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| Einleitung

| Einleitung

Im t&glichen Leben ist der Mensch in stdndigem Kontakt mit
Mikroorganismen. Zahlreiche Mikroben leben auf und im menschlichen
Kérper, und bilden so die regulare Mikroflora. Die meisten Mikroorganismen
sind harmlos; fir viele gibt es nitzliche Anwendungen. In diese Kategorie
fallt die Produktion von Milchprodukten wie Kéase, Joghurt und Buttermilch,
aber auch die Herstellung von anderen Produkten wie Backwaren und
alkoholischen Getranken, die ohne Mikroorganismen, in diesen Fallen ohne
Fermentationsaktivitdt der Hefe, nicht mdglich waren. Mikrobielle
Garungsprozesse spielen auch in der Energiegewinnung eine wichtige Rolle.
So sind phototrophe Mikroorganismen zum Beispiel in der Lage, mit Hilfe von
Lichtenergie Biomasse zu produzieren, die zur Energiegewinnung eingesetzt
werden kann. Weiters gibt es Bakterien, die biologisch abbaubare
Kunststoffe produzieren, welche zum Beispiel als Implantatmaterial
verwendet werden kénnen. Bestimmte Mikroorganismen kénnen auch zur
biologischen Sanierung eingesetzt werden, indem man sie dazu verwendet,
ausgelaufenes Ol, Lésungsmittel, Pestizide und andere Umweligifte
abzubauen. Viele Arzneimittel, wie zum Beispiel Antibiotika und Insulin
kénnen mit Hilfe von Mikroorganismen hergestellt werden.

Es gibt aber auch schéadliche Mikroorganismen, die Pathogene genannt
werden. Diese versuchen, in den Koérper eines Wirts einzudringen, ihn zu
kolonialisieren und zu schadigen. Zu Beginn des 20. Jahrhunderts waren
Infektionskrankheiten die am haufigsten indizierte Todesursache, heute
haben sie in den meisten Industrielandern nur geringe Bedeutung. Dies ist
auf das umfassende Verstandnis der Krankheitsverlaufe, die verbesserten
hygienischen Bedingungen und die Entdeckung und Anwendung von
antimikrobiellen Verbindungen zurtckzuflihren. Dennoch sind pathogene
Bakterien auch heute noch eine groBe Bedrohung; insbesondere in den
Entwicklungslandern sind Infektionskrankheiten von groBer Bedeutung und
viele Menschen sterben nach wie vor an Malaria, Tuberkulose, Cholera oder
einfachen Durchfallerkrankungen.' Die meisten Infektionskrankheiten werden
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| Einleitung

in Entwicklungslandern durch Wasser verbreitet. Die
Weltgesundheitsorganisation berichtet, dass alle acht Sekunden ein Kind an
einer Infektionskrankheit stirbt, die durch Wasser Gbertragen wurde. Jedes
Jahr sterben mehr als 5 Millionen Menschen aufgrund von Krankheiten, die
durch schmutziges Trinkwasser oder ungenitigend aufbereitetes Wasser
(ibertragen werden.?

Hieraus ergibt sich die Motivation, weiter auf dem Gebiet antimikrobieller
Agenzien zu forschen. Von besonderem Interesse ist hierbei die Klasse der
antimikrobiellen  Polymere, die unter anderem im Bereich der
Trinkwasserversorgung eingesetzt werden kdnnen. Die Beschichtung von
Wasserrohren mit langzeitstabilen und -aktiven Polymeren, die als
Kontaktbiozide wirken, ist eine mdgliche Strategie, um die Ansiedlung und
Vermehrung der Bakterien in den Rohren zu verhindern, sodass eine
bessere Trinkwasserqualitat gewahrleistet werden kann.
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I Aufgabenstellung

Am Institut fir Chemische Technologie von Materialien (ICTM) wurde in den
letzten Jahren intensiv auf dem Gebiet der kontaktaktiven, bioziden Polymere
geforscht. Unter anderem wurde die hohe biozide Aktivitat des protonierten,
vollstandig hydrolysierten Poly(2-Ethyl-2-oxazolin)s nachgewiesen.?

Ziel dieser Diplomarbeit war es, Poly(2-Oxazolin)e partiell zu hydrolysieren
(Schema II-1), um den Einfluss der Seitenketten sowie der Lange der
Seitenketten auf die thermische Stabilitdt und die antimikrobielle Aktivitat zu

testen.
HCT
OH  HC /\J/(,N
\[\N/\/k1 — = N — I ely
A - RCO,H P 0
0”7 R 0”7 R

Schema lI-1: Partielle Hydrolyse von Poly(2-Oxazolin)en.

Dazu mussten zuerst die Synthesebedingungen sowie die lIsolation der
resultierenden Copolymere definiert und in weiterer Folge optimiert werden,
sodass ein leichter Transfer auf einen 100 g Pilot-MaBstab madglich ist.
Weiters sollten thermoanalytische Bestimmungen durchgefihrt werden um
die Stabilitadt der Copolymere zu bestimmen. AbschlieBend sollte die biozide
Aktivitat ausgewahlter Copolymere mit einem Schnelltest bestimmt werden.

Flr diese Untersuchung wurden die Hydrolyseprodukte von Poly(2-Ethyl-2-
oxazolin) (PEtOx) und Poly(2-Nonyl-2-oxazolin) (PNonOx)gewahlt.

Abb. II-1: Strukturen der Ausgangspolymere PEtOx (links) und PNonOx (rechts).

PEtOx wurde gewahlt, da das Monomer 2-Ethyl-2-oxazolin kostenglnstig
kommerziell erhéltlich ist; PNonOx wurde aufgrund seiner langeren Kette und
den damit verbundenen speziellen Eigenschaften herangezogen: Hierbei
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waren insbesondere die Oberflachenenergien der korrespondierenden
Copolymerfilme von entscheidendem Interesse, da diese im Falle des
PNonOx niedriger sind als die &hnlicher Poly(2-Oxazolin)e (Abb.ll-2),*
sodass das Anhaften von Bakterien erschwert und somit die Biofilmbildung
unterdrlckt wird (,Anti-fouling®).

Abb. II-2: Oberflachenenergien von Poly(2-oxazolin)en.*

Far den eventuellen Einsatz in Wasserrohren ist besonders bemerkenswert,
dass PEtOx und PNonOx bereits von der Food and Drug Administration
(FDA) auf ihre Biokompabilitdt hin getestet und als Konservierungsmittel

zugelassen worden sind.
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1 Die Zelle

Das Leben beruht auf einer morphologischen Einheit, den Zellen. Diese
kénnen in zwei Klassen eingeteilt werden, einerseits die Prokaryoten, welche
alle Typen von Bakterien umfassen und eine einfache und ausnahmslos
einzellige Struktur besitzen, und andererseits die Eukaryoten, die ein- und
mehrzellig vorliegen kénnen.

In dieser Arbeit wird der Typ der Prokaryoten beschrieben, um den Aufbau
von Bakterien besser verstandlich zu machen.

Die Prokaryoten sind die weitverbreitesten Organismen auf der Erde; sie
besitzen einen variablen und hochangepassten Metabolismus, wodurch sie
viele verschiedene Lebensrdume nutzen kdénnen. Bestimmte Typen von
Bakterien wachsen sogar in untblicher chemischer Umgebung, wie z.B. bei
hohen Temperaturen bis zu 115 °C und/oder unter sauerstoffarmen
Bedingungen. Dartber hinaus besitzen sie sehr schnelle Reproduktionsraten
von weniger als 20 min pro Zellteilung bei vielen Spezies. Diese erméglichen
vielen Bakterien die Bildung resistenter Sporen, wodurch sie sogar unter

formal unglinstigen Bedingungen bestehen kénnen.®

1.1 Struktur von Prokaryoten

Prokaryoten sind 1-10 pm groB, und kdnnen in drei Grundformen
vorkommen: sphérisch, stangenahnlich oder Helix-artig.

Sie sind von einer ca. 70 A dicken Zellwand umgeben (Plasmamembran), die
aus Lipiddoppelschichten besteht. Diese beinhalten verankerte Proteine, die
den Transport von Molekllen nach innen und nach aufB3en kontrollieren sowie
eine Vielzahl an Reaktionen katalysieren.

Die Zellen der meisten Prokaryoten sind von einer steifen 30-250 A dicken
Polysaccharidschicht umgeben, um Zelllysis in verdinnten osmotischen
Medien zu verhindern. Einige Bakterien ummanteln sich selbst mit einer
gelatineartigen Polysaccharidkapsel, die sie vor den Angriffen exogener

Organismen schitzt.
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Die Plasmamembran der Prokaryoten kann gefaltet werden, sodass sie
Multilayer-Strukturen aufweist, die Mesosomen genannt werden. Mesosomen
dienen zum Schutz der DNA Replikation und anderer enzymspezifischer
Reaktionen.

Der Zellinhalt, das Cytoplasma, besitzt ein einziges chromosomales Molekdl,
das Nukleoid, und beinhaltet weiters viele Arten der RNA, l6sliche Enzyme
und Ribosomen. Viele Bakterien besitzen zur Fortbewegung sogenannte
Flagella: Hierbei handelt es sich um schlangenartige Schwanzchen. (Abb.llI-

Zellwand
Periplasma

Plasmamembran

Nukleotid

5 B i

Cytosol

GeiBeln (fakulativ)

Pili (fakulativ)

Abb. llI-1: Schematischer Aufbau der prokaryotischen Zelle.

