. Beide Modifikationen unterscheiden sich in den
Anordnungsmustern der Oktaederketten (Linsebigler et al. 1995), so sind bei Rutil die Oktaeder jeweils iber

zwei gemeinsame Kanten verknipft (Kleinschmidt 2001).

Anatas

Anatas ist thermodynamisch etwas weniger stabil als Rutil und kommt in der Natur als zweithaufigste
Titandioxidmodifikation vor (Yu et al. 2000). Die photokatalytische Aktivitat des Anatas ist hoher als die des
Rutil und so findet es darin seine wichtigste Anwendung (Kavan et al. 1996; Odling und Robertson 2015) .
Anatas wird ebenso als Photokatalysator in Solarzellen zur Produktion von Wasserstoff eingesetzt (Damkale
et al. 2021; Oregan und Gratzel 1991) . Es kristallisiert wie Rutil auch in einer tetragonalen Struktur und
besitzt die Raumgruppe /4,/amd (Rosenthal 2007). Die TiOe-Oktaeder besitzen jeweils vier gemeinsame

Kanten.

Brookit

Brookit ist die seltenste Kristallmodifikation des Titandioxids. Es kommt in der Natur als hellbrauner bis
schwarzer Kristall vor und wird nicht im industriellen Mal3stab hergestellt. Bei Warmebehandlung wandelt
sich Brookit unterhalb seines Schmelzpunktes in Rutil um. Der Schmelzpunkt von Rutil liegt bei 1855 °C.
Brookit findet derzeit keine technische Anwendung. Es kristallisiert orthorhombisch und gehort zur
Raumgruppe Pbca. Die TiOe¢-Oktaeder sind Uber jeweils drei gemeinsame Kanten verknipft (John W.
Anthony 2001). In den letzten Jahren beschaftigen sich Forschungsgruppen zunehmen mit den
photokatalytischen Eigenschaften des Brookits. Es zeigt sich, dass auch diese Modifikation ein potenter

Photokatalysator ist (Di Paola et al. 2013; Tomic et al. 2015; Xin et al. 2016).

1.2 Photophysikalische und photochemische Eigenschaften

Besonderes Augenmerk richtet sich auf die Anwendbarkeit der Titandioxidmodifikationen Rutil und Anatas
als Photokatalysator. Bereits Anfang der 1970er Jahre wurden die photokatalytischen Eigenschaften des
Titandioxids von Fujishima und Honda entdeckt und beschrieben (Fujishima und Honda 1972). Durch
neuartige Verfahren zur Herstellung von Titandioxid gelang es spater TeilchengréBen von 20 —30 nm
herzustellen. Diese nanoskaligen Teilchen weisen eine besonders hohe photokatalytische Aktivitat auf und
besitzen eine groRe Oberfliche von ca. 50 m? g Pulver. Hergestellt wird das photokatalytisch aktive
Titandioxid entweder nach dem Aerosil-Verfahren der Degussa AG fiir das , Aeroxide TiO, P25 oder nach
einem Prozess basierend auf dem Sulfatverfahren, der bei der Sachtleben GmbH in der Produktion von
,Hombikat UV100“ Anwendung findet. Hombikat UV100 besteht zu 100 % aus Anatas-TiO,, wohingegen
Aeroxide P25 zu ca. 80 % aus Anatas- und ca. 20 % aus Rutil-TiO, besteht. Nach wie vor gilt Titandioxid in
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seinen Modifikationen Anatas und Rutil bzw. in Mischungen daraus als praktikabler Photokatalysator
aufgrund seiner hoher chemischen Stabilitat, seiner guten Oxidations- und Reduktionseigenschaften, der

starken UV-Absorption und nicht zuletzt auch wegen seines geringen Preises (Hou et al. 2019; Li et al. 2018).

Die photokatalytische Aktivitdt des Titandioxids beruht auf seinen Halbleitereigenschaften, die im

Folgenden beschrieben werden. In Abbildung 1 ist das Molekilorbital-Schema von Titandioxid gezeigt, das
fiir das Verstandnis der Wirkung von TiO, von grundlegender Bedeutung ist.

Ti ds

[e£3

02s
I |
(@ (b) ©

(b) ()

Abbildung 1: Molekulorbital-Schema fir TiO,. (a) freie Atome (b) Kristallfeldaufspaltung (c) Molekulorbitale. Das
Valenzband (grau) ist vollstandig gefillt, seine héchsten Zustdnde werden durch die 2p-Orbitale des Sauerstoffs

gebildet. Das darilber liegende Leitungsband ist leer, seine tiefsten Zustande werden durch Titan-d-Orbitale
gebildet (Riedel 2007).

Fiir die Wirkung von TiO, als Photokatalysator sind die Elektronen, bzw. deren Zustdnde entscheidend. Die

im Bild grau unterlegten Bereiche sind vollstandig mit Elektronen besetzt. Das oberste vollstandig besetzte
Band ist das Valenzband des Halbleiters, dessen energetisch hdochster Quantenzustand wird in erster Linie
durch die 2p-Orbitale des Sauerstoffs gebildet. Das energetisch niedrigste unbesetzte Band ist das

Leitungsband des Halbleiters. Wie im Molekilorbital-Schema zu sehen ist, wird dieses vornehmlich von den

d-Orbitalen des Titans gebildet. Bei der photochemischen Anregung wechselt ein Elektron vom Valenzband

in das Leitungsband, was im Grunde einem Ligand-Metall-charge-transfer-Ubergang entspricht, da
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Ladungsdichte vom Ligand zum Metallatom Ulbertragen wird (Asahi et al. 2000). Die Zufuhr von Energie
kann prinzipiell thermisch oder photochemisch erfolgen. Durch Absorption von Licht geeigneter
Wellenlange kénnen Elektronen die Energiellicke Gberwinden. Die Energiellicke bei den Titandioxiden liegt
im Anatas bei 3,2 eV und im Rutil bei 3,0 eV (Hamal und Klabunde 2007; Tang et al. 1994). Somit sind
Lichtquanten der Wellenlangen 387 nm bei Anatas und 413 nm bei Rutil notwendig, um diesen Effekt zu

erzielen.

Die photokatalytische Reaktion an der Titandioxid-Oberflache beginnt stets mit der Erzeugung eines
Elektron-Loch-Paares durch die Absorption elektromagnetischer Strahlung mit einer Energie gleich oder
groRer der Bandliickenenergie. Die Lebensdauer eines Elektron-Loch-Paares ist in der Regel sehr kurz und
betragt nur einige Nanosekunden (Wachter 1989). Die Deaktivierung der Paare kann auf unterschiedlichen
Wegen erfolgen, zum Einen kann es zur direkten Rekombination von Elektron und Loch unter Abgabe von
Wiarme kommen oder es werden Redoxreaktionen initiiert, die indirekt zur Rekombination fiihren, wie
beispielsweise bei der Mineralisierung organischer Verbindungen (Linsebigler et al. 1995; Nosaka und

Nosaka 2017).

1.2.1 Photokatalytische Redoxreaktionen

Das Elektron ist in der Lage Molekile zu reduzieren, wahrend das mit entstandene Loch oxidierend wirkt,
indem es einem Molekiil ein Elektron entreilSt (Linsebigler et al. 1995). So entstehen auf der Oberflache bei
der Bestrahlung oxidierend wirksame Zwischenverbindungen, die wiederum zur Oxidation von organischen
Verbindungen und zur Abtdtung von Mikroorganismen genutzt werden kénnen. Das Loch, also die
Elektronenfehlstelle, kann einem O% lon des TiO, ein Elektron entreifen, dadurch entsteht ein Teilchen, dass
man als lokalisiertes Loch bezeichnen kénnte. Das Elektron reduziert zunichst ein Ti** Kation zu Ti**. Unter
Anwesenheit von O, kann daraus ein Hyperoxid-Anion O, gebildet werden (Berger et al. 2005). Zudem sind
die Elektronenfehlstellen dazu in der Lage einem Hydroxidion oder einem Wassermolekil ein Elektron zu
entreiBen und dadurch ein Hydroxyl-Radikal zu bilden (Kormann et al. 1991; Nosaka und Nosaka 2017;
Riegel und Bolton 1995).

1.2.2 Reaktionsschritte

Die Photoanregung des Titandioxids fuhrt zur Bildung von Elektron/Loch-Paaren

TiO, —>>TiO, (e, +h},)
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Dabei wird ein Elektron aus dem Valenzband (vb) des Halbleiters in das Leitungsbands promoviert (cb), so
dass im Valenzband eine Elektronenfehlistelle, ein so genanntes Loch entsteht. Stehen nun keine
Elektronenakzeptoren und —donoren zur Verfligung, so kommt es innerhalb einiger Nanosekunden zur

raschen Rekombination unter Freisetzung von Warme.

TiO, (e., + h,, ) ——> TiO, + Wirme

Auf dieser Abfolge von Ladungsseparation und Rekombination unter Warmeabgabe beruht auch die
Verwendung von Titandioxid als Sonnenschutzmittel, so wird verhindert, dass UV-Strahlung die Haut
beschadigen kann. Die Strahlungsenergie wird hierbei in Warme umgewandelt. Im Falle der erwiinschten
Photokatalyse miissen nun dem elektronisch angeregten System Reaktionspartner zur Verfligung stehen.
Die erzeugten Leitungsband-Elektronen kdnnen von einem Elektronenakzeptor aufgenommen werden und

diesen somit reduzieren, dabei entsteht ein Radikal-Anion des Akzeptors.

e,+tA——e A"

Die erzeugten Elektronen-Fehlstellen im Valenzband des Halbleiters kénnen einem geeigneten

Elektronendonor ein Elektron entreiRen und den Donor somit zu seinem Radikal-Kation oxidieren.

h, +D——>eD"

Die angeregten Elektronen besitzen das Reduktionsvermdgen der Leitungsband-Energie, wahrend die
Locher das Oxidationsvermogen der Valenzband-Energie tragen. So haben in wassrigen Dispersionen von
Titandioxid und an Titandioxid-Oberflachen die Locher ausreichend Oxidationskraft, um organische
Substanzen zu Kohlendioxid, Wasser und Mineralsduren wie beispielsweise HCl abzubauen (Linsebigler et al.
1995). Die separierten Ladungstrager reagieren aber meist nicht direkt mit abzubauenden Substanzen,
sondern werden zunachst abgefangen. Es entstehen kurzlebige Zwischenspezies, die daraufhin die
eigentliche Abbaureaktion einleiten. Aus den Leitungsband-Elektronen entstehen somit ,trapped
electrons”, die man auch als Ti**-lonen verstehen kann, wihrend die Lécher im Valenzband in ,trapped

holes” Giberfiihrt werden, die man als O-lonen identifizieren konnte (Berger et al. 2005)

TiO, —>TiO, (e, +h},)
e, +Ti*" ——Ti’* (trapped electron)

h) +0* —— O (trapped hole)
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Des weiteren konnten Berger et. al. zeigen, dass unter Anwesenheit von O, auf der Oberflache aus den
ytrapped electrons” langlebige Superoxid-Anionen gebildet werden, die ihrerseits mit verschiedenen Ti-
Kationen assoziiert vorliegen.

Ti*" +e, +O, ——>Ti*" +e0;

Unter Anwesenheit von Wasser fungiert das Wassermolekil unter Bildung eine Hydroxylradikals als

Elektronendonor:
h,”+ HO — *OH + H'

Eine allgemeine Stochiometrie der photokatalytischen Abbaureaktion von Kohlenwasserstoffen lielRe sich

wie folgt formulieren (Hoffmann et al. 1995):

CxHyClz+(x+y_Z)02 hv;Ti0, \xC02+zH*+zc1+(y_ZjH20
4 2

Die Stochiometrie fiir den Abbau von Glucose kann entsprechend folgendermaBen formuliert werden:

C,H 0, +%02 — % 5 6CO, +6H" +3H,0

Stets ist Kohlendioxid eines der Endprodukte der photokatalytischen Abbaureaktion von organischen
Verbindungen. Zur Ermittlung der photokatalytischen Aktivitdit bzw. der Mineralisierungsleistung von
untersuchten Titandioxid-Oberflachen kann daher die CO, Konzentration in einem abgeschlossenen System

herangezogen werden.

1.3 Bakterizide Wirksamkeit photoaktivierter TiO,-Oberflachen

Photoaktivierte TiO,-Oberflachen sind in der Lage Bakterien abzutéten und zu mineralisieren. Dies wurde
unter anderem in Arbeiten der Arbeitsgruppe, in der diese Arbeit entstanden ist, untersucht. (Kuhn et al.
2003; Sunada et al. 2003b) und ist nach wie vor Gegenstand der Forschung. In einem aktuellen
Ubersichtsartikel beschreiben die Autoren die vielfiltigen Einsatzméglichkeiten der keimabtétenden und
auch virus-inaktivierenden Eigenschaften von photokatalytisch aktivem TiO,. Gerade in Zeiten der Pandemie

kénnen demnach diese Systeme einen wertvollen Beitrag zur Keimreduktion leisten. Insbesondere das
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Zusammenspiel von UV-Bestrahlung und Photokatalyse stellt einen aussichtsreichen Ansatz dar, um
kosteneffektiven und umweltvertraglich die Keimbelastung zu reduzieren (Bono et al. 2021). Die alleinige
Behandlung mit UV-Licht zur Einddmmung und Abtétung von pathogenen Mikroorganismen, stellt eine
glnstige und umweltfreundliche Methode dar. Es werden beispielsweise UV-Lampen in medizinischen
Behandlungsraumen installiert, um etwaige Bioaerosole zu inaktivieren (Kujundzic et al. 2006). Ein Nachteil
liegt darin, dass zum Erreichen der keimabtétenden Wirkungen Wellenlangen im UV-B und UV-C-Bereich
benttigt werden, die auch fiir den Menschen schadlich sind. Aus diesem Grund sind deren
Einsatzmoglichkeiten beschrankt (Setlow et al. 1993). Es wird auch berichtet, dass es zu einer
Photoreaktivierung bei bestimmten Keimarten nach UV-Behandlung kommen kann, so dass der alleinige
Einsatz von UV-Licht zur Desinfektion meist nicht ausreicht (Kebbi et al. 2020). Hier kann die Anwendung
von photokatalytisch aktiven TiO,-Oberflaichen im Zusammenspiel mit UV-A-Licht einen innovativem Weg
er6ffnen, um einige Nachteile der bisherigen Methoden zu vermeiden. Da die Keime durch das Einwirken
der UV-A-Strahlung und zusatzlich der entstehenden radikalen Sauerstoffspezies auf vielfaltige Weise

geschadigt und letztendlich abgetdtet werden (Bono et al. 2021).

1.4 Behandlung komplexer Biomolekiile mit UV-A aktiviertem Titandioxid

Auch der in diese Arbeit erstmals untersuchte Abbau von komplexen Biomolekiilen wie LPS und RNase-A
wurde in weiteren Arbeiten aufgegriffen. Hilary Humphreys fiihrt einzelne Ergebnisse des
Forschungsprojektes zum Abbau komplexer Biomolekiile , die bereits publiziert wurden (Kurz et al. 2011) in
einem Ubersichtsartikel auf. Sie beschreibt diese Biomolekiile als wichtige Marker in der pharmazeutischen
Industrie (Humphreys 2014). Ein innovativer, praktischer Ansatz liegt in der Idee bakterielle organische
Kontaminationen von medizinischen Implantaten vor der Operation durch Photokatalyse zu zerstéren. Das
Implantat, das mit einer TiO,-Schicht tberzogen ist, soll vor der Operation mit UV-Licht behandelt werden,
um Bakterien und LPS photokatalytisch abzubauen (Johnson et al. 2020). Andere Gruppen befassten sich
mit TiO,-Beschichtungen fiir Zahnimplantate, um Periimplantitis zu verhindern. Periimplantitis beschreibt
eine Form der Parodontitis bei der eine Entziindung des Implantatbetts vorliegt. Zur Vermeidung von
Periimplantitis bedarf es der vollstandigen Entfernung von bakteriellen organischen Kontaminationen wie
LPS, was durch Photokatalyse vor dem Einsetzen des Implants erreicht werden soll, so die Autoren. Durch
eine Plasma-elektrolytische Oxidation gelang es der Arbeitsgruppe um Hao Wu eine TiO,-Beschichtung
herzustellen, die mittels sichtbarem Licht Methylenblau und LPS abbauen kann und eine erhohte
mechanische Belastbarkeit aufweist (Hirota et al. 2021; Wu et al. 2019). Die vorab publizierten Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit zum Abbau von LPS lieferten Grundlagen zum Verstandnis der Wirkung dieser

speziellen Beschichtungsmethode.
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1.5 Elektrochemische Grundlagen

Ein Ziel dieser Arbeit ist es, eine objektivierbare Methode zur Ermittlung der photokatalytischen Aktivitat
von Titandioxid-Oberflachen zu entwickeln. Der Ansatz besteht darin, eine physikalische Messmethode zur
Erfassung elektrischer Spannungen an den TiO,-Oberflaichen zu untersuchen. Durch die Anregung von
Halbleiter-Elektronen bei Einstrahlung von Licht geeigneter Wellenlange entstehen Ladungstrdager an der
Halbleiter-Oberflache (lkram et al. 2021). Die Anwesenheit der Ladungstrager fiihrt folglich zu elektrischen
Potentialdifferenzen zwischen beleuchteten und unbeleuchteten Oberflaichenarealen, die messtechnisch
erfasst werden sollen. Die grundlegenden chemisch-physikalischen Eigenschaften, die zum Verstandnis der
Entstehung der elektrischen Potentialdifferenzen notwendig sind, werden nachfolgend erklart.
Insbesondere sind hier Effekte zu berticksichtigen, die bei Anregung der Elektronen im Halbleiter Titandioxid

auftreten kdnnen.

1.5.1 Innerer Photoeffekt

Das Auftreten von Elektron-Loch-Paaren im TiO,, die fiir die untersuchten Wirkungen verantwortlich sind,
lassen sich physikalisch Gber den sogenannten Inneren Photoeffekt erklaren. Der Innere Photoelektrische
Effekt oder |Innere Photoeffekt tritt beim Auftreffen von Licht geeigneter Wellenldnge auf
Halbleitermaterialien ein. Dabei werden wie beim Auftreffen von UV-A Licht auf TiO, Elektronen des
Valenzbandes in das Leitungsband des Halbleiters angehoben. Man unterscheidet beim Inneren Photoeffekt
zwischen Photoleitung und Photovoltaischem Effekt. Bei der Photoleitung wird durch das Anheben der
Valenzelektronen in das Leitungsband die elektrische Leitfahigkeit des Halbleiters erhoht bzw. der Ohmsche
Widerstand des Festkorpers herabgesetzt. Die bei der Anregung gebildeten separierten Elektron-Loch-Paare
ermoglichen bei Anlegen einer Spannung den Ladungstransport, also die Leitfahigkeit. Der Photovoltaische

Effekt wird insbesondere in Solarzellen zur Erzeugung von Strom genutzt.

1.5.2 AuRerer Photoeffekt

Ein zweiter photophysikalischer Effekt ist der Aufere Photoeffekt (auch Hallwachs-Effekt). Er soll der
Vollstandigkeit halber hier kurz erwahnt werden. Er beschreibt das Austreten von Elektronen aus einer
Halbleiter- oder Metalloberflache durch die Einwirkung von Licht. In dem hier betrachteten Fall der
Anregung mit UV-A-Licht spielt er jedoch keine direkte Rolle, da die Photonenenergie der eingesetzten
Lichtquelle des Wellenlangenbereichs 340-400 nm mit 3,65-4,1eV unterhalb der Austrittsarbeit der
eingesetzten Materialien liegt (Jiang et al. 2003; Kashiwaya et al. 2018). Die Literaturwerte sind in Tabelle 1

aufgefiihrt.
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Tabelle 1: Austrittsarbeit der eingesetzten Materialien

Material TiO, Platin ITO
Austrittsarbeit [eV] 4,7-6,79 5,32-5,66 4,9

1.5.3 Entstehung von elektrischen Potentialdifferenzen, Nernst'sche Gleichung

Die zu entwickelnde Methode beruht auf der Messung von elektrischen Spannungen, die in einem
chemisch-physikalischen System auftreten. Zum Verstandnis Uber die ablaufenden Vorgdnge, sollen
zunachst die Vorgange betrachtet werden, die in gdngigen elektrochemischen Halbzellen ablaufen. Zur
Messung der elektrochemischen Potentialdifferenz wird Ublicherweise die elektrochemische Zelle
eingesetzt. Diese besteht in ihrem allgemeinen Aufbau aus zwei Halbzellen (HZ), die durch eine porose
Membran verbunden sind. Beide Halbzellen sind mit einem Elektrolyten befillt. Durch Eintauchen je einer
Elektrode in die Halbzellen entsteht eine elektrochemische Potentialdifferenz zwischen den Elektroden.
Diese kann stromlos zwischen den Elektroden gemessen werden kann. Die Potentialdifferenz entsteht durch
die rdumlich in den HZ getrennten Oxidations- und Reduktionsvorgdange. Die Elektrode, an der die
Oxidation, also die Elektronenabgabe stattfindet, wird als Anode bezeichnet. Die Kathode ist die Elektrode,
an der die Reduktionsreaktion, also die Elektronenaufnahme stattfindet. Die Nernst'sche Gleichung bringt
die elektrische GroRe der Potentialdifferenz (Spannung) mit der chemischen GroRe der Konzentration in

Verbindung.

RT
E=E—— -1
nkF nQ

Dabei ist E° das Standardelektrodenpotential, R die molare Gaskonstante, T die Temperatur [K], n die Anzahl
der (ibertragenen Elektronen, F die Faraday-Konstante und Q der Reaktionsquotient ¢, /c,, aus den
Konzentrationen der Redoxpartner. Die Gleichung lasst sich unter Einsetzen der Konstanten und fiar T =

298 K (25°C) wie folgt vereinfachen:

0,0257V
n

E=E+ InQ

1.5.4 Elektrische Doppelschichten
Da die zur Entwicklung der Messmethode betrachteten photokatalytischen Systeme in wassriger Umgebung

eines Elektrolyten vorliegen, spielt auch die Entstehung von elektrischen Doppelschichten eine Rolle. Beim
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Eintauchen einer metallischen Elektrode in einen Elektrolyten mit Metallionen, kann an der

Elektroden-Oberflache die folgenden Gleichgewichtsreaktion stattfinden:

Me™+ne =—= Me

Wenn die Hinreaktion Uberwiegt, sich die gelésten Metallionen also unter Elektronenaufnahme an der
Oberflache anlagern, ladt sich die Elektrode positiv auf. Diesen Effekt bezeichnet man als Uberspannung.
Die positive Ladung der Elektrode zieht aus der Losung Anionen an, wodurch sich eine elektrische

Doppelschicht ausbildet. Abbildung 2 stellt dies grafisch dar.

LA

Abbildung 2:Ausbildung einer elektrischen Doppelschicht an einer Metallelektrode beim Eintauchen in einen
Elektrolyten (Hamann 2007).

Zur Beschreibung der elektrischen Doppelschicht konnen unterschiedlich komplexe Modelle herangezogen
werden. Das einfachste Modell ist die Starre Helmholtz-Doppelschicht. Die Grenzschicht zwischen
Elektroden-Oberflache und Elektrolyt wird darin als starre Ladungsebene beschrieben. Durch die Solvathiille
der Anionen im Elektrolyten weisen diese einen gewissen Abstand zur Elektrode auf. Durch den
Ladungsunterschied zwischen der Elektrode und dem Elektrolyten bildet sich eine Potentialdifferenz aus,
die als Galvani-Potential bezeichnet wird. Diese Beschreibung entspricht jedoch nur einem groben Modell,
da in realen Anordnungen die thermischen Bewegungen der beteiligten Teilchen berlicksichtigt werden
missen. Besser beschreibt daher die thermische Boltzmann-Verteilung den Sachverhalt. Im Gouy-
Chapman-Modell wird dies in Form einer diffusen Doppelschicht beriicksichtigt. Hierbei nimmt das Potential
exponentiell mit dem Abstand ab. Naherungsweise werden die lonen dabei als Punktladungen betrachtet,
so dass die Teilchen beliebig nah vor der Oberflache vorliegen kdnnen. Im Modell von Stern werden die
beide zuvor genannten Modelle der starren und diffusen Doppelschichten kombiniert. Abbildung 3 stellt

dies grafisch dar.
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Abbildung 3: Kombiniertes Modell der elektrischen Doppelschicht nach Stern mit Anteilen einer starren und
einer diffusen Doppelschicht (Hamann 2007).

Eine weitere Verfeinerung des Modells lieferte David C. Grahame. Er ging von einer inneren und einer
duBeren Helmholtz-Schicht aus. Die innere Schicht bilden hierbei lonen, die durch Kontaktadsorption auf
der Oberflache haften. Die duRere Schicht bilden solvatisierte lonen mit einem gewissen Abstand zur
Elektroden-Oberflache. Beide Potentialverldufe sind linear, wobei der der inneren Schicht steiler verlauft. In
weiterer Entfernung beschreibt er auch Anteile einer diffusen Doppelschicht. Als Ersatzschaltbild fiir die
Doppelschichtkapazitdit kénnen in Reihe geschaltete Kondensatoren dienen. In Abbildung 4 ist dies
dargestellt, wobei C; die innere Helmholtz-Schicht, C, die duBere Helmholtz-Schicht und C; die diffuse

Schicht beschreiben (Hamann et al. 2007; Holze 1998a).

C1 C2 ||c3 C

Abbildung 4: Reihenschaltung von Kondensatoren als Ersatzschaltbild fiir die elektrischen Doppelschichten
(Holze 1998a; Holze 1998b).
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1.5.5 Kondensator-Modell und die Ndherung einer Starren Helmholtz-Doppelschicht

Zur weiteren modellhaften Betrachtung des Kondensators wird die Starre Helmholtz-Doppelschicht
herangezogen. Die Breite der Doppelschicht d kann dabei als der halbe Durchmesser der solvatisierten
lonen beschrieben werden (Hamann et al. 2007). Allgemein gilt fiir einen Plattenkondensator mit

planparallelen Platten im Abstand d, der Ladung Q und der Spannung Q:

Dabei sind g, die elektrische Feldkonstante, €, die Dielektrizitdtskonstante und A die Kondensatorflache . Q
entspricht nun bei der Helmholtz-Doppelschicht der Uberschussladung im Elektrolyten. Die Spannung U
entspricht der Potentialdifferenz Agy, zwischen der Elektrode und der duReren Helmholtz-Schicht. Es ergibt

sich daraus:

d-0

g,€,4

A@y,=

Als Zahlenbeispiel mit A = 1 cm?, & = 80 fir Wasser und d = 0,2 nm ergibt sich fir die Kapazitit des
Kondensators C = 350 uF cm™. Experimentelle Werte liegen im Bereich von 5-50 uF cm?®. Durch die
resultierenden elektrischen Feldstarken kdnnen somit in Losungen Potentialdifferenzen von einigen hundert
Millivolt auftreten (Hamann et al. 2007). Die raumliche Ausdehnung der Helmholtz-Doppelschichten
werden durch die Debye-Ldangen in Metallen mit ca. 0,1 nm und im Elektrolyten mit 0,1-10 nm angegeben.
Im Elektrolyten ist sie abhdngig von der GroRe der solvatisierten lonen und deren Beweglichkeit. Fiir den

Plattenkondensator gilt:

0=C-U und CZSOS,,g

In einem Gleichstromkreis stellt der Plattenkondensator einen unendlichen Widerstand da. Lediglich
wahrend der Lade- und Entladevorgdnge beim Ein- und Ausschalten flieRt ein Strom. Dadurch baut sich die
Kondensatorspannung auf bzw. ab. Beim Laden des Kondensators entzieht die Spannungsquelle der einen
Kondensatorplatte Elektronen und fiihrt sie der gegeniberliegenden Platte zu. Diese Ladungsverschiebung
fliihrt zu einer messbaren Potentialdifferenz zwischen den Platten (Volkmann und Vorndran 1999). Die

Kurvenverldufe der Potentialdifferenz fiir den Lade- und Entladevorgang folgen den Exponential-
Funktionen: U(t)zU,m-(l—efth) fir den Ladevorgang und U(t)zU,W-eﬁ/T fur den

Entladevorgang.
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Die Kurvenverlaufe sind in Abbildung 5 dargestellt. Wobei T die Zeitkonstante ist, fiir die gilt: T=R-C
Sie gibt die Zeit an, die benétigt wird, bis die Kondensatorspannung auf 63% angestiegen ist. Die gesamte

Ladezeit eines Plattenkondensators betragt ca. 5 Zeitkonstanten (Mechelke 1985).

Abbildung 5: Spannung-Zeit-Diagramm beim Laden und Entladen eines Plattenkondensators. Die
ansteigende Kurve beschreibt den Ladevorgang, wahrend die abfallende Kurve den Entladevorgang
beschreibt (Mechelke 1985).

1.5.6 Elektrochemische Wasseranalytik — Zusammenhang mit der bakteriziden Wirksamkeit
Elektrochemische Potentiale bzw. Potentialdifferenzen kénnen in vielfaltigen Bereichen zur Ermittlung des
chemischen Verhalten von Redox-Systemen herangezogen werden. So dient das Redoxpotenial bzw. die
Redoxspannung beispielsweise in der Schwimmbadwasser-Analytik als KorrelationsgréRe fir die
Desinfektionswirkung im Wasser. Sie stellt einen Summenparameter dar, der die oxidierende und damit
keimabtotende Wirkung von Desinfektionsmitteln (oxidierend wirkende Stoffen) im Badewasser unter
Bericksichtigung der momentan vorliegenden Verunreinigungen (reduzierend wirkende Stoffen) angibt. Die
Spannung ist folglich vom Verhaltnis Oxidationsmittel (freies Chlor) zu Reduktionsmittel (Verunreinigungen)
abhangig. Da in Schwimmbadwasser die Konzentration an freiem Chlor in der Regel groR gegeniiber der der
Verunreinigungen ist, kann deren Konzentration vernachldssigt werden. Dies fihrt zu einem
Einparametersystem, bei welchem man die Redoxspannung Uber die Nernst'sche Gleichung abschatzen
kann (Peiffer et al. 1992). Fir die Wirksamkeit der Desinfektion gilt eine Keimabtdotung von 4
Zehnerpotenzen innerhalb von 30 Sekunden an Pseudomonas aeruginosa. Diese Abtdtungsgeschwindigkeit
wird in der Badertechnik liber die Messung der Redoxspannung kontinuierlich gemessen. Bei einwandfreier
Wasserbeschaffenheit geniigen beispielsweise 0,2 mg L™ freies Chlor, um eine Redoxspannung von 700 mV
zu erhalten. Laut DIN 19643 wird im pH-Bereich 6,5-7,3 eine Mindestspannung von 750 mV bei StiRwasser
gefordert (DIN-19643-1:2012-11 2012).

27



1.6 Stand der Technik - Methoden zur Bestimmung der photokatalytischen
Aktivitat

Die Bestimmung der photokatalytischen Aktivitat von TiO, kann durch Abbaureaktionen und entsprechende
Messungen der entstehenden Produkte oder der verbrauchten Edukte erfolgen. Anders ausgedriickt gilt der
Riickgang der Prifkonzentration oder deren chemische Verdnderung als MaR fiir die photokatalytische
Aktivitat einer zu untersuchenden Probe. Dazu wird meist die Zersetzung organischer Molekiile oder die
Abtotung von Bakterien herangezogen. Nachfolgend sind verschiedene Methoden zur Bestimmung der
photokatalytischen Aktivitdt unter definierter Beleuchtung mit UV-A-Licht beschrieben. Neben den hier
exemplarisch beschriebenen Verfahren gibt es noch zahlreiche weitere, wie den Abbau von NOy oder

Methanol (Lee et al. 2021; Moulis und Krysa 2015).

Alle Methoden beruhen auf dem Indikatorprinzip, bei dem eine Substanz in ihrer Abbaubarkeit als
Stellvertreter fir ,alle” Substanzen verwendet wird. Dieses Konzept weist verstdandlicherweise Schwachen
auf: Die Abbaubarkeit oder photokatalytische Veranderung einer bestimmten Verbindung ist in jedem Fall
auch durch ihre Struktur bedingt. Die Verwendung bestimmter physikalisch-chemischer Eigenschaften zur
Charakterisierung ist daher aus wissenschaftlicher Sicht unbedingt notwendig und stellt eines der Ziele

dieser Arbeit dar.

1.6.1 Photolyse - Bestimmung durch Abbau von Methylenblau

Eine der altesten verwendeten Indikatorverbindungen zur Charakterisierung des photochemischen
Leistungsvermogens ist Methylenblau. Da fiir diese Verbindung mittlerweile zahlreiche Untersuchungen an
den unterschiedlichsten Modifikationen der Oberflachen vorliegen, kdnnen Oberflachen beziglich ihrer
Wirksamkeit gut verglichen werden — allerdings nur fiir Stoffe, die chemisch grundsatzlich dhnlich sind.
Methylenblau (Abbildung 6) ist ein weit verbreiteter Farbstoff, der in erster Linie als Redoxindikator
Anwendung findet. Die dunkelgriinen Kristalle des Methylenblaus bilden mit Wasser eine dunkelblaue
Losung. Die dunkelblaue Farbe der Methylenblau-Lésung resultiert aus der Absorption von Licht bei 665 nm

seines chinoiden Systems.

OGSt
N
H3C\N = F\—I/CHB

CHs C- CHs

Abbildung 6: Strukturformel des Methylenblau-Molekiils.
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Die derzeit gangigste Methode zur Bestimmung der photokatalytischen Aktivitdt ist die Messung der
Entfarbegeschwindigkeit einer wassrigen Methylenblau-Losung. Fiir diese Methode existiert seit 2008 eine
deutsche Norm (DIN 52980), die in 2020 aktualisiert wurde (DIN-52980:2020-11 2020; Lyczak et al. 2000;
Tena und Fernandez 2015). Das Methylenblau wird in wassriger Losung mit der zu untersuchenden
photokatalytisch ausgeriisteten Probe in Kontakt gebracht. Die Probe wird durch die tGberstehende Losung
hindurch mit fiir Methylenblau nicht photolytisch wirkender Strahlung (320 nm < A < 400 nm) bestrahlt, die
dazu geeignet ist, den zu priifenden Photokatalysator zu aktivieren. Im Verlauf der Bestrahlung wird die
Losung durch die photokatalytisch entstehenden reaktiven Spezies durch chemische Verdanderungen am
Farbstoffmolekil entfarbt. Der Farbstoffgehalt in der Losung wird mittels UV/Vis-Spektroskopie wahrend
des Messverlaufs bestimmt. Aus der Abnahme der Farbung lasst sich die Konzentrationsabnahme des
Farbstoffs nach dem Lambert-Beer-Gesetz bestimmen. Zur Bestimmung einer nur scheinbaren
photokatalytischen Entfarbung durch beispielsweise Adsorption des Farbstoffs an der Probe, wird eine
Referenzmessung durchgefiihrt. Diese wird entweder mit photokatalytisch aktiver Beschichtung eines
Probekorpers ohne Bestrahlung durchgefiihrt oder ein gleichartiger Probekorper parallel in einem zweiten
GefaR untersucht, dessen Oberflache gegen die Bestrahlung abgeschattet ist. Aus den Messungen kénnen
die spezifische Abbaurate und die Photoneneffizienz der Probekdrper-Oberfliche berechnet werden (DIN
52980:2008-10). Insgesamt erfolgt die Ermittlung der photokatalytischen Aktivitdit also durch die
Bestimmung der Abbaurate des Edukts. Hierbei gilt es zu berlicksichtigen, dass bereits ein oder einige
wenige Reaktionsschritte am Methylenblau-Molekiil ausreichen, um das chromophore System derart zu

verdandern, dass die Loésung entfarbt wird.

Die bisherige ISO-Norm unter Verwendung von Methylenblau wies auch einige Schwachen durch fehlende
Spezifikation der Testparameter auf (Mills 2012). Diese zeigten sich durch die breitere Streuung der
Ergebnisse zwischen unterschiedlichen Laboren (£ 30,6 %) und bei aufeinander folgenden Tests innerhalb

eines Labors (+ 9,2 %). Die Ursachen fiir die Abweichungen fasst Mills wie folgt zusammen:

a) uneinheitliche Reinheit der Methylenblau-Praparate und damit verschiedene Konzentrationen in den
jeweiligen Farbstofflésungen

b) Adsorption des Farbstoff auf den Proben und deren pH-Wert-Abhangigkeit

c) Einfluss der Lichtquelle

d) Einflisse durch die Durchmischung der Lésung wahrend der Messung

e) unterschiedliche Reaktionswege und Kinetiken zur Entfarbung wie oxidative Spaltung, Spaltung nach

Photosensibilisierung und Entfarbung durch Reduktion

29



Durch die Aktualisierung der Norm in 2020 wurden die von Mills angesprochenen verfahrenstechnischen
Schwéachen beseitigt. Die Nachteile, die durch die Chemie des Farbstoffs entstehen, kdnnen jedoch nur
bedingt optimiert werden. Zu beriicksichtigten sind hier die unter reduktiven Bedingungen vorliegende
Reaktion des Methylenblau zum farblosen Leuko-Methylenblau und seine Eigenschaften zur

Photosensibilisierung insbesondere unter Einwirkung von Licht im sichtbaren Spektralbereich.

