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Kontaktaktive antimikrobielle Beschichtungen
aus wissrigen Suspensionen**
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Antimikrobielle Oberflichenmodifikationen werden derzeit
intensiv erforscht. Steigende Anspriiche an Hygiene sowie die
Vorbeugung von Infektionskrankheiten verlangen nach Ma-
terialien, deren Oberfliche Mikroben abtdtet. Die meisten
derartigen kommerziellen Materialien basieren auf einer
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Imprignierung mit Bioziden, wie Silberionen,'! quartiren
Ammoniumverbindungen,”  Triclosan,’!  Chlorhexidin,™
Chlor,” Tributylzinn® und diversen Antibiotika.”’ Obgleich
effizient, fithrt die permanente Freisetzung von Bioziden zu
erheblicher Umweltbelastung™® und fordert auBerdem die
Bildung resistenter Bakterienstimme, was ein grofles Pro-
blem der modernen Medizin ist.['")

Da ein Biofilm die problematischste biologische Konta-
mination ist,'!] erscheint es nicht notwendig, alle Mikroben in
der Umgebung abzut6ten, sondern nur Bakterien oder Pilze
auf den jeweiligen Oberflichen am Wachstum zu hindern.
Dies lasst sich durch mikrobenabweisende Oberflichen er-
reichen, die meistens durch Aufpfropfen von proteinabwei-
senden Polymeren, z.B. von Polyethylenglycol,'? hergestellt
werden. Die Kombination eines bakterienabweisenden und
eines Biozid freisetzenden Systems ist wirksamer als die je-
weilige Einzellosung.!"

Oberflichenmodifikationen, die Mikroben bei Kontakt
abtoten, ohne dabei ein Biozid freizusetzen, bieten einen
modernen Weg zur Herstellung prinzipiell permanent steriler
Materialien. Solche kontaktaktiven Modifikationen konnen
durch chemisches Aufpfropfen von antimikrobiellen Poly-
meren, wie N-alkylierten Poly-4-vinylpyridinen,' quaterni-
sierten Polyethyleniminen™ und quartiren Acrylsiurederi-
vaten,l'®) auf zahlreiche verbreitete Materialien wie Glas,'¥
Cellulose!®! und Kunststoffel'”! erhalten werden. Die ge-
nannten Polymere werden nicht freigesetzt und wirken sogar
gegen multiresistente Bakterien."¥! Dariiber hinaus entwi-
ckeln die verbreiteten Bakterienstimme Escherichia coli und
Staphylococcus aureus keine Resistenzen gegen diese Ober-
flachen.'! Allerdings sind die bisherigen Methoden zur Pri-
paration von kontaktaktiven Oberfldchen sehr aufwindig und
erfordern sdmtlich die Verwendung von organischen Lo-
sungsmitteln.” Wir haben daher die in Abbildung 1 darge-
stellte, universell nutzbare Beschichtungsmethode auf der
Basis wasserunloslicher antimikrobieller Emulgatoren zur
Emulsionspolymerisation entwickelt.

Hierfiir geeignete maBgeschneiderte makromolekulare
Emulgatoren sind Diblockcopolymere aus einem hydropho-
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Abbildung 1. Kontaktaktive Beschichtungen aus wissrigen Polymersus-
pensionen.
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ben Polystyrol(PS)-Block und einem hydrophilen Block des
etablierten antimikrobiellen Polymers Poly-4-vinyl-N-me-
thylpyridiniumiodid (P4VMP).?!! Diese wurden mittels an-
ionischer Polymerisation® und anschlieBender Methylierung
synthetisiert. Das Hydrophil/hydrophob-Verhiltnis konnte
dabei durch Verdnderung des molaren Blockverhéltnisses
von PS/P4VMP im Bereich von 2:1 bis 1:4 eingestellt werden
(siehe Tabelle 1). Alle erhaltenen Blockcopolymere PS-b-
P4VMP sind in DMSO, nicht aber in Wasser 16slich.