Es gibt verschiedene Arten von Prokaryoten. Autotrophe Bakterien bendtigen
nur einfache Molekile wie H.O, CO,, NHz und H,S als Nahrmedien.
Chemolithotrophe Bakterien gewinnen Energie aus der Oxidation
anorganischer Verbindungen wie zum Beispiel NH; und H.S.
Photoautotrophe Bakterien sind eine Untergruppe der autotrophen Bakterien
und gewinnen Energie aus der Photosynthese. Heterotrophe Bakterien
wiederum gewinnen die benétigte Energie durch die Oxidation von
organischen Verbindungen. Weiters kann man Prokaryoten aufgrund ihres
Sauerstoffsbedarfs einteilen. Obligat aerobe Bakterien brauchen Sauerstoff
zum Uberleben, wahrend anaerobe Bakterien auch Sulfate und Nitrate
verwenden kénnen. Obligate anaerobe Bakterien hingegen werden in der
Gegenwart von Sauerstoff abgetotet.
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Es gibt drei Hauptgruppen von Prokaryoten: Mycoplasma-Bakterien,
grampositive Bakterien und gramnegative Bakterien.

Den Mycoplasma-Bakterien fehlt die steife Zellwand von anderen
Prokaryoten. Sie sind die kleinsten lebenden Zellen (0.12 um Durchmesser)
und besitzen ca. 20% der DNA der E. coli. Diese Menge an DNA entspricht
in etwa der geringsten Menge an DNA, die flr die Zelle lebensnotwendig ist.
Grampositive und gramnegative Bakterien unterscheiden sich aufgrund ihrer
vorhandenen oder nicht vorhandenen Gramfarbung.® Nach der Gramfarbung
farben sich grampositive Bakterien violett und gramnegative rot. Die
unterschiedliche Reaktion der Zellen auf die Gramfarbung hangt mit dem
unterschiedlichen Aufbau der Zellwand beider Bakterien zusammen, der in
Abschnitt 1.2 naher beschrieben wird. Der unterschiedliche Aufbau fuhrt
dazu, dass gramnegative Zellen durch Ethanol entfarbt werden, grampositive
Zellen jedoch nicht (Abb. 111-2).°

1. Schritt 3. Schritt
Farbung des O
hltzefIXIGr‘ten Ergebnis: : Kurz (Ca_ 20 m|n)
Ergebnis: F 4 Ausstrichs mit - O Entfarbung mit
o Kristallviolett; 1 min Grampositive Zellen e Ethanol
Alle Zellen sind einwirken lassen bleiben violett;
violett gramnegative
werden entfarbt
2. Schritt 4. Schritt
. Hinzufugen einer Eraebni .
. " ; rgebnis
Ergebnis ® J_0d|93kungi 1 min N . !. Gegenfarbung mit
Alle Zellen sind . §  cinwirken lassen Grampositive Safranin 1-2 min
) ® Zellen bleiben
violett :
violett,
gramnegative

Zellen werden rosa
oder rétlich gefarbt

Abb. lll-2: Versuchsablauf bei der Gramfarbung.®

1.2 Bakterielle Zellwand

Bakterien sind umgeben von einer steifen Zellwand, die ihnen ihre
charakteristische Form verleint und ihnen ermdglicht, in hypertonischer
Umgebung, also in einem Milieu mit geringerer Salzkonzentration als in der
Zelle, zu leben. Ohne diese Schicht wirde die Zelle bis zur Zelllysis
osmotisch anschwellen.

Bakterielle Zellwande sind von medizinischer Bedeutung, weil sie fir die
bakterielle Virulenz verantwortlich sind. Symptome von vielen bakteriellen

Erkrankungen kénnen durch Injektion von bakteriellen Zellwanden bei Tieren
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hervorgerufen werden. Dariliber hinaus sind die charakteristischen Antigene
der Bakterien Komponenten der Zellwande, sodass durch Injektion dieser
Zellwande die Immunitat erweckt wird.

Wie bereits in Kapitel 1.1 erwahnt, werden Bakterien in grampositive und
gramnegative Vertreter unterteilt. Grampositive Bakterien besitzen eine
direkte Zellwand (~ 250 A) um die Plasmamembran, wahrend gramnegative
Bakterien von einer diinneren Zellwand (~ 30 A) umgeben sind, die dann
allerdings wieder von einer komplexen auBeren Membran Uberdeckt wird
(Abb.111-3). Die Zellwande von grampositiven und gramnegativen Bakterien
bestehen aus kovalent verbundenen Polysacharid- und Polypeptid-Ketten,
die die Zelle komplett einschlieBen. Dieses Gertist wird Peptidoglycangertist

oder Murein genannt.”

Peptidoglykan AuRere Membran
Plasma Membran Peptidoglykan
Cytoplasma Plasma Membran

Cytoplasma

Abb. llI-3: Aufbau einer grampositiven Zelle (links) und einer grammnegativen Zelle
(rechts).

1.2.1  Cytoplasmambembran

Die Cytoplasmamembran ist ca. 8 nm dick und trennt die innere Zelle von
ihrer Umgebung. Durch eine Beschadigung dieser Membran wird der
Zusammenhalt der Zelle zerstért, wodurch das Cytoplasma auslauft und die
Zelle stirbt. Weiters dient die Membran als selektive Permeabilitatsbarriere:
Einerseits kdnnen spezifische Metabolite konzentriert, andererseits
Abfallprodukte ausgeschieden werden.

Die Cytoplasmamembran besteht aus einer Phospholipiddoppelschicht. Die
Phospholipide (Abb. IlI-4) bestehen aus einer hydrophoben Fettsduren- und

einer hydrophilen Glycerinphosphat-Komponente.’
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CH g
3
ch—hlle—cz—gz- o—p
Sh, 8

Phosphat

Glycerolgerust
| J

Polare Kopfgruppe
Abb. llI-4: Ein Phospholipid besteht aus den abgebildeten vier Hauptkomponenten.

Durch die Aggregation in wassriger LOsung bilden sich spontan
Doppelschichten aus. Die Fettsduren richten sich in den Doppelschichten
nach innen aus, wodurch eine hydrophobe Umgebung gebildet wird. Die
gesamte Struktur der Cytoplasmamembran wird durch Wasserstoffbriicken
und hydrophobe Wechselwirkungen stabilisiert. Weiters tragen Kationen wie
Mg®* und Ca®* zur Stabilisierung bei, indem sie mit den negativen Ladungen
der Phospholipide lonenbindungen ausbilden.

Es gibt zwei Arten von Proteinen, die in der Membran vorkommen. Die
integralen Membranproteine sind fest in die Membran integriert, wahrend es
sich bei den peripheren Membranproteinen um Lipoproteine handelt, die am
Aminoende einen Lipidschwanz besitzen, der das Protein in der Membran
verankert. Die Cytoplasmamembran dient nicht nur als Permeabilitédtsbarriere
und Aufenthaltsort vieler Proteine, sondern ist auch der wichtigste Ort der
Energiespeicherung.”

1.2.2 Peptidoglykan

Zellen beinhalten eine hohe Konzentration an gelésten Stoffen, wodurch sich
ein hydrostatischer Druck ausbildet, der bei E. coli ca. 2 atm betragt. Um
diesem Druck Stand zu halten, bendtigen sie Zellwande; weiters verleihen
diese der Zelle auch ihre Form und Stabilitat.

Die Zellwande besitzen eine starre Schicht, die fir die mechanischen

Eigenschaften verantwortlich ist.
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Die Zellwand ist aus Peptidoglycan (Abb: 1ll-5), einem Polysaccharid, das
aus zwei Zuckerderivaten besteht, aufgebaut. Die Derivate sind N-
Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsaure, weiters sind im Peptidoglycan
noch eine geringe Anzahl an Aminosauren enthalten. Diese Bestandteile sind
zu einer sich wiederholenden Struktur verbunden, die man Glykantetrapeptid

nennt.

OH

O HO
Tetrapeptid

Abb. llI-5: Schematischer Aufbau des Peptidoglycans.

Die Grundstruktur  des Peptidoglykans ist aus  einzelnen,
nebeneinanderliegenden Peptidoglykanstrangen aufgebaut, die durch
Tetrapepditquervernetzungen verkniipft sind. Die Quervernetzungen liegen je
nach Bakterium in verschiedenen Auspragungen vor. Je komplexer die
Quervernetzung ist, desto gréBer ist die Festigkeit.

Bei grampositiven Bakterien bestehen ca. 90% der Zellwand aus
Peptidoglykan, wahrend bei gramnegativen Zellen die Peptidoglykanschicht
nur ca. 10% der Zellwand ausmacht; der GroBteil besteht aus einer
komplexeren auBeren Membran.

In der Zellwand der grampositiven Zellen sind saurehaltige Substanzen
eingebettet, die Teichonsauren (Abb: IlI-6), also die Wand-, Membran- und
Kapselpolymere, die Glycerolphosphate oder Ribitolphosphatreste enthalten.
Die Teichonsauren sind negativ geladen und daher auch zum Teil far die
negative Ladung der gesamten Zelloberflache verantwortlich. Einige von
ihnen sind kovalent an die Membranlipide gebunden, diese werden
Lipoteichonsauren genannt.

10
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—QO-D-Alanin
H,C—
H,c—o0_ O 2
o 2 L Q H —|—H
— O HO—I—H P10 \ HO
{o—_cpy HO  OH O—-P—0-CH,
| HO 2 NHAc OH i

Abb. 11I-6: Strukturbeispiel einer Teichonséaure.