Unter reduzierenden Bedingungen geht Methylenblau in seine farblose Leukoform (Leuko-Methylenblau)
Uber. Dieser Farbumschlag ist reversibel und kann entsprechend durch Oxidation umgekehrt werden.
Abbildung 7 zeigt die entsprechende Reaktionsgleichung. Durch die Reduktion wird das konjugierte,
chinoide System aufgehoben, die Absorption bei 665 nm kann nicht mehr erfolgen und die Losung erscheint
farblos. Ebenso kann es durch die Bildung von oxidierend wirkenden Verbindungen auf der TiO ,-Oberflache
durch die Photokatalyse zu Oxidationsvorgdngen an den Farbstoffmolekilen kommen. Durch den Angriff
oxidierend wirkender Spezies kann das chinoide System zerstort werden, so dass die Absorption bei 665 nm
auch nicht mehr moglich ist. Verfolgt man nun zur Ermittlung der photokatalytischen Aktivitdt die
Absorption des Methylenblau bei 665 nm, so kann man nicht unmittelbar unterscheiden, ob die Entfarbung

durch Reduktion oder Oxidation erfolgt (Lee et al. 2018; Mills 2012).

H C\ +Z /CH H C\ *z /CH
Y Y
CH, cr CH, CH, CH,
chinoides System (farbig)
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_ N
Red Cl
- H.,C + ~CH,
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CH CH
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Abbildung 7: Reversible Redoxreaktion des Methylenblau zur farblosen Leukoform.

Der zweite wichtige Effekt ist die Photosensiblisierung des Farbstoffs (Rochkind et al. 2015). Bei Bestrahlung
mit sichtbaren Licht im Wellenlangenbereich von 600 - 680 nm zeigt Methylenblau eine Elektronenanregung
durch Photoabsorption. Durch die Anregung entsteht ein instabiles Radikalkation des Farbstoffs, das
daraufhin in farblose Reaktionsprodukte zerfallen kann. Folglich ist Methylenblau zumindest fiir die
Untersuchung von dotierten TiO,-Verbindungen, die im sichtbaren Bereich des Lichtspektrums aktiv sind,
nicht geeignet (Lee et al. 2018; Yan et al. 2006). Im UV-A-Bereich scheint die Photosensibilisierung eher

nicht aufzutreten, so dass zumindest in diesem Spektralbereich das Uberlagern der beiden Effekte
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Photokatalyse und Photosensibilisierung keine groRe Rolle spielt (Lee und Mills 2003). Insgesamt ist der Test
mit Methylenblau nicht optimal und seine Anwendung wird durch die Anpassungen in der neuen ISO-Norm
zum Teil auch aufwandiger. Aus diesem Grund koénnte der Ansatz (iber die in der vorliegenden Arbeit

entwickelte physikalische Messmethode eine Alternative darstellen.

1.6.2 Photomineralisierung - Bestimmung durch Messung der CO,-Bildung

Eine vergleichsweise neuere und innovativere Methode zur Aktivitatsbestimmung ist die Messung der
Photomineralisierungsleistung, die allerdings technisch wesentlich aufwandig ist, und die ebenfalls im
Rahmen dieser Arbeit optimiert werden soll. Bereits im Jahr 2002 beschrieben Wolfrum et al. eine Methode
zur Beurteilung der Mineralisierungsleistung von Photokatalysatoren (Wolfrum et al. 2002). Dabei wurde
die vollstandige Oxidation von Bakterien, Sporen und Biomolekilen durch die CO,-Entstehung im Verlaufe
der photokatalytischen Abbaureaktionen betrachtet. Ein Photokatalyse-Reaktor mit Rezirkulation des
Gasvolumens wurde dazu aufgebaut. In diesen Photoreaktor konnte eine mit TiO, beschichtete Oberflache
eingebracht werden, auf die beispielsweise Mikroorganismen wie E. coli aus Suspension appliziert wurden.
Die Bestrahlung der Probe erfolgte durch ein Quarzglas-Fenster mit einer UV-A Lichtquelle. Wahrend des
Versuchs wurde das Gasvolumen im System durch eine Pumpe zirkuliert und mittels NDIR-Detektion der
CO,-Anteil bestimmt. So war es moglich die Kinetik der vollstdndigen photokatalytischen Oxidation
organischer Substrate zu verfolgen (Wolfrum et al. 2002). Durch den aufwendigen experimentellen Aufbau
ist dieser Ansatz allerdings flir schnelle und einfache Messungen ungeeignet. Daher wurde im Rahmen der
zuvor angefertigten Diplomarbeit aufbauend auf dieser Publikation ein vereinfachtes Verfahren zur
Ermittlung der Photo-Mineralisierung entwickelt. Dieses Verfahren wurde auch im Rahmen der

vorliegenden Dissertation mehrfach eingesetzt, weiter optimiert und ist in u.a. in Kapitel 2.12 beschrieben.

1.6.3 Photodesinfektion

Der Unterschied zwischen einer Desinfektions- und einer SterilisationsmaRnahme besteht darin, dass bei
der Sterilisation eine vollstdndige Befreiung von vermehrungsfiahigen Keimen erfolgt, wahrend die
Desinfektion die Keimzahl soweit reduziert, dass keine Infektionsgefahr mehr vorliegt. In der
englischsprachigen Literatur werden allerdings beide Begriffe haufig im gleichen Sinn verwendet. Bei der
hier untersuchten Photodesinfektion wird der Riickgang der Keimzahl unter Einwirkung von
photokatalytisch aktiviertem TiO, betrachtet. Dazu werden Keimsuspensionen verwendet, die entweder auf
die beschichteten Prifkorper aufgebracht werden oder die Prifkdrper werden in diese gelegt. Nach
bestimmten Bestrahlungsintervallen werden dann Proben entnommen und diese bebriitet und ausgezahilt.

Als Referenz dient in der Regel die Untersuchung an einer nicht photokatalytisch aktiven Probe. Dieses
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Verfahren wurde im Rahmen dieser Arbeit sowohl auf trockenen Proben mit dem Testkeim Sarcina lutea als
auch in Suspension mit den Testkeimen Escherichia coli und Pseudomonas aeruginosa durchgefiihrt, wie in

den Abschnitten 2.2 und 2.3 beschrieben.

Der Ubergang zwischen Sterilisation und Desinfektion im klassischen Sinn ist in diesem Zusammenhang
schwierig. Wahrend chemische Desinfektionsmittel nie zu einer vollstandigen Eliminierung der Keime
fiihren und physikalische Methoden wie z.B. die Bestrahlung mit UV-Licht durch Schattenwurf in ihrer
Wirksamkeit beeintrachtigt werden, ist die Desinfektionswirkung der hier untersuchten TiO ,-beschichteten
Oberflachen eine Materialeigenschaft. Im Grunde kann die Photokatalyse dann tatsachlich bis zur Sterilitat

flihren (Zhang et al. 2020a).

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Die Untersuchung der photokatalytischen Aktivitdt des Halbleiters Titandioxid steht im Zentrum dieser
Arbeit. Es sollten zum einen medizinische Aspekte mit Bezug zur Hygiene exemplarisch untersucht werden
und zum anderen neuartige Strategien zur objektivierbaren Ermittlung der photokatalytischen Aktivitat
entwickelt werden, die nicht auf chemischen Indikatoren, sondern auf der Messung der relevanten

Oberflacheneigenschaften beruhen.

Ein medizinischer Aspekt mit besonderer hygienischer Bedeutung ist die bakterizide Wirksamkeit von
Titandioxid beschichteten Oberflachen. Es sollte daher zundchst untersucht werden, ob und vor allem wie
vollstandig Bakterien in Suspension und auf trockenen Oberflaichen durch Photokatalyse abgetotet und
zerstort (,mineralisiert”) werden konnen. Es sollte zudem auch die durch die Zersetzung von Bakterien
verbleibenden Zellbestandteile und mogliche Endotoxine betrachtet werden, um festzustellen, ob
beispielsweise immunstimulatorische Biomolekiile durch photokatalytische Reaktionen inaktiviert werden

kénnen.

Vor dem Hintergrund der photochemischen Aktivitat von TiO,, die im Mittelpunkt dieser Arbeit steht, stellt
sich die Frage, inwieweit diese Aktivitdt auch zu unerwiinschten Effekten fiihren kann, beispielsweise wenn
TiO, in Lebensmitteln oder in Materialien zur direkten Anwendung auf der menschlichen Haut verwendet
wird. Ein zweiter, unmittelbarer Aspekt dieser Arbeit liegt daher in der verbreiteten Anwendung des
Titandioxids als wirksame Substanz in Sonnenschutzmitteln, auch als Beispiel flir andere Produkte mit
unmittelbarer Anwendung. Es sollte anhand von kommerziell erhdltlichen Proben untersucht werden, ob
und in welchen Mengen gegebenenfalls photokatalytisch aktives Material in den Praparaten vorhanden ist,

das unter Umstidnden zu Zellschdden fihren konnte. Im Rahmen dieser Arbeit sollten in diesem
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Zusammenhang Detailfragen geklart werden, zu denen beispielsweise die in den Praparaten enthaltenen

TiO,-Konzentrationen und Kristallmodifikationen, sowie deren photokatalytische Aktivitat gehoren.

Als dritter Aspekt sollte im Rahmen dieser Arbeit nach einer neuen Methode zur Messung und
objektivierbaren Bewertung der photokatalytischen und damit auch der desinfizierenden Aktivitat gesucht
werden. Wahrend die derzeit vorhandenen chemischen und biologischen Methoden zur Bewertung der
photokatalytischen Aktivitat auf einer empirischen Basis beruhen, bei der experimentell die Wirkung auf
einen spezifischen Indikator untersucht wird, sollte ein neuartiger Ansatz verfolgt werden, der auf einer
physikalische Messmethode zur Erfassung von elektrischen Potentialdifferenzen beruht. Weitere Vorteile
einer solchen Messmethode liegen darin, dass sie ohne den Einsatz zusatzlicher Chemikalien auskommt und
ihre Durchfliihrung kostenglinstig durchfihrbar ist. Die Erfassung der Messwerte ist direkt per Computer

moglich, so dass sie in Echtzeit quasi online erledigt werden kann.

Diese drei Aspekte bauen aufeinander auf. Als hygienisch hoéchst relevante Anwendung von TiO,-
beschichteten Oberflachen sollte zunachst die Photodesinfektion untersucht werden. Zundchst wurde dazu
die Abt6étung von Testkeimen in Suspension untersucht. Da viele potentielle Anwendungen beispielsweise
zur Einddammung nosokomialer Infektionen auf trockene Oberflichen bezogen werden kdénnen, wurde
daraufhin die keimabtétende Wirksamkeit der Photokatalyse auf trockenen Proben mit einem passenden
Testkeim untersucht. Daraus ergab sich die Fragestellung, ob auch Endotoxine, die durch die abgetoteten
Bakterien auf der Oberflache zurlickbleiben, photokatalytisch durch die TiO,-Beschichtung inaktiviert
werden konnen. Als Modellverbindungen fiir solche komplexen Biomolekiile wurden Lipopolysaccharide
und RNase A gewahlt. Im Zusammenhang mit der Zerstorung komplexer Biomolekiile ergibt sich die
Fragestellung, ob solche Reaktionen auch intrazellular denkbar sind. Da TiO, als UV-Absorber in
kosmetischen Produkten weit verbreitet ist, sollte untersucht werden, ob und in welchen Mengen
photokatalytisch aktives TiO, in solchen Produkten vorhanden ist und ob davon unter Umstianden ein
Gefahrdungspotential ausgeht. Projektziele der anderen Partner des Verbundprojekts, das mittlerweile
erfolgreich abgeschlossen wurde, bestanden unter anderem darin, unterschiedliche Beschichtungs-
methoden beispielsweise auf Basis des Sol-Gel-Verfahren, des Magnetron-Sputtern oder Kaltgas-Spritzens
flir unterschiedliche Substrate zu entwickeln und derart zu optimieren, dass bestindige und
photokatalytisch wirksame Schichten hergestellt und charakterisiert werden konnten. Zur Charakterisierung
der hergestellten Schichten spielt der weit verbreitete Methylenblau-Abbau eine wichtige Rolle. So ist
dieser auch das bisher einzige Verfahren, dass in einer ISO-Norm verankert wurde. Da das Verfahren, das
auf Basis der Entfarbung des Redoxfarbstoffs Methylenblau beruht, gewisse Schwachen aufweist, sollte eine
innovative Messmethode entwickelt werden, die eine objektivierbare Ermittlung der photokatalytischen

Aktivitat der Schichten mit einer physikalischen Methode méglich macht.
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2 Material und Methoden

2.1 Beleuchtungskammer

Die Bestrahlungen mit UV-A-Licht zur photokatalytischen Aktivierung des TiO, fur die Versuche zur CO,-
Messung, der Entfiarbung von Methylenblau-L6sungen, der Bakterienabtétung und die Versuche zur
Inaktivierung von LPS und RNase A, wurden in einer Beleuchtungskammer der Firma MRC Systems GmbH,
Heidelberg durchgefiihrt. Die Kammer enthalt zwei Leuchtstoffrohren (Philips TL20W) mit einem
Intensitdtsmaximum bei A =365nm. Die Beleuchtungskammer ist mit einer Zeitschaltuhr, einer
Temperaturanzeige fur den Innenraum und einer Photodiode zur Messung der Bestrahlungsleistung
ausgestattet. Die integrierte Photodiode misst die integrale Strahlungsleistung im spektralen
Wellenlangenbereich der Lampen unterhalb von 400 nm und damit im fir die TiO,-Aktivierung relevanten
Bereich. Die Bestrahlungsleistung kann iiber einen Regler stufenlos (0 — 1,5 mW cm?) eingestellt werden,
wobei der Wert standardmaRig auf 1 mW cm? gehalten wurde, sofern bei den einzelnen Ergebnissen nichts
anderes angegeben ist. Zwei zuschaltbare, integrierte Lifter verhindern ein Aufheizen der Kammer. Je nach
Anwendung wurden die Proben auf einem Orbitalshaker flr Petrischalen oder einem Rollenschittler zum

kontinuierlichen Drehen der Headspace-Vials in der Kammer plaziert.

Abbildung 8: Beleuchtungskammer (MRC Systems, Heidelberg) zur UV-A-Bestrahlung der Proben.

2.2 Testkeime zur Bestimmung der keimabtétenden Wirksamkeit

Zur Ermittlung der keimabtétenden Wirksamkeit der photokatalytischen Proben wurde eine direkte
Methode eingesetzt. Dazu wurden geeignete Testkeime ausgewahlt, die je nach Keimart in Suspension oder

in trockenem Zustand in Kontakt mit den TiO,-Proben gebracht wurden.
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2.2.1 Escherichia coli ATCC 11229

Escherichia coli (E. coli) ist einer der am besten untersuchten mikrobiologischen Organismen und wird sehr
haufig als Testkeim eingesetzt. E. coli ist ein gram-negatives Bakterium, das Uber eine einschichtige diinne
Mureinhille verfligt. Gram-positive und gram-negative Organismen sprechen unterschiedlich auf
Antibiotika an, daher ist dieses Merkmal insbesondere auch in der Diagnostik von Infektionskrankheiten von
groBer Bedeutung. E. coli ist aerob oder fakultativ anaerob, das heildt, dass seine Energiegewinnung
entweder durch Sauerstoffatmung oder Garung stattfinden kann. Als Fakalkeim kommt E. coli im Dickdarm
und Kot von Menschen und Tieren vor und wird in der Trinkwasser- und Lebensmittelanalytik als
Fakalindikator verwendet. E. coli ist ein fakultativ pathogener Erreger, der Durchfallerkrankungen und

Gerinnungsstérungen verursachen kann (Rudoy und Nelson 1974).

2.2.2 Pseudomonas aeruginosa DSM 539

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ist ein gram-negatives Stabchenbakterium und ein typischer
Pflitzenkeim. Da dieser Keim sehr anspruchslos in Hinblick auf Nahrstoffe ist und sich in einem
Temperaturbereich von 2-45°C vermehren kann, entwickelt er sich beispielsweise auch in
Trinkwasserbehaltern und Rohrleitung unter Bildung von Biofilmen. Im gebildeten Alginat-Biofilm weist P.
aeruginosa eine hohere Resistenz gegen Desinfektionsmittel und Hitze auf. P. aeruginosa ist obligat aerob,
was bedeutet, dass seine Energiegewinnung durch Sauerstoffatmung erfolgt. Als humanpathogenes
Bakterium kann es insbesondere bei immungeschwachten Personen schwere Infektionskrankheiten
hervorrufen und gilt als Erreger des blau-griinen Eiters. In schweren Fallen kann es im Verlauf einer
Infektion zu Bakteriamien (Bakterien im Blut) kommen. Symptome einer Infektion sind Haut- und
Lungenentziindungen oder Mittelohrvereiterungen (Hassett et al. 2010; Lyczak et al. 2000; Tena und

Fernandez 2015).

2.2.3 Sarcina lutea DSMZ 348

Sarcina lutea (S. lutea) ist ein gram-positives Bakterium. Es handelt sich um einen ubiquitér verbreiteten
Luftkeim. S. lutea ist ein obligat anaerobes, kokkoides Bakterium. Die Versuche zur Abtotung dieses Keimes
wurden in trockenem Milieu direkt auf den TiO,-Proben durchgefiihrt. S. Jutea schitzt sich durch
Pigmentbildung gegenlber UV-Strahlung (Mathews und Sistrom 1960) und sollte daher allein durch die UV-
A Bestrahlung nicht abgetttet werden, sondern erst durch die Wirkung der radikalen Sauerstoffspezies und

oxidierend wirkenden Verbindungen, die durch die photokatalytischen Reaktionen entstehen.

35



2.3 Vorbereitung der Keimsuspensionen und Keimzahlbestimmung

Zur Vorbereitung der verwendeten Stamme auf den jeweiligen Versuch wurden jeweils 0,5 mL
Bakteriensuspension mit 30 mL CASO-Bouillon vermischt und fir 12 h im Wasserbad bei 37°C geschittelt.
AnschlieRend wurde die Suspension fiir 10 min bei 4000 U min™ zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Um das Nahrmedium zu entfernen wurden die Bakterien zweimal mit 30 mL steriler 0,9%iger
Natriumchlorid-Lésung (NaCl-Lésung) gewaschen und zentrifugiert. Das Nahrmedium musste sorgfiltig
ausgewaschen werden, um spater bei der photokatalytischen Umsetzung nicht zu storen. Da das
Nahrmedium einen sehr hohen Anteil an oxidierbaren organischen Verbindungen enthalt, ist davon
auszugehen, dass die Mineralisierung dieser Bestandteile mit der Keimabt6tung in Konkurrenz steht. Nach
dem Waschen wurden die Bakterien in 30 mL NaCl-Losung aufgenommen. Zur Keimzahlbestimmung wurde

diese Suspension, die etwa 10° mL™" Keime enthélt, wie im Folgenden beschrieben weiter verdiinnt.

2.3.1 Bestimmung der Keimzahl

Die Ausgangsldsung mit etwa 10° mL™ Keimen wurde im ersten Schritt 1:100 verdiinnt. Dazu wurden 100 pL
Keimsuspension in 9,9 mL NaCl-Lésung gegeben. In zwei weiteren Schritten wurde diese Verdiinnung
wiederholt. Im letzten Schritt wurde noch einmal 1:10 verdiinnt, wobei 1 mL der Keimsuspension in 9 mL
NaCl-Lésung gegeben wurden. Bei jedem Verdiinnungsschritt wurde auf eine gute Durchmischung geachtet.
Dazu wurden die Reagenzglaser stets mit einem Vortex-Mischer etwa 10 Sekunden lang behandelt. Zur
Bestimmung der Keimzahl der Ausgangssuspension wurden von der vorletzten Verdliinnung 0,1 mL auf
CASO-Agar-Platten (BD, Germany) ausgestrichen und (iber 24 h bei 37°C bebriitet. Um hieraus die
Anfangskeimzahl zu ermitteln, multipliziert man die Anzahl der ausgezihlten Kolonien mit 107. Analog dazu
wurden von der letzten Verdiinnung 0,1 mL und 1,0 mL auf CASO-Platten ausgestrichen und entsprechend
bebriitet. Die Anfangskeimzahl errechnet sich aus der ausgezihlten Kolonienzahl, indem diese nun mit 10®

bzw. 10’ multipliziert wurden, um die Verdiinnungen wieder heraus zu rechnen.

2.3.2 Vorbereitung der beschichteten Probeplattchen bei Versuchen mit Keimsuspensionen
Zur Vorbereitung der zu untersuchenden TiO,-beschichteten Probeplattchen wurden diese zundchst
autoklaviert und einzeln in Einweg-Petrischalen gelegt und die Petrischale mit dem zugehdrigen Deckel

verschlossen.
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2.4 PVD-Schichten auf alkalifreien Glassubstraten

Fiir die Versuche wurden transparente Dinnfilm-Beschichtungen mit TiO, auf Glassubstraten vom
Fraunhofer Institut fiir Schicht- und Oberfldchentechnik in Braunschweig (IST) im Rahmen eines BMBF
Verbundvorhabens hergestellt. Die Kooperation mit einem Beschichter war notwendig, da TiO,-
Beschichtungen fir die gewinschten Anforderungen nicht kommerziell erhéltlich waren. Das
Beschichtungsverfahren ,Pulse Magnetron Sputtering” ist ein PVD-Verfahren (physical vapour deposition)
bei dem Titanatome im Vakuum aus einem Titan-Target herausgeschlagen und auf dem zu beschichtenden
Substrat abgeschieden werden. Zunachst wurden die Glassubstrate zur Entfernung von Verunreinigungen in
einer Argon-Atmosphare fiir 5 min behandelt (,pre-sputtering”). AnschlieRend wurden die Substrate im
Oxidmodus mit einem reaktiven Gasfluss von 20 sccm O, fiir 15 min behandelt. Wahrend des eigentlichen
Beschichtungsprozesses wurden die TiO,-Diinnfilme auf den 50 x 50 mm? groRen alkalifreien Glisern
abgeschieden. Dazu wurde reaktives Pulse Magnetron Sputtern durch eine duale Magnetron-Quelle
ausgefiihrt, die mit zwei Titan PK500 Kathoden ausgestattet war. In Tabelle 2 sind die technischen

Parameter dieses Verfahrens zusammengefasst (Vergoehl et al. 2008), (Werner et al. 2009).

Tabelle 2: Abscheidungsparameter des PVD-Verfahrens zur Herstellung von TiO,-Schichten
auf Glassubstraten.

Target-Material Ti

Sputtering Gas Ar

Reaktivgas 0,
Sauerstoff-Partialdruck 4-10" mbar
Sputter-Leistung 2000 W
Substrat-Temperatur RT bis 50°C
Substrat-Material Alkali-freies Glas
Target-Substrat Abstand 35mm
Oszillationswinkel 35°
Rotationsgeschwindigkeit 2rpm
Abscheidungsrate 0.75 nm min™*

Beim PVD-Verfahren entsteht eine weitgehend homogene Oberflaiche aus TiO,-Kristalliten, bei der die
Halbleitereigenschaften wie sie an TiO,-Kristallen beobachtet werden kénnen, auch in den Schichten

erhalten sind (Vergohl et al. 2011).

2.4.1 Charakterisierung der PVD-Schichten

Zur Charakterisierung der hergestellten Schichten wurden die Schichtdicken und die optischen
Eigenschaften der Proben gemessen. Dazu wurde ein Gonio-Spektral -Ellipsometer (Sentech-SE800) im
Wellenlangenbereich von 300 -850 nm eingesetzt. Die erhaltenen Messdaten wurden mit einem

Surface/Layer/Interface-Modell gefittet (Maxwell-Garnett/Drude-Lorentz-Oscillator/Maxwell-Garnett). Die
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Bandliicke E, des TiO, wurde unter Verwendung eines Perkin-Elmer Lambda 950 Spektrophotometers mit
einem Wellenldangenbereich von 250 - 1000 nm ermittelt. Dazu wurde das Tauc-Modell eingesetzt. Die
Kristallstrukturen der Schichten wurden per Rontgenbeugung (Philips X’pert PRO MRD System) unter
Verwendung von Cu K,—Strahlung ermittelt. Die KristallitgroBen wurden (iber die Scherrer-Gleichung
berechnet. Die Eigenschaften der TiO,-Schichten sind in Tabelle 3 fiir eine Schichtdicke dargestellt. Diese
Schichten wurden fir die Untersuchungen zur Inaktivierung von LPS und RNase A eingesetzt. Die anderen
Schichten, die nach dem PVD-Verfahren zu Zwecken der Spannungsmessung eingesetzt wurden, wurden
analog unter Variation einiger Parameter zur Einstellung der Schichtdicke hergestellt. Diese Arbeiten zur
Herstellung und Charakterisierung der Proben wurden von Frank Neumann und Tobias Graumann am
Fraunhofer-Institut fir Schicht- und Oberflachentechnik in Braunschweig durchgefiihrt. Anhand der
unterschiedlichen Charakterisierungsmethoden konnte eine gleichférmige Qualitdit der Proben

sichergestellt werden.

Tabelle 3: Eigenschaften der TiO,-Schichten, die am IST Braunschweig mittels PVD-Verfahren hergestellt
wurden. Diese Oberflachen wurden daraufhin fiir die weiteren Versuche zur Photokatalyse eingesetzt.

Schichtdicke 380+ 7 nm
Bandliicke E, 3.38 eV
Anatas-Rutil Verhaltnis 98:2
durchschnittliche KristallitgréRe 223+ 13 nm
Oberflachen-Rauhigkeit R, 7.5 nm

Fir die Versuche an RNase A- und LPS-Lésungen wurden die beschichteten Glassubstrate von
50x 50 x 1.10 mm? auf eine GréRe von 11.5x35x1.10 mm?® zerteilt, damit sie in die verwendeten

Headspace-Vials passten.

2.5 Pilkington Activ®

Die beschichteten Glasplittchen der Marke Pilkington Activ® wurden entsprechend dem von Pilkington
patentierten Online-Beschichtungsverfahren hergestellt und besitzen eine TiO,-Schichtdicke von ca. 50 nm.
Pilkington Activ® ist als photokatalytisch ausgeriistetes Glas im Handel erhiltlich und wird beispielsweise als

selbstreinigendes Fensterglas vermarktet.

2.6 TiO,-Schichten auf Metallsubstraten hergestellt durch Kaltgas-Spritzen

Die Proben wurden am Institut fiir Werkstofftechnik der Helmut-Schmidt-Universitdt Hamburg von Jan-
Oliver Kliemann hergestellt und charakterisiert. Dazu wurden Anatas-TiO.-Pulver im Kaltgasspritzverfahren
auf verschiedene Metallsubstrate aufgetragen (EN 1.4301, AISI 304). Es wurden Beschichtungen auf

Edelstahl, Kupfer, Titan und Aluminium hergestellt. Alle Beschichtungen wurden mit einem CGT-Kinetiks-
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4000 System mit Stickstoff als Prozessgas durchgefiihrt. Der Anatas-Gehalt wurde durch Rontgenbeugung
(Iso Debyeflex 1001) unter Verwendung von Co-K.-Strahlung bestimmt. Bei Betriebsbedingungen von 30 kV
und 30 mA wurde das Goniometer auf eine Abtastrate von 0,1°min™® fiir 2-Theta eingestellt. Die
Schichtmikrostrukturen wurden mittels Rasterelektronenmikroskopie (REM) an polierten Querschliffen
untersucht wie in Abbildung 9 zu sehen ist. Der Massengewinn wurde durch Wiegen des Tragermaterials vor
und nach der Beschichtung ermittelt. Der Auftragswirkungsgrad wurde durch das Verhaltnis zwischen der

Auftragsrate und der Pulverforderrate bestimmt (Kliemann et al. 2011).

Abbildung 9: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Mikrostruktur einer kaltgasgespritzten
TiO,-Beschichtung auf Edelstahl. Das Tragermaterial ist im unteren Teil der Abbildung zu sehen (weiR). Im
oberen Teil ist eine unebene, 1-10 um dicke TiO,-Beschichtung (grau) zu erkennen (Aufnahme erstellt
von J.-0. Kliemann, Hamburg)

2.7 Isolierung von Zellen aus humanem Blut

Die mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) sind einkernige Blutzellen mit rundem Zellkern. Zu
ihnen zdhlen beispielsweise Monozyten und Lymphozyten. Die PBMCs spielen eine wichtige Rolle im
Immunsystem und werden haufig in der klinischen Forschung eingesetzt. Zur Isolierung der PBMCs wurden
Blutspenden von zwei gesunden, mannlichen Personen parallel verwendet, um mogliche spezifische Effekte
eines Spenders ausschlieBen zu konnen. Die Isolierung erfolgte Uber eine standardmafige
Dichtegradienten-Zentrifugation. Die PBMCs sammeln sich dabei in der Phase zwischen Uberstand (Plasma,
Thrombozyten) und Ficoll-Hypaque (Biochrom, Berlin, Deutschland), einem Saccharose-Epichlorhydrin-
Copolymer, entsprechend ihrer spezifischen Dichte an. Dazu wurde das Blut 1:2 (v:v) mit Phosphat-
gepufferter Salzlésung (PBS) verdiinnt und mit Ficoll-Hypague vorsichtig unterschichtet. Im Anschluss daran
wurde bei 485g 20 Minuten lang zentrifugiert. Die gewonnenen PBMCs wurden zweimal mit PBS gewaschen

und in Ndhrmedium (RPMI-1640, 2% hitzeinaktiviertes autologes Serum) resuspendiert. Darauf wurden die
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Zellen zur Durchfilhrung des RNase A Aktivititstests in eine 96-well-Platte zu 4 x 10° Zellen pro well

pipettiert.

Fiir die Untersuchungen zur LPS-Aktivitdt wurden aus den PBMCs mit einem Zellsorter (AutoMACS,
Programm: possel, Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germany) CD14*-Zellen gewonnen. Die CD14*-
Zellen wurden anschlieBend zu 2 x 10° Zellen pro Well in 96-well Mikrotiter-Platten zur LPS-Stimulation

ausgebracht.

2.8 Eingesetzte technische TiO,-Pulver

2.8.1 Rutil-Anatas-Pulver (P25)

Ein haufig als Standardmaterial fiir photokatalytische Zwecke eingesetztes Pulver ist Aeroxide® TiO, P25
(Evonik Industries AG, Essen, Deutschland). In dieser Arbeit wurde dieses Pulver fiir Beschichtungen und als
Vergleichsmaterial eingesetzt und wird im weiteren Verlauf mit P25 bezeichnet. P25 wird durch
Flammenhydrolyse im so genannten Aerosil®Verfahren hergestellt. Dabei wir TiCl, mit H, und O, (Luft)
verspriiht und entziindet. In der Flamme entstehen auf diese Weise agglomerierte Nanopartikel des
Titandioxids. Das dabei gebildete TiO, besteht aus Rutil und Anatas in einem Verhaltnis von etwa 15:85.
Studien erkldren die hohe photokatalytische Aktivitdt des P25 mit dem Zusammenwirken von Rutil und
Anatas (Hurum et al. 2003). Der Hersteller macht einige Angaben zum Produkt, so liegt die primare
PartikelgréBe durchschnittlich bei 21 nm. Die spezifische Oberfliche (BET) des Pulvers liegt bei ca. 50 m? g™.
Der TiO,-Anteil bezogen auf die gegliihte Substanz betragt > 99,5 %. Die Hauptanwendungen von P25 seien
die Nutzung als Katalysatortrager, als aktive Komponente fiir photokatalytische Reaktionen und als

Hitzestabilisator fir Silikonvulkanisate (Produkinformation, degussa Aeroxide® TiO, P25, Juli 2006).

2.8.2 Anatas-Pulver (Hombikat UV100)

Die verwendeten Anatas-Pulver stammen vom Hersteller Sachtleben (Duisburg, Deutschland). Das
eingesetzte Produkt Hombikat UV100® ist ein nanoskaliges, weiRes Pulver. GemaR den Herstellerangaben
handelt es sich um Titandioxid der Modifikation Anatas mit einer primdren PartikelgroRe von < 10 nm,
wobei die agglomerierten Partikel einen Durchmesser von ca. 1 um aufweisen. Die spezifische Oberflache
(BET) liegt bei > 300 m? g*. Hombikat UV100 ist ein ausgewiesener Photokatalysator, der beispielsweise fiir
Oberflachenbeschichtungen eingesetzt wird. Das Produkt enthalt laut Hersteller ca. 90 Gewichts-% TiO, mit
einem Anteil an kalziniertem TiO, von ca. 99 %. (Produktinformation, Hombikat UV100, Sachtleben,

07.011.03.05.e)
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2.8.3 T805

T805 (Evonik Industries AG, Essen, Deutschland) stammt vom gleichen Hersteller wie P25. Es enthélt die
gleiche Zusammensetzung der Kristallmodifikationen von etwa 15:85 wie P25. Dieses Produkt ist mit einer
lipophilen Oberflache ausgestattet und lasst sich daher im Gegensatz zu P25 nicht mit Wasser suspendieren.

Die lipophilen Eigenschaften sind bei der Anwendung von T805 in Kosmetika erwiinscht.

2.8.4 Rutil-Pulver

Das eingesetzte Rutil-Pulver wurde von der Firma Kronos Worldwide Inc. (Leverkusen, Deutschland)
hergestellt und bezogen. Es handelt sich um reines Rutilpulver der Bezeichnung K2900. Dieses Pulver ist das
im Chloridverfahren hergestellte Rohmaterial. Es verfligt daher Uber keine einheitliche GréRenverteilung
der Partikel. Kronos stellt aus diesem Rohmaterial weitere Rutil-Produkte her. Es ist zum Zweck als
photokatalytisch inaktives TiO,-Vergleichsmaterial sehr gut geeignet, da es nicht mit anderen Verbindungen
oberflachenbehandelt ist, wie dies beispielsweise bei Rutilpigmenten der Fall ware, die aus diesem

Rohmaterial hergestellt werden.

2.9 Bestimmung von Titan-Konzentrationen mittel ICP-MS-Analytik

Bei den Untersuchungen an TiO,-haltigen Kosmetika wurden die Titan-Konzentrationen aus sauren
wassrigen Losungen mittels ICP-MS-Analytik (inductively coupled plasma mass spectrometry, ICP-MS)
bestimmt. Dazu wurden ungeldste TiO,-Proben zunachst wie in Abschnitt 2.10 beschrieben mit KHSO,

chemisch aufgeschlossen und in 2 molarer Schwefelsdure aufgenommen.

Abbildung 10: ICP-MS-Gerat mit Autosampler zur Bestimmung der Titan-Konzentrationen.
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Samtliche Messungen wurden an einem ELAN 6100 ICP-MS-Gerat (Perkin Elmer) und mit der zugehdrigen
Software ELAN Version 2.3.2 durchgefiihrt. Zur automatisierten Verarbeitung mehrerer Proben war das
Gerat mit einem Autosampler (Modell AS-90plus, Perkin Elmer) ausgestattet, womit sich bis zu 100 Proben

computerunterstiitzt messen lieRen.

Zur Analyse der Titan-Konzentrationen aus den Losungen wurden die Isotope der Massen 46, 47 und 49
herangezogen, da diese die geringsten Interferenzen mit anderen Teilchen in diesem Massenbereich
aufweisen. Insbesondere das Hauptisotop mit der Masse 48 wird durch Signale des Sauerstoff-Schwefel-
Fragments SO mit einer Masse von 47,97 u Uberlagert. Es zeigte sich durch zahlreiche Vorversuche, dass die
Titan-Analytik nicht trivial ist und ein geeigneter Konzentrationsbereich zur Analyse betrachtet werden
musste. Die Analyse der Aufschliisse der Sonnenschutzmittel wurde daher im Milligramm-Bereich
durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils 15 mL Lésung je Probe eingesetzt mit einer Ausgangskonzentration von
c=1mgmL" bezogen auf die Einwaage des Sonnenschutzmittels. Zur Analyse wurde eine Fiinf-Punkt-
Kalibrierung (c;=20mglL? c,=10mgL?, cs=5mgLl?, ¢,=2,5mgLl?, cs=1,25mgL" und blank) unter
Verwendung von kommerziell erhiltlichen Standardldsungen (CertiPUR, cr=1000mgLl?, Merck,
Deutschland) verwendet. Nach Messung von jeweils sieben Proben wurde stets eine erneute Kalibration zur

Minimierung analytischer Fehler durchgefihrt.

2.10 Schwefelsaurer Aufschluss

Zur quantitativen Analyse muss Titandioxid zunachst in eine I6sliche Form tberfiihrt werden. Da Titandioxid
chemisch duRerst inert und selbst in starken Sdauren kaum I6slich ist, muss hier ein sehr spezifisches
Verfahren angewendet werden, durch das das Titandioxid in ein leichtldsliches Sulfat Gberflhrt wird. Es
wurden jeweils 250 mg von jeder Probe in einen Platintiegel eingewogen und mit 3 g KHSO, homogen
vermischt. Der Tiegel wurde daraufhin Gber der Flamme eines Bunsenbrenners vorsichtig erhitzt, wobei der
Inhalt zundchst schdumt und sich schwarz farbt. Nach etwa 2 bis 3 Minuten liber der Flamme entsteht eine
klare Schmelze, welche weiter bis zur Rotglut des Tiegels erhitzt wurde. Im Wasserbad wurde der
Platintiegel abgeschreckt und anschlieRend erneut Uber der Flamme zur Rotglut erhitzt und erneut
abgeschreckt. Der weille Schmelzkuchen konnte im Tiegel mit etwa 5 mL 2 M Schwefelsdure unter
vorsichtigem Erwdrmen in Losung gebracht werden. Die Lésung wurde in einen 100 mL Messkolben
Uberfihrt und der Platintiegel zweimal mit je 5 mL 2 M Schwefelsdure und zweimal mit je 5 mL
bidestilliertem Wasser gespiilt. Die Flussigkeiten wurden im Messkolben vereinigt und auf insgesamt
100 mL mit bidestilliertem Wasser aufgefiillt. Als qualitativer Nachweis auf Titanionen farbte sich die Losung
unter Zugabe weniger Tropfen 30%iger H,0,-Lésung orange unter Bildung von [Ti(O,)OH]*-lonen. Die ICP-MS
Analytik wurde wie in Abschnitt 2.9 beschrieben durchgefiihrt.
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2.11 Analyse der Titan-Modifikationen durch Rontgen-Pulver-Diffraktomie (XRD)

Das Titandioxid wurde aus den Sonnenschutzmitteln durch Herauslosen der organischen Bestandteile
mittels Ethlylacetat als Losungsmittel erhalten und konnte in Pulverform daraufhin fiir XRD-Messungen
eingesetzt werden. Fir die Phasenanalyse wurden Rontgen-Diffraktogramme mit einem Bruker AXS D4
Endeavor Diffraktometer am Institut fir Mineralogie der Universitdit Hannover von Redouan Boughaled
aufgenommen und ausgewertet. Das Gerat arbeitet in einer Reflektionsgeometrie und verwendet CuKy,
Strahlung sowie einen sekundaren Ni-Filter. Fiir jedes Diffraktogramm wurden 4000 Datenpunkte im
Winkelbereich von 5 bis 80° 26 mit einer Schrittweite von 0,02° aufgenommen. Die Messzeit je Schritt
betrug 1 Sekunde. Die Phasenanalyse wurde mittels der Rietveld-Methode durchgefiihrt, hierbei wurde das
Programm TOPAS 4.2 (Bruker AXS) verwendet. In den Verfeinerungen wurden der Skalenfaktor, zwei
Untergrundparameter, der Nullpunktsfehler sowie der Praparathohenfehler bericksichtigt. Die
Berechnungen der Profile erfolgten durch den Fundamentalparameteransatz. Von allen Phasen wurden die
Gitterparameter und die mittleren KristallitgréBen verfeinert. Die Strukturdaten sind der ICSD-Datenbank
entnommen (Rutile [62679], Anatas [9854] und Zinkoxid [57450]). Prinzipiell kann die Analyse der
Modifikationen auch mittels Raman-Spektroskopie durchgefiihrt werden. Da diese Methodik aber nicht zur

Verfligung stand, wurde sie hier nicht verfolgt (Zanatta 2017).

