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Einleitung

Immer mehr Antibiotika verlieren ihre Wirkung, da besonders die Zahl der resis-
tenten Krankenhauskeime stetig steigt. Auch zwingt das Auslaufen der Schutz-
rechte bestimmter Pharmazeutika die Hersteller, zu einer immer intensiveren Su-
che nach neuen moglichen Blockbustern. Die wachsende Anzahl an Proben und
die gleichzeitig steigenden Anforderungen an die Testverfahren erfordern ein ho-
hes Mal} an Automatisierung. Hierzu werden High Throughput und High Con-
tent Screening Methoden eingesetzt [1]. Robotergestiitzte Screeningsysteme, die
mehrere Quadratmeter Stellfliche benotigen, miissen aus Griinden der Sterilitét in
Reinrdumen installiert werden. Installation und laufende Kosten von Reinrdumen
bilden einen erheblichen Kostenfaktor. Das Personal ist in solchen Reinrdumen
besonderen psychischen und physischen Belastungen ausgesetzt.

Der Mensch ist eine der gro3ten Quellen fiir Luftverunreinigungen in Form von
mikroskopischen Partikeln [2]. Die Emissionsrate betriigt zwischen 10 und 107
Partikel pro Minute. Zusammen mit Partikeln werden auch Mikroorganismen
emittiert, die im Wesentlichen an den Partikeln angelagert sind. Geht man von
einem Verhiltnis von Mikroorganismen zu Partikeln von 1:1000 bis 1:5000 aus,
so werden vom Menschen pro Minute bis zu 10000 Mikroorganismen freigesetzt.
Steril verpackte Arbeitsmaterialien wie zum Beispiel Petrischalen oder Zellkultur-
platten, welche in einem Diagnostik- oder Forschungslabor auB3erhalb aseptischer
Bedingungen geoffnet werden, konnen durch iiber die Luft iibertragene Mikro-
organismen kontaminiert werden. Um vor der Verwendung der Materialien eine
fiir den Anwendungsbereich relevante Keimzahl oder Sterilitét zu erreichen, sind
zusitzliche keimreduzierende MaBBnahmen notwendig. Fiir automatisierte Scree-
ningverfahren kommen 96er, 384er oder 1536er Mikrotiteroplatten zum Einsatz.

Aus Kostengriinden werden diese als Einwegartikel aus thermolabilen Kunststof-
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fen wie zum Beispiel Polystyrol hergestellt. Sterilisiert werden konnen diese nur
durch sehr aufwindige und hohe Anforderungen an die Sicherheit stellende Ver-
fahren, zum Beispiel auf Basis von Gammastrahlung. Plasmen stellen eine neue
Moglichkeit zur Sterilisation dar und sind in der Literatur mehrfach beschrieben
worden, zum Beispiel [3-5].

Seit Siemens 1857 mit einer besonderen elektrischen Anordnung, welche aus zwei
koaxialen Glasrohren (siehe Abbildung 1), die ihrerseits die Elektroden trennten,
die Erzeugung von Ozon demonstrierte [6], werden dielektrisch behinderte Entla-

dungen fiir eine Vielzahl von Prozessen eingesetzt [7-10].
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Abbildung 1: Anordnung von W. Siemens (1857) zur Erzeugung von Ozon [6]

Die Erzeugung von Ozon, mittels nicht-thermischen Atmosphirendruckplasmen,
ist auch heute, fast 150 Jahre nach der Entdeckung durch Siemens, ein bedeuten-
der industrieller Prozess, welcher hinsichtlich der Ausbeute weiter intensiv unter-
sucht wird. Ozon wird beispielsweise zur Aufbereitung von Trinkwasser einge-
setzt.

Weitere Einsatzgebiete dieser Plasmen sind die Reinigung von Gasen und Ab-
gasen [11], Excimer Lampen, Plasmabildschirme und Oberflachenbehandlungen
[7, 8, 10]. Unter dem Begriff der Oberflichenbehandlungen sind Prozesse wie
die Aktivierung von Kunststoffen [9, 12], das Entfernen von Oxid- und Sulfid-
schichten auf Metallen [9] sowie kohlenwasserstoffhaltigen Schichten auf Ober-
flachen [13, 14] zu verstehen. Seit einigen Jahren werden auch keimreduzierende
Prozesse mit dielektrisch behinderten Entladungen bei Atmosphérendruck durch-
gefiihrt.

Physikalische anisotherme Atmosphirendruckplasmen in Luft konnen neben
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Elektronen mit hohen mittleren Energien und Ionen auch hoch reaktive Sauerstoft-
(ROS) und Stickstoffspezies (RNS) erzeugen. Weiterhin konnen solche Plasmen
unter Verwendung bestimmter Gase UV- und VUV-Strahlung aussenden. Die Er-
zeugung dieser antimikrobiell wirksamen Komponenten erfolgt dabei aus nicht
toxischen Gasen, die nach der Behandlung keine chemischen Abfille hinterlas-
sen. Des Weiteren sind auf Grund der niedrigen Temperatur der schweren Teil-
chen auch Behandlungen von thermisch sensiblen Kunststoffen wie Polystyrol

moglich.

Ziele und Herangehensweise

Aus der wissenschaftlichen Literatur ist bekannt, dass Plasmen bei Atmo-
sphédrendruck und in verschiedenen Gasen, eine Behandlung von Kunststoffen
ermoglichen. Derzeit gibt es kein Plasmasystem auf dem Markt, mit dem ei-
ne antimikrobielle Behandlung von thermolabilen Multiwellplatten bei Atmo-
sphérendruck, direkt vor der Verwendung, moglich ist.

Ziele:

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung eines Konzeptes zur
gleichzeitig stattfindenden Keimreduktion aller Wells einer 96er Multiwellplatte
mittels eines Atmosphérendruckplasmas in Luft. Als weitere Randbedingungen
sind die Keimreduktion um mindestens zwei Log-Stufen, die Zellkompatibilitit
der behandelten Fldchen, die Integrierbarkeit in bestehende automatisierte Analy-

sensysteme und eine Taktzeit von weniger als zwei Minuten zu nennen.

Herangehensweise:
Um die genannten Ziele erreichen zu konnen, sind folgende wissenschaftliche

Untersuchungen und technische Entwicklungen notwendig:

e Zunichst werden, wegen besserer analytischer Zugénglichkeit, grundle-
gende Untersuchungen an zweidimensionalen Polystyrolsubstraten durch-
gefiihrt. Hierzu ist ein System mit einer planaren Elektrodengeometrie auf-
zubauen. Die relative Luftfeuchtigkeit des Prozessgases, die Hochspannung

und das Pulsmuster der Plasmaentladung sind steuerbar.



— Der antimikrobielle Effekt des verwendeten Luftplasma soll in Ab-
hingigkeit von der Prozessgasfeuchte, der Behandlungszeit und der
Plasmaleistung bestimmt werden. Behandelt werden Sporen von Ba-
cillus atrophaeus auf Polystyrol. Die Sporen liegen wihrend der Be-

handlung im trockenen Zustand vor.

— Das eingesetzte Plasma wird unter den variierenden Prozessparame-
tern hinsichtlich der in das Plasma eingebrachten Leistung untersucht.
Weiterhin wird die vom Plasma emittierte Strahlung im UV Bereich
bestimmt, um Aussagen iiber mogliche wirksame Plasmaspezies tref-

fen zu konnen.

— Native Polystyroloberflichen werden unter relevanten Prozessparame-
tern behandelt und mittels Fourier-Transformations-Infrarotspektros-
kopie und Kontaktwinkelmessungen auf ihre chemischen Eigenschaf-

ten untersucht.

— Um Ergebnisse zu den antimikrobiell wirksamen Plasmaspezies zu er-
halten, werden die gleichen Sporen vor und nach der Plasmabehand-
lung mittels eines Rasterkraftmikroskops vermessen. Hieraus lassen

sich morphologische Verinderungen erkennen.

e Die in den Voruntersuchungen gewonnenen Erkenntnisse sollen in die Ent-
wicklung und den Aufbau eines Plasmasystems zur antimokrobiellen Be-

handlung von 96er Multiwellplatten einflieBen.

— Es hat eine Verifizierung der antimikrobille Ergebnisse zu erfolgen.
Die Behandlungszeiten miissen entsprechend der Abtétungsrate und

des geforderten Reduktionsfaktors angepasst werden.

— Weiterhin sind die Zellkultureigenschaften der mit Plasma behandel-
ten Multiwellplatten zu bestimmen. Hierzu sollen verschiedene Zellli-

nien und verschiedene Zellkulturplatten verwendet werden.

— Fiir die spitere Auslegung des Plasmasystems ist die Bestimmung der

elektrischen Parameter, der neu entwickelten Anordnung, notwendig.

— Ein Prozessablauf und die zur Integration notwendigen Schnittstellen

und Anforderungen sind zu definieren.



Aufbau der Arbeit

Kapitel 1:

Kapitel 2:

Kapitel 3:

Kapitel 4:

Anhang A-C:

gibt einen Uberblick iiber die klassischen und plasmabasier-
ten Verfahren zur Sterilisation. Weiterhin werden die chemi-
schen Eigenschaften von Luftplasmen und deren Wechsel-
wirkung mit Oberflachen sowie die notwendigen diagnosti-
schen Methoden beschrieben. Ferner wird in diesem Kapitel
ein allgemeiner Uberblick iiber die zum Verstindnis notwen-

digen Grundlagen gegeben.

diskutiert die Ergebnisse aus zweidimensionalen Voruntersu-
chungen zur antimikrobiellen Wirksamkeit von Luftplasmen
mit variablen Luftfeuchtigkeiten sowie deren Eigenschaften

und Wechselwirkungen mit Polystyroloberfldchen.

beschreibt die konstruktive Umsetzung der im Kapitel 2 ge-
wonnenen Erkenntnisse in zwei verschiedenen Systemen zur
Behandlung von 96er Multiwellplatten. Es enthélt die Er-
gebnisse zur antimikrobiellen Wirksamkeit und zu den Plas-
maeigenschaften dieser Systeme. Weiterhin werden die nach
der Plasmabehandlung resultierenden Zellkultureigenschaf-

ten beschrieben.

gibt eine Zusammenfassung der konstruktiven Umsetzungen
und deren Eigenschaften, welche aus den wissenschaftlichen
Voruntersuchungen abgeleitet wurden. AbschlieBend enthilt
dieses Kapitel einen Ausblick tiber Weiterentwicklungen und

Einsatzmoglichkeiten.

enthalten das Abkiirzungsverzeichnis, ergdnzende Abbildun-
gen und Tabellen zu den vorangegangenen Kapiteln so-
wie Beschreibungen zum experimentellen Aufbau und Ver-
suchsprotokolle zur Bestimmung der Plasma- und Ober-

flacheneigenschaften, Keimreduktion und Zellkompatibilitit.
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Kapitel 1

Grundlagen

1.1 Etablierte keimreduzierende Verfahren

Die Sterilisation ist erst seit Ende des 19. Jahrhunderts bekannt. 1878 veroffent-
lichte Pasteur einen Bericht iiber seine Erfahrungen in der Sterilisation von chirur-
gischen Instrumenten in einem HeiBwasserbad. Nur wenige Jahre spiter widmete
sich auch Robert Koch diesem Gebiet. Das Abtoten von Keimen mittels Hitze
oder feuchter Hitze waren iiber lange Zeit die Methoden, mit der Lebensmittel
als sowie Operationsbesteck keimfrei gemacht wurden. Heute versteht man unter
Sterilisation das Freimachen eines Gegenstandes von vermehrungsfihigen Orga-
nismen [15].
Die heute bekannten Sterilisationsmethoden lassen sich in chemische und physi-
kalische Verfahren unterteilen [16]. Bei den chemischen Verfahren muss das Ste-
rilisationsmittel direkt in Kontakt mit dem zu sterilisierenden Material kommen.
Des weiteren gibt es physikalisch-chemische Verfahren. Bei den physikalisch-
chemischen Verfahren miissen, wie bei den chemischen Verfahren, die Molekiile
des Sterilisationsmittels in direkten physikalischen Kontakt mit den Mikroorga-
nismen kommen. Gleichzeitig wirken neben den chemischen Faktoren auch rein
physikalische Prozesse.

Die Wirksamkeit der Abtdtung von Mikroorganismen ist bei allen Sterilisa-
tionsverfahren von der Art der vorhandenen Mikroorganismen, deren Funkti-

onszustand, der Ausgangskeimzahl, der Behandlungszeit und von den Umge-

1



2 KAPITEL 1. GRUNDLAGEN

Tabelle 1.1: Ubersicht iiber die Einordnung von Sterilisationsverfahren

physikalische Verfahren chemische Verfahren
trockene Hitze mikrobiozide Gase
ionisierende Strahlung organische Losungsmittel
Mikrowellenstrahlung Oxidative Systeme
Impulsverfahren

physikalisch-chemische Verfahren
feuchte Hitze
Mikrowellenstrahlung und Bakterizide
Niedertemperatur Dampf und Formaldehyd

bungsbedingungen abhingig [2]. Unter Umgebungsbedingungen sind zum Bei-
spiel die Temperatur, der pH-Wert von Losungen, die umgebende Atmosphire,
Feuchtigkeiten, Begleitstoffe und die Keime eventuell umgebende schiitzende
Schmutzhiillen zu verstehen.

Das physikalische Verfahren hoher Temperaturen, zielt auf die Koagulation und
Denaturierung von Eiweillen sowie den Zerfall von Lipidketten ab. Polysaccharide
und Kohlenhydrate sind hitzeunempfindlicher als Lipide und Eiweifle. Verwendet
man statt trockener, feuchte Hitze als physikalisch-chemisches Verfahren, so las-
sen sich bessere Inaktivierungen erzielen.

Sterilisation mit UV-Licht bewirkt das Verschmelzen von benachbarten Basen
in der DNA zu sinnlosen Dimeren. Unter Verwendung von radioaktiver Strah-
lung hingegen kommt es zu Strangbriichen in der DNA und damit zu Informa-
tionsverlust und Mutationen. Weiterhin konnen durch radioaktive Strahlung Mo-
lekiilketten zerschlagen und Radikale gebildet werden, wodurch weitere moleku-
lare Reaktionen initiiert werden. Verwendet man Mikrowellenstrahlung zur Inak-
tivierung von Organismen, so ist eine Mindestfeuchtigkeit notwendig, um eine
Wirkung durch Wirmeeintrag zu erreichen.

Die Gruppe der chemischen Verfahren ist durch die groe Anzahl von einsetzba-
ren chemischen Substanzen (z.B. Ozon, Wasserstoffperoxid, Kaliumpermanganat,
Persduren, Siuren, Laugen, Aldehyde, Phenole, Ethylenoxid, Alkohole ...) sehr
vielfiltig. Proteine werden durch Sduren, Laugen, Losungsmittel und andere De-
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tergentien denaturiert, durch Laugen protolysiert und durch Proteasen gespalten.
Lipide hingegen konnen durch Lipasen gespalten oder durch Losungsmittel auf-
gelost werden. Weiterhin konnen durch Sduren Bindungskomponenten von den
Lipiden abgespalten werden. Polysaccharide und Nukleinsduren werden durch
Sduren und Laugen geschddigt und durch Enzyme lysiert. Detaillierte Wirkme-
chanismen der einzelnen chemischen Verfahren sind in [2] oder [17] verzeichnet.
Anders als bei der Sterilisation, wird bei der Desinfektion eine gezielte Abtotung
oder irreversible Inaktivierung von krankmachenden Erregern verstanden, wobei
die Zahl der Erreger auf einem Gegenstand in jedem Fall unterhalb des Infektions-
inokulum reduziert wird [16]. Die Desinfektions ist zum Beispiel bei der Verarbei-
tung und Herstellung von Lebensmitteln von Bedeutung. Hier ist es ausreichend
die Zahl der Erreger unter einen Schwellwert zu reduzieren, da der menschliche

Korper durch eigene Abwehrmechanismen, einer Infektion entgegenwirken kann.

1.2 Stand der Technik - Plasmaverfahren

1.2.1 Wirkmechanismen

Plasmen konnen in Abhéngigkeit von der Gaszusammensetzung, Energieeinspei-
sung und dem Prozessdruck verschiedenste Spezies generieren [18]. Neben gela-
denen Teilchen und Wiarme entstehen auch Radikale und UV-Photonen, die fiir
eine Vielzahl von Prozessen von Bedeutung sind. Unterschieden werden muss, ob
die Probe in direkten Kontakt mit dem Plasma kommt oder nur indirekt behandelt
wird [19]. Wird die Probe direkt dem Plasma ausgesetzt, so kommen alle Plas-
maspezies, inklusive der geladenen Teilchen, mit der Probe in Kontakt. Wird die
Probe nur im Remote-Betrieb behandelt, so kommt diese nicht in direkten Kon-
takt mit dem Plasma. Geladene Teilchen konnen in diesem Fall die Oberflache der
Probe nicht erreichen. Auch ist der Eintrag an thermischer Energie durch Neutral-
teilchen deutlich geringer als bei direktem Kontakt [18, 19].

Die in der Literatur beschriebenen Reduktionskinetiken von Mikroorganismen
sind ein Ergebnis aus der Vielzahl von verwendeten Plasmaquellen und Mikro-
organismen. Im Folgenden werden vorrangig solche Arbeiten betrachtet, die mit

Sporen von Bacillus atrophaeus oder denen des Geobacillus stearothermophilus
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durchgefiihrt wurden, da diese als besonders widerstandsfihig gelten.

In der Literatur wird unter Verwendung von Niederdruckplasmen von Redukti-
onskinetiken mit mehreren Phasen berichtet [20, 21]. 2-Phasen Kinetiken sind
auch bei Prozessen unter Atmosphirendruck (siehe Abbildung 1.1) beobachtet
worden [22, 23]. Das Auftreten der einzelnen Phasen wird durch die verschie-
denen Plasmaspezies hervorgerufen. Philip et al. [20] geben in ihrer Arbeit eine
Erkldrung fiir diese Phasen, die auf der Wirkung von UV-Photonen und plasma-

chemischem Atzen basiert.
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Abbildung 1.1: 2-phasige Kinetik iiberlebender Mikroorganismen aus direktem
Plasmakontakt einer dielektrisch behinderten Entladung bei Atmosphdrendruck
in verschiedenen NoO - Ny Gemische [23]

Es sind drei grundlegende Mechanismen, die nach Philip et al. [20] in Plasmen zur
Inaktivierung von Sporen beitragen. Der erste Faktor ist die direkte Zerstorung
von genetischem Material durch energiereiche UV-Photonen. Weiterhin werden
durch Photodesorption die Sporen erodiert. Dies geschieht durch UV-Photonen,
die energiereich genug sind, um chemische Bindungen aufzubrechen und zur Bil-
dung fliichtiger Komponenten fiihren. Der dritte Mechanismus ist die Erosion
durch atomweises Atzen. Reaktive Spezies aus dem Plasma gehen stindig chemi-

sche Reaktionen mit dem Material der Mikroorganismen ein und bilden fliichtige
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Stoffe wie Kohlenstoffdioxid und Wasser [18] (sieche Gleichung 1.1).
20(9) + C(Mikroorganismus) - 002(9) (11)

Dieser Schritt kann durch UV-Photonen, welche chemische Bindungen auf-
brechen, unterstiitzt werden. Die offenen Bindungsstellen bilden neue Anlage-
rungsmoglichkeiten fiir reaktive Spezies. Grundsitzlich finden alle Mechanismen
gleichzeitig statt.

Die erste Phase ist steiler als die zweite Phase. Diese erste Phase ist durch
eine direkte Inaktivierung der Mikroorganismen durch UV-Photonen geprigt.
UV-Schiadigung der Mikroorganismen erfolgt durch eine starke Absorbtion von
UV-Photonen durch Nukleinsduren, die ein Absorbtionsmaxiumum im Bereich
von 260-265 nm besitzen [24]. Auch Purinbasen sind starke Absorber fiir UV-
Photonen. Hierbei kommt es in doppelstindiger DNA zur Bildung von Dime-
ren der Basen Thymin und Cytosin [18-20, 24, 25], wodurch die Mikroorganis-
men in ihrer Replizierung gehindert werden. Viele Niederdruck- als auch Atmo-
sphédrendruckplasmen zur Sterilisation sind auf die Erzeugung von UV-Strahlung
hin ausgerichtet [20,22,26,27].

In der zweiten Phase der Reduktionskinetik spielen, neben der Erosion durch Pho-
todesorption, auch Atzeffekte eine bedeutende Rolle. Sauerstoff- und stickstoff-
haltige Plasmen, im Besonderen Lutft, sind Quellen fiir reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) und reaktive Stickstoffspezies (RNS) [18,19,24]. Tabelle 1.2 zeigt die fiir
Wechselwirkungen mit Mikroorganismen wichtigsten Spezies.

In der Literatur werden iiberwiegend die ROS betrachtet. Diese sind auch aus
der Behandlung von Polymeroberflichen bekannt [28]. Die Konsequenzen durch
oxidative Schiadigung von Mikroorganismen sind Eingriffe in das Abwehrsystem
der Zellen, Verletzung der Zellen durch Schidigung makromolekularer Struktu-
ren wie Lipide, DNA, Proteine und Kohlenhydrate sowie Zelltot durch exzessi-
ve irreparable Schidigung [24]. Eine besondere Bedeutung auf Grund seiner ho-
hen Reaktivitit kommt dem Hydoxylradikal (OH®) zu. Dieses hat mittlere Dif-
fusionslidngen von einigen Nanometern, so dass es direkt mit Komponenten der
dufleren Hiille von Mikroorganismen reagiert. Die dabei entstehenden Radika-

le besitzen geringere Reaktivititen als das Hydroxylradikal. Der von Gaunt et
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Tabelle 1.2: stabile und kurzlebige reaktive ROS und RNS in luftihnlichen Plas-
men mit und ohne Feuchtigkeit [18]

trocken feucht
stabil
O3, N>O, N>Os, NO, NO, O3, N;O, NO, NQOs,
HNOy, HNO3, HyO,
instabil

O('D), N, N(®D), OH,
HO% 0:('3,), 024y,
Na(A* Y0 0), Ny(BPILY)

al. [24] vorgestellte Reaktionsverlauf von Lipiden mit freien Radikalen (Abbil-

dung 1.2) aus der Gasphase, weist besondere Ahnlichkeiten mit den Reaktionen

zwischen Radikalen und Polymeroberflichen auf (vgl. Kapitel 1.4.2).

L +HO" — L+H,0

L+ 0

\

, — L-O0C

L-OC+L —= L'+ L-OOH

Fe oder Cu
T

L-OCH

L-O

Abbildung 1.2: Reaktionssequenz fiir Lipide (L) die durch freie Radikale initiiert

wird [24]

In einem ersten Reaktionschritt werden Wasserstoffatome von den Seitenketten

von ungesittigten Fettsduren durch Radikale aus dem Plasma abgeldst. Dabei

kommt es zur Bildung von Lipidradikalen L°®. Durch Reaktion mit Sauerstoff wer-

den in einem zweiten Schritt Lipidperoxilradikale L — OO*® gebildet, die mit an-
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deren Lipiden zu neuen Lipidradikalen und Lipidhydroperoxyden L — OOH rea-
gieren und so die Reaktionen in den Ketten weiter fortsetzen. Neben der Bildung
von Peroxiden konnen auch Aldehyde gebildet werden, welche selbst besonders
reaktiv sind und Proteine schidigen konnen. Die Oxidation von Proteinen fiihrt zu
Veridnderungen der Proteinstruktur, was funktionelle Anderungen hervorruft.
Auf direktem Weg konnen in der Gasphase gebildete Hydroxylradikale nicht
mit der DNA reagieren, da sie auf Grund ihrer hohen Reaktivitdt zuvor mit an-
deren Makromolekiilen reagieren. Hydroperoxide besitzen ein gutes Diffusions-
vermogen durch Zellwdnde und kdonnen bei Reaktionen mit Metallionen im Inne-
ren der Zelle O H* Radikale freisetzen, die dann auf Grund der rdumlichen Nihe
zur DNA mit dieser reagieren konnen [24]. Weiterhin ist bekannt, dass Ozon die
Zellatmung beeinflusst und auch zu irreparablen Briichen der DNA fiihrt [19,24].
Aus der Literatur sind zahlreiche Systeme, die bei Atmosphirendruck mit sauer-
stoffhaltigen Gasgemischen arbeiten bekannt, die ROS erzeugen( Plasmajets oder
jetdhnliche Konfigurationen [5,29-35]; dielektrisch behinderte Entladungen und
Koronasysteme [22, 25, 27, 36—40]). Auch bei Untersuchungen in Niederdruck-
plasmen wird von ROS berichtet [20,21,41-44].

Ein weiterer Mechanismus bei der Reduktion von Mikroorganismen ist die Ly-
sis, die in Folge einer Zerstorung der Integritit der Zellmembran durch Aufla-
dung auftritt. Die Aufladung der Zellmembran erfolgt dabei durch geladene Teil-
chen aus dem Plasma [45,46]. Hierzu miissen die Mikroorganismen in direktem
Kontakt mit dem Plasma sein, damit Ladungstriger aus dem Plasma die Ober-
flache der Mikroorganismen erreichen konnen. Diese Szenerie ist besonders von
gram-negativen Mikroorganismen bekannt, da diese eine sehr diinne Zellwand
und oftmals irreguldre Oberflichen mit kleinen Radien der Konturen aufweisen.
Wird die Oberfliche eines Mikroorganismus aufgeladen, so bildet sich ein von
der Oberfliche ausgehendes elektrostatisches Feld aus. Mendis [45] gibt folgende
Bedingung fiir das Verlieren der Zellintegritit durch Aufladung an:

D] >0,2-Vr-R- ,/%F}” (1.2)

Das Potential der Oberflichenladung ¢ eines Mikroorganismus ist somit vom

Kurvenradius R seiner Geometrie, der Dicke A seiner Zellmembran, dem Ra-
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dius der geometrischen Irregularititen r und der ReiBfestigkeit F; der Membran
abhingig. Eine Abschitzung fiir Echerichia Coli mit R = 1 um, r = 0,02 um
und A = 8nm liefert ein Oberflichenpotential, fiir ein Aufbrechen des Bakteri-
ums an den geometrischen Irregularititen von |®| > 6 V. Soll das Bakterium iiber

seine Mitte aufbrechen so ist ein Potential von |®| ~ 40 V' notwendig.

1.2.2 Systeme und Patente

Im Kapitel 1.2.1 wurden die Mechanismen, welche bei der Plasmasterilisation
zum Tragen kommen, dargestellt. Die dort genannte Literatur berichtet nur iiber
grundlegende Wirkungsweisen verschiedener Plasmaquellen unter verschiedenen
Atmosphédren und Bedingungen.

Einen Uberblick der in der Praxis befindlichen Plasmasterilisationsverfahren und
einiger Patente ist bei Moisan [3] zu finden. Das erste Patent im Bereich der Ste-
rilisation mit physikalischen Gasplasmen wurde 1968 von Menashi angemeldet.
Dieses Patent beschreibt die Sterilisation von Vials mittels eines Argonplasmas
bei Atmosphirendruck. Weitere Patente von Ashman und Menashi (1972), Bou-
cher (1980) und Bithell (1982) folgten. Diese Verfahren beruhten zumeist auf
Edelgasplasmen im Niederdruckbereich.

Zwei plasmaunterstiitzte Verfahren, die in die klinische Praxis eingefiihrt wur-
den, sind das Sterrad® (Patent US 4.643.876) und das Plazlyte® (Patent US
5.413.760) Verfahren. Beide beruhen auf der Kondensation von Wasserstoffper-
oxid oder Peressigsdure auf den Mikroorganismen und Oberflachen [3] bei redu-

zierten Driicken.

Plaziyte™
760 | PO sconssssmsies D - ,
| | 700 Airwash | | /,‘
\ | \ |\
\ : | \ |
| Pumping phase | | Pumping phase \J /
\ Airwash | |1/
100 | 100 | o N Y
€ \ £ 804 [
o \ iecti \ iffysi |
= \ Injection of H,0, Diffusion “ = “ D'"‘rlon Gas plasma
2 \‘ e \
= Gas plasma | 5 144
@ 10 | @ 104 | |
@ a \ |
2 | o \ |
o “ “ o / |
| / | |
“ | | Injection of peracetic acid \‘ ‘\‘
14 | | 14 | |
|
0.5 ‘ | 0.3 L L'
T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Time (min) Time (min)

Abbildung 1.3: Prozessablauf des Sterrad® und Plazlyte® Verfahren aus [3]
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In beiden Prozessen schlieft sich an die Diffusionsphase, in der die zugesetz-
ten Sterilisationsmittel in die Mikroorganismen hineinpenetrieren und reagieren
konnen, eine Plasmaphase an. Nach Krebs et al. [47] hat das Plasma hier aber
keine biozide Wirkung, so dass man bei diesen Verfahren nicht von Plasmaste-
rilisation sprechen kann. Das Plasma dient sowohl beim Sterrad® als auch beim
Plazlyte® Verfahren nur zur Beseitigung gefihrlicher Riickstinde. Nach Rutal-
la et al. [48] liegt der Vorteil dieser Verfahren darin, dass sie keine gefdhrlichen
Riickstinde auf den sterilisierten Giitern hinterlassen und sicher fiir die Umwelt
und die Mitarbeiter im Gesundheitswesen sind. Die Nachteile sind, dass keine
Fliissigkeiten oder vakuumsensitiven Materialien behandelt werden kénnen. Auch
konnen beim Sterrad® Verfahren keine zellulosehaltigen Materialien sterilisiert
werden, da diese Materialien zu stark Wasserstoffperoxid absorbierend sind, wel-
ches dann nur schlecht durch das Plasma wieder entfernt werden kann. Weiter-
hin kann in Plazlyte® Systemen nur chirurgisches Besteck aus nicht-rostenden
Stihlen sterilisiert werden. Fiir das Plazlyte® System wurde 1998 eine Warnung
der U.S. Food and Drug Administration ausgegeben, nachdem nachweislich 10
Patienten unter Komplikationen nach Augenoperationen, bei denen mit Plazlyte®
sterilisiertes chirurgisches Besteck gearbeitet wurde, litten [49].