Die gramnegativen Bakterien besitzen noch eine &uBere Membran,
sozusagen eine zweite Lipidschicht, die aus Lipopolysacchariden, Proteinen
und Lipoproteinen aufgebaut ist. Die Lipide und die Polysaccharide sind in
der &uBeren Membran verknipft und bilden einen Lipopolysaccharidkomplex
(LPS). Porine sind Proteine und sind fir die Permeabilitdt der auBeren
Membran verantwortlich. Das Periplasma ist der Raum zwischen den
Membranen. Es enthalt viele verschiedene Proteine, die bei wichtigen

Zellfunktionen mitwirken.®

11
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2 Bildung von Biofilmen

Die antimikrobielle Aktivitdt von Stoffen, also die vermittelte Tétung von
Mikroorganismen, ist von genereller Bedeutung fir hygienische Oberflachen.
Bei Biofilmen handelt es sich um die Ablagerung von abgetéteter Biomasse
auf Oberflachen. Diese Filme bestehen hauptsachlich aus Wasser,
Polysachariden, Zellfragmenten, toten Mikroorganismen und anderen
Komponenten. Da diese Biofiime ideale Lebensrdume fir Bakterien
darstellen, ist sowohl die Bildung als auch die Anlagerung von ihnen auf
Substraten unerwilnscht. Antimikrobielle Eigenschaften von Oberflachen
reduzieren nicht unbedingt die Entstehung von Biofilmen, sondern kdnnen
sie im Gegenteil beginstigen. Neben der Fahigkeit, Mikroorganismen zu
téten, spielt auch die Rauhigkeit, die Polaritdt und die Hydrophilie der
Oberflachen eine wichtige Rolle, um die Biofilmbildung zu verhindern.®
Mikroben in Biofilmen produzieren eine Matrix aus Biopolymeren, wodurch
sie sehr gut zusammengehalten werden. Diese Matrix besteht Gberwiegend
aus Polysachariden, Proteinen und DNA und dient zur strukturellen
Stabilitat, also auch zum Schutz der Mikroben.

Die Bildung von Biofilmen wird durch frei bewegliche Bakterien initiiert, die
sich zuerst an den Oberflachen anhaften. In diesem Stadium sind die
Bakterien noch sehr anféllig auf Antibiotika, infolge dessen also auch auf
Bakterizide. Im né&chsten Schritt erfolgt die irreversible Bindung an die
Oberflache. Die Bakterien vermehren sich unter Bildung von Mikrokolonien,
wobei die Polymermatrix um diese Kolonien herum produziert wird. Die
Biofilme werden héher; es kénnen Dicken von bis zu 50 um erreicht werden.
In diesem Stadium tritt die maximale Toleranz (= Resistenz) gegenlber
Antibiotika auf. Zu einem spateren Zeitpunkt kénnen sich auch Kernflachen
von solchen Biofilmen I6sen, wodurch die Bakterienzellen befreit werden und
sie die Mdglichkeit haben, an anderen Orten neue Kolonien zu bilden. In-
vitro-Untersuchungen von  Biofiimen haben gezeigt, dass die
Sauerstoffkonzentration an der Oberflache der Filme hoch ist, im Inneren
jedoch gering, sodass eher anaerobe Bedingungen vorherrschen. Auch das
Wachstum, die Proteinsynthese und die metabolische Aktivitdt finden in
Biofilmen geschichtet statt. Das fihrt folglich zu einer hohen Aktivitat an der

12
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Oberflache und langsamen oder keinem Wachstum im Zentrum, was eine
der Erklarungen dafir ist, dass Biofilme weniger anfallig auf Antibiotika
sind'®. Dementsprechend zeigt ein antimikrobielles Polymer, welches zwar
die untersten Schichten der Bakterien toétet, in dieser Schicht keine
antibakterielle Wirkung. Um eine bessere langerfristige Wirkung zu erzielen,
muss also die Ausbildung eines Biofilms bzw. das Anlagern von Bakterien
verhindert werden (Abb. I11-7).

Antimikrobielles
Polymer auf
Oberflache
Biofilm aus
lebenden Zellen

abgetotete
Zellen

Abb. I1lI-7: Biofilmbildung auf mit herkdmmlichen antimikrobiellen Polymeren
modifizierter Oberflache.
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3 Antimikrobielle Systeme

Es gibt diverse Griinde flir noch immer bestehende bakterielle Infektionen
und deren Ausbreitung. Bakterien Uberleben aufgrund ihrer dicken,
komplexen Schutzschicht unter extremen Bedingungen wie z.B. Hitze, Kélte,
Strahlung oder Trockenheit, was durch ihr Zusammenleben und -arbeiten in
Biofilmen zusétzlich beglnstigt wird. Sie wachsen schnell mit enorm hohen
Reproduktionsraten und vielen Evolutionszyklen und stellen lebende,
anpassungsfahige Organismen dar, die mit ihnrer Umwelt interagieren und auf
diese auch reagieren, z.B. in Form wvon Entwicklung von
Verteidigungsstrategien gegen feindliche Stoffe. Aus diesen Griinden wird
ersichtlich, welch groBe Herausforderung und Komplexitat die Entwicklung
von antibakteriellen Verbindungen und Systemen in sich birgt."

In der globalen Welt kommt es zu einer immer schnelleren Verbreitung von
Krankheiten,  wodurch  die  Notwendigkeit immer  hygienischerer
Lebensbedingungen begtinstigt ist. Es werden neue Antibiotika, Biozide und
dauerhaft sterile Materialien entwickelt.'?

Von vielen Materialien wird erwartet, dass sie antimikrobielle Eigenschaften
aufweisen. Meistens werden die Materialien mit Bioziden impragniert, die
dann freigesetzt werden und Mikroorganismen téten.''* Ein Nachteil dieser
Systeme ist, dass durch die konstante und oft unnétige Freisetzung von
Bioziden resistente Mikroben entwickelt werden, was eines der gréBten
Probleme in der Medizin darstellt.'*' Ein weiterer Nachteil ist, dass durch
die Freisetzung von Bioziden die Umwelt kontaminiert wird, und dass die
antimikrobielle Aktivitdten der Systeme stetig nachlasst.™

Antimikrobielle Polymere sind wichtige Alternativen zu niedermolekularen
Bioziden. Sie lassen sich einerseits als Additive mit niedrigem Gasdruck
einsetzen, andererseits als Beschichtungen, die die Mikroben durch Kontakt
téten, und nicht durch Freisetzung von Chemikalien.'?'®

In der Literatur ist beschrieben, dass antimikrobielle Polymere nicht nur in
Summe der bioaktiven Funktionen der Monomere reagieren, sondern auch
anders als diese niedermolekularen Gruppen.'?'’

Die Entwicklung von antimikrobiellen Polymeren fing mit der Polymerisation

von niedermolekularen Bioziden an.'®
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3.1 Antimikrobieller Effekt

Biozide konnen bakteriostatische und bakterizide Effekte auslben.
Bakteriostatische Effekte werden meistens durch metabolische Verletzungen
ausgeldst, die reversibel sind, wenn man das Biozid wieder entfernt oder
neutralisiert. Bakterizide Effekte hingegen sind irreversibel. Biozide kénnen
an unterschiedlichen Stellen der Zelle angreifen. Mégliche Wirkungsziele
sind bei gramnegativen Zellen die Zellwand (Peptidoglykan und LPS), bei
grampositiven Zellen die Cytoplasmamembran und das Cytoplasma. Zuerst
dringt das Biozid in die Zelle ein und zerstort sie. Der Vorgang wird durch die
Migration des Biozides von der wéassrigen Phase zur Zelloberflache initiiert
und wird von den physiochemischen Eigenschaften von der Zelle und des
Biozides reguliert. Der biozide Effekt tritt sofort in Kraft, wenn das Biozid
erfolgreich mit dem jeweiligen Ziel interagiert ist. Hier gibt es allerdings
Unterschiede zwischen den Zellen, da gramnegative Zellen mit der LPS
Schicht eine zusatzliche Barriere aufweisen, die grampositive Zellen nicht
besitzen. Diese Struktur nimmt einen wesentlichen Einfluss auf die
Eindringtiefe. Durch die Einfihrung bestimmter Substanzen, wie zum
Beispiel Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA), kann die Permeabilitat der
auBeren Membran von gramnegativen Zellen verbessert werden.

Auch Faktoren wie der pH-Wert, welche die Chemie des Biozides und/oder
die mikrobielle Physiochemie beeinflussen, Uben einen Einfluss auf die
Wechselwirkung des Biozides mit der Zelle aus. Schwache S&uren sind
deshalb am reaktivsten bei pH-Werten unterhalb ihres pKa-Werts, wahrend
kationische Oberflaichen am besten bei pH-Werten wirken, welche die
negative Oberflachenladung des Bakteriums sicherstellen.

Biozide kénnen nach unterschiedlichen Gesichtspunkten unterteilt werden,
zum Beispiel nach ihrem Wirkungsort oder nach ihrem Wirkmechanismus.®
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3.2 Niedermolekulare antibakterielle Wirkstoffe

3.2.1 Antibiotika

Das Wort Antibiotikum ist aus dem Altgriechischen abgeleitet: avzi = gegen,
Biog = Leben.

Antibiotika sind dementsprechend Verbindungen, die in den Stoffwechsel von
Bakterien eingreifen und diese dadurch entweder am Wachstum hindern
(bakteriostatische Wirkung) oder abtéten (bakterizide Wirkung), wobei beides
in letzter Konsequenz zum Zelltod fiihrt.?°

Der Begriff Antibiotika wurde urspringlich nur fir natdrlich entstehende
Stoffwechselprodukte von Pilzen und Bakterien verwendet.?! Heute fallen
unter diesen Begriff auch Derivate der Naturstoffe oder klnstliche, auf
synthetischem oder gentechnischem Weg hergestellte Wirkstoffe.

Die Modifizierung von Antibiotika ist sehr wichtig, um deren Wirksamkeit trotz
der Ausbildung von Resistenzen zu erhalten. Antibiotika werden in

unterschiedliche Klassen, je nach Wirkmechanismus- und orten eingeteilt.??

3.2.2 Antiseptika und Desinfektionsmittel

Diese Mittel dienen dazu, den Befall mit Bakterien, deren Verbreitung, und
daraus resultierende Infektionen zu verhindern.

Unter den Begriff Antiseptika fallen Substanzen, die zur Abtdtung bzw.
Wachstumsinhibition von Bakterien auf lebendem Gewebe dienen, wahrend
Desinfektionsmittel eher auf unbelebten Objekten eingesetzt werden.

Weitere wichtige Begriffe sind die Sterilisierung und die Konservierung,
wobei erstere die vollstandige Zerstérung oder Beseitigung jeglicher
Mikroorganismen durch physikalische oder chemische Prozesse beschreibt.
Mit dem zweiten Begriff der Konservierung wird die Verhinderung der
Vermehrung von Mikroorganismen in beispielsweise Nahrungsmitteln oder
Medikamenten beschrieben.