2.12 Bestimmung von CO,-Konzentrationen mittels NDIR-Analytik

Zur Bestimmung der CO,-Konzentration wurde der NDIR-Detektor des Shimadzu TOC Analysator TOC-V-CPH
eingesetzt. Das Gerat wurde mit einem Gaseinlass ausgeristet, der fir diesen Zweck konstruiert wurde.
Dazu wurde ein T-férmiges Glasrohr in den Gasgang des Gerates eingesetzt. In Abbildung 11 ist links das

Gerat und rechts der modifizierte Gaseinlass gezeigt.

Abbildung 11: Shimadzu TOC Analysator TOC-V-CPH (links) mit Gaseinlass (rechts). Ein T-Stlick mit Septum
wurde in den Gasgang des Gerates eingebaut. Die Gasproben wurden Uber eine Mikroliterspritze aus den Vials
entnommen und in das Gerat zur Messung des CO,-Gehaltes injiziert.
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Zum Einspritzen der Gasproben wurde auf die dritte Offnung des T-Stiickes das Oberteil eines Headspace-
Vials (Rollrandgldschen) aufgesetzt. Somit konnte diese Offnung durch einen Crimper-Verschluss mit
Septum verschlossen werden. Durch das Septum wurden die Gasproben mit einer Mikroliterspritze
(Hamilton-Bonaduz, Schweiz) zur Messung eingebracht. Zur Analyse der CO,-Konzentration aus der
Gasphase wurden jeweils 50 uL Gasprobe liber den beschriebenen Gaseinlass in den Analysator gegeben. In

Tabelle 4 sind die verwendeten Gerateeinstellungen angegeben.

Tabelle 4: Gerateeinstellungen am Shimadzu TOC Analysator TOC-V-CPH fiir die Messungen der CO,-
Konzentrationen aus der Gasphase von UV-A bestrahlten Proben in Headspace-Vials.

Parameter Einstellung
Verdlinnung 1

Anzahl Bestimmungen jel

Einheit des Ergebnisses mg L™

Anzahl Injektionen 1

Anzahl Waschungen 0

gesamte Integrationszeit 3:30 Minuten

2.13 Kalibration fiir CO,-Messungen

Fiur die Analyse-Methode wurde eine Kalibrierkurve erstellt, indem definierte CO,-Konzentrationen in Luft
erzeugt wurden. Die Kalibrierstandards definierter CO,-Konzentrationen wurden durch gezielte Freisetzung
von CO, aus einer Natriumcarbonat-Losung mittels konzentrierter Schwefelsdaure hergestellt. Dazu wurden
unbeschichtete Headspace-Vials zunachst mit Luft geflutet und eine Natriumcarbonat-Lésung (NL, Merck,

Darmstadt Germany; wasserfrei, fiir Analyse; M =105,9 g mol?) der Konzentration c =2891gl*

Na2C03

angesetzt.

Die Konzentration der Natriumcarbonat-Lésung ergibt sich aus dem Gasvolumen des Vials von Vy,, = 12 mL

und der gewliinschten CO,-Konzentration in der Gasphase des Vials von Coop = 1,2, 4,8, 16 mg L™ Fur die
Konzentration von cc; = 1 mg L™ sollte 1 L Natriumcarbonat-Lésung zugegeben werden. Dies entspricht
12 ug CO, je Vial. Mit den molaren Massen Mco, = 44g mol™ und Myazcos = 105,9 g mol™ ergibt sich eine
Menge von 28,92 ug Na,CO; je Vial und damit eine Konzentration der Natriumcarbonat-Losung von
28,92 ug uL™.

Na2co3 __

v 2,41 12ug -2,41=2892 ug

co2

Zur Herstellung der Kalibrierstandards, wurden 50 pL konzentrierte Schwefelsdure in den Vials vorgelegt

und diese daraufhin gasdicht verschlossen. Durch das Septum wurden mit einer Mikroliter-Spritze
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verschiedene Mengen der Natriumcarbonat-Lésung entsprechend der gewlinschten zu erzeugenden CO,-
Menge in die Headspace-Vials eingespritzt. Die Schwefelsdure setzt die enthaltene Carbonatmenge

guantitativ als gasformiges CO, frei. Die eingesetzten Mengen der Na,CO;-Losung sind in Tabelle 5

aufgefiihrt.
Tabelle 5: Eingesetzte Volumina an Na,CO;-Losung zum Herstellen der Kalibrierstandards.
Gewiinschte CO,-Konzentration im Vial cco, [mg1?] 0 1 2 4 8 16
Eingesetztes Volumen Na,COs-Lésung Vy, [KL] 0 1 2 4 8 16

Nach den Messungen von jeweils sechs verschiedenen CO,-Konzentrationen wurde die Kalibrierkurve
erstellt. In Abbildung 12 ist die verwendete Kalibrierkurve dargestellt, die fir CO, unter atmospharischen
Bedingungen bei der NDIR-Analytik eingesetzt wurden. Der Wert flir den Schnittpunkt mit der y-Achse gibt

den Anfangswert durch den CO,-Gehalt der Raumluft wieder.

NDIR [Flache]

0 T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

CO,[mg L™

Abbildung 12: Kalibrierkurve fiir CO, Messungen aus der Gasphase von Headspace-Vials. Die definierten CO,-
Konzentrationen wurden durch Freisetzung des Gases aus einer Na,COs; Losung unter Zugabe von konzentrierter
Schwefelsdure in den Vials erzeugt.

2.14 Entfarbung von Methylenblau-Lésung, Nanodrop Photometer

Fiir die Untersuchungen wurde das Standardverfahren (DIN 52980, siehe auch Abschnitt 1.6.1 ) modifiziert.
Der Test basiert auf der photoinduzierte Entfarbung der Methylenblau-L6sung in Anwesenheit jeweils eines

TiO,-beschichteten Priifkérpers. Wahrend im Standardverfahren ein UV/Vis-Spektrometer mit einer

45



Klvettenlange von 10 mm eingesetzt wird, wurde hier fir die Messungen der Methylenblau-Entfarbung ein

PEQLAB NanoDrop Photospektrometer ND-1000 verwendet (Abbildung 13).

ZNanoDrop’

Abbildung 13: PEQLAB Nanodrop Photospektrometer zur Bestimmung der Entfarbung der Methylenblau-
Losung.

Das NanoDrop-Photometer wird Ublicherweise zum Proteinnachweis in der Molekularbiologie eingesetzt
und kommt mit sehr geringen Probevolumina von 1-2 uL pro Messung aus. Da diese sehr geringen
Probevolumina das Gesamtvolumen der Methylenblau-L6sung vernachlassigbar wenig beeinflussen, wurde
dieses Gerat eingesetzt. Aullerdem koénnen die Messwerte sehr schnell innerhalb weniger Sekunden
ermittelt werden. Fiir die Messung wurde jeweils 2 pL einer Methylenblau-Lésung (c = 0,0228 mmol L)
untersucht. Sofern bei den Ergebnisse nicht anders angegeben, wurde die Proben dazu in Petrischalen mit
jeweils 30 mL Methylenblau-Lésung gelegt und fiir 17 Stunden in der Beleuchtungskammer bestrahlt.
AnschlieBend wurde die Extinktion der Losung gemessen und durch Abzug des Anfangswertes die

photokatalytische Entfarbung des Farbstoffes bestimmt.

3  Ergebnisse Teil 1: - Medizinische Aspekte der Photokatalyse

3.1 Nachweis der bakteriziden Wirksamkeit photoaktivierter TiO,-Oberflachen an

Keimsuspensionen

Als eine direkte Methode zur Ermittlung der photokatalytischen bzw. keimabtétenden Wirksamkeit von
titandioxidbeschichteten Prifkérpern wurden Untersuchungen zu Abtotungskinetiken an Prokaryonten
entwickelt. Dabei wurden Keimsuspensionen definierter Keimzahlen eingesetzt und in Kontakt mit den zu
untersuchenden Prifkorpern gebracht. Unter UV-A-Beleuchtung wurden diese aktiviert und nach
bestimmten Zeitintervallen die verbleibende Zahl vitaler Keime aus der Keimsuspension ermittelt. Der
Riickgang der vitalen Keime wurde als MaR fiir die photokatalytisch induzierte Keimabtdtung der

untersuchten Priifkérper herangezogen.

46



Da es sich bei diesen Untersuchungen um komplexere biologische Testsysteme handelte, waren deren
Ergebnisse nicht immer eindeutig auf photokatalytische Effekte zurickzufiihren. So zeigte sich
beispielsweise, dass bei einigen Keimarten bereits die UV-A Strahlung zu einer deutlichen Keimreduktion
fihrte. Es wurden Anstrengungen unternommen, um geeignete Testmethoden zu entwickeln, die eine

Aussage (iber die photokatalytische bakterizide Wirksamkeit der zu untersuchenden Proben lieferten.

3.1.1 Photokatalytisch induzierte Abtotung an Keimsuspensionen in TiO,-beschichteten Vials

Zur Untersuchung der antimikrobiellen Wirksamkeit von TiO,-Oberflachen unter UV-A-Bestrahlung wurden
verschiedene Bakteriensuspensionen definierter Keimzahlen in titandioxid-beschichteten Vials untersucht.
Per Sol-Gel Verfahren wurden die Headspace-Vials an deren Innenwanden mit TiO, beschichtet. Die
Keimsuspensionen wurden in den Vials bestrahlt und anschlieRend die Anzahl der verbliebenen vitalen
Keime per Keimzahlbestimmung ermittelt. Diese Arbeiten wurden bereits zuvor in der Arbeitsgruppe
entwickelt und wahrend meiner, dieser Dissertation vorausgegangenen, Diplomarbeit weiter ausgebaut.
Dabei zeigte sich, dass im Verlaufe der Bestrahlung die Anzahl vitaler Keime deutlich abnahm, wahrend
parallel dazu die CO,-Konzentration durch den oxidativen Abbau des organischen Materials anstieg (Kuhn et
al. 2003). Auf Basis dieser Ergebnisse sollte nun die Methode derart modifiziert werden, dass auch

Probekorper anderer Geometrie neben den titandioxid-beschichteten Vials untersucht werden konnten.

3.1.2 Photokatalytisch induzierte Abtotung von Keimsuspensionen auf TiO,-beschichteten,
planaren Probekérpern

Es wurde die bakterizide Wirksamkeit an planaren Probekorpern untersucht. Dazu wurden titandioxid-
beschichteten Glasplatten (5 x 5 cm?) eingesetzt. Die Probekérper wurden zunichst in Einweg-Petrischalen
gelegt und auf deren Oberflachen jeweils 100 uL Keimsuspension in einem Tropfen pipettiert. In die
Petrischale wurde unter die Probekoérper ein mit sterilem, bidestilliertem Wasser angefeuchtetes
Zellstofftuch gelegt und die Petrischale mit dem zugehorigen Deckel verschlossen. Dies sollte ein
Austrocknen der Keimsuspension verhindern. Die auf der Probenoberfliche ankommende Lichtleistung
verringerte sich durch Absorptions- und Reflektionseffekte des Deckels um ca. 14%. Daher wurde mit einer
an der Beleuchtungskammer voreingestellten Lichtleistung von 1,14 mW cm™ gearbeitet, um die wirksame
Lichtleistung auf der Probenoberfliche auf 1 mWcm? einzustellen. Die Temperatur in der
Beleuchtungskammer lag wahrend der Versuche im klimatisierten Labor bei 23 °C. Mit diesem Aufbau
wurden Bestrahlungsversuche an beschichteten und unbeschichteten Proben mit zwei Keimarten
durchgefiihrt. Dazu wurden Keimsuspensionen mit Anfangskeimzahlen von 2,5 x 10° mL™ fiir Pseudomonas

aeruginosa und 4,7 x 10 mL™ fir Escherichia coli eingesetzt. Als titandioxid-beschichtete Proben wurde
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Pilkington-Activ®-Glas und als unbeschichtete Proben alkalifreies Glas eingesetzt. Exemplarisch sind

Ergebnisse dafiir in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Reduktion der Keimzahlen von Escherichia coli (E. coli) und Pseudomonas aeruginosa (Ps. aer.) auf
TiO,-beschichteten (TiO,) und unbeschichteten Glasproben (Glas) unter UV-A Bestrahlung.

Bestrahlungszeit [h] TiO, + E. coli Glas + E. coli TiO, + Ps. aer. Glas + Ps. aer.
1 500000000 500000000 68200000 76000000

2 116000000 92000000 19000000 70000000

3 5900000 48400000 1400000 64000000

4 2000000 4500000 1500000 180000000

5 40000 1100000 20000 97000000

6 3000 560000 23000 14000000

24 0 0 0 1

Es wurden parallel Negativkontrollen ohne Lichteinwirkung auflerhalb der Bestrahlungskammer mitgefiihrt.
Nach 1, 6 und 24 Stunden wurden davon jeweils 5 pL Probevolumen zur Keimzahlbestimmung entnommen.

In Tabelle 7 sind davon Ergebnisse exemplarisch dargestellt.

Tabelle 7: Keimzahlen der unbestrahlten Proben von Escherichia coli (E. coli) und Pseudomonas aeruginosa (Ps.
aer.) auf TiO,-beschichteten (TiO,) und unbeschichteten Glasproben (Glas).

Zeit [h] TiO, + E. coli Glas + E. coli TiO, + Ps. aer. Glas + Ps. aer.
1 130000000 106000000 86000000 130000000

6 56800000 52800000 130000000 160000000
24 194 340 1600000000 996

Es zeigte sich, dass die Keimzahlen auch ohne den Einfluss von TiO, und UV-A-Licht mit der Zeit riicklaufig
waren. Vermutlich starben die Keime auch aufgrund von Nahrstoffmangel in der Keimsuspension allmahlich
ab. Dies machte es notwendig, geeignete Anfangskonzentrationen zu ermitteln, um eine Unterscheidung
der Effekte moglich zu machen. Aus den Werten in Tabelle 6 war dennoch ein beschleunigter Riickgang der
Keimzahlen an TiO,-beschichteten Probekdrpern unter UV-A Bestrahlung im Vergleich zu den
Negativkontrollen zu vermuten. Nach weiteren Versuchen mit dieser Methode konnte festgehalten werden,
dass die Schwankungsbreite der ermittelten Keimzahlen zu gro waren, um Aussagen Uber die
photokatalytische Wirksamkeit der Proben daraus ableiten zu kdénnen. Die Standardabweichungen der
Mittelwerte lagen haufig in der GréBenordnung der Messwerte. Somit konnten unterschiedliche Aktivitdten
von Probekorpern mit dieser Methode nicht festgestellt werden, so dass ein optimierter Versuchsaufbau

herangezogen wurde.
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3.1.3 Optimierung der Keimabtodtungsversuche durch Eintauchen der Probekorper in ein
groBeres Volumen an Keimsuspension

Aufgrund der geringen Aussagekraft der vorangegangenen Untersuchungen wurde eine andere
Versuchsfiihrung entwickelt. Dabei wurde mit groBeren Volumina an Keimsuspensionen gearbeitet, um
etwaige Verdlinnungsfehler und Unsicherheiten bei der Probenentnahme durch die zuvor geringen
Probevolumina von 5puL zu minimieren. Es wurden nun jeweils 100 puL Probevolumen zur
Keimzahlbestimmung entnommen. Die Probekorper wurden dazu ebenso in Einweg-Petrischalen gelegt,
nun allerdings mit 25 mL Keimsuspension Uberschichtet. Diese Keimsuspension wurde durch Verdiinnung
aus der Stammsuspension erhalten. Die Petrischalen wurden mit den zugehérigen Deckeln verschlossen
und auf einem Orbitalschiittler zur gleichmaRigen Durchmischung wahrend der Versuchsfiihrung in der

Probenkammer positioniert.

3.1.4 Ermittlung geeigneter Bestrahlungsintensitdten und Verdiinnungen

Da die Negativkontrollen aufgezeigt hatten, dass die Keime in gewissem Ausmald bereits alleine durch die
UV-A-Einwirkung abgetotet wurden, sollten die am besten geeigneten Verdiinnungen und
Bestrahlungsintensitaten fir diese Methode eruiert werden. Es wurden dazu Verdiinnungsreihen der
Keimsuspension mit 0,9% NaCl-Lésung hergestellt und diese ohne TiO,-Priifkdrper der UV-A Bestrahlung mit
Lichtintensititen von 0,5 bzw. 1,0 mW cm™ ausgesetzt. Zudem wurde nach 24 h Bestrahlungsdauer jeweils
ein Aliquot von 1 mL direkt in 10 mL Nahrmedium gegeben und zusammen mit den CASO-Agar-Platten zur
Keimzahlbestimmungen fiir 24 h bei 36°C bebriitet. Eine Triibung der Ndhrlosung zeigte an, ob sich nach der
Bestrahlungsdauer noch lebensfdhige Keime in der Probelésung befanden, selbst wenn die Keimzahl-

bestimmung keine vitalen Keime mehr auswies.

Tabelle 8: Pseudomonas aeruginosa Keimzahlen nach Bestrahlung mit 0,5 mW cm™ bei unterschiedlichen
Verdiinnungen. Mittelwerte (MW) aus je 3 Probennahmen, Standardabweichung (SA).

Keimzahl

Verdiinnung 1:25 Verdiinnung 1:50 Verdiinnung 1:100
Bestrahlungszeit [n] MW SA MW SA MW SA
0 9,60E+007 8,70E+007 2,00E+007
1 1,01E+08 1,05E+07 2,25E+07 3,89E+06 8,33E+06 1,25E+06
3 5,85E+07 1,50E+06 1,96E+07 4,58E+06 3,00E+06 0
5 2,69E+07 4,15E+06 1,89E+07 6,15E+06 1,72E+06 4,85E+05
7 1,53E+07 2,70E+06 6,49E+06 2,61E+06 1,75E+05 9,09E+04
9 1,85E+07 4,50E+06 3,03E+06 6,94E+05 3,45E+04 2,28E+04
24 zu viele 63 0 2 2
Nahrlésung trib trib trib
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Keimzahl

Verdiinnung 1:150

Verdiinnung 1:200

Verdiinnung 1:250

Bestrahlungszeit [h] MW SA MW SA Mw SA

0 1,20E+07 1,00E+07 7,60E+06

1 7,30E+06 2,54E+06 3,63E+06 1,70E+06 1,94E+06 7,37E+05
3 4,63E+06 3,89E+06 9,87E+05 7,23E+05 2,60E+05 0

5 1,12E+05 3,57E+04 2,07E+05 2,07E+05 2,50E+04 5,00E+03
7 2,67E+03 3,77E+03 1,00E+03 1,00E+03 2,00E+03 0

9 4,34E+03 4,19E+03 53 75 50 71

24 0 0 0 0 0 0
Nahrlosung klar klar klar

Tabelle 9: Pseudomonas aeruginosa Keimzahlen nach Bestrahlung mit 1 mW cm™ bei unterschiedlichen
Verdliinnungen. Mittelwerte (MW) aus je 3 Probennahmen, Standardabweichung (SA).

Keimzahl

Verdiinnung 1:25 Verdiinnung 1:50 Verdiinnung 1:100
Bestrahlungszeit [h] MW SA Mw SA MW SA
0 2,00E+08 1,00E+08 2,20E+07
1 1,54E+08 6,50E+06 3,55E+07 5,50E+06 2,09E+07 7,05E+06
3 6,15E+06 1,50E+05 1,95E+06 5,00E+04 7,00E+05 0
5 1,26E+05 5,40E+04 1,35E+04 1,35E+04 1,50E+03 1,50E+03
7 2,60E+04 4,00E+03 0 0 0 0
9 3,07E+04 2,07E+04 6,69E+02 9,41E+02 0 0
24 0 0 0 0
Nahrlosung klar klar klar

Keimzahl

Verdiinnung 1:150 Verdiinnung 1:200 Verdiinnung 1:250
Bestrahlungszeit [n] MW SA MW SA MW SA
0 1,50E+07 1,60E+07 7,50E+06
1 1,17E+07 6,17E+06 5,60E+06 0,00 4,30E+06 1,70E+06
3 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0
Nahrlésung klar klar klar

Anhand dieser Ergebnisse wurde gezeigt, dass eine zu hohe Verdinnung und somit eine zu geringe
Anfangskeimzahl dazu fihrte, dass bereits nach wenigen Stunden der Bestrahlung keine lebensfahigen
Keime mehr in der Keimsuspension vorlagen. Daraufhin wurden in den nachfolgenden Untersuchungen

Anfangskeimzahlen von mindestens 2 x 10® mL™ eingesetzt.
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3.1.5 Photokatalytisch induzierte Abtotung an titandioxidbeschichten Probekorpern

unterschiedlicher Aktivitat

Mit den durchgefiihrten Optimierungen in der Versuchsfiihrung wurden nun PVD-beschichtete Probekoérper
(IST, Braunschweig) untersucht. Im PVD-Prozess wurde die Dicke der aufgebrachten Titandioxidschichten auf
den Probekoérpern gezielt eingestellt. So wurden Schichtdicken zwischen 45 nm und 360 nm eingesetzt. Die
Proben wurden in Einweg-Petrischalen gelegt und mit 25 mL E. coli Bakteriensuspension lberschichtet und
wie zuvor beschrieben bestrahlt. Die nachfolgende Abbildung 14 zeigt die Ergebnisse der Untersuchungen.
Die Proben wiesen mit zunehmender TiO,-Schichtdicke eine erhohte photokatalytisch induzierte

Keimabtotung auf.

1e+7
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1e+6 1 7h UV-A
I 8h UV-A
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=
o
E le+4 -
= T
T ers
E °
]
X
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Prifkorper

Abbildung 14: Untersuchung des Keimabtdtungsvermdgens von UV-A-aktivierten titandioxid-beschichteten
Priifkdrper (IST, Braunschweig) in einer E. coli Suspension. Keimzahlen nach Bestrahlung mit 1 mW c¢cm™ nach
unterschiedlichen Bestrahlungsdauern. Mittelwerte aus je 3 Probennahmen.

3.2 Nachweis der bakteriziden Wirksamkeit von TiO, auf trockenen Proben

Neben den Untersuchungen an Keimsuspensionen wurde die bakterizide Wirksamkeit von photoaktiviertem
TiO, auch an Sarcina lutea auf trockenen Substraten untersucht. Wie bereits in Material und Methoden
beschrieben, handelt es sich bei Sarcina lutea um einen gram-positiven Luftkeim, der sich durch
Pigmentbildung vor UV-Strahlung schiitzt und deshalb allein durch die UV-A-Beleuchtung nicht so leicht
abgetotet werden sollte, wie dies bei den gram-negativen Keimen E. coli und P. aeruginosa beobachtet
wurde. In den Versuchen wurden als Prifkorper Metallsubstrate aus Edelstahl (Stahl), Titan (Ti) und
Aluminium (Alu) eingesetzt, die mit TiO,-Pulver (P25) durch Kaltgasspritzen beschichtet worden waren. Die

Vergleichsproben ohne TiO,-Beschichtung wurden durch Sandstrahlen aufgeraut, um eine ahnliche

51



Oberflachenbeschaffenheit wie bei den mit TiO,-beschichteten Proben zu erreichen. In Vorversuchen hatte
sich gezeigt, dass die Haftung der Keime auf den glatten Metallproben gegeniiber den rauen TiO,
beschichteten Proben geringer war. Dies ergab uneinheitliche Ergebnisse bei den in 3.2.1 beschriebenen
Abklatsch-Tests. Durch das Sandstrahlen der unbeschichteten Proben konnten besser vergleichbare

Oberflacheneigenschaften hergestellt werden.

Zu Beginn des jeweiligen Versuches wurden die Prifkorper in Einweg-Petrischalen gelegt, um
Bakterienkontaminationen durch Beriihren der Substrate zu vermeiden. Daraufhin wurden die Proben
zunachst fur 24 h in der Beleuchtungskammer mit UV-A-Licht bestrahlt, um eventuell vorhandene
Fremdkeime abzutéten. Die Proben wurden anschliefend mit sterilem, bidestilliertem Wasser abgespiilt
und mit Druckluft getrocknet. Zu jedem Bestrahlungsversuch wurden auch Negativkontrollen durchgefiihrt.
Dazu wurden gleichermaRen behandelte Proben in einer abgedunkelten Kammer wéahrend der

Versuchsdauer gelagert. Die anderen Proben wurden in der Beleuchtungskammer UV-A Licht ausgesetzt.

3.2.1 Versuchsdurchfiihrung

Auf die Probekorper wurden jeweils 100 puL Keimsuspension aufgebracht und mit der Kunststoffspitze der
Pipette moglichst gleichmaRig auf der Oberseite der Proben verteilt. Nach etwa 10 Minuten waren die
Keimsuspensionen getrocknet und die Proben wurden in die Beleuchtungs- bzw. Dunkelkammer gestellt. Bei
25°C wurde mit einer Lichtleistung von 1 mW cm?, gemessen auf Héhe der Probenoberfliche, bestrahlt.
Von der ersten Reihe der Priifkérper wurden fiir den Startwert unmittelbar nach der Prdparation
Abklatschproben genommen, die restlichen Probenahmen erfolgten nach den jeweils angegebenen
Bestrahlungsdauern. Jede Probe wurde nur einmal benutzt, somit stand fiir jede Bestrahlungsdauer und
jedes Substratmaterial jeweils eine Probe zur Verfliigung. Die Substrate wurden parallel zu den
Réhrenlampen ausgerichtet, um etwaige Schwankungen der Strahlungsintensitat innerhalb einer Reihe zu
vermeiden. Die Probenahme erfolgte im Abklatschverfahren derart, dass jede Probe fir 10 Minuten auf
einen CASO-Agar Nahrboden gelegt und darauf wieder vorsichtig abgehoben wurde. Der Nahrboden wurde

anschlieBend fiir 48 h bei 36°C bebriitet.

3.2.2 Versuchsergebnisse nach max. 28 Stunden Bestrahlungsdauer im Vergleich mit dunkel
gelagerten Negativkontrollen

In nachfolgender Tabelle sind Fotografien der Abklatsch-Proben dargestellt. Die gelben Bakterien-Kolonien
von Sarcina lutea sind deutlich erkennbar. Es konnte qualitativ gezeigt werden, dass eine TiO,-Beschichtung

ohne UV-A Aktivierung keine bakterizide Wirkung aufweist. Bei den beleuchteten Proben ist eine deutliche
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Reduktion der Koloniezahlen erkennbar. Insbesondere die mit TiO, beschichteten Proben zeigen eine

deutliche Verminderung der Bakterien-Kolonien an.

Tabelle 10: Fotografien von Abklatsch-Proben der Metall-Probekérper aus Aluminium, Stahl und Titan mit und
ohne TiO,-Beschichtung. Die Probekorper wurden jeweils mit 100 ulL einer Sarcina lutea-Suspension der
Keimzahl 10" mL™ beaufschlagt und anschlieRend fiir 21,5 h bzw. 28 h mit UV-A-Licht bestrahlt. Zur Kontrolle
wurden Dunkelproben ohne Bestrahlung mitgefiihrt. Von den Probekorpern wurden anschlieBend Abklatsch-
Proben genommen.

Aluminium Stahl Titan

21,5h 28 h 21,5h 28 h

28 h
L1
mit TiO,, dunkel . . - . .
mit TiO,, dunkel . - . - . .
ohne TiO,, bestrahlit . - . . . .
mit TiO,, bestrahit . . . . .
mit TiO,, bestrahlt . . . . . .

3.3 Behandlung komplexer Biomolekiile mit UV-A aktiviertem Titandioxid

ohne TiO,, dunkel

Mit den zuvor beschriebenen Ergebnissen lieR sich bestatigen, dass unterschiedliche Keimarten durch UV-A-
aktiviertes Titandioxid abgetttet werden konnen. Unter Umstdnden genligt allerdings die Keimabtotung
nicht, um eine Oberfliche vollstindig zu dekontaminieren. Von den abgetbteten Bakterien kdnnen
beispielsweise Zellwandbestandteil zurlick bleiben, die als Endotoxine wirksam sein kdénnen. Daraufhin

wurden weitere Untersuchungen zur Inaktivierung komplexer Biomolekiile durchgefiihrt.
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3.3.1 Biologische Wirksamkeit von LPS und RNase A

Bakterielles Lipopolysaccarid (LPS) ist ein ubiquitar auftretendes exogenes Pyrogen aus der Zellwand gram-
negativer Bakterien und gilt als eine der starksten immunstimulatorischen Verbindungen. LPS bindet am
Toll-like Rezeptor 4 an der Oberfliche von Makrophagen (weisse Blutkérperchen). Die Bindung flhrt im
Allgemeinen zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB und daraus folgend zur Ausschittung von
proinflammatorischen Zytokinen wie zum Beispiel des LPS-erzeugten Zytokins human tumor necrosis factor-
o (hTNF-a) (Beutler 2002). hTNF-a ist ein multifunktionaler Signalstoff des Immunsystems und I6st als
endogenes Pyrogen im Hypothalamus eine Regulation aus, die den Korper zu mehr Warmeabgabe bringt,
womit Fieber ausgeldst wird. Insbesondere immungeschwachte Personen sind durch LPS-Kontaminationen
gefahrdet, da diese zu schweren Fieberschiiben fiihren kdnnen. In immunologischen Versuchen ist die
Abwesenheit von LPS unabdingbar, um unerwiinschte Zytokin-Einflisse zu vermeiden, die die

Versuchsergebnisse unbrauchbar machen wiirden.

RNase A ist eine Endonuklease, die Einzelstrang-RNA an inneren Phosphordiesterbindungen spalten kann.
Sie entstammt aus unterschiedlichen humanen Quellen wie beispielsweise Schwei und Speichel, daher
ldsst sich eine RNase A Kontamination an Arbeitsmaterialien nur sehr schwer vermeiden (Bardon und
Shugar 1980). Im Gegensatz zu den meisten anderen Proteinen, ist RNase A zudem in der Lage nach
thermischer Behandlung seine urspriingliche Sekundarstruktur wieder herzustellen und somit wieder volle
enzymatische Aktivitat zurick zu gewinnen (Marino et al. 2001). Daher ist es zur Inaktivierung von RNase A
notwendig deren Primarstruktur zu zerstéren. Das konnte beispielsweise durch Oxidationen am Molekdl

oder durch Zerteilen des Makromolekiils erfolgen.

3.3.2 Aufgabenstellung

Vor diesem Hintergrund war es ein Ziel dieser Arbeit die Bestandigkeit dieser mit konventionellen
Methoden schwer zu entfernenden Verbindungen zu untersuchen. Es sollte gezeigt werden, inwieweit sich
LPS und RNase A, stellvertretend fir weitere Problemverbindungen an TiO, beschichteten Oberflachen
unter UV-A Einstrahlung inaktivieren lieen. TiO,-Beschichtungen von Oberflachen und Arbeitsmaterialien
kdnnten eine Losung darstellen, um die genannten Schwierigkeiten zu verringern und die Produktsicherheit

unter Reinraum-Bedingungen zu verbessern.

3.3.3 Geeignete Testverfahren zur Bestimmung der biologischen Aktivitat
Um einen Nachweis Uber die Inaktivierung dieser Verbindungen erbringen zu kénnen, mussten zunachst

geeignete Testverfahren zur Bestimmung der Aktivitdt von LPS und RNase A erarbeitet werden. Dabei war
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zu bertcksichtigen, dass bei beiden Verbindungen schon geringste Mengen im pikomolaren Bereich
geniigen, um deren biologische Funktionen zu erfiillen. Es mussten entsprechend empfindliche Testsysteme
eingesetzt werden. Zu diesem Zweck wurde auf biochemische bzw. immunologische Verfahren
zuriickgegriffen, mit denen die Funktionen von LPS bzw. RNase A verifiziert werden konnten. Diese so
genannten Immunoassays sind deshalb besonders gut geeignet, da sie auf Rezeptor-Ligand Interaktionen
basieren, die hochgradig spezifisch und zudem sehr empfindlich reagieren. Es werden hierbei
Signallbertragungswege initiiert, die das Anfangssignal massiv verstarken. Die Auswahl und Durchfiihrung
der biochemischen Testverfahren wurde in Kooperation mit Florian Eberle aus der Arbeitsgruppe von

Alexander H. Dalpke aus unserem Haus durchgefihrt.

Fiir die Untersuchungen an LPS wurde ein Verfahren eingesetzt, mit dem die durch LPS-Einwirkung auf
humane Immunzellen hervorgerufene hTNF-a Expression gemessen werden konnte. Damit sollte ein Mal’
fiir die LPS-Aktivitat erhalten werden. Bei RNase A wurde deren intrinsische Eigenschaft herangezogen, RNA
zu spalten. Dazu wurden RNA-Oligonukleotide ausgewadhlt, die ihrerseits zu einer messbaren IFN-a
Expression an Immunzellen fihren. Dies erfolgt dann nicht mehr, wenn die RNA-Oligonukleotide durch

RNase A gespalten werden. So sollte es moglich sein, die Aktivitat der RNase A selektiv zu verifizieren.

3.3.4 Vitalitdtstest an den isolierten Zellen (MTT-Test)

Die wie in Kapitel 2.7 beschrieben gewonnenen Zellen, wurden durch einen MTT-Test auf Vitalitat
untersucht. Zudem wurde auch geprift, ob sie nach der Behandlung mit dem TiO,/UV-A behandelten LPS
noch vital waren, was bestatigt werden konnte. Denkbar war hier, dass durch die Einwirkung von TiO, und
UV-A zwar das LPS seine pyrogene Wirkung verliert, dabei aber andere Zellgifte entstehen, die die Vitalitat

der Zellen negativ beeinflussen.

Der Nachweis beruht darauf, dass vitale Zellen in der Lage sind Reduktionsmittel zu produzieren, die den
gelben, wasserloslichen Redox-Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-bromid (MTT)
in das dunkelblaue, alkohol-l6sliche Formazan Uberfiihren. Das gelbe MTT kann in die Zellen eindringen und
wird dort von mitochondrialen Dehydrogenasen reduziert. Die Menge des umgesetzten Farbstoffs
entspricht der Glykolyse-Rate der Zelle und ist somit ein MaR fiir die Zellvitalitdt. Durch Zugabe von
Natriumdodecylsulfat (Sodium Dodecyl Sulphate - SDS) werden die Zellen lysiert und dabei das blaue
Formazan freigesetzt (Mosmann 1983). Im ELISA-Reader (Thermo Scientific) wurde bei 490 nm die
Intensitdat der Formazanlosung photometrisch bestimmt. Es zeigte sich, dass die Zellen auch nach der

Behandlung mit bestrahltem LPS verschiedener Konzentrationen noch vital waren.
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Abbildung 15: Ergebnisse des MTT-Tests auf die Vitalitat der eingesetzten Zellen nach Behandlung mit LPS
unterschiedlicher Konzentrationen [ng mL™], das zuvor mit UV-A aktiviertem TiO, behandelt worden war.

3.3.5 Photokatalytisch wirksame TiO,-Probekérper
Fir die Untersuchungen an den Biomolekiilen wurden die PVD-beschichteten TiO,-Probekdrper verwendet,

die in Abschnitt 2.4 beschrieben wurden.