Die Firma Cerionx, Inc. (USA), die inzwischen ihre Geschiftstitigkeit eingestellt
hat, brachte 2005 das plasmabasiertes Reinigungssystem TipCharger™ fiir auto-
matisierte Pipettiersysteme auf den Markt. Durch die Patente wird die Reinigung
und Konditionierung von Pipettenspitzen auch in Auslegung von Pipettierkopfen
bis zur Grofle von 1536-Wellplatten rechtlich gesichert (Patente US 6.724.608,
US 7.017.594). Zur Anwendung werden hier verschiedene Konfigurationen der
dielektrisch behinderten Entladung gebracht. Es konnen sowohl elektrisch leiten-
de als auch nichtleitende Pipettenspitzen behandelt werden die in das System ein-
gefiihrt werden. Die Verwendung anderer Gase als Luft und andere Driicke als

Atmosphérendruck werden nicht explizit ausgeschlossen.
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1.3 Atmosphiarendruckplasmen

Nichtthermische Plasmen bei Atmosphérendruck konnen auf die vielféltigsten
Weisen erzeugt werden. Die Anregungsfrequenzen reichen dabei vom Hz- bis in
den GHz-Bereich hinein. Neben jetdhnlichen Konfigurationen sind dielektrisch

behinderte Entladungen eine hiufig verwendete Form.

Planar Reactors

Hlligh-\-’o]mge

AC ¢ __m Electrode .

“C{@ ; N % Dielectric @) S ®
~—‘/ Barrier 2—

¥~ Grounded —é—
‘I Electrode
— “two-sided” “one-sided”
Cylindrical Reactor Surface Discharge Coplanar Discharge
1gh-Voltage
Electrode @
@ Dielectrie R
Barrier i
Grounded Dielectric —
= Electrode

Abbildung 1.4: Konfigurationen von dielektrisch behinderten Entladungen, oben:
planare Volumenentladung, unten links: zylindrische Volumenentladung, unten
mittig: Oberflidchenentladung, unten rechts: coplanare Entladung [10]

Wie in Abbilung 1.4 gezeigt, gibt es eine Vielzahl an DBE-Konfigurationen. Alle
Konfigurationen bestehen aus zwei Elektroden die durch mindestens ein Dielek-
trikum getrennt sind. Anders als bei den Volumenentladungen befinden sich bei
der Oberflachenentladung beide Elektroden direkt auf einem Dielektrikum. Bei
der coplanaren Entladung sind die Elektroden im Dielektrikum eingebettet.

Eine weitere Atmosphadrendruckplasmaquelle ist die Koronaentladung. Hier ent-

stehen an geometrisch exponierten Stellen, wie Spitzen und diinnen Drihten, sehr
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hohe elektrische Feldstirken. In den Bereichen dieser hohen Feldstirken bildet
sich das Plasma aus.
Im folgenden werden die physikalischen Eigenschaften der dielektrisch behinder-

ten Oberflichenentladung und der Koronaentladungen genauer beschrieben.

1.3.1 Dielektrisch behinderte Plasmen

Bei der dielektrisch behinderten Oberflachenentladung handelt es sich um eine
Anordnung, in der es keinen definierten Spalt zwischen den Elektroden gibt. So-
wohl die flichenhafte Elektrode auf der Unterseite des Dielektrikums, als auch die
fingerartige Elektrode auf der Oberseite sind im direkten Kontakt mit dem Dielek-
trikum. In nur wenigen Arbeiten [50-58] lassen sich zu diesem System, anders als
im Fall der Volumenentladung, experimentelle Befunde und Modellbeschreibun-
gen finden.

Abbildung 1.5 (aus [52]) zeigt das Verhalten einer Oberflachenentladung beim

Anlegen einer ansteigenden Hochspannung. Wie aus dieser Abbildung hervor-

N
N

120 3.step %60- I}\ .
1. ST [
= 4osfep 10 i T e
5 0 s 2 ¢ \.4.step
E 2. ftep !,' N " 3.step \
=60 ‘ g’ 304 \ y !
168 \2. step 3 \
20 52041 \1, step, S
14 §10. N e
125t 5 Seol o T,
(725 S T T =0 o0 T T T T T T 1
05 10 15 20 00 02 04 06 08 10 12 14 16
t[ps] X [mm]

Abbildung 1.5: Entladungsstrome mit steigender Spannung (links) und Ober-
flichenladung nach jedem Schritt (rechts), aus einer Arbeit von Humpert und
Pietsch [52]

geht, findet die Oberflachentladung in Schritten, mit steigender Spannung, statt.
Die Entladung startet immer im Paschen-Minimum. In jedem Schritt der Entla-
dung sammeln sich Ladungstriger auf der Oberfldche des Dielektrikums an und
reduzieren die elektrische Feldstirke so stark, dass die Entladung stoppt. Durch

das Ansteigen der Spannung werden weitere dieser Entladungsschritte initiiert,
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bis das Maximum der Spannung erreicht ist. Es gibt zwei Gebiete, in denen die
Feldstirke ein Maximum besitzt. Eines dieser Maxima befindet sich direkt an
dem Punkt, an welchem Oberflichenelektrode, Gasraum und Dielektrikum zu-
sammenstoBen. Das zweite Maximum befindet sich an der Spitze der Entladung.
Nur in diesen Gebieten findet im Wesentlichen die Ladungstrigervervielfachung
statt. Die erzeugten Ladungstriger konnen sich zwischen den beiden Maxima der
elektrischen Feldstirke bewegen, ohne weitere signifikante Vervielfachungen zu
erfahren [52]. Durch das schrittweise Aufladen der Oberflache, ausgehend senk-
recht von der Oberflichenelektrode, kommt es nach Durchlaufen der Maximal-
spannung zu einem Anstieg der elektrischen Feldstirke, in umgekehrter Richtung,
zwischen den Oberflaichenladungen und der fingerartigen Elektrode auf der Ober-
flache. Nach Erreichen einer kritischen Feldstdrke kommt es zum Durchbruch und
eine riickwirtige Entladung findet statt.

Die Entladungsmuster auf der Oberfliche hingen von der Polaritit der Hoch-
spannung ab [51, 55, 56]. Bei einer positiven Polaritit kommt es, ausgehend von
der Oberflachenelektrode, zu verschiedenartigen Entladungskanélen, wohinge-
gen bei negativer Polaritit eine homogene Entladungszone vorherrscht. In bei-
den Fillen kommt es, unter den schon genannten Bedingungen, zu riickwértigen
Entladungen, in der Form ihrer entgegengesetzten Polaritit. FEin mathemati-
sches Modell fiir die in Abbildung B.2 gezeigte dielektrisch behinderte Ober-
flachenentladung ist in der Arbeit von Ouyang et al. [54] zu finden. In dieser Ar-
beit [54] wird ein elektrisches Modell fiir den Oberflichenentladungs-induzierten-
plasmachemischen-Prozess (SPCP, surface discharge induced plasma chemical
process) vorgestellt und an experimentellen Ergebnissen verifiziert. Dieses Mo-
dell soll im vorliegenden Kapitel in seinen wesentlichen Ziigen, wenn nicht an-
ders gekennzeichnet, dargestellt werden.

Die Anordnung, welche verwendet wurde, ist eine Struktur mit nur einem leiten-
den Streifen als Oberflichenelektrode. Die Dicke dieser Oberflichenelektrode hat
dabei keinen bedeutenden Einfluss auf die Linge der Entladungen, welche von ihr
ausgehen.

Die Grofen C,i(i=1,2,3,...)=C,, stellen die keramischen Kapazititen des Dielek-
trikums mit einer Breite von Ax da. Analog bilden Cgi(i:1,2,3,...):Cg die Gas-
kapazititen (sieche Abbildung 1.6). Wird der Spannungsunterschied iiber die Gas-
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Abbildung 1.6: Ein fiir das SPCP Element diquivalenter Schaltkreis [54]

kapazitidt grofer als ein Spannungswert V., (kritischer Wert), so kommt es zum
Durchbruch und einer damit verbundenen Entladung. C, ist eine fiir das System
konstante Kapazitit. Die beiden Kondensatoren C; und C, ergeben sich wie in
Gleichung 1.3 und 1.4 gezeigt.

Cy = (—Cp +(C2 + 4090,,)%) (1.3)

1
2

1 :
Gy =3 (Op +(C2 + 4OgOp)2> (1.4)

Der Strom, welcher beim Zusammenbrechen der Kondensatoren flief3t, setzt sich
aus zwei Anteilen zusammen: den Oberflichenladungen (Elektronen und Ionen)
und Polarisationsladungen. Dieses Modell beriicksichtigt jedoch kein ohmschen
Beitrage beim Zusammenbrechen der Kapazititen (vergleiche Abbildung 1.9 in
Kapitel 1.5.1).

Das Potenzial, welches sich an jedem einzelnen C,; befindet, ldsst sich nach Glei-

chung 1.5 berechnen.

Vi = VO(E) (1.5)
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Wird ein kritischer Wert fiir die Spannung V,, = V},, iiberschritten, so bricht Cy,
zusammen und die Entladung startet. V/, ist die Maximalamplitude der Spannung,
welche vom Hochspannungsgenerator in die Oberflichenentladung eingespeist

wird. Somit ergibt sich fiir V;;, ein Zusammenhang nach Gleichung 1.6.

Vin = %’Vm« (1.6)
Wie aus dieser Gleichung erkennbar, ist die Schwellwertspannung V;;, eine Funk-
tion der Gaskapazitit C,;, C; und der kritischen Spannung V,,, die von den Eigen-
schaften des Dielektrikums abhingig sind.
Ist das Maximum der Spannung durchlaufen und die Entladung erloschen, bleiben
die Oberflichenladungen bis zur nichsten Entladung auf der Oberflache erhalten.
Durch diese Oberfldchenladungen kommt es, dass Cy; unterhalb der Schwellwert-
spannung V}; zusammenbricht und die Entladung startet. Diese geringere Span-
nung V}, ist abhidngig von der Maximalspannung, welche in die Anordnung einge-
koppelt wird. In Gleichung 1.7 ist der mathematische Zusammenhang zwischen

den Kapazititen des Systems, der Maximalspannung und der Schwellwertspan-

c, Cy
Vi=22(-v,+(1+ 22 1.7
b 01( p+(+cg> “‘) (1.7)

Die Reichweite der Entladungsstrukturen, senkrecht ausgehend von der Ober-

nung dargestellt.

flachenelektrode, wird unter Zuhilfenahme von E..Ax = V.. durch Gleichung
1.8 beschrieben. Die Konstante C ist fiir das System spezifisch, und wird in der

Arbeit von Jiting et al. [54] nicht genauer erldutert.

Vi
EC'I’

L= +C (1.8)
Aus Gleichung 1.8 lésst sich erkennen, dass die Lidnge der Entladungsstruktu-
ren direkt proportional der Maximalamplitude der Versorgungsspannung ist. Die-
se Gleichung wird durch experimentelle Daten, in der gleichen Arbeit, bestétigt.
Gestiitzt wird der Zusammenhang zwischen Maximalspannung und der Lénge der

Entladungsstrukturen auch durch eine Arbeit von Kiss und Masuda [59].
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Die Summe der Oberflichenladungen ()7 in jedem Halbzyklus einer sinusformi-
gen Spannung ist eine Funktion in zweiter Potenz der Linge der Entladungsstruk-

turen (siehe Gleichung 1.9).
QT = 2EchsL2l (1.9)

C ist die keramische Kapazitit einer Einheitsflidche.

Fiir einen plasmachemischen Prozess ist die effektive Leistung, also die Leistung,
welche in das Plasma eingekoppelt wird, von Interesse. In Ouyang et al. [54]
wird die effektive Leistung als Funktion der dritten Potenz der Maximalspannung

angegeben (siehe Gleichung 1.10).

1
6 Ler

P.jp= ———fC(2V, + C)? (1.10)

Die effektive Leistung ist somit proportional zur Frequenz f der angelegten Span-
nung und der Linge der Oberflichenelektrode. Weiterhin ist sie umgekehrt pro-
portional zur kritischen elektrischen Feldstirke und damit abhéingig von dem Gas,
welches sich oberhalb der Elektrode befindet. Der Zusammenhang zwischen der
Maximalspannung V), und der effektiven Leistung F. ;¢ wird ebenfalls durch ex-
perimentelle Ergebnisse von Ouyang et al. [54] bestitigt. Eine Bestidtigung, dass
es sich nicht um einen linearen Zusammenhang zwischen V,, und P, s, handelt, ist
in einer Arbeit von Haacke und Pietsch [50] zu finden. In dieser Arbeit hat man
auch aus experimentellen Daten einen Zusammenhang zwischen der effektiven

Leistung und den Geometrieparametern des Dielektrikums gefunden (Gleichung

1.11).
e\ 15
P~ (== 1.11
(dD) (1.11)

Die GroBe ¢, ist hierbei die Dielektrizitdtskonstante und dp die Dicke des Dielek-
trikums.

Auch die Geometrie der Oberflichenelektrode ist von groBBer Bedeutung. Finantu-
Dinu et al. [57] haben Untersuchungen an zwei verschiedenen Geometrien durch-

gefiihrt. Der Vergleich zwischen einer fingerartigen Struktur und einer Lochstruk-
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tur hat gezeigt, dass im Fall der fingerartigen Struktur die Entladung schon bei
kleineren Spannungen ziindet. Hierbei finden mehr Einzelentladungen mit einem
groBerem Ladungstransport statt, als im Fall der Lochstruktur. Teschke et al. [58]
fanden in Untersuchungen zum Verhalten der Geometrie der Ecken von Ober-
flaichenelektroden, dass es an exponierten Ecken zu Streamern kommt, die sich
standig wiederholen.

Naude et al. [60] fanden heraus, dass es eine starke Kopplung zwischen der
Elektrodenanordnung und der Spannungsversorgung gibt. Da die Elektrode
mit den Zuleitungen vom Generator einen Schwingkreis bildet, kommt es zu
Riickkopplungen auf den Generator. Im Gegenzug wirken sich parasitidre Kapa-
zitidten des Generators auf die Entladung aus. Das Wechselspiel zwischen Elek-
trode, Zuleitungen und Generator kann sich destabilisierend auf die Entladungen
auswirken.

Wie in den dargestellten Zusammenhingen gezeigt, ist die Entladung in ihren
Strukturen und Eigenschaften stark von materiellen Eigenschaften der Elektro-
denkonfiguration sowie von der angelegten Spannung und der Spannungsquelle

abhiéngig.

1.3.2 Koronaentladung

Koronaentladungen sind ein Phidnomen der Feldiiberhohung, welches in Berei-
chen wie zum Beispiel an Spitzen, Kanten oder Leitungen, auftritt. In der Elektro-
technik werden Platte-Spitze Systeme zur Bestimmung von Isolationseigenschat-
ten bestimmter Werkstoffe eingesetzt. Auch hier treten zundchst Kornaentladun-
gen auf. In der Natur konnen sie als Sankt-Elms-Feuer beobachtet werden.

Ist der koronale Strom geniigend groB3, kann die Korona von einer Dunkelent-
ladung zu einer fiir das menschliche Auge sichtbaren Entladung iibergehen. Im
Gegensatz zu Funkenentladungen und elektrischen Durchschligen, welche transi-
ente Ereignisse mit hohen Stromen sind, ist die Koronaentladung ein andauerndes
Phinomen mit um GréBenordnungen kleineren Stromen.

Fiir trockene Luft ergibt sich eine Ziindspannung, fiir eine Anordnung bestehend
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aus planen, parallelen Elektroden im Abstand d von [61]
Vuena = 3000d + 1, 35kV (1.12)

Daraus ergibt sich fiir das fiir die Ziindung erforderliche Feld

Vuen 1,35kV
Eruend =~ 4 _ 3000 + R (1.13)

Uberschreitet das lokale elektrische Feld in trockener Luft bei Atmosphirendruck
eine Feldstirke von mehr als 3000 #, so kann eine Entladung ziinden. Ist die
angelegte Hochspannung V1 groBer als die notwendige Ziindspannung, so wird
ausgehend vom Punkt der groBten Feldstirke, die Koronaentladung initiiert. Die-
se kann sich dann bis zu einem aktiven Radius 7x,,on, ausbreiten. An diesem
Punkt ist das elektrische Feld bis auf die Ziindfeldstirke F.,.,q abgefallen. Der
Bereich, in dem sich die Koronaentladung ausbreitet, wird auch als aktives Volu-
men bezeichnet.

Koronaentladungen konnen sowohl fiir negative als auch positive Polarititen auf-
treten. Industriell werden Koronaentladungen auch mit Wechselspannungen er-
zeugt. Die wohl grofite Anwendungen finden Koronaentladungen in der Erzeu-
gung von Ozon zur Trinkwasseraufbereitung.

Ausgehend von einer sphérischen Symmetrie, wie es bei einer scharfen Spitze
umgeben von einer sphirischen geerdeten Elektrode auftritt, ist das elektrische

Feld nur eine Funktion des Radius.
r?E(r) = konstant (1.14)

Somit gilt Gleichung 1.15 fiir die Radien r, fiir den aktiven Radius, 7 gy, fiir den

Radius der Spitze und ryy 4,4 fiir den Radius zur geerdeten Elektrode

2 2 2 2
r°E = TSpitzeESPitze = TKoronaEKO'I‘OTMI = rWandEWand (115)

Espitzes Erorona Und Eyya,q entsprechen dabei den elektrischen Feldstirken an

den zugeordneten Orten der Radien. In Abhingigkeit der verschiedenen ein-
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gefiihrten Radien ergibt sich fiir das elektrische Feld folgende Gleichung

itze an 1%
B(r) = —opitzelWand 70 (1.16)

7'2 (TWand - rSpitze)

In der Praxis ist fiir den Effekt der Behandlung die Dimensionierung eines Ko-
ronasystems von Bedeutung. Der maximale aktive Radius 7 ,onq, der bei einer
angelegten Spannung 1/ in einer Punkt zu Flache Geometrie erzielt werden kann,
leitet sich aus Gleichung 1.16 ab. Unter Verwendung der Ziindfeldstéirke kann die-
ser fiir gegebene Bedingungen und der Annahme, dass der Abstand zur geerdeten
Elektrode grof3 gegeniiber dem Spitzenradius ist, 7gpitze << T'wand, €rrechnet

werden.

TSpitze%
T Korona ~ E,— (117)
zuend

Entladungen in Anordnungen mit groBem Elektrodenabstand konnen sich mit ei-
ner groBeren Geschwindigkeit ausbreiten, als es mit der Ausbreitung von Elek-
tronenlawinen erkldrt werden kann. Wird ein kritischer Wert an Elektronen im
Kopf der Lawine iiberschritten, und zwar bevor die Elektronenlawine die An-
ode erreicht und die Bedingung des ungestorten, homogenen, d@ulleren, elektri-
schen Feldes nicht mehr gilt, greift das Konzept der Streamerentladung. Strea-
merentladungen laufen deutlich schneller ab und duBern sich in diinnen Entla-
dungskanilen. Die Grundlage der Streamerentladung basiert darauf, dass sich der
Streamer durch Ionisation des Gases durch das vom Kopf der Entladung erzeug-
te hohe elektrisches Feld ausbreitet. Streamerentladungen konnen durch gepulste
Uberspannungen erzeugt werden [62,63] und breiten sich undefiniert in Richtung
des elektrischen Feldes aus, auch wenn die lokale Feldstiarke mit 500 % unterhalb
der Ziindfeldstérke liegt [64].
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1.4 Plasmachemie von Luftplasmen

Um die durch Plasmen an Oberflachen hervorgerufenen chemischen Verdnderung-
en verstehen zu konnen, muss man die im Plasma und an den Oberfldchen ab-
laufenden chemischen Reaktionen genauer betrachten. Zellkulturprodukte werden
im industriellen MaBstab zunéchst in sauerstoffhaltigen Plasmen funktionalisiert.
Dabei findet eine Oxidation der Oberflache statt, bei der Hydroxyl-, Carbonyl-
und Carboxylgruppen in die obersten Schichten der Polystyroloberfliche einge-
bunden werden [65-67]. Neben den Plasmabehandlungen werden auch andere
Verfahren, wie zum Beispiel mit UV-Licht und Ozon oder Elektronenstrahlen
zur Funktionalisierung der Oberflachen untersucht [68, 69]. Zellkulturprodukte
konnen zusétzlich mit besonderen Schichten wie zum Beispiel Poly-D-lysin oder
Kollagen ausgestattet sein. In einem weiteren Prozess werden sie mittels Elektro-
nenstrahlen oder Gammastrahlung sterilisiert.

Fiir eine gezielte Funktionalisierung und antimikrobielle Behandlung der Poly-
styroloberflichen mittels Plasma, miissen vom Plasma induzierte Prozesse in der
Gasphase und an den Oberflachen beriicksichtigt werden. In Kapitel 1.4.1 werden
die in feuchten Luftplasmen ablaufenden Reaktionen und entstehenden Spezies
betrachtet, wohingegen sich Kapitel 1.4.2 mit der Beschreibung der Wechselwir-

kungen der im Plasma gebildeten Spezies mit der Polystyroloberflache befasst.

1.4.1 Gasphase

Die Gasphasenchemie wird durch die energetischen Elektronen des Plasmas in-
itiiert und fiihrt zur Bildung von Ionen, Radikalen und anderen neutralen Spezi-
es. Entsprechend des Zeitpunktes im Entladungszyklus liegt eine unterschiedli-
che Zusammensetzung der Gasphase vor. Ionen, Radikale und angeregte Spezies,
die zuerst im Plasma gebildet werden, fiihren zu einer Vielzahl an chemischen
Umwandlungen. Solche Umwandlungen sind positiver Ladungstransfer, positive
Ionen - Elektronen Rekombination, positive Ionen - negative lonen Rekombinati-
on, lonen - Neutralmolekiil Reaktionen, Reaktionen angeregter Spezies, Radikal -
Radikal und Radikal - Neutralteilchen Reaktionen, Vibrationsanregungen und Vi-

brations - Translations Abregung. Die Vielzahl der lonen - Neutralteilchen Reak-
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tionen erzeugt eine Mischung sekundirer Teilchen aus einfachen und komplexen
positiven und negativen Ionen. Elektronen - Ionen und Ionen - Ionen Rekombi-
nationen fiihren in Abhédngigkeit vom Plasmagas und der Ionisation des Gases zu
neutralen Sekundirteilchen [70]. Fiir trockene Luft, nur bestehend aus Stickstoff
und Sauerstoff, sind zahlreiche Reaktionsschemata in Samoilovich et al. und Be-
cker et al. [62,71] aufgefiihrt.

Trockene Luft ist in realen Prozessen kaum vorzufinden, da Feuchtigkeit an allen
Oberflichen anhaftet und sowohl Umgebungsluft als auch aus der Druckluftver-
sorgung zugefiihrte Luft bestimmte Anteile an Feuchtigkeit enthalten. Eine Reak-

tionsmatrix von neutralen Spezies in feuchter Luft ist in Abbildung 1.7 dargestellt.

Abbildung 1.7: Reaktionsmatrix fiir ausgewdihlte neutrale Spezies in feuchter Luft
aus Herron et al. [72], schwarze Felder sind Reaktionen mit geringer Wahrschein-
lichkeit fiir nicht-thermische Plasmen, weifse Felder entsprechen potenziell wich-
tigen Reaktionen, die mit Haken markierten Felder sind im Modell [72] enthalten

Einen guten Uberblick iiber die Zeitskalen, in der mogliche Reaktionen im Plasma

ablaufen, ist bei Wagner et al. [10] und Eliasson et al. [73] zu finden. Betrachtet
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man zunichst einen einzelnen Entladungspuls, so nimmt die Zahl der Elektronen
und Ionen sehr schnell ab und es bleiben angeregte (z.B. O(* D), N(2D), Oz(*A,)
und No(A3 Y1) sowie neutrale im Grundzustand (z.B. O(*P), N(*S), OH, NO
und HO-) befindliche Spezies zuriick. Diese hoch reaktiven angeregten Spezies
haben zum Teil Lebensdauern im Bereich weniger Mikrosekunden, sind aber fiir
viele weitere Reaktionen mit Ny, Oy und H>O von groBer Bedeutung [72]. In
Dorai et al. [28] sind wesentliche Reaktionen geladener Teilchensorten und freier
Radikale schematisch dargestellt (siche Abbildung 1.8).
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Abbildung 1.8: Reaktionsmechanismen in der Gasphase fiir a.) geladene Spezies
und b.) freie Radikale in feuchter Luft [28]

Wie besonders aus Abbildung 1.8b erkennbar, ist das Hydroxylradikal an einer
Vielzahl von Reaktionen beteiligt. Dies liegt in seiner besonders hohen Reaktivitit
begriindet. Darauf wurde mit Hinblick auf die Keimreduktion auch in Héhnel et
al. [4] hingewiesen. Die Konzentration an Hydroxylradikalen nimmt mit steigen-
der Feuchtigkeit zu, wohin gegen die Konzentrationen an atomaren Sauerstoff,
Ozon und Lachgas deutlich sinken. Die Anteile an Sickstoffmonoxid und Stick-
stoffdioxid steigen hingegen leicht mit zunehmender Luftfeuchte an, was mit ei-

ner Zunahme der Konzentrationen an salpetriger Sdure und Salpetersdure einher
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geht [28].

Neben der Luftfeuchtigkeit hat auch die elektrische Feldstédrke in der Entladungs-
geometrie Einfluss auf die Konzentration der Hydroxylradikalkonzentration [74].
Eine Zunahme der elektrischen Feldstédrke fiihrt zu einer hoheren Konzentration
an Hydroxylradikalen. In der von Soloshenko et al. vogestellten Arbeit durchlduft
die Konzentration der Hydroxylradikale zwei Millisekunden nach Anlegen ei-
ner Hochspannung, an die Entladungsstruktur, ihr Maximum. Berechnungen der
Konzentrationen an Ozon, Stickstoffoxiden und deren Sduren zeigen nur unter-
halb von 20 % eine Zunahme mit steigender elektrischer Feldstirke [74]. Eine
genaue quantitative Bestimmung der Hydroxylradikalkonzentration liber grofere
Konzentrationsbereiche in der Entladungszone ist nur mit aufwindiger Laserin-

duzierter Fluoreszenz moglich [75-80].

1.4.2 Polymeroberflichen

In vielen Bereichen werden die verschiedensten Materialien durch Polymere
ersetzt, da sie bei geringerem Gewicht oftmals gleiche oder bessere mecha-
nische, optische oder Gebrauchseigenschaften besitzen. Jedoch verfiigen Poly-
mere nur iiber geringe Oberflichenenergien, was das Bedrucken oder Verkle-
ben erschwert und zusitzliche Verfahren zur Erhohung der Oberflichenenergie
notwendig macht. So gibt es eine Reihe von industriell anwendbaren Plasma-
prozessen, mit denen Polymere im Niederdruck und vermehrt auch bei Atmo-
sphédrendruck behandelt werden. Die dabei durch die Plasmabehandlungen erziel-
ten Verdnderungen sind nur auf oberflichennahe Bereiche beschrinkt.

Zunehmend werden Kunststoffe in der Biologie und Medizin in diagnostischen
Bereichen eingesetzt, da sich aus ihnen giinstige Einwegartikel herstellen lassen.
Aufwindige Reinigungsschritte zur Wiederverwendung entfallen. Das bevorzugte
Polymer fiir diese Zwecke ist Polystyrol. Polystyrol (IUPAC: Poly(1-phenylethan-
1,2-diyl)) ist ein transparenter Thermoplast, der durch Polymerisation von Styrol
gewonnen wird. Die Einsatztemperatur sollte auf Grund einer beschleunigten Al-
terung und des Verlusts der mechanischen Eigenschaften 55 °C' nicht iibersteigen.
Polystyrol besitzt jedoch fiir die Adhdsion von Zellen eine zu geringe Ober-

flachenenergie, so dass auch hier chemische oder plasmachemische Vorbehand-
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lungen notwendig sind.

Ein umfassendes Modell zur Plasmabehandlung von Polypropylen bei Atmo-
sphirendruck in feuchter Luft wird von Dorai und Kushner [28] vorgestellt. Ne-
ben den Gasphasenreaktionen 1.4.1 werden auch Oberflichenprozesse am Bei-
spiel von Polypropylen detailliert beschrieben und verallgemeinert fiir Polymere
aus reinen Kohlenwasserstoffen dargestellt. Wenn nicht anders ausgewiesen, be-

ziehen sich die hier verwendeten Reaktionsgleichungen auf Tabelle 1.3.

In der ersten Phase werden Wasserstoffatome vom Polymer abgetrennt. Dabei
nimmt die Wahrscheinlichkeit fiir das Abtrennen vom tertidren iiber den se-
kundéren hin zum priméiren Wasserstoft ab. Atomarer Sauerstoff (Gleichung 1)
und OH Radikale (Gleichung ii) sind die maBigeblich an diesem Prozess betei-
ligten Plasmaspezies. Ionen aus dem Plasma konnen vernachlissigt werden, da
ihr Strom in Richtung der Polymeroberflache aus dem Plasma heraus um einige
GroBenordnungen kleiner ist als fiir die Radikale [28]. Die so entstandenen Al-
kylradikale konnen in der ndchsten Phase mit molekularem Sauerstoff (Gleichung
iii), atomarem Sauerstoff (Gleichung iv) oder Ozon (Gleichung v) aus der Gas-
phase reagieren. Dabei kommt es zur Bildung von Peroxyradikalen oder Alkoxy-
radikalen. Die Reaktion zwischen Ozon und Polymeralkylradikalen lduft um bis
zu Faktor 5 hédufiger ab als mit O,. Bei der Reaktion der Polymeralkoxyradikalen
mit O, sind Reaktionen mit endstidndigen Radikalen bevorzugter als Reaktionen
mit Radikalen in der Polymerkette [81].