Eine bedeutende Verbindungsklasse solcher antimikrobiellen Systeme sind
quaternare Ammoniumverbindungen, deren bakterizide Wirkung bekannt ist
und in folgende Teilprozessschritte eingeteilt werden kann:**2* Zuerst kommt
es zu einer Adsorption an der Oberflache der Bakterien, dann zur Diffusion
durch die Zellwand, gefolgt von der Destabilisierung der zytoplasmatischen

16



lll Bisheriger Kenntnisstand

Membran. Im n&chsten Schritt werden Kaliumionen und andere Bestandteile
der zytoplasmatischen Membran freigesetzt und im letzten Schritt kommt es
zum Zelltod.

Die Adsorption kommt durch elektrostatische Wechselwirkungen zusammen,
da die bakterielle Oberflache oft eine negative Nettoladung aufweist und
beispielsweise quaterndre Ammoniumverbindungen positiv geladen sind.
Durch hydrophobe Ketten an kationischen Gruppen kommt es zu
Wechselwirkungen mit den hydrophoben Bestandteilen der Zelle, was zur
Destabilisierung der Membran fiihrt.°

3.3 Mikrobiozide Materialmodifikationen

Materialien, die im taglichen Leben verwendet werden, wie zum Beispiel
Holz, Kunststoff, Glas oder Stahl, haben keine antimikrobiellen
Eigenschaften und muissen im gegebenen Fall modifiziert werden. Diese
Modifizierungen kdnnen auf Mikroorganismen wachstumshemmend,
abweisend, adsorbierend oder letal wirken.®® Hier soll auf die zwei

wichtigsten Modifikationsarten eingegangen werden.

3.3.1  Nicht tédliche, bakterienabweisende Modlfikationen

Zu diesen modifizierten Stoffen gehdéren hydrophile Oberflachen, Materialien
mit niedrigerer Oberflachenenergie und geladene Oberflachen.

Hydrophile Oberflachen kann man mittels Beschichtung, Mischung oder
durch kovalente Bindung mit entsprechenden Polymeren generieren. In
diesem Bereich hat Polyethylenglykol eine groBe Bedeutung erlangt, welches
schon zur Modifikation von Glas, Polyurethan, Polypropylen und Nylon
eingesetzt wurde. Die antimikrobielle Wirkung kommt wahrscheinlich daher,
dass dieses wasserldsliche, quellbare Polymer, das groBe Mengen an
geliertem Wasser speichern kann, abstoBend auf die Bakterien wirkt, bzw.
nicht adsorbierende Wechselwirkungen verursacht?’ Da die meisten
Bakterien eine negative Nettoladung aufweisen, flihren negativ geladene
Oberflachen zur AbstoBung, wie zum Beispiel bei deprotonierten
Methylmethacrylat/Methacrylsdure-Copolymeren.

Aber auch positive Oberflachen kdénnen einen antimikrobiellen Effekt
auslésen, da hier die Bakterien evil. zu stark gebunden werden kdnnen.
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Dadurch kommt es zwar zu einer Beglnstigung der Adhasion, aber die
Zellteilung und die Vermehrung wird aufgrund der zu starken Bindung
negativ beeinflusst. Dies ist zum Beispiel bei positiv geladenen Copolymeren
aus Methylmethacrylat/Trimethylaminoethylmethacrylat der Fall.?®

3.3.2 Bakterizide Materialmodifikationen

Materialmodifikationen mit bakterizider Wirkung erfolgen durch kovalente
Immobilisierung oder durch Freisetzungssysteme flr Biozide. Zu dieser
Freisetzung kann es durch eine Mischung bzw. Impragnierung mit
antimikrobiellen Systemen kommen, die in Folge konstant an die Umgebung
abgegeben werden. Ein Beispiel hierfir sind mit Silber beladene
Polymernetzwerke. Es gibt allerdings einige Nachteile solcher Systeme.
Durch den kontinuierlichen AusstoB kommt es zum vollstdndigen
Aktivitatsverlust; resistente Mikroorganismen werden verstarkt ausgebildet
und sind gegen durch die Luft Gbertragene Mikroorganismen unwirksam.
Biozide, die kovalent gebunden sind, sind auch gegen Mikroorganismen, die
durch die Luft dbertragen werden, aktiv; es kommt zu Kkeinem
Herauswaschen des bioziden Materials."’

3.4 Antibakterielle Polymersysteme

Antimikrobielle Verbindungen mit geringer molekularer Masse werden zur
Sterilisation, als antimikrobielle Medikamente und als Konservierungsmittel
verwendet. Allerdings sind sie in ihrer Anwendung durch eine gewisse
Resttoxizitat limitiert, auch wenn geeignete Mengen der Verbindung
eingesetzt werden.

Viele Arten von Kunststoffen werden gewoéhnlich durch trockene/nasse Hitze
oder ionische Bestrahlung sterilisiert. Allerdings kdnnen diese Polymere
wieder mit Mikroorganismen kontaminiert werden, sobald sie der Atmosphére
ausgesetzt sind. Deshalb ist es notwendig, neue Materialien mit
antimikrobiellen Eigenschaften zu entwickeln.

Die ideale Lésung ist die Entwicklung von Biomaterialien, die resistent
gegenlber mikrobiellen Besiedelungen sind. Antimikrobielle Polymere

kénnten eine relativ einfache Lésung flr dieses Problem darstellen.
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Die Verwendung von antimikrobiellen Polymeren ermdglicht die
Verbesserung von einigen existierenden, antimikrobiellen Verbindungen,
vermindert jedoch die Umweltprobleme, sowie die Resttoxizitat der
Verbindungen und erhéht dabei die Effizienz und Selektivitat, sowie auch die
Lebenszeit. Weitere Vorteile von antimikrobiellen Polymerverbindungen sind,
dass sie nicht flichtig und chemisch stabil sind, und nicht durch die Haut
dringen.?® Durch synergetische Effekte kommt es zu einer hdheren
antimikrobiellen  Aktivitdt, es sind  umfangreiche  antiseptische
Materialmodifikationen maoglich, und einige bedeutende
Abwehrmechanismen der Bakterien sind gegen Polymere ineffektiv."’

Die Wirkungsweisen und Generierung solcher Polymersysteme sind
vielfaltig. Es kdnnen Biozide polymerisiert werden, wobei hier bereits die
aufbauende Monomereinheit antimikrobiell wirkt. Ein Ansatz in diese
Richtung ist die Polymerisation von Antibiotika oder Desinfektionsmittel, die
vorher mit funktionellen Gruppen modifiziert worden sind.*® Weiters gibt es
makromolekulare Biozide, das sind Polymere, die formal nicht aus bioziden
Wiederholungseinheiten aufgebaut sind und wo erst das Vorliegen in der
Polymerkette zur antimikrobiellen Wirkung fiihrt.*’

Bei  Freisetzungssystemen auf Polymerbasis werden  bekannte
niedermolekulare Biozide von Makromolekilen an die Umwelt abgegeben,
wo sie dann aktiv werden. Dies kann durch kovalente Bindung der Biozide an
die Makromolekile verwirklicht werden; die Freisetzung erfolgt dann meist
durch hydrolytische Abspaltung.®

3.4.1  Grundanforderungen flir antimikrobielle Polymere

Das ideale antimikrobielle Polymer sollte leicht und billig zu synthetisieren
sein. Es sollte auch unter Langzeitverwendung und Lagerung bei den fir die
jeweiligen Anwendungen bendtigten Temperaturen stabil bleiben. Weiters
sollte es flr wasserdesinfizierende Anwendungen nicht in Wasser 16slich
sein. Es sollte nicht giftig sein und sich nicht zersetzen oder giftige Produkte
freisetzen. Es sollte regenerierbar sein, ohne Aktivitat einzubtBen, und die
biozide Wirkung sollte gegen ein breites Spekirum an pathogenen

Mikroorganismen in kurzer Zeit einsetzen.?®
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3.4.2 Faktoren, welche die antimikrobielle Aktivitat beeinflussen.

Der Einfluss des Molekulargewichtes auf die antimikrobielle Wirksamkeit
wurde von verschiedenen Gruppen untersucht, wobei allerdings
unterschiedliche Ergebnisse erzielt wurden. Laut lkeda und Kanazawa nimmt
die antimikrobielle Aktivitat mit steigendem Molekulargewicht zu, wahrend die
Chen und Tokura einen parabolischen Effekt beobachteten. Alle Gruppen
untersuchten unterschiedliche Polymere; auBerdem wurden nicht immer die
gleichen Bakterienstdmme verwendet. Hier sei erneut auf den bereits oben
diskutierten unterschiedlichen Aufbau von grampositiven und gramnegativen
Bakterien hingewiesen.