Tabelle 1: PS-b-P4VMP-Diblockcopolymere.

b H
n m
=
2@ |
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|
Polymer
1 2 3 4
n 340 420 367 1330
m 710 450 183 325

Fiir erste Untersuchungen wurde PS;,-b-P4VMP;,, ver-
wendet. Zu dem in Wasser angequollenen Diblockcopolymer
wurden zunéchst unter Rithren 10 Gew.-% Styrol zugegeben.
Die folgende radikalische Polymerisation wurde thermisch
mit dem ungeladenen wasserloslichen Azoinitiator 2,2'-
Azobis[2-methyl-N-(2-hydroxyethyl)propionamid] gestartet
und resultierte in einer stabilen Polymerpartikelsuspension.
Der mittlere Durchmesser der monomodalen Partikel wurde
mit statischer Lichtstreuung zu 150 nm bestimmt. Um eine
stabile Dispersion zu erhalten, mussten mindestens 2.5 Gew.-
% (bezogen auf die Styrolmenge) des polymeren Emulgators
eingesetzt werden. Die aus dieser Suspension gebildeten
Filme waren sehr sprode; um elastischere Filme zu erhalten,
wurde Styrol mit Butylacrylat (BA) copolymerisiert, was
wegen der niedrigeren Glastemperatur von PS-co-PBA zu
einer besseren Filmbildung fiihren sollte.””! Mit steigendem
BA-Gehalt wuchs die Partikelgrofe von 150 nm fiir reines PS
auf bis zu 450 nm fiir PS-co-PBA mit 50 Gew.-% PBA. Wie
erwartet sind Beschichtungen aus den PS-co-PBA-Polymer-
suspensionen mit einem PS/PBA-Verhiltnis (w/w) von 70:30
und 60:40 transparent und elastisch. Filme aus einer 50:50-PS-
co-PBA-Suspension sind dagegen zwar hochelastisch, aber
lichtundurchléssig, da die Polymerpartikel offensichtlich in
einem frithen Stadium der Filmbildung aggregieren.

Die ESEM-Aufnahmen in Abbildung 2 bestétigen sowohl
die PartikelgroBen als auch die GroBenverteilungen
(ESEM =environmental scanning electron microscopy).
Weiterhin wird die Filmbildung in den Abbildungen gut
sichtbar. Wihrend reine PS-Filme (Abbildung2a) aus iso-
lierten Kugeln bestehen, zeigt ein Film aus PS-co-PBA
(70:30) bereits teilweise fusionierte Kugeln (Abbildung 2b),
was die Voraussetzung fiir einen geschlossenen Polymerfilm
ist. Die Verschmelzung nimmt mit steigendem BA-Gehalt zu,
was im Fall von PS-co-PBA (60:40) bereits zu einem fast
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Abbildung 2. ESEM-Aufnahmen von Filmen aus verschiedenen PS-co-
PBA-Copolymersuspensionen. Die Filme bestehen aus a) PS, b) PS-co-
PBA (70:30), c) PS-co-PBA (60:40) und d) PS-co-PBA (50:50). Alle
Filme enthalten 2.5 Gew.-% PS;,4-b-P4VMP;,,.

vollsténdig dichten Film fiihrt (Abbildung 2¢). Eine weitere
Erhohung des BA-Gehaltes fithrt zu Filmen mit schwer aus-
zumachenden Partikeln (Abbildung 2d).

Alle Polymerfilme waren in Losungsmitteln unloslich, die
reines PS-co-PBA 16sen, z.B. Chloroform und Aceton. Dies
weist darauf hin, dass die Polymerpartikel komplett von dem
unloslichen Blockcopolymer-Emulgator umgeben sind. Um
herauszufinden, ob sich die antimikrobiellen Poly-4-vinyl-N-
methylpyridiniumiodid-Blocke der Emulgatoren tatsichlich
auf der Oberfliche der Polymerpartikel befinden, wurden
ultradiinne Schnitte der Polymerfilme angefertigt und mit
OsO,-Dampf behandelt, der selektiv PAVMP anfirbt. Die
Transmissionselektronenmikroskopie(TEM)-Aufnahme des
Schnittes einer PS-co-PBA-Beschichtung (60:40) mit
2.5 Gew.-% PS3,-b-P4AVMP;, ist in Abbildung 3 gezeigt.