3.4 Photokatalytische Inaktivierung von bakteriellem Lipopolysaccharid

3.4.1 Versuchsprinzip

Es wurde untersucht, ob UV-A aktivierte TiO,-Beschichtungen in der Lage sind, LPS immunologisch
unwirksam zu machen. Dazu wurden unterschiedliche LPS-Konzentrationen in wassriger Losung mit
Titandioxid-beschichteten Glasplattchen in Headspace-Vials gebracht und mit UV-A Licht zur Aktivierung der
Photokatalyse bestrahlt. Der Nachweis ist erbracht, wenn eine verglichen mit der Positivkontrolle geringere
hTNF-a Ausschittung bei LPS festgestellt wird, das in Kontakt mit UV-A-aktiviertem TiO, stand. Die
Auswertung erfolgte durch den in Abschnitt 3.4.3 beschriebenen spezifischen Nachweistest, bei dem die
hTNF-a Ausschiittung humaner Blutzellen gemessen wurde. Die Isolierung der Blutzellen wurde in Kapitel

2.7 und der Vitalitatstest in Kapitel 3.3.4 beschrieben.
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3.4.2 Versuchsdurchfiihrung

Alle beschichteten und unbeschichteten Probeplattchen und Headspace-Vials wurden zunidchst mit
bidestilliertem Wasser gespuilt und bei 121°C und 205 kPa autoklaviert. Wassrige LPS-Losungen (1 mL, ¢ = 0-
200 ng mL") wurden in die Headspace-Vials zusammen mit TiO,-beschichteten und unbeschichteten
Glasplattchen (A =402 +12 mm™) gegeben. Die Vials wurden in der in Abschnitt 2.1 beschriebenen
Beleuchtungskammer mit UV-A-Licht flr bis zu 120 h unter Drehen beleuchtet. Die Lichtleistung innerhalb

der Vials lag bei 1 mW cm™. Die nachfolgenden Abbildungen zeigen den Aufbau.

Abbildung 16: UV-A-Beleuchtungskammer mit Abbildung 17: Nahaufnahme eines Vials
einem Vial auf Rollenmischer

Zur Bestimmung der nach der Bestrahlung verbliebenen LPS-Aktivitdt, wurden die gewonnenen CD14"-
Zellen mit einer 1:100 Verdlinnung der entsprechenden LPS-Losungen stimuliert. Als Positivkontrollen
wurden Lésungen mit 40 ng mL* LPS analog zu den iibrigen Proben mit unbeschichteten Glasplittchen
bestrahlt. Die Zellen reagieren auf LPS mit einer hTNF-a Ausschittung, daher kann die hTNF- a
Konzentration als MaR fir die verbleibende LPS-Aktivitdt nach der TiO,/UV-A Behandlung herangezogen
werden. Von allen Proben wurde die hTNF-o Ausschiittung der CD14"-Zellen im zellfreien Uberstand 18 h
nach der Stimulation gemessen. Dazu wurde ein Sandwich Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit (ELISA)

(BD OptEIA, Heidelberg, Deutschland) verwendet.

3.4.3 Sandwich Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA ist ein antikdrperbasiertes Nachweisverfahren das Uber eine Farbreaktion funktioniert und
photometrisch im Laborversuch ausgewertet wird. Prinzipiell werden dabei zwei Antikorper eingesetzt, die
spezifisch an das nachzuweisende Antigen (hier: hTNF-a bei LPS , IFN—co bei RNA) binden. Da die Antikérper
an zwei unterschiedlichen Stellen am Antigen binden, nennt man das Verfahren auch Sandwich-ELISA. Der

erste Antikorper ist an der Oberflache der 96-Well-Platte fixiert, so dass auch das nachzuweisende Antigen
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fixiert wird. Im né&chsten Schritt wird ein Enzym-gekoppelter (enzyme-linked) Antikdrper als
Detektionsantikorper zugegeben. Auch dieser bindet am fixierten Antigen zu der erwahnten Sandwich-
Struktur. In einem dritten Schritt wird ein zu dem gekoppelten Enzym passendes Substrat gegeben, das mit
dem Enzym unter Farbverdnderung reagiert. Durch die Intensitdt der Farbung kann mittels Kalibrierkurve
die Antigen-Konzentration ermittelt werden. Zur Beriicksichtigung der Unterschiede durch die beiden
Spender wurden die IFN-o. und hTNF-a. Werte zu den entsprechenden Werten der unbehandelten

Kontrollen normalisiert.

3.4.4 Validierung des LPS-Testverfahren

Zur Validierung des verwendeten Testverfahrens wurden zundchst unbehandelte Probelésungen von LPS in
ansteigenden Konzentrationen eingesetzt. Die Stimulation von CD14" mit ansteigenden LPS-Mengen zeigte
einen konzentrationsabhidngigen Anstieg der hTNF-a Ausschiittung, wobei eine Stimulation mit 150 ng mL™
LPS zu einer maximalen hTNF-a Sekretion von etwa 6000 pg mL™ fiihrte. Bei héheren LPS-Konzentrationen

konnte kein weiterer Anstieg der hTNF-a. Konzentration gemessen werden (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Effekte von LPS bei Einwirkung auf Immunzellen zur Validierung des eingesetzten
Testsystems. CD14"* Zellen wurden mit ansteigenden LPS-Konzentrationen stimuliert. Das daraufhin
ausgeschittete hTNF-a wurde bestimmt. Mittelwerte aus je 5 Proben.

Das ausgewadhlte Testverfahren stellte somit eine geeignete Methoden dar, um maogliche Inaktivierungen

von LPS anzuzeigen. Die einzige verfligbare alternative Methode zur direkten Bestimmung von LPS ist der so
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genannte Limulus-Assay, der auf der Gerinnung von Blut des Pfeilschwanzkrebses basiert. Da der Limulus-

Assay allerdings ethisch umstritten und zudem relativ teuer ist, wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt.

3.4.5 Ergebnisse: Inaktivierung von LPS

Im nachsten Schritt wurde untersucht, ob TiO, beschichtete Glasplattchen unter UV-A Bestrahlung LPS in
wassrigen Losungen inaktivieren kénnen. Dazu wurde betrachtet, ob die hTNF-a Ausschittung durch
Anregung mit TiO,/UV-A-behandelten LPS-Lésungen im Vergleich zu unbehandelten LPS-Losungen
herabgesetzt ist. Es wurden LPS-Losungen mit ansteigenden Konzentrationen eingesetzt und zusammen mit

TiO,-beschichteten Glasplattchen flr 96 Stunden mit UV-A Licht bestrahlt.

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Abbildung 19 grafisch dargestellt. Die durch LPS induzierte
Immunstimulation (hTNF-o) wurde bei LPS-Konzentrationen bis 60 ng mL* um Uber 95 % reduziert.
Lésungen mit hdheren LPS-Konzentrationen von bis zu 500 ng mL* wurden zwar nicht vollstindig

inaktiviert , deren Aktivitat wurde jedoch gegeniiber der Kontrollen deutlich verringert.
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Abbildung 19: LPS-Inaktivierung. LPS-L6sungen wurden in ansteigenden Konzentrationen mit TiO, beschichteten
Glasplattchen unter UV-A-Bestrahlung behandelt. Als Negativkontrollen dienten Glasplattchen ohne TiO,-
Beschichtung. Nach 96 h UV-A-Bestrahlung wurden CD14" Zellen mit der behandelten LPS-Losung stimuliert.
Die dadurch ausgeschiitteten hTNF-a Konzentrationen wurden nach 18 h aus dem Uberstand bestimmt und
grafisch dargestellt. Mittelwerte aus jeweils 2 Proben.
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Aus den hTNF-a-Messwerten wurde fiir die jeweiligen Proben das verbliebene aktive LPS nach 96 h UV-

A/TiO, Behandlung berechnet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: Verbliebenes aktives LPS nach 96 h UV-A/TiO, Behandlung.

eingesetztes LPS verbliebene hTNF-a Sekretion Mittelwert Mittelwert

[ng mL") [pg mL"] verbliebenes LPS inaktiviertes LPS
[ng mL"] [ng mL?]

40 83+ 0 0.8 39.2

60 207+ 116 2.9 57.1

80 1977+ 306 37 43

150 3217+ 151 113 37

200 3603+ 57 168 32

500 3857+ 19 450 50

Fir die Berechnungen wurde angenommen, dass bei jeder Probe die gleiche Menge an LPS inaktiviert
wurde. Darliber hinaus wurde ein durchschnittlicher, maximaler hTNF-o Wert als Mittelwert der
Positivkontrollen bei voller LPS-Aktivitit von 4284 +210 pg mL* bestimmt. Jeder einzelne Wert an
verbliebenem hTNF-a wurde durch diesen maximalen hTNF-o Wert dividiert. Dadurch wurde der
prozentuale Anteil an verbliebenem, aktivem LPS rechnerisch erhalten. Multiplikation mit der
entsprechenden Anfangskonzentration an LPS lieferte als Ergebnis die verbliebene aktive und daraus die
inaktivierte Menge an LPS (ng mL?). Die Menge an inaktiviertem LPS lag mit 43 +9 ng mL" stets in der

gleichen GroRenordnung, unabhangig von der jeweiligen Anfangskonzentration.

In dieser Versuchsreihe wurden zwischen 30-60 ng mL® LPS innerhalb von 96 h abgebaut. Somit wurde
gezeigt, dass LPS prinzipiell durch die Behandlung von UV-A/TiO, inaktiviert wird. Nachfolgend wurde die

Abbaukinetik ndher untersucht.

3.4.6 Kinetik der LPS-Inaktivierung

Zur Untersuchung der Kinetik der LPS-Inaktivierung wurden zwei unterschiedliche LPS-
Anfangskonzentrationen mit 40 ng mL* und 60 ng mL" gewiahlt. Diese Konzentrationen konnten in den
vorangegangenen Untersuchungen innerhalb von 96 Stunden weitgehend inaktiviert werden. Die Proben
wurden nun Uber 120 Stunden mit UV-A-Licht unter Anwesenheit von TiO,-beschichteten Plattchen
bestrahlt. Zu verschiedenen Zeiten wurden jeweils Proben aus der Bestrahlungskammer herausgenommen
und damit CD14" Zellen stimuliert. In gleicher Weise wie zuvor beschrieben, wurden die hTNF-a

Konzentrationen aus den Uberstinden ermittelt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 20 grafisch dargestellt.

60



Die Ergebnisse zeigen zunachst eine lineare Abnahme der hTNF-a Konzentrationen innerhalb der ersten
48 h Bestrahlungsdauer. Darauf erfolgte ein abrupter Abfall des hTNF-a Signals nach 72 h. Wahrscheinlich
erfolgte dies dadurch, dass ab diesem Zeitpunkt nicht mehr geniigend intaktes LPS vorhanden war, um eine

messbare hTNF-a Ausschiittung der Zellen hervorzurufen.

Eine Versuchsreihe von unbehandelter LPS-Losung in absteigenden Konzentrationen zeigte ein dhnliches
Bild. Ab einer Schwellenkonzentration von etwa 10 ng mL™ LPS blieb auch hier das hTNF-a Signal aus. Diese
Ergebnisse legten nahe, dass die Zellen erst ab einer gewissen Mindestkonzentration an LPS mit einer hTNF-

a Ausschittung reagieren. Die Messwerte dieser Versuchsreihe sind nachfolgend in Abbildung 21

dargestellt.
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Abbildung 20: Verlauf der LPS-Inaktivierung zweier unterschiedlicher LPS-Losungen. CD14* Zellen wurden mit
den bestrahlten LPS-Lésungen stimuliert. Die gemessenen hTNF-a Konzentrationen sind gegen die
Bestrahlungsdauer aufgetragen. Mittelwerte aus je 2 Proben.
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Abbildung 21: hTNF-a Ausschiittung bei absteigenden LPS-Konzentrationen ohne UV-A/TiO,-Behandlung.

3.5 Photokatalytische Inaktivierung von RNase A

Um die Wirksamkeit von UV-A-aktiviertem TiO, zu verifizieren, wurden verschiedenen RNase A
Konzentrationen in wassriger Losung in Vials gegeben, in die je ein TiO,-beschichtetes Glasplattchen gelegt
wurde. Diese Proben wurde fiir 96 Stunden mit UV-A-Licht behandelt und anschlieBend die RNase A

Aktivitat Gberpruft. Dazu wurde eine indirekte Vorgehensweise eingesetzt, wie nachfolgend beschrieben.

3.5.1 Versuchsprinzip:

Bestimmte Ribonukleinsduren (RNA) wie beispielsweise das Oligomer RNA40, l6sen an PBMCs eine
messbare Immunstimulation aus und werden somit als Pathogene (pathogen associated molecular
patterns, PAMP) von den Zellen erkannt. Dies geschieht anhand bestimmter molekularer Muster durch die
Toll-Like-Rezeptoren der Zelle. Die Toll-Like Rezeptoren TLR 7 und TLR9, die zur Klasse der pattern
recognition receptors (PRR) gehoren, befinden sich in intrazelluldren Vesikeln, den Endosomen. Wird ein
pathogener Erreger erkannt, so sekretiert die Zelle Interferon-alpha (IFN-a) (Akira und Hemmi 2003). Das
Interferon alpha ist ein Protein, das benachbarte infizierte und nicht infizierte Zellen dazu veranlasst, den
Abbau viraler und zellularer RNA zu bewirken um den gesamten Organismus dadurch zu schitzen. Des

weiteren bewirkt Interferon alpha eine Aktivierung natirlicher Killerzellen (NK-Zellen), die der Virus- und
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Tumorabwehr dienen (Heil et al. 2004). Mit einem geeigneten Enzym-gekoppelten Immunadsorptionstest
(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA), wie analog in Abschnitt 3.4.3 beschrieben, kann die IFN-a

Ausschittung quantifiziert werden.

Aktive RNase A kann nun diese immunstimulatorische RNA (hier RNA40) spalten und sie somit unwirksam
machen. Diese gespaltene RNA ruft dann an den PBMCs keine Immunstimulation mehr hervor und somit
wird auch kein IFN-a ausgeschiittet. Gelingt es nun RNase A durch TiO, und UV-A zu deaktivieren, so kann
diese zerstorte RNase die immunstimulatorische RNA nicht mehr spalten und die Zellen geben eine
meRbare Immunantwort auf den Stimulus. Die tatsidchlich gemessene Grofe ist die Interferon-alpha-

Konzentration, die von den stimulierten Zellen sekretiert wird.

3.5.2 Versuchsdurchfiihrung

Fir die Versuche wurden Blutzellen zweier Spender eingesetzt. Ebenso wurden zwei verschiedene RNAs als
Immunstimulatoren verwendet, um mogliche sequenzabhangige IFN-a Ausschittungen durch humane
PBMCs auszuschlieRen, auf die jeweils die behandelte RNase A gegeben wurde (Heil et al. 2004). Die
verwendeten RNA Oligonukleotide (ORN) waren RNA40 (GCCCGUCUGUUGUGUGACUC) und EGFPas
(GAACUUCAGGGUCAGCUUGCCG) (IBA, Gottingen) im Folgenden bezeichnet als RNA1 und RNA2.

Alle beschichteten und unbeschichteten Probekdrper und Headspace-Vials wurden zundchst mit
bidestilliertem Wasser gespilt und autoklaviert (121°C und 205 kPa). Die RNase A wurde jeweils in 1 mL
Agua ad iniectabilia (Braun, Melsungen, Deutschland) gel6st, so dass Konzentrationen zwischen 0 und
500 pg mL* erhalten wurden. Die Aktivitat der Proben vor der Bestrahlung lag zwischen 0 und 35 units mL™.
Wobei ein unit definitionsgemald die Menge an Enzym darstellt, die bendtigt wird, um 50% einer Hefe-RNA
pro Minute zu zersetzen (Kunitz 1946). Die Bestrahlung erfolgte in der in Abschnitt 2.1 beschriebenen
Beleuchtungskammer mit UV-A-Licht (p =1,2 mW cm™, Anx =365 nm) fir bis zu 120 h. Dabei betrug die

Lichtleistung innerhalb der Vials und somit direkt auf der photokatalytischen Oberfliche 1 mW cm™.

Nach der Bestrahlung wurden alle Proben auf eine Konzentration von 50 ug mL* bezogen auf RNase A vor
der Bestrahlung verdiinnt. Die verbliebene endonukleolytische Aktivitdit der RNase A wurde dadurch
ermittelt, dass beide Oligonukleotide RNA1 und RNA2 mit den RNase-A-Proben bei 60°C fiir 1 h in 100 mM
TRIS/HCI-Pufferlésung (pH 7,4) inkubiert wurden. Nach der Inkubation wurden die verbleibenden RNA-
Oligonukleotide durch Komplexierung mit DOTAP (1,2-Di-(9Z-octadecenoyl)-3-trimethylammoniumpropan-
methylsulfat) (Roth, Karlsruhe, Germany) in einem Verhaltnis von 1:2,5 nach den Herstellerangaben aus der
Losung entfernt. Die komplexierten RNA-Oligonukleotide wurden darauf fir 16 h zur Stimulation von

humanen PBMCs eingesetzt. Intakte RNA1 und RNA2 rufen dabei an den PBMCs eine Immunreaktion
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hervor, die zu einer IFN-a Sekretion der Zellen fihrt (Eberle et al. 2008). Durch Bestimmung der IFN-a
Konzentration im zellfreien Uberstand konnte somit auf die Konzentration intakter RNA geschlossen
werden. Zur Ermittlung der IFN-a Konzentrationen wurde ein Sandwich Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (Sandwich-ELISA) eingesetzt (Bender MedSystems, Wien, Osterreich). Daneben wurde das
Desoxynukleotid CpG2216 parallel als Positivkontrolle mitgefiihrt. Zusatzlich wurden beide RNA-
Oligonukleotide zur Negativkontrolle mit Wasser inkubiert. Alle Analysen wurden doppelt bestimmt und

jeweils mindestens dreimal wiederholt.

3.5.3 Validierung des RNase A-Testverfahrens

Zur Validierung des verwendeten Testverfahrens auf die Aktivitit von RNase A wurden zunachst
unbehandelte Probelosungen der RNA-Oligonukleotide in ansteigenden Konzentrationen untersucht. Dabei
wurde das zuvor beschriebenen immunologischen Testverfahren eingesetzt, bei dem die IFN-o
Konzentrationen gemessen wurden. Da humane PBMCs sequenzabhangig auf RNA reagieren, wurden die
zwei unterschiedlichen RNA-Oligonukleotide ausgewahlt, die als hochgradig immunstimulatorisch
beschrieben sind. Diese RNA-Oligonukleotide wurden mit DOTAP komplexiert und in ansteigenden
Konzentrationen an den Immunzellen auf deren IFN-o Ausschiittung getestet. Die spezifische Wirkung der
RNase A wurde dadurch Gberprift, dass das DNA-Oligonukleotid CpG2216 analog mit RNase A behandelt
und ebenfalls auf PBMCs gegeben wurde. Dies bewirkte erwartungsgemaR keine signifikante Veranderung
der IFN-a Ausschittung (Ergebnisse nicht dargestellt). Die Ubrigen Ergebnisse dieser Validierung sind in

Abbildung 22 grafisch dargestellt.

Das Testverfahren stellte sich somit als geeignete Methoden heraus, um madgliche Inaktivierungen von
RNase A anzuzeigen. Alternativ zu den Immunoassays wurde auch versucht, intakte RNA durch
Gelelektrophorese zu detektieren, jedoch war diese Methode weitaus weniger empfindlich und wurde

daher nicht weiter eingesetzt.
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Abbildung 22: Effekte von RNA bei Einwirkung auf Immunzellen. Links: humane PBMCs wurden mit
ansteigenden Konzentrationen an RNA stimuliert, was zu entsprechenden IFN-a Ausschiittungen fihrte. Rechts:
die RNA Oligonukleotide wurden fiir 60 min mit 50 pg mL™ RNase A behandelt und damit gespalten.
Erwartungsgemal erfolgt hier keine IFN-o Ausschiittung. (n=3; Mittelwert + Standardabweichung).

3.5.4 Ergebnisse: Inaktivierung von RNase A
Die Versuche zur Inaktivierung von RNase A wurden analog zu den LPS-Versuchen in wassrigen Losungen

mit den zuvor beschriebenen TiO,-beschichteten Glasplattchen unter UV-A Bestrahlung durchgefiihrt.

3.5.5 UV-A-Bestrahlung von RNase A Lésungen an TiO, beschichteten Probekdrpern iiber 24 h

Zunachst wurden die Proben fiir 24 h in der Beleuchtungskammer mit UV-A Licht bestrahlt. In dieser
Versuchsreihe wurden zwei Konzentrationen an RNase A mit 50 ug mL™ und 500 pg mL* eingesetzt. Als
Kontrollen wurde Aqua ad iniectabilia (Braun, Melsungen, Deutschland) in Vials mit und ohne TiO,-
Probekorper verwendet. Weitere Kontrollen waren RNase A in Vials ohne TiO,-Probekérper und RNA1 und
RNA2 ohne RNase A-Behandlung, sowie die Mediumkontrollen. Die Auswertung der Ergebnisse ergab dabei,
dass diese Bestrahlungsdauer nicht ausreichte, um die applizierten RNase A Konzentrationen zu
inaktivieren. Positiv zu vermerken war hier, dass alle Kontrollen die jeweils erwarteten Ergebnisse lieferten.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 23 dargestellt. Der Versuch wurde daraufhin mit verlangerter

Bestrahlungsdauer wiederholt.
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Abbildung 23: Versuch zur Inaktivierung von RNase A mit einer Bestrahlungsdauer von 24 h. Die Proben mit
einer RNase A Anfangskonzentration von 50 pg mL™ und 500 ug mL™ konnten nicht inaktiviert werden. Die RNA
wurden gespalten und die Zellen schitteten kein IFN-o aus. (n=3; Mittelwert + Standardabweichung). Die
Kontrollen zeigten alle die erwarteten Ergebnisse.

3.5.6 UV-A-Bestrahlung von RNase A Lésungen an TiO, beschichteten Probekdrpern iiber 96 h

Die Wiederholung des vorigen Versuchs wurde nun mit einer Bestrahlungsdauer von 96 h durchgefiihrt.
Auch hier lieferten alle Kontrollen das erwartete Ergebnis. Ausserdem wurden die RNase A Proben mit
50 pg mL* inaktiviert. Das zeigte sich daran, das nach Inkubation der RNAs mit der bestrahlten RNase A eine
IFN-o Sekretion der Zellen wie bei den Positivkontrollen stattfand. Somit wurde gezeigt, dass die RNase A
nicht mehr in der Lage war, RNA zu spalten. Woraufhin die Zellen auf die RNA mit einer Immunantwort
reagierten. Die Proben mit 500 ug mL™* RNase A hingegen konnten nicht inaktiviert werden und zeigten
somit nach dem RNA-Verdau keine IFN-o Sekretion. In diesem Fall lagen demnach noch intakte RNase A
Molekiile in ausreichender Menge vor, die zu einer RNA Spaltung fiihrten. Die gespaltenen RNAs flihrten

daher nicht zu einer Immunantwort der Zellen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 24 grafisch dargestellt.
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Abbildung 24: Versuch zur Inaktivierung von RNase A mit einer Bestrahlungsdauer von 96 h. Die Proben mit
einer RNase A Anfangskonzentration von 50 ug mL™ wurden inaktiviert, dies zeigte sich in der IFN-a
Ausschiittung bei diesem Probensatz. Die RNAse A Konzentration von 500 pg mL™ war hingegen so hoch, dass
keine vollstandige Inaktivierung der RNase A erfolgen konnte. Die RNA wurden gespalten und die Zellen
schitteten kein IFN-a aus. (n=3; Mittelwert + Standardabweichung)

3.5.7 Behandlung von Lésungen mit 50 pg mL™ bis 500 ug mL*RNAse A iiber 96 h

Nach diesen Erkenntnissen wurden weitere Versuchsreihen durchgefiihrt, um die Inaktivierungskapazitat
des Systems nadher zu bestimmen. Die Bestrahlungsdauer wurde auf 96 h gehalten und RNAse A Losungen
mit ansteigenden Konzentrationen (c =50, 100, 150, 200, 300, 400 und 500 pg mL?) eingesetzt. Die
restlichen Versuchsparameter wurden analog den vorangegangenen Versuchen beibehalten. Im Ergebnis
wurde die RNase A-Aktivitdat nach 96 h UV-A Bestrahlung an TiO,-Oberflachen deutlich reduziert. Die Proben
mit bis zu 100 ug mL* RNase A konnten vollstindig inaktiviert werden. Bei den Proben mit RNase A-
Konzentrationen oberhalb von 100 ug mL™ zeigte sich hingegen keine IFN-a. Ausschiittung, da noch intaktes
Enzym vorhanden war, um die RNA zu spalten. Die Ergebnisse sind in Abbildung 25 dargestellt. Die
eingesetzten RNA-Oligonukleotide bestehen aus 20 (RNA40) bzw. 22 (EGFPas) Nukleotiden. Sie benotigen

eine minimale Lange von 19 Nukleotiden, um als Rezeptorliganden fungieren zu kénnen (Hornung et al.
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2005). Somit reicht ein einziger Schnitt im RNA-Molekil meist aus, um eine Immunstimulation zu

verhindern.
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Abbildung 25: Inaktivierung von RNase A. Ansteigende RNase A Konzentrationen wurden mit TiO,-
beschichteten Oberflachen unter UV-A Einstrahlung (96 h) behandelt. Mit den behandelten Losungen wurde an
zwei RNAs ein Verdau durchgefiihrt und anschliefend humane PBMCs stimuliert. Die IFN-o Auschiittung der
PBMCs wurde 18 h nach der Stimulation analysiert (n.d. = not detected, n=3;

Mittelwert *+ Standardabweichung).

3.5.8 Betrachtung der Abbau-Kinetik von RNase A

Zur Bestimmung der Abbau-Kinetik von RNase A wurden ansteigende Konzentrationen des Enzyms von
50 — 500 ug mL™ eingesetzt und diese fiir 0 — 168 Stunden mit TiO,/UV-A wie zuvor beschrieben behandelt.
Es zeigte sich dabei, dass die niedrigeren Konzentrationen im Bereich von 50 bis 100 pg mL™® nach 72 bzw. 96
Stunden vollstandig inaktiviert wurden. Fiir eine Konzentration von 200 ug mL™ RNase A wurde hingegen
eine Bestrahlungsdauer von 120 Stunden benétigt, um eine vollstandige Inaktivierung zu erreichen. Die
Proben mit der héchsten Konzentration von 500 ug mL* konnten jedoch auch nach 168 h noch nicht
vollstandig inaktiviert werden. Bei dieser Konzentration wiesen die Proben aber eine verringerte Aktivitat
gegenlber unbehandelter RNase A auf, was auf einen kontinuierlichen Abbau der RNase A im Testsystem
schlieRen lieR.

Zur Berechnung der Abbaukurven wurden aus den Messdaten AT50-Werte ermittelt. Der AT50-Wert ist

definiert als die Bestrahlungsdauer, bei der die RNase A-Aktivitdit auf die Halfte des Wertes der
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Kontrollprobe abgefallen ist. In Abbildung 26 wurden die Messergebnisse und die AT50-Werte grafisch

dargestellt.
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Abbildung 26: (A) Darstellung der Messdaten eine RNase A-Abbaukinetik und Ermittlung der zugehorigen AT50-
Werte. Die RNase A Inaktivierung wurde mit einer erhdhten Bestrahlungsdauer mit bis zu 168 h wiederholt. Fir
jede Konzentration wurde die RNase A Aktivitat zu mehreren Zeitpunkten bestimmt. 120 h Bestrahlungsdauer
reichten aus, um 200 pug mL* RNase A vollstindig zu inaktivieren. Durch die Messpunkte konnte eine Fit-
Funktion gelegt werden, deren Graph zur Ermittlung der AT50-Werte eingesetzt wurde. (n=3;
Mittelwert + Standardabweichung) (B) Die ermittelten AT50 Werte wurden gegen die jeweilige
Anfangskonzentration aufgetragen, wobei der AT50-Wert fiir 500 ug mL™ RNase A abgeschitzt wurde.

Die Auftragung des AT50 gegen die anfangliche RNase A Konzentration zeigte einen linearen Verlauf, wobei
der AT50 fiir die hdchste Konzentration (500 pg mL?) abgeschitzt wurde. Dies verdeutlicht, dass RNase A,

ebenso wie LPS, mit konstanter Abbaurate unabhangig von der Anfangskonzentration an TiO,-Oberflachen

abgebaut wurde.

3.6 Untersuchung TiO,-haltiger Kosmetika

In den Abschnitten 3.4 und 3.5 konnte gezeigt werden, dass auch komplexe Biomolekiile durch UV-A
aktiviertes, photokatalytisch wirksames TiO, inaktiviert, also chemisch verandert werden kénnen. Daraus
ergab sich die Fragestellung, ob solche Prozesse auch innerhalb eukaryontischer Zellen ablaufen kénnten.

Die Grundvoraussetzungen fiir die Photokatalyse sind das Vorhandensein von Licht geeigneter Wellenlange
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und des Photokatalysators. Falls beides innerhalb einer Zelle gegeben ist, muss mit Photokatalyseprozessen

gerechnet werden.

UV-A-Strahlung im Wellenlangenbereich von 320 —-340 nm st ausreichend energiereich, um die
Photokatalyse an TiO, zu aktivieren. Diese Strahlung weist Eindringtiefen in die menschliche Haut von bis zu
100 um auf, was der Tiefe der Dermis entspricht (Meinhardt et al. 2008). Somit kann die UV-A-Strahlung
durchaus in vitale Hautzellen vordringen. Das Eindringen von TiO,-Nanopartikel in die Haut von haarlosen
Mausen und Schweinen wurde auch bereits nachgewiesen. So wurde gezeigt, dass die TiO,-Nanopartikel die
Hornhautschicht durchdringen kdnnen und in tieferen Schichten der Epidermis nachweisbar waren. Dariiber
hinaus konnten TiO,-Nanopartikel von P25 nach Assimilation tiber die Haut selbst in Organen und im Gehirn
nachgewiesen werden (Wu et al. 2009). Somit besteht theoretisch die Moglichkeit, dass Photokatalyse

innerhalb vitaler Hautzelle der Dermis stattfinden kann.

3.6.1 Aufgabenstellung

Ziel dieser Untersuchung war es, die TiO,-Anteile in kommerziell erhaltlichen Sonnenschutzmitteln auf
deren photokatalytische Aktivitdit hin zu prifen und diese mit der Aktivitit von technischen
photokatalytischen Standardmaterialien wie P25 und UV100 zu vergleichen. Dazu wurden die TiO,-Anteile
in den Produkten per ICP-MS-Analytik quantifiziert. Die kristalline Struktur der enthaltenen TiO,-
Modifikationen wurde nach Extraktion und Praparation mittels XRD-Analytik bestimmt. Die
photokatalytische Aktivitat des TiO, wurde daraufhin durch deren Mineralisierungsvermoégen und durch
Abbaureaktionen wie der Methylenblau-Entfarbung ermittelt. Es wurden 39 unterschiedliche
Sonnenschutzpraparate untersucht. Die Praparate wurden so ausgewahlt, dass eine breite Verteilung der
Lichtschutzfaktoren und Hersteller gegeben war. Alle Prdparate aufler Nr. 13 und 25 enthielten laut

Herstellerangaben Titandioxid.

3.6.2 Ergebnisse: TiO,-Anteile in den untersuchten Sonnenschutzmitteln

Die Titan-Konzentrationen der Sonnenschutzmittel wurden mittels ICP-MS-Analytik nach schwefelsaurem
Aufschluss ermittelt. Von jeder Probe wurden zwei Aufschlisse hergestellt. Messungen der
Titankonzentrationen wurden fir jeden Aufschluss dreimal durchgefiihrt und aus den Mittelwerten fiir die
drei Titanisotope “Ti, *Ti und *Ti die stdchiometrischen TiO,-Anteile der Priparate berechnet. Die

Ergebnisse dieser Analysen sind in Abbildung 27 grafisch dargestellt.
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Abbildung 27: Berechnete TiO,-Anteile der Sonnenschutzprdparate. Die Titan-Konzentrationen wurden mittels
ICP-MS-Analytik nach saurem Aufschluss durchgefiihrt und daraus die TiO,-Anteile berechnet. Die Proben sind
nach Lichtschutzfaktoren SPF 10-SPF 50 gruppiert dargestellt (n=3; Mittelwert + Standardabweichung).

3.6.3 Bestimmung der Titandioxid-Modifikationen durch XRD-Analytik

Die XRD-Untersuchungen an den aus den Sonnenschutzmitteln durch Extraktion erhaltenen TiO,-Pulvern
erfolgten wie in Abschnitt 2.11 beschrieben. Nach der Messung durch Rontgen-Pulver-Diffraktomie wurde
eine Rietveld-Analyse durchgefiihrt. Abbildung 28 zeigt die unterschiedlichen Beugungsdiagramme dreier
Proben (3, 16, 21) als Beispiele fur die verschiedenen TiO,-Modifikationen und deren Signale. Durch
Vergleich mit den Referenzdaten der PDF-Datenbank (grafisch dargestellt fiir Rutil (d) und Anatas (e) oben in
Abbildung 28) war die Identifikation der zugehorigen Modifikationen moglich. In diesen Beispielen enthielt
Probe 3 (a) nur Rutil, wahrend Probe 16 (b) ausschlieBlich Anatas enthielt. Probe 21 (c) enthielt eine

Mischung aus Rutil und Anatase, mit einem héheren Anatas-Anteil.
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Abbildung 28: Beispielhafte Abbildung von XRD-Beugungdiagrammen der Proben 3 (a), 16 (b) und 21 (c). Der
Vergleich mit den Referenzdaten fiir Rutil (d, PDF card no. 21-1276) und Anatas (e, PDF card no. 21-1272)
erlaubte die Identifikation der jeweiligen Modifikationen.

Zur Quantifizierung der jeweiligen Rutil- und Anatas-Anteile und zur Bestimmung der KristallitgréRen,

wurden fiir alle Proben Rietveld-Verfeinerungen durchgefiihrt.

3.6.4 Rietveld-Analyse

Die Rietveld-Analyse oder -Verfeinerung wird zur quantitativen Bestimmung der kristallinen Anteile von
Pulverproben eingesetzt. Im Prinzip werden dabei die Kristallstrukturdaten in Form einer mathematischen
Funktion des Beugungswinkels betrachtet. Es wird zunachst ein theoretisches Beugungsmuster eines
Anfangsmodells mit gegebenen Kristallstrukturen und Atompositionen aufgestellt. Dieses theoretische
Muster wird mit dem Gemessenen verglichen. Im Verfeinerungsprozess wird durch iterative Anderung der
Parameter (Atompositionen) versucht, dem gemessenen Muster moglichst nahe zu kommen. In Abbildung
29 ist ein Beispiel fiir eine Rietveld-Verfeinerung an Probe 2 dargestellt. Die schwarze Kurve zeigt die
gemessenen Daten, wahrend die rote Kurve das berechnetet Muster darstellt. Die griine Kurve zeigt die
Differenz aus gemessenem und berechnetem Muster. Die Rietveld-Analysen wurde am Institut flr

Mineralogie der Universitdat Hannover durchgefihrt.

72



600 -

400 -
n raw
= -~ Yecal
5 | calc
3 Diff
2 200 4 \
wn
& l
o
£

LA A A A A

T T T T Y 1
20 40 60 80

Scattering angle /°20

Abbildung 29: Beispiel einer Rietveld-Verfeinerung anhand der Daten von Probe 2.

Probe 2 enthielt die TiO,-Modifikation Anatas. Die charakteristischen Anatas-Beugungssignale sind in
Abbildung 29 zu erkennen bei 25° (101 Reflex von Anatas), 48° (200 Reflex von Anatas), 53° (105 Reflex von

Anatas) und 55° (211 Reflex von Anatas).

3.6.5 Ergebnisse: TiO,-Modifikationen der untersuchten Sonnenschutzmittel

Die durch XRD-Pulver-Diffraktomie und anschlieRender Rietveld-Verfeinerung erhaltenen Strukturdaten
sind in Tabelle 12 aufgelistet. Fiir jede Probe sind die Anteile der jeweiligen Kristallmodifikationen in
Massenprozent, die durchschnittliche KristallitgroBen und der anorganische kristalline Anteil der

Pulverproben angegeben.
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Tabelle 12: Ergebnisse der Rietveld-Analyse nach XRD-Untersuchungen an den Extrakten der
Sonnenschutzmittel. Flr jede Probe sind der Anteil der Kristallmodifikationen (Massen-%), die durchschnittliche
berechnete KristallitgréRe und der kristalline Anteil (exklusive kristalliner organischer Verbindungen) gegeben.

Probe Rutil Anatas Zinkoxid KristallitgroRe [nm] Kristalliner
Anteil [%]
[%] [%] [%] Rutil Anatas Zinkoxid
P25 13 87 - 26 18 - 100
uvioo - 100 - - 16 - 100
T805 15 85 27 17 100
1 - 100 - - 16 - 100
2 - 100 - - 15 - 62
3 100 - - 17 - - 73
4 - 100 - - 18 - 17
5 - 100 - - 16 - 81
6 100 - - 17 - - 79
7 100 - - 18 - - 73
8 100 - - 17 - - 75
9 - 100 - - 13 - 92
10 100 - - 17 - - 72
11 100 - - 19 - - 46
12 - 100 - - 14 - 71
13 - - - - - - 0
14 100 - - 17 - - 58
15 100 - - 18 - - 82
16 - 100 - - 15 - 80
17 - 100 - - 13 - 38
18 100 - - 16 - - 34
19 100 - - 16 - - 42
20 100 - - 17 - - 45
21 11 89 - 34 19 - 100
22 13 87 - 33 18 - 45
23 12 88 - 32 18 - 92
24 42 - 59 17 - 38 100
25 - - - - - - 0
27 - 100 - - 4 - 67
30 14 86 - 28 17 - 100
31 10 68 22 24 17 25 100
32 13 88 - 27 16 - 100
33 10 90 - 27 17 - 54
34 17 83 - 21 18 - 60
35 8 92 - 30 16 - 100
36 9 91 - 31 18 - 100
37 9 91 - 38 17 - 100
38 15 85 - 31 17 - 100
39 14 86 - 27 18 - 100
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3.6.6 Bestimmung des Mineralisierungsvermégens der Sonnenschutzmittel

Zur Untersuchung der photokatalytischen Aktivitat des enthaltenen Titandioxids wurde die Mineralisierung
unter UV-A-Beleuchtung untersucht. Dazu wurde der Anstieg der CO,-Konzentration in der Gasphase
gemessen. Es wurden jeweils 50 mg eines Sonnenschutzpraparates mit 1 mL bidestilliertem Wasser in
Headspace-Vials gegeben und diese gasdicht durch ein Septum verschlossen. Als Vergleichspraparate
wurden 3%ige Mischungen von P25, T805 und UV100 hergestellt. Als Basis zur Herstellung der
Referenzpraparate wurde ein Sonnenschutz-Produkt ausgewahlt, dass keine anorganischen UV-Absorber
enthielt und unter den eingesetzten Beleuchtungsbedingungen kein CO, entwickelte. Die Analyse der CO,-
Konzentrationen aus den Gasphasen der Headspace-Vials wurde unter Verwendung des NDIR-Detektors
eines TOC-Analysators (Shimadzu TOC-V-CPH) durchgefiihrt. Fir jede einzelne Messung wurden 50 ulL
Gasprobe aus den Headspace-Vials entnommen und Uber eine gasdichte Spritze (Hamilton) in das Gerat
injiziert. Die Kalibration erfolgte mittels CO,-Standards aus anorganischen Carbonaten wie in den
Abschnitten 2.12 und 2.13 beschrieben. Die Proben wurden unter Rotation (4 rpm) in der

Beleuchtungskammer mit UV-A-Licht (p = 1 mW cm™) bestrahlt.