Die entstandenen Peroxyradikale konnen mit benachbarten Wasserstoffatomen
der gleichen Kette iiber intermolekulare Wechselwirkungen reagieren (Gleichung
vi). Dabei entstehen zum einen Polypropylenhydroperoxid und Alkylradikal, wel-
ches mit Oy wieder zu einem Peroxyradikal reagieren kann. Die Hydroperoxid-
gruppen werden durch eine weitere Zersetzung in eine Vielzahl anderer Verbin-
dungen umgewandelt. Diese Reaktionen laufen aber um ein Vielfaches langsamer
als die Bildung der Hydroperoxide.

Die Polymeralkoxyradikale sind die Hauptursache der 3-Spaltung der Ketten im
Volumen des Polymers. Eine (3-Spaltung an tertidgren Kohlenstoffatomen fiihrt
zur Bildung von Ketonen (Gleichung ix und x), wihrend eine (3-Spaltung an se-

kundédren Kohlenstoffatomen zur Bildung von Aldehyden (Gleichung xi) fiihrt.
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Tabelle 1.3: Ubersicht der chemischen Oberflichenreaktionen am Beispiel von
Polypropylen nach [28]
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Vom Polypropylen ist bekannt, dass 65 Prozent der Alkoxyradikale durch (-
Spaltung wieder in andere Verbindungen umgewandelt werden. Die verbleibenden
Alkoxygruppen werden zu Alkoholen umgewandelt (Gleichung xii) die wiederum
bei Reaktionen mit atomarem Sauerstoff und Hydroxylradikalen aus der Gasphase
wieder Alkoxyradikale bilden (Gleichungen xii). In einer Art von Verbrennungs-
reaktion wird in einem ersten Schritt durch atomaren Sauerstoff oder OH-Radikale
das Wasserstoffatom von der Aldehydgruppe abgetrennt. Im zweiten Schritt wird
durch eine erneute Reaktion mit Sauerstoffatomen ein Alkylradikal gebildet und
Kohlenstoffdioxid in die Gasphase freigegeben (Gleichung xiv und xv). In der
letzten Phase der vorrangig stattfindenden Oxidationsreaktionen durch freie Ra-
dikale der Gasphase werden Polymeralkyl- und Polymercarbonylradikale durch
Reaktionen mit atomaren Sauerstoff und Hydoxylradikalen zu Alkohole und or-
ganische Sduren umgewandelt (Gleichungen xvii und xiiv) oder werden durch
Wasserstoffanlagerung wieder in den Anfangszustand zuriickversetzt (Gleichung
xvi). Von den in der Gasphase gebildeten reaktiven Spezies (O3, Os, H, N, HO,,
O und OH) sind der atomare Sauerstoff und OH-Radikale die reaktivsten Spezi-
es.

Viele der in aliphatischen Strukturen stattfindenden Reaktionen miissen bei Poly-
meren wie Polystyrol auch fiir den aromatischen Teil betrachtet werden. Hierzu
gibt es einige Untersuchungen von Ranby et al. und Murakami et al. [82, 83] die
jedoch ohne den Einsatz von Plasma durchgefiihrt wurden. Die hier beschriebenen

Reaktionen sind mit den Beschreibungen von Dorai et al. vergleichbar.

1.5 Plasmadiagnostik

Die Plasmadiagnostik ist ein weites Feld, da Plasmen Gemische der vielféltigsten
Spezies sind. Bei Atmosphirendruckplasmen koénnen jedoch nicht alle Diagno-
stikmoglichkeiten auf Grund des hohen Drucks genutzt werden. So sind zum
Beispiel Laserdiagnostiken mit groen technischen und zeitlichen Aufwendungen
verbunden. Als eine gute Moglichkeit zur Messung von im Plasma vorliegenden
Atomen und Molekiilen hat sich die Emissionsspektroskopie hervorgetan. Jedoch
konnen hier nur angeregt Spezies detektiert werden.

Ein weiterer Parameter, um Plasmen untereinander besser vergleichen zu konnen,
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ist die Bestimmung der in das Plasma eingebrachten Leistung. Bei dielektrisch be-
hinderten Plasmen kann dies {iber die Methode der Lissajousfigur erfolgen. Hier-
mit lassen sich neben der Zyklusenergie auch die Kapazitit der Anordnung und

des Dielektrikums bestimmen.

1.5.1 Plasmaleistung

Die Plasmaleistung ist die dissipative Energie des Systems und wird zur Er-
zeugung der geladenen, angeregten und reaktiven Spezies genutzt. Zur Bestim-
mung der Plasmaleistung sind Kenntnisse iiber den Aquivalentschaltkreis der
Plasmaquelle notwendig. Ein Modell zur Beschreibung von dielektrischen Bar-
riereentladungen am Beispiel der Volumenentladung ist bei Lui und Neiger [84]
zu finden.

Die Gesamtkapazitit C' des Systems setzt sich aus der Gaskapazitidt C; und der
Kapazitit des Dielektrikums C; zusammen (siche Abb. 1.9).

1 1\
Poy(t) = (@ + E) (1.18)

Die Plasmaleistung setzt sich als Produkt der Spannung iiber dem Gasraum und
dem Entladungsstrom der Mikroentladungen [, ,(¢) zusammen. Der Entladungs-
strom der Mikroentladungen wird dabei als zeit- und spannungsabhingige Strom-
quelle betrachtet. Uber einen Messkondensator der Kapazitit C,, wird die Span-
nung U.(t) gemessen. Nach Gleichung 1.19 kann der Gesamtstrom I; ,(t) be-

stimmt werden.

d
Ia(t) = Cun (Uc(t)) (1.19)

Aus der Gesamtspannung U,(¢) und dem Gesamtstrom I; ,(¢) wird nach Glei-

chung 1.20 die Gesamtleistung, welche in das System hinein flieft, bestimmt.
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(V)
\Juo

Abbildung 1.9: oben: einseitig behinderte dielektrische Volumenentladung mit
Messkondensator, unten: Ersatzschaltbild und zugehorige Strome und Spannun-
gen

Cy - Gaskapaczitit, Cy- Kapazitit des Dielektrikums, C,, - Messkapazitdt, U,(t) -
Gesamtspannung, 1, ,(t) - Gesamtstrom, I, ,(t) - Entladungsstrom, U.(t) - Span-
nung iiber Messkondensator, Uy(t) - Spannung iiber Entladungsraum, Uqy(t) -
Spannung iiber Dielektrikum

Pio(t) =Uy(t) - I o(t) = <Ud(t) + Ug(t)) : (Jpvg(t) + L,,g(t)) (1.20)

Ist die verwendete Hochspannung eine sinusféormige Wechselspannung, so kann
zur Bestimmung der Plasmaleistung das von Manley [86] beschriebene Verfah-
ren der Lissajousfigur verwendet werden. Hierbei werden die Spannungen U, ()
und U,(t) in einer X-Y-Darstellung aufgetragen. Multipliziert man die Spannung
iiber dem Messkondensator U.(¢) mit dessen Kapazitit C,,,, so erhilt man die auf
dem Kondensator befindliche Ladung Q. Die Zyklusenergie ist die von der Kur-
ve eingeschlossene Flache. In den Bereichen 2-3 und 4-1 findet die Entladung
statt (Abbildung 1.10). Aus der Steigung dieser Kurvenabschnitte ldsst sich die
Dielektrikumskapazitit Cy ermitteln. Die Steigungen der Bereiche 1-2 und 3-4,
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chll

2-3, 4-1 discharge transition
1-2, 3-4 capacitive transition

Yeell

Abbildung 1.10: Lissajousfigur mit Kennzeichnung der Kenngrofien der Elektro-
denanordnung aus [85]; Cgic = Cg, Ceen = C,

in denen die Kapazititen ohne Plasma umgeladen werden, kann die Gesamtkapa-
zitit C'y bestimmt werden. Die GroBen Upeqr und Qpeqr. geben Auskunft iiber die

Amplitude der Hochspannung und die maximal transferierte Ladung.

1.5.2 Optische Emissionsspektroskopie

Eine nichtinvasive Methode zur Plasmadiagnostik ist die optische Emissionsspek-
troskopie (OES). Neben geladenen und chemisch aktiven Spezies enstehen im
Plasma auch angeregte Zustinde. Die Abregung dieser Zustinde erfolgt unter
anderem durch spontane Emission. Aus dieser Art von spektroskopischem Fin-
gerabdruck konnen Aussagen iiber die Zusammensetzung des Plasmas gewon-
nen werden. Mittels der OES konnen wellenldngenabhiingig die Intensitédten der
Strahlungsiibergiinge detektiert werden. Die Linienintensitit ;; = koptiscnAij Vi
wird durch die optischen Gegebenheiten des Versuchsaufbaus der Anzahl der Ato-
me im Zustand i und dem Einsteinkoeffizienten der spontanen Emission A;; be-
stimmt. Damit induzierte Emission und Absorption entlang des Lichtweges ver-

nachlidssigt werden konnen, muss das Plasma optisch diinn sein. Aus Messun-
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gen der mittleren Lebensdauer des Zustandes F; erhilt man die Summe der Ein-
steinkoeffizienten A, = > A;;. Die mittlere Lebensdauer 7; des Zustandes E;
ist nun 7; = %. Treten neben der natiirlichen Lebensdauer noch weitere Abre-

gungsmechanismen wie Quenchingprozesse durch inelastische Stofe auf, so er-

gibt sich eine effektive Lebensdauer Tff I = Ai 7> mit R; als stoBinduzierte

Entvolkerungswahrscheinlichkeit. In der Literatur werden vereinfachte Modelle

angegeben, mit denen unter besonderen Annahmen, aus den Emissionsspektren,
Riickschliisse auf quantitative Zusammenhznge von Plasmaspezies gemacht wer-
den konnen.

In N5/O5/HoO Gasgemischen wird in Plasmaentladungen eine Vielzahl von reak-
tiven Spezies, wie elektronisch und vibrational angeregte Molekiile (N — 2, Os,
NO), atomare und molekulare positive lonen (N, N5, N;F, NJF, OF, O, NO™),
elektronisch angeregt oder im Grundzustand befindliche atomare Spezies (N und
O) und negative Ionen (O, O, , O3, O, ) [87] erzeugt. Wihrend einige Spezies
durch Elektronenstoprozesse bei der Streamerbildung und -ausbreitung entste-
hen, werden andere transiente und stabile Entladungsprodukte durch Rekombina-
tion, Ladungstransfer, Elektronenanlagerung, Energietransferprozesse und chemi-
sche Reaktionen gebildet. Untersuchungen in No/Os5 Entladungen zeigen die be-
sondere Bedeutung der unteren Vibrationszustinde (v < 15) No(X*S°7 1), me-
tastabiler No(A? ZI) sowie atomarer Spezies. Die metastabilen Spezies sind eine
grundlegende Energiequelle fiir Emissionen von OH, NO, NH and N, im ultravio-
letten und sichtbaren Spektrum. Elektronen mit Energien im Bereich von 1 —5eV
konnen sehr effizient die unteren Vibrationszustinde No(X* S ", v < 15) durch
Elektron-Vibration (e-V) Energieaustauschprozesse anregen. Diese Energie kann
dann durch St6fe der schweren Teilchen in Form von Vibration-Vibration (V-V)
und Vibration-Translation (V-T) Prozesse ausgetauscht werden. Die Anhebung
der Population der angeregten Grundzustinde senkt die Schwellwertenergie fiir
die ElektronenstoBanregung, Dissoziations- und Ionisationsprozesse. V-T und V-
V Austauschprozesse bestimmen die Streamer-Relaxationsphase.

Metastabile No(A® Z:) Spezies sind in der Lage molekularen Sauerstoff zu dis-
soziieren. Uber Reaktionen mit metastabilen singulet Spezies No(a'* ") sind
sie auch in der Lage, freie Elektronen zu bilden, was Auswirkungen auf das

Ziindverhalten der Entladung hat. Uber resonante Energietransfers konnen di-
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atomare Spezies wie NO und OH ( z.B. Ny (A% S"")+OH — Ny+OH*) angeregt
werden. Energie-Pooling Prozesse konnen zur Bevolkerung von hoheren elektro-
nischen N, Zustinden (B>I1,, C°11,,, C"°11, und C"*I1,) fiihren.

Emissionen von N O, Linien sind in N,/O, Entladungen nur bei geringen Sauer-

stoffkonzentrationen kleiner 1000 ppm zu beobachten.

1.6 Oberflachendiagnostik

Wechselwirken Plasmen mit organischen Materialien wie Polymeren oder Bakte-
rien, so rufen sie an deren Oberfldchen chemische Verdnderungen hervor. Chemi-
sche Verdnderungen der Oberflichen, von zum Beispiel Polystyrol, welches sehr
hiufig fiir Diagnostikartikel in biologischen und medizinischen Bereichen einge-
setzt wird, lassen sich mittels Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie und
Kontaktwinkelmessungen bestimmen. Diese Untersuchungen konnen direkt nach
der Plasmabehandlungen durchgefiihrt werden. Mittels der Rasterkraftmikrosko-
pie erhélt man topographische Informationen der Oberflichen, mit Auflosungen

im Bereich von wenigen Nanometern.

1.6.1 Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie

Mittels der Infrarot (IR)-Spektroskopie erhilt man Informationen iiber die mole-
kularen Vibrationen eines Stoffes. Die Vibrationsanregung der Molekiile erfolgt
durch Bestrahlung des Stoffes mit einer breitbandigen IR-Quelle bis in Tiefen
von 10 yum. Aus den so gemessenen Spektren kann die Absorption A bei einer
bestimmten Wellenzahl v aus der in den Stoff eindringenden Intensitit /, und der
transmittierten Strahlung / nach dem Lambert-Beerschen Gesetz bestimmt wer-
den (GI. 1.21).

A= log(%) (1.21)

Die Absorption wird durch das Absorptionsvermdgen des Stoffes, die Zelldicke
und die Stoffkonzentration bestimmt.

Ein vollstidndiges IR-Spektrum des nativen Polystyrols ist in der ’Spectral databa-
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Tabelle 1.4: Ubersicht der Banden im FTIR Spektrum von Polystyrol

Wellenzahl Art der Schwingung

[em™1]

>3000 aromatische C-H Valenzschwingungen

~2900 aliphatische C-H Valenzschwingungen

2000 - 1650 Summation  aromatischer C-H  Wackel-
Schwingungen

1625-1460 C=C Ring-Deformationsschwingungen

<1200 aromatische C-H Deformationsschwingungen

3500-3200 O-H Streckschwingungen

1310-1210 C-O-C Streckschwingungen aromatische Ether

1050-1010

1140-1085 aliphatische Ether

1900-1550 antisymmetrische C=0 Streckschwingungen

se for organic compounds’ (kurz SDBS) [88] fiir den Bereich von 4000 cm ™! bis
400 cm~! zusammen mit den genauen Lagen der Absorptionspeaks verzeichnet.
Das Spektrum von nativen Polystyrol ldsst sich in fiinf grolere Bereiche untertei-
len 1.4 [89].

Im Bereich oberhalb von 3000 cm ™! befinden sich C-H Valenzschwingungen des
aromatischen Teils. Valenzschwingungen sind Schwingungen entlang der Bin-
dungsachsen bei konstantem Bindungswinkel. Unterhalb von 1200 cm™! sind
aromatische C-H Deformationsschwingen zu finden. Bei Deformationsschwin-
gungen dndert sich der Bindungswinkel. Weitere durch den aromatischen Teil
des Polystyrols hervorgerufene Banden befinden sich im Bereich von 2000 cm ™
bis 1650 cm™! und werden durch C-H Wackelschwingungen hervor gerufen.
Hierbei schwingen die Wasserstoffatome senkrecht zur Ringebene. Entspre-
chend der Anzahl der Substituenten ergeben sich unterschiedliche Moden. Durch
die Summation je zwei dieser Moden ergeben sich charakteristische Bilder
fiir den Bereich von 2000cm™! bis 1650 cm™!. Weiterhin treten C=C Ring-

L auf.

Deformationsschwingungen im Bereich von 1625 cm ™! bis 1460 cm ™
Durch die Plasmabehandlung erfahren die Polymeroberflichen einen Funktionali-
sierungsprozess. Hierbei konnen verschiedene Sauerstoff enthaltene polare Grup-
pen wie Peroxid-, Hydroperoxid-, Hydroxyl-, Carbonyl-, Carboxyl-, Ether- und

Estergruppen auf den Oberflichen gebunden werden [90]. Die Reaktionen und



1.6. OBERFLACHENDIAGNOSTIK 33

Spezies die zur Bildung dieser chemischen Gruppen fiihren sind eingehender im
Kapitel 1.4.2 beschrieben.

Die O-H Streckschwingungen im Bereich von 3500 cm ™ bis 3200 cm ™! treten in
vielen Polymerspektren als charakteristische Banden auf Grund von Modifikatio-
nen oder Alterungsprozessen auf und kénnen von Hydroxyl-, Hydroperoxid- und
Carboxylgruppen herriihren. Die antisymmetrischen C'— O — C' Streckschwingun-
gen aromatischer Ether besitzen IR Absorptionsbanden fiir die Aryl-O Bindung
im Bereich von 1310 cm ™ bis 1210 cm ™! und fiir die O — C'H, oder O — C'Hy
Bindungen zwischen 1050 cm ™! bis 1010 cm ™. Banden aliphatische Ether sind
hingegen zwischen 1140 cm ™! bis 1085 cm ™! zu finden. C' = O Bindungen lassen
sich im IR sehr leicht schon in geringen Stoffkonzentrationen detektieren. Die IR
aktiven antisymmetrischen C' = O Streckschwingungen der meisten Carbonylver-
bindungen haben Banden im Bereich von 1900 cm ! bis 1550 cm . C-C und O-O
Bindungen lassen sich nur schwer und unter bestimmten Umstéinden detektieren.
Sehr ausfiihrliche und weiterfiihrende Interpretationen von IR Absorptionsbanden
sind in Lin-Vien [89] und in Sokrates [91] verzeichnet.

1.6.2 Kontaktwinkel

Fiir Zellkulturversuche sind die Wechelswirkungen zwischen Zellen und den
Oberflichen, auf denen sie sich befinden von Bedeutung. Nur wenn die Oberfliche
eine bestimmte Oberflachenenergie aufweist, konnen Zellen an ihr atherieren.

Im Inneren eines Festkorpers ist jedes Molekiil von anderen Molekiilen umgeben
und kann mit diesen wechselwirken. Molekiile, die sich an der Oberfldche be-
finden, werden durch Nachbarmolekiile in Richtung des Inneren des Festkorpers
gezogen. Hierdurch wird eine Oberflichenspannung aufgebaut. Die Molekiile an
der Oberfliache befinden sich so in einem hoheren energetischen Zustand als Mo-
lekiile im Inneren. Diese Oberflichenenergie kann als die Energie verstanden wer-

den, die zur VergroBerung der Oberflache notwendig wire.

Die Oberflachenenergie von Festkorpern kann in der Regel nicht direkt bestimmt
werden und erfolgt aus diesem Grund iiber das Benetzungsverhalten verschiede-

ner definierter Fliissigkeiten. Bei dieser Methode wechselwirken die Molekiile der
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Abbildung 1.11: Verhdiltnisse fiir Fliissigkeitstropfen auf Oberfliche: ~y; Ober-
flichenspannung der Fliissigkeit,vs Oberflichenenergie des Festkorpes, Vs
Grenzflichenspannung zwischen Fliissigkeit und Festkorper,0 Kontaktwinkel
(Randwinkel) am Triplepunkt

Fliissigkeit mit der obersten Molekiillage des Festkorpers. Am Rand eines auf ei-
ner Oberfliche abgesetzten Tropfen gibt es einen Triplepunkt, an dem Fliissigkeit
(L), Gas (G) und Festkorper (S) aufeinander treffen (Abb. 1.11). Dabei wird die
Form des Tropfens durch die Wechselwirkungen der drei Phasen bestimmt. Das
System strebt hierbei nach einem minimalen Energieinhalt. Dieser Sachverhalt
wird durch die Young’sche Gleichung 1.22 [92] beschrieben.

YL - cosl =5 — Y5 — Te (1.22)

Der Kontaktwinkel 6§ am Triplepunkt fiir eine Fliissigkeit mit der Oberflichen-
spannung 7, wird durch die Grenzflichenspannung 7s; und der Oberflichen-
energie s des Festkorpers bestimmt. Die Grenzflichenspannung kann dabei als
Energie verstanden werden, die notwendig ist um Fliissigkeit und Festkorper von-
einander zu trennen. Der Parameter 7. kann im Folgenden als O betrachtet werden,
da eine hochenergetische Fliissigkeit nicht die Oberflichenspannung eines niede-
renergetischen Materials reduzieren kann [92].

Die Grenzflichenspannung wird durch Dispersionswechselwirkungen, polare
Wechselwirkungen und durch iiber Wasserstoftbriicken wechselwirkende Mo-
lekiile zwischen den verschiedenen Phasen bestimmt. Molekiile ohne ein per-
manentes Dipolmoment weisen Dispersionswechselwirkungen auf, wohin ge-

gen Molekiile, von denen mindestens eines ein Dipolmoment besitzt, iiber pola-



1.6. OBERFLACHENDIAGNOSTIK 35

re Wechselwirkungen interagieren. Uber Wasserstoffbriicken interagierende Mo-
lekiile werden separat betrachtet.

In der ’Extended Fowkes’ [93] Methode setzt sich die Wechselwirkung aus
rein dispersiven (unpolare Bindungen), rein polaren und reinen Wasserstoff-
briickenbindungskomponenten (O-H und N-H Bindungen) zusammen (Gleichung
1.23).

Vs/L = VL + Ve + Ve (1.23)

Unter Anwendung des geometrischen Mittels erhilt man die Grenzflichenspannung
YSL 1.24.

75L—75+7L—2(\/7§’+75+\/7§+vf+\w§’+vf> (1.24)

Setzt man Gleichung 1.24 in die Young’sche Gleichung ein, so erhdlt man folgen-
den Ausdruck:

vL(1+6089)=2(\/7§+75+\/7§+75+\/v§+vf) (1.25)

Unter Verwendung von drei Fliissigkeiten mit bekannten Oberflachenspannungen
ergibt sich aus Gleichung 1.25 ein Gleichungssystem mit dem es moglich ist, die
Oberflichenenergie s und deren Einzelkomponenten 2, v§ und v zu berech-

nen.

1.6.3 Rasterkraftmikroskopie

Das Rasterkraftmikroskop (engl. atomic force microsope) (AFM) wurde 1986 von
Binning und Quate entwickelt. Damit konnen je nach Betriebsmodus auf me-
chanischem Weg Oberfldchen abgetastet oder atomare Krifte bestimmt werden.
Die Rasterkraftmikroskopie ist eine moderne Methode zur Erfassung von Ober-

flachentopographien und -eigenschaften im Nanometerbereich.



36 KAPITEL 1. GRUNDLAGEN

Das Messprinzip beruht auf der Messung der Auslenkung eines Federbalkens. Die
Auslenkung des Federbalkens, an dem sich die Messspitze befindet, wird durch
optische Sensoren erfasst. In Abhéngigkeit von der Probenbeschaffenheit und der
Messspitze, die typischer Weise einen Spitzenradius von 10 nm besitzt, sind late-
rale Auflésungen von wenigen Nanometern bis hin zu einzelnen Atomen moglich.
Wihrend der Messung rastert die Messspitze in Zeilen oder Spalten, getrieben von
Piezoelementen, iiber die Probe. Dabei wird punktweise die Auslenkung des Fe-
derbalkens gemessen und in eine Hohen- oder Materialinformation umgerechnet.
Es werden drei verschiedene Messmodi unterschieden. Im Kontaktmodus steht die
Messspitze im direkten mechanischen Kontakt mit der Probenoberfliache, wihrend
der Nicht-Kontakt und intermittierende Modus zu den dynamischen Anregungs-
modie gehoren. Im Nicht-Kontakt Modus wird der Federbalken zu einer Schwin-
gung, meist in Resonanz, angeregt. Durch Wechselwirkung der Messspitze mit
der Probenoberflache werden die Resonanzfrequenz oder die Phase zwischen An-
regung und Schwingung des Federbalkens verschoben. Im intermittierenden Mo-
dus wird der Federbalken nahe der Resonanzfrequenz angeregt. Auch hier kommt
es wie im Nicht-Kontaktmodus durch Wechselwirkung der Messspitze und Pro-
benoberfliche zu einer Verinderung der Resonanzfrequenz. Die damit veridnderte
Amplitude des Federbalkens wird durch Variation des Abstandes zur Probe durch
einen Regelkreis konstant gehalten.

Durch Ausnutzen bestimmter physikalischer und chemischer Prinzipien las-
sen sich auch magnetische, elektrische, mechanische und chemische Eigen-
schaften bestimmen. Zudem lassen sich Verformungseigenschaften durch Kraft-
Abstandskurven messen. Durch chemische Modifikationen der Messspitze konnen

so Bindungskrifte zwischen einzelnen Molekiilen bestimmt werden.

1.7 Biologie der Zelle

Die kleinste lebende Einheit, aus denen alle Lebewesen bestehen, ist die Zelle. Sie
treten sowohl in einzelligen eigenstéindigen Organismen, als auch in Geweben und
Organen vielzelliger Organismen auf [94]. Zellen konnen unterschiedlich hoch
spezialisierte Funktionen besitzen und unterschiedlichen Bedingungen angepasst

sein. Die Gesamtheit der Organismen ldsst sich in drei gro3e Gruppen einteilen:
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Bacteria, Archea und Eukarya, die trotz einiger Unterschiede in den Grundziigen
ihrer Organisation iiberein stimmen.

Der Innenraum der Zellen ist mit einer wissrigen Losung gefiillt, die in hohen
Konzentrationen Proteine, Proteinkomplexe, Makromolekiile und niedermoleku-
lare Verbindungen enthilt. Dieser hochviskose Innenraum wird auch als Cytoplas-
ma bezeichnet und ist Reaktionsraum fiir eine grole Anzahl an Stoffwechselreak-
tionen und regulatorischen Vorgédngen. Begrenzt wird das Cytoplasma, welches
auBerdem in grolen Mengen Ribosome und Reservesubstanzen enthilt, durch die
Cytoplasmamembran. Diese Membran, ist in der Regel eine wenige Nanometer
dicke Lipiddoppelschicht, die vorrangig aus Phospholipiden besteht und fiir die
meisten hydrophilen Molekiile undurchléssig ist. In der Cytoplasmamembran sind
Proteinmolekiile enthalten, die den Transport- und Informationsaustausch der Zel-
len gewdhrleisten.

Tierische Zellen sind von einer von ihnen sezernierten extrazelluliren Matrix
umgeben. Bei Pflanzen, Pilzen und Bakterien wird dies als Zellwand bezeich-
net. Pflanzen, Pilze und Tiere gehoren zu den Eukaryoten, da sie einen echten
Zellkern besitzen. Dieser Kern ist von einer Kernhiille umgeben und enthilt die
Desoxy-Ribonukleinsdure (DNA). Bacteria und Archea gehoren zu den Proka-
ryoten und besitzen keinen echten Zellkern. Bei ihnen liegt die DNA zwar in
einer kerndhnlichen Struktur vor, jedoch ist diese nicht von einer Kernmembran
umbhiillt. Fast dreiviertel der irdischen Biomasse besteht aus Prokaryoten [94]. Eu-
karyotische Zellen sind deutlich groBer als prokaryotische Zellen und besitzen ein
mehr als 40-faches Volumen. Durch die Kleinheit der prokaryotischen Zellen wird
deren Oberfliche gegeniiber dem Volumen stark vergrofert, was sich in einem
starken Stoffaustausch mit dem umgebenden Millieu zeigt. Wihrend Prokaryo-
ten fiir die Zellteilung in der Regel weniger als eine Stunde bendtigen, brauchen

Eukaryoten hierfiir mehr als einen Tag.

1.7.1 Bacteria

Die Gruppe der Bacteria wird entsprechend des Zellwandaufbaus in grampositive
und gramnegative Bakterien unterteilt. Bei grampositiven Bakterien ist die Cy-

toplasmamembran von einer dicken Peptidoglykanschicht, die auch als Murein-
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Abbildung 1.12: Allgemeine Struktur einer Bakterienzelle aus [95]

schicht bezeichnet wird, umgeben. Gramnegative Bakterien haben eine diinnere
Peptidoglykanschicht als die grampositiven Bakterien, besitzen aber zusitzlich ei-
ne dulere Membran aus Lipopolysacchariden und Phospholipiden. Die DNA der
Bacteria befindet sich im Nukleoid, einer bestimmten Region des Cytoplasmas
(Abbildung 1.12). Einige Bacteria besitzen zur Fortbewegung eine oder mehre-
re Flagellen. Neben den Flagellen sind die Fimbrien weitere extrazelluldre Zel-

lanhénge. Diese dienen zur Anheftung an Oberflachen oder andere Zellen [94].