Abbildung 3. TEM-Aufnahme vom Schnitt eines Films aus PS-co-PBA
(60:40) mit 2.5 Gew.-% PS;4-b-P4VMP;,,, angefirbt mit OsO,.
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Darauf ist zu sehen, dass die Grenzfliche zwischen den fu-
sionierten Kugeln stark kontrastiert, weil sich dort offen-
sichtlich die PAVMP-Phase befindet. Die TEM-Aufnahme
bestédtigt auerdem die Grofle der Polymerpartikel und ihre
Verschmelzung im Filminneren. Zieht man in Betracht, dass
Mikrobenzellen in der Regel grof3er als ein Mikrometer sind,
sollte das tiberall présente antimikrobielle Polymer in der
Lage sein, Mikroben auch im Inneren des Films zu eliminie-
ren.

Die mikrobielle Suszeptibilitidt der Polymerfilme wurde
am Beispiel von Proben untersucht, die mit Suspensionen aus
PS-co-PBA-Partikeln  (60:40) mit 2.5 Gew.-% PS;y-b-
P4VMP;,, oder Natriumdodecylsulfat (SDS) beschichtet
waren. Die Beschichtung erfolgte dabei durch Aufstreichen
der Suspension auf einen Glasobjekttriager. Beim Trocknen
an Luft bildeten sich auf einer Oberfliche von 2.5x 2.5 cm?
klare, ca. 30 um dicke Filme. Nach griindlichem Waschen mit
Wasser wurden die beschichteten Objekttrager mit einer
wissrigen Suspension von Zellen des verbreiteten und in-
fektiosen Gram-positiven Bakteriums Staphylococcus aureus
bespritht. Wihrend einer Inkubationszeit von 24 h unter
Wachstumsagar bildeten sich aus den einzelnen Zellen
sichtbare Bakterienkolonien, die mit 2,3,5-Triphenyltetrazo-
liumchlorid (TTC), einem Farbstoff fiir lebende Zellen, rot
angefiarbt wurden.”” Die Zahl der auf den nicht beschichte-
ten Teilen gewachsenen S.-aureus-Kolonien wurde als interne
Kontrolle verwendet, da die Dichte der aufgespriihten Bak-
terienzellen bei den Experimenten in einem Bereich von 200
bis 550 Zellen pro cm? schwankt. Wie aus Abbildung 4a er-

Abbildung 4. Photographien der S.-aureus-Kolonien, die auf Glasobjekt-
trigern gewachsen sind. Die partiellen Beschichtungen wurden mit PS-
co-PBA (60:40) hergestellt, mit a) 2.5 Gew.-% SDS und b) 2.5 Gew.-%
PS;40-b-PAVMP;,, als Emulgator. Beide Objekttrager wurden mit S.-
aureus-Zellen bespriiht, unter Wachstumsagar bei 37°C fiir 24 h inku-
biert und schlieRlich mit TTC angefirbt. Die Bakterienkolonien erschei-
nen dunkel. Die eingerahmten Flachen sind beschichtet. Die Gesamt-
ansicht entspricht jeweils etwa 5x2.5 cm”.
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sichtlich ist, ermoglicht eine Beschichtung, die den verbrei-
teten Emulgator SDS enthilt (2.5 Gew.-%), einen vollstin-
digen Bewuchs mit S.-aureus-Zellen. Im Gegensatz dazu
wachsen auf einer PS-co-PBA-Beschichtung (60:40) mit
2.5 Gew.-% PS;4-b-P4VMP,,, keine S.-aureus-Zellen (siehe
Abbildung 4b). Bedenkt man, dass die Zahl der Bakterien-
kolonien auf der Kontrolle mindestens 1300 Zellen pro
Fliche (2.5 x 2.5 cm?) betrigt, ergibt sich fiir die beschichteten
Bereiche eine Reduktion der sich vermehrenden Bakterien-
zellen um mehr als 99.9%. Es ist erwdhnenswert, dass die
Bakterien auf den nicht beschichteten Randbereichen bis in
die unmittelbare Nidhe der Beschichtung wachsen (siche
Abbildung 4b). Wiirde ein Biozid freigesetzt, wire das Bak-
terienwachstum noch einige Millimeter neben der Beschich-
tung gehemmt. Das Fehlen einer solchen Inhibierungszone
deutet auf eine kontaktaktive antimikrobielle Wirkung hin.