3.6.7 Ergebnisse: Mineralisierungsvermoégen von TiO; in Sonnenschutzmitteln

Das Mineralisierungsvermoégen von 39 unterschiedlichen Sonnenschutzmitteln wurde im Vergleich zu drei
Referenzpraparaten untersucht. Die Referenzprdparate enthielten je 3% P25, 3% T805 oder 3% UV100 (s.
auch Kapitel 3.6.6). Die Versuche wurden stets dreimal fir jede Bestrahlungsdauer wiederholt. Die CO,-
Konzentrationen wurden fiir jede Probe doppelt bestimmt und daraus die Mittelwerte und
Standardabweichungen berechnet. Die beiden Schaubilder in Abbildung 30 zeigen die CO,-Werte der
Proben nach UV-A-Bestrahlungen lber 10, 20, 30, 45 und 60 Stunden. Die abgebildeten Daten geben die
gemessenen CO,-Konzentrationen der bestrahlten Headspace-Vials relativ zu den TiO,-Anteilen in den
jeweiligen Prdparaten wieder. Die Ergebnisse sind nach den zuvor ermittelten TiO,-Modifikationen

geordnet.
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Abbildung 30: CO,-Bildung aus jeweils 50 mg Sonnenschutzprdparat unter UV-A Bestrahlung liber verschiedene
Zeitspannen. Die dargestellten Daten zeigen die CO,-Konzentration in Relation zu den TiO,-Anteilen der
jeweiligen Probe in den Headspace-Vials. Die Daten sind nach TiO,-Modifikationen geordnet (n=3;
Mittelwert *+ Standardabweichung)
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3.6.8 Bestimmung der photokatalytischen Aktivitat durch Entfarben einer Methylenblau-

Losung

Zur Ermittlung der photokatalytischen Aktivitat wurde die Entfarbung einer Methylenblau-Losung als zweite
Methode eingesetzt. Die Methode wurde in dieser Ausfiihrungsform von Redouan Boughaled am
Laserzentrum Hannover (LZH) entwickelt und auf einen Probensatz angewendet. Die Messdaten daraus

wurden fiir die vorliegende Untersuchung zur Verfligung gestellt.

Von jedem Prdparat wurden 30 mg mit 20 mL einer Methylenblau-Lésung (MB, ¢ = 10 umol L) vereinigt
und in eine Quarzkiivette der Abmessungen 50 x 50 x 40 mm?® uberfiihrt. Zur Homogenisierung der
Mischung wurde 30 min mit einem Magnetriihrer geriihrt. Nach der Homogenisierung wurde die Kivette in
eine fir diesen Zweck aufgeriistete Bestrahlungskammer (MRC, Heidelberg) eingesetzt. Ein rotierender
Chopper-Spiegel diente in diesem System dazu, den Laser-Messstrahl zwischen den Kanalen fir eine
Referenzkiivette und der Probenkiivette zu schalten. Die Referenzkiivette bestand aus der gleichen
Quarzkiivette (50 x 50 x 40 mm?) und war mit MB ohne Probe befiillt. Der Messstrahl wurde nach
Durchgang durch die jeweilige Kiivette in eine Ulbrichtkugel mit Photomultiplier gelenkt. Letztlich wurden
die gemessenen Signale durch Vergleich zwischen Probenkilvette und Referenzkiivette als die
photokatalytische Wirkung der Proben auf die Farbstofflosung interpretiert. Zur Kontrolle der Messungen
diente ein Software-Algorithmus auf Basis von C++. Das Computerprogramm ermoglichte die online-
Ermittlung der Entfarbungsraten fur die MB-Losungen (Boughaled et al. 2008). Jeder Messwert wurde

doppelt bestimmt.

3.6.9 Ergebnisse: Photokatalytischen Aktivitdt durch Entfarben einer Methylenblau-L6sung

Aus den Messdaten (Entfiarbungsrate von MB [h™]) wurden die Photonen-Effizienz der Entfiarbungsreaktion
berechnet. Diese Methode zeigte sich als weniger empfindlich und etwas stoéranfilliger als die zuvor
beschriebene Methode zur Bestimmung der Mineralisierungsleistung. Es gab bei den MB-Messungen einen
Schwellenwert, unter dem kein Signal messbar war. Die photokatalytischen Aktivitdten von weniger aktiven
Proben konnten somit nicht erfasst werden. Abbildung 31 zeigt die Messergebnisse. Dabei entsprechen
hohe Werte der Entfarbungsrate einer hohen photokatalytischen Aktivitdt der Proben. Ein Nachteil dieser
Methode bestand auch darin, dass die Trilbung einzelner Probesuspensionen, die Messung beeinflusste.
Der Messstrahl konnte die Probe nicht vollstdndig durchdringen, so dass nur ein schwaches oder gar kein
Signal messbar waren. Aus diesen Grund korreliert ein schwaches Signal nicht zwangslaufig mit einer
geringen photokatalytischen Aktivitdt. In Tabelle 13 sind die Daten zusammen mit den weiteren

Spezifikationen der Proben dargestellt.
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Abbildung 31: Ergebnisse der MB-Entfirbungsversuche. Die Entfirbungsrate [h™] der MB-Lésungen sind fiir jede
Probe dargestellt. Hohe Werte entsprechen einer hohen photokatalytischen Aktivitat.

3.6.10 Berechnung der photonischen Effizienz
Zur Berechnung der photonischen Effizienz ¢ (xi) wurde die nachfolgende Formel verwendet. Deren

Herleitung wurde von Redouan Boughaled beschrieben (Boughaled et al. 2008).

_Cok'VN,
A,

Dabei sind § die photonische Effizienz [%], C, die Anfangskonzentration der MB-Lésung [mol L™, k' die

Reaktionskonstante [h™], V das Probevolumen [L], N, die Avogadrozahl [mol™], A die Probenfliche [m?] und

>

|
Jo: Photonen-Fluss [m?*s™']  J = mit A Wellenldnge des eingestrahlten Lichts [m], | der Lichtleistung [J
C .

>

s'm?], c der Lichtgeschwindigkeit [ms™] und h des Plankschen Wirkungsquantum [Js].
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3.6.11 Ergebnisse: Zusammenstellung

In Tabelle 13 sind die gemessenen CO,-Konzentrationen den ermittelten Kristallmodifikationen gegeniber
gestellt. Es zeigte sich, dass hauptsachlich die Proben mit einem Anatas-Anteil zu héheren CO,-Messwerten
fiihrten. Insgesamt konnten die Proben nach den Kristallmodifikationen in vier Gruppen aufgeteilt werden.
In der ersten Gruppe sind die Proben zusammengefasst, die ausschlieBlich Rutil enthalten, wahrend in der
zweiten Gruppe die Proben mit Anatas aufgefiihrt sind. In der dritten Gruppe wurden diejenigen Proben
gelistet, die eine TiO,-Mischung aus Rutil und Anatas beinhalten. In der vierten Gruppe sind zwei Proben
aufgefiihrt, die als zuséatzlichen anorganischen UV-Absorber Zinkoxid enthielten. Die Messgenauigkeit bei
der Ermittlung der TiO,-Anteile in den Sonnenschutzmitteln lag bei +3 %, so dass die meisten Proben aus

der dritten Gruppe ein Rutil-Anatas-Verhaltnis von 12:88 (£3) [%] aufwiesen.

Zusammenfassend liel sich feststellen, dass reine Rutilproben zu einer CO,-Konzentration von maximal
2,4 mg L™ CO, fihrten, wihrend die reinen Anatasproben zwischen 1,4 —21 mg L' CO, entwickelten. Die
starkste CO,-Entwicklung unter UV-A Bestrahlung lieR sich bei den Proben mit einer Rutil-Anatas-Mischung
mit Werten von 9 — 40 mg L finden. Dies entspricht in sofern der Erwartung, dass das Referenzpriparat mit
P25 mit einem Rutil-Anatas-Verhiltnis von 13:87 bei der Mineralisierung 22 mg L™ CO, bildete, wihrend das

Referenz-Priparat mit UV100 (rein Anatas) nur 13 mg L™ aufwies.
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Tabelle 13: Vergleich der gemessenen CO,-Konzentrationen und der MB-Daten der Sonnenschutzmittel-Proben
nach UV-A Bestrahlung mit den Kristalldaten der XRD-Analyse. Je Gruppe wurde nach ansteigenden CO,-
Konzentrationen sortiert.

Probe CO, [mg L*] nach 60 h Kristalldaten (aus XRD)

UV-A Bestrahlung

Mittelwert Standardab Photon. Rutil [%] Anatas [%] Zinkoxid [%)]

weichung  Effizienz

20 0,9043 0,0768 <0,012 100
19 0,9563 0,0503 <0,012 100
8 1,2389 0,3771 <0,012 100
18 1,5331 0,2952 <0,012 100
13 1,0446 0,3876 <0,012
6 1,5669 0,3158 <0,012 100
7 1,576 0,3662 <0,012 100
10 1,3380 0,4955 <0,012 100
11 1,6995 0,5210 <0,012 100
14 1,8740 0,4627 <0,012 100
25 1,7353 0,158 <0,012
3 1,9065 1,0679 <0,012 100
15 2,4122 0,897 <0,012 100
27 6,3175 0,0495 <0,012 100
4 1,3221 0,4358 <0,012 100
12 4,3113 0,9573 <0,012 100
2 5,0867 0,6592 <0,012 100
17 6,2423 2,5479 0,0195 100
1 6,7031 3,6289 <0,012 100
5 10,0981 1,4504 <0,012 100
uv1o0 13,2625 1,3775 <0,012 100
9 18,8638 1,3025 0,039 100
16 21,6133 3,2395 <0,012 100
34 9,4673 0,6091 0,018 17 83
22 12,1903 3,3294 0,036 13 87
37 16,955 0,8369 <0,012 9 91
35 17,585 4,3157 <0,012 8 92
33 19,085 1,6341 0,024 10 90
23 23,2017 4,7795 0,042 12 88
21 42,1500 4,3807 0,039 11 89
36 20,5875 0,3865 <0,012 9 91
P25 21,5625 6,2125 0,128 13 87
32 25,550 0,5687 0,013 13 88
30 31,8575 1,1461 0,02 14 86
39 36,225 1,8106 0,023 14 86
38 36,745 3,5394 0,024 15 85
T805 40,1875 1,9618 0,015 15 85
24 51,3550 5,8049 0,018 42 59
31 86,3 9,1915 <0,012 10 68 22
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4  Ergebnisse Teil 2: Strategien zur objektivierbaren Messung der

photokatalytischen Aktivitat von TiO,

4.1 Messung photokatalytisch induzierter Potentialdifferenzen

Fragestellung: Kann die photokatalytische Aktivitdt auch mit einer physikalischen MessgroRe ermittelt
werden und somit beispielsweise die Desinfektionsleistung einer beschichteten Oberflache bestimmt

werden?

In Abschnitt 1.6 wurden bereits die derzeit angewendeten Methoden zur Ermittlung der photokatalytischen
Aktivitat von TiO, erldutert. Bei diesen Verfahren handelt es sich um chemische Methoden, die jeweils
durch einen mehr oder minder gut definierten chemischen Endpunkt die Qualitdt der Photokatalyse
anzeigen sollen. Um eine objektivierbare Beurteilung der Desinfektionsleistung abgeben zu kénnen, ist ein
reproduzierbares und messwertbasiertes physikalisches Messsystem erforderlich. Zudem sollte im Vergleich
zu den bestehenden Methoden — chemischer und biologischer Art - ein physikalisches Verfahren, das auf
der Erfassung von spezifischen Stoffeigenschaften beruht, mit deutlich geringerem technischem und

zeitlichem Aufwand vergleichbare Messergebnisse liefern kénnen.

Aus diesem Grund wurde untersucht, ob die photokatalytische Aktivitdit und damit letztendlich die
bakterizide Wirksamkeit durch die Messungen von Potentialdifferenzen erfasst werden kann. Die Potentiale
sollten sich gemaR Theorie bei Bestrahlung auf den Oberflachen ausbilden. Aufgrund der Tatsache, dass die
beleuchteten Oberflachen in der Lage sind, Bakterien abzutéten (Kuhn et al. 2003; Sunada et al. 1998) und
organische Verbindungen durch Redoxprozesse zu mineralisieren (Wolfrum et al. 2002), sollte es moglich
sein, die hierbei zwangslaufig entstehende Redoxpotentiale an der durch UV-A-Licht aktivierten,

photokatalytisch ausgeristeten Oberfliche zu messen.

4.2 Aufbau einer photo-elektrochemischen Messzelle mit Platintiegeln

Zum ,,Proof of Principle” wurde zunachst eine Messzelle unter Verwendung zweier Platintiegel aufgebaut.
Die Platintiegel (Durchmesser 10 cm, Héhe 5 cm) wurden mit je 50 mL wéssriger KCI-Lésung (c =1 g L") als
Elektrolyt befillt und Uber eine Salzbriicke zum Ladungsausgleich leitend verbunden. Fir die Fiillung der
Salzbriicke wurden 20 g KCl und 3 g Agarose in 100 mL destilliertem Wasser in einem Wasserbad auf ca.
95°C erhitzt bis eine homogene, klare Losung entstand. Die Mischung wurde in das U-férmige Glasrohr
gefiillt. Nach etwa 30 Minuten war die Losung zu einem festen Gel erstarrt und konnte als Salzbriicke

eingesetzt werden. Fir eine standige Durchmischung der Elektrolytlosung in den Platintiegeln wurden

81



Magnetriihrer eingesetzt. Durch das Rihren sollte sichergestellt werden, dass die TiO,-Suspension erhalten

blieb und keine Sedimentation stattfindet. Abbildung 32 zeigt diesen Aufbau.

Abbildung 32: Photo-elektrochemische Messzelle bestehend aus zwei Platintiegeln, die tiber eine Salzbriicke
verbunden wurden. Uber der Halbzelle rechts im Bild befand sich eine UV-A-Lichtquelle. Magnetriihrer unter
den Platintiegeln zur gleichmaRigen Durchmischung der Suspensionen.

Uber einer der beiden Halbzellen (HZ) wurde eine héhenverstellbare UV-A-Lampe (Leuchtstoffréhre Philips
F8T5 BLB 8W, Wellenldange maximaler Intensitdt: A,. ca. 370 nm) angebracht. Die andere HZ wurde mit

einer Abdeckung vor der Lichteinstrahlung abgeschirmt.

300 400 500 600 700 A nm

Lightcolor /108

Abbildung 33: Emissionsspektrum der eingesetzten UV-Lichtquelle. Das Intensitdtsmaximum liegt bei
ca. 370 nm. (Quelle: Philips Datenblatt F8T5 BLB 8W).

Die beiden HZ wurden (ber Kabel und Klemmen mit einem hochohmigen Spannungsmessgerat (yt-

Schreiber, Goerz Servogor 120) verbunden, mit dem auch kleine (£ 1 mV) Potentialdifferenzen zwischen den
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beiden Platintiegeln in Abhdngigkeit von der Zeit aufgezeichnet werden konnten. Abbildung 34 zeigt

schematisch den gesamten Versuchsaufbau.

@ .
S Schreiber

L

Salzbricke
\ UV-Lampe
¥% \ fq <« PtTiegel mit

\ Elektrolytldsung

Abbildung 34: Schematischer Versuchsaufbau einer photo-elektrochemischen Messzelle.

Alternativ erfolgte die Messung mit einem Datenlogger (LabJack U12, Meilhaus Electronics) und wurde per

Computersoftware (Lllogger V1.11) aufgezeichnet.

Der beschrieben Aufbau ist moglicherweise vergleichbar mit einer galvanischen Zellen, bei der die Hohe der
Zellspannung von den Redoxpotentialen der beiden Halbzellen abhangt. Je nach den chemischen Prozessen,

die in der jeweiligen HZ stattfinden, unterscheidet man zwischen Donator- und Akzeptorzelle.

Messgerat: 1,1V
o- — e- —

b '

+
Kupferelektrode: Cu

Elektronenleiter

Zinkelektrode: Zn lonenleiter

=

Donatorhalbzelle Akzeptorhalbzelle

Zn/Zn*'// Cu*'/Cu

|_| Kupfersulfat-Losung:
cu™,s0,”

Anode Kathode

Abbildung 35: Daniell-Element bestehend aus einer Donatorhalbzelle mit einer Zink-Anode in Zinksulfat-Lésung
und einer Akzeptorhalbzelle mit einer Kupfer-Kathode in Kupfersulfat-Losung.
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DefinitionsgemaR liefert die Donatorzelle Elektronen, an ihr findet die Oxidationsreaktion statt. Sie stellt als
Anode den Minuspol dar. Die Akzeptorhalbzelle nimmt die Elektronen auf und es findet an ihr die
Reduktionsreaktion statt. Sie stellt entsprechend als Kathode den Pluspol dar. In Abbildung 35 ist
beispielhaft fir ein galvanisches Element ein Daniell-Element dargestellt, bei dem die Anode eine Zink-
Elektrode in einer Zinksulfat-Losung und die Kathode eine Kupfer-Elektrode in einer Kupfersulfat-Losung

sind.

Zur Untersuchung der Fragestellung wurden zwei ,Titandioxid-Halbzellen” mit den Platintiegeln als
Elektroden verwendet. Die Hypothese ist, dass die bei Bestrahlung des Titandioxids gebildeten Hydroxyl-
Radikale in die wassrige Losung libergehen und zur Platinelektrode gelangen. Dort entziehen Sie dem Metall
jeweils ein Elektronen, wodurch eine positive Ladung am Platin zuriick bleibt. Das Potential dieser Halbzelle
andert sich somit bei Bestrahlung. In der unbestrahlten HZ, kommt es nicht zur Bildung von Hydroxyl-
Radikalen und folglich zu keiner Veranderung des Halbzellen-Potentials. Falls diese Hypothese korrekt ist,
misste aufgrund der Verbindung beider Halbzellen eine Anderung der Spannung zwischen den Halbzellen
messbar sein. In diesem Fall ware die beleuchtete HZ der potentielle Elektronen-Akzeptor und die

unbeleuchtete HZ entsprechend der potentielle Elektronen-Donator.

4.2.1 Versuche mit TiO,-Suspensionen

Fiir diese Versuche wurde Titandioxidpulver (P25 und UV100) eingesetzt, aus denen jeweils eine homogene
Suspension unmittelbar vor Versuchsbeginn hergestellt wurde. Zur Herstellung der Suspensionen wurden je
2 g TiO,-Pulver in 50 mL Elektrolytlésung (KCl,. c=1g L™) dispergiert. Durch gravimetrische Messungen
wurde ermittelt, dass die TiO,-Menge bei einer Zugabe von 1 mL Suspension bei 0,04 g +2 % lag, wenn vor
der Entnahme der Suspension fiir eine gute Durchmischung gesorgt wurde. Dazu wurde die Suspension fiir
30 Sekunden kraftig geschittelt. Eine direkte Zugabe von TiO, in Pulverform wurde ebenfalls evaluiert,
allerdings war hier die Unsicherheit (iber die eingebrachte Menge wesentlich groRer, da eine quantitative

Uberfiihrung des nanoskaligen Materials wegen Adhasion an den Wigematerialien nicht méglich war.

4.2.2 Messung der Potentialdifferenz in Abhdngigkeit der eingestrahlten UV-A Lichtintensitét

Zur Variation der Beleuchtungsstarke wurde der Abstand der Lampe zur Elektrolyt-Oberflache eingestellt.
Somit war es moglich, die elektrische Potentialdifferenz in Abhangigkeit vom Lampenabstand zu messen.
Beide HZ wurden mit jeweils 50 mL Elektrolytlésung befillt und in die zu beleuchtende HZ zusatzlich 1 mL
der oben beschriebenen P25- bzw. UV100-Elektrolyt-Suspension gegeben. Die Lampe wurde lber dem

Platintiegel positioniert und die Spannung so lange aufgezeichnet, bis sich ein nahezu konstanter Wert
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einstellte. Danach wurde schrittweise der Abstand vergroBert und die Spannung in Abhdngigkeit vom
Abstand bzw. von der Beleuchtungsstiarke gemessen. Der Ansatz wurde dreimal mit jeweils leicht
unterschiedlichen Abstidnden wiederholt. In Abbildung 36 sind die Messergebnisse fiir P25- und UV100-

Suspensionen zusammen fir alle Abstdnde dargestellt.

Mit zunehmendem Abstand der Lampe von der Halbzelle nimmt die zwischen den beiden Zellen messbare
Spannung deutlich ab. Bei den Messungen mit P25- und UV-100-Suspensionen ergaben sich jeweils

dhnliche Kurvenformen. In beiden Fallen konnte die Kurve mit einer quadratischen Fit-Funktion

a
(polynomial, inverse second order) der allgemeinen Form xX)=y,+—+ angenahert werden.
y Yo
b

—
X
Die Regressionswerte beider Fit-Funktionen waren R* > 0,99. Dies ist in so fern plausibel, da die

Strahlungsintensitdt | einer ndherungsweise punktférmigen Lichtquelle auf der zu untersuchenden

1
Oberflache gemaR dem Entfernungsgesetz mit Ioc—2 abnimmt.

X
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Abbildung 36: Spannungsmessung an P25 und UV100 TiO,-Suspensionen in Abhdngigkeit vom Lampenabstand
zur Elektrolytoberflache. Die Fitfunktion beschreibt einen exponentiellen Abfall. Die Messdaten wurden aus drei
Ansatzen ermittelt und gemeinsam dargestellt.
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4.2.3 Abhangigkeit der Potentialdifferenz von der TiO,-Menge

In einer weiteren Versuchsreihe wurde der Spannungsverlauf in Abhadngigkeit von der eingesetzten Menge
an TiO,-Suspension bei gleichbleibender Lichtintensitdt untersucht. Dazu wurde die Lampe in der
niedrigsten Position mit einem Abstand von 8,3 cm zur Elektrolyt-Oberflache fixiert. Beide HZ wurden mit je
50 mL Elektrolytlésung befillt und die zweite Halbzelle mit einer Abdeckung gegen Licht abgeschirmt. Die
UV-A Lampe wurde eingeschaltet und nach Erreichen einer konstanten Ausgangsspannung jeweils 1 mL
TiO,-Suspension in beide Tiegel pipettiert. Zum Einfillen der Suspension gab es eine kleine Klappe an der

lichtabgewandten Seite der Abdeckung.

Beim Einschalten der Beleuchtung konnte stets ein Anstieg der Spannung um einige Millivolt beobachtet
werden. Dieser Spannungsanstieg konnte mit den vorhandenen Methoden nicht ndaher untersucht werden.
Eine mogliche Erklarung waren das Verbleiben einer kleinen Restmenge TiO, aus vorangegangenen
Versuchen auf der Tiegeloberflaiche. Die Reinigung der Tiegel erfolgte nach jedem Versuch durch
mehrfaches Ausspilen mit bidestilliertem Wasser und sorgfaltigem Ausreiben mit Zellstoff. Eventuell kénnte
es auch zu einer photoelektrische Anregung von Oberflaichen-Adsorbaten durch die UV-A-Strahlung
kommen. Ein photoelektrischer Effekt am Platin ist eher auszuschlieBen, da die Austrittsarbeit eines
Elektrons bei Platin mit 5,6 eV deutlich lber der Photonenenergie der eingesetzten Lichtquelle des

Wellenlangenbereichs 340-400 nm mit 3,65 - 4,1 eV liegt.

Die TiO,-Zugabe wurde mehrfach wiederholt. Vor jeder Zugabe wurde die Stabilisierung der Spannung
abgewartet, bis sich der Spannungswert innerhalb von 30 s um weniger als 5 mV dnderte, was ca. 5 min
dauerte. AnschlieBRend wurde der Spannungswerte aufgezeichnet. Zur Auswertung wurde von den
Messwerten jeweils die Anfangsspannung ohne TiO, abgezogen. Alle Messungen wurde zweimal wiederholt

und aus den Messdaten die Mittelwerte und Standardabweichungen in Abbildung 37 grafisch dargestellt.
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Abbildung 37: Spannungsmessung unter schrittweiser Zugabe von P25 Suspension in beide Halbzellen. Ein
Halbzelle wurde mit UV-A Licht beleuchtet, wahrend die andere abgeschattet wurde. Von den Messwerten
wurde die Potentialdifferenz zu Beginn ohne TiO,-Zugabe abgezogen. (n = 3, Mittelwerte,
Standardabweichungen)

An die Messpunkte konnte eine Fit-Funktion angepasst werden, die einen exponentiellen Anstieg

beschreibt. Die allgemeine Form dieser Funktion lautet y(x)=a- (l—e_bx) . Der Regressionswert der

Fit-Funktionen war R* > 0,99. Bei hdheren TiO,-Zugaben ab ca. 0,6 -0,7 g bzw. 15-17 mL wurden nach der
Zugabe keine konstanten Spannungswerte mehr erreicht. Dies lieB sich damit begriinden, dass bei groReren
TiO,-Mengen im Tiegel eine gleichmaRige Durchmischung nicht mehr gewahrleistet ist. So kann es zu
groBeren Konzentrationsschwankungen innerhalb der Suspension in der Halbzelle kommen. Es bildeten sich
Pulverablagerungen am Boden der HZ. Ein Sattigungswert fiir die Potentialdifferenz konnte daher nicht

erreicht werden und die Messung wurde daraufhin jeweils nach Zugabe von 12 mL Suspension beendet.

Die Abnahme der Steigung mit zunehmender TiO,-Mengen kann auch damit erklart werden, dass letztlich
immer weniger Licht ausreichend tief in die Suspension im Tiegel eindringen kann, da es zu Absorptions-
und Reflexionsprozessen kommt. GemaR des Lambert-Beer'schen Gesetzes nimmt die Lichtleistung | beim
Durchgang durch ein Medium exponentiell mit der Durchgangslange d und dem Anstieg der Konzentration
c des absorbierenden Stoffes ab: I(d) =l,- e(_e'c'd) (e: Absorptionskoeffizient, I,: eindringende Leistung,

d: Lange durch das Medium, c: Konzentration der absorbierenden Substanz).

87



4.2.4 Versuche mit TiO,-beschichteten Priifkorpern

Pulverférmiges TiO, konnte wie zuvor beschrieben auf seine photoelektrischen Eigenschaften hin qualitativ
untersucht werden. Der mogliche Einsatz von TiO, ist jedoch nicht auf die Pulverform beschrankt: Von
vielleicht sogar groBerem Interesse sind Beschichtungen aus oder mit TiO,, die Materialien neuartige

Eigenschaften verleihen kdnnen.

Vom experimentellen Ansatz her ist es jedoch grundsatzlich schwieriger, hier in geeigneter und
reproduzierbarer Form die entstehenden Potentialdifferenzen messtechnisch zu erfassen. Es musste
zunachst ein Aufbau gefunden werden, bei dem die an der Oberflache entstehenden reaktiven Spezies mit
der Elektrode wechselwirken kénnen. Hierzu wurde der fir die TiO,-Suspensionen verwendete Messaufbau
modifiziert. In eine der HZ wurde ein TiO,-beschichtetes Glasplattchen als Prifkorper entweder so auf den
flachen Boden gelegt, dass die TiO,-Schicht nach unten oder oben zeigte. In die andere HZ wurde ein
unbeschichtetes Kontrollplattchen gelegt, um dadurch fiir moglichst gleiche Verhaltnisse in beiden HZ zu
sorgen. Beide HZ wurden mit jeweils 50 mL Elektrolytlésung (Kcl.q), ¢ =1 g L) befiillt. Der restliche Aufbau

mit Salzbriicke, Messelektroden und Lichtquelle wurde wie zuvor bei den pulverférmigen Proben realisiert.

Die ersten Versuche wurden mit TiO,-beschichteten Glasproben der Marke Pilkington Activ® (s.a. Abschnitt
2.5 ) durchgefiihrt. In den Tabellen 14 und 15 sind die Messwerte fir beide Seiten der Proben aufgelistet.
Laut Herstellerangaben sind die Proben vornehmlich einseitig mit TiO, beschichtet, kénnen aber
produktionsbedingt auch auf der Riickseite geringe Mengen an TiO, tragen. Fiir jede Probe wurden sieben
Messungen je Seite durchgefiihrt. Die Messwerte sind die maximalen Spannungen, die nach einer
Einstelldauer von etwa 5 Minuten erreicht wurden. Anhand der Mittelwerte ist erkennbar, dass hohere

Messwerte erreicht wurden, wenn die beschichtete Seite der Probe nach unten zum Boden der HZ zeigte.

Tabelle 14: Spannungsmessungen an Pilkington Activ® Glasproben. Die Proben wurde so in die PlatingefiRe
gelegt, dass die TiO,-tragende Seite nach unten gerichtet war. Unter UV-A-Beleuchtung wurden die
Potentialdifferenzen zwischen beiden HZ gemessen.

Messdurchgang P1[mV] P2 [mV] P3 [mV]
1 85 100 102

2 48 73 54

3 96 56 30

4 51 51 25

5 54 35 47

6 60 40 66

7 68 54 71
Mittelwert 66 +17 58 +20 56 +24
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Tabelle 15: Spannungsmessungen an Pilkington Activ® Glasproben. Die Proben wurde so in die PlatingefiRe
gelegt, dass die TiO,-tragende Seite nach oben gerichtet war. Unter UV-A-Beleuchtung wurden die
Potentialdifferenzen zwischen beiden HZ gemessen.

Messdurchgang P1[mV] P2 [mV] P3 [mV]
1 9 23 2

2 8 26 2

3 12 25 7

4 6 22 4

5 11 18 9

6 7 24 11

7 9 17 1
Mittelwert 9+2 22 £3 514

Im Unterschied zu den Messungen an Suspensionen zeigte sich hier, dass die Einzelmessungen schlechter
reproduzierbar waren. Insbesondere bei den Messungen der TiO,-tragenden Seiten lagen Messwert-

schwankungen in Hohe von bis zu 50% der Messwerte vor.

4.2.5 Untersuchungen an TiO,-beschichteten Priifkrpern unterschiedlicher Schichtdicken

Im Folgenden wurden weitere Untersuchungen an Materialproben durchgefiihrt, die mit unterschiedlichen
TiO,-Schichtdicken belegt wurden (IST, Braunschweig, Abschnitt 2.4 ). In Versuchen mit bereits etablierten
Messverfahren wurde gezeigt, dass mit zunehmender Schichtdicke die photokatalytische Aktivitdt der Probe
zunahm. Es wurde weiter qualitativ untersucht, ob die Photospannung auf einen vergleichbaren
Zusammenhang schlielen lasst. In Tabelle 16 sind die Messdaten zu den Proben dargestellt. Die nm-

Bezeichnungen der Priifkorper geben die TiO,-Schichtdicke in Nanometer an.

Tabelle 16: Ergebnisse der Spannungsmessung an beschichteten Glaspriifkérpern unterschiedlicher TiO,-
Schichtdicken in der Messzelle mit Platintiegeln.

Messdurchgang gemessene Spannungsdifferenz [mV]

Probe 45 nm Probe 90 nm Probe 190 nm Probe 360 nm ohne

Beschichtung

1 44 51 58 117 9
2 9 14 44 56 8
3 27 28 38 42 2
4 23 53 63 45 2
5 36 20 49 39 5
6 12 19 33 37 7
7 21 45 33 72 3
8 16 32 30 37 8
9 27 72 38 4
Mittelwerte 24+11 32+14 47+14 54425 5+3
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Die hier verwendeten Prifkorper trugen Beschichtungen mit Schichtdicken von 45, 90, 190 und 360 nm.
Optisch erschienen die Priifkdrper klar und zeigten einen farbigem Schimmer bei schragem Lichteinfall auf

die beschichtete Oberflache.

Nach Einschalten der UV-A-Lichtquelle konnte bei den Untersuchungen mit jeweils einem beschichteten
Priifkorper in der beleuchteten HZ ein signifikant starkerer Spannungsanstieg gemessen werden, als mit der
unbeschichteten Negativkontrolle. Zudem konnten auch deutliche Unterschiede zwischen den Proben je
nach Schichtdicke gemessen werden. Jede Messung wurde neunfach wiederholt und aus den
Einzelmesswerten die Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet. Auch hier waren die
Schwankungsbreiten der Messwerte relativ gro. So lag die durchschnittliche Standardabweichung der
Messwerte einer Probe bei bis zu 50% des Messwertes. Diese Streuung liegt wahrscheinlich darin
begriindet, dass der mittlere Abstand zwischen der photokatalytischen Schicht und dem relativ unebenen
Boden des Platintiegels versuchsbedingt bei den aufeinanderfolgenden Durchfiihrungen unterschiedlich
war. Dies fuhrte zu einer deutlichen Minderung der Reproduzierbarkeit der Messung. Dennoch zeigten die

Untersuchungsergebnisse, dass die Spannung mit der TiO,-Schichtdicke zunahm. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 38 grafisch dargestellt. Die Ausgleichskurve der allgemeinen Form y(x)=a -(l—e_bx) deutet

darauf hin, dass ab einer Schichtdicke von etwa 360 nm kein weiterer Anstieg der Spannungswerte erfolgt.
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Abbildung 38: Ergebnisse der Spannungsmessung an beschichteten Glasprifkérpern unterschiedlicher TiO,-
Schichtdicken in der Messzelle mit Platintiegeln (n = 9, Mittelwerte, Standardabweichungen)
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Die auf diese Weise untersuchten Priifkorper wurden zusatzlich mit dem standardisierten Methylenblau-
Testverfahren auf ihre photokatalytische Wirksamkeit hin Gberpriift und anschliefend die gemessenen
Werte beider Methoden miteinander verglichen. Fiir die Untersuchungen wurde das Standardverfahren
(DIN 52980, siehe auch Abschnitt 1.6.1 ) wie in Abschnitt 2.14 modifiziert angewandt. Der Test basiert auf
der photoinduzierte Entfarbung der Methylenblau-Losung in Anwesenheit jeweils eines TiO, beschichteten

Prifkorpers.

In Abbildung 39 wurden die gemessenen Spannungsanstiege und die Transmission durch die Methylenblau
Losung fiir die unterschiedlichen Schichtdicken aufgetragen. Die Grafik verdeutlicht, dass mit zunehmender

TiO,-Schichtdicke die Potentialdifferenz und die Entfarbung der Methylenblau-Farbstofflosung zunehmen.
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Abbildung 39: Vergleich der gemessenen Spannungswerte mit der Entfarbung einer Methylenblau-Lésung. TiO,-
Plattchen unterschiedlicher Schichtdicken im Bereich von 0 — 360 nm wurden sowohl in der
Spannungsmesszelle mit Platintiegeln als auch in Entfarbungsexperimenten von Methylenblau-Farbstofflésung
eingesetzt. Die Grafik zeigt, dass mit zunehmender TiO,-Schichtdicke die messbare Spannung und auch die
Entfarbung der Methylenblau-L&sung anstiegen. (Spannung n = 9, MB-Transmission n = 4, Mittelwerte,
Standardabweichungen)

Die Ergebnisse stimmen rein qualitativ auch mit der zunehmenden photokatalytisch induzierten
Keimabtotungswirkung mit steigender Schichtdicke tGberein, die in Abschnitt 3.1.5 bereits dargestellt wurde.
Bei der Auftragung der Messwerte aller drei Verfahren in einem Schaubild (Abbildung 40) ist der

Zusammenhang der Ergebnisse zu erkennen.
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Abbildung 40: Auftragung der Messergebnisse der drei unterschiedlichen Methoden MB-Entfarbung,
Spannungsmessung und relativer Riickgang der Keimzahl bezogen auf die Negativkontrolle. Mit zunehmender
TiO,-Schichtdicke zeigten alle drei Methoden ansteigende Messergebnisse.

Bei Proben, die zu einem hohen Spannungsmesswert fiihrten, lag auch die MB-Transmission im oberen
Bereich. Zugleich zeigte sich an diesen Proben eine hohere Keimabtétungswirkung. Um dies zu
veranschaulichen, wurde im Schaubild dazu der Rickgang der Keimzahl relativ zur Negativkontrolle
aufgetragen. Bei der Probe 360 nm wurde ein mittlere Riickgang der Keimzahlen um 5 Logstufen ermittelt,
wahrend es beispielsweise bei der Probe 90 nm 4 Logstufen waren. Der Wert der 45 nm-Probe liegt Gber
dem der 90 nm Probe. Dies liegt vermutlich in der relativ grofen Ungenauigkeit der biologischen

Testmethode begriindet.