Eine kleine Gruppe der Bacteria besitzt die Moglichkeit, Sporen auszubilden.
Sporen stellen eine Uberdauerungsform dar und sind sehr resistent gegeniiber
duBeren Einfliissen wie Hitze, Kilte, Trockenheit, Strahlung und chemische Agen-
zien [16,25,96,97]. Aus diesem Grund werden Sporen auch zur Beurteilung von
Sterilisationsverfahren eingesetzt (z.B. DIN EN ISO 11138- 1 bis 5). Die Sporu-
lation wird durch, fiir die vegetativen Formen, ungiinstige Umweltbedingungen

ausgelost.
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Einen der am besten untersuchten Mikroorganismen stellt der Bacillus atrophaeus
dar. Die Sporen von Bac. atrophaeus. werden von einem inneren lamellenartigen
und ca. 75 nm breiten Mantel und einem dufleren bis zu 200 nm breiten Mantel
umgeben [98]. Es wird vermutet, dass der innere Mantel vorrangig aus Proteinen
besteht. Diese beiden Schichten schiitzen den, von einer inneren Membran umge-
benen, Kern der Spore [99]. Auch wenn der Kern einen Wassergehalt von 30 - 50%
aufweist, so ist er dennoch als dehydriert anzusehen. Der den Kern umgebene Cor-
tex nimmt eine besondere Stellung zur Aufrechterhaltung der Dehydrierung ein.
Die vorrangig im Mantel befindliche dipicolinische Saure, die bezogen auf das
Trockengewicht 8-17% ausmacht [100, 101], hat einen bedeutenden Einfluss auf
die Hitzeresistenz. Sie ist, wie der niedrige Wassergehalt, von der Temperatur und
dem Nihrstoffangebot wihrend der Sporulation abhingig [100, 102, 103]. Neben
den Proteinen, Wasser und der dipicolinischen Sédure gehdren in groBerem Malle
auch Kalzium, Magnesium und Stickstoff zu den chemischen Bestandteilen der
Spore [100-102, 104-106].

Der Nachweis von Bakterien erfolgt {iber deren Vermehrung auf Agarplatten oder
in Bouillion. Uber Verdiinnungsreihen sind auch quantitative Aussagen iiber die
koloniebildenden Einheiten auf einem Objekt oder in einer Substanz moglich (sie-
he Kapitel B.5).

1.7.2 Eukarya

Eukaryotische Zellen sind komplexer in ihrer Organisation als prokaryontische
Zellen. Zudem zeigen sie eine grofere Vielfalt. Es werden im tierischen Organis-
mus vier verschiedene Arten von Gewebe unterschieden (Ephitelien, Binde- und
Stiitzgewebe, Muskelgewebe, Nervengewebe) [94], die aber in den wesentlichen
Ziigen ihrer Organisation ilibereinstimmen. In der eukaryotischen Zelle ist das Cy-
toplasma in membranumhiillte Kompartimente unterteilt, in denen Stoffwechsel-
prozesse unabhéngig von einander ablaufen. Bis auf die Mitochondrien und Plas-
tiden konnen alle Kompartimente stdndig Substanzen iiber Transportvesikel un-
tereinander, mit anderen Zellen, als auch mit ihrer Umgebung, austauschen. Der

Zellkern, welcher den groBten Teil der DNA enthiilt, ist von einer Doppelmembran
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(Kernhiille) umgeben. Detaillierte Beschreibungen der einzelnen Kompartimente
und deren Funktionen und Interaktionen sind in zahlreichen Lehrbiichern der Bio-
logie zu finden (Abbildung 1.13).

Mitochondrium

Mikrgfilamente

Peroxisom

Flagelle

Kemhiille
Chromatin } Zellkern

Nucleolus

Centriolen

Ribosomen

raues endoplas-
matisches
Reticulum

Mikrotubuli

Lysosom

Plasmamembran

Golgi-Apparat glattes endoplasmatisches
Reticulum

Abbildung 1.13: Allgemeine Struktur einer eukaryotischen Zelle aus [95]

Um die in Organismen ablaufenden Prozesse auf zelluldrer Ebene besser ver-
stehen zu konnen, wurden einzelne Zelllinien kultiviert und charkterisiert. Ein-
satzmoglichkeiten von Zellkulturen sind zum Beispiel [107] die Analyse von
intrazelluldren Parametern, intrazelluliren Transportwegen, Signalwegen, die
Aufklirung von Infektionsmechanismen, die Induktion von Differenzierungs-
vorgdngen, toxikologische Untersuchungen und das Studium der Zell-Zell-
Wechselwirkung. Sie konnen auch als Ersatz fiir Tierversuche dienen.

Zellkulturen werden nach ihren Eigenschaften unterschieden. Ein Unterschei-
dungsmerkmal ist die Art des Wachstums. Einige Zellen wachsen adhirent,
wihrend andere sich in Suspensionen kultivieren lassen. Wichtiger ist aber das
Merkmal, ob eine Zellkultur nur zeitlich begrenzt oder dauerhaft kultiviert wer-

den kann. Zeitlich begrenzt wachsende Primérzellkulturen bieten den Vorteil, dass
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sie in-vitro auch die meisten ihrer in-vivo Eigenschaften beibehalten, was sie rea-
litdtsndher als Permanentkulturen macht. Permanente Zellkulturen zeigen meis-
tens verdnderte Eigenschaften und auch Morphologien gegeniiber ihren normalen
Zellen, von denen sie abstammen. Thre Unsterblichkeit erreichen sie durch ei-
ne genetisch in-vitro hervorgerufene Verianderung. Eine solche Verdnderung tritt
bei Tumorzellen in-vivo auf. Einige der bekanntesten Zelllinien sind zum Bei-
spiel die HaCaT, CHO, HEK und die HeLa. Die HeLa Zelllinie war die erste
epitheldhnliche, vom Menschen stammende Zellinie.

Die Eigenschaften der Zellen und deren Verhalten unter bestimmten duf3eren Ein-
fliissen lassen sich mit Mikroskopieverfahren wie Hellfeld, Phasenkontrast, Kon-
fokal und Differential-Interferenz-Kontrast an Einzelzellen oder kleineren Zell-
gruppen studieren. Um nur bestimmte Bereiche in den Zellen oder in der extra-
zelluldren Matrix sichtbar zu machen, konnen auch fluoreszierende Stoffe ein-
gesetzt werden. Diese Molekiile absorbieren kurzwellige Strahlung und strahlen
langerwelliges, sichtbares Licht ab. Einige Zellbestandteile besitzen auch eine
natiirliche Fluoreszenz. Viele Eigenschaften von Zellkulturen und deren Verhal-
ten auf externe Einfliisse (z.B. Vitalitit, Zytotoxizitdt, Apoptose oder Proliferati-
on) konnen mit diversen Assays untersucht werden. Der Nachweis erfolgt oftmals
durch Farbreaktionen der Zellen oder durch in das Zellkulturmedium abgegebene
Farbstoffe, welche photometrisch erfasst werden. Einer der am hiaufigsten verwen-
deten Tests ist der XTT Test, welcher eine Weiterentwicklung des MTT Test ist.
Er dient zur Bestimmung der metabolischen Aktivitit der Zellen. Nur in leben-
den vitalen Zellen kénnen die im Mitochondrium lokalisierten Dehydrogenasen
XTT unter Anwesenheit von PMS reduzieren und als Reaktionsprodukt ein far-
biges Formazan bilden [107]. Detailliertere Angaben zu diesem Protokoll sind in
Kapitel B.6 zu finden.
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Kapitel 2

Ergebnisse und Diskussion

2.1 Plasmaparameter

Zyklusenergie und Plasmaleistung

Ein geeigneter Parameter um Plasmaquellen zu vergleichen ist die Plasmaleistung.
Aus dem Produkt der Zyklusenergie, der Anregungsfrequenz und dem verwende-
ten Pulsmuster erhélt man die mittlere in das Plasma eingebrachte Leistung. Die
Zyklusenergie sowie die Gesamt- und Dielektrikumskapazitiat wurden wie in Ka-
pitel 1.5.1 und B.3.3 beschrieben ermittelt.

Die Zyklusenergie in Abhiingigkeit von der an die Anordnung angelegten Hoch-
spannung ist in Abbildung 2.1 dargestellt. Fiir den untersuchten Bereich ist deut-
lich das nichtlineare Ansteigen der Zyklusenergie zu erkennen, was mit dem
in Kapitel 1.3.1 vorgestellten Modell (siehe Gleichung 1.10) iiberein stimmt.
Bei der in den folgenden Untersuchungen am héaufigsten verwendeten Span-
nung von 24 kVsyiize—spitze betridgt die Energie pro Periode 5,5m.J. Unter
Beriicksichtigung der Elektrodenfliche ergibt sich eine mittlere Leistungsdichte
von rund 180 % Zur Bestimmung der absoluten Plasmaleistung miissen je-
doch mogliche Pulsmuster beriicksichtigt werden. Fiir die in Kapitel B.2 beschrie-
benen Impulsspannungsquelle und eine alternierenden Pulsfrequenz von 2 kH 2
mit 25 % Plasma An-Zeit betrdgt die Plasmaleistung rund 1,4 V.

Aus der Lissajousfigur (siehe Abbildung C.1 im Anhang) ldsst sich die Gesamt-

43
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Abbildung 2.1: Zyklusenergie der zweidimensionalen Oberflichenentladung in
Abhiingigkeit von der Hochspannung bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 20 %
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kapazitit des Systems zu 43 pF’ und die Kapazitit des Dielektrikums zu 77 pF'
ermitteln. In Hihnel et al. [4] wurde fiir identische Bedingungen beschrieben,
dass die Zyklusenergie fiir den untersuchten Frequenzbereich von der relativen
Luftfeuchtigkeit unabhingig ist.

Optische Emissionsspektroskopie

Wie in Kapitel 1.2.1 dargelegt, hat die vom Plasma ausgesandte ultraviolette
Strahlung einen entscheidenden Einfluss auf die antimikrobielle Wirksamkeit.
Daraus resultierend wurde als weitere Methode zur Charakterisierung des Plas-
mas, die optische Emissionsspektroskopie angewandt. In Abbildung 2.2 sind ver-
gleichend die Spektren von Luft bei 0 % und 70 % relativer Luftfeuchtigkeit sowie
von trockenem Stickstoff fiir den Bereich von 250 nm bis 500 nm dargestellt.
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Abbildung 2.2: Emissionsspektren eine dielektrisch behinderten Ober-
fldchenentladung in Luft bei 0% und 70% relativer Luftfeuchtigkeit im Vergleich
zu trockenem Stickstoff

Die Emissionsspektren von Luft und Stickstoff weisen im UV-A Bereich zwischen
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300 und 400 nm vergleichbare Spektrallinien auf. Diese Linien lassen sich dem
zweitem positiven System von Stickstoff zuordnen. Fiir die Emissionsspektren
von Luft ldsst sich in Abbildung 2.2 eine Abnahme der Emission mit steigender
Luftfeuchtigkeit erkennen. Dies ist in Falkenstein et al. [85] mit einer geringe-
ren Zahl an Mikroentladungen und der damit reduzierten Rate an Reaktionen be-
griindet. Trotz dieser Abnahme mit steigender relativer Luftfeuchtigkeit bleibt die
Emission hoch. Unterhalb von 290 nm (UV-B, UV-C) gibt es keine signifikante
Strahlung. UV-C Strahlung wird von Quecksilberstrahlern ausgesandt und besitzt
eine biozide Wirkung.

Fiir trockenen Stickstoff treten auch unterhalb von 300 nm noch mehrere Banden
auf, die dem NO,-System zugeordnet werden konnen. Diese treten, wie in Ka-
pitel 1.5.2 beschrieben, nur bei kleinen Verunreinigungen mit Sauerstoff auf und
sind aus diesem Grund nicht in den Spektren von Luft zu finden. Diese Verunrei-
nigungen werden durch die an den Oberflachen des Systems adsorbierte Luft und
Feuchtigkeit eingebracht.

Die oftmals in der Literatur beschriebene Emission von angeregten Hydroxylra-
dikalen bei 308 bis 310 nm (z.B. Weltmann et al. [108]) ist in Abbildung 2.2 nicht
erkennbar. Griinde hierfiir konnen in der geringen in das Plasma eingebrachten
Leistung und dem kleinen Volumen des Plasmas, aus dem die emittierte Strah-

lung detektiert wurde, liegen.

2.2 Oberflicheneigenschaften und- veranderungen

Alle Verdnderungen durch die Plasmabehandlungen werden auf das unbehandel-
te Polystyrol bezogen. Dazu wurden im ersten Schritt die Oberflichenenergien
und die zugehorigen Kontaktwinkel von unbehandeltem Polystyrol bestimmt. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 2.1 zusammengefasst.

Aus diesen Werten ist die schlechte Benetzung von Polystyrol mit wasserbasieren-
den und anderen Fliissigkeiten ersichtlich. Weiterhin wird die Oberflachenenergie
vom dispersen Anteil dominiert. Die Standardabweichung der polaren Kompo-
nente ist im Vergleich zu den anderen Komponenten sehr grof3. Dies liegt in
den geringen und untereinander sehr dhnlichen polaren Komponenten der Mess-

fliissigkeiten begriindet (siehe Tabelle B.1). Bei den Messungen mit Diiodmethan
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Tabelle 2.1: iiber die Lingsachse der Proben gemittelten Kontaktwinkel 0 und
Oberflichenenergien s und die dazugehorigen Standardabweichungen unbehan-
delter Proben

Kontaktwinkel
Fliissigkeit 0[°] a(0)[°]
Wasser 95,7 0,5
Glycerol 80,7 1,1
Diiodmethan 30,9 1,6

Anteile der Oberfldchenenergien

~Vo[mN/m] o(¥s) [mN/m]
dispers 41,4 1,6
polar 6,1 4.4
H-Briickenbindung 0,5 0,1

miissen Reaktionen mit der Polystyroloberfliche beriicksichtigt werden, wodurch
ebenfalls ein Einfluss auf den Kontaktwinkel zustande kommt.

In Abbildung 2.3 sind die Verdnderungen der Wasserkontaktwinkel in Abhingig-
keit der Behandlungsdauer bei verschiedenen relativen Luftfeuchten dargestellt.
Der Abstand zwischen Dielektrikum und Substrat betrug 600 pm, bei einer Am-
plitude der Hochspannung von 9%V und einer An-Zeit von 25% . Fiir gleiche
Ausgangsbedingungen sind die Komponenten der Oberflichenenergie in Abbil-
dung 2.4 abgebildet. Zunichst sollen die Verinderungen und die daraus resultie-
renden chemischen Reaktionen bei 0 % relative Luftfeuchtigkeit betrachtet wer-
den. In den ersten 30 s ist eine deutliche Abnahme des Wasserkontaktwinkels
zu erkennen. Weiterhin gibt es im Rahmen der Messfehler keine erkennbare
Verdnderung fiir den Wasserstoffbriickenbindungsanteil. Die polare Komponen-
te nimmt von 6,1 mN/m auf 17,6 mN/m zu, wohin gegen der disperse An-
teil von 41,4 mN/m auf 39,4 mN/m nur leicht sinkt. Die Standardabweichun-
gen der Werte aus Abbildung 2.4 sind im Anhang in Tabelle C.1 aufgefiihrt.
Hier sind groBe und stark schwankende Standardabweichungen (19, 3 Nm /m bis
96, 2 Nm/m) fiir die polare Komponente zu erkennen. Dies liegt an der geringen
Differenzen der polaren Komponenten der Messfliissigkeiten (siehe B.1 ). Aus

diesem Grund sollte der Verlauf der polaren Komponente der Oberflachenenergie
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als Trend betrachtet werden. Die anderen Bindungskomponenten zeigen deutlich

kleine Standardabweichungen im Verhiltnis zum Mittelwert.
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Abbildung 2.3: Wasserkontaktwinkel von Polystyrol in Abhdngigkeit von der
Behandlungszeit in trockener Luft (0% rLF) bei einer Wiederholfrequenz von
1000 Hz

Ausgehend von dem im Kapitel 1.4.2 vorgestellten Modell sind in Abbildung 2.5
die ersten moglichen Reaktionen am Beispiel von Polystyrol durch vom Plasma
erzeugte Spezies systematisch dargestellt.

Initiiert werden diese Reaktionen durch die Abtrennung eines Wasserstoffatoms
vom aliphatischen oder aromatischen Teil des Polystyrols durch atomaren Sauer-
stoff oder Hydroxylradikale. In einem néchsten Schritt konnen aus den gebildeten
Alkylradikalen durch Reaktionen mit atomarem Sauerstoff oder Ozon Alkoxyra-
dikale (-O®)oder Peroxyradikale (-OO*®) gebildet werden. Der Anstieg des polaren
Anteils wird somit durch Alkoxyradikale, Peroxyradikale und Carbonylgruppen
(-C=0) hervorgerufen. Carbonalgruppen konnen, wie in Abbildung 2.5 gezeigt,
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Abbildung 2.4: Oberflichenergien fiir die einzelnen Bindungskomponenten in
Abhdingigkeit von der Behandlungszeit bei einem Abstand zwischen Probe und
Dielektrikum von 0,6 mm fiir verschiedene Luftfeuchtigkeiten
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Abbildung 2.5: Erste Reaktionsschritte der Polystyroloberfliche bei Kontakt mit
im Luftplasma gebildeten Spezies in Anlehnung an das Modell von Dorai et al.
[28] (vgl. Tabelle 1.3)
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aus Alkoxyradikalen durch —Spaltung und Ketonbildung am tertidren Kohlen-
stoffatom oder am sekundéren Kohlenstoffatom als Aldehyde entstehen. Die Car-
bonylgruppen der Ketone und Aldehyde, die im FTIR Spektrum (Abbildung 2.6)
im Bereich von 1750 em ™! bis 1715 ¢m ™! detektierbar sind, erlauben auf Grund
der Uberlagerung zwar eine qualitative, jedoch aber keine quantitative Aussage.
Es ist eine Zunahme der Keton- und Aldehydbanden der 30 s Probe gegeniiber un-
behandeltem Polystyrol zu erkennen. Im Bereich von 1715 cm ™! bis 1670 cm™?
sind C=0 Streckungen zu finden, die Arylketonen zugeordnet werden konnen.
Der Wellenzahlbereich von 3600 cm ! bis 3200 cm~! (Abbildung 2.6) zeigt die
Zunahme von C=0 Obertonstreckungen. O-H Streckungen konnen in diesem Be-
reich auf Grund des gleich gebliebenen Wasserstoffbriickenbindungsanteils aus-
geschlossen werden. Somit konnen zu diesem Zeitpunkt noch keine Phenole, Al-

kohole oder Carbonséuren auf der Polystyroloberfliche entstanden sein.
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Abbildung 2.6: FTIR Spektren in Abhdingigkeit von der Behandlungszeit in tro-
ckener Luft (0% rLF) bei einer Wiederholfrequenz von 1000 H z und einem Ab-
stand zwischen Probe und Dielektrikum von 0,6 mm
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Weitere O-Doppelbindungen sind durch Ringspaltung mit nachfolgender Anlage-
rung von Sauerstoff moglich. Der Abfall des dispersen Anteils kann durch Verrin-

gerung der unpolaren Gruppen durch 3-oder Ringspaltung verursacht werden.

Bei Versuchen iiber eine Behandlungsdauer von 30 s hinaus ist zu erkennen, dass
weitere chemische Reaktionen zwischen der Gasphase und der Oberfliache, aber
auch in der Oberfliche stattfinden. Der Kontaktwinkel fiir Wasser nimmt wei-
ter ab, wobei die 1. Ableitung des Kontaktwinkels iiber die Zeit stetig abnimmt,
so dass sich nach einer endlichen Behandlungsdauer Séttigungseffekte einstel-
len. Nach einer Behandlungszeit von 900 s weisen die Polystyroloberflichen einen
Kontaktwinkel von 42, 7° fiir Wasser auf. Betrachtet man die einzelnen Kompo-
nenten der Oberflichenenergie, so sind auch hier Sittigungseffekte mit zuneh-
mender Zeit zu erkennen. Das weitere Ansteigen des Anteils der Wasserstoft-
briickenbindungen und des polaren Anteils mit ldangeren Behandlungszeiten lésst
sich durch die Bildung von Phenole, Alkohole oder Carbonséduren erkldren. Weite-
re -Spaltungen, verbunden mit der Bildung von C=0 Bindungen, fiihren zu dem
gemessenen Absinken des dispersen Anteils der Oberfldchenenergie. Bestitigen
lasst sich die Bildung von Alkoholen mittels der Verschiebung der Absoprtions-
bande von 3300 cm ™! zu hoheren Wellenzahlen (siehe Abbildung 2.6), welche
aus O-H Streckschwingungen resultiert. Durch intermolekularen Austausch von
Wasserstoffatomen werden unter Neubildung von Alkylradikalen, Alkoxy- und
Peroxyradikale zu -OH und -OOH Gruppen umgewandelt. Da Hydroperoxide je-
doch zu einem Ansteigen des dispersen Anteils fiihren, aber ein Absinken des
Gleichen zu beobachten ist, ist davon auszugehen, dass Ring- und 5—Spaltungen
in groBerer Anzahl auftreten.

Eine Substituierung des Benzolringes bei lingeren Behandlungen lésst sich an-
hand von Absorptionen bei 1670 cm ™! erkennen. Diese Absorptionen deuten auf
einen ortho-, meta- und para-substituierten Benzolring hin. Banden von metasub-
stituiertem Benzol lassen sich bei 1746 ¢m ™! und 1802 ¢m~! finden. Auch 1,3,5-
tri-substituiertes Benzol kann bei besonders langen Behandlungszeiten anhand ei-

ner Absorptionsbande bei 1764 cm ™!

nachgewiesen werden. Neben der Substi-
tuierung sind auch wie bei Dorai et al. [28] beschrieben Quervernetzungen im

Polymer moglich.
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Aus Abbildung 2.3 ist zu erkennen, dass der Wasserkontaktwinkel mit steigen-
der relativer Luftfeuchtigkeit fiir die verschiedenen Behandlungszeiten stéirker ab-
nimmt. Der disperse Anteil der Oberflichenenergie ist fiir Luftfeuchtigkeiten ab
10 % im Rahmen der Messgenauigkeiten konstant fiir gleiche Behandlungszeiten
und geringer im Vergleich zu Behandlungen in trockener Luft. Wie schon in Tabel-
le 2.1 gezeigt, unterliegt der polare Anteil sehr grolen Schwankungen, welche aus
den Eigenschaften der verwendeten Messfliissigkeiten herriihren. Auf Grund des-
sen kann der polare Anteil trotz der grolen Schwankungen in Abbildung 2.4 als
unabhingig von der realtiven Luftfeuchtigkeit des Prozessgases angesehen wer-
den. Oberhalb von 0% relativer Feuchtigkeit des Prozessgases zeigt der Anteil
der Wasserstoffbriickenbindung nur eine geringe Abhiéngigkeit von dieser, liegt
aber etwas hoher als im Fall trockener Luft.

Ausgehend von diesen Veridnderungen kann auf eine steigende Konzentration der
Hydroxylradikale bei ansteigender relativer Luftfeuchtigkeit geschlossen werden.
Eine steigende Luftfeuchtigkeit fordert die Bildung von Alkoholen, Phenolen und
Hydroperoxiden. Hydroperoxide fiihren zwar zu einem Ansteigen der Wasser-
stoffbriickenbindungen, erhdhen aber auch gleichzeitig den dispersen Anteil der
Oberflachenenergie. Die vermehrte Bildung von Peroxidradikalen und damit ver-
bundene Bildung von Hydroperoxiden kann bei sinkendem dispersen Anteil nur
stattfinden, wenn gleichzeitig eine hohere Rate an 3-Spaltung oder Ringspaltung

vorliegt.

Abbildung 2.7 zeigt die Verdnderungen der FTIR Spektren fiir 300 s und 900 s
Behandlungszeit bei 0% und 30 % relativer Prozessgasfeuchtigkeit. Die Ab-
sorption der intermolekularen Streckschwingungen von O-H nimmt im Bereich
um 3500 crn~! mit zunehmendem Feuchtigkeitsgehalt, trotz steigender Wasser-
stoffbriickenbindungsanteile, ab. Dies lédsst sich nur durch die verschiedenen
Nachweistiefen der beiden Messverfahren und mit der tatsdchlichen Tiefe der
Verinderungen der Polystyroloberfliche erkldren. Die Eindringtiefe der FTIR
Analytik betridgt rund 10 pm, wohingegen die Kontaktwinkelmessung nur auf der
obersten Atomlage der Oberflache stattfindet. Hieraus folgt, dass die Bildung von
Alkoholen und Phenolen nicht direkt auf der Oberflidche stattfindet. Die Oberton-
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Abbildung 2.7: FTIR Spektren fiir 300 s und 900 s Behandlungszeit bei 0% und
30 % relativer Luftfeuchtigkeit, einer Wiederholfrequenz von 1000 H z und einem
Abstand zwischen Probe und Dielektrikum von 0,6 mm
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schwingungen der C=0 Bindungen zeigen keine Abhéngigkeit von der relativen
Luftfeuchtigkeit. Auch die Stidrke der Absorptionsbanden, welche eine Substitu-
ierungen des aromatischen Teils anzeigen, liegen iiber denen des unbehandelt Po-
lystyrols, sind aber geringer als bei Behandhandlungen in trockener Luft. Da die
Substituierungen jedoch auch mit der Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen
verbunden sind, miissen auch diese Veridnderungen in gewissen Tiefen und nicht
direkt auf der Oberfliche stattgefunden haben.

Die Abnahme der Verdnderungen in der Tiefe mit steigender Luftfeuchtigkeit 1dsst
sich durch die abnehmende Konzentration an atomaren Sauerstoff in der Gaspha-
se erkldren (siehe Kapitel 1.4.1). Durch atomaren Sauerstoff werden wie gezeigt
zunidchst Alkylradikale und daraus dann Alkoxi- und Peroxiradikale gebildet, die
sich durch intermolekulare Austauschreaktionen in die Tiefe des Polystyrols fort-

pflanzen konnen.

Aus Abbildung 2.8 wird erkennbar, dass sich schon fiir Abstidnde von 2 mm zwi-
schen Probe und Dielektrikum der Elektrodenanordnung die Werte der Ober-
flachenenergien, denen von unbehandeltem Polystyrol annidhern. Wihrend sich
Wasserstoffbriickenbindungen und der disperse Anteil oberhalb von 2 mm nahezu
nicht mehr dndern, zeigt der polare Anteil der Oberflichenenergie noch eine ge-
ringe Abnahme. Der polare Anteil, zeigt zudem bei einem Abstand oberhalb von
2 mm eine deutliche Abhédngigkeit von der relativen Luftfeuchtigkeit des Prozess-
gases. Aus dem Verlauf der Wasserstoffbriickenbindungen kann gefolgert wer-
den, dass die Hydroxylradikale eine Reichweite, ausgehend vom Dielektrikum,
von weniger als 2 mm besitzen. Die sehr geringen Anderungen des polaren und
dispersen Anteils zwischen 2 mm und 10, 5 mm werden durch die hohe Lebens-
dauer von Ozon erklirt. Auch fiir Abstinde von mehr als 10 mm kann wegen der
groBBen Reichweite des Ozones noch atomarer Sauerstoff durch Zerfall gebildet
werden, welcher eine Funktionalisierung der Oberfliche initiiert und zur Bildung

von Aldehyden und Ketonen fiihrt.
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Abbildung 2.8: Oberflichenenergie fiir verschiedene Abstinde (0,2mm bis
10, 5 mm) zwischen Probe und Dielektrikum bei einer Behandlungszeit von 150 s
und von 0 % und 30 % relativer Luftfeuchtigkeit
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2.3 Mikrobiologie

Wie in Kapitel 1.2.1 dargestellt, wird in der Literatur die antimikrobielle Wirk-
samkeit verschiedener im Plasma generierter Spezies beschrieben. Viele dieser
Studien erkléren die Inaktivierung von Mikroorganismen durch, von Edelgasplas-
men ausgesandte Ultraviolettstrahlung oder durch elektrische Aufladung und Dis-
ruption der Zellmembran. In diesem Kapitel soll der Einfluss der relativen Luft-
feuchtigkeit und der Energie, welche in das Plasma eingebracht wird, auf die
Abtotung von besonders resistenten Bacillus atrophaeus Sporen im trockenen
Zustand aufgezeigt werden (siehe auch Hihnel et al. [4]). Die Vorbereitung der
Teststreifen und der Versuchsablauf erfolgten entsprechend des in Kapitel B.5
beschriebenen Protokolls. Der Abstand zwischen den Teststreifen und dem Di-
elektrikum der Elektrodenanordnung wurde fiir alle Versuche auf 0,6 mm ein-
gestellt. Dieser Abstand resultiert aus Uberlegungen zur spiiteren Umsetzung des
Systems zur Behandlung von Multititerplatten. Hat das zu entwickelnde Plasma-
system einen Durchmesser von 5 mm, so betrdgt der Abstand zwischen dem Plas-

masystem und der Wand eines Wells ca. 0, 5 mm bis 0, 7 mm.