Die Langzeitaktivitdt der Beschichtungen wurde durch
permanentes Waschen mit Wasser bei tdglichem Wechsel der
Waschlosung getestet, wobei sich zeigte, dass die antimikro-
bielle Aktivitdt bereits nach einem Tag verloren war. Ele-
mentaranalyse und IR-Spektroskopie der Beschichtungen vor
und nach dem Waschen ergaben allerdings keine signifikan-
ten Unterschiede in der Zusammensetzung, weshalb wir
davon ausgehen, dass moglicherweise die oberste Mono-
schicht teilweise abgelost wurde. Um langzeitaktivere Poly-
merbeschichtungen zu erhalten, wurden PS-b-P4VMP-
Emulgatoren mit einem hoheren PS-Anteil, d. h. mit hoherer
Hydrophobie, in den Suspensionen verwendet. Wie erwartet
hingt die antimikrobielle Wirksamkeit dieser Beschichtun-
gen stark vom Emulgatorgehalt ab. Die fiir die biozide Wir-
kung erforderliche Emulgatormenge erhohte sich mit grofe-
rem PS-Gehalt: Bei PS,-b-P4AVMP,s, benotigte man
2.5 Gew.-%, bei PS35,-b-PAVMP 53 5 Gew.-% und bei PS,33,-b-
P4VMP;,5s 10 Gew.-%. Uberraschenderweise war der effek-
tive Gehalt an reinem antimikrobiellem Polymer (P4VMP) in
allen Féllen dhnlich und variierte zwischen 1.3 und 1.7 Gew.-
% bezogen auf die Masse der Beschichtung.

Waschtests dieser Beschichtungen ergaben, dass nur der
Film mit 10 Gew.-% des Emulgators PS,;;-b-P4VMP;,; tat-
sdchlich langzeitaktiv ist. Selbst nach sieben Tagen perma-
nenten Waschens nahm die antimikrobielle Aktivitdt nicht ab.
Voruntersuchungen ergaben, dass die Beschichtungen auch
wirksam auf andere Oberflichen, z.B. auf Metalle und
Kunststoffe, aufgebracht werden kénnen.

Wie man in Abbildung 3, die représentativ fiir alle ver-
wendeten Emulgatoren ist, erkennen kann, bildet das anti-
mikrobielle Polymer ein kontinuierliches nanoskaliges Netz-
werk im Inneren der Beschichtungen. Deshalb sollten die
Beschichtungen nicht nur an der Oberflidche, sondern auch im
Inneren antimikrobiell wirksam sein. Um dies zu untersu-
chen, wurden Scheiben mit einer Dicke von 5 mm aus einer
PS-co-PBA-Dispersion (60:40) mit 10 Gew.-% PS;33-b-
P4VMP;,5 hergestellt und an der Oberfliche zerkratzt oder
durchgebrochen. Nach einem Tag Waschen mit Wasser
wurden S.-aureus-Zellen auf die Scheiben gespriiht und unter
Wachstumsagar inkubiert. Nach der Inkubation wuchsen
weder Bakterienkolonien auf der Oberflache noch in den
zerkratzten Bereichen noch auf der Bruchkante der Proben.
Somit sind die Beschichtungen auch im Inneren antimikro-
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biell — dies ist eine neue Qualitdt fiir kontaktaktive Be-
schichtungen, da diese meistens aus fragilen Monoschichten
bestehen, die leicht mechanisch zerstort werden konnen.

Wir haben hier demonstriert, dass sich wasserunlosliche
Diblockcopolymere PS-b-PAVMP mit einem hydrophoben
(PS) sowie einem antimikrobiellen und hydrophilen Block
(P4AVMP) hervorragend als Emulgatoren fiir die wissrige
Emulsionspolymerisation von Styrol und Butylacrylat eignen.
Beschichtungen aus den resultierenden stabilen wissrigen
Suspensionen wirken als kontaktaktive antimikrobielle
Oberflachen und bieten damit eine Alternative zu entspre-
chenden aufwéndigen chemischen Oberflichenmodifizierun-
gen mit antimikrobiellen Polymeren. Laufende Arbeiten be-
schiftigen sich mit der Variation des hydrophoben Blocks der
Emulgatoren, unter anderem zur Einfiihrung polymerisier-
barer Gruppen. Weiterhin sollen die Emulgatoren in kom-
merziellen Dispersionsfarben getestet werden, um damit
vielleicht die bisher notwendige Zugabe von wasserloslichen
Bioziden zu solchen Farben vermeiden zu konnen.

Der experimentelle Teil (Polymersynthese, Polymerana-
Iytik, antimikrobieller Test, Methodenbeschreibung) findet
sich in den Hintergrundinformationen.
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