Der Messfehler bei der Spannungsmessung war jedoch relativ grol3. Die Methode lieferte nur bei einer
ausreichenden Anzahl an Versuchswiederholungen belastbare Daten. Es wurden daraufhin weitere Arbeiten
zur Optimierung der Potentialmessung durchgefiihrt. Hierfir mussten zundchst die Schwachstellen des

Versuchsaufbaus untersucht werden, die zu den Schwankungen bei den Messergebnissen flihren kdnnten:

1. nicht definierter Abstand zwischen Probe und Elektrode im Messaufbau

2. ungenigend stabile Kontaktierung der Elektroden (Pt-Tiegel) durch einfache Klemmen

Hieraus wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass zur Stabilisierung des Messsystems zunachst die

Messgeometrie verbessert werden musste. Es musste dabei dafiir gesorgt werden, dass der Abstand
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zwischen der zu messenden Oberflache und den Elektroden besser kontrolliert werden konnte. Aus der
Solartechnologie und hier insbesondere aus der Herstellung von Solarzellen sind dhnliche Probleme
bekannt. Hier besteht wie bei der Messung der Potentialdifferenzen das Problem, dass die Spannung
abgegriffen werden muss, dass aber gleichzeitig die Oberfliche des aktiven Materials nicht beschattet
werden darf, da nur unter Lichtzutritt der gewiinschte und zu untersuchende Effekt auftritt. In der
Solartechnologie werden daher planare ableitende Elektroden aus Glas verwendet, die durch eine
transparente Beschichtung leitfahig gemacht werden. Bei der Beschichtung handelt es sich um Indium-Zinn-
Oxid (Indium Tin Oxide, ITO). Es wurde in weiteren Versuchen gepriift, ob Elektroden aus ITO zu einer

Verbesserung des Messaufbaus beitragen konnen.

4.3 Messung von elektrischen Potentialdifferenzen mit ITO-Glas-Elektroden

4.3.1 Herstellung des ITO-Glas-Elektrodensystems

Indium-Zinn bedampfte Glasplatten wurden als Rohlinge fir die herzustellenden ITO-Elektroden bezogen
(www.fluessigkristalle.com, Dr. Feodor Oestreicher) und wie nachfolgend beschrieben bearbeitet. Die
Glasplatten bestanden aus Float-Glas mit einer Starke von d =1 mm. Die UV-A-Transmission einer solchen

mit ITO-beschichteten Glasplatte liegt bei ca. 70% bei 380 nm und ca. 65 % bei 360 nm (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Transmissions-Spektrum bei 280 - 400 nm eines mit ITO beschichteten Floatglas-Plattchens der
Substratdicke 1 mm. (CECOO5F, Préazisions Glas & Optik GmbH, Iserlohn)
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Die Rohlinge wurden zunachst auf das passende MaR zugeschnitten und anschlieBend zur Strukturierung
der Elektrodenflichen geatzt. Hierzu wurde die gewiinschte Struktur bzw. Form der Elektrode mit
handelsiiblichen Klebestreifen abgeklebt. Die Metallschicht wurde dann von den freiliegenden Stellen mit
verdiinnter Salzsdure (c = 1 mol L) gelést und die Losung entfernt. Der Atzvorgang wurde zur vollstindigen
Ablosung der Metallschicht zweimal wiederholt und anschlieBend die Platte mit bidestilliertem Wasser
gewaschen. Mit dieser Methode wurde ein Elektrodenpaar auf einer gemeinsamen Platte hergestellt,
indem ein Streifen der Indium-Zinn-Schicht zwischen den beiden Elektrodenflachen entfernt wurde
(Abbildung 42). Das transparente, leitfahige Indium-Zinn-Oxid (ITO) bildet sich durch Tempern aus der
metallischen Schicht. Getempert wurde in einem Muffeloffen bei 400 °C fiir 30 Minuten. AnschlieRend
wurde Uber Nacht auf Raumtemperatur abgekiihlt. Die getemperten Proben wurden optisch auf
gleichmalige Transparenz geprift. Zudem wurde mit einem Multimeter die Leitfahigkeit innerhalb der ITO

Segmente, sowie auf Isolation der beiden Segmente gegeneinander geprift.

i,
ITO ITO

Glas

Abbildung 42: Strukturierte ITO-Elektrode nach Atzen und Tempern.

4.3.2 Erster Messaufbau

Der Aufbau fir das hier beschriebene Messsystem ist in Abbildung 43 skizziert. Die ITO-Glas-Elektroden
wurden zum Messen der Potentialdifferenzen zwischen beleuchteten und unbeleuchteten TiO,-Schicht-
Arealen eingesetzt. Auf den TiO,-beschichteten planaren Prifkorper wurde soviel Elektrolytlosung
aufgebracht, dass der gesamte Bereich unter der ITO-Glas-Elektrode gerade benetzt war (V =75 uL) und die
ITO-Glas-Elektrode aufgelegt. Als Elektrolytlosung diente walrige KCl-Losung (c = 0,1 M). Dabei wurde
beachtet, dass keine Luftblasen zwischen den beiden Plattchen eingeschlossen wurden. Zur
Spannungsmessung wurden an den beiden ITO-Flachen die Klemmen des Multimeters bzw. Schreibers
angebracht. Mit einem schwarzen PVC-Plittchen (ca. 3 x 60 x 40 mm?) als Abdeckung wurde nun jeweils

eine Halfte abgedunkelt, wahrend das andere Areal mit der UV-A-Lichtquelle beleuchtet wurde. Die
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Bestrahlung erfolgte von oben durch die transparente ITO-Schicht und nicht durch den Probekoérper
hindurch. Somit war gewahrleistet, dass stets die gleiche Lichtleistung auch bei wechselnden Probekdrpern

auf die zu untersuchenden Proben auftraf.
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Abbildung 43: Skizzierter Aufbau der Spannungsmessung mit ITO-Glas-Elektroden. Seitenansicht: 1.1
Lichtquelle; 1.2 Elektroden-Paar; 1.3 Elektrolyt-Loésung; 1.4 TiO,-beschichtete Probe; 1.5 Spannungsmessgerat;
1.6 PC oder Schreiber; 1.7 Kabel mit Kontakt zu den Elektroden; 1.8 Verbindung zur Dateniibergabe. Draufsicht:

1.9 Elektrode, ITO-Fldche, beleuchtet; 1.10 Elektrode, ITO-Flache, unbeleuchtet (abgedunkelt); 1.11
Unterbrechung der ITO-Flache (geédtzt); 1.12 Anschlussklemmen.

4.3.3 Verlauf der messbaren, elektrischen Potentialdifferenz mit Erlauterungen
Ein typischer Spannungsverlauf ist in Abbildung 44 gezeigt und wird nachfolgend erldutert. Zu Beginn der
Messung wurde stets etwa 8-15 Minuten ohne Beleuchtung abgewartete, bis das System den

Gleichgewichtszustand erreicht hatte und sich ein nahezu konstanter Spannungswert eingestellt hatte.

Nach der Gleichgewichtseinstellung wurde die Lichtquelle eingeschaltet. Bei Vermessung einer
photokatalytisch aktiven Probe erfolgte direkt nach Einschalten der Lichtquelle ein Spannungsanstieg bis
zum maximalen Spannungswert (U...). Der Anstieg ist vergleichsweise langsam und nimmt einige Minuten
(At) in Anspruch. Im unten dargestellten Verlauf wurde die Lichtquelle nach 12 Minuten eingeschaltet. U

wurde nach 19 Minuten, also nach 7 min Bestrahlungsdauer mit U., = 217 mV erreicht.
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Abbildung 44: Exemplarischer Verlauf einer Spannungsmessung an einer TiO,-beschichteten Glasplatte unter
Verwendung von ITO-Glas-Elektroden.

Aus dem Startwert der Spannung vor dem Einschalten der Beleuchtung und U,. ergibt sich die
Spannungsdifferenz AU [mV]. Nach Erreichen des maximalen Spannungswertes folgte ein allmahliches
Abklingen der Spannung auch unter UV-A-Beleuchtung. Der Verlauf der in griin und gelb eingezeichneten

Fitkurven wird in der Diskussion in Abschnitt 5.10 erldutert.

Nachfolgend sind einige Spannungs-Zeit-Diagramme von Messungen an jeweils denselben Proben an
jeweils aufeinanderfolgenden Tagen dargestellt (Abbildungen 45, 46, 47, 48). Es wurden hierzu wieder PVD-
gesputterte TiO,-Schichten mit unterschiedlichen Schichtdicken von 45 nm - 360 nm (IST, Braunschweig)
eingesetzt. Der Abstand zwischen Probe und Lichtquelle betrug jeweils 6,5 cm. Die ITO-Elektrode hatte
einen frei geatzten Streifen von 6 mm Breite. Die Zeit zur Einstellung des Systems bevor die Beleuchtung

gestartet wurde, betrug jeweils 8 Minuten.
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45nm, 6mm ITO

100
AMA
AA A  Messung 1
80 - A‘A J AA v Messung 2
W A
AA v AA
60 v Vv A
S' AAA v v
1S A v v
—_ A v v A
2 A v K4
g 40 = v
£ *
3 v
D 90 v
v
A
0 4 A
‘20 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Bestrahlungsdauer [min]

Abbildung 45: Spannungsmessungen an einer 45 nm TiO,-Schicht (IST). Die Maximalspannungen von 93 mV und
77 mV wurde nach 30 min Bestrahlungsdauer erreicht.
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Abbildung 46: Spannungsmessungen an einer 90 nm TiO,-Schicht (IST). Die Maximalspannungen von 180 mV
und 108 mV wurden nach 8 min Bestrahlungsdauer erreicht.

97



190nm, 6mm ITO
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Abbildung 47: Spannungsmessungen an einer 190 nm TiO,-Schicht (IST). Die Maximalspannungen von 117 mV
und 95 mV wurden nach 7 min Bestrahlungsdauer erreicht.
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Abbildung 48: Spannungsmessungen an einer 360 nm TiO,-Schicht (IST). Die Maximalspannungen von 190 mV
und 152 mV wurden nach 1 min Bestrahlungsdauer erreicht.

Insgesamt lieB sich feststellen, dass die Proben mit groReren Schichtdicken hoéhere Spannungswerte

lieferten. Die Maximalspannungen schwankten allerdings bei wiederholten Messungen erheblich. Die
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Bestrahlungsdauer bis zum Erreichen der Maximalspannung verkiirzte sich mit ansteigender Schichtdicke
und war bei denselben Proben bei wiederholten Messungen gleich. Im Vergleich zu den vorangegangenen
Messungen im Aufbau mit Pt-Tiegeln zeigten sich hier nun insgesamt deutlich hohere maximale

Spannungswerte.

Zur weiteren Einordnung dieser Messergebnisse in Zusammenhang mit der Schichtdicke wurden an den
Proben zuséatzlich Versuche zur Entfarbung von Methylenblau-Lésung durchgefiihrt. Die Entfarbung der
Farbstofflosung gilt als MaR fir die photokatalytische Aktivitdt. In Tabelle 17 sind die Messwerte der

Spannungsmessungen und der Methylenblau-Versuche gegeniiber gestellt.

Tabelle 17: Messergebnisse aus der Spannungsmessung an ITO-Glas-Elektroden und der photokatalytischen
Entfarbung von Methylenblau-Losung (17h UVA, n = 3, Mittelwerte, Standardabweichungen).

Umax [mV] tmax [min] MB-Extinktion (665nm)
Probe 1.Messung 2.Messung 1.Messung 2.Messung Mittelwert StAb Entfarbung [%]
Start 0,1062 0,0115 0
45nm 93 77 30 30 0,0951 0,0071 10,5
90nm 108 180 8 8 0,0927 0,0056 12,7
190nm 117 95 7 7 0,0735 0,0020 30,8
360nm 190 152 2 1 0,0503 0,0021 52,6

4.3.4 Praxistest: Erkennen der photokatalytisch beschichteten Seite einer Pilkington Activ®
Glasscheibe

Ein Vorteil des kompakten Aufbaus mit ITO-Eletroden liegt darin, das auch groRflachige Proben vermessen
werden kénnen. Somit wdre es prinzipiell denkbar, einen Schnelltest beispielsweise zur Ermittlung der
beschichteten Seite einer Fensterscheibe damit durchzufiihren. Zu diesem Zweck wurde eine
Fensterscheibe der Marke Pilkington Activ® verwendet, die einseitig mit einer photokatalytischen
Beschichtung versehen war. Die ITO-Elektrode wurde wie zuvor beschrieben auf einem Elektrolytfilm auf
den Prifkorper gelegt. Das System wurde mit UV-A Licht bestrahlt und halftig abgeschattet. Das Licht traf
dabei durch die ITO-Elektrode auf die Oberfliche des Prifkorpers. Die Spannung wurde zwischen
beleuchteter und abgeschatteten Elektroden-Arealen gemessen und aufgezeichnet. Bei dieser
Untersuchung wurden nacheinander beide Seiten des Glases jeweils zweimal vermessen mit dem Ziel, die

aktive, beschichtete Seite zu identifizieren.

Die nachfolgende Grafik (Abbildung 49) zeigt die auf der Ober-, bzw. Unterseite des Glases gemessenen

Spannungen. In beiden Fallen wurde die Spannung als Funktion der Zeit gemessen.
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Abbildung 49: Untersuchung beider Flichen einer Pilkington Activ® Fensterscheibe mittels Spannungsmessung
mit ITO-Elektroden. Es zeigten sich deutliche Unterschiede der Messwerte bei den jeweiligen Seiten. Das
Material wird laut Hersteller einseitig mit TiO, beschichtet (n = 2, Mittelwert, Standardabweichung).

Die Lampe wurde zum Zeitpunkt O eingeschaltet. Anhand der Spannungswerte lieR sich auf diese Weise
sehr einfach feststellen, welche Seite der Pilkington Activ® Glasscheibe die beschichtete und somit
photokatalytisch aktive Seite war. Die photokatalytisch ausgeriistete Flache der Probe wies eine Spannung
von Upaa > 200 mV auf, wahrend die Rickseite einen Spannungswert von U.. <50 mV aufwies. Der
Spannungsverlauf folgte dem bereits exemplarisch in Abbildung 44 dargestellten Verlauf eines raschen

Anstiegs und eines allmahlichen Abklingens der Spannung.

4.3.5 Zweiter Messaufbau: Entwicklung einer Vorrichtung zur Variation des Abstandes
zwischen Elektrode und Priifkérper

Die Untersuchungen, die durch einfaches Auflegen der ITO Elektroden durchgefiihrt worden waren, hatten
nur bedingt zum gewiinschten Ergebnis gefiihrt: Es konnten zwar Messungen durchgefiihrt werden, mit
denen beispielsweise die aktive Seite einer beschichteten Glasplatte erkannt werden konnte, es hatte sich
jedoch auch gezeigt, dass die Reproduzierbarkeit der Spannungsmesswerte und damit die quantitative
Einschatzung der Oberflachenaktivitdt nur bedingt moglich ist. Eine Fehleranalyse zeigte insbesondere an

folgenden Parametern Verbesserungsbedarf:
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1. Die zu messende elektrische Potentialdifferenz wurde (iber Edelstahlklemmen direkt an den ITO-
Schichten abgegriffen. Da die Klemmen jedoch nicht fixiert werden konnten, kam es zu nicht
reproduzierbaren Storeinflissen auf die Messung.

2. Der Abstand zwischen der ITO-Glas-Elektrode und der Oberflache des Priifkdrpers ist nicht definiert,

er muss kontrollierbar und besser reproduzierbar sein.

Zur Verbesserung des Messaufbaus wurde daher eine in mehreren Ebenen verstellbare Messvorrichtung
entwickelt und vom Projektpartner MRC Systems GmbH aus Heidelberg gebaut. Diese Messvorrichtung
wurde so konzipiert, dass Elektrode und Prifkorper in jeweils einen Rahmen eingespannt werden kénnen.
Durch die Lagerung des Prifkorperrahmens auf einem Hebetisch mit Mikrometerschraube (0 pum - 45 um,
10,5 um), kann der Abstand zwischen den beiden Plattchen variiert werden. Die Beleuchtung erfolgt auch
hier von oben durch die ITO-Glas-Elektrode hindurch auf die Oberfldche des Priifkérpers. Die Spannung wird
am ITO-Elektrodensystem (iber entsprechende Kontakte des oberen Rahmens abgegriffen und wie zuvor
durch ein hochempfindliches Voltmeter erfasst. Die fest mit dem oberen Rahmen verbundenen Kontakte
und die Fixierung des Prifkorpers ermoglichen eine deutlich stabilere Anordnung der Elektroden und
Messflachen als zuvor. In den nachfolgenden Fotografien ist die Messvorrichtung (Abbildungen 50, 51, 52)

dargestellt.

| I Oberer Rahmen

E mit ITO-Elektrode

Hebetisch

Inbus-Schrauben

Mikrometerschraube

Abbildung 50: Vorrichtung zur Messung von Potentialdifferenzen an photokatalytisch ausgeriisteten planaren
Prifkérpern. Die Messvorrichtung wurde derart konzipiert, dass durch Einspannen von Priifkérper und ITO-
Glas-Elektrode ein konstanter Abstand dazwischen einstellbar ist. Der Abstand ist Giber einen Hebetisch per

Mikrometerschraube variierbar.

101



Klemmbacken

Abbildung 51: Der Priifkdrper wird oben zwischen zwei Kunststoff-Klemmbacken eingespannt. Dessen Lage
relativ zur ITO-Glas-Elektrode kann durch Heben und Senken dieses Teils der Messvorrichtung eingestellt
werden.

Abbildung 52: Draufsicht der Messvorrichtung. Von oben sind die transparenten ITO-Flachenelektroden
sichtbar. Seitlich verldsst das Kabel zum Multimeter den Aufbau. Durch das Fenster erfolgt die Beleuchtung. Mit
einer entsprechenden Abdeckung kann ein Bereich des Fensters zur Messung partiell abgeschattet werden.
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4.3.6 Geradteeinstellungen und Arbeitsanweisungen fiir die Spannungsmessungen

Das Multimeter wird (iber das zweipolige Messkabel zum Abgreifen der Spannung und Uber ein
Erdungskabel mit der Messvorrichtung verbunden. Die beiden Messkabel sollen nicht in Schleifen oder
parallel nahe nebeneinander liegen, um Induktionsvorgange zu vermeiden. Die Einstellungen am Agilent

Multimeter sind im Anhang in Abschnitt 9.1 beschrieben.

Der zu vermessende Probekdrper wird vorsichtig mit den Klemmbacken in den Messtisch eingespannt. Die
Apparatur muss zunachst auf den Plattenabstand O um eingestellt werden. Dazu setzt man den oberen
Rahmen der Messvorrichtung auf und befestigt diesen vorsichtig mit den drei Schrauben. Um
Beschadigungen zu vermeiden, diirfen die Befestigungsschrauben zunachst nicht vollstandig angezogen
werden, falls der Abstand zuvor auf eine diinnere Probe eingestellt war. Mit einem Inbus-Schlissel werden
nun die vier Schrauben (siehe Abbildung 50) seitlich an der Messapparatur soweit gelost, dass das Oberteil
frei beweglich aufliegt. Daraufhin werden die Befestigungsschrauben des oberen Rahmens angezogen
(Abbildung 52). An der Mikrometerschraube (Abbildung 50) wird der Wert 0 um eingestellt und die Inbus-
Schrauben wieder angezogen. Nun kann Uber die Mikrometerschraube der gewiinschte Plattenabstand

eingestellt werden.

Nachdem die Messapparatur durch die obigen Schritte vorbereitet war, konnte die Messung durchgefiihrt
werden. Zunachst wurde der obere Rahmen nun wieder nach Lésen der drei Befestigungsschrauben
abgenommen. Mit einer Pipette wurde die fir den gewliinschten Plattenabstand benétigte Menge an
Elektrolyt (Tabelle 18) tropfenférmig auf die Oberflaiche des Prifkdrpers gegeben. Die Tropfen wurden
moglichst gleichmalig lber die Probenflache verteilt, wie dies in Abbildung 53 gezeigt ist. Sofern nicht

anders angegeben wurde wassrige KCl-Lésung (c = 0,1 M) als Elektrolytlésung eingesetzt.

Abbildung 53: Der Elektrolyt wurde vor der Messung tropfenformig und maoglichst gleichmaRig tiber die
Probenoberflache verteilt, wie in der Skizze dargestellt.

Tabelle 18: Eingesetztes Elektrolyt-Volumen nach eingestelltem Plattenabstand.

Abstand [um] 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Elektrolyt [uL] 15 30 40 60 75 90 100 120 130
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Anschliefend wurde der obere Rahmen mit der ITO-Glas-Elektrode aufgelegt und durch vorsichtiges Klopfen
auf das ITO-Plattchen die eingeschlossene Luft aus dem Elektrolytfilm verdrangt. Das Oberteil wurde mit
den drei Schrauben befestigt. Vor jeder Messung wurden die beiden Elektrodenflachen kurzgeschlossen, um
eventuell vorliegende elektrische Potentiale vor der Messung auszugleichen. Dies erfolgt durch ein
kurzzeitiges Uberbriicken der beiden ITO-Flachen an den Klemmen mit einem isolierten Kupferkabel, dessen
Enden freigelegt waren. Die Enden des Kupferkabels beriihren dafiir gleichzeitig die beiden
Anschlussklemmen. Dann wurden beide Halbzellen abgedunkelt und etwa 5 Minuten die
Gleichgewichtseinstellung abgewartet, bis sich der Spannungswert am Multimeter um weniger als 10 mV

pro 10 s dnderte.

Am Computer wurde (iber die Agilent-Symbolleiste in Microsoft Excel die Dauer der Messung eingestellt. Es
wurden Messzeiten zwischen jeweils 15— 30 Minuten gewahlt. Je nach Versuchsbedingungen wurde die
Beleuchtung der Halbzellen Uber ein Schiebeelement durch partielles Abschatten variiert. Nach jeder
Messung wurden Prifkorper und ITO-Elektrode mit bidestilliertem Wasser abgesplt und im Druckluftstrom

getrocknet.

4.3.7 Testserie mit festem Abstand

Zur Einschatzung der erreichbaren Messqualitdit mit der neuen Messvorrichtung wurde eine Testserie
durchgefiihrt. Dabei wurde eine TiO, beschichteten Probe mit einer Schichtdicke von 150 nm (IST,
Braunschweig) eingesetzt. Der Abstand zwischen ITO-Elektrode und Probe wurde an der Messvorrichtung
auf 30 um eingestellt. In nachfolgender Tabelle sind die Messergebnisse dargestellt. Es wurden je

Messdurchgang acht Messungen durchgefiihrt.

Tabelle 19: Ergebnisse der Spannungsmessung in der Messvorrichtung mit festem Abstand von 30 um zwischen
ITO-Elektrode und TiO,-beschichtetem Plattchen der Schichtdicke 150 um.

150 nm Messdurchgang 1 Messdurchgang 2
1 70 51

2 51 55

3 65 59

4 60 40

5 69 54

6 51 48

7 44 37

8 92 52
Mittelwert 62,75 49,5
Standardabweichung 14,09 7,05
Standardabweichung % 22,45 14,25

vom Messwert
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4.3.8 Messungen mit Proben unterschiedlicher Schichtdicken

In einer weiteren Untersuchung wurden im gleichen Aufbau Messungen an Proben unterschiedlicher
Schichtdicken durchgefiihrt. Hierzu wurden die bereits zuvor verwendeten Proben mit Schichtdicken von
45, 90, 190 und 360 nm (IST, Braunschweig) und ein neuer Probensatz der Schichtdicken 150, 400, 600, 800
und 1000 nm (IST, Braunschweig) eingesetzt. In den Abbildungen 54 und 55 sind die Ergebnisse grafisch

dargestellt. Fir beide Messwert-Reihen wurden wie in Abschnitt 4.2.5 wieder Fitkurven der allgemeinen

Form y(x)=a -(l—eibx) eingezeichnet. Die Regressionswerte beider Fit-Funktionen waren R® > 0,95.
Dies bestétigte auch hier die Annahme, dass die photokatalytische Wirksamkeit mit steigender Schichtdicke

gegen einen Maximalwert |auft, also ab einer gewissen Schichtdicke nicht weiter zunimmt.

300 A T

250 A

200 -

150 o

Spannung [mV]

100 A

50 A

0 100 200 300
Schichtdicke [nm]

Abbildung 54: Ergebnisse der Spannungsmessung an TiO,-Schichten unterschiedlicher Schichtdicken in der
Messvorrichtung zur Einstellung des Plattenabstands. Es wurde ein Abstand zwischen ITO-Elektrode und TiO,
beschichteter Probe von 30 um eingestellt (n = 3, Mittelwerte und Standardabweichungen). Der
Regressionswert der Fitfunktion ist R> = 0,97.
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Abbildung 55: Ergebnisse der Spannungsmessung an TiO,-Schichten unterschiedlicher Schichtdicken in der
Messvorrichtung zur Einstellung des Plattenabstands. Es wurde ein Abstand zwischen ITO-Elektrode und TiO,
beschichteter Probe von 30 um eingestellt (n = 3, Mittelwerte und Standardabweichungen). Der
Regressionswert der Fitfunktion ist R? = 0,96.

Insgesamt zeigte sich, dass sich die Reproduzierbarkeit der Messung durch Einsatz der Messvorrichtung
noch nicht zufriedenstellend verbessern lieR. Um sicherzustellen, dass die Messvorrichtung den Abstand
zwischen den Platten tatsachlich fixierte, wurde eine weitere Messreihe mit Spacern durchgefiihrt. Als

Spacer wurden zunichst Tesa-Film © Streifen und spater Teflon-Streifen definierter Stirke verwendet.

4.3.9 Verwendung von Spacern, um den Abstand zwischen Probe und ITO-Elektrode
sicherzustellen

Da die Messungen auch mit der verbesserten Messvorrichtung haufig noch Stérungen unterlagen, die zu
nicht reproduzierbaren Messungen fuhrten, wurde der Einsatz von Abstandshaltern (Spacer) getestet. Es
konnte in der Messvorrichtung nicht vollstandig kontrolliert werden, dass beide Plattchen planparallel
zueinander ausgerichtet waren und einen konstanten Abstand lber die gesamte Flache aufwiesen, da die

Halterung der ITO-Elektrode nur an drei Positionen griff. Auf dem Foto in Abbildung 56 ist dies gezeigt.
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Halterungsklemmen

ITO-Elektrode

Abbildung 56: Foto der Unterseite des oberen Rahmens der Messvorrichtung. Die Klemmen zur Halterung und
Kontaktierung flr die ITO-Elektrode sind mit den Pfeilen markiert.

Die Verwendung von diinnen Spacern sollte jeweils einen definierten Abstand der beiden Plattchen
zueinander gewihrleisten. In Vorversuchen wurden zunichst Streifen von Tesa-Film® (d = 0,065 mm)
verwendet. Die Klebestreifen wurden langs am Rand auf beiden Seiten auf die ITO-Elektrode geklebt. Damit
wurde gewadhrleistet, dass die beiden Plattchen einen konstanten Abstand ilber die gesamte Liange
aufwiesen. Die Vorversuche zeigten, dass eine Messung grundsatzlich moglich war. Um den moglichen
Einfluss des Klebemittels auf die Messung zu elimieren, wurden daraufhin Spacer aus Teflon in
unterschiedlichen Stidrke verwendet. Die Teflon-Spacer wurden bei der Firma Limedion in Mannheim an
einem Mikrotom-Schneider hergestellt. Es wurden Spacer in den Starken 5 um, 10 um, 15 pum, 20 um und
30 um angefertigt. Zur Messung wurde jeweils ein Spacer-Paar an den linken und rechten Rand des Probe-
Plattchens gelegt. Das Probe-Plattchen wurde zuvor wie oben beschrieben in die Messvorrichtung
eingespannt. Nach Aufbringen der Elektrolyt-Lésung wurde die Messvorrichtung geschlossen und die
jeweilige Messung durchgefihrt. In nachfolgender Grafik sind die Messergebnisse an einem 360 nm Probe-
Plattchen dargestellt. Jede Messung wurde dreimal wiederholt. Die Mittelwerte und Standardabweichun-

gen sind dargestellt.
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Abbildung 57: Ergebnisse der Spannungsmessungen an einer TiO,-beschichteten Probe der Schichtdicke 360 nm
(IST, Braunschweig) unter Verwendung von Spacern zwischen dem beschichteten Probe-Plattchen und der ITO-
Elektrode. Es wurden Teflon-Spacer der Starken 5, 10, 15, 20 und 30 um eingesetzt (n = 3, Mittelwerte und
Standardabweichungen).

Die Spannungswerte schwanken auch in dieser Messreihe relativ stark. Zur ndheren Betrachtung der
Messwert-Schwankungen wurden in einer weiteren Testreihe die Anzahl der Versuchswiederholungen auf
10 Messungen erhoht. Daflir wurde wieder das 360 nm Probe-Plattchen mit dem 20 um-Spacer verwendet.

In Abbildung 58 ist der Mittelwert der Messergebnisse mit Standardabweichung dargestellt.
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Abbildung 58: Ergebnisse der Spannungsmessungen an einer TiO,-beschichteten Probe der Schichtdicke 360 nm
(IST, Braunschweig) unter Verwendung von Teflon-Spacern der Starke 20 um. Die Messung wurde zehnmal
wiederholt (n = 10, Mittelwerte und Standardabweichungen).
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Auch lieferte diese Untersuchung nicht das gewlinschte Ergebnis einer geringeren Streuung der Messwerte.
Die Werte bei festem Abstand schwankten auch hier recht stark. Zudem konnte kein Zusammenhang
zwischen der Starke der Spacer mit dem absolutem Messwert oder der Schwankungsbreite festgestellt

werden.

4.4 Spannungsmessung an TiO,-Schichten auf Edelstahlsubstraten

In einem weiteren Versuchsansatz wurden Titandioxid-Partikel auf metallischen Oberflachen immobilisiert.
Damit wurde der Abstand zwischen den aktiven TiO,-Partikeln und der ableitenden Elektrode minimiert.
Durch Bestrahlung entstandene reaktive Spezies sollten somit leichter mit der Elektroden-Oberflache
wechselwirken kdnnen, ohne einen langen Weg durch den Elektrolyten zuriick legen zu miissen. Zudem
wurde der bisher verwendete fllissige Elektrolyt durch einen Agarose-Gel-Elektrolyten ersetzt, wie er zuvor

auch in der Salzbriicke (Abschnitt 4.2 ) eingesetzt wurde.

Nachfolgend ist die modifizierte Versuchsanordnung beschrieben. Es wurden wassrige TiO,-Suspensionen
(c =15 mg mL™) von Rutil, Anatas (UV100) und einer Rutil-Anatas-Mischung (P25) in bidestilliertem Wasser
hergestellt. Diese wurden wie unten beschrieben auf Edelstahlplattchen aufgetragen. Aus Kostengriinden
wurde hier auf Platinplattchen verzichtet und die Versuche mit Edelstahl als Elektrodenmaterial
durchgefiihrt. Der hierflir gewahlte Versuchsaufbau zur Messung der Potentialdifferenzen unter UV-A

Beleuchtung ist in Abbildung 59 dargestellt.

UVA-Beleuchtung

Pl
KNQO, in Agarose-Gel

TiO , aus Suspension

AN /
N /
Metallplattchen

%

Abbildung 59: Aufbau zur Spannungsmessung an immobilisierten Partikeln unterschiedlicher TiO,-
Modifikationen. Ein Edelstahlsubstrat wurde mit einer TiO,-Suspension beschichtet, wahrend das zweite
Substrat unbeschichtet blieb. Als Elektrolyt diente im Messaufbau KCl in Agarose-Gel. Der Versuchsaufbau
wurde von oben mit UV-A Licht beleuchtet und die dabei auftretende elektrische Potentialdifferenz zwischen
den beiden Metallplattchen gemessen.
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4.4.1 Spannungsmessung mit aufsteigenden TiO,-Mengen

In einer ersten Versuchsreihe wurden unterschiedliche Mengen an P25-Suspension eingesetzt. Die
Suspension wurde jeweils gleichmiRig auf je ein Edelstahlsubstrat (A = 50 x 50 mm?) aufgebracht. Nach
30 Minuten war die Suspension getrocknet und ein zweites unbeschichtetes Edelstahlplattchen wurde in
einem Abstand von 3 mm parallel zum ersten Plattchen ausgerichtet. Die Anordnung wurde daraufhin
vollstandig mit Agarose-Gel als Elektrolyt liberzogen, auch die Licke zwischen den Plattchen wurde
ausgefillt. Die Herstellung des Agarose-Gel-Elektrolyten wurde in Abschnitt 4.2 zur Befiillung der Salzbriicke
beschrieben. Nach weiteren 60 Minuten war die Agarose zu einem Gel erstarrt und die Spannungsmessung
unter UV-A-Beleuchtung konnte durchgefiihrt werden. Dazu wurde die Anordnung beleuchtet und
gleichzeitig die gemessenen Potentialdifferenzen zwischen den beiden Plattchen im Sekundentakt
aufgezeichnet. Ein Abdunkeln war nicht notwendig, da als Referenzelektrode in diesem Fall das zweite
Edelstahlplattchen ohne TiO, diente. Die Spannungs-Zeit Verldufe wurden anschlieBend derart ausgewertet,
dass die maximale Spannung (U...) Uber jeweils vier Durchgange gemittelt wurden. In Abbildung 60 sind die

Werte dargestellt.
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Abbildung 60: Spannungsmessung an immobilisierten P25 TiO,-Partikeln unter UV-A-Bestrahlung. TiO,-
Suspensionen wurde dazu in Mengen von 10, 25, 50 und 75 plL auf ein Edelstahl-Plattchen aufgebracht. Als
Elektrolyt diente ein KCl-Agarose-Gel. Die Gegenelektrode war ein zweites Edelstahl-Plattchen ohne TiO,. (n=4;
Mittelwert + Standardabweichung)

Es zeigte sich, das die Messungen gut reproduzierbar waren. Die Standardabweichungen der Mittelwerte

lagen zwischen 5 % und 13 % der jeweiligen Messwerte. Die Spannungswerte zeigten zudem einen linearen
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Zusammenhang mit der eingesetzten TiO,-Menge. Eine entsprechenden Fit-Funktion der allgemeinen Form

y(x) =y,+ a-x wurde eingezeichnet. Der Regressionswert der linearen Fit-Funktionen war R* > 0,99.

4.4.2 Spannungsmessung mit unterschiedlichen TiO,-Modifikationen

In einer weiteren Versuchsreihe wurden nun TiO,-Suspensionen unterschiedlicher TiO,-Modifikationen
eingesetzt. Als photokatalytisch aktivste Modifikation wurde P25 verwendet, das eine Mischung der
Kristallmodifikationen Anatas und Rutil enthadlt. Zum Vergleich wurden Proben mit dem Anatas-Produkt
UV100 und Rutil verwendet. Von den einzelnen Suspensionen wurden jeweils 50 plL gleichmaRig auf je ein
Edelstahlsubstrat (A = 50 x 50 mm?) aufgebracht. Die Versuchsdurchfiihrung wurde wie zuvor beschrieben

mit dem Agarose-Gel-Elektrolyten durchgefiihrt.

Tabelle 20: Pulver verschiedener Kristallmodifikationen des Titandioxids (P25, UV100, Rutil) wurden wie in
Abbildung 59 dargestellt untersucht. Die gemessenen Spannungen (U...,) und die zum Erreichen dieser
Spannungen bendtigten Zeiten (t.x) sind tabellarisch dargestellt.

Messung P25 uv100 Rutil
Unnax trnax Unnax trnax Unmax trnax
1 372 40 120 85 2 110
2 390 80 170 130 5 210
3 335 100 150 101 3 90
4 330 60 162 132 14 105
5 320 60
Mittelwerte 349 +26,9 68 £20,4 150,5 +19 112 +20 6 +4,7 129 +47

Die P25-Suspensionen erreichten in diesem Aufbau die héchsten durchschnittlichen Spannungswerte von
Umax = 349 £26,9 mV und bendétigen dafiir die kiirzeste Bestrahlungsdauer von t..., = 68 20,4 s. Die Proben
der UV100-Suspension erreichten Maximalspannungen von Ug.,=150,5+19mV innerhalb von
tnax = 112 £20s, wohingegen die Rutil-Proben eine durchschnittliche Maximalspannung von lediglich
Umax = 6 24,7 mV bei einer Bestrahlungsdauer von t.. =129 47 s lieferten. Die Untersuchungen zeigen
einen messbaren Zusammenhang zwischen der Bestrahlungsdauer zum Erreichen der maximalen Spannung
und der maximal erreichten Spannungswerte. Wahrend die Maximalspannungen in der Reihenfolge
P25>UV100>Rutil abnahmen, stiegen in umgekehrter Reihenfolge die bendtigten Bestrahlungszeiten an. In

Abbildung 61 sind die Ergebnisse grafisch dargestellt.
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Abbildung 61: Pulver-Suspensionen verschiedener Kristallmodifikationen des Titandioxids (P25, UV100, Rutil)
wurden wie in Abbildung 59 dargestellt untersucht. Die gemessenen Spannungen (U.,) und die zum Erreichen
dieser Spannungen benétigten Zeiten (t..,) sind grafisch dargestellt (n=4-5; Mittelwert + Standardabweichung)

Diese Untersuchungen lieBen vermuten, dass bei photokatalytisch aktiven TiO,-Modifikationen die
maximale Spannung schneller erreicht wird und diese hoher ausfdllt als bei weniger photokatalytisch
aktiven Modifikationen. In weiteren Untersuchungen wurden daraufhin das photokatalytische
Mineralisierungsvermogen der Proben mit deren photoinduzierten Spannung verglichen. Zu diesem Zweck
wurden Vergleichsmessungen der Proben mit der in Abschnitt 2.12 und Abschnitt 2.13 beschriebenen

Methode zur Ermittlung des Mineralisierungsvermoégens anhand von CO,-Messungen durchgefiihrt.