Sterische Effekte wie Spacer-Ldnge und Konformation kdnnen ebenfalls
einen Einfluss auf die bakterizide Wirkung haben. Beides sollte je nach
Biozid auf die optimale Wechselwirkung mit der Cytoplasmamembran
abgestimmt werden. Aufgrund der Amphiphilie der Cytoplasmamembran
muss ein Kompromiss zwischen Hydrophilie und Hydrophobie gefunden

werden.?®

3.4.3 Wirkmechanismus

Der Mechanismus der Wechselwirkung zwischen bakterieller Membran und
amphiphilen kationischen Makromolekulen ist noch nicht ganz geklart, doch
gibt es zur Zeit drei Hauptmodelle von Peptidwechselwirkungen mit der
Phospholipid-Membran, die auf synthetisierte Makromoleklle Ubertragen
werden kénnen: (1) ,barrel-stave“ Modell, (2) ,toroid“ Modell, (3) ,carpet®
Mechanismus. Bei allen drei Modellen kommt es zuerst zu einer
elektrostatischen Wechselwirkung zwischen dem positiv geladenem Peptid
und dem negativ geladenen Phospholipid. Bei den ersten zwei Modellen
kommt es zur Porenbildung, die durch das Peptid induziert wird. Im ,barrel-
stave” Modell formen die Peptide die Wand der Pore, wobei der hydrophobe
Teil des Peptides mit der nicht-polaren Lipidalkylkette interagiert, wahrend
die hydrophilen Segmente das Innere der Pore ausbilden. Im ,toroid“ Modell
bilden die Peptidketten mit den Lipidkopfgruppen gemeinsam die Poren aus.
Im ,carpet® Modell bleiben die Peptide an der Oberflache der Bilayer und

durch deren Ansammlung kommt es zur Zersetzung der Membran. Dieses
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Modell ist das generellste und lasst sich leicht auf synthetische Polymere
(ibertragen.®

In den folgenden Abbildungen wird die wahrscheinliche Wirkungsweise,
ausgelést durch die elektrostatische Wechselwirkung zwischen dem
polymeren Wirkstoff und der Cytoplasmamembran der Mikroorganismen
veranschaulicht.®

AuBere Membran

Proteine

Innere Membran

Abb. IlI-8: Cytoplasmamembran von Bakterien, entsprechend dem Fluid Mosaic
Modell, stabilisiert durch Calcium-lonen und verteilte Phospholipide.

C aZ+ C a2+

Biozides Polymer

Abb. 11I-9: Verdrangung von gebundenem Calcium und Anbinden von einem bioziden
Polymer an die Phospholipide.

C az+ C a2+

Abb. llI-10: Durch das Polymer induzierte Phasenseparation von geladenen und
ungeladenen Lipiden.
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C a2+ C a2+ C a2+

Caz+ H ! H [

Abb. 1lI-11: Zerfall der Cytoplasmamembran, hervorgerufen durch die
Phasenseparation.

3.4.4  Potentielle Anwendungen biozider Polymere

Neben Anwendungen im Gesundheitswesen, wie Implantaten, Badematten
etc. gibt es auch in vielen anderen Bereichen Verwendungsmaéglichkeiten flr
antimikrobielle Kunststoffe.

Um Wasser zu desinfizieren, werden haufig Chlorverbindungen oder
wasserldsliche Desinfektionsmittel eingesetzt. Diese |6slichen
Desinfektionsmittel weisen allerdings eine gewisse Resttoxizitat auf, auch
wenn nur geringe Mengen verwendet werden. Beim Einsatz von diesen
Desinfektionsmitteln oder antimikrobiellen Verbindungen kénnen Rickstande
nicht vermieden werden, was zu einer Aufkonzentration in der Umwelt fihrt.
Freie Chloratome und andere verwandte Chemikalien kénnen weiters leicht
mit  organischen  Substanzen reagieren, wobei Analoge von
Trihalogenmethan entstehen kdnnen, die krebserregend sind, weshalb deren
Verwendung vermieden werden sollte. Optimal ware die Entfernung der
Mikroorganismen aus dem Wasser mit Hilfe unléslicher Substanzen. Dies
kénnte zum Beispiel durch Kontakt-Desinfektionsmittel erfolgen, welche die
jeweiligen Zielmikroorganismen, nur durch Kontakt und ohne irgendwelche
reaktiven Substanzen freizulassen, desaktivieren, téten oder entfernen.
Antimikrobielle Polymere waren fir diese Anwendung ideal, da sie durch
mehrere Techniken synthetisiert werden kénnen und sie so modifiziert

werden konnen, dass sie unldslich in Wasser sind.
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Mikrobielle Verunreinigungen reduzieren die Haltbarkeit von Nahrungsmitteln
und erhdéhen das Risiko von Krankheiten. Die Nachfrage nach frischen
Lebensmitteln und Fertigprodukten bei Globalisierung des Handels und den
damit verbundenen langen Transportwegen, eroffnet neue
Herausforderungen. Man sucht nach Maéglichkeiten, das Wachstum der
Mikroorganismen zu verhindern, ohne dabei die Qualitdt und Frische der
Produkte einzublBen. Traditionelle Methoden, um Nahrungsmittel vor
mikrobiellem Wachstum Zu schitzen, sind zum Beispiel
Temperaturbehandlung, Gefriertrocknung, Kihlung, Bestrahlung und Zugabe
von antimikrobiellen Verbindungen oder Salz. Diese Methoden kénnen
allerdings nicht bei allen Nahrungsmitteln angewandt werden, wie zum
Beispiel bei frischem Fleisch oder bei Fertigprodukten. Doch auch hier steigt
die Nachfrage nach Produkten ohne chemische Konservierung.
Antimikrobielle Verpackungen aus bioziden Polymeren kénnten mikrobielle
Verunreinigungen kontrollieren, indem sie die Wachstumsrate reduzieren

oder die Mikroorganismen durch Kontakt desaktivieren. %
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4 Die ionische Polymerisation der 2-Oxazoline

Die ionische Polymerisation erfolgt durch Addition von Monomeren an
wachsende Makroionen, wobei hier im Gegensatz zur Polykondensation und
Polyaddition nicht jeder einzelne Schritt katalysiert werden muss. Die
Polymerisation wird durch Initiatoren initiiert, welche Kationen generieren. Da
die Initiatoren oft spontan dissoziieren, bendtigt die Reaktion nur eine kleine
Aktivierungsenergie.  Der  Polymerisationsgrad kann  durch  das
Monomer/Initiatorverhaltnis eingestellt werden. Wenn alle initiierenden
Spezies vorhanden sind, die Startreaktion sehr schnell stattfindet, es zu
keinen Abbruch- und Ubertragungsreaktionen sowie zu keinen
Diffusionseffekten kommt, entstehen Polymere mit enger
Molmassenverteilung. Bei der kationischen Polymerisation werden
Olefinderivate mit elekironenreichen  Substituenten, Monomere mit
Doppelbindungen, die Heteroatome enthalten, und bestimmte Heterocyclen
eingesetzt. Als Initiatoren dienen Brgnsted Sauren und Lewis Sauren mit Co-
Initiatoren. Das wachsende Makrokation ist thermodynamisch und kinetisch
instabil, und versucht sich durch Addition nukleophiler Spezies selbst zu
stabilisieren. Das fuhrt einerseits bei Anlagerung von Monomeren zu hohen
Reaktionsgeschwindigkeiten, andererseits bei Reaktionen mit anderen
Spezies, wie Gegenion oder Ldsungsmittel, zu einer Vielzahl an
Ubertragungs- und Abbruchreaktionen. Aus diesem Grund werden technisch
nur wenige Monomere kationisch polymerisiert, wie zum Beispiel Isobutylen,
Vinylether, Formaldehyd, Ethylenimin und Tetrahydrofuran.®*

4.1 2-Oxazoline

2-Oxazoline sind organische Verbindungen, die in einer Reihe komplexer
biologischer Strukturen inkludiert sind und eine wichtige Rolle als Liganden
fur Katalysatoren und als Zwischenprodukte einnehmen. Weiters dienen sie
als Monomere flr die kationische ringéffnende Polymerisation und kénnen
auch als Schutzgruppen eingesetzt werden. Fir die Synthese von 2-
Oxazolinen gibt es verschiedene Methoden. Die  wichtigsten
Ausgangsmaterialien fiir die Synthese sind korrespondierende Nitrile®®,
Carbons&uren® und deren Derivate wie Ester®” oder Acyl-Benzotriazole.®®
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In den letzten Jahren wurden neben diesen bekannten Methoden neue Wege
entwickelt, 2-Oxazoline zu synthetisieren, wie zum Beispiel die Umwandlung
von einem Alkohol oder einem Aldehyd mit molekularem lod oder Pyridinium
Hypobromid-Perbromid.*® Die Synthese mit dem Nitril als Ausgangsprodukt
wurde von Witte und Seeliger 1974 beschrieben.*® Hier handelt es sich um
eine einstufige Reaktion, in der das Nitril mit Aminoethanol in der Gegenwart
eines Lewissaure-Katalysators umgewandelt wird (Schema 1ll-1). Es ist von
groBem Interesse, viele verschiedene 2-Oxazoline zu synthetisieren, da der
Substituent der Seitenkette im Polymer entspricht, und dieser die
Eigenschaften stark beeinflusst.*’

Rq Katalysator
RCN . I _.<
-NH;,

R:, R, =H, Alkyl, Aryl,...

Schema llI-1: Synthese von 2-Oxazolinen mit Nitril als Ausgangsprodukt.

Far die Herstellung von Monomeren mit langerkettigen Substituenten ist die
Synthese lber die Carbonsaure gut geeignet. Hierbei wird die Carbonsaure
mit Ethanolamin und Katalysator nach folgender Reaktionsgleichung

umgesetzt.*?
(0]

Lo - 0

R” “OH, Ti(OBu), Ti(OBu), °/>
+ —»R)j\ /\/OH —> )Q
~~_-NHz -H0 H H0 rZ N
HO

Schema llI-2: Synthese von 2-Oxazolinen liber Carbonsaure und Ethanolamin.

4.2 Polymerisationsmechanismus der 2-Oxazoline

Lebende Polymerisationstechniken eréffnen die Mdglichkeit, Polymere mit
definierter Zusammensetzung und enger Molekulargewichtsverteilung zu
synthetisieren. Weiters kénnen verschiedene Strukturen hergestellt werden,
wie zum Beispiel lineare Polymere, sternférmige und

Graft(co)polymere 43444546
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Hierbei spielt die kationische ringéffnende Polymerisation (CROP) von
2-Oxazolinen eine wichtige Rolle. Die resultierenden Polyamide kdnnen als
Analoge von Polyaminosduren gesehen werden, die man auch als

Pseudopeptide bezeichnen kann.*’ (Schema III-3)
R R
IR G N
N? o N N
|
\_/ PN HoO
Schema llI-3: Oxazolin Polyoxazolin und strukturell &hnliche Polyaminoséure.