Abbildung 2.9 zeigt die auf den Teststreifen verbliebenen koloniebildenden Ein-
heiten fiir relative Prozessgasfeuchtigkeiten von 0 % bis 70 % fiir Behandlungs-
zeiten von 2, 5 min und 7, 5 min. Es ist deutlich die Abhéngigkeit der Reduktion
der Sporen von der Feuchtigkeit zu erkennen. Dies steht in guter Korrelation zu
den punktuellen Untersuchungen von Trompeter et al. [27]. Das Ansteigen der
Reduktionsfaktoren in Abhédngigkeit von der relativen Luftfeuchtigkeit zeigt ein
nichtlineares Verhalten. Wihrend in trockener Luft fiir beide Behandlungszeiten
keine Reduktion nachgewiesen werden konnte, wurden im Rahmen der Nachweis-
grenze bei 70 % relativer Gasfeuchte alle Sporen inaktiviert. Die Nachweisgrenze
fiir diese Versuche betrug 10 koloniebildende Einheiten. Basierend auf der Arbeit
von Dorai et al. [28] und den hier gezeigten Ergebnissen kann den Hydroxylradi-
kalen eine grofle Bedeutung beigemessen werden. Hydroxylradikale konnen, im
Gegensatz zu anderen reaktiven Sauerstoffspezies und Wasserstoffperoxid direkt,
durch Elektronensto3e mit Wassermolekiilen gebildet werden. Weiterhin sind Hy-

droxylradikale an vielen Gasphasenreaktionen beteiligt (siche Abbildung 1.8) und
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Abbildung 2.9: Koloniebildende Einheiten in Abhdngigkeit von der Behandlungs-
zeit und der relativen Luftfeuchtigkeit des Prozessgases; Spannung 10 kV, Plasma
An-Zeit 25 %
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besitzen die hochste Reaktivitdt unter den reaktiven Sauerstoffspezies. Dorai et
al. haben auch gezeigt, dass mit steigender Feuchtigkeit die Konzentrationen an
Ozon, atomarem Sauerstoff und reaktiver Stickstoffspezies sinken. Um Konden-
sationseffekten auf den Proben vorzubeugen, wurden keine hoheren Luftfeuch-
tigkeiten al 70 % verwendet. Auf den Proben kondensierte Feuchtigkeit wiirde in

einem Luftplasma einer Ansduerung unterliegen [109].
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Abbildung 2.10: Koloniebildende Einheiten in Abhdngigkeit von der Plasma An-
Zeit; Spannung 9 kV, relative Luftfeuchtigkeit 60 %

Da die Anzahl der gebildeten Spezies von der in das Plasma eingebrachten Ener-
gie abhingig ist, wurde bei einer konstanten Luftfeuchtigkeit von 60 % die Plas-
ma An-Zeit variiert. Eine lingere Plasma An-Zeit bedeutet eine groflere mittlere
Leistung. Abbildung 2.10 zeigt die Abhingigkeit der Reduktion von der Plasma
An-Zeit bei einer Spitzenspannung von 9 kV. Es zeigt sich eine exponentielle
Abnahme der koloniebildenden Einheiten mit zunehmender Plasma An-Zeit. Wie
in Gleichung 1.10 gezeigt, wird die Plasmaleistung weiterhin von der maxima-

len Amplitude und der Frequenz der Versorgungsspannung bestimmt. Sie stellen
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somit weitere Moglichkeiten zur Verdnderung der mittleren Plasmaleistung dar.
Diese Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass hohere mittlere Plasmaleistungen

zu groferen Abtotungsraten fiihren.

2.4 Veranderung der Mikroorganismen

Bakteriensporen konnen mittels Plasma bei kleinen mittleren Leistungen in feuch-
ter Luft innerhalb weniger Minuten vollstdndig inaktiviert werden. Wie argumen-
tativ gezeigt wurde, ist das Hydroxylradikal auf Grund seiner sehr hohen Reakti-
vitdt von groBBer Bedeutung. Aus der Literatur sind einige rasterelektronenmikro-
skopische Aufnahmen von plasmabehandelten und unbehandelten Mikroorganis-
men bekannt [20, 110-114]. Jedoch kann aus solchen Aufnahmen nur ein zweidi-
mensionaler Eindruck gewonnen werden, da Hoheninformationen fehlen. Kuo et
al. [114] berichten von rastkraftmikroskopischen Aufnahmen von Bacillus cereus
Sporen nach Behandlung mit einem Mikrowellenplasma in Luft. Da Aufnahmen
der gleichen Sporen vor und nach der Behandlung nicht vorhanden sind, konnen
keine Aussagen iiber absolute Verinderungen der Morphologie der Sporen ge-
troffen werden. Im folgenden sollen morphologische Verdnderungen von Bacillus
atrophaeus Sporen in Abhédngigkeit von der relativen Luftfeuchtigkeit und der Be-
handlungszeit diskutiert werden. Identische Sporen wurden vor und nach jedem
Behandlungsschritt vermessen.

Eines der groften Probleme dieser Untersuchungen war der die Sporen einhiillende
Biofilm. Um die Veridnderungen der Sporen besser studieren zu konnen, wurde
der Biofilm entsprechend des in Kapitel B.4.3 beschriebenen Protokolls entfernt.
Bevor der Biofilm entfernt wurde, diente er als eine Art *Kleber’ zwischen Spo-
ren und den verwendeten Substraten. Ohne diesen Schleim war die Adhision der
Sporen auf den Substraten sehr klein, was zu einem Abldsen der Sporen von der
Oberfliche auch im Nicht-Kontakt Modus fiihrte. Auf der Oberfldche blieb nur
ein Ring mit einer mittleren Hohe von 50 nm aus Resten des Biofilmmaterials
zuriick. Dieser Effekt zeigt das sehr geringe vertikale Anhaftungspotential der
Sporen. Unter optimal gewidhlten Bedingungen konnten im Kontaktmodus keine
Ablosungen beobachtet werden. Daher wurden alle weiteren Messungen im Kon-

taktmodus durchgefiihrt.
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Ein zweites Problem war die Wahl des Substrates. Es sollte unverdndert nach den
Plasmabehandlungen sein und eine Wiederfindung der Sporen ermdglichen. Als
ein gutes Material fiir die Substrate haben sich Glimmerpléttchen erwiesen. Diese
sind auf Grund ihrer chemischen Zusammensetzung stabil gegeniiber Plasmabe-
handlungen und besitzen zufillig verteilte Riefen auf der Oberfliche.

Typische Hohen der Sporen lagen im Bereich von 670 nm bis 830 nm. Die Hohen
unterlagen den bei biologischen Systemen tiblichen Schwankungen, wurden aber
zudem durch Biofilmmaterial beeinflusst, welche nach der Aufreinigung in der
Sporensuspension verblieben. Aus diesem Grund ist fiir eine absolute Bewer-
tung der Hohenveridnderung eine Messung vor und nach Plasmabehandlung an

den gleichen Sporen notwendig.

Eine typische Zeitreihe von AFM Aufnahmen ist in Abbildung 2.11 dargestellt.
Fiir die jeweiligen Zeiten sind die dreidimensionale Darstellung sowie eine Drauf-
sicht mit der fiir das darunter liegende Hohenprofil gezeigten Vermessungslinie,
abgebildet. Die Grofle der gezeigten Scanbereiche betrug 6 um. Um die Positi-
on eindeutig wiederzufinden, wurden zuvor 25 um Bereiche vermessen. Die bei-
den abgebildeten Sporen haben im unbehandelten Zustand nahezu gleiche Aus-
gangshohen. Nach einer Plasmabehandlung von 5min bei 70 % relativer Luft-
feuchtigkeit und einem Probenabstand zum Dielektrikum von 0, 6 mm hat sich
die Hohe der Sporen schon auf weniger als die Hilfte reduziert. Weitere 5 min
Plasmabehandlung unter den gleichen Bedingunmgen fiihrten wiederum zu einer
Reduzierung der Sporenhohe. Nach den insgesamt 10 min Behandlungszeit wei-
sen die beiden dargestellten Sporen trotz gleicher Ausgangshohe eine Differenz
von 100 nm auf. Ein Ursache hierfiir kann im umhiillenden Biofilm liegen, der
zurvor nicht vollstindig beseitigt werden konnte. Schon vor der Behandlung sind
kleine Biofilmreste in der direkten Umgebung der Sporen sichtbar. Ein weiterer
Hinweis auf diese Schleimreste wird nach den ersten 5min Plasmabehandlung
deutlich. In der AFM Aufnahme haben sich neben den Sporen weitere kleine Ob-
jekte gebildet. Durch scheinbar veridnderte Oberflicheneffekte hat sich der zuvor
diinn auf der Sporen- und Substratoberfliche befindliche Schleim zusammenge-
zogen. Staubpartikel aus der Umgebungsluft konnen ausgeschlossen werden, da

sie deutlich groBer als die abgebildeten Objekte sind. Sporen und Biofilm werden
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Héhenprofil

Hoéhenprofil

Abbildung 2.11: Kontakt-AFM Aufnahmen der gleichen Region und Sporen vor
und nach 5min und 10 min Plasmabehandlung bei 70 % relativer Luftfeuchtig-
keit; Hochspannung 12 kV, Plasma An-Zeit 25 %, Abstand zwischen Substrat und
Elektrode 0,6 mm



2.4. VERANDERUNG DER MIKROORGANISMEN 63

durch die Plasmabehandlung abgetragen. Es hat sich in den Untersuchungen ge-
zeigt, dass einzeln liegende Sporen deutlich schneller abgetragen werden als Spo-
ren, die in Gruppen vorlagen. Weiterhin besitzt der Biofilm eine deutlich groBere
Resistenz gegeniiber dem Plasma. Ein Grund fiir diese erhohte Resistenz kann im
groeren Wassergehalt des Biofilms liegen. Treten Sporen in gro3eren Ansamm-
lungen auf, so befandt sich zwischen und auf ihnen immer eine deutliche Menge
an Schleim, der so als Schutzschicht fungierte. Eine weitere mit den Ergebnissen
konforme Erkldarung fiir die hohere Resistenz des Biofilmmaterials kann sein, da
das Plasma eine konstante Anzahl an reaktiven Spezies pro Fldche bildet, muss die
Abtragsrate von der Menge an organischem Material und den damit verbundenen
Reaktionsstellen, abhiingig sein. Nach insgesamt 10 min Plasmabehandlung ist
das Innere der Spore nahezu vollstindig abgetragen, wihrend ein dulerer Rand
mit der doppelten Hohe noch vorhanden ist. Auch hier zeigt sich, dass es un-
terschiedliche Abtragsraten fiir die verschiedenen Bereiche einer Spore gibt. Da
aber schon nach den ersten 5 min die Hohen stark reduziert sind, ist davon aus-
zugehen, dass diese Sporen nicht mehr vermehrungsfahig sind. Dies steht auch in

Ubereinstimmung mit den Ergebnissen in Kapitel 2.3.

Tabelle 2.2: Hohenabnahme der Sporen in Abhdingigkeit von der Behandlungs-
dauer und relativen Luftfeuchtigkeit des Prozessgases

o A Hohe [nm)] der Sporen nach
rel. Luftfeuchtigeit I min 2 min 3 min 5 min 10 min
30% 0 0 0 0 20 - 150
50% 0 0 0 0 20-170
70% 5-115 10-125 90-140 270-440 530-660

In Tabelle 2.2 sind die Abnahmen der Hohen in Abhingigkeit von der relativen
Luftfeuchtigkeit und der Behandlungszeit dargestellt. Hier wird der starke Ein-
fluss der Luftfeuchtigkeit deutlich. Fiir weniger als 70 % relativer Gasfeuchtig-
keit konnten erst nach 10 min Behandlungszeit Abnahmen um 20 nm bis 170 nm
gemessen werden. Die Agglomeration des Schleims und der Abtrag durch das
Plasma stehen in Konkurrenz zueinander, weshalb fiir kleine Zeiten und gerin-

gen Luftfeuchtigkeiten keine Abtrige bestimmt werden konnten. Bei einer relati-
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ven Luftfeuchtigkeit von 70 % konnten nach einer Minute Behandlungszeit schon
Hohenabnahmen von bis zu 115 nm registriert werden.

Die in Tabelle 2.2 gezeigten Ergebnisse stehen in einer guten Korrelation mit den
mikrobiologischen Resultaten aus Kapitel 2.3. An dieser Stelle kann geschlussfol-
gert werden, dass in Luftplasmen das Hydroxylradikal nicht nur einen maf3gebli-
chen Einfluss auf die Abtotung von Mikroorganismen hat, sondern das steigende
Abtotungsraten bei zunehmender Prozessgasfeuchte mit einer deutlichen morpho-

logischen Veridnderung der Sporen einher gehen [115].
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2.5 Zusammenfassung der Voruntersuchungen

Ziel der Voruntersuchungen war die Machbarkeit der antimikrobiellen Behand-
lung mittels einer Oberflichen-DBE in Luft zu priifen. Neben den mikrobio-
logischen Versuchen an Bakteriensporen wurden die Plasmaeigenschaften, die
Verinderung der Polystyroloberflichen sowie die durch das Plasma an den Mikro-
organismen hervorgerufenen Verdnderungen untersucht. Zusammenfassend erga-

ben sich die folgenden Ergebnisse:

e Die Keimreduktion mittels einer Oberflichen-DBE in Luft bei Atmos-
phérendruck ist fiir Abstinde von 0,6 mm zum Substrat auch bei klei-
nen mittleren Plasmaleistungen moglich. Sie steigt bei Zunahme der relati-
ven Luftfeuchtigkeit und der Behandlungszeit an. Bei einer relativen Gas-
feucht von 70 % sind nach einer Behandlungszeit von 2, 5 min mehr als vier
Log-Stufen an Sporen von Bac. atrophaeus abgetdtet. Durch ein Erhohen
der Plasmaleistung wird ebenfalls der antimikrobielle Effekt der Plasma-
behandlung gesteigert. Da das verwendete Luftplasma keine nennenswerte
Emissionen unterhalb von 300 nm besitzt und die Keimreduktion mit zu-
nehmender Luftfeuchtigkeit ansteigt, wird dem Hydroxylradikal, welches
direkt durch Elektronensto3prozesse aus Wasser gebildet wird, eine bedeu-

tende Rolle beigemessen.

e Mit dem verwendeten Plasma ist es moglich, die Bakteriensporen abzutra-
gen. Dieser Effekt nimmt ebenfalls mit steigender relativer Luftfeuchtigkeit

zu und wird auch durch die Wirkung der Hydroxylradikale begriindet.

e Es findet eine Oxidation der Polystyroloberfliche statt. Mit zunehmender
Behandlungszeit sinkt der Wasserkontaktwinkel der Proben. Gleichzeitig
nimmt der polare Anteil der Oberflichenenergie zu. Die Verdnderungen der
Oberfldachen sind vom Abstand zwischen Elektrode und Probe abhédngig und
nehmen mit wachsendem Abstand ab. Oberhalb von 2 mm sind nur noch

geringfiigige Verdnderungen messbar.
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Kapitel 3
Konstruktive Umsetzung

Aus den zuvor fiir zweidimensionale Substrate gewonnenen Ergebnissen werden
in diesem Kapitel zwei Umsetzungsmoglichkeiten fiir die Behandlung von 96er
Mikrotiterplatten beschrieben. Als zwei wesentliche Konsequenzen aus den Vor-
untersuchungen sind eine hohe relative Luftfeuchtigkeit wihrend der Plasmabe-
handlung und ein moglichst geringer Abstand der Elektrode, und damit des Plas-

mas, der zu behandelnden Oberfliche zu nennen.

-

Abbildung 3.1: Schnitt durch Gesamtdarstellung des Aufbaus eines Plasmafingers

Das erste der beiden Systeme ist, wie im Fall der zweidimensionalen Voruntersu-
chungen, eine Oberflichen-DBE. Beide zum Elektrodensystem gehorende Elek-
troden sind in einem Finger integriert, so dass die Mikrotiterplatte nicht Bestand-

teil der Entladungsgeometrie ist. Mit dieser Anordnung ist auch die Behandlung

67
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oberhalb von Fliissigkeiten in 96er Multiwellplatten moglich.

Die zweite der beiden Varianten ist eine Kombination von Korona- als auch DBE-
entladung. In dieser Anordnung bildet die Mikrotiterplatte die dielektrische Bar-
riere in einer Punkt-Ebene Koronaanordnung. Durch diese Barriere konnen an
die Elektroden hohere, als fiir eine reine Koronaanordnung mogliche, Spannun-
gen angelegt werden. Ohne eine dielektrische Barriere wiirde es zu einer Funken-
entladung zwischen den Elektroden kommen. Eine Funkenentladung hitte eine
punktuell stark thermische Belastung der Polystyroloberflache, als auch eine in-
homogene Behandlung, zur Folge.

3.1 Systemaufbau Plasmafinger

Abbildung 3.2 zeigt den Aufbau einer Einheit zur simultanen Plasmabehandlung
aller Wells einer 96er Multiwellplatte mittels einer Oberflachen-DBE. Die laterale
GroBe des Gehiuses, in dem die Plasmafinger integriert sind, entspricht in seinen
AusmalBen denen einer automatisierten Laborposition (ALP) (100 x 152 mm). Die
Gehiusehohe oberhalb der Ebene, auf welcher die Multititerplatten abgestellt wer-

den, betrigt ohne Gas und Stromanschliisse weniger als 70 mm.

(a) (b)

Abbildung 3.2: Systemaufbau mit Plasmafingern zur Behandlung von 96er Well-
platten (a), Schnittdarstellung (b)
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Die Plasmafinger sind iiber Halter an festen Positionen entsprechend des von der
Society for Biomolecular Screening [116] erarbeiteten Standards im Gehiuse fi-
xiert und konnen zusammen mit diesem in die Mikrotiterplatten abgesenkt wer-
den. Die Fixierung der Plasmafinger erfolgt iiber verschraubte Spannstreifen, wel-
che jeweils 6 Plasmafinger auf geometrisch definierten Positionen driicken. Auf
jedem der vier Halter sind so 24 Plasmafinger montiert.

Das Prozessgas wird iiber einen Stutzen in der Oberseite des Gehéduses zu-
gefiihrt und iiber eine Gasdusche leicht oberhalb der Multiwellplatten gleichmaBig
verteilt. Das aus dem Gehiuse verdringte Prozessgas wird iiber einen Abgas-
stutzen abgefiihrt. Die elektrischen Anschliisse befinden sich ebenfalls auf der
Gehduseoberseite. Die ALP ist in der Form ausgebildet, dass sie mit einem dar-
auf abgesetzten Gehduse eine gasdichte, verschlossene Einheit bildet. Dadurch
konnen keine im Plasma gebildeten Spezies (z.B. Ozon und Stickstoffdioxid) in

die Laborluft gelangen.

Plasmafinger

Ein Schnitt durch einen Plasmafinger ist in Abbildung 3.1 dargestellt. Die rot mar-
kierte strukturierte Elektrode ist den Innenwénden eines Wells zugewandt und auf
der AufBlenseite des Dielektrikums aufgebracht. Die Gegenelektrode ist schwarz
dargestellt und wird vollstindig vom Dielektrikum eingeschlossen. Kontaktiert
wird die Innenelektrode durch einen Gewindeeinsatz (gelb) und einem Gewinde-
stift (grau). Die Entwicklungsstufen der dueren Geometrie der Finger werden in
Abbildung 3.3 gezeigt. Alle Finger besitzen eine Gesamtlinge von 40 mm. Da-
von werden 20 mm am oberen Ende fiir die Hochspannungsisolation verwendet.
Der gesamte Grundkorper besitzt in der ersten Entwicklungsstufe einen dufleren
Durchmesser von 5 mm, bei einer Wandstirke von 1, 25 mm. Die Auflenelektrode
ist im Bereich des Halters 6 mm breit und umlaufend. Die lings der Oberfliche
verlaufenden drei Elektrodenteile haben eine Breite von 0, 8 mm.

Von der ersten zur zweiten Entwicklungsstufe ist der hinzugefiigte Absatz ober-
halb der strukturierten Elektrode deutlich zu erkennen. Um eine Ausbreitung des
Plasmas in Richtung des oberen Endes auf der Auflenseite des Fingers entlang

der Innenelektrode zu unterbinden, wurde das Dielektrikum iiber eine Linge von
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'

Abbildung 3.3: Entwicklungsstufen der Plasmafinger, letzte Stufe rechts

20mm auf 8, 8 mm verstarkt. Wie in Kapitel 1.3.1 erldutert, werden die Entla-
dungseigenschaften unter anderem durch die geometrischen Parameter der An-
ordnung bestimmt. Ein Zunehmen der Dicke des Dielektrikums fiihrt zu einer
Abnahme der Dielektrikumskapazitit, was nach Gleichung 1.6 wiederum zum
Ansteigen der Schwellwertspannung V},, fiihrt. Bei einer festen Maximalamplitu-
de der Hochspannung unterhalb von V};, kommt es in diesem Bereich somit nicht
mehr zum Ziinden des Plasmas. Eine Ausbreitung des Plasma entlang der Au-
Benseite der Finger in Richtung der Kontaktierung der inneren Elektrode und ein
damit verbundener Kurzschluss zwischen beiden Elektroden wird somit verhin-
dert.

Die dritte Entwicklungsstufe zeichnet sich nur durch eine geringfiigige Modifi-
kation im Bereich der kleinen Stirnseite der Plasmafinger aus. Die auflen liegen-
de Kante wurde durch einen Radius in der Grofle der Wandstirke des Dielek-
trikums ersetzt. Die innen liegende Kante wurde in einen Radius 0,2 mm um-
gewandelt. Durch diese Modifikation wurde erreicht, dass die kiirzeste Verbin-
dung zwischen Innen- und AuBBenwandung an allen Punkten im Bereich der Ober-
flichenentladung einen gleichen Wert besitzt, was in der zweiten Entwicklungs-
stufe im Bereich der Kante an der Stirnseite nicht gegeben war. Weiterhin bildete
die innere Kante zuvor einen Bereich besonders hoher Feldstérke (vergleiche Ka-
pitel 1.3.2). Diese Verdnderungen der Geometrie bedingen eine gleichméafligere

Ausbreitung des Plasmas.



3.1. SYSTEMAUFBAU PLASMAFINGER 71

Materialien und Fertigung

Auf Grund der hoch reaktiven Spezies innerhalb des Gehiduses miissen alle dar-
in befindlichen Komponenten aus chemisch stabilen oder korrosionsbestindigen
Materialien aufgebaut sein. Das Gehduse im Rahmen dieser Versuche bestand aus
Acrylglas und zeigte keine Alterungs- und Abnutzungserscheinungen. Dennoch
sollte es im Routineeinsatz aus einem chemisch bestindigerem Nichtleiter beste-
hen. Hierfiir bietet sich Teflon an. Dieses kann, wenn eine Sichtkontrolle erforder-
lich ist mit einer Glasscheibe ausgestattet werden.

Alle im Gehéuse befindlichen Schrauben und metallischen Verschraubungen sind
in einem nichtrostenden Stahl (z.B. 1.4301) auszufiihren oder miissen mit Gold
als Korrosionsschutzschicht versehen sein. Fiir Dichtungselemente in Verschrau-
bungen sind Silikone und Teflon zu bevorzugen.

Sowohl die ALP als auch die Halter der Plasmafinger sind aus einem nichtros-
tenden Stahl zu fertigen. Die Halterungselemente sollten im Bereich von Kontakt-
stellen vergoldet sein, um moglichst geringe Kontaktwiderstinde zu erreichen. Ei-
ne ganzflichige Vergoldung ist auf Grund der groflen Materialquerschnitte nicht
notwendig. Die Halter bilden die Kontaktierung der Aufenelektroden aller Plas-
mafinger.

Die Plasmafinger (sieche Abbildung 3.1) sind eine komplexe Komposition ver-
schiedener Materialien. Das Dielektrikum bestand im Rahmen der Versuche aus
einem Polymer (SL-Tool®) und wurde mittels Stereolithographie (robotmech Ra-
pid Prototyping, Koblach, Osterreich) gefertigt. Da Polymere im Ausbreitungs-
bereich des Plasmas einem Abtrag unterliegen (sieche Kapitel 2.4), muss das
Dielektrikum fiir den Routineeinsatz oder weiterreichende Untersuchungen aus
einer chemisch resistenten Keramik gefertigt werden. Als geeignet hierfiir hat
sich Aluminiumoxid erwiesen [117]. Das Dielelektrikum muss frei von Luf-
teinschliissen sein und eine elektrische Durchschlagsfestigkeit von mindestens
15 — 20 kV/mm besitzen. In den vorliegenden Untersuchungen wurde das Poly-
mer mit einer erneuerbaren Opferschicht aus Acrylharzlack (PLASTIK 70, CRC
Industries Deutschland GmbH) iiberzogen.
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Die Innenelektroden bestanden aus im Finger verpressten Graphitpulver. Hier-
durch lie} sich eine blasenfrei, am Dielektrikum anliegende Elektrode herstel-
len. Der Durchgangswiderstand der Graphitelektrode betrug weniger als 2 c% Die
Kontaktierung erfolgte iiber einen Gewindestift (DIN 915), welcher in einem in
den Kunststoff eingedrehten M3 Gewindeeinsatz (Trisert®) aus Edelstahl, ver-
schraubt wurde. Durch den Gewindestift wurde auch die endgiiltige Verpressung
der Graphitelektrode erzielt. Samtliche Gewindestifte wurden tiber eine Lochplat-
te aus Edelstahl verschraubt und miteinander elektrisch verbunden.

Die AuBlenelektrode bestand aus einem mehrschichtigen System. Die Grund-
schicht bildete eine 600nm dicke Kupferschicht, welche mittels einer Mas-
ke iiber einen Sputterprozess aufgebracht wurde. Darauf wurde galvanisch eine
25 — 30 um dicke Kupferschicht abgeschieden. Da Kupfer leicht zur Oxidation
neigt, wurde es mit Nickel- und einer abschlieBenden Goldschicht beschichtet.
Fiir die Serienfertigung derartiger Finger sind das Material und die Aufbringung
der AuBlenelektrode, wegen der zahlreichen Arbeitsschritte, zu iiberdenken. Ei-
ne Moglichkeit auf Grund der zu verwendenden Aluminiumoxidkeramik stellt
die Dickschichttechnik eine Alternative dar. Dazu konnen im Siebdruckverfahren
stark goldhaltige Pasten aufgebracht und bei hohen Temperaturen (> 600°C") ein-
gebrannt werden. Die so erhaltenen Schichten besitzen ein Dicke von ca. 15 um.
Zusitzlich konnen die Elektrodenstrukturen im Dickschichtverfahren durch di-
elektrische Glasschichten verkapselt werden, was einen weiteren Schutz gegen

den Einfluss des Plasma und der darin gebildeten Spezies, bietet.

3.2 Systemaufbau Korona-DBE

Der Aufbau des Korona-DBE Systems ist dem der Plasmafinger dhnlich (sie-
he Abbildung 3.2). Ein Teil der Elektrodenanordnung befindet sich zusammen
mit der Gaszufuhr und- verteilung sowie der Abluft, im Gehéduseoberteil. Die
zweite, flichenhaft ausgebildete Elektrode befindet sich im elektrisch isolieren-
den Gehiuseunterteil. Die Gesamthohe des Systems betrdagt ohne Anschliisse rund

75 mm.

Die im oberen Gehiuseteil befindlichen Nadelelektroden sind in dhnlicher Weise,



3.2. SYSTEMAUFBAU KORONA-DBE 73

() (b)

Abbildung 3.4: Systemaufbau einer Korona-DBE zur Behandlung von 96er Well-
platten (a), in der Schnittdarstellung (b); laterale Mafse 100 x 152 mm

entsprechend der im Standard fiir automatisierbare Multiwellplatten [116] defi-
nierten Positionen der Wells, montiert. Es werden auch hier jeweils zwolf Ein-
zelelektroden zu jeder der zwei Seiten der vier Halter befestigt. Die im Unterteil
eingebrachte Gegenelektrode ist grofer als die duere Kontur, welche von der Ge-
samtheit der Einzelwells gebildet wird. Die Multititerplatte sitzt mit ihren Boden
direkt auf dieser ebenen Elektrode auf.

Die Multiwellplatte ist in diesem System Bestandteil der Anordnung und fungiert
als Dielektrikum. Aus diesem Grund ist ein Betrieb ohne eingelegter Wellplat-
te nicht zuldssig. Im geschlossenen Zustand tauchen die Nadelelektroden mittig

2 — 3mm in die Wells ein.

Materialien und Fertigung

Fiir die Materialauswahl gelten die gleichen Kriterien wie fiir das mit Plasmafin-
gern aufgebaute System (sieche Kapitel 3.1). Alle Kunststoffe sind vorzugsweise
aus Teflon und alle Metallteile aus einem nichtrostenden Stahl oder mit einer ver-
goldeten Oberflache herzustellen. Weiterhin konnen Glas und Keramik eingesetzt
werden.

Das Gehéuse kann in der schon beschriebenen Weise gefertigt sein. Lediglich die
Hohe und die Aufthiangungspunkte fiir die Elektrodenhalter sind von dem Sys-

tem mit Plasmafingern verschieden. Die Halter sind mit M2 Gewindebohrungen
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in Hohe der Nadelelektroden versehen. Mittels entsprechender Madenschrauben
werden die ebenfalls aus rostfreiem Stahl geschnittenen Nadelelektroden im Hal-
ter fixiert. Um einen geniigend groBen Spalt zwischen der Unterseite der Halter
und der Multiwellplatte zu erhalten, betrigt die freie Lange der Elektroden zwi-
schen Spitze und der Unterseite der Halter mindestens 5mm, selbst wenn die
Elektroden 3 mm in die Wells eingetaucht sind. Der Durchmesser der Nadelelek-
troden betrdgt 0, 8 mm. An den Haltern befinden sich Aussparungen zwischen den
Nadelelektroden, um einen moglichst ungehinderten Gasaustausch im System zu
ermoglichen.

Die untere flichig ausgebildete Elektrode ist ebenfalls aus nichtrostendem Stahl
gefertigt. Sie kann zusétzlich mit einer ca. 0, 2 mm dicken Teflonfolie belegt wer-
den. Dies soll das elektrische Durchschlagen bei der Behandlung von Multititer-
platten mit defekten Folienbdden verhindern. Diese Elektrode ist mit moglichst
feiner Oberfldchenstruktur herzustellen, um eine Beschddigung der direkt darauf
abgestellten Wellplatten zu verhindern.

Auf Grund dessen, dass die Multiwellplatten als Dielektrikum fungieren, gibt
es an dieser Stelle keine Einschrinkungen fiir die Materialauswahl. Im Fall von
Wellplatten mit sehr diinnen Folienboden sind kumulative Behandlungszeiten von
mehr als 5 min zu vermeiden, da der im Kapitel 2.4 gezeigte Abtrag von organi-
schem Material auch an den Polymeroberflachen der Platten stattfindet. Dies fiihrt
zu einer Abnahme der Dicke des Dielektrikums und wiirde bei unterschreiten ei-
ner fiir die Isolation notwendigen Stirke, zu einer Bogenentladungen fiihren, was

das System zerstoren kann.

3.3 Systemkomponenten

Gasversorgung und Feuchtigkeitsregelung

Ein Schema des Gaslaufplanes ist in Abbildung 3.5 gezeigt. Das trockene und
Olfreie Prozessgas Luft wird aus der Druckluftversorgung des Labors entnommen
und mittels eines Druckreglers auf ca. 2 bar herunter geregelt, was mittels eines
Manometers iiberwacht werden kann. Dem Druckregler ist ein elektromagneti-

sches Absperrventil nachgeschaltet, bevor der Gasstrom aufgeteilt wird. In jedem



3.3. SYSTEMKOMPONENTEN 75

dieser zwei Gasstrome befindet sich ein elektromagnetisch angesteuertes Propor-
tionalventil. Mittels der Proportionalventile konnen die Gasstrome zueinander va-
ritert werden. Einer der Gasstrome wird durch ein System zur Gasbefeuchtung
geleitet. Danach werden beide Gasstrome wieder zusammengefiihrt und gelan-

gen durch ein weiteres Absperrventil in das Plasmasystem. Nach dem Zusam-

O,

i
0

LT,

Abbildung 3.5: Gaslaufplan mit Moglichkeit zur Einstellung der Gasfeuchtigkeit

menfiihren des trockenen und feuchten Gasstromes wird die relative Luftfeuchtig-
keit gemessen. Dieser Messwert wird fortlaufend von einem Steuerungscomputer
ausgelesen. Die zur Regulierung einer vorgegebenen Feuchtigkeit notwendigen
Signale werden vom Steuerungscomputer an die Proportionalventile gesendet.

Das dem Plasmasystem zugewandte Absperrventil dient dem Schutz der Venti-
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le und des Befeuchtungssystems vor den im Plasma gebildeten Spezies. Aus dem
Plasmasystem in die Gasversorgung diffundierende Stickoxide und Ozon wiirden
verwendete Dichtungselemente angreifen, das Wasser im Befeuchter ansduern so-
wie den Luftfeuchtesensor zerstoren.

Dem Druckregelventil kann zusétzlich ein elektronischer Durchflussmesser nach-
geschaltet werden. Hierdurch kann die Uberwachung und Sicherstellung ei-
nes Mindestgastroms erfolgen. Bietet das Befeuchtungssystem einen zu grofen
Stromungswiderstand, so kann dies mit einem zusitzlichen Drosselventil im Tro-
ckengasstrom ausgeglichen werden.

Das Befeuchtungssystem besteht aus einem Edelstahlzylinder und arbeitet im We-
sentlichen wie eine Gaswaschflasche. Das Eingangsrohr besitzt an seinem Ende
ein stirnseitig verschlossenes und mikroporiges Sinterrohr, welches ebenfalls aus
Edelstahl gefertigt ist. Das Sinterrohr erlaubt eine feinperlige Verteilung der Luft
im Wasser, was zu einer besseren Anfeuchtung fiihrt. Durch in den Edelstahlzylin-
der eingebrachte Glaskugel (&3 — 4mm), bis etwas oberhalb des Sinterrohres,
wird der Weg der Luftblasen und somit die Verweilzeit innerhalb des Wassers
verlidngert. Auch dies unterstiitzt die Anfeuchtung der Luft. Oberhalb der Was-
seroberflache befindet sich ein ausreichender Gasraum, damit keine Fliissigkeit
zusammen mit der Luft in das Plasmasystem transportiert wird. Der Ausgang be-

findet sich am oberen Ende des Edelstahlzylinders.

Hochspannungsversorgung

Fiir den Routineeinnsatz eines solchen Plasmasystems kann ein von der hier ver-
wendeten Hochspannungsquelle abweichendes System, zur Erzeugung einer alter-
nierenden Hochspannung, verwendet werden. Dabei muss beriicksichtigt werden,
dass die Plasmaleistung sowie die Amplitude der Hochspannung denen dieser Ar-
beit gleich sind. Die Plasmaleistung nimmt, wie zuvor gezeigt, einen deutlichen
Einfluss auf die Abtotungsrate, wohin gegen die Amplitude die Ausbreitungsléange
des Plasmas auf der Oberfliche des Elektrodensystems oder des Volumens hat.
Durch verdnderte Ausbreitungslingen werden die Dichten der reaktiven Spezi-
es beeinflusst. Weiterhin sollte die Frequenz des Hochspannungssignals in dem

hier verwendeten Bereich liegen, da hohere Frequenzen, bei gleicher Plasmaleis-
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tung, deutlich verinderte Pulsmuster erfordern wiirden. Dies wiirde sich in einer
verdanderten mittleren Dichte der im Plasma erzeugten Spezies duflern.

Die Signalform kann weitestgehend frei gewihlt werden. Sie muss mit dhnlichen
Betridgen zwischen positiver und negativer Amplitude, gegeniiber dem Masse-
potenzial, alternieren. Unterschiedliche Betrige der Amplitude wiirden zu einer

verdnderten Ausbildung des Plasmas fiihren.

3.4 Schnittstellen fiir die Integration

Die Steuerung des Plasmasystems und der dazugehdrigen Komponenten kann
durch einen Steuerungscomputer erfolgen der folgende Schnittstellen mitbringen
muss. Hinter den jeweiligen Bauteilen ist die notwendige Anzahl der vom Steue-
rungscomputer bendtigten Aus- und Eingéinge in Klammern angegeben. Die Re-

gelung kann mit einer zeitlichen Auflésung von wenigen 10 H 2 erfolgen.

1. Gasversorgung

(a) Absperrventile (1x Ausgang)
Die vor und nach den Proportionalventilen eingebauten Absperrventi-
le konnen iiber ein elektronisches Relais direkt von einem Steuerungs-
computer angesprochen werden. Sie werden durch das Anlegen einer
24V DC Spannung geschaltet.

(b) Proportionalventile (2x Ausgang)
Die Steuerung der Proportionalventile erfolgt iiber eine zwischen-
geschaltete Ansteuereinheit. Diese Ansteuereinheit setzt ein Gleich-
spannungssignal zwischen 0 und 10 V' in ein frequenzgesteuertes Si-
gnal um, wodurch der Offnungsquerschnitt der Proportionalventile
bestimmt wird. Dabei entspricht 0 V' dem geschlossenen und 10 V'
dem vollstindig gedffneten Zustand der Ventile. Die Ausgabe der er-
forderlichen Spannungssignale kann auch durch einen externen DA-
Wandler, der vom Steuerungscomputer angesprochen wird, erfolgen.
Es wird eine Auflosung der Spannungssignale von mindestens 10 mV

benotigt.
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(c) Feuchtigkeitssensor (1x Eingang)
Der Feuchtigkeitssensor der Firma Hygrosens liefert ein der Luft-
feuchtigkeit proportionales Gleichspannungssignal zwischen 0 und
10 V. Dieses kann, wenn fiir den Steuerungscomputer erforderlich,
durch einen externen AD-Wandler umgesetzt werden. Es ist fiir eine
ausreichende Regelung eine Auflosung von mindestens 100 mV" erfor-
derlich.

2. Hochspannungsversorgung

(a) Amplitude der Hochspannung (1x Ausgang)
Die Art der Ansteuerung der Amplitude der Hochspannung ist von der

verwendeten Spannungsquelle abhéngig.

(b) Frequenz und Pulsmuster (min. 1x Ausgang)
Die Steuerung der Frequenz der alternierenden Hochspannung ist wie
die Amplitude der Hochspannung selbst von der verwendeten Span-

nungsquelle abhéngig.
3. Prozessiiberwachung (min. 4x Eingang)

(a) elektrische Parameter (2x Eingang)

Der Prozess kann in der Form der Plasmaleistungsmessung (siehe Ka-
pitel 1.5.1 und B.3.3) erfolgen. Uber einen Hochspannungsteiler kann,
die an der Anordnung anliegende Spannung, zeitlich erfasst werden.
Als zweites Signal wird die Spannung {iber einen Widerstand ermittelt.
Aus diesem Spannungssignal kann der zeitliche Stromverlauf der Ent-
ladung bestimmt werden. Die so wihrend des Prozesses gemessenen
Signale werden iiber entsprechende Algorithmen im Steuerungscom-
puter ausgewertet und mit Sollwerten verglichen. Wenn notwendig,
konnen die Messwerte mittels eine AD-Wandlers zuvor fiir den Steue-
rungscomputer aufbereitet werden.

Fir eine Bewertung der Signale miissen im Wesentlichen zwei
Zustiande iiberwacht werden. Der erste ist der regulidre Zustand
wihrend des Prozesses. Hierfiir muss die an der Anordnung anliegen-

den Hochspannung eine zuvor definierte Amplitude und Frequenz er-
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(b)

(©)

(d)

reichen. Weiterhin muss die aus der Hochspannung und dem Strom
bestimmte mittlere Leistung innerhalb eines definierten Bereiches lie-
gen. Sind diese Parameter erfiillt, so war der Prozess aus Sicht der
Plasmaerzeugung erfolgreich.

Der zweite zu iiberpriifende Zustand definiert sich aus der Geritesich-
erheit. Sollte es einen elektrischen Durchschlag im System geben, so
sind die Anforderungen an den Behandlungsprozess nicht mehr gege-
ben. Zudem stellt dieser Zustand eine Gefahrdung fiir weitere System-
komponenten dar. Kommt es zu einem elektrischen Durchschlag, so
erreicht die Hochspannung nicht mehr ihre maximale Amplitude. Zu-
dem tritt ein sehr hoher elektrischer Strom auf. Tritt dieser Fall ein, so
muss die Hochspannung unverziiglich abgeschaltet werden.

Die Werte fiir die Amplitude der Hochspannung und die der einge-
brachten Leistung sollten im Rahmen einer guten Laborpraxis proto-

kolliert werden

relative Luftfeuchtigkeit (1x Eingang)

Wie zuvor beschrieben, wird die relative Luftfeuchtigkeit des Prozess-
gases, welches in das System gelangt, mittels eines Sensors gemessen
und tiber Proportionalventile geregelt. Jedoch besteht die Moglichkeit,
dass der fiir den Prozess notwendige Wert nicht erreicht wird, was das
Prozessergebnis beeintrichtigt. Aus diesem Grund muss der Wert der

relativen Prozessgasfeuchtigkeit protokolliert werden.

Gasfluss (1x Eingang)

Um sicher zu stellen, dass das Volumen innerhalb des Gehéduses vor
und nach der Behandlung geniigend oft ausgetauscht wird, muss der
Gasfluss gemessen, mit einem Sollwert abgeglichen und protokolliert
werden. Dies stellt zum einen die relative Luftfeuchtigkeit fiir den Pro-
zess, als auch die notwendige Ausspiilung der vom Plasma gebildeten

Spezies nach dem Prozess sicher, bevor das Gehéduse gedffnet wird.

Optional
Es konnen neben den zuvor aufgefiihrten elektrischen noch andere Pa-

rameter iiberwacht werden. Uber Sensoren kann zum Beispiel die vom
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Plasma emittierte Strahlung, die Temperatur am Substrat oder die Zu-

sammensetzung des Prozessgases erfasst und fiir die Prozessbewer-

tung herangezogen werden.

3.5 Prozessablaufplan

Der Prozessablauf zur Behandlung der Multititerplatten, in den zuvor beschriebe-

nen DBE und Korona-DBE Systemen, erfolgt nach folgendem Schema:

Offnen

|

Positionieren

|

SchlieBlen

Spiilen

|

Plasmabehandlung

Das Gehauseoberteil wird von der ALP gehoben um
dem System eine Platzierung der Multiwellplatte zu
ermoglichen.

Die Multiwellplatte wird durch ein automatisiertes Sys-
tem oder manuell auf der ALP abgesetzt. Die Positionie-
rung erfolgt dabei moglichst genau, um reproduzierbare
Plasmabehandlungen zu erzielen.

Das Gehiuseoberteil wird auf die ALP abgesenkt, so dass
ein gasdichter Abschluss zur Umgebungsluft hergestellt
wird, um eine Freisetzung von im Plasma generierten
Spezies zu verhindern.

Fiir eine definierte Dauer wird das System mit dem Pro-
zessgas gespiilt. Dies stellt gleiche Ausgangsbedingun-
gen fiir die Plasmabehandlung sicher.

Unter entsprechend genau definierten Bedingungen wird
die Multiwellplatte antimikrobiell behandelt. Es konnen
auch plasmainduzierte Oberflichenmodifikationen oder
Behandlungen von Stoffen in den Wells vorgenommen
werden.
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|

Spiilen

|

Offnen

|

Entnehmen

3.6 Elektrische

Dieser Spiilvorgang dient der sicheren Entfernung von
moglichen gesundheitsgefdhrdenden Stoffe (z.B. Stick-
oxide und Ozon) aus dem System.

Das Gehiuseoberteil wird von der ALP gehoben um das
Entnehmen der Mikrotiterplatte zu ermoglichen.

Die Multiwellplatte kann fiir weitere Behandlungen oder
Verwendungen entnommen werden.

Parameter der Anordnungen

Die elektrischen Eigenschaften der Plasmafinger und der Korona-DBE sind in Ta-

belle 3.1 fiir Standardbedingungen zusammenfassend aufgefiihrt. Sie wurden, wie

in den Grundlagen beschrieben (sieche Kapitel B.3.3), aus den Lissajousfiguren

C.2 und C.3 ermittelt. Die

Systeme wurden, wenn fiir den Prozess eine definierte

Luftfeuchtigkeit erforderlich war, fiir mindestens 30 s mit einem Gesamtgasfluss

von mehr als 10 # gespiilt.

Tabelle 3.1: Vergleich der elektrischen Eigenschaften von Plasmafingern und
Korona-DBE, Die typische Plasmaleistung wurde aus der am hdufigsten ein-
gesetzten Frequenz und der verwendeten Plasma An-Zeit (25 %) errechnet. Zu

beriicksichtigen ist, dass e

in voller Zyklus der Impulsspannungsquelle (siehe Ka-

pitel B.2) sich immer aus einem positiven und negativen Impuls zusammensetzt.

Plasmafinger Korona-DBE

16 gemessen / 96 rechnerisch | 96 gemessen
Cq [pF] 118 /708 17
Cy [pF] 92 /552 12
Zyklusenergie 24 kVgg [m.J] 41724 1,3
typ. Frequenz [k H ] 2 20
typ. Plasmaleistung [WW] 1,5/6 3,3
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Es sind deutlich die kapazitiven Unterschiede der zwei Anordnungen zu erken-
nen. Um bei gleichen Parametern (Amplitude der Hochspannung, Plasma An-
Zeit) eine von der GroBenordnung mit den Plasmafingern vergleichbare mittlere
Leistung ins Plasma einbringen zu konnen, wurde die Frequenz der Hochspan-
nung auf 20 £ H z erhoht. Die Werte fiir ein 96er Array von Plasmafingern wurden

errechnet, da fiir die Versuche nur 16 Plasmafinger zur Verfiigung standen.
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Abbildung 3.6: Zyklusenergien fiir a.) 16 Plasmafinger und b.) 96er Korona-DBE
in Abhiingigkeit von der angelegten Hochspannung bei 20 % relativer Luftfeuch-
tigkeit

Aus Abbildung 3.6 wird, fiir den untersuchten Bereich, ein iiberproportionales
Ansteigen der Zyklusenergie mit der Amplitude der Hochspannung deutlich. Dies
entspricht dem von Ouyang et al. [54] fiir Oberflachenentladungen gezeigten Ver-
halten (siehe Gleichung 1.10 in Kapitel 1.3.1). Daraus ergibt sich die Notwendig-
keit der genauen Regelung der Hochspannungsversorgung. Es ermoglicht jedoch
auch eine starke Erhohung der Plasmaleistung, wenn dies fiir den erwiinschten

Prozess notwendig ist.

Plasmafinger

Aus der Literatur sind keine Untersuchungen an konvex gebogenen Oberfldachen-
DBE Elektroden bekannt. Die Ausbreitung des Plasmas, in Abhingigkeit der Po-

laritdt, wurde nur auf ebenen Elektroden beschrieben (z.B. [51]). Um sicher zu
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stellen, dass sich das Plasma auf der gesamten Oberfliche der Plasmafinger aus-
breitet, wurden ICCD Aufnahmen von der Mantelfliche gemacht. Abbildung 3.7
b.)-d.) zeigt die Ausbreitungsmuster des Plasmas auf der Mantelfliche eines Plas-

mafingers an der in a.) gekennzeichneten Stelle.

Abbildung 3.7: ICCD Aufnahmen eines Plasmafingers mit einer Frequenz von
2 kH z und einer Amplitude von 12 kV : (a)Region der Aufnahme, (b) bipolar 1 ms,
(c) positiv 250 us, (d) negativ 250 s

Fiir unipolare positive und negative Pulse sind die Ausbreitungsmuster jeweils
fiir einen Einzelpuls dargestellt. Es sind deutlich die in der Literatur beschriebe-
nen Unterschiede zu erkennen. Fiir positive Pulse bilden sich iiber der gesamten
Fliache diffuse Filamente aus, die in einzelnen Ansatzpunkten an den Elektroden

enden. Die Ansatzpunkte konnen auch durch geometrisch exponierte Stellen an
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den Elektroden bedingt werden. Diese konnen zum Teil durch den Herstellungs-
prozess der Elektroden verursacht sein. Fiir negative Pulse scheinen die Muster
von Ansatzpunkten an den Elektroden auszugehen. In diesem Fall gibt es in der
Mitte zwischen den Elektrodenstreifen einen Bereich, in dem die Filamente nicht
miteinander verbunden sind. In den Ecken ist dies ebenfalls zu erkennen. Der nicht
von den Filamenten bedeckte Bereich sieht wie ein auf der Seite liegendes Y aus.
Die Aufnahme des bipolaren Falls zeigt die Summe eines positiven und negativen
Pulses. Da alle Versuche im bipolaren Betriebsmodus durchgefiihrt wurden, kann
von einer gleichmifBigen Ausbreitung des Plasmas auf der Oberfliche und somit

von einer gleichméBigen Behandlung der Wells ausgegangen werden.

(a) (b)

Abbildung 3.8: 3D Simulation des statischen elektrischen Feldes der Plasmafinger
bei 12 kV im Lingsschnitt (a) und Querschnitt (b), die Innenelektrode ist geerdet

Zur weiteren Charakterisierung und Uberpriifung der geometrischen Auslegung
der Plasmafinger, wurde mit Comsol Multiphysics das statische elektrische Feld
simuliert (siche Abbildung 3.8). Dies erfolgte als dreidimensionales Modell eines
einzelnen Plasmafingers. Die duBlere Elektrode wurde mit einem Potenzial von
12 kV beaufschlagt, wohingegen die Innenelektrode geerdet war. Wie in Abbil-
dung 3.8 erkennbar, zeigt der Betrag des elektrischen Feldes auf der Mantelflache
eine vergleichbare Ausprigung wie im Bereich des unteren Ende. Dies resultiert
aus der Verrundung der Kante zwischen Mantelfldche und Stirnseite und der damit
verbundenen gleichmifBigen Wandstirke zwischen Innen- und Aufenelektrode.

Die in Abbildung 3.8 weil} dargestellten Bereiche sind Punkte, an denen der Be-
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trag des elektrischen Feldes Werte groBer als 10 % annimmt. Ausgehend von den
Elektrodenstreifen, nimmt der Betrag des elektrischen Feldes auf der Aulenseite
des Fingers stetig ab und erreicht direkt zwischen zwei Elektrodenstreifen einen
Wert von ca. 2 % Dieser Wert liegt etwas unterhalb der in Kapitel 1.3.2 beschrie-
benen Ziindfeldstirke. Wie in Abbildung 3.7c.) zu erkennen ist, breiten sich fiir
negative und positive Hochspannungsimpulse nur sehr wenige und schwichere
Plasmastrukturen, mittig zwischen zwei Elektrodenstreifen, aus. Die Intensitéit
der Plasmastrukturen nimmt ausgehend von der Aullenelektrode zur Mitte hin ab.
Dies steht in guter Korrelation mit der Simulation des elektrischen Feldes. Weiter-
hin lésst sich in Abbildung 3.8 eine starke Reduktion des elektrischen Feldes am
Ubergang von 5 mm zu 8, 8 mm erkennen, wodurch die Ausbreitung des Plasmas
in Richtung des oberen Endes verhindert wird. Dies verhindert einen durch das

Plasma erzeugten Kurzschluss zwischen Innen- und Auflenelektrode.

Korona-DBE

Die Anordnung der Elektroden der Korona-DBE ist deutlich von denen der Plas-
mafinger verschieden. In Abbildung 3.9 ist eine zweidimensionale Simulation des
statischen elektrischen Feldes einer Korona-DBE bei 12 £V gezeigt. Die Kodie-
rung der Farbskala ist so gewihlt, dass alle Feldstirken groBer als 3 % weill
dargestellt sind, was der Ziindfeldstirke entspricht. Zu erkennen ist, dass nur in
einem sehr kleinen Bereich, mit einem Radius von 0, 2 mm um die Spitze herum,
die Feldstidrke zur Ziindung eines Plasmas in Luft bei Atmosphirendruck (siehe
Kapitel 1.3.2) auftritt. Ein Bereich dieser Grofe ist auch in der ICCD Aufnahme
in Abbildung 3.10b zu erkennen. Dieser definiert sich iiber den Radius der Spitze,
die maximale Amplitude der Hochspannung und die Ziindfeldstirke. Die Spit-
zen der Nadelelektroden wurden durch Schneiden mit einem Seitenschneider bei
gleichzeitiger Zugbewegung erzeugt. Dadurch werden sehr kleine Spitzenradien
erzielt. Errechnet man nach Gleichung 1.17 den Radius der Spitze mit einem Wert
von 12 EV fiir V{, so erhilt man einen Radius von 10 pum.

Abbildung 3.10 zeigt jedoch noch weitere Plasmastrukturen. Ausgehend von der
Spitze breiten sich zum Boden und den Winden der Multiwellplatte Streamer aus.

Wie in Kapitel 1.3.2 beschrieben, konnen sich Streamer in einem abnehmenden
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Oberfléche: Elektrisches Feld, Betrag [Vfm] Ma; 3,00
=10
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Abbildung 3.9: 2D Simulation des statischen elektrischen Feldes der Korona-DBE
bei 12 kV

elektrischen Feld auch unterhalb der Ziindfeldstirke ausbreiten, wenn die erste
Ableitung des Hochspannungssignals einen geniigend grolen Wert annimmt. In
der Abbildung 3.9 ist der Gradient im Betrag der elektrischen Feldstirke zwi-
schen der Nadelelektrode und dem Boden sehr gut zu erkennen. Die notwendige
Uberspannung und der steile Anstieg der Hochspannung wurden durch die Ver-
wendung der Impulsspannungsquelle erzielt (siehe Abbildung B.3).

Wie in Abbildung 3.10c zu erkennen, breiten sich die Streamer auf dem Boden
der Wells aus. Diese Abbildung zeigt die Summe von jeweils fiinf positiven und
negativen Impulsen und lisst schon eine fast vollstindige Bedeckung des Bodens
durch die FuBpunkte der Streamer erkennen. Dies ist eine notwendige Bedingung
fiir eine gleichmifBige Behandlung der Wells. Die Ausbreitung der Streamer zu
den Winden hin erfolgt sowohl direkt an der Nadelelektrode (Abb. 3.10b) als
auch in der unteren Hélfte des Wells (Abb. 3.10c).



3.6. ELEKTRISCHE PARAMETER DER ANORDNUNGEN 87

(b) (©)

Abbildung 3.10: ICCD Aufnahmen einer Korona-DBE mit einer Frequenz von
10 kH z und einer Amplitude von 12 kV : (a) Bereiche der Aufnahmen, (b) bipolar
1ms im Bereich der Spitze, (c) bipolar 1 ms am Boden des Wells
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3.7 Verifizierung der antimikrobiellen Wirkung

Plasmafinger

Basierend auf der Ahnlichkeit mit den Elektroden der zweidimensionalen Ober-
flichen-DBE und den fiir ebene Substrate gewonnenen Erkenntnissen, wurden
alle Untersuchungen zur antimikrobiellen Wirkung der Plasmafinger bei 70 % re-
lativer Luftfeuchtigkeit durchgefiihrt. Der Innendurchmesser der Wells betrug ca.
6,0mm am Boden und 6,6 mm am oberen Rand. Da die Plasmafinger einen
Durchmesser von 5 mm besitzen, betrdagt der Abstand zwischen einem axial im
Well positioniertem Plasmafinger und der Wand des Wells zwischen 0, 5 mm und
0, 8 mm. Dies entspricht im Mittel dem Abstand der Versuche an ebenen Substra-
ten. Die nachfolgenden Abbildungen zeigen jeweils die Mittelwerte sowie mini-
male und maximalen Werte der in den Wells verbliebenen koloniebildenden Ein-
heiten. Die Ausgangskontaminationen pro Well wuden so gewdhlt, wie sie auch
auf den ebenen Teststreifen verwendet wurden.

Wie in Abbildung 3.11 zu erkennen ist, nimmt die Anzahl der koloniebildenden
Einheiten mit der Behandlungszeit ab. Dies geht mit den in Kapitel 2.3 vorgestell-
ten Ergebnissen konform. Nach einer Behandlungszeit von 2 min liegt der Wert
unterhalb der Nachweisgrenze einer koloniebildenden Einheit. Schon nach 20 s
sind mehr als zwei Log-Stufen an Bakteriensporen abgetotet, was den grundle-
genden Anforderungen an das System geniigt.

Abbildungen 3.12 und 3.13 zeigen den Einfluss verschiedener Variationen der
Plasmaleistung auf die keimreduzierende Wirkung. Eine Erhohung der Plasma
An-Zeit (siche Abbildung 3.12) fiihrt zu einer Reduktion der koloniebildenden
Einheit in den Wells nach der Plasmabehandlung. Eine Verdopplung der Plasma
An-Zeit bei einer Behandlungszeit von 60 s resultiert in einer um eine Log-Stufe
hoheren Keimreduktion. Die Plasmaleistung ist linear mit der Plasma An-Zeit ver-
bunden. Wie schon in den Voruntersuchungen herausgestellt wurde, triagt das Hy-
droxylradikal maBgeblich zur Keimreduktion bei. Wie von Ono und Oda [75] ge-
zeigt wurde, betrigt die Lebensdauer der Hydroxylradikale deutlich unter 100 ps.
Vergleicht man die Lebensdauer der durch Elektronensto3prozesse erzeugten Hy-

droxylradikale mit den verwendeten Plasma Aus-Zeiten, so wird der grof3e Unter-
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Abbildung 3.11: Koloniebildende Einheiten in Abhdngigkeit von der Behand-
lungsdauer, relative Lufitfeuchtigkeit 70 %, Generatorspannung 12 kV, Plasma-
An-Zeit 20 %

schied der Zeitskalen deutlich. Es kann davon ausgegangen werden, dass iiber
grofe Bereiche der Plasma Aus-Zeit keine Hydroxylradikale vorhanden sind.
Durch eine Erhohung der Plasma An-Zeit wird auch die mittlere Konzentration
der Hydroxylradikale erhoht und damit auch die Wirkung auf die Mikroorganis-
men.

Wie zuvor gezeigt, ist die in das Plasma eingebrachte Leistung in hoherer Po-
tenz von der Amplitude der Hochspannung abhédngig. Ausgehend von Abbildung
3.6a fiihrt eine Erhohung der Amplitude (Spitze-Spitze) von 20 £V auf 24 £V zu
einem Anstieg der Zyklusenergie um 45 %. Abbildung 3.13 zeigt die koloniebil-
denden Einheiten in Abhéngigkeit von der Hochspannungsamplitude. Es ist ein
deutlicher Unterschied zwischen 10 &£V auf 12 kV erkennbar. Uber die Amplitude
der Hochspannung werden das lokale elektrische Feld und damit auch die redu-
zierte elektrische Feldstirke verdndert. Dies fiihrt auch zu einer Verdnderung der
Elektronen-Energie-Verteilungsfunktion. Eine Erhohung des Energieinhaltes des
Plasmas fiihrt zu einem Anstieg der durch direkte Elektronensto3e gebildeten Spe-

zies. Dieser Sachverhalt zeigt, wie sensitiv der antimikrobielle Effekt der vorlie-
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Abbildung 3.12: Koloniebildende Einheiten in Abhdngigkeit von der Plasma-An-
Zeit und der Behandlungszeit, relative Luftfeuchtigkeit 70 %, Generatorspannung
12KV
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Abbildung 3.13: Koloniebildende Einheiten in Abhdngigkeit von der Versorgungs-
spannung, relative Lufitfeuchtigkeit 70 %, Behandlungsdauer 60 s
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genden Elektrodenkonfiguration von der Amplitude der Hochspannung abhéngig

1st.

Korona-DBE

Da die Elektrodenkonfiguration der Plasmafinger deutlich verschieden von der
Korona-DBE ist, wurde zunichst der Einfluss der relativen Luftfeuchtigkeit auf
die antimikrobielle Wirkung untersucht. Anders als im Fall der Plasmafinger, bil-
det sich hier das Plasma bis auf die Oberflachen der Wells aus (sieche Abbildung
3.10). Da die Zyklusenergie (siehe Tabelle 3.1) vergleichsweise gering ist, wur-
de eine Wiederholfrequenz von 20 k£ H z gewihlt. Damit liegt die hier verwendete

Zyklusenergie immer noch deutlich unter der fiir die Plasmafinger.
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Abbildung 3.14: Koloniebildende Einheiten in Abhdngigkeit von der relativen
Luftfeuchtigkeit 70 %, Generatorspannung 12 kV, Behandlungszeit 1 min, Wie-
derholfrequenz 20 kH z

Wie auch in den Voruntersuchungen, ist hier die relative Luftfeuchtigkeit von
groBBer Bedeutung (vergleiche Abbildungen 2.9 und 3.14). Dies zeigt erneut den
Einfluss der aus der Luftfeuchtigkeit gebildeten Hydroxylradikale. In Abbildung
3.14 ist zu erkennen, dass relative Luftfeuchtigkeiten bis 50 % nur geringe Effekte



92 KAPITEL 3. KONSTRUKTIVE UMSETZUNG

zeigen. Wird dieser Schwellwert iiberschritten, steigt die antimikrobielle Wirk-

samkeit stark an.
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Abbildung 3.15: Koloniebildende Einheiten in Abhdngigkeit von der Behand-
lungszeit, relative Luftfeuchtigkeit 70 %, Generatorspannung 12 kV, Wiederhol-
frequenz 20 kH 2

Der Vergleich zum Einfluss der Behandlungszeiten bei Plasmafingern und
Korona-DBE (vergleiche Abbildung 3.15 und 3.11) zeigt eine vergleichbare Ab-
totungskinetik. Es muss jedoch beriicksichtigt werden, dass die Plasmaleistung im
Fall der Plasmafinger fast doppelt so hoch ist. Die dennoch vergleichbaren Effekte
lassen sich durch die Ausbreitung des Plasmas bis auf die Oberflachen der Wells
begriinden. Da die Hydroxylradikale durch direkten Elektronenstofl aus Wasser-
molekiilen gebildet werden und auf Grund der kurzen Lebensdauer nur eine sehr
geringe Reichweite besitzen, weist die Korona-DBE eine groere Effizienz als die
Plasmafinger auf. Die erforderliche Keimreduktion von mehr als zwei Log-Stufen
ist, unter Verwendung der Korona-DBE bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von
70 %, schon nach 30 s Behandlungszeit erreicht.

Wie schon beschrieben, ist die Zyklusenergie fiir ein 96er Array der Korona-DBE
sehr gering. Der Einfluss der Wiederholfrequenz auf die Abtotung der Bakteri-
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ensporen ist in Abbilung C.4 dargestellt. Ein Ansteigen der Wiederholfrequenz
bedingt eine Zunahme der Plasmaleistung. Dies fiihrt ebenfalls, wie fiir ebene
Substrate und fiir Plasmafinger demonstriert, zu einem Ansteigen der antimikro-

biellen Wirkung.

3.8 Zellbiologische Untersuchungen

Eine antimikrobielle Behandlung der Multiwellplatten, sowohl mit den Plasma-
fingern als auch mit der Korona-DBE, unter bestimmten Parametern, wie zuvor
gezeigt, moglich. Auf Grund des einfacheren Aufbaus und der direkten Ausbrei-
tung des Plasmas auf der Oberfldche der Wells, wurden die zellbiologischen Ei-
genschaften, der hier behandelten Zellkulturplatten, am Beispiel der Korona-DBE
untersucht. Hierzu wurden Zellkulturplatten mit Nunclon® Oberflichen der Firma
Nunc verwendet. Die Quantifizierung der Oberflicheneigenschaften wurde ent-
sprechend des in Kapitel B.6 beschriebenen Protokolls mit adhdrenten HaCaT
Zellen durchgefiihrt. Hohere Absorptionswerte entsprechen einer hoheren Zell-
zahl oder Zellvitalitit. Wenn nicht weiter erklért, sind in den Diagrammen zur
Darstellung der Zellvitalitidt die Daten als Box-Whisker-Plot, bestehend aus obe-
rem und unterem Quartil sowie dem Mittelwert der Messreihe, dargestellt. Der
untere sowie der obere Whisker stellen die Minimal- und Maximalwerte der Mess-
reihe dar.

Abbildung 3.16 zeigt die Absorptionssignale aus dem XTT Test in Abhédngigkeit
von der Behandlungszeit fiir zwei Versuchstage. Fiir vergleichbare Werte der Kon-
trollen beider Versuchstage, liegen die Mittelwerte der plasmabehandelten Multi-
wellplatten, fiir gleiche Prozessbedingungen, in Abbildung 3.16a leicht oberhalb
und in Abbildung 3.16b etwas unterhalb der Kontrolle. Am 15.11.2009 zeigt sich
ein klarer Trend der Messwerte in Abhédngigkeit von der Behandlungszeit. Dabei
steigen die Mittelwerte mit zunehmender Behandlungszeit an und erreichen fiir
75 s den Wert der Kontrolle.

Fiir die gleichen Versuchstage wurden Untersuchungen zum Einfluss der relati-
ven Luftfeuchtigkeit wihrend der Plasmabehandlung auf die zellbiologischen FEi-
genschaften der Multiwellplatten durchgefiihrt. Es zeigen sich nur geringfiigige

Abweichungen gegeniiber den Kontrollen. Dennoch ergibt sich eine vergleichba-
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re Tendenz, so dass die Mittelwerte fiir den 15.11.2009 unterhalb und fiir den
07.11.2009 oberhalb der Kontrolle liegen. Die Multiwellplatten wurden unmit-
telbar nach der Plasmabehandlung aus dem System entnommen und der freien
Raumluft ausgesetzt. Es wurde vermutet, dass die Luftfeuchtigkeit der Raum-
luft nach der Plasmabehandlung einen Einfluss auf die Zellvitalitit und somit auf
das Absorptionssignal des XTT Test hat. Daher wurden Multiwellplatten unter
Standardbedingungen behandelt und direkt nach der Behandlung fiir 10 min ei-
ner definierten Luftfeuchtigkeit ausgesetzt. Die Ergebnisse dieser Versuche sind
in Abbildung 3.18 dargestellt. Hier ist erkennbar, dass mit abnehmender relativer
Luftfeuchtigkeit das Absorptionssignal zunimmt. Die Probe, welche direkt nach
der Behandlung der Raumluft bei 28 % relativer Luftfeuchtigkeit ausgesetzt wur-
de, fiigt sich in den Verlauf der Proben, welche unter definierten Bedingungen
gelagert wurden, ein. Somit wird das Ergebniss auch durch die Luftfeuchtigkeit

der Umgebungsluft beeinflusst.

Eal==IENE

0.8 4

Absorption [a.u.]
P

Absorption [a.u.]

0.8

r T T r T
308 5 o0s 78s Kontrolle 30s 45s 60s 755 Kontrolle

(a) 07.11.2009 (b) 15.11.2009

Abbildung 3.16: XTT Absorptionssignal in Abhdngigkeit von der Behandlungs-
zeit; Nunclon® Oberfliche, realative Luftfeuchtigkeit 70 %, Spannung 12kV,
Plasma An-Zeit 25 %; Box-Whisker-Plot: Quartile/Mittelwert/Min/Max

Die Plasmaleistung hat einen Einfluss auf die keimtétende Wirkung des Plas-
mas. Abbildung C.5 zeigt den Einfluss der Wiederholfrequenz auf die Zellvita-
litdt. Es ist zu erkennen, dass fiir Frequenzen bis zu 10 kH z, Absorptionswer-
te oberhalb der Kontrolle auftreten. Eine eindeutige Erkldrung dafiir kann aus

den vorliegenden Untersuchungen nicht gegeben werden, da sowohl die chemi-
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Abbildung 3.17: XTT Absorptionssignal in Abhdngigkeit von der rela-
tiven Luftfeuchtigkeit des Prozessgases; Nunclon® Oberfliche, Spannung
12 kV, Plasma An-Zeit 25 %, Behandlungszeit 60 s; Box-Whisker-Plot: Quarti-
le/Mittelwert/Min/Max

schen als auch morphologischen Eigenschaften der Polystyroloberfliche, durch
die Plasmabehandlung verdndert werden und sich in unterschiedlicher Weise auf
die Zelladhision und das Zellwachstum auswirken. Wiederholfrequenzen, bei de-
nen hohere Keimreduktionen erzielt wurden, zeigen mit der Kontrolle vergleich-
bare Absorptionswerte. Eine Erkldrungsansatz konnt sein, dass die fiir die Zel-
ladhésion giinstigen chemischen Modifikationen den Abtrag der Oberflache durch
das Plasma iiberwiegen und dadurch hohere Zellvitalitdten auftreten.

Kommerziell erhiltliche Zellkulturplatten sind, wie in Kapitel 1.4 beschrieben,
plasmabehandelt. Die Parameter der Plasmabehandlungen nativer Polystyrolpro-
dukte werden dabei von den Herstellern nicht genauer spezifiziert. Es wurde
anhand unbehandelter Multiwellplatten fiir die chemische Diagnostik und ohne
Zellkultureigenschaften gepriift, in wieweit sie nach einer Plasmabehandlung un-
ter Standardbedingungen fiir die Zellkultur geeignet sind. Zusétzlich wurden sie
nach der Plasmabehandlung fiir 10 min in trockener Luft gelagert. Die Ergebnisse
sind in Abbildung C.6 dargestellt. Fiir unbehandelte Multiwellplatten dieser Sorte
konnte keine Absorption gemessen werden. Behandlungen ab einer Behandlungs-
dauer von 30 s zeigen mit einer Nunclon® Oberfliche vergleichbare Werte. Fiir

75 s ist jedoch wieder ein leichtes Absinken des Gleichen zu beobachten. Native
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Abbildung 3.18: XTT Absorptionssignal in Abhdngigkeit von der relativen Luft-
feuchtigkeit der Umgebungsluft nach der Behandlung, Raumluftprobe wurde di-
rekt nach der Behandlung der freien Raumluft ausgesetzt, die anderen Pro-
ben wurden fiir weitere 10 min einer kontrollierten Atmosphdre ausgesetzt;
Nunclon® Oberfliche, relative Luftfeuchtigkeit des Prozessgases 70 %, Spannung
12 £V, Plasma An-Zeit 25% , Behandlungszeit 60 s; Box-Whisker-Plot: Quarti-
le/Mittelwert/Min/Max
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Polystyroloberflichen konnen durch das hier verwendete keimreduzierende Plas-
ma mit fiir Zellkuturversuche geeigneten Oberflichen ausgestattet werden, die mit

kommerziell erwerbbaren Zellkulturplatten vergleichbar sind.

(b) (©

Abbildung 3.19: Durchlichtmikroskopische Aufnahmen von HaCaT Zellen nach
48 Stunden in 96er Multiwellplatten (a)Zellkulturplatte mit Nunclon® Ober-
fliiche, (b)native Diagnostikplatte Rotilabo®-Mikrotest-Platte, (c) Diagnostikplat-
te Rotilabo®-Mikrotest-Platte nach 60 s Plasmabehandlung unter Standardbedin-
gungen bei 70 % relativer Lufitfeuchtigkeit

Weiterhin wurde die Ausbreitung der Zellen auf der Oberfldche nach 48 Stunden
mittels durchlichtmikroskopischer Aufnahmen beurteilt. Abbildung 3.19a zeigt
das Zellwachstum auf einer Nunclon® Oberfliche. Plasmabehandelte Zellkultur-
platten zeigten eine, mit der Kontrolle, vergleichbare Ausbreitung der HaCaT Zel-
len. In Abbildung 3.19b und c ist das Zellwachstum auf einer unbehandelten (b)
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und plasmabehandelten (c) Rotilabo®-Mikrotest-Platte gezeigt. Wihrend auf der
nativen Rotilabo®-Mikrotest-Platte keine adhirenten Zellen zu erkennen sind, ist
die plasmabehandelte Platte mit der Kontrollplatte der Firma Nunc vergleichbar.
In Zusammenarbeit mit dem Center for Life Science Automation (celisca) wur-
den weitere Zellkulturversuche an plasmabehandelten Multiwellplatten durch-
gefiihrt [118]. Zellkulturplatten (Sarstedt) und Zellkulturplatten mit Poly-D-lysin
oder Kollagen Typ I Beschichtung (Greiner bio-one) wurden plasmabehandelt und
anschlieend wurden in ihnen HeLLa, CHO, HEK Zellen kultiviert. Mittels einem
EZAU Assay, einem dem XTT Assay dhnlichen Test, konnten keine signifikan-
ten Unterschiede zwischen unbehandelten und behandelten Zellkulturplatten ge-
funden werden. Auch die Variation der Behandlungszeit (1/2 min) und der Plas-
ma An-Zeit (13/25 %) erbrachte keine signifikanten Unterschiede zur korrespon-
dierenden unbehandelten Zellkulturplatte. Um unterschiedliche Charakteristika
im Zellwachstum auszuschlieBen, wurden lichtmikroskopische Untersuchungen
durchgefiihrt. Wie schon in den Vitalitdtsassays konnten auch hier keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen plasmabehandelten und unbehandelten Zellkultur-
platten bestimmt werden (siehe Abbildung 3.20 a-d).

Weiterhin wurden Multititerplatten behandelt, die fiir zellfreie Assays wie Enzym-
test verwendet werden. Fiir die drei verwendeten Zelllinien konnte eine deutliche
Steigerung des Zellwachstums beobachtet werden (siehe Abbildung 3.20 e und f).
Dies zeigt, dass nicht nur Mikroorgansimen abetotet, sondern auch fiir die Zell-
kultur geeignete Oberflicheneigenschaften erzeugt werden kdnnen.

Die in Zusammenarbeit mit celisca [118] gewonnenen Erkenntnisse bestétigen in
vollem Umfang die zuvor beschriebenen Untersuchungen mit der HaCaT Zelli-

nie.
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Abbildung 3.20: Lichtmikroskopische Aufnahmen mit Phasenkontrast, 40-fach
(HeLa, HEK), 100-fach(CHO): HeLa (Poly-D-lysine; a,b), HEK (Kollagen Typ
I; ¢,d), CHO (natives Polystyrol; e,f) nach 24 Stunden ohne Plasmabehandlung
(a,c,e) und mit Plasmabehandlung (b,d,f)



100 KAPITEL 3. KONSTRUKTIVE UMSETZUNG



Kapitel 4
Zusammenfassung - Summary

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung eines Plasmasystems zur Keimreduktion
von 96er Multiwellplatten. Es sollten alle Wells einer Platte gleichzeitig, bei At-
mosphérendruck in Luft und mit einer Taktzeit von weniger als zwei Minuten be-
handelt werden. Die Plasmabehandlung sollte ein Reduktion der Bakteriensporen
um mindesten zwei Grolenordnungen, bei gleichzeitigem Erhalt der Zellkulturei-
genschaften, erreichen.

Erreicht wurden folgende Ziele:

e In Voruntersuchungen wurden an zweidimensionalen Substraten grundle-
gende Erfahrungen zur antmikrobiellen Wirksamkeit von dielektrisch be-
hinderte Oberflachenentladungen in Luft gesammelt. Es wurde eine Reduk-
tion von Bakteriensporen erzielt, die von der relativen Luftfeuchtigkeit des

Prozessgases abhingig war.

e Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen haben einen deutlichen Abtrag der
Sporen, durch das Plasma ergeben. Die Untersuchungen wurden erstmalig
an den gleichen Sporen vor und nach der Plasmabehandlung durchgefiihrt.

Die Abtragsrate nahm mit steigender relativer Luftfeuchtigkeit zu.

e Die aus den Voruntersuchungen gewonnenen Erkenntnisse wurden in zwei

Systeme zur Behandlung von 96er Multiwellplatten umgesetzt.

e Alle in den Voruntersuchungen erhaltenen Ergebnisse behalten auch bei der

Behandlung von Wellplatten ihre Giiltigkeit.

101
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e Zellkulturuntersuchungen haben keine signifikanten Verinderungen der
Zellkutureigenschaften der Multiwellplatten, gegeniiber unbehandelten Plat-

ten, ergeben.

Um diese Ziele zu erreichen waren wegen unzureichender Informationen aus der
Literatur, zur antmikrobiellen Wirksamkeit von Luftplasmen, eine Reihe von Vor-
untersuchungen notwendig. Als Plasmaquelle wurde eine dielektrisch behinderte
Oberflachenentladung verwendet. In Voruntersuchungen wurden an zweidimen-
sionalen Substraten grundlegende Untersuchungen zur antimikrobiellen Wirk-
samkeit und Verdnderung der Polystyroloberflichen durchgefiihrt.

Fiir einen Abstand zwischen Elektrode und den ebenen Substraten von 0, 6 mm
war eine Reduktion von mehr als vier Log-Stufen an Bakteriensporen innerhalb
von 2, 5 min moglich. Der Erfolg der Behandlung ist stark von der relativen Luft-
feuchtigkeit des Prozessgases abhidngig. Ein Ansteigen der relativen Luftfeuchtig-
keit fiihrt zu einer verstirkten Abtotung der Mikroorganismen. Um Aussagen tiber
wirksame, vom Plasma gebildeten Spezies zu erhalten, wurden die Emissionss-
pektren der Plasmen vermessen. Fiir den Bereich zwischen 300 nm und 400 nm
konnten deutlich die Linien des 2. positiven Stickstoffsystems gemessen werden.
Unterhalb von 300nm traten jedoch keine Emissionen auf, weshalb der anti-
mikrobielle Effekt nicht auf die Wirkung von UV-Photonen zuriickzufiihren ist.
Auch Ozon kann ausgeschlossen werden, da dieses durch einen steigenden Feuch-
tigkeitsgehalt des Prozessgases reduziert wird. Aus diesem Grund wird dem Hy-
droxylradikal eine bedeutende Rolle beigemessen. Gebildet wird es durch Elek-
tronenstofprozesse aus Wasser. Als Ursache fiir das Fehler von Emissionslinien
von angeregten Hydroxylradikalen sind die im Vergleich zu anderen Plasmen sehr
geringe Plasmaleistungen und ein kleines Beobachtungsvolumen zu nennen. Wei-
terhin stieg, die Abtotungsrate der Mikroorganismen mit steigender Behandlungs-
zeit und Plasmaleistung an.

Die durch die Plasmabehandlung an den Sporen hervorgerufenen Verianderungen
wurden mit Hilfe eines Rasterkraftmikroskops untersucht. Es zeigte sich ein Ver-
halten, das mit den antimikrobiellen Eigenschaften einher ging. Die Bakterienspo-
ren konnten durch das Plasma abgetragen werden. Erwartungsgeméal} war dieser

Effekt jedoch von der Behandlungszeit und der relativen Luftfeuchtigkeit des Pro-
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zessgases abhingig. Erst oberhalb von 50 % relativer Luftfeuchte war innerhalb
von fiinf Minuten ein deutlicher Abtrag zu erkennen.

Da die an den Sporen gemessenen Verdnderungen durch chemische Verbren-
nungsreaktionen getrieben waren, wurden mittels FTIR die Einfliisse des Plasmas
auf natives Polystyrol untersucht. Es konnte eine Oxidation der Polystyrolober-
flachen belegt werden, welche mit einer deutlichen Erhohung des polaren Anteils
der Oberflichenenergie einher ging, nachgewiesen durch Kontaktwinkelmessun-
gen. Der Behandlungseffekt nahm mit steigendem Abstand der Probe zur Elek-
trode ab und zeigte fiir feuchte Prozessgase nur geringe Abhéngigkeiten von der
relativen Luftfeuchtigkeit.

Aus den in den Voruntersuchungen gewonnenen Erkenntnissen wurden zwei ver-
schiedene Plasmaanordnungen aufgebaut und charakterisiert. Das erste der beiden
Systeme ist eine dreidimensionale Oberflichen-DBE. Hier sind beide Elektroden
und das Dielektrikum in einer Art von Finger vereinigt. Hier breitet sich das Plas-
ma in definierten Bereichen auf der Auflenseite des Plasmafingers aus. Dieses
System ermdglicht auch die Behandlung von Fliissigkeit in den Wells. Das zwei-
te System ist eine Korona-DBE. Die Nadelelektroden tauchen wenige Millimeter
in die Wells ein. Positioniert wird die Multititerplatte, die als strombegrenzendes
Dielektrikum fungiert, auf der flichigen Gegenelektrode. Das Plasma breitet sich
in diesem System auch auf den Oberflichen der Wells aus.

Beide Systeme sind in ihren lateralen Abmalen nicht grofer als typische auto-
matisierte Laborposition, wodurch eine gute Integrationsfihigkeit in bestehende
automatisierte Labor- und Analysensysteme gegeben ist. Die fiir den Prozess und
die Prozessiiberwachung notwendige Peripherie sowie die Schnittstellen zu einem
Steuerungs- und Uberwachungscomputer wurden definiert. Weiterhin wurde ein
genauer Ablauf fiir die Prozessfiihrung entworfen.

Die in den Vorversuchen gewonnenen Erkenntnisse sind auch bei der Behand-
lung von Multiwellplatten giiltig. Die Keimabt&tung ist abhiingig von der realtiven
Luftfeuchtigkeit. Es konnen mit beiden Systemen bei 70 % relativer Luftfeuchtig-
keit mehr als vier Log-Stufen an Sporen von Bac. atrophaeus innerhalb von 60 s
abgetotet werden. Die dazu notwendige mittlere Plasmaleistung betrigt fiir eine
komplette Multititerplatte ca. 6 W fiir die Plasmafinger und weniger als 4 W im
Fall der Korona-DBE.
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Mit der Korona-DBE behandelten Zellkulturplatten wurden auf ihre Zellkulturei-
genschaften hin untersucht. Fiir die verschiedensten Behandlungsparameter konn-
ten mittels XTT Test nur geringe Abweichungen der Zellvitalitdt im Vergleich zu
einer unbehandelten Zellkulturplatte festgestellt werden. Das unveridnderte Zell-
wachstum wurde auch anhand von lichtmikroskopischen Aufnahmen bestitigt.
Weiterfiihrend wurde untersucht, welche Auswirkungen die keimtdtenden Plas-
mabehandlungen auf native und nicht fiir Zellkultur vorbereiteten Multiwellplat-
ten haben. Durch die Plasmabehandlungen wurden die Oberflacheneigenschaften
in der Form verédndert, dass mit Zellkulturplatten vergleichbare Werte auftraten.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass mit den entwickelten Plasmasyste-
men und Prozessabldufen in einer Taktzeit von zwei Minuten eine keimreduzie-
rende Behandlung um mehr als vier Groenordnungen von 96er Multiwellplatten
in feuchter Luft erreicht wird. Hierbei bleiben die Zellkultureigenschaften erhal-
ten. Ferner konnen nicht fiir die Zellkultur geeignete Polystyrolplatten, mit nur
einem Prozess, antimikrobiell behandelt und funktionalisiert werden.

Zukiinftige Aufgaben bestehen in der Verbesserung der Prozessfiihrung sowie der
Integration in bestehende automatisierter Laborsysteme. Weiterhin miissen fiir die
Herstellung der Elektrodensysteme neue Materialien gepriift und Fertigungsver-
fahren entwickelt werden. Wissenschaftliche Herausforderungen bestehen in der
Untersuchung und Bewertung von Additiven zum Einsatz im verwendeten Pro-
zessgas, wodurch sich zum Beispiel effektivere Abtotungskinetiken und verbes-

serte Zellkultureigenschaften erzielen lassen.
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Summary

The aim of this work was the development of a plasma system for the antimicro-
bial treatment of multiwell plates (96). All wells should be treated simultaneously
within two minutes using an atmospheric pressure air plasma. By the plasma
treatment at least 2 orders of magnitude of bacillus spores have to be inactivated.

Following results have been reached:

e Preliminary investigations on flat substrates have been done to obtain funda-
mental experiences about the antimicrobial effects of dielectric barrier dis-
charges in atmospheric pressure air with different levels of humidity. It was
possible to inactivate spores of Bacillus atropheaus. This effect increases

with rising levels of relative humidity.

e An erosion of the spores has been observed by means of atomic force mi-
croscopy. For the first time the same spores have been measured before and
after each treatment step. The erosion rate increases with an increasing level

of humidity in the process gas.

e Two systems for the treatment of multiwell plates (8x12) have been build

by the findings of the preliminary investigations.

e All findings from the preliminary investigations are also valid for treatment

of multiwell plates.

e No significant alterations of the cell culture properties have been found com-

pared with untreated multiwell plates.

From literature only insufficient information about the antimicrobial effect of air
plasmas are known. Due to this following preliminary investigations were neces-
sary. For this work a dielectric barrier surface discharge has been used as plasma
source. Preliminary investigations on flat substrates have been done to obtain in-
formation about the antimicrobial activity and changes of the surface properties
of polystyrene.

For a distance of 0,6 mm between sample and electrode a reduction of four log-
levels has been achieved within 2, 5min. The success of the plasma treatment

strongly depends on the relative humidity of the process gas. A higher relative
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humidity leads to an increase of the micro-organism killing effect. In order to get
an answer about the active species which have been generated in the plasma the
emission spectrum of the plasma has been detected. In the range between 300 nm
and 400 nm lines of the second positive nitrogen system were detected. While an
emission below 300 nm is missing the antimicrobial effect is not caused by UV
photons which are known to be germicidal. Also ozone can be excluded, because
of it’s decreasing concentration with increasing humidity of the process gas. For
this reason it is suggested that the hydroxyl radical which is formed by direct
electron impact with water molecules plays an important role, although no emis-
sion of excited hydroxyl radicals was measured. One explanation for this is the
comparable low plasma power and the small observation volume. Furthermore,
the killing rate of the micro-organisms increases with rising treatment time and
plasma power.

The morphological changes of the spores was determined by means of an atomic
force microscope. The behavior of the changes was comparable to the antimi-
crobial effect. It was possible to remove the spores nearly completely by plasma
treatment but was in a similar way depending on the relative air humidity. A clear
erosion within 5 min was only detectable above 50 % relative gas humidity.
Because of the changes of the spores by chemical combustion reactions FTIR
spectroscopy has been utilized to measure the influence of plasma treatment on
native polystyrene. An oxidation of the surface takes place and an increasing
polar component of the surface energy has been detected by means of contact
angle measurement. This treatment effect was decreasing with increasing distance
between plasma electrode and sample and has only a weak dependence of the gas
humidity.

From these preliminary investigations two plasma systems have been derived,
build and characterized. The first system was a three-dimensional surface dielec-
tric barrier discharge. Both electrode and the dielectric material are united in a
kind of plasma finger. The plasma is spreading of a defined area onto the outside
of the plasma finger. Using this type of system it is possible to treat liquids inside
the wells. The second system is called corona dielectric barrier discharge. Needle
electrodes are emerged a few millimeter into the wells. The multiwell plate func-

tioned as dielectric barrier and was placed on the extended counter electrode. In



107

this type of arrangement the plasma is formed in the volume and covers the inside
wall of the wells.

Both systems have sizes like a typical automated lab position. By this an inte-
gration in existing automated analytical systems is possible. Necessary interfaces
and instruments for the process control were specified. Furthermore, the sequence
of operation was developed.

All findings from the preliminary investigations are also valid for treatment of
multiwell plates. The inactivation of micro-organisms is depending on the relative
process gas humidity. At 70 % relative humidity more than four log-levels of Bac.
atrophaeus spore were killed within 60s. The plasma power was 6 W for the
plasma finger and 4 W for the corona dielectric barrier discharge.

Cell culture plates have been treated using the corona dielectric barrier discharge
in order to investigate the cell culture properties after plasma treatment. The cell
viability for different treatment parameters has been measured be means of a XTT
assay. For only a small number of parameters a slight variation was measured
compared with untreated multiwell plates. The unchanged cell growth was con-
firmed by light microscopy. Non cell culture multiwell plates have been treated in
a similar way. By plasma treatment cell culture properties like in commercial cell
culture plates have been obtained.

In summary one can say that the developed plasma systems can reduce more than
4 log-levels of bacillus spores in wet air within 2 min. The treated well plates
have the same cell culture properties than before the antimicrobial treatment. Also
non-cell culture plates can be treated and equipped with cell culture properties.
Further work is necessary to optimize the process and the integration into existing
automated lab systems. New materials and techniques needs to be proven for the
electrodes and their preparation. One scientific challenge is the testing of additives
for the use in the process gas in order to obtain a more effective inactivation of the

micro-organisms and enhanced cell culture properties.
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Anhang A
Abkiirzungsverzeichnis

AD-Wandler Analog-Digital-Wandler

AFM Rasterkraftmikroskop (engl. atomic force microsope)

ALP automatisierte Laborposition (engl. automated lab position)
ATR engl. attenuated total reflection

CCD Halbleiterbauteil unter anderem zur Bilderfassung (engl.

charge-coupled-device)

CHO Zellen aus den Ovarien chinesischer Hamster

DA-Wandler Digital-Analog-Wandler

DBE dielektrische Barrierenentladung (oft auch als dielektrisch
behinderte Entladung bezeichnet)

DNA Desoxy-Ribonukleinsdure

HaCaT humane Keratinocyten (engl. human adult low calcium

temperature keratinocytes)

HEK menschliche embrionale Nierenzellen (engl. human embryonic
kidney)
HelLa menschliche Epithelzellen eines Zervixkarzinoms benannt nach

Henrietta Lacks, erste menschliche permanente Zelllinie

ICCD intensititsverstirkte CCD (engl. intensified-charge-coupled-
divice)

IR Infrarot

MTT 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromid
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OES
PBS
PMS
RPMI

RNS
ROS
SEV
uv

Vuv

XTT

ANHANG A. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

optische Emissionsspektroskopie

phospahtgepufferte Salzlosong (engl.: phosphate buffert saline)
N-Methyldibenzopyrazinmethylsulfat

Zellkulturmedium fiir humane und tierische Zelllinien, wurde am
Roswell Park Memorial Institut entwickelt

reaktive Stickstoff Spezies (engl. reactive nitrogen species)
reaktive Sauerstoff Spezies (engl. reactive oxygen species)
Sekundirelektronenvervielfacher

ultraviolett Strahlung

Vakuum ultraviolett Strahlung, kann sich nur im Vakuum
ausbreiten
Natrium-3,3’-(1-phenylaminocarbonyl)-3,4-tetrazolium-bis-(4-

methoxy-6-nitro)benzensulphonséure



Anhang B
Versuchsaufbau und Analytik

Der Versuchsaufbau fiir alle Untersuchungen an ebenen Substraten sowie zur Be-
stimmung der Plasmaeigenschaften, Plasmaleistung und optischen Emission, ist
in Abbildung B.1 dargestellt.

Das System bestand aus einer invertierten T-dhnlichen Kammer(a) mit zylindri-
schen Durchmessern von 160 mm. Spannungs- und Gasversorgung (e, j) erfolg-
ten iliber die obere Platte (b), welche iiber 3 Flansche verfiigte. Die Riickseite der
Kammer war mit einem Blindflansch (c) verschlossen, wihrend die Vorderseite
mit einem Fenster (d) ausgestattet war, welches die Uberwachung der Prozesse
erlaubte. Die gesamte Prozesskammer hatte ein Gesamtvolumen von ca. 10/ und
war komplett luftdicht verschlieBbar.

Die Elektrode(i) wurde aus Griinden der elektrischen Isolation auf einer Platte
aus Teflon (f) fixiert. Elektrode und Teflonplatte konnten iiber die Vorderseite der
Kammer eingeschoben werden. Die Regulierung der Gaszufuhr wurde durch zwei
MassenfluBBregler realisiert. Einer der Kanile ging zur Anreicherung mit Feuch-
tigkeit durch eine Gaswaschflasche mit 1/ Gesamtvolumen. Die Gaswaschflasche
war mit 400 m/l destilliertem Wasser gefiillt. Das Gas wurde durch ein gesinter-
tes Edelstahlrohr in das Wasser gedriickt um moglichst kleine Luftblasen fiir ei-
ne bessere Feuchtigkeitsaufnahme zu erhalten. Die relative Luftfeuchtigkeit im
System wurde mittels eines Luftfeuchtigkeitssensors am Gasausgang(k) der Ver-

suchskammer bestimmt.
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Abbildung B.1: Aufbau des Systems fiir Versuche auf ebenen Substraten und zur
Bestimmung der Plasmaleistung und optischen Emission des Plasmas: a- Kam-
metr, b- obere Flanschplatte, c- Blindflansch auf der Riickseite, d- Sichtfenster auf
der Frontseite, e- Hochspannungsdurchfiihrung, f- Isolierplatte aus Teflon, g- Pro-
be, h- Distanzstiicke, i- Elektrode, j- Gaseinlass, k- Gasauslass, [- Zusatzport fiir
weitere Diagnostik (OES)
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B.1 Elektrodensystem

W

Abbildung B.2: strukturierte Seite der Elektrode (rot) mit Distanzstiicken (grau)
und Probe (blau) auf isolierender Teflonplatte (siehe Abbildung B.1)

Die Elektrodenanordnung, wie sie in Abbildung B.2 gezeigt wird, wurde aus Ba-
sismaterial fiir Leiterplatten hergestellt. Der enthaltene Nichtleiter, welcher fiir
die Anwendung als Dielektrikum fungiert, ist ein Laminat aus Epoxidharz und
Glasfasergewebe vom Typ FR4 mit einer Materialstidrke von 1,5 mm. Der Ober-
flichenwiderstand von FR4 betrigt 10'2 Q). Mit einer Dielektrikumskonstanten
von 4,0 bis 4, 7 liegt man im Bereich der Werte fiir Glas. Die maximale Einsatz-
temperatur des FR4 Materials liegt bei 130 °C'. Bearbeitet wurde die beidseitige
35 um dicke Kupferauflage mittels Atzverfahren.

Die fingerartige Elektrode, welche sich auf der Oberseite des Dielektrikums be-
findet, besteht aus Stegen, die 1 mm breit und 4, 5 mm voneinander entfernt sind.
Dieser Bereich bildet den hochspannungsfiihrenden Teil der Elektrodenanord-
nung. Auf der Riickseite befindet sich die flichenhafte Gegenelektrode. Diese
besitzt die gleichen Auenmalle wie die fingerartige Struktur und ist direkt un-
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ter dieser lokalisiert. Daraus ergibt sich eine maximale Fliche von 31,3 cm? auf

denen sich das Plasma ausbreiten kann.

B.2 Hochspannungsversorgung

Als Hochspannungsquelle diente eine Impulsspannungsquelle vom Ingenieurbiiro
Klein'. Diese Quelle liefert Fouriersyntheseimpulse eines Nadelimpulses. Der
Ausgangsimpuls ist dabei die Summe der ersten drei Fourierkomponenten [119].
Abbildung B.3 zeigt die Leerlaufspannung des Generators, gemessen mit einem
Oszilloskop der Firma Tektronix (TDS 3052) und dem Hochspannungsmesskopf
P6015A, ebenfalls von Tektronix.

10000
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4000

2000f

0 -
-2000f

i 1 1 1 1 1 1 1
2 -1.5 -1 -0.5 0 0.5 1 1.5 2 25
Zeit [s] x10°

Spannung [V]

Abbildung B.3: positiver Ausgangsimpuls des Hochspannungsgenerators, bei mi-
nimaler Ausgangsspannung ohne Last

Die Freischaltung des Impulsspannungsgenerators erfolgte liber einen Funktions-

generator (Tektronix AFG 310). Dieser generierte Rechteckimpulse mit einer Am-

yon-Broich-Strafie 5, 52072 Aachen
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Die weiteren elektrischen Kenndaten dieser Hochspannungsquelle sind:

Anzahl der Resonanzkreise 3
Ausgangskapazitit 200 pF
max. Impulsamplitude 20kV
Pulswiederholrate 0-25kHz

plitude von 5V bei einem Offset von 2,5 V. Die Freischaltung des Impulsgene-
rators erfolgt in der Low Phase des Rechtecksignals. Die Signale wurden vom
Funktionsgenerator zum Impulsgenerator iiber einen Optokoppler libertragen, um

eine galvanische Trennung der Schaltkreise zu erreichen.

B.3 Plasmadiagnostik

B.3.1 OES

Uber den mittleren Port in der Deckplatte des Systems (sieche Abbildung B.1)
wurde ein am unteren Ende mit einer Quarzglasplatte verschlossenes Rohr in-
tegriert. Das Rohr wurde so positioniert, dass die Quarzglasplatte einen Abstand
von x = 10 mm zum Dielektrikum hatte. Im Rohr wurde ein Lichtleiter fixiert der
das einfallende Licht zum Eintrittsspalt des Monochromators SpectraPro-500i der
Firma Acton Research Corporation leitete. Dieser Monochromator arbeitete mit
einer Czerny Turner Anordnung. Das auf den Eintrittsspalt fallende Licht wurde
mit Hilfe eines Konkavspiegels parallelisiert, am Gitter gebeugt und anschlieBend
durch einen weiteren Spiegel auf den Austrittsspalt gelenkt. Das verwendete Git-
ter war ein holographisch, geblaztes Phasengitter mit einer Gitterkonstanten von
x = 1200 mm ™. Die Blazewellenlinge betrug x = 250 nm.

Die Detektion der Spektren erfolgte iiber eine CCD Kamera der Firma Princ-
ton Electronics die mit einem Sekundérelektronenvervielfacher (SEV) ausgestat-
tet war. Der SEV und die Kamera wurden iiber die Software WinSpec gesteuert.
Das Triggersignal zur Pulsung des Plasmas wurde ebenfalls zur Triggerung der

Kamera benutzt um gleichbleibende Integrationsfenster fiir die OES Messungen
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zu erhalten. Es wurde jeweils tliber 10 Messungen von je 1 s gemittelt.

B.3.2 ICCD-Aufnahmen

Zur Bestimmung der Plasmastrukturen wurden Aufnahmen mit einer feststehen-
den ICCD Kamera dicam pro (PCO AG) gemacht. Die Plasmaquelle war zur ge-
naueren Positionierung auf einem xyz-Manipulator befestigt. Das vor die Kame-
ra montierte Objektiv war ein mit UV-Linsen ausgestattetes Fernfeldmikroskop
OM 100 (Questar Corporation, USA). Das Triggersignal der Hochspannungsquel-
le wurde an die Kamera weitergeleitet. Per zugehoriger Software wurden Delay

und Belichtungszeit gesteuert.

B.3.3 Plasmaleistung

Zur Bestimmung der Plasmaleistung wurde die Spannung iiber der Elektrode U,
und iiber dem Messkondensator U, mit einem digitalem Speicheroszilloskop Clas-
sic 9500 der Firma Gould Instrument System gemessen. Dieses Speicheroszil-
loskop hatte eine Bandbreite von 400 MHz bei 2 GSamples/sec. Zur Erfassung
von U, wurde ein Tastkopf mit dem Tastverhiltnis von 1:1000 verwendet. Fiir U,
gentligte ein Tastkopf mit dem Tastverhiltnis von 1:100. Die gespeicherten Daten
wurden mit der Software Transfer Acquisition 2.20.10 ins ASCII Format fiir die
weitere Bearbeitung umgewandelt.

Aus der Spannung U, und der Kapazitit des Messkondensator C',, = 9, 8nF" wur-
de die auf dem Kondensator befindliche Ladung bestimmt. Aus der so erhalte-
nen Lissajousfigur wurde durch Integration der von der Kurve eingeschlossenen
Flidche, die Zyklusenergie iiber eine Periode ermittelt. Multipliziert man die Zy-
klusenergie mit der Frequenz der Hochspannung und dem eventuell verwendeten
Pulsmuster, so kann man auf die mittlere in das Plasma eingebrachte Leistung

schliefen.
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B.4 Oberflachendiagnostik

B.4.1 Kontaktwinkel

Die Bestimmung der Oberflichenenergie und deren Einzelkomponenten der un-
behandelten und behandelten Polystyroloberflachen erfolgte mit dem it Contact
Angle System OCA30 der Firma DataPhysics. Durch Verschieben der Probe in
allen 3 Raumrichtungen war eine detaillierte Untersuchung an verschiedenen de-
finierten Punkten der Oberflichen moglich. Es konnten Tropfen mit Volumina
von 30nl bis 100 nl auf den Proben abgesetzt werden. Die Steuerung der Trop-
fengroBe als auch die Positionierung wurden mit der Software for OCA and PCA
in der Version 2.02 realisiert.

Fiir die Untersuchungen der Oberflachen wurden Wasser, Glycerol und Diiodme-
than verwendet. Es wurden 40 Tropfen von jeder Fliissigkeit in einem Abstand
von je 1 mm auf einer Linie entlang der Lingskante der Proben abgesetzt. Die
versuchsrelevanten Eigenschaften der Messfliissigkeiten sind in Tabelle B.1 zu-

sammengetragen.

B4.2 FTIR

Die FTIR Analysen erfolgten mit dem Gerit Spectrum One der Firma Perkin El-
mer und wurden im ATR-Modus durchgefiihrt.

Die Oberflichen wurden im Bereich 4000 ¢! bis 650 cm ! mit einer Auflosung
von 4 cm ™! vermessen. Es wurde immer iiber 10 Messungen gemittelt. Die so er-
haltenen Spektren wurden iiber die mitgelieferte Software Spectrum in der Version
5.0.1 automatisch geglittet und in ihrer Basislinie korrigiert.

Die Proben konnten iiber ihre gesamte plasmabehandelte Linge von 40 mm oder
im Bereich von z = 13mm bis x = 28 mm mit einer Auflésung von 1 mm

vermessen werden.

B.4.3 Rasterkraftmikroskopie

Vor der Plasmabehandlung wurden die Sporen weitestgehend, von dem sie um-

gebenden Biofilm, gereinigt. Hierzu wurden 1,5 ml einer Sporensuspension in
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Fliissigkeit Struktur dispers polar Briickenb.
[mN/m] [mN/m] [mN/m]
Wasser 29,1 1,3 42.4
Glycerol L 37,4 0,2 25,8
Diiodmethan “ 50,8 0,9 0

Tabelle B.1: Oberflichenenergien der Messfliissigkeiten mit chemischer Struktur

als Kalottenmodell
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einem kleinen Reaktionsgefid3 dreimalig fiir 10 msn mit einem Ultraschallbad
(Transsonic 570/H) behandelt. Zwischen den Schritten wurden die Reaktions-
gefdfe im Kiihlschrank wieder herunter gekiihlt, um Einfliisse auf die Sporen
durch thermische Effekte zu minimieren. Nach der Behandlung mit Ultraschall
wurde die Sporensuspension iiber einen Filter mit einer Porengrofle von 2 pm fil-
triert. Die gereinigten Sporen wurden mittels sterilem destilliertem Wasser vom
Filter abgespiilt.

Um eine optimale Sporenverteilung und Konzentration auf den Testsubstraten zu
erhalten, wurde die Suspension schrittweise verdiinnt. Ziel war eine moglichst
hohe Anzahl an isoliert liegende Sporen bei gleichzeitig maximaler Sporenkon-
zentration zu erreichen. Ein Tropfen von 1, 5 il wurde auf Glas oder Glimmer ein-
getrocknet und anschlieend das Verteilungsbild der Sporen unter einem Auflicht-
mikroskop bewertet. Von der fertigen Suspension wurden Proben mit je 1, 5 il auf
Glimmer oder Glas angefertigt. Diese Proben wurden, nachdem sie eingetrocknet
waren, auf die Probentriger fiir das AFM geklebt.

Die Messungen wurden mit einem CPII von Digital Instruments, vertrieben von
Veeco Instruments, im Kontaktmodus durchgefiihrt. MSCT-AUHW von Veeco In-
struments wurden als Messspitzen verwendet.

Die Proben wurden vor und nach jeder Plasmabehandlung an der gleichen Posi-
tion vermessen. Fiir die Plasmabehandlung wurde ein System @hnlich dem von
Hihnel et al. [4] eingesetzt. Die Elekrodenanordnung wurde in der Form modifi-
ziert, dass die obere der beiden Elektroden rund mit einem dufleren Durchmesser
von 18 mm und einem inneren Durchmesser von 11 mm ausgefiihrt war. Die un-
tere Elektrode war flachig ausgefiihrt und hatte die gleichen dufleren Dimensionen
wie die obere Elektrode, unter welcher sie direkt positioniert war.

In Anlehnung an das in Hihnel et al. [4] beschriebene Verfahren wurden die Pro-
ben in einer Kammer (siehe Kapitel B) unter definierten Atmosphéren bei einem
Abstand zur Elektrode von 0, 6 mm behandelt.

B.S Mikrobiologie

Ebene Substrate
Fiir die Feststellung der Reduzierung von Mikroorganismen durch Plasmen wur-
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den Sporen von Bacillus atrophaeus ATCC 9372 verwendet. Die Sporen lagen in
sterilem Wasser vor. Als Probentrdger wurden Streifen aus Polyethylen mit den
MaBen 33x8x2 mm verwendet. Diese wurden zuvor mit 70 % Ethanol gewaschen
und mit sterilem Wasser gespiilt um Verschmutzungen und Fremdverkeimung zu
entfernen. Durch eine zusitzliche Behandlung mit einem standardisiertem Sauer-
stoff Mikrowellenplasma wurde eine bessere Benetzung und Verteilung der Spo-
rensuspension erreicht.

Auf einer Seite der Proben wurde 0, 1 ml der entsprechenden Sporensuspension
verteilt, so dass moglichst viel Fliche ausgenutzt wurde, aber an den Rédndern
geniigend Platz zum Auflegen auf die Distanzstiicke verblieb. Die Proben wur-
den anschliefend unter der Laminarflowbox getrockenet und ca. 30 min nach der
vollstindigen Verdunstung des Wassers dem Plasmaversuch zugefiihrt. Jeder Ver-
such wurde mit vier Proben, die alle gleichzeitig behandelt wurden, durchgefiihrt.
Zusitzlich wurden fiir jeden Versuchstag fiinf Kontrollstreifen angelegt.

Fiir die Plasmabehandlung wurden je Versuch vier Proben mit der mit Mikroorga-
nismen belegten Seite in Richtung Dielektrikum auf den Distanzstiicken platziert.
Nach dem Versuch wurden die Proben wieder mit einer sterilen Pinzette entnom-
men und in ein Reagenzglas mit Glaskiigelchen und 10 m/ eines phospahtgepuf-
ferte Salzlosong (engl.: phosphate buffert saline) (PBS)/Tween Gemisches ver-
bracht. Durch mindestens 15-miniitiges Schiitteln der Reagenzglidser wurden die
Sporen von den Polyethylenstreifen abgelost. Ein Erwédrmen der Reagenzgliser
auf 80 °C' fiir 10 min totete vegetative Mikroorganismen ab, da nur Sporen fiir die
Tests genutzt werden sollten.

Von den so erhaltenen Sporensuspensionen wurden Verdiinnungsreihen mit 3 Stu-
fen fiir die behandelten Proben und 5 Stufen fiir die Kontrollen angelegt. Je-
weils 100 pl der Zellsuspension wurden auf Agarplatten (Caso Merck) aufge-
tropft und mit einem Drigalskispatel unter gleichzeitigem drehen der Petrischa-
le gleichmifig verstrichen. Agarplatten mit Sporen von Bac. atrophaeus wurden
bei 37 °C' fiir mindestens 18 Stunden bebriitet. Vor einem kontrastreichen, meist
schwarzem, Hintergrund wurden anschlieBend die Kolonien auf den Platten aus-
gezidhlt. Aus den Verdiinnungen einer jeden Probe konnte durch Mittelung die
Anzahl der koloniebildenden Einheiten pro Objekt oder Milliliter errechnet wer-

den. Dabei wurde die hochste Verdiinnungsstufe mit zweistelliger Koloniezahl mit
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dem 10fachen gewichtet.

Wellplatten

Abweichend von der beschriebenen Probenbehandlung fiir ebene Substrate wur-
den Versuche in 96er Wellplatten durchgefiihrt. Je Well wurden 5 Tropfen mit je
0, 5 pul der Sporensuspension auf den Boden, Winden oder beiden abgesetzt und
ebenfalls eingetrocknet. Mit den Plasmafingern wurden 4 Wells je Platte gleich-
zeitig behandelt. Im Fall der Korona-DBE wurden 16 zufillig ausgewihlte Wells
kontaminiert und die komplette Multiwellplatte behandelt. Von den 16 zuvor kon-
taminierten Wells wurden acht Wells ausgewihlt und hinsichtlich der verbliebe-
nen koloniebildenden Einheiten untersucht. Die Kontrollen wurden auf separaten
Wellplatten mitgefiihrt. Nach der Behandlung wurden die mit Mikroorganismen
versehenen Wells mit 200 p/ des PBS/Tween Gemisches ausgespiilt und wie schon
beschrieben, verdiinnt, ausplattiert, bebriitet und gezihlt. Der Reduktionsfaktor,
als ein Ma# fiir die Effizienz der einzelnen Versuche, wurde aus Anzahl von le-
benden Mikroorganismen pro Streifen oder Well N; und der mittleren Ausgangs-

anzahl Ny an Mikroorganismen pro Objekt ermittelt.

Reduktions faktor = logioNo — log1oN; (B.1)

Die Detektionsgrenze fiir dieses Verfahren liegt bei 100 koloniebildenden Einhei-

ten pro Streifen und einer koloniebildenden Einheit pro Well.

B.6 Zellbiologie

Die Bestimmung der Zellvitalitdt wurde mit Hilfe des XTT Tests in Anlehnung
an das in Schmitz [107] vorgeschlagenen Protokoll vorgenommen.
Alle zellbiologischen Arbeiten wurden unter einer Sicherheitswerkbank vorge-

nommen, um ein steriles Arbeiten zu ermoglichen.

1. In die zu testenden Wells der mit Plasma behandelten und unbehandelten
96er Wellplatten wurden 5000 Zellen der HaCaT Zellinie eingesédht und in
100 ! RPMI Medium fiir 24 Stunden bei 37 °C' im Brutschrank kultiviert.
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Die Wells, welche sich in direkter Nachbarschaft zu den mit Zellen verse-
henen Wells befanden, wurden mit jeweils 100 ul sterilem bidestilliertem
Wasser befiillt um gleichmiBige Bedingungen auf der gesamten Wellplatte

zu schaffen.

Nach den ersten 24 Stunden Kultivierungszeit wurde das Medium aus den
Wells entnommen und durch frisches ersetzt. Die Zellen wurden fiir weitere

24 Stunden unter gleichen Bedingungen im Brutschrank kultiviert.

. Die fiir den Test verwendete Reaktionslosung wurde stets frisch vor der

Verwendung durch Zugabe von 100 pl PMS Losung zu 5 ml XTT-Losung,
welche auf 37 °C' erwdrmt waren, hergestellt. Die XTT-Losung wurde durch
Losen von 1 24 XTT Salz in bidestilliertem und sterilem Wasser hergestellt.

Die PMS Aktivierungsreagenz war eine 1 % Losung.

50 pl der Reaktionslosung wurden je Well hinzu gegeben. Die Wellplatten

wurden fiir 4 Stunden im Brutschrank inkubiert.

. Vor dem Vermessen der Platten wurden diese leicht geschiittelt um eine

gleichmifige Verteilung des Farbstoffes in den Well zu erreichen. Eventuell

enstandene Luftbldschen wurde mit einer sterilen Nadel beseitigt.

. Auf einem Photometer wurde die Absorption der entsprechenden Wells bei

einer Wellenldnge von 490 nm vermessen. Die Absorption bei der Wel-
lenldnge von 630 nm diente als Referenz zur Bestimmung der unspezifi-

schen Reaktionen und wurde direkt von der bei 490 nm abgezogen.
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Erganzende Abbildungen und
Tabellen
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Abbildung C.1: Lissajousfigur bei 20 % relativer Luftfeuchtigkeit der in Kapitel
B.1 dargestellten Elektrode zur Behandlung zweidimensionaler Substrate
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Tabelle C.1: Standardabweichungen der Oberflichenenergien der einzelnen Bin-
dungskomponenten (dispers/ polar/ Wasserstoffbriickenbindungen) in Nm/m zu
Abbildung 2.4 fiir verschiedene Behandlungszeiten und relative Luftfeuchtigkei-
ten

Zeit relative Luftfeuchtigkeit
0% 30 % 50 % 70 %
30s | 3,9/19,3/0,4 | 5,5/26,5/0,7 | 5,8/22,1/0,3 | 5,6/28,7/0,5
150s | 3,2/22,1/0,8 | 6,7/96,2/1,9 | 5,2/59,7/3,0 | 6,2/35,0/2,3
300s | 4,2/52,712,4 | 3,4/32,4/2,5 | 4,4/58,9/2,6 | 5,8/70,9/1,8
900s | 2,9/28,6/2,2 | 2,7/32,2/1,8 | 2,2/23,9/1,7 | 3,7/41,7/1,5
8.0x10” L T T T I T T T L T T T T i
6.0x10'7—- i
4.0x10'7—- -

) 2.0x10'7—- .

(¢} ]
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Abbildung C.2: Lissajousfigur bei 20 % relativer Luftfeuchtigkeit gemessen fiir 16
Plasmafinger
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Abbildung C.3: Lissajousfigur bei 20 % relativer Luftfeuchtigkeit gemessen fiir
eine 96er Korona-DBE
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Abbildung C.4: Koloniebildende Einheiten in Abhdingigkeit von der Wiederholfre-
quenz, relative Luftfeuchtigkeit 70 %, Generatorspannung 12 kV, Behandlungs-
zeit 30 s
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Abbildung C.5: XTT Absorptionssignal in Abhdngigkeit von der Wiederholfre-
quenz; Nunclon® Oberfliche, relative Luftfeuchtigkeit des Prozessgases 70 %,
Spannung 12 kV, Plasma An-Zeit 25 % , Behandlungszeit 60 s, Box-Whisker-Plot:
Quartile/Mittelwert/Min/Max
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Abbildung C.6: XTT Absorptionssignal in Abhdingigkeit von der Behandlungszeit;
Diagnostikplatte VWR, relative Lufitfeuchtigkeit des Prozessgases 70 %, Span-
nung 12 kV, Plasma An-Zeit 25 %, Lagerung bei 0% relativer Luftfeuchtigkeit
fiir 10 min direkt nach der Plasmabehandlung, Kontrolle: Nunclon® Oberfliche;
Box-Whisker-Plot: Quartile/Mittelwert/Min/Max
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Thesen

1. Physikalische Atmosphérendruckplasmen bieten die Chance, dreidimensio-
nale Diagnostikprodukte aus thermolabilen Kunststoffen fiir High Through-
put und High Content Screening Verfahren, antimikrobiel zu behandeln
und helfen so, kostenintensive Reinraumfliache zu reduzieren und die Zu-

verldssigkeit der Diagnostik zu erhohen.

2. Der Erfolg der Behandlung ist stark von der relativen Luftfeuchtigkeit des
Prozessgases abhingig. In zweidimensionalen Voruntersuchungen wurde
mit Ansteigen der relativen Luftfeuchtigkeit eine verstirkte Abtotung der
Mikroorganismen gemessen. Weiterhin stieg, die Abtotungsrate der Mi-
kroorganismen mit steigender Behandlungszeit und Plasmaleistung an. Fiir
einen Abstand zwischen Elektrode und den ebenen Substraten von 0, 6 mm
war eine Reduktion von mehr als vier Log-Stufen an Bakteriensporen in-

nerhalb von 2, 5 min moglich.

3. Die antimikrobielle Wirkung wird maB3geblich auf Hydroxylradikale zurtick
gefiihrt. Die Konzentration der Hydroxylradikale nimmt mit steigender re-

lativen Luftfeuchtigkeit zu.

4. Es konnte keine Emission von angeregten Hydroxylradikalen gemessen
werden. Als Ursache fiir das Fehler dieser Emissionslinien sind die im Ver-
gleich zu anderen Plasmen sehr geringe Plasmaleistung und ein kleines Be-

obachtungsvolumen zu nennen.

5. Fiir den Bereich zwischen 300 nm und 400 nm konnten deutlich die Linien

des 2. positiven Stickstoffsystems gemessen werden. Unterhalb von 300 nm



10.

1.

traten jedoch keine nennenswerten Emissionen auf, weshalb der antimikro-
bielle Effekt nicht auf die Wirkung von UV-Photonen zuriickzufiihren ist.

. Ozon kann als Hauptgrund fiir die antimikrobielle Wirkung ausgeschlossen

werden, da dieses durch einen steigenden Feuchtigkeitsgehalt des Prozess-

gases vermindert wird.

. Die Bakteriensporen konnten, entsprechend der Behandlungszeit, teilwei-

se oder vollstindig durch das Plasma abgetragen werden, was mittels eines
Rasterkraftmikroskops untersucht wurde. Erst oberhalb von 50 % relativer
Luftfeuchte war innerhalb von fiinf Minuten ein signifikanter Abtrag er-

kennbar.

Mittels FTIR konnte eine Oxidation der Polystyroloberflachen belegt wer-
den, welche mit einer deutlichen Erhdhung des polaren Anteils der Ober-
flachenenergie einher ging, nachgewiesen durch Kontaktwinkelmessungen.
Der Behandlungseffekt nahm mit steigendem Abstand der Probe zur Elek-
trode ab und zeigte fiir feuchte Prozessgase nur geringe Abhéngigkeiten von
der relativen Luftfeuchtigkeit.

. Aus den in den Voruntersuchungen gewonnenen Erkenntnissen wurden

zwei verschiedene Plasmaanordnungen aufgebaut und charakterisiert. Das
erste der beiden Systeme ist eine dreidimensionale Oberflichen-DBE, bei
der beide Elektroden und das Dielektrikum in einer Art von Finger vereinigt
sind. Das zweite System ist eine Korona-DBE, bestehend aus zwei raumlich
getrennten Elektroden und der Wellplatte als Dielektrikum, bei der sich das

Plasma im Volumen ausbildet.

Beide Systeme sind in ihren lateralen Abmaf3en nicht groBer als typische au-
tomatisierte Laborposition, wodurch eine gute Integrationsfihigkeit in be-

stehende automatisierte Labor- und Analysensysteme gegeben ist.

Die fiir den Prozess und die Prozessiiberwachung notwendige Peripherie
sowie die Schnittstellen zu einem Steuerungs- und Uberwachungscomputer
wurden definiert. Weiterhin wurde ein genauer Ablauf fiir die Prozessfiih-

rung entworfen.
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14.

15.

Es konnen mit beiden Systemen bei 70 % relativer Luftfeuchtigkeit mehr
als vier Log-Stufen an Sporen von Bac. atrophaeus innerhalb von 60 s
abgetotet werden. Die in den Vorversuchen gewonnenen Erkenntnisse
sind damit auch bei der Behandlung von Multiwellplatten giiltig. Die
Keimabtotung ist abhéngig von der realtiven Luftfeuchtigkeit. Die dazu not-
wendige mittlere Plasmaleistung betrigt fiir eine komplette Multititerplatte
ca. 6 IV fiir die Plasmafinger und weniger als 4 W im Fall der Korona-DBE.

Fiir die verschiedensten Behandlungsparameter konnten mittels XTT Test
nur geringe Abweichungen der Zellvitalitdt im Vergleich zu einer unbehan-
delten Zellkulturplatte festgestellt werden. Das unveridnderte Zellwachstum

wurde auch anhand von lichtmikroskopischen Aufnahmen bestitigt.

Durch die Plasmabehandlungen wurden die Oberflicheneigenschaften von
nativen und nicht fiir Zellkultur vorbereiteten Multiwellplatten in der Form

verdndert, dass sie mit Zellkulturplatten vergleichbare Werte erhielten.

Mit den entwickelten Plasmasystemen und Prozessabldufen ist in einer
Taktzeit von zwei Minuten eine keimreduzierende Behandlung um mehr als

vier Groenordnungen von 96er Multiwellplatten in feuchter Luft moglich.