4.5 Vergleichende Messungen zum Mineralisierungsvermogen der TiO,-
Suspensionen

Photokatalytisch aktiviertes Titandioxid ist in der Lage organische Substanzen zu mineralisieren. Wie bereits
zuvor erlautert, kann zur Quantifizierung dieses chemischen Abbaus die Bildung von CO, verwendet
werden. Dies setzt voraus, dass das jeweils verwendete Substrat bis zum Kohlendioxid abgebaut werden
kann. Die vollstiandige Oxidation bis zum CO, kann erfolgen, falls die wahrend der Abbaureaktionen in
Zwischenstufen gebildeten Verbindungen ebenfalls durch die auf Titandioxid entstehenden oxidativen
Spezies abgebaut werden kénnen. Als Substrat wurde D-Glucose eingesetzt, bei der der vollstandige Abbau

in Vorarbeiten bestatigt wurde.
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Fur die Versuche wurden jeweils 50 uL der zuvor fiir die Spannungsmessungen eingesetzten TiO,-
Suspensionen (c=15mg mL?) mit je 1 mL D-Glucose-Lésung (c =0,1 M) vermischt. Diese Mischungen
wurden in gasdichte Vials gefiillt und in der in Abschnitt 2.1 beschriebenen Beleuchtungskammer mit einer
UV-A Lichtleistung von 1,2 mW cm? {iber 17,5 h bestrahlt. Fiir jede TiO,-Modifikation wurden 4 Proben
angesetzt. AnschlieRend wurden aus dem Gasraum der Vials die CO,-Konzentrationen mittel NDIR-Analytik
bestimmt. Jeder Messwert wurde doppelt bestimmt. Neben den Pulversuspensionen wurden auch je zwei
unterschiedliche Negativkontrollen in den Versuchen mitgefiihrt. Zum Einen wurden die TiO,-Suspensionen
mit 1 mL bidestilliertem Wasser anstelle der D-Glucose-Losung versetzt, zum Anderen wurden D-Glucose-
Losungen ohne TiO,-Suspensionen mitgefiihrt. Diese Kontrollen dienten dem Nachweis, dass kein CO,
bereits aus den einzelnen Komponenten unter UV-A-Bestrahlung gebildet wird. Aus den Messwerten
wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind

nachfolgend in Tabelle 21 aufgefihrt.

Tabelle 21: Gemessene CO,-Konzentrationen aus der Mineralisierung einer D-Glucose-Losung durch Einwirkung
von TiO, und UV-A-Licht (n = 4, Mittelwerte, Standardabweichungen).

Probe CO,-Konzentrationen  Standardabweichung
[mgL?]
P25 / Glucose 21,33 2,854
UV100 / Glucose 7,878 0,069
Rutil / Glucose 0,657 0,416
Glucose 0,046 0,002
P25/ H,0 0,919 0,005
Uv100/ H,0 1,027 0,011
Rutil / H,0 0,109 0,024

Die CO,-Entwicklung aus D-Glucose-Losung unter Bestrahlung wurde als MalR fur die
Mineralisierungsfahigkeit von TiO, gewertet. Wie es nach den zuvor durchgefiihrten Untersuchungen zu
erwarten war, lieferten die P25-Proben die hochsten CO,-Werte. Die reinen Anatas-Proben (UV100) zeigten
erhohte CO,-Bildung, auch wenn die Werte deutlich unter denen lagen, die fiir P25 erhalten wurden. Die
reinen Rutil-Proben zeigten hingegen keinen messbaren CO,-Anstieg. Im Vergleich mit den zuvor
durchgefiihrten Spannungsmessungen (Tabelle 20) konnte ein deutlicher Zusammenhang festgestellt
werden. So lieferten die Proben mit einer hoher Mineralisierungsfahigkeit entsprechend auch die héchsten
Spannungswerte. In Abbildung 62 sind die Ergebnisse beider Untersuchungen zusammengefasst dargestellt.
Die Untersuchungsergebnisse zeigen einen deutlichen Zusammenhang zwischen der Potentialdifferenz und

dem Mineralisierungsvermogen.
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Abbildung 62: Messergebnisse zweier Methoden an Pulvern unterschiedlicher TiO,-Modifikationen. Die linke y-
Achse gibt die Messwerte der Spannungsmessungen wieder, die rechte y-Achse die CO,-Konzentrationen im
Mineralisierungsversuch. Hierbei ist erkennbar, dass Proben mit einer hohen Mineralisierungsleistung auch
hohe Spannungswerte lieferten (n = 4-6, Mittelwerte und Standardabweichungen).

In Abbildung 63 wurden die gemessenen Spannungswerte gegen die CO,-Konzentrationen aufgetragen. Die

lineare Fit-Funktion der allgemeinen Formel y(x) =y,+ a-x wies einen Regressionswert von R*> 0,99

auf, was den linearen Zusammenhang zwischen den Messwerten bestatigte.
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Abbildung 63: Auftragung der gemessenen CO,-Konzentrationen gegen die gemessenen Spannungswerte aus
den Tabellen 21 und 20. Es wurden dazu Proben mit Rutil, Anatas (UV100) und dem Rutil-Anatas-Gemisch (P25)
untersucht. Der Regressionswert der linearen Fit-Funktion betrug R? > 0,99.
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5 Diskussion

Das wissenschaftliche Interesse an Titandioxid und seinen photokatalytischen Eigenschaften ist auch 50
Jahre nach deren Entdeckung durch Fujishima und Honda sehr groRR (Fujishima und Honda 1972). Eine
aktuelle Recherche im Web of Science (www.webofscience.com) ergibt flir das Jahr 2021 insgesamt 4.810
wissenschaftliche Publikationen unter dem Suchbegriff ,, photocatalytic TiO,“ Fiir die Jahre 2018 bis 2021
werden insgesamt 20.970 Artikel gefunden. Ein Blick auf die meist zitierten Artikel ergibt einen Eindruck
davon, in welche Richtung sich das wissenschaftliche Interesse in den letzten Jahren bewegt hat. Dabei wird
die Vielseitigkeit der Anwendungsmoglichkeiten deutlich, worauf insbesondere im Zusammenhang mit der

entwickelten Messung der Potentialdifferenzen in Abschnitt 5.13 nochmals eingegangen wird.

5.1 Photokatalytische Keimabtotung in Suspension

Anhand dieser Arbeit vorausgegangener Untersuchungen aus dem Arbeitskreis, in dem diese Arbeit
entstanden ist, konnte gezeigt werden, dass photokatalytisch aktivierte TiO,-Beschichtungen dazu in der
Lage sind Bakterien in Suspension abzutdten. Es wurden Headspace-Vials per Sol-Gel-Verfahren an den
Innenwanden mit TiO, beschichtet und Keimsuspensionen in den Vials mit UV-A-Licht behandelt. Es zeigte
sich dabei, dass die Anzahl vitaler Keime deutlich abnahm, wahrend der CO,-Anteil in der Gasphase des

Vials durch den Abbau des organischen Material zunahm (Kuhn et al. 2003).

Diese Methode wurde im Rahmen dieser Arbeit nun derart weiter entwickelt, dass auch Probekorper
anderer Geometrien und Beschichtungen anderer Herstellungsmethoden untersucht werden konnten. Der
zur quantitativen Untersuchung der Desinfektionsleistung entwickelte Aufbau besteht grundsatzlich darin,
die zu untersuchenden Probekorper mit einer Keimsuspension in Kontakt zu bringen und die
photokatalytisch aktive Schicht entsprechend mittels UV-A-Strahlung zu aktivieren. Aus der Keimsuspension
wurde dann der Riickgang der vermehrungsfahigen Keime bestimmt. Zunachst wurden Keimsuspensionen
tropfenweise auf die zu untersuchenden Schichten aufgebracht und daraus nach definierten
Bestrahlungsintervallen 5 pL Proben zur Keimzahlbestimmung entnommen. Diese Methodik erwies sich
jedoch als wenig aussagekraftig, da die Standardabweichungen der Mittelwerte haufig in der
GroBenordnung der Messwerte lagen. Das Verfahren wurde daraufhin derart angepasst, dass mit groReren
Probevolumina an Keimsuspension gearbeitet werden konnte, um etwaige Verdinnungsfehler und
Unsicherheiten bei der kleinstvolumigen Probeentnahme zu minimieren. Der beschichtete Probekoérper
wurde dazu in einer Petrischale mit 25 mL der Keimsuspension Uberschichtet. Zur Probenahme wurden nun
jeweils 100 uL der Suspension entnommen. Zur Optimierung des Verfahrens wurden Testreihen zur

Ermittlung geeigneter Anfangskeimzahlen der Keimsuspensionen und passender Bestrahlungsintensitdten
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durchgefiihrt. Dies war notwendig, da sich zeigte, dass die Ergebnisse bei zu geringen Anfangskeimzahlen
und zu intensiver Bestrahlungen nicht aussagekrdftig waren. Die Keime werden bei hohen
Bestrahlungsintensitaten auch ohne TiO,-Einwirkung abgetttet. Nach Optimierung der Versuchsparameter
konnte anhand der Methode eine qualitative Aussage Ulber die bakterizide Wirksamkeit unterschiedlicher
Beschichtungen getroffen werden. So zeigte sich, dass bei den eingesetzten TiO,-Schichten, die per PVD-
Verfahren hergestellt worden waren, eine zunehmende bakterizide Wirksamkeit mit ansteigender TiO,-
Schichtdicke vorlag. So konnte gezeigt werden, dass die Keimzahlen einer E. coli-Suspension der
Anfangskeimzahl 1 x 10’ mL™ bei Proben mit einer TiO,-Schichtdicke von 190 nm nach 8 h UV-A-Einwirkung
auf eine nicht mehr nachweisbare Konzentration abgesunken war. Bei den Proben der Schichtdicke 360 nm
wurde dies bereits nach 7 h erreicht. Die PVD-Proben mit den geringeren TiO,-Schichtdicken von 45 nm und
90 nm sowie die Pilkington Activ® Proben (50 nm) hingegen wiesen nach 8 h noch Keimzahlen von
durchschnittlich 5x 10°* mL? auf. Die Negativkontrollen ohne TiO,-Beschichtung wiesen Keimzahlen von
durchschnittlich 3 x 10* mL™* auf. Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Testkeime durch den Kontakt
mit den photokatalytisch aktivierten TiO,-Schichten deutlich schneller abgetdtet wurden als bei den

Negativkontrollen.

Ein anwendungsbezogener Aspekt der keimabtotenden Wirksamkeit in Suspension liegt in der
Trinkwasseraufbereitung. Millionen von Menschen haben nach wie vor keinen Zugang zu sauberem
Trinkwasser (Chan et al. 2021). Durch den Einsatz von photokatalytisch aktiven TiO,-beschichteten
Materialien in Aufbereitungsanlagen fiir Trinkwasser, kdnnte eine effiziente und kostengiinstige Moglichkeit
liegen, diese Situation zu verbessern (Bockenstedt et al. 2021; Gelover et al. 2006). Ein anderes
Anwendungsbeispiel kann in der Wasseraufbereitung von Aquakulturen gefunden werden, die eine
zunehmend wichtige Rolle in der Produktion von Lebensmitteln darstellen. An Polyanilin gebundenes TiO,
wurde zur Abtotung von E. coli und Staphylococcus aureus im Wasser in einem Durchflussfilter eingesetzt.
Es wurde dabei ein sehr starker Riickgang der Koloniezahlen um 5-log-Stufen innerhalb von 21 h auf nahezu

Null gezeigt (Sanito et al. 2021).

Zur Verstarkung der keimabtétenden Wirkung kann die spezifische Oberflache des TiO,-Pulvers erhoht
werden. Einer Arbeitsgruppe gelang es in einer Synthesemethode mit Mikrowellen eine PartikelgréRe von
durchschnittlich 2 nm herzustellen. Dadurch lag die BET-Oberfliche bei 381 m? g* gegeniiber 181 m? g™ des
kommerziellen Vergleichsmaterials. In der Untersuchung konnte das hergestellte Material innerhalb von 4
Stunden UV-A-Bestrahlung 91% der E. coli-Bakterien abtoten, wahrend das kommerzielle Vergleichsmaterial

45% und die Negativkontrolle 3% abgetotete Keime aufwiesen (Faheem Ahmed et al. 2020).
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5.2 Photokatalytische Keimabt6tung auf trockenen Proben

Der direkte Nachweis der keimtotenden Wirkung TiO,-beschichteter Oberflaiche wurde an dem ubiquitar
vorkommenden Luftkeim Sarcina lutea untersucht. Die Besonderheit dieses Bakteriums liegt darin, dass es
sich durch Pigmentbildung vor UV-Strahlung schiitzen kann, so dass es alleine durch UV-A-Einwirkung
weniger geschadigt werden sollte, wie dies bei den gram-negativen Testkeimen E. coli und P. aeruginosa
beobachtet wurde (Mathews und Sistrom 1960). Fiir die Untersuchungen wurde eine Methode entwickelt,
die die Beurteilung der Keimabtotung auf trockenen Proben ermoglichte. Als Substrate dienten
Metallplattchen aus Aluminium, Stahl und Titan, die per Kaltgasspritzen mit Titandioxid-Pulver (P25)
beschichtet wurden. Als Negativkontrollen dienten sandgestrahlte Metallplattchen, die dhnliche Ober-
flachenrauigkeiten aufwiesen. Alle Substrate wurden mit jeweils 100 uL Keimsuspension der Keimzahl
1 x 10’ mL" benetzt und daraufhin fiir 21,5 h und 28 h mit UV-A (Lichtleistung 1 mW cm?, 25°C) behandelt.
Die Bestimmung der Keimabt6étung erfolgt mittels Abklatschproben und fotografischer Auswertung. Es
konnte gezeigt werden, dass bei allen Substraten mit TiO, unter UV-A-Einwirkung eine deutliche Keim-
abtotungswirkung festzustellen war. Die Kontrollen zeigten die erwarteten Resultate. So zeigten alle
Abklatsch-Proben ohne UV-A-Einwirkung einen sehr dichten Bakterienrasen, wahrend die beleuchteten
Proben ohne TiO,-Beschichtung einen deutlich dichteren Bakterienrasen als die TiO,-beschichten Proben

aufwiesen (Tabelle 10).

In der Literatur werden im Zusammenhang mit nosokomialen Infektionen auch Beschichtung mit TiO,
untersucht, die die Ausbreitung von pathogenen Keimen auf Oberflachen einddammen sollen (Bonyadi et al.
2017; Correa et al. 2020; Page et al. 2009). Haufig werden als Testkeime Staphylococcus aureus und
Echerichia coli aus Keimsuspensionen eingesetzt (Magalhaes et al. 2017). Insbesondere Methicilin resistente
Staphylococcus aureus (MRSA) sind fiir viele Infektionen verantwortlich (Jernigan et al. 2020). Es wird
berichtet, dass pathogene Keime wie beispielsweise MRSA (iber Monate auf trockenen Oberflachen
Uberleben konnen (Kramer et al. 2006). In Untersuchungen mit photokatalytisch aktivierten TiO,-
Beschichtungen konnte gezeigt werden, dass sich die Keime photokatalytisch abtdten lassen. Wobei dies
meist unter Gegenwart von Wasser (in Keimsuspensionen) erfolgt (Leyland et al. 2016). Die vorliegenden
Ergebnisse zeigen dariber hinaus, dass sich die Testkeime, auch auf trockenen Proben einddmmen lassen,
was ein wichtiger Aspekt fiir die Anwendung darstellt. Die Tatsache, das der relativ bestrahlungsbestandige
Keim Sarcina lutea auch durch Photokatalyse auf trockenen Oberflachen abgetotet wird, zeigt die mogliche

Leistungsfahigkeit entsprechender Beschichtungen.

Ein weitere praktischer Ansatz der Keimabtétung auf trocknen Proben kann zur Verhinderung von

bakteriellen Anhaftungen an medizinischen Titanimplantaten gefunden werden. Die Oberfliche des
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Implantats kann gezielt zu TiO, oxidiert werden und dessen photokatalytischen Eigenschaften zur
Keimreduktion eingesetzt werden (Johnson et al. 2020). Eine andere Arbeit untersucht den Einsatz von TiO,-
Oberflachen an Zahnimplantaten. Biofilmbildung kann das Anwachsen und Festigen der Implantate
erschweren. Wird die Oberflache des Titan-Implantats zuvor zu TiO, oxidiert, so kdénnen nach UV-Bestrah-
lung der Materialien die nachteiligen Auswirkungen des Biofilms abgemildert werden (Hirota et al. 2021).
Die hier vorgelegten Ergebnisse zeigen, dass sowohl in Suspension aber insbesondere auch auf trockenen

Oberflachen Keime photokatalytisch abgetotet werden kdnnen.

5.3 Fazit aus den Keimabtodtungsversuchen

Anhand der durchgefiihrten Untersuchungen konnte die bakterizide Wirksamkeit von photokatalytisch
aktivierten TiO,-Schichten bestatigt werden. Es wurde zudem gezeigt, dass sowohl die untersuchten gram-
negativen als auch gram-positiven Bakterien in Suspension abgetdtet werden. Es konnte gegenliber der
Literatur (2021) zudem auch gezeigt werden, dass sich relativ bestrahlungsresistente Keime wie Sarcina
lutea auch auf trockenen Proben abt6ten lassen, was die Anwendung von photokatalytisch ausgertisteten

Oberflachen noch breiter werden lasst.

Zur Dekontamination einer Oberflache reicht allerdings unter Umstanden das Abtéten von Keimen nicht
aus. Beispielsweise kdnnen Endotoxine aus Zellwandfragmenten der Bakterien auf der Oberflache zuriick
bleiben (Sunada et al. 2003a). Aus diesem Grund wurden weitere Versuche durchgefiihrt, um die chemische
Zersetzung von komplexen Biomolekilen auf photokatalytisch aktivierten Oberflichen naher zu

untersuchen.

5.4 Inaktivierung immunologisch relevanter Biomolekiile mit UV-A aktiviertem

Titandioxid

Fiir diese Untersuchungen wurden als Vertreter immunologisch relevanter Biomolekiile Lipopolysaccharid
(LPS) als Endotoxin und Ribonuclease A (RNase A) ausgewdhlt. Deren biochemischen Aktivitdten wurden
durch hochsensitive immunologische Nachweisverfahren verfolgt. Die beiden Verbindungen LPS und
RNase A wurden ausgewahlt, da beide Hauptquellen fiir Kontaminationen in immunologischen
Untersuchungen und in Produktionsprozessen in der pharmazeutischen Industrie durch deren hohe
chemische Stabilitdt und starke biologische Wirksamkeit darstellen. Die Inaktivierung dieser immunologisch
relevanten Verbindungen stellt eine Herausforderung da, denn selbst Kontaminationen im pikomolaren

Bereich sind hochgradig aktiv. Ihre Anwesenheit in Laboratorien ldsst sich dabei kaum vermeiden. Zudem
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weisen die beiden Modellverbindungen vollig unterschiedliche chemische Strukturen auf (Freudenberg et

al. 2008).

5.5 Testverfahren zur Bestimmung der biologischen Aktivitat von RNase A und

LPS

Eine direkte chemische Analyse und Quantifizierung von RNase A und LPS ist aufgrund der GréRe und
Struktur der Biomolekiile schwierig, wenn nicht gar unmoglich. Daher wurden geeignete Biotests
entwickelt, um deren Abbau auf beschichteten Oberflichen bewerten zu kdnnen. Immunoassays, die sich
fiir die Analyse von RNase A und LPS eignen, basieren auf hochspezifischen und empfindlichen Rezeptor-
Ligand-Wechselwirkungen. CD14" -Zellen konnen als Biosensoren fiir LPS oder Lipteichoinsdure (beides
pyrogene Zellwandbestandteile von Bakterien) eingesetzt werden, da sie hTNF-a als immunstimulatorische
Markersubstanz sekretieren (Kaisho und Akira 2003). Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass die
Sekretion von hTNF-a konzentrationsabhdngig ist und ein Maximum bei einer LPS-Konzentrationen von
150 ng mL™ erreicht. RNA-Oligonukleotide kénnen durch einen Immunoassay anhand ihrer Fihigkeit, IFN-a
in menschlichen PBMCs zu induzieren, nachgewiesen werden. Es wurde ein konzentrationsabhangiger
Anstieg von IFN-a von 0,01 bis 1 ug mL* an PBMCs ermittelt. Die oben beschriebenen Immunoassays
erwiesen sich als geeignet, um Inaktivierung der beiden hier verwendeten Molekiilklassen zu verfolgen.
Beide Assays sind hochempfindlich und eignen sich zur Ermittlung selbst geringster Restmengen von LPS
und RNase A nach photokatalytischer Zerstorung auf TiO,-beschichteten Oberflachen. Prinzipiell stehen
auch andere Nachweismethoden zur Verfligung. So kann LPS beispielsweise mit dem Limulus-Amdbozyten-
Lysat-Test (LAL-Test) nachgewiesen werden, der aus dem Blut des Pfeilschwanzkrebses gewonnen wird.
Dabei reagiert LAL mit LPS und ermdéglicht den Nachweis des Endotoxins in niedrigen Konzentrationen.
Verglichen mit der flir diese Arbeit entwickelten Methode ist der Test jedoch zeitaufwendig und teuer,
sowie 6kologisch bedenklich. Als Alternative zu den immunologischen Methoden wurde die RNA testweise
auch mittels Gelelektrophorese analysiert. Dieser Test erfordert jedoch mindestens 500 ng RNA pro Schuss
und ist daher viel unempfindlicher als der immunologische Test, woraufhin dieser Ansatz nicht weiter

verfolgt wurde.

5.6 Inaktivierung von LPS

Bei einer UV-A-Bestrahlung der LPS-Proben tber 96 h auf TiO,-beschichteten Oberflachen wurden die LPS-
Konzentrationen nachweislich verringert. Dabei konnten Konzentrationen von mehr als 500 ng mL™ nicht
vollstindig inaktiviert werden. Die durchschnittlich abgebaute Menge lag bei 43 +9 ng mL™ unabhingig von

der eingesetzten LPS-Konzentration. Die TiO,-beschichteten Probe-Plattchen hatten im Durchschnitt eine
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beschichtete Oberfliche von 402 +12 mm?2. Somit konnten unter den Versuchsbedingungen 11 ng LPS pro
cm? TiO,-beschichteter Oberflache innerhalb von 96 h UV-A-Beleuchtung inaktiviert werden. LPS ist ein
Zellwandbestandteil gram-negativer Bakterien. Beim Zerfall von Mikroorganismen wie E. coli wird LPS
freigesetzt und wirkt als Endotoxin. Ein einziges E. coli-Bakterium kann etwa 2 Millionen LPS-Molekile
freisetzen (Gorbet und Sefton 2005). LPS hat ein durchschnittliches Molekulargewicht von 100 kDa bzw.
1,66 x 10* kg. Demnach kann die LPS-Menge von 3 x 10* E. coli-Bakterien innerhalb von 96 h wie oben
beschrieben inaktiviert werden. Moglicherweise folgt die Inaktivierung von LPS einer Reaktion pseudo-
nullter Ordnung. Dies folgt aus der Beobachtung, das sich eine Abbau-Kinetik zeigte, die bei héheren LPS-
Konzentrationen unabhadngig von der Anfangskonzentration ist, dies jedoch nicht fir geringere
Anfangskonzentrationen unter 40 ng mL™ gilt. Bei Konzentrationen unterhalb von 40 ng mL™ ist die Reaktion
offenbar nicht nullter Ordnung. Diese Ergebnisse lassen sich durch die Menge der katalytischen Stellen
erklaren, die von LPS besetzt werden kdnnen: Solange nicht alle Stellen besetzt sind, scheint die Reaktion

konzentrationsabhangig zu sein.

Ein aktueller Ubersichtsartikel beschreibt den aktuellen Wissensstand zur antimikrobiellen und antiviralen
Wirkung durch Photokatalyse. Auch darin werden einzelne Ergebnisse des Forschungsprojekts, die bereits
publiziert wurden (Kurz et al. 2011) zum LPS-Abbau und der damit einhergehenden anti-inflammtorischen
Wirkung zitiert. Insbesondere werden einige Ergebnisse zur Konzentrationsabhangigkeit der LPS-
Inaktivierung hervorgehoben (Parra-Ortiz und Malmsten 2022). Als Biofilm-Modell wurde in der Arbeit von
Hirota et al. auch eine LPS-Schicht auf TiO,-haltige Implantaten aufgebracht und per UV-Bestrahlung
photokatalytisch abgebaut (Hirota et al. 2021). Auch hier zeigte sich, wie in den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit, dass sich LPS grundsatzlich photoakatalytisch abbauen lasst. Die Ergebnisse die hier
vorgelegt werden, gehen dartiber hinaus und lassen auch gewisse Annahmen zur vorliegenden
Reaktionskinetik wie oben beschrieben zu. So konnte gezeigt werden, dass die abgebaute Menge an LPS
relativ unabhdngig von der eingesetzten Anfangskonzentration ist und oberhalb eines Schwellenwerts
moglicherweise einer Kinetik pseudo-nullter Ordnung folgt. Bei geringeren Anfangskonzentrationen

hingegen ist der Abbau konzentrationsabhangig.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Ergebnisse zum Abbau von komplexen Biomolekilen untersucht, die
methodisch vergleichsweise anspruchsvoll waren und neue Perspektiven zur photokatalytischen
Anwendung von TiO, aufzeigen. Bestimmte Aspekte dieser Arbeiten wurden in der Folge auch in anderen
Bereichen angewendet, wie zum Beispiel einem Ansatz Gber photodynamische Therapie. Hierbei werden
Farbstoffmolekiile wie Toluidinblau oder Methylenblau mit Licht geeigneter Wellenlangen selbst angeregt,

wobei die entstehenden radikalen Sauerstoffverbindungen desinfizierend und mineralisierend wirkten
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(Giannelli et al. 2017). Bei Giannelli werden ebenfalls einige Ergebnisse aus der Publikation (Kurz et al. 2011)

erwahnt.

5.7 Inaktivierung von RNase A

RNase A wurde bis zu einer Konzentration von 100 pg mL™ vollstindig inaktiviert, wihrend héhere
Konzentrationen zu einem vollstdndigen Verlust der IFN-a-Sekretion fiihrte. Dieser An/Aus-Effekt |3sst sich
durch die enzymatische Aktivitdt von RNase A erklaren. Die eingesetzten RNA1 und RNA2 wurden als starke
Immunstimulatoren beschrieben (Eberle et al. 2008). Die RNA-Molekiile enthalten 22 bzw. 20 Nukleotide.
Fiir eine nachweisbare Immunstimulation sind mindestens 19 Nukleotide erforderlich (Hornung et al. 2005).
Daher kdnnte eine einzige Spaltung durch RNase A ausreichen, um die Signallibertragung aufzuheben.
GemaR den Herstellerangaben entsprechen 300 ug mL* RNase A 21 units mL*’. Die bisher erzielten
Ergebnisse zeigen, dass 100 ug mL™* RNase A oder 7 units mL” inaktiviert werden kénnen. RNase A ist im
menschlichen Speichel und SchweiR in Konzentrationen von etwa 7-8 units mL* enthalten (Bardon und
Shugar 1980). Je nach Belastung der Oberflache sollten zumindest durchschnittliche Verunreinigungen
durch UV-A-Bestrahlung der TiO,-Oberflache leicht zerstort werden kénnen (Bardon und Shugar 1980)
(Gorbet und Sefton 2005).

5.8 Untersuchung TiO,-haltiger Kosmetika

Nachdem gezeigt werden konnte, dass auch komplexe Biomolekiile durch Photokatalyse inaktiviert, also
chemisch verandert werden koénnen, wurden TiO,-haltige kosmetische Zubereitungen auf deren
photokatalytische Aktivitdt hin untersucht. Wie bereits in Abschnitt 3.6 erwahnt, kann nicht ausgeschlossen
werden, dass Titandioxid-Nanopartikel in vitale Hautzellen der Dermis eindringen kénnen. Dort kdnnten
unter Einfluss von UV-A-Strahlung beispielsweise aus dem Sonnenlicht photokatalytisch initiierte-
Reaktionen an Molekiilen innerhalb der Zellen stattfinden. So konnten in Zellkulturen DNA- und Zell-
schadigungen unter Einfluss von Titandioxid und UV-A festgestellt werden (Dunford et al. 1997; Serpone et
al. 2007). UV-A-Strahlung im Wellenldangenbereich von 320-340 nm weist Eindringtiefen in die
menschliche Haut von bis zu 100 um auf, was der Tiefe der Dermis entspricht (Meinhardt et al. 2008). Das
Eindringen von TiO,-Nanopartikel in die Haut von haarlosen Mausen und Schweinen nach langerer
Exposition wurde bereits nachgewiesen. So wurde gezeigt, dass die TiO,-Nanopartikel die Hornhautschicht
durchdringen kdnnen und in tieferen Schichten der Epidermis nachweisbar waren. Darliber hinaus konnten
TiO,-Nanopartikel von P25 nach Assimilation Gber die Haut selbst in Organen und im Gehirn nachgewiesen
werden (Menzel et al. 2004; Wu et al. 2009). Es konnte auch gezeigt werden, dass TiO,-Partikel liber die
Follikelkanale der Haare tiefer eindringen kdnnen (Lademann et al. 1999). Andere Publikationen konnten ein

Eindringen der Nanopartikel in die Dermis gesunder, menschlicher Haut nach Applikation von TiO,-haltigen
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Cremes nicht feststellen(Senzui et al. 2010). Bei ldngeren Einwirkzeiten oder Verletzungen der Haut konnte
eine Penetration der Haut bis in Regionen mit vitalen Hautzellen allerdings nicht ausgeschlossen werden
(Gontier et al. 2008). Weitere Studien weisen darauf hin, dass Titandioxid-Partikel, die Licht ausgesetzt sind,
in kleinere Fragmente zerfallen konnen (Bennett et al. 2012; Mendive et al. 2011). Es konnte auch gezeigt
werden, dass durch Aggregation von TiO,-Nanopartikeln an Proteinmolekiile das Eindringen in Zellen
erleichtert wird (Vian et al. 2021). Beides wiederum erhéht die Wahrscheinlichkeit, dass TiO,-Nanopartikel
in die Haut eindringen konnen. Eine MaBnahme zum Verhindern des Eindringens wird in Melanin-
Beschichtungen der TiO,-Partikel gesehen. Durch Untersuchungen an Schweinehduten konnte gezeigt
werden, dass die Melanin/TiO,-Partikel nicht in die Haut eindringen und hauptsichlich auf der
Hautoberfldache verblieben. Dies wird mit der PartikelgroRe und den Adhesionseigenschaften des Melanins

begriindet (Li et al. 2021).

Bei den in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnissen wird erstmals gezeigt, dass das aus im Handel befindlichen
Praparaten extrahierbare TiO, unmittelbare photokatalytische Reaktionen bewirkt. Da die Produkte, die
dieses Material enthalten, unmittelbar auf der Haut angewendet werden, muss damit gerechnet werden,
dass photokatalytisch aktive TiO,-Nanopartikel in die Haut eindringen kénnen. Da in die obersten
Zellschichten auch UV-A-Strahlung eindringen kann, sind photokatalytische Reaktionen auch innerhalb der

Haut nicht auszuschlieRen.

Zunachst wurde von den ausgewahlten 33 Sonnenschutz-Prdparaten die enthaltenen TiO,-Anteile per ICP-
MS-Analytik bestimmt. Dabei kann festgehalten werden, dass ICP-MS nach wie vor das Mittel der Wahl bei
der Analyse darstellt (Bocca et al. 2018). Nahezu alle Proben enthielten jeweils zwischen 1% und 5,6%
Titandioxid. Eine andere Methode zur Bestimmung der TiO,-Konzentrationen in Sonnenschutzmitteln wurde
mittels Rontgenfluoreszenz-Analyse (EDXRF) beschrieben. Mit dieser Methode wurden ebenfalls
Konzentrationen von 1-6% gemessen (Melquiades et al. 2008). In einer neueren Untersuchung wurden die
PartikelgroRen mittels SEM (scanning electron microscopy) und TEM (transmission electron microscopy) auf
Werte zwischen 15 nm und 80 nm bestimmt. Dies deckt sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit,
die in Tabelle 12 dargestellt sind. Auch die TiO,-Konzentrationen der Proben lagen im gleichen Bereich, wie
in der vorliegenden Arbeit, sie wurden ebenfalls mittels ICP-MS auf 0,5 — 1,9 % bestimmt (Nthwane et al.

2019).

Zur Bestimmung der enthaltenen Kristallmodifikationen wurden XRD-Untersuchungen an TiO,-Pulvern

durchgefiihrt, die aus den Sonnenschutzmitteln extrahiert wurden. Es zeigt sich dabei, dass 8 der Proben

reines Anatas, 11 Proben reines Rutil und 13 Proben eine Rutil-Anatas-Mischung von 12:88 (+3) [%]
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enthielten. Die Untersuchung von P25-Pulver ergab ein Rutil-Anatas-Verhaltnis von 13:87, so dass vermutet

werden kann, dass P25 oder ein vergleichbares Praparat in diesen Proben enthalten war.

Im nachsten Schritt wurden die Proben auf die photokatalytische Aktivitat hin geprift. Als Methode wurde
die Mineralisierungsreaktion durch Messung des CO,-Anstiegs in der Gasphase unter UV-A-Bestrahlung
verfolgt. Es konnte gezeigt werden, dass die vollstandige Oxidation der Proben unter Bildung von CO,
entsprechend der enthaltenen TiO,-Modifikationen verteilt war. So zeigten die Proben, die eine Rutil-
Anatas-Kombination enthielten im Mittel die héchsten CO,-Anstiege mit Werten von ¢ =9 —40 mg L™. Die
Proben mit reinem Anatas zeigten eine geringere Mineralisierung mit Werten von ¢ =1,4—-21 mg L* CO,,
wahrend Proben, die reines Rutil enthielten nur sehr geringe CO,-Konzentrationen von bis zu ¢ = 2,4 mg L™
zeigten. Diese Ergebnissen deckten sich mit der Erwartung und den Vergleichsmessungen an
entsprechenden Pulver-Suspensionen insofern, dass Prdparate mit einer Rutil-Anatas-Mischung eine
deutlich héher photokatalytische Aktivitdt aufweisen, als reines Anatas. Rutil hingegen ist nur wenig
photokatalytisch aktiv (Augustynski 1993; Hurum et al. 2006; Hurum et al. 2003). Dies deckt sich auch mit
anderen Ergebnissen, wobei die photokatalytische Aktivitdit von ZnO, die in dieser Arbeit nicht ndher

untersucht wurde, zwischen der von P25 und Anatas (UV100) lag (Qamar und Muneer 2009).

Parallel wurden die Proben auch am Laserzentrum Hannover von Redouan Boughaled auf deren
photokatalytische Aktivitdat hin untersucht und die photonische Effizienz ¢ der Entfarbungsreaktion
berechnet. Dabei machte man sich die photokatalytische Entfarbung einer Methylenblau-Losung zunutze.
Es zeigte sich im allgemeinen auch, dass die Proben mit den Rutil-Anatas-Mischungen hohere Aktivitdten
aufwiesen, als die reinen Anatas und Rutil-Proben. Ein Nachteil dieser Methode lag darin, dass zur
Ermittlung der Entfarbung die Transmission des Messstrahls auch von der Triibung der Probensuspension
beeinflusst wurde. Somit konnte nicht eindeutig auf einen Zusammenhang zwischen einer geringen
Transmission und einer geringen photokatalytischen Wirksamkeit geschlossen werden. Im Einzelnen sind
die Ergebnisse in Tabelle 13 dargestellt. Die photonische Effizienz lag bei den Rutil-Proben bei Werten
€<0,012, was auch mit deren geringen CO,-Konzentrationen Ubereinstimmte. Die Anatas-Proben mit den
Nummern 9 und 17 zeigten als einzige Proben dieser Gruppe hohere Werte der photonischen Effizienz mit
€ =0,039 und 0,0195. Die CO,-Konzentrationen dieser Proben lagen mit ¢ = 18,86 mg L und c=6,24 mg L™
im oberen und mittleren Bereich der Anatas-Gruppe. Die Proben mit Rutil-Anatas-Mischungen zeigten
tendenziell hohere Werte der photonischen Effizienz entsprechend der hoheren CO,-Werte. Der hochste
Wert der photonischen Effizient konnte mit £ = 0,128 bei der Vergleichsprobe, die aus P25-Pulver hergestellt
wurde, ermittelt werden. Interessant ist der Wert der Vergleichsprobe, die aus T805-Pulver hergestellt
wurde. Dort war einerseits der Wert der CO,-Konzentration mit ¢ = 40,19 mg L™ sehr hoch, die photonische

Effizienz hingegen mit §=0,015 relativ gering. Eine mogliche Erklarung koénnte in der lipophilen
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Beschichtung seiner TiO,-Partikel liegen. Eventuell wird durch die Photokatalyse zunachst die lipophile
Schicht unter CO,-Bildung mineralisiert. Diese Schicht verhindert damit die photokatalytische Entfarbung
des Methylenblau. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden in Teilen bestatigt, gehen jedoch lber
die anderen Arbeiten hinaus. So kam die Arbeitsgruppe um Danielle Slomberg auch zu dem Ergebnis, dass
die beschichteten TiO,-Partikel in Sonnenschutzmittel durch Photokatalyse die schiitzende Schicht
allméhlich abbauen (Slomberg et al. 2021). In der vorliegenden Arbeit wurden dartiber hinaus auch die
Kristallmodifikationen der enthalten aktiven TiO,-Bestandteile analysiert und konnten in direkten

Zusammenhang mit der jeweils ermittelten photokatalytischen Aktivitat gestellt werden.

Ein neuer Ansatz zur Verbesserung der TiO,-Materialien liegt im Aufbringen einer Lignin-Schutzschicht zum
Abfangen der entstehenden Radikale. Die gewiinschten kosmetischen Eigenschaften sollen dabei erhalten
bleiben (Morsella et al. 2016). Ein anderer Ansatz besteht darin, die Nanopartikel in eine Hiille aus CeO,
einzukapseln. Die CeO,-Kapsel soll dabei die entstehenden radikalen Sauerstoffspezies als Radikalfanger

abfangen, so dass keine Zellschadigungen der Haut entstehen kénnen (Chen et al. 2021).