Uber die CROP von 2-Oxazolinen wurde 1966 das erste Mal von vier
unabhangigen Gruppen berichtet.*49-%0:51

Die Initiation erfolgt durch ein Elektrophil, wie Protonen oder Methylkationen,
wodurch die C-O Bindung des gebildeten Oxazoliniumions geschwacht wird,
sodass sie von dem Stickstoffatom eines anderen Monomers nukleophil
angegriffen werden kann.>® Durch weitere nukleophile Angriffe kommt es zur
Kettenfortpflanzung, die mit der Entstehung des Poly(2-Oxazolin)s
einhergeht. Durch die Zugabe eines Nukleophils kann die Reaktion gestoppt
werden, und es kann dazu genitzt werden, eine funktionelle Endgruppe
einzufihren (Schema IllI-4). Da es sich um eine lebende Polymerisation
handelt, kann ein zweites Monomer zugegeben werden, wodurch man

einfach Block-Copolymere synthetisieren kann.

20 v/‘ RfN/\/lN
Initiator N—> /k—>
/& Initiation R Fortpflanzung R

R™ >0

O
Termination l = Nukleophil

O
Schema lll-4: Reaktionsmechanismus der CROP von 2-Oxazolinen.

Durch unterschiedliche Substituenten der verwendeten Monomere kdnnen
die Eigenschaften der Poly(2-Oxazoline) leicht variiert werden.>* Funktionelle
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Gruppen koénnen auch durch Initiatoren und Kettenabbruchreagenzien
eingefuhrt werden. Multi- und monofunktionelle Alkylchloroforimate,
Dialkylsulfate, Alkyltoluensulfonate, Allyl-, Benzyl- und Propargylhalide bieten
die Méglichkeit, funktionelle Gruppen am Start der wachsenden Polymerkette
einzubauen. Die oben genannten Initiatoren gehdren zu der Klasse der
langsamen Initiatorsysteme, da sie relativ wenig elektrophil sind, was
wiederum zu einer breiteren Molekulargewichtsverteilung fihren kann. Die
Ester der Trifluoromethansulfonsdure zeigen im Gegensatz dazu eine
schnelle Initiation, was zu einer hdheren Reaktionskontrolle und geringeren
Polydispersitaten fhrt. Mono- und divalent Alkyl- und
Fluoralkyltrifluoromethansaureester wurden als gut geeignete Initiatoren fir
diese Reaktion beschrieben.® Im Gegensatz zu den kurzen Alkylketten
fihren sowohl lange Ketten als auch aromatische Substituenten zu
wasserunldslichen Polymeren.®® Dadurch ist es einfach mdglich, amphiphile
Systeme zu generieren, die zum Beispiel als micellare Katalysatoren®,
nichtionische Tenside®® oder Hydrogele® ihre Anwendung finden.

4.3 Poly(2-Oxazolin)e als antimikrobielle Verbindungen
Antimikrobielle Polymere sind gute Alternativen zu niedermolekularen
antimikrobiellen Verbindungen. Der gréBte Vorteil von antimikrobiellen
Polymeren ist sowohl ihre niedrige Toxizitat als auch ihre geringere Tendenz
zu mikrobieller Resistenz. Dariber hinaus verfligen die Polymere Uber eine
langere Lebenszeit und oft besitzen sie eine verbesserte Effizienz und
Selektivitat gegentber niedermolekularen Verbindungen.

Laut dem Review-Artikel von R. Hoogenboom® berichteten Waschinski und
Tiller, dass Poly(2-Ethyl-2-oxazolin) (PEtOx), welches mit einem quaternaren
Ammoniumsalz funktionalisiert war, héhere antimikrobielle Aktivitat gegen
S.Aureus aufweist als analog endfunktionalisierte Poly(2-Methyl-2-oxazolin)
(PMeOx). Weiters fanden sie heraus, dass die Kettenlange die Aktivitat nicht
beeinflusst, wahrend die funktionelle Gruppe am Polymerende, die auch
Satellit-Gruppe genannt wird, die antimikrobielle Aktivitdt jedoch deutlich
beeinflusst. Der Satellit-Gruppen Effekt wurde durch Veranderung der
Struktur genauer untersucht, wobei es zu besserer antimikrobieller Aktivitat

kam, wenn das quaterndre Ammoniumsalz und die Satellit-Gruppe in einer
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unimolekularen Mizelle aggregieren. Der nachfolgende gemeinsame Angriff
beider Gruppen der Phospholipidmembran fiahrt zur Durchlécherung der
Membran. Neben diesen l6slichen antimikrobiellen Poly(2-Oxazolin)en wurde
auch die Herstellung von antimikrobiellen Oberflachen (ber zwei
verschiedene Vorgehensweisen untersucht. Einerseits wurde ein
amphiphiles Blockcopolymer, bestehend aus Poly(2-Phenyl-2-oxazolin)
(PMeOx) als hydrophober Block, und Poly(2-Methyl-2-oxazolin) (PMeOx) als
hydrophiler Block, mit quaterndarem Stickstoff als Endgruppe am PMeOx
hergestellt.  Dieses Polymer wurde als Stabilisator fir die
Emulsionspolymerisation von Styrol/Butylacrylat Mischungen eingesetzt, um
Poly(2-Oxazolin)-modifizierte Gitter zu erhalten. Die daraus erhaltenen
Polymerfilme weisen eine gute antimikrobielle Wirksamkeit gegen S. Aureus
auf, welche unabhangig von dem Styrol/Butylacrylat Verhaltnis ist. Im
zweiten  Versuch wurden Poly(2-Oxazolin)e, die einerseits Uber
polymerisierbare Endgruppen, andererseits lUber eine quaternare Stickstoff-
Endgruppe verflgten, mit Hydroxyethylmethacrylat und
Glyceroldimethacrylat copolymerisiert, wodurch ein  Polymernetzwerk
entstand. Die erhaltenen Polymerfilme zeigten antibakterielle Eigenschaften
mit langerer Wirksamkeit als bei niedermolekularen copolymerisierbaren
Additiven, obwohl geringere Mengen an bioziden Gruppen von Noéten

waren.®

4.4 Mikrowellen untersttitzte Polymerisation

Mikrowellenbestrahlung ist eine gut bekannte Methode, um Materialien zu
erwarmen oder zu trocknen, und sie wird in vielen privaten Haushalten sowie
in der Industrie verwendet. Sie eréffnet eine Vielzahl an Vorteilen gegenliber
konventionellen Heizmethoden, da sie ohne direkten Kontakt erhitzt und der

Heizvorgang unmittelbar, schnell und sehr spezifisch erfolgt.®'-¢?
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Abb. lll-12: Mikrowelle von Biotage.®®

Mikrowellen arbeiten mit elektromagnetischer nicht-ionischer Strahlung mit
Frequenzen zwischen 300 GHz und 300 MHz. Die korrespondierenden
Wellenlédngen reichen von 1 mm bis zu 1 m, sodass sie zwischen Infrarot-
und Radiowellen liegen.

Die meisten kommerziell erhaltlichen Mikrowellen verwenden eine Strahlung
mit einer standardisierten Frequenz von 2450 MHz (Wellenldange A = 0,122
m), um Interferenzen mit dem Mobilfunk zu vermeiden.

Das korrespondierende elektrische Feld oszilliert 4,9410° Mal pro Sekunde
und verursacht die standige Umorientierung dipolarer Spezies und ionischer
Partikel. Diese starke Anregung fuhrt zu einer schnellen sehr gleichméBig
Aufheizung in der Bestrahlungskammer ohne direkten Kontakt.®’

Es gibt signifikante Unterschiede zwischen der Mikrowellenbestrahlung und
konventionellen Heizmethode. Mit Hilfe der Mikrowellenbestrahlung kénnen
Heizraten von 2-4 °C/min erreicht werden, wenn mindestens eine
Komponente der chemischen Reaktion von Mikrowellen angeregt werden
kann. Beim dielektrischen Heizvorgang handelt es sich um einen sehr
schnellen Aufheizprozess, die Energie wird schnell generiert. Es ist auch
moglich, die Wande der MikrowellengefaBe mit einem Kihimittel zu kihlen,
welches nicht durch Mikrowellen angeregt werden kann. Dadurch bleiben die
Wande kalt, wahrend im Inneren die Reaktanden weiter aufgeheizt werden.
Bei herkdbmmlichen Heizmethoden werden hauptsachlich die Wéande des
GefaBes erhitzt. (Abb. 111-13)
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Mikrowellenerwarmung konventionelle Erwarmung

Abb. 1lI-13: Unterschied in der Erwarmung mit der Mikrowelle und durch
herkémmliche Methoden.*

Bei Ldésungen ist allerdings selektives Heizen nur bedingt bis gar nicht
moglich. Wenn man zum Beispiel eine Mischung aus Methanol (2%) und
Benzol (98%) mit Mikrowellenbestrahlun aufheizt, kommt es zu einer raschen
Erwarmung der gesamten Mischung, obwohl Benzol nur schwer durch
Mikrowellen angeregt wird. Dies liegt daran, dass urspringlich zwar nur die
Methanol-Molekile angeregt werden, die Energie dann aber so schnell
weiter Ubertragen wird, dass die ganze Mischung aufgeheizt wird.

Das Sieden ist sowohl ein kinetischer, als auch ein thermodynamischer
Prozess. Es hangt vom Leistungsinput, von der Effizienz des Ruhrens und
von dem Vorhandensein fester Bestandteile in der Lésung ab. Der
Siedepunkt kann erhdht werden, indem man bei Uberdruck arbeitet. So ist es
moglich, bis zu 100 °C (ber den Kkonventionellen Siedepunkt von
organischen Lésungsmitteln zu gelangen. Ethanol siedet zum Beispiel unter
konventionellen Methoden bei 79 °C, unter Mikrowellenbestrahlung kann
dieser jedoch bei 12 atm auf einen Wert von 164 °C angehoben werden.
Durch die bessere Ldslichkeit in halogenfreien Lésungsmitteln bei hohen
Temperaturen kann deshalb vermehrt auf halogenhaltige Ldsungsmittel
verzichtet werden. Mit Hilfe von Mikrowellenbestrahlungen ist es also
moglich, auBerhalb von konventionellen Gleichgewichtsbedingungen zu
arbeiten.®

Diese Bedingungen erfordern jedoch bestimmte Eigenschaften der
ReaktionsgefaBe. Die meisten Mikrowellen arbeiten mit standardisierten
GefaBen, die mit einem Septum verschlossen werden. Als
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Reaktionsparameter sind die Temperatur und die Reaktionszeit einstellbar.
Die Reaktionslésung wird unter anderem durch Erhéhung des Drucks auf die
gewlnschte Temperatur gebracht. Der Temperaturverlauf wahrend der
Reaktion kann durch einen IR-Sensor Gberwacht und reguliert werden, was

es ermdglicht, die Reaktion bis zu einem gewissen Grad zu verfolgen.®’
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IV Ergebnisse und Diskussion

1 Einleitung

Da das protonierte Polyamin, das durch vollstandige Hydrolyse aus Poly(2-
Oxazolin)en synthetisiert werden kann, eine gute antimikrobielle Wirksamkeit
aufwies, wurde in der vorliegenden Arbeit eine partielle Hydrolyse
durchgefihrt, um den Einfluss der Seitenketten auf die antimikrobielle
Aktivitat und die thermische Stabilitat zu untersuchen. Als Ausgangspolymere
wurden Poly(2-Ethyl-2-oxazolin) (PEtOx) sowie Poly(2-Nonyl-2-oxazolin)
(PNonOx) gewahlt. Fir den eventuellen Einsatz in Wasserrohren ist
besonders bemerkenswert, dass PEtOx und PNonOx bereits von der Food
and Drug Administration (FDA) auf ihre Biokompabilitdt getestet und als
Konservierungsmittel zugelassen worden sind. Sowohl die Polymerisation als
auch die Hydrolyse wurden in der Mikrowelle durchgeflhrt, wobei
verhaltnismaBig kurze Reaktionszeiten erreicht werden konnten. Als
thermische Analysenmethoden wurden die Differential Scanning Calorimetry
(DSC) und thermogravimetrische Messungen (STA-MS) herangezogen.
AbschlieBend wurde ein Schnelltest mit dem Life/Dead Kit von Invitrogen™
durchgefiihrt, um die antimikrobielle Aktivitdt der Ausgangspolymere und

ausgewahlter Copolymere zu bestimmen.
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2 Partielle Hydrolyse von PEtOx und
Charakterisierung der resultierenden Copolymere

2.1 Kinetik der Hydrolyse des Poly(2-Ethyl-2-oxazolin)s
Poly(2-Ethyl-2-oxazolin) wurde mittels mikrowellenunterstitzter kationischer
ringdffnender Polymerisation (CROP) synthetisiert. 20 g
2-Ethyloxazolin und Methyltosylat wurden unter Schutzgas eingewogen, in
absolutem Dichlormethan gelést und anschlieBend in der Mikrowelle bei
140 °C fOr 12 min polymerisiert. Es wurde ein Polymerisationsgrad von 60
erreicht.

|
O
0=$=0 Initiation /—(;N,N N/:’\O 20 T /\/TOH
M O Y —— I
R

—_nSo——= "
NYO /LX( Propagation Termination /g
. -OTs R R™ ~O H® R O

R = Ethyl
Schema IV-1: Synthese von PEtOx.

Poly(2-Ethyl-2-oxazolin)-co-(Aziridinium  Chlorid) wurde durch partielle
Hydrolyse des Poly(2-Ethyl-2-oxazolin)s synthetisiert.

Dazu wurden 0,5 g des vorher hergestellten Poly(2-Ethyl-2-oxazolin)s in 6 M
HCI gelést und in der Mikrowelle bei 160 °C flr unterschiedliche Zeiten
umgesetzt.

® O

Hy
5 )\/ _ C,H5CO,H o )\/ ¢

Schema IV-2: Partielle Hydrolyse von PEtOx.

Das synthetisierte Poly(2-Ethyl-2-oxazolin)-co-(Aziridinium Chlorid) wurde zur
Isolation mit 10 M NaOH geféllt, wodurch Poly(2-Ethyl-2-oxazolin)-co-
(Aziridin) entstand. Dieses Copolymer konnte danach durch Zugabe von 6 M
HCI wieder in das Ausgangsprodukt zuriickgeflihrt werden.
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@ O
H
N o | OH———> N n-m m c?H

o)\/ c  -NaCl, H,0 5 )\/

Schema IV-3: Isolierung des Copolymers.

In  Abhéngigkeit von der Reaktionszeit konnten unterschiedliche
Hydrolysegrade erreicht werden, wobei jeweils Doppelbestimmungen
durchgefihrt wurden (Tab. IV-1).

Tab. IV-1: Ergebnisse der partiellen Hydrolyse von PEtOx.

. . Hydrolysegrade / %

A2 Gl 1.Durchgang 2.Durchgang Mittelwerte
0,5 11,7 14,4 10,3
1,0 22,7 18,4 21,4
1,5 21,6 25,9 22,4
2,0 35,2 45,5 39,6
2,5 50,7 42,8 46,8
3,0 62,7 56,9 51,5
3,5 60,8 59,4 60,1
4,0 59,7 64,2 61,9
4,5 70,0 68,6 69,3
5,0 75,7 74,6 75,2
5,5 79,0 83,6 81,3
6,0 86,0 85,3 85,6
6,5 88,9 85,0 86,9
7,0 87,9 91,3 89,6
7,5 92,1 87,5 89,8
8,0 92,8 89,2 91,0
9,0 94,9 94,7 94,8
10 95,8 94,9 95,4

Am Anfang steigt der Hydrolysegrad schnell mit der Zeit an, doch nach
ungefédhr 6 min beginnt die Kurve abzuflachen (Abb. IV-1). Der gewlinschte
Grad der Hydrolyse kann gut eingestelll werden, da die
Doppelbestimmungen sehr gut miteinander korrelieren. Innerhalb von 10 min
kann eine vollstdndige Hydrolyse unter Mikrowellenbestrahlung erreicht

werden.
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Abb. IV-1: Zeitabhéngigkeit des Hydrolysegrades des partiell hydrolysierten PEtOXx.

Die logarithmische Auftragung gegen die Zeit in der Abbildung IV-2 zeigt,
dass es sich bei der Hydrolyse von Poly(2-Ethyl-2-oxazolin) um eine
Reaktion erster Ordnung handelt.

3.5

3.0-
22.5-
(5 J
T 20
S 1] R? = 0,989
S 107 1.Durchgang
T 05- 2.Durchgang
T Mittelwerte
0.0

o 2 4 & 8 10

Zeit / min

Abb. IV-2: Logarithmische Auftragung der partiellen Hydrolyse von PEtOx.

Die Hydrolyse von Poly(2-Methyl-2-oxazolin) und Poly(2-Ethyl-2-oxazolin)
wurde bereits von R. Hoogenboom® durchgefiihrt. Hoogenboom et al
bendtigten deutlich langere Reaktionszeiten bis zum Erreichen der
vollstandigen Hydrolyse.
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Diese unterschiedlichen Reaktionszeiten sind hauptsachlich auf die
unterschiedlich  gewahlten Reaktionstemperaturen  zurlickzufthren.
Hoogenboom und Mitarbeiter hydrolysierten bei 100 °C wéahrend in dieser
Arbeit 160 °C flr die Hydrolyse gewahlt wurde. Bemerkenswert ist zudem die
andere Kinetik der Hydrolyse in der Arbeit von Hoogenboom et al.

2.2 Charakterisierung

2.2.1 NMR-spektroskopische Analyse

Mittels NMR-spektroskopischer Messungen wurden die Produkte
charakterisiert und der Hydrolysegrad der Copolymere bestimmt. Zur
Bestimmung der Hydrolysegrade wurden die Integrale der CH.-Gruppen der
Hauptkette neben dem Amid mit der durch die Hydrolyse entstehenden
benachbarten CH,-Gruppe des Amins verglichen (Abb. V-3 bis IV-6).

BN,
hediol

Abb. 1V-3: CH,-Gruppen des partiell hydrolysierten PEtOx mit unterschiedlichen
chemischen Verschiebungen.
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Abb. IV-4: 'H-NMR Spektrum des Poly(2-Ethyl-2-oxazolin)s: 0,980-1,20 (m; 180 H;
COCH,CH,), 2,13-2,46 (m; 120 H; COCH.CH;), 3,44 (s; 240 H; NCH,CH.N), PD = 60.
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Abb. IV-5: 'H-NMR Spektrum eines Copolymers: 1,00-1,18 (t; 89 H NCOCH,CH3), 2,31-
2,52 (m; 59 H; NCOCH.CH5), 2,63-2,87 (m; 122 H; NHCH.CH,), 3,40-3,70 (m; 118 H;
NCOC,H;CH.,CH,) PD = 60. Der Hydrolysegrad wird durch das Integralverhaltnis
errechnet; in diesem Fall handelt es sich um einen Hydrolysegrad von 50%.
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Abb. IV-6: "H-NMR Spektrum des Polyamins: 2,76 (s; 240 H; NHCH>CH,), PD = 60.

222 DSC-Analyse

Mit Hilfe der Differential Scanning Calorimetry (DSC) wurden die
Glasubergangstemperaturen der Poly(2-Ethyl-2-oxazolin)-co-(Aziridinium
Chlorid)e und des Poly(2-Ethyl-2-oxazolin)s bestimmt.

Tab. IV-2: Abhéangigkeit des Glasiibergangs vom Hydrolysegrad.

Hydroloysegrad /% T,/ °C
0 56
18,4 65
42,8 66
56,9 68
79,0 -
95,8 -

Die GlaslUbergangstemperatur ist ein MaB fir die Kettenbeweglichkeit. Je
héher die Glastibergangstemperatur ist, desto niedriger ist die Beweglichkeit
der Ketten. Die Glaslbergangstemperatur der Proben nimmt mit steigendem
Hydrolysegrad zu, da weniger flexible Seitenketten vorhanden sind. Weiters
fallt auf, dass die Glaslbergangstemperatur des reinen PEtOx noch am
deutlichsten ausgepragt ist, wahrend die der Copolymere sehr
verschwommen sind, bis die Proben ab ca. 60% Hydrolyse keinen
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Glasibergang mehr aufweisen. Ab diesem Wert Uberwiegen somit die
Eigenschaften des Polyaziridins.

68 - °

66—- °

64-
O 62l
604

58

56 e

0 18,4 42,8 56,9 79
Hydrolysegrad / %

Abb. IV-7: Abhangigkeit der Glasiibergangstemperatur vom Hydrolysegrad.

2.2.3 TA-Analyse

Zur Bestimmung der Temperaturstabilitdt der Poly(2-Ethyl-2-oxazolin)-co-
(Aziridinje  wurden  thermogravimetrische = Messungen  (STA-MS)
durchgefuhrt.

Durch die TA-Analyse wurde die Temperatur bei 5% Gewichtsverlust der
Poly(2-Ethyl-2-oxazolin)-co-(Aziridin)e ermittelt. Es wurde zuerst eine
Temperatur von 20 °C eingestellt, diese fir 5 min gehalten und danach
wurde weiter auf 550 °C mit einer Heizrate von 37 °C/min aufgeheizt.
Waéhrend dieser 5 min bei 20 °C kam es schon zu geringen Massenverlusten
im Bereich von 0-1,3%. Der Grund dafir kbénnte einerseits die
Restfeuchtigkeit der Copolymere sein, da diese sehr vorsichtig getrocknet
wurden, um die Produkte nicht vor der Messung zu zerstéren. Andererseits
kénnte in dieser Zeit auch schon die Zersetzung des Produktes bei
bestimmten Proben angefangen haben, da manche Proben thermisch
instabil sind. Die ermittelten Zersetzungskurven sind in Abb. 1V-8 bis Abb. IV-

14 als blaue Kurven abgebildet.
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TG /% DSC /(mW/mg)
Masseanderung: -5.05 % T exo
100 1} 0.0
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80
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70 R E— Dg?:
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50
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30 25
20 |
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10 1
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Abb. IV-8: STA-MS Kurve von Poly(2-Ethyl-2-oxazolin): Ab ca. 200 °C ist der Beginn
der Zersetzungskurve zu sehen. Bis 322 °C kommt es zu einem Massenverlust von ca.
5%.
TG /% DSC /(mW/mg)
100 Texo g0
901 Wert: 181.0 °C, 94.38 %
Masseéanderung: -5.00 %
Wendepunkt: 333.5 °C (08
80
70 )
1.0
601 Masseénderung: -83.32 %
501 15
40
F-2.0
30
Peak:335.0 °C
20
25
100 200 300 400 500
Temperatur /°C

Abb. IV-9: STA-MS Kurve von 18,4% hydrolysierten PEtOx. Bis ca. 40 °C ist das
Copolymer stabil. Bis 181 °C ist ein Massenverlust von ca. 5% zu beobachten.
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TG /% DSC /(mW/mg)
T exo
Wert: 140.0 °C, 93.69 %
-0.2
90 4
Masseénderung: -4.97 % 0.4
80 1
-0.6
70 4 Wendepunkt: 353.2 °C
-0.8
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-1.2
50
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-1.6
Peak:338.0 °C
30 1
-1.8
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Abb. IV-10: STA-MS Kurve des zu 42,8% hydrolysierten PEtOx: Ab ca. 55 °C ist die
Zersetzung zu sehen. Es kommt bis zu einer Temperatur von 140 °C zu einem
Massenverlust von ca. 5%.
TG /% DSC /(mW/mg)
100 1 T exo)
r04
901 Wert: 106.0 °C, 94.04 % (02
Masseénderung: -4.92 %
ro.0
80 1
r-0.2
70 4
Masseéanderung: -71.94 %
F-0.4
60 -
Wendepunkt: 358.2 C l .06
50 4
r-0.8
40 Peak: 345.2 C [-1.0
-1.2
30 1 .2

160 260 300 460 560
Temperatur /°C

Abb. IV-11: STA-MS Kurve des zu 59,4% hydrolysierten PEtOx: Die Zersetzung beginnt
bei ca. 46 °C. Es folgt 5%iger Massenverlust bis zu einer Temperatur von 106 °C.
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TG /%

DSC /(mW/mg)
T exo
Wert: 72.0 °C, 93.77 %
Masseénderung: -5.04 %
90 - 0.5
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80 1
1.0
1
70 4
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Abb. IV-12: STA-MS Kurve des zu 79% hydrolysierten PEtOx: Die Temperaturstabilitat
ist bis zu einer Temperatur von ca. 24 °C gegeben. Bis 72 °C kommt es zu einem
Massenverlust von 5%.

TG /% DSC /(mW/mg)
100 1 Texo

r3.0
Masseanderung: -4.97 %
95 1 Wert: 80.0 °C, 94.71 %

r25

90 1
r20

851
1.5

80 1
Masseanderung: -45.05 % 1.0
757 o5
701 r0.0
65 r-05
60 1.0
1.5

551

160 260 300 460 560
Temperatur /°C

Abb. IV-13: STA-MS Kurve des zu 87,5% hydrolysierten PEtOx: Die Zersetzung beginnt
schon bei ca. 20 °C. Es folgt 5%iger Massenverlust bis zu einer Temperatur von 80 °C.
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TG /% DSC /(mW/mg)
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Abb. IV-14: STA-MS Kurve des zu 95% hydrolysierten PEtOx: Das Copolymer weist
keine Temperaturstabilitdt mehr auf. Bis 74 °C tritt ein Massenverlust von 5% auf.

50 T

0 20 40 60 80 100
Hydrolysegrad / %

Abb. IV-15: Vergleich der STA-MS Ergebnisse der unterschiedlich hydrolysierten
Proben.

43
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Das nicht hydrolysierte Poly(2-Ethyl-2-oxazolin) weist die hdchste
Temperaturstabilitdt auf. Die Temperaturstabilitdt nimmt mit steigendem
Hydrolysegrad ab, wobei es zwischen den Proben mit 20% Hydrolyse bis
80% Hydrolyse zu einem starken Abfall kommt. Nach 80% sinkt die Stabilitat

zwar weiter, aber weist eine deutlich geringere Steigung auf.
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3 Partielle Hydrolyse von PNonOx und
Charakterisierung der resultierenden Copolymere

3.1 Kinetik der Hydrolyse des Poly(2-Nonyl-2-oxazolin)s

Die Synthese von Poly(2-Nonyl-2-oxazolin) wurde mittels
mikrowellenunterstltzter kationischer ringdffnender Polymerisation (CROP)
durchgefihrt. 15 g 2-Nonyloxazolin, das vorher von der Arbeitsgruppe selbst
synthetisiert wurde, und Methyltosylat wurden unter Schutzgas eingewogen,
in Acetonitril gelést und anschlieBend in der Mikrowelle bei 150 °C fir 16 min
polymerisiert (Schema 1V-4). Es wurde ein Polymerisationsgrad von 60
erreicht.

O
i [\
0=S=0 ey ® OH
. /_\ Initiation /—C(\ :BLNR \fN/\/l,nNYO Hzo \l\N/\/]fn
R
@]

N O T N L05 oo e
Y e b\( ropagation Termination
-OTs R O _H@ R
R R
R = Nonyl

Schema IV-4: Synthese von PNonOx.

Als Nebenprodukt entstand Acetamid (Schema [V-5), welches durch
Abziehen des Ldsungsmittels am Rotavapor entfernt werden konnte, wo es
mit Chloroform codestilliert wurde.

O

=N+ H — >
HyC—=N"* H,0 H3CJ]\NH2

Schema IV-5: Hydrolyse von Acetonitril zu Acetamid.

Poly(2-Nonyl-2-oxazolin)-co-(Aziridinium Chlorid) wurde durch partielle
Hydrolyse von Poly(2Nonyl-2-oxazolin) synthetisiert.

Dazu wurden 0,5 g des bereits selbst synthetisierten Poly(2-Nonyl-2-
oxazolin)s mit 6 M HCI versetzt und bei 160 °C fir unterschiedliche Zeiten
umgesetzt. Das erhaltene Produkt wurde abfiltriert und die entstandene
Decansaure mittels Aceton entfernt.
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+N /\/],nOH

H
6M HCl /\J/(sz cl
e N ~~OH
- CgH419CO,H M
O

Schema 1V-6: Partielle Hydrolyse von PNonOx.

Auch hier konnten in Abhangigkeit von den Reaktionszeiten unterschiedliche

Hydrolysegrade erreicht werden (Tab. IV-3).

Tab. IV-3: Ergebnisse der partiellen Hydrolyse von PNonOx.

Zeit / min

5
10
20
25
30
35
40
45

Hydrolysegrade / %

1.Durchgang 2.Durchgang Mittelwerte
24,0 23,5 23,7
42,7 38,8 40,7
61,9 61,4 61,7
68,6 73,5 71,0
79,5 71,0 75,3
78,5 83,2 80,8
84,9 86,7 85,8
86,6 86,6 86,6

Ahnlich wie bei PEtOx steigt auch hier der Hydrolysegrad zuerst schnell mit

der Zeit an, wobei es nach einer Reaktionszeit von 20 min zu einem
Abflachen der Kurve kommt (Abb. IV-16).

90
80—-
70-
60—-
50-
40

Hydrolysegrad / %

30
20+

*  Mittelwerte
4 1.Durchgang
¢ 2.Durchgang

20 30 40 50
Zeit / min

Abb. 1V-16: Partielle Hydrolyse des PNonOx.
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Bei Poly(2-Nonyl-2-oxazolin) handelt es sich ebenfalls bei der Hydrolyse um
eine Reaktion erster Ordnung, wie man in der untenstehenden Abbildung