Zum Zeitpunkt der Untersuchung wurden unterschiedliche Titandioxid-Modifikationen in den kosmetischen
Zubereitungen nachgewiesen. Deren photokatalytische Aktivitdit und Mineralisierungsleistungen wurde
untersucht. Es wurden wie erwartet deutlich Unterschiede zwischen den Modifikationen gefunden. Jiingst
in 2021 erschien eine Publikation, die sich mit der Photodegradation von organischen Bestandteilen von
Sonnenschutz-Praparaten durch den Einfluss von photokatalytisch aktiviertem Zinkoxid befasste. Es konnte
gezeigt werden, dass die Reaktionsprodukte die durch die Photokatalyse entstehen, eine hohere Toxizitdt an
Zebrafischembryonen aufwiesen (Ginzburg et al. 2021). Durch die hier vorgelegten Ergebnisse konnte
gezeigt werden, dass wie ZnO auch das als Bestandteil von Sonnenschutz-Praparaten enthaltene TiO,
photokatalytisch aktiv ist. In den fir die vorliegende Arbeit zufallig ausgewahlten Sonnenschutz-Praparaten
konnte nur in zwei Produkten ZnO nachgewiesen werden. Dagegen war in nahezu allen untersuchten
Proben TiO, enthalten (Tabelle 12), so dass davon ausgegangen werden kann, dass TiO, eine groRere
Verbreitung und damit unter Umstanden ein grolReres Risikopotential birgt. Seit 2013 gibt es nun eine
Empfehlung der EU-Kommission nur noch photokatalytisch inaktives TiO, in der Modifikation Rutil mit
einem maximalen Anteil von 5% Anatas fur Kosmetika einzusetzen, da auf diese Weise die Risiken von
photokatalytisch induzierten Zellschdadigungen minimiert werden kénnen (SCCS 2013). Unter Umstanden

genlgen aber bereits geringe Anatas-Anteile, um photokatalytisch induzierte Reaktionen hervorzurufen.
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5.9 Photokatalytisch induzierte elektrische Potentialdifferenzen

Eine weitere Fragestellung dieser Arbeit bestand darin, die Moglichkeit zu untersuchen, ob die durch die
ablaufenden Redoxreaktionen entstehenden Potentialdifferenzen an den TiO,-Oberflachen in praktikabler
Weise gemessen werden kdnnen. Es sollte zudem untersucht werden, ob etwaige messbare Spannungen
Rickschluss auf die photokatalytische Wirksamkeit der jeweiligen TiO,-Probe schlieBen lassen. In einem
ersten Versuchsaufbau mit Platintiegeln in Anlehnung an eine galvanische Zelle konnte die grundlegende
Hypothese zur Spannungsmessung bestdtigt werden. So wurde gezeigt, dass zwischen den beiden
Halbzellen unter UV-A-Beleuchtung eine Spannung gemessen werden kann. Die Spannung nimmt dabei
gemal einer quadratischen Funktion mit der eingestrahlten UV-A-Intensitdt gemaRk dem Entfernungsgesetz
ab. Bei gleichbleibender UV-A-Intensitdt unter schrittweiser Erhéhung der TiO,-Konzentation in der
Messzelle folgt der Spannungsverlauf einer asymptotisch verlaufenden Exponentialfunktion, die gegen
einen Sattigungswert der TiO,-Konzentration verlauft. Die Abnahme der Steigung mit zunehmender TiO,-
Menge kann damit erklart werden, dass letztlich immer weniger Licht ausreichend tief in die optisch dichter
werdende Suspension im Tiegel eindringen kann, da es zu Absorptions- und Reflexionsprozessen kommt.
Dadurch nimmt die Lichtleistung | gemalR dem Lambert-Beer'schen Gesetz kontinuierlich ab und die
Zunahme der photokatalytisch angeregten Partikel in der Nahe der Tiegeloberfliche und damit der

messbaren Spannung schwacht sich entsprechend ab.

Die Redoxprozesse, die auf TiO,-beschichteten Oberflichen ablaufen, sind vergleichbar mit den Prozessen
an TiO,-Partikeln in Suspension (Vergohl et al. 2011). In beiden Fillen entstehen unter Aktivierung mit UV-A
Strahlung Teilchen unterschiedlicher Ladungen und Reaktivitdten (Augugliaro et al. 2009; Augugliaro et al.
1988; Shibata et al. 2003; Shibata et al. 2004). Insbesondere die Bildung der hochreaktiven Hydroxyl-
Radikale konnte an der Entstehung der messbaren Potentialdifferenzen beteiligt sein, da sie in der Lage
waren, aufgrund ihres hohen Normalpotentials von E, = +2,74 V unter Bildung von Hydroxyl-Anionen auch
elementares Platin (E, = +1,18 V) zu oxidieren (Fallab 1967). In weiteren Versuchen sollte nun die Messung
der Potentialdifferenz an beschichteten TiO,-Proben untersucht werden. Es zeigten sich gegeniiber den
Messungen an den Suspensionen Messwertschwankungen von bis zu 50% der Messwerte. Eine Erkldrung
fur diese Schwankungen liegt in der nicht optimal planaren Auflageflache der Proben in den Platintiegeln. Es
konnte mit diesem Aufbau nicht sichergestellt werden, dass die Proben bei jeder Messung den gleichen
mittleren Abstand zur Bodenflache des Platin-Tiegels aufwiesen. Dennoch konnte gezeigt werden, dass mit
diesem vergleichsweise einfachen Versuchsaufbau auch auf beschichteten Materialproben prinzipiell
photoinduzierte Spannungen gemessen werden kdnnen. Auch in den weiteren Messreihen mit Proben
unterschiedlicher TiO,-Schichtdicken konnten Photospannungen gemessen werden. Es zeigte sich dabei,

dass die Spannungswerte mit zunehmender TiO,-Schichtdicke anstiegen. Dies deutet darauf hin, dass sich
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die Spannung proportional zur photokatalytischen Aktivitdit verhdlt. So konnte durch eine
Gegeniberstellung der Spannungsmesswerte mit Ergebnissen aus Methylenblau-Entfarbungsversuchen und
Untersuchungen zum Abtétungsvermogen dieser TiO,-Schichten ein qualitativer Zusammenhang bestatigt
werden. Jedoch wiesen die Werte der Spannungsmessungen eine hohe Schwankungsbreite von 29-48%
bezogen auf die Messwerte auf. Ebenso unterlagen die Ergebnisse der Keimabtotungsversuche den bereits

zuvor festgestellten Schwankungsbreiten.

5.10 Optimierter Aufbau mit ITO-Elektroden

Der optimierte Aufbau mit ITO-Elektroden erlaubte es, den Verlauf der Spannung auch zeitlich zu verfolgen.
Ein exemplarischer Spannungsverlauf ist in Abbildung 44 gezeigt. Dabei ist der Kurvenverlauf mit den Lade-

und Entladekurven eines Plattenkondensators vergleichbar, die in Abbildung 5 dargestellt sind und den in

Abschnitt 1.5.5 beschriebenen Exponentialfunktionen U(t)zUmax . (l—e_t“) fuir den Ladevorgang und

/Tt

fiir den Entladevorgang U(I)ZU,MX e """ folgen. Im exemplarischen Spannungsverlauf sind jeweils die
exponentiellen Fitfunktionen in griin fir den Ladevorgang und in gelb fiir den Entladevorgang
eingezeichnet. Die Regressionswerte beider Kurven waren R?>0,96. Der Spannungsanstieg entspriache
damit dem Aufladen eines Kondensators. Ein Erklarungsansatz besteht darin, dass sich an der beleuchteten
Seite des Aufbaus eine Helmholtz-Doppelschicht durch Oxidationsreaktionen ausbildet, die zur messbaren
Potentialdifferenz gegeniiber der unbeleuchteten Seite fiihrt. Als reaktive Spezies kommen die bereits
erwahnten Hydroxylradikale in Betracht, die unter der Einwirkung von UV-A-Licht am Photokatalysator TiO,
entstehen. Der Entladevorgang entspricht dem Abbau der Helmholtz-Doppelschicht nach Abschalten der
UV-A-Lichtquelle. Da keine weiteren Hydroxylradikale nachkommen, die die Spannung aufrecht erhalten
konnen, flieRen die Ladungen allmahlich ab, bis sich wieder ein Gleichgewichtszustand eingestellt hat. Dies

kann hauptsachlich durch den Elektrolyten erfolgen, da die Leitfahigkeit innerhalb der TiO,-Schicht mit

10° Q cm™ sehr gering ist (Koenenkamp, Henninger, and Hoyer 1993).

Die weiteren Messungen an TiO,-Schichten, die per PVD-Verfahren hergestellt wurden, zeigten auch bei
diesem Aufbau mit zunehmender TiO,-Schichtdicke hohere Spannungswerte. Auch zeigte der Vergleich mit
den Entfarbungsversuchen an Methylenblau, dass die Spannungswerte mit der photokatalytischen Aktivitat
ansteigen. Die Spannungsmessungen waren weiterhin grofen Messwertschwankungen unterlegen, so dass
weitere Uberlegungen zur Optimierung der Messanordnung durchfiihrt wurden. Im Vergleich mit dem
vorherigen Aufbau mit Platintiegeln zeigten sich insgesamt nun deutlich héhere messbare maximale
Potentialdifferenzen. Die Messwerte mit den gleichen beschichteten Proben lagen etwa um den Faktor 2
hoher. Dies lasst sich damit begriinden, dass der Aufbau mit den ITO-Elektroden kompakter war, so dass

geringere Verlusten durch kiirze Transportwege der Ladungstrdger durch den Elektrolyten vorlagen. Als rein
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qualitative Methoden zur Erkennung einer beschichteten gegeniiber einer unbeschichteten Probenseite
konnte die Methode als Schnelltest bereits verwendet werden, wie die Ergebnisse des Praxistests aus

Abschnitt 4.3.4 aufzeigen.

5.11 Zweiter Messaufbau zur Variation des Abstandes zwischen Elektrode und

Prifkorper

Der Messaufbau wurde weiter optimiert. Die dazu entwickelte Messvorrichtung erlaubte eine stabilere
Kontaktierung der ITO-Elektrode und eine Abstandskontrolle im Mikrometerbereich zwischen der ITO-
Elektrode und der beschichteten Probe. Damit sollten stérende Einfliisse weiter minimiert werden, um
reproduzierbarere Messergebnisse zu erhalten. In den durchgefiihrten Messreihen an PVD-Proben mit einer
TiO,-Schichtdicke von 150 um und einem fest eingestelltem Abstand zwischen ITO-Elektrode und Probe von
30 um ergaben sich noch immer groRere Messwert-Schwankungen zwischen 14% und 22% bezogen auf den

Messwert.

Zur weiteren Untersuchung der Einflisse auf die Messwerte wurde der Plattenabstand mit Hilfe von
Spacern zusatzlich kontrolliert. Auch bei diesem modifizierten Aufbau zeigten sich Messwert-Schwankungen
in vergleichbaren GroRenordnungen zwischen 23% und 50%. Es wurde daraus geschlossen, dass andere

Parameter die Messgenauigkeit beeintrachtigen missen, die bisher nicht Gberprift wurden.

5.12 Spannungsmessung an TiO,-Schichten auf Edelstahlsubstraten

Offenbar unterlagen die bisherigen Messungen weiteren Einfliissen, die durch den Einsatz der
Messvorrichtung nicht optimiert werden konnten. In weiteren Untersuchungen wurde daraufhin versucht,
die Einflisse durch Diffusion im Elektrolyten und die Abstandsverhéltnisse zwischen den photokatalytisch
aktiven Zentren und der Elektrode zu optimieren. Dazu wurde ein neuer Versuchsaufbau entwickelt, bei
dem der Abstand zwischen den Titandioxid-Partikeln und der Elektrode minimal sein sollte. Dazu wurden
die TiO,-Partikel direkt auf einer metallischen Elektrode aufgebracht. Zudem sollten die Einflisse durch
Diffusion im Elektrolyten minimiert werden. Dies wurde durch Verwendung eines Agarose-Gel-Elektrolyten
anstelle des flussigen Elektrolyten umgesetzt. Die Abstandsverhaltnisse zwischen dem Ort der Entstehung
der Hydroxylradikale am TiO, und der Elektroden-Oberfliche sowie der Ausdehnung einer Helmholtz-
Doppelschicht lagen je nach Aufbau mehrere GréBenordnungen auseinander. Die Ausdehnung einer
ndaherungsweise Starren Helmholtz-Doppelschicht betragt in Loésung, also im Elektrolyten, 0,1-10 nm und
somit in der GroRBenordnung einiger Atomradien (Hamann 2007). Der Abstand zwischen den Platten in der

Messvorrichtung liegt mit einigen 10 um um 3-5 GroBenordnungen darlber. Folglich missen die

127



Ladungstrager zunachst einen relativ weiten Weg vom Ort lhrer Entstehung bis zur Elektrode zurtick legen,
bevor eine messbare Spannung entsteht. Dies macht das System unter Umstdanden anfallig flir Storungen,

die durch Diffusion oder thermische Stromungen innerhalb des Elektrolyten auftreten kdnnen.

Die Messungen mit immobilisierten TiO,-Partikeln auf der Metallelektrode zeigten nun gut reproduzierbare
Ergebnisse. Die Messwert-Schwankungen lagen in diesem Aufbau bei 5-13%. Offenbar konnten mit dem
Aufbau wesentliche Einflissen auf die Schwankungsbreite eliminiert werden. Es zeigte sich auch ein
ansteigender linearer Zusammenhang zwischen der eingesetzten TiO,-Menge und der messbaren
Maximalspannung. Bei den Versuchen an unterschiedlichen Titandioxid-Modifikationen konnte gezeigt
werden, dass die Proben mit héheren Maximalspannungen diese schneller erreichen. Dies kann damit
begriindet werden, dass bei photokatalytisch aktiverem TiO, eine groRere Zahl reaktiver Teilchen gebildet
wird, die flr einen raschen Spannungsanstieg bis zur Maximalspannung sorgen, wohingegen der Aufbau der
Maximalspannung bei weniger photokatalytisch aktiven Proben durch die geringere Bildungs-
geschwindigkeit der reaktiven Teilchen verlangsamt ist. Die Unterschiede in der Hohe der maximal
erreichten Spannungen liegt moglicherweise darin begriindet, dass gegenlaufige Effekte zum Aufbau und
Abbau der Helmholtz-Doppelschicht parallel ablaufen. Folgende hypothetischen Ablaufe zeigen den

moglichen Aufbau und Abbau der Helmholtz-Doppelschicht:

Zunachst werden unter UV-A-Einwirkung am TiO, Elektron-Loch-Paare gebildet.
. hy . _
Ti0, ——>TiO, (e, +h,,)

Diese fuihren unter Anwesenheit von Wasser und Sauerstoff wie eingangs beschrieben zu Hydroxylradikalen

und Superoxidanionen:

h,”+ HO — *OH + H"
Ti*" +e, +0, ——Ti* +e 0,

Die Hydroxylradikale konnten in Abstidnden von einigen 10 nm entfernt von lhrem Entstehungsort
nachgewiesen werden (Pelizzetti und Minero 1993; Turchi und Ollis 1990). Sie sind demnach in der Lage sich
rasch vom Entstehungsort weg zu bewegen, was durch einen dem Grotthuss-Mechanismus dhnlichen Effekt
erklart wird, bei dem durch Abgabe eines Wasserstoffradikals vom jeweils benachbarten Wassermolekiil ein
neues Hydroxylradial entsteht. Somit bewegt sich dieses de facto durch die Lésung (Agmon 1995). Treffen

die Hydroxylradikale nun auf die Elektroden-Oberflache, so kdnnen sie dieser oxidativ jeweils ein Elektron
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entreifen, wodurch ein Hydroxidion gebildet wird und eine positive Ladung an der Elektrode verbleibt. Dies
fihrt zum Aufbau der Helmholtz-Doppelschicht und somit einer messbaren Spannung zwischen den

Elektroden des Messaufbaus.

Der Abbau der Helmholtz-Doppelschicht ist durch die Riickreaktion denkbar. In diesem Fall entzieht das
positiv geladene Elektrodenmaterial benachbarten Anionen jeweils ein Elektron und wird somit wieder
reduziert. Die Reaktion setzt sich fort, bis das durch Berger et al. beschriebene langlebige Superoxid-Anion
sein lberschissiges Elektron wieder abgibt und somit die Rekombination abgeschlossen ist (Berger et al.
2005). Des Weiteren sind auch ladungsausgleichende lonenbewegungen innerhalb des Elektrolyten
denkbar, die zum Abbau der Helmholtz-Doppelschicht fiihren. Ein Ladungsausgleich innerhalb der
Titandioxid-Schicht ist aufgrund des hohen Ohmschen Widerstands der Schichten eher unwahrscheinlich
(Koenenkamp et al. 1993). Auch Uber das Messgerét ist ein Ladungsausgleich aufgrund der hochohmigen

Messung mit einem Innenwiderstand von 10 GQ zu vernachlassigen.

5.13 Fazit zur Messung photokatalytisch induzierter elektrischer Potential-

differenzen

In den vergleichenden Messungen zwischen der Maximalspannung und dem Mineralisierungsvermogen der
jeweiligen Proben zeigte sich ein einheitliches Bild. So konnten bei den Proben mit den hdochsten
Maximalspannungen auch die hoéchsten Mineralisierungsvermogen festgestellt werden. Es konnte ein
Zusammenhang zwischen der photokatalytischen Aktivitat und der messbaren Photospannung aufgezeigt
werden. Dadurch wurden experimentelle Grundlagen geschaffen, auf deren Basis es moglich sein sollte,
kiinftig ein technisches physikalisches Testinstrument zur Ermittlung der photokatalytischen Aktivitat von

TiO, durch Spannungsmessungen zu entwickeln.

Ein Ansatz zur Ermittlung der photokatalytischen Aktivitdt mittels der Messung von Oberflachenspannungen
an Titandioxid-Pulvern wird auch von Verbruggen et. al beschrieben. Im Unterschied zu dem hier
beschriebenen Aufbau werden bei Verbruggen Pulverproben in trockenem Zustand zwischen zwei ITO-
Elektroden gebracht und von einer Seite beleuchtet. Da keine wassrige Elektrolytlésung verwendet wurden,
konnten auch keine photokatalytischen Reaktionen unter Bildung von radikalen Sauerstoff-Verbindungen
wie Hydroxylradikalen stattfinden. Aus diesem Grund lagen die gemessenen Oberflaichenspannungen bei
Verbruggen im Bereich von wenigen zehntel Mikrovolt. In den Ergebnissen wird auch ein proportionaler
Zusammen zwischen der gemessenen Oberflachenspannung und der Methylenblau-Entfarbung festgestellt

(Verbruggen et al. 2013). Ansonsten wurden bei der Literaturrecherche bisher keine weiteren Ergebnisse
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aus diesem Bereich gefunden. Die Methodik ist nach wie vor als neuartig anzusehen und kann im

Grenzbereich zwischen Solartechnologie, Chemie und auch der Mikrobiologie eingeordnet werden.

Nach wie vor wird in einem GrofSteil der nachfolgend genannten aktuelleren Arbeiten im Themenfeld der
Photokatalyse der Abbau von Farbstoffen wie Methylenblau, Rhodamin B und Methylorange eingesetzt, um
die Wirksamkeit der Proben zu ermitteln. Die Beobachtung der Entfarbung einer Farbstofflésung bringt die
in Abschnitt 1.6.1 beschriebenen Nachteile mit sich. Die in dieser Arbeit entwickelte Methode der
Spannungsmessung konnte einen wichtigen Beitrag zur schnellen, zuverlassigen und weniger aufwandigen
Ermittlung der Wirksamkeit der neuen Materialien leisten. Folgende aktuelle Forschungs- und
Anwendungsschwerpunkte sollen beispielhaft als besonders relevant erwahnt werden. In vielen dieser

Bereiche kdnnte die hier entwickelte Methode eingesetzt werden.

Abbau von organischen Verunreinigungen in Wasser

Viele Umweltschadstoffe sind in den natirlichen Gewassern und auch in Trinkwéassern nachweisbar, da
deren biologischer Abbau haufig nur langsam erfolgt (Bilal und Igbal 2020; Huang et al. 2019).
Photokatalysatoren auf Basis von Titandioxid kdnnen dazu beitragen die Belastung der Umwelt durch diese
Substanzen zu vermindern (Huang et al. 2021; Zhang et al. 2020c). In diesem Zusammenhang wurde
beispielsweise der Abbau von Pharmazeutika in Wasser untersucht, deren Gegenwart im Wasser
zunehmend problematisch wird. Eine Moglichkeit zum Abbau besteht darin, das Wasser mittels
Photokatalysatoren zu behandeln und dadurch die organischen Wirkstoffe zu mineralisieren (Kanakaraju et
al. 2018). Es wurde gezeigt, dass eine Vielzahl an géngigen Wirkstoffen wie Antibiotika (Pereira et al. 2014),
Psychopharmaka (Trawinski und Skibinski 2017) und auch Stoffe, die in erheblichen Mengen ins Wasser
gelangen, wie zum Beispiel Paracetamol und Aspirin (Bianchi et al. 2016) durch Photokatalyse abgebaut

werden kdnnen.

Abbau von fliichtigen organischen Substanzen aus der Gasphase(da Costa Filho und Vilar 2020)

Die Vorteile des photokatalytischen Abbaus von Schadstoffen in der Gasphase liegen darin, dass die
photokatalytische Aktivierung je nach Aufbau kostengtlinstig und frei verfligbar durch Sonnenlicht erfolgen
kann. Im Gegensatz zu Verfahren bei denen eine Abtrennung der Substanzen tiber Adsorption erfolgt, kann
der Photokatalysator ohne Regeneration und Austausch von Adsorbermaterial betrieben werden. (da Costa
Filho und Vilar 2020). Eine Einschrankung der Photokatalyse liegt jedoch darin, das die aktivierende UV-A-
Strahlung den Photokatalysator erreichen muss. Hierzu miissen entsprechende Reaktoren entwickelt

werden (Mamaghani et al. 2017; Shayegan et al. 2018).
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Neben den Abbauprozessen spielen vermehrt auch Syntheseprozesse eine aufstrebende Rolle. Hier sollen

der Vollstandigkeit halber die folgenden Themen exemplarisch genannt werden:

Photokatalytische Reduktion von CO, zur Herstellung von Biokraftstoffen

Durch geschickte Kombination von zwei photokatalytisch aktiven Halbleitern ist es moglich, die Reduktions-
und Oxidationsreaktionen so zu trennen, dass einerseits CO, zu Methanol oder Methan reduziert wird,
wahrend H,0 zu O, und H" oxidiert wird. TiO, dient dabei als Oxidationskatalysator zur O,-Produktion,
wahrend z.B. CdS (Kuai et al. 2015) oder Cu,0 (Aguirre et al. 2017) als Reduktionskatalysatoren fir CO,
dienen (Zhang et al. 2020b).

Photokatalytische Wasserstoffproduktion durch Spaltung von Wasser
Durch gezieltes Katalysator-Design soll die Ausbeute an Wasserstoff bei der Photokatalyse optimiert
werden, um eine umweltfreundliche Wasserstoffproduktion zu ermdglichen (Chen et al. 2010; Damkale et

al. 2021; He et al. 2020).

Zur Optimierung der grundlegenden photokatalytischen Oxidations- und Reduktionseigenschaften der
Photokatalysatoren, werden einige Strategien verfolgt, das Titandioxid-Material anzupassen. Die Ziele dieser
Optimierungen sind einerseits die Herabsetzung bzw. Verlangsamung der Rekombination der durch die
Photonenabsorption entstehenden Elektron-Loch-Paare mit dem Resultat einer héheren Photonenausbeute
und damit photokatalytischen Aktivitat des Materials. Andererseits liegt ein Fokus auf der Verkleinerung der
Bandliicke mit dem Ziel das Absorptionsvermogen des Materials in den sichtbaren Bereich des
Lichtspektrums zu verschieben (Peiris et al. 2021; Trong-On Do 2020). Unter dem Oberbegriff des

Materialdesign lassen sich folgende Strategien subsummieren:

Dotieren von TiO, mit Nichtmetallen und Metallen zur Verschiebung des Absorptionsspektrum in den
sichtbaren Bereich

Das dotierte Material kann beispielsweise in Anwendungen zum Abbau von organischen Schadstoffen in
Wasser unter Einstrahlung von Sonnenlicht eingesetzt werden (Basavarajappa et al. 2020). Eine Methode
besteht darin freie Sauerstoff-Stellen an der Oberflache des Photokatalysators durch Reduktion mit NaBH,
zu erzeugen (Zhao et al. 2015a; Zhao et al. 2015b). Haufig werden auch N-dotierte Materialien beschrieben,
bei denen der Stickstoff durch ein Kalzinieren im NH;-Strom oder durch Einwirkung von Ammoniumhydroxid
eingefihrt wird (Huang et al. 2021; Sun et al. 2016; Wang et al. 2009). Auch Harnstoff kann als Edukt zur N-
Dotierung verwendet werden, um hochaktive TiO,-Nanopartikel zu erhalten, die im sichtbaren Bereich des

Spektrums aktiv sind (Marques et al. 2019; Wang et al. 2009).
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Ein Dotieren von TiO, mit Metallen kann auch zur Verkleinerung der Bandliicke und damit zur Verschiebung
des Absorptionsspektrums in den sichtbaren Bereich beitragen. Neue Materialien wie ,black TiO,” kénnen
unter Einbringen von Silber hergestellt werden. Diese Materialien zeigen eine achtmal hdohere
photokatalytische Wirksamkeit im Methylenblau-Abbau als das reine TiO,-Material unter UV-A-Beleuchtung
und eine deutliche Wirksamkeit unter Anregung mit sichtbarem Licht (Coto et al. 2017). Die Nachteile des
Einsatzes von Metallen gegenliber Nichtmetallen fiir die Dotierung sind die unter Umstanden aufwandigere
und kostenintensiver Synthese, die héhere Toxizitdt gerade von Schwermetallen und die mogliche
Photokorrosion der Metalle wihrend der photokatalytischen Vorgédnge (Ansari et al. 2015; Feizpoor et al.

2019), (Basavarajappa et al. 2020).

Auch die Herstellung von Nanomaterialien wie Nano-Rods, Nano-Tubes und Nano-Wires, beispielsweise zur
VergroRerung der spezifischen Oberfliche oder zur gezielten Ausrichtung des Elektronenflusses innerhalb

des Materials zur Optimierung der photokatalytischen Eigenschaften werden untersucht (Folger et al. 2017).

In folgenden zuvor genannten aktuelleren Arbeiten wurde der Abbau von Methylenblau (Alijani et al. 2017;
Ansari et al. 2015; Basavarajappa et al. 2020; Coto et al. 2017; Feizpoor et al. 2019; Marques et al. 2019;
Peiris et al. 2021; Trawinski und Skibinski 2017; Trong-On Do 2020; Yousaf et al. 2017; Zhang et al. 2020c) ,
Rhodamin B (Basavarajappa et al. 2020; Bergamonti et al. 2017; Feizpoor et al. 2019; Huang et al. 2021;
Peiris et al. 2021; Trong-On Do 2020; Zhang et al. 2020c) oder Methylorange (Ansari et al. 2015; Bakar und
Ribeiro 2016; Basavarajappa et al. 2020; Damkale et al. 2021; Feizpoor et al. 2019; Park et al. 2017; Peiris et
al. 2021; Trong-On Do 2020) eingesetzt. (Bakar und Ribeiro 2016; Park et al. 2017)

Wie bereits erwahnt, kdnnte die in dieser Arbeit entwickelte Methode der Spannungsmessung einen
wichtigen Beitrag zur objektivierbaren, schnellen und weniger aufwandigen Ermittlung der Wirksamkeit der

neuen Materialien leisten.

6 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Dissertation war es medizinische Aspekte zur photokatalytischen Wirksamkeit von
Titandioxid zu untersuchen, wie die bakterizide Wirksamkeit und die Inaktivierung von komplexen
Biomolekiilen wie das Endotoxin Lipopolysaccharid oder Ribonuklease A. Dariiber hinaus sollten das in
kosmetischen Sonnenschutz-Praparaten enthaltene Titandioxid auf seine photokatalytische Wirkung hin
untersucht werden. Dazu mussten entsprechende Strategien und Nachweismethoden erarbeitet werden.

Eine weiteres Ziel dieser Dissertation bestand darin, einen Weg zu untersuchen, ob die photokatalytische
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Wirksamkeit von TiO, neben den vorhandenen biologischen und chemischen Methoden auch durch eine

praktikable physikalische Methode messbar gemacht werden kann.

Der Halbleiter Titandioxid ist ein Photokatalysator, der durch ultraviolettes Licht aktiviert werden kann,
wobei Elektron-Loch-Paare entstehen. In Anwesenheit von Wasser und Sauerstoff kénnen sich daraus
reaktive Intermediate wie Hydroxylradikale und Superoxid-Anionen bilden, die in der Lage sind,

Redoxreaktionen an organischen und anorganischen Molekiilen zu initiieren.

Anhand der Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die gram-negativen Testkeime Escherichia coli
und die gram-positiven Testkeime Sarcina lutea in Suspension und auf trockenen Proben durch
photokatalytisch aktivierte Titandioxid-Schichten abgetttet werden kdnnen. Proben mit einer héheren

Titandioxid-Schichtdicke wiesen dabei eine héhere photokatalytisch induzierte Keimabtotung auf.

Unter Umstanden konnen Zellwandfragmente der Bakterien als Endotoxine auf den Oberflachen zurick
bleiben. Somit wirde allein die Abtétung von Keimen zur Dekontamination einer Oberflache nicht
ausreichen. Dies flihrte zur Untersuchung der Inaktivierung komplexer Biomolekile mit hochsensitiven
immunologischen Nachweisverfahren, die im Rahmen dieser Dissertation erarbeitet und eingesetzt wurden.
Es konnte gezeigt werden, dass Lipopolysaccharide und Ribonuklease A durch die Einwirkung von
photokatalytisch aktiven Titandioxid-Schichten inaktiviert werden kdnnen. Anhand der Ergebnisse konnte
berechnet werden, dass die Lipopolysaccharid-Menge, die theoretisch aus 3 x 10* Eschericia coli Bakterien
freigesetzt werden kann, innerhalb von 96 Stunden im Versuchsaufbau inaktiviert werden konnte. Bei der
Inaktivierung von Ribonuklease A zeigte sich im Nachweisverfahren ein An/Aus-Effekt in Abhdngigkeit von
der eingesetzten Ribonuklease A Konzentration. Dies konnte damit erklart werden, dass bei Vorhandensein
selbst geringster Mengen nicht inaktivierter Ribonuklease A das Testergebnis aufgrund der hohen
Sensitivitat positiv ausfiel. Es konnte ermittelt werden, dass im Testaufbau 100 pg mL™ Ribonuklease A oder
7 units mL" inaktiviert werden konnten. Dies entspricht in etwa der in menschlichem Speichel enthaltenen
Ribonuklease A Konzentrationen, so dass zumindest durchschnittliche Kontaminationen durch Bestrahlung

mit ultraviolettem Licht auf den Titandioxid-beschichteten Oberflachen inaktiviert werden kénnen.

Es wurden kommerziell erhiltliche Sonnenschutz-Praparate mit Titandioxid als Inhaltsstoff untersucht.
Dabei wurden per ICP-MS Analytik die Titandioxid-Konzentrationen in den Praparaten zwischen 1% und
5,6% nachgewiesen. Es konnten durch Rontgen-Pulver-Diffraktometrie die enthaltenen Titandioxid-
Modifikationen ermittelt werden. Wobei in 8 Proben reines Anatas, in 11 Proben reines Rutil und in 13
Proben eine Anatas-Rutil-Mischung gefunden wurde. Die Titandioxid-Bestandteile wurden extrahiert und

auf deren photokatalytische Wirksamkeit hin untersucht. Es zeigte sich, dass die Proben mit einer Rutil-
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Anatas-Mischung die hochsten photokatalytischen Aktivitaten aufwiesen. Die Anatas-Fraktionen wiesen
etwas geringere Aktivitaiten auf, wahrend die reinen Rutil-Proben nur wenig photokatalytische Aktivitat
zeigten. Dies deckt sich mit den Ergebnissen aus der Literatur. Mittlerweile gibt es eine Empfehlung der EU-
Kommission, dass nur noch photokatalytisch inaktives Titandioxid flir Kosmetika eingesetzt werden soll, um
etwaige Zellschadigungen durch Photokatalyse zu minimieren.

Zur Fragestellung nach einer physikalischen Methode zur Ermittlung der photokatalytischen Aktivitat wurde
untersucht, ob die durch die initiierten Redoxreaktionen entstehenden elektrischen Potentialdifferenzen an
den Oberflachen messbar sind. Es sollte auch untersucht werden, ob messbare Potentialdifferenzen
Rickschlisse auf die photokatalytische Wirksamkeit erlauben. In einem ersten Aufbau in Anlehnung an eine
galvanische Zelle unter Verwendung von Platintiegeln, konnte zunachst die Hypothese zur
Spannungsmessung bestatigt werden. Die messbaren Spannungen nahmen mit der eingestrahlten
Lichtintensitdt entsprechend des Entfernungsgesetzes ab. Auch konnten mit steigenden Titandioxid-
Konzentrationen héhere Spannungen gemessen werden, wobei der Anstieg einem asymptotischen Verlauf
entsprach, was gemadR dem Lambert-Beer'schen Gesetz durch die optisch dichter werdende Suspension
erklart werden konnte. In weiteren Untersuchungen an Proben mit unterschiedlichen Titandioxid-
Schichtdicken konnte gezeigt werden, dass die Spannung mit zunehmender Schichtdicke zunahm. Eine
Gegenliberstellung der Ergebnisse der Spannungsmessungen mit Werten aus Versuchen zur
photokatalytischen Aktivitdit wie Entfarbung einer Methylenblau-L6sung und Keimabtotungsversuchen,
zeigte einen qualitativen Zusammenhang. Daraufhin wurde die Spannungsmessung weiter optimiert. Durch
den Einsatz eines transparenten Elektrodensystems auf Basis von Indium-Zinn-Oxid konnte der Aufbau
kompaktiert werden, wodurch hohere messbare Spannungen erzielt werden konnten. Die
Standardabweichungen der Messwerte lagen mit bis zu 50% relativ hoch, woraufhin weitere
Optimierungsmoglichkeiten untersucht wurden. So wurde eine Messapparatur zur Einstellung des Abstands
zwischen Elektroden und Titandioxid-Oberflache entwickelt und erprobt. Auch damit konnten die
Messswertschwankungen nicht wesentlich verbessert werden. In einem weiteren Aufbau, bei dem das
Titandioxid direkt auf einem Edelstahlsubstrate fixiert wurde, um die Abstdnde zwischen dem Ort der
Entstehung der Ladungstrager und der Elektrode zu minimieren, sowie durch Ersatz des fllssigen
Elektrolyten durch einen Agarose-Gel-Elektrolyten, konnten gut reproduzierbare Messergebnisse mit

Standardabweichungen von 5% - 13% erreicht werden.

Insgesamt konnte ein Zusammenhang zwischen der photokatalytischen Aktivitat der Titandioxid-Proben

und der messbaren Spannungen aufgezeigt werden. Damit wurden Grundlagen zur Entwicklung eines

physikalischen Messinstruments zur Ermittlung der photokatalytischen Aktivitat geschaffen.
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9

Anhang

Nachfolgend werden die Gerateeinstellungen und Arbeitsanweisungen fiir die Spannungsmessungen aus

den Abschnitten 4.3 und 4.4 beschrieben.

9.1

Gerateeinstellung des Agilent 34401A 612 Digit Multimeters:

Das Multimeter wird Uber die RS-232-Schnittstelle Uber das entsprechende Kabel mit dem
Computer verbunden.

Die Anzeige RMT auf dem Display des Multimeters zeigt an, dass eine Verbindung vom Computer
mit dem Messgerat Uber eine externe Schnittstelle (RS-232) hergestellt ist.

Die SHIFT-Taste ist fir 5 Sekunden gedriickt zu halten, damit das Multimeter einen Selbsttest
durchfihrt.

Dricken der Rear- bzw. Front-Taste aktiviert die Eingdnge auf der Rick- bzw. Vorderseite des
Multimeters. Die Anschllsse zu den ITO-Elektroden kénnen entsprechend an der Riickseite oder an
der Vorderseite des Multimeters eingesteckt werden. Die beiden Messkabel sollen nicht in Schleifen
oder parallel nahe nebeneinander liegen, um Induktionsvorgédnge zu vermeiden.

Fiir Spannungsmessungen muss auf dem Display DC-1 und fiir Strommessungen DC-A angezeigt sein.
Fir Spannungsmessungen wird der Innenwiderstand des Multimeters auf den groBtmoglichen Wert
von 10 GQ eingestellt. Der Widerstandswert kann durch Driicken von Shift, Mend, Input R am
Multimeter eingegeben werden.

Die Messgenauigkeit des Multimeters wird auf 6 Nachkommastellen durch Driicken von Shift, Digits
eingestellt.

Die Messapparatur aus Abschnitt 4.3.5 wird mit einem separaten Kabel geerdet.

Zuséatzlich zu den Einstellungen am Multimeter, werden an der Software (Microsoft Excel) weitere

Einstellungen wie folgt vorgenommen:

e Die Agilent-Symbolleiste in Excel wird aktiviert. Ein Rechtsklick auf die Symbolleiste 6ffnet das
entsprechende Meni zum Auswahlen.
e Einstellen des Triggerimpulses auf 0,1 s

e Gerateeinstellungen fir nachfolgende Messungen speichern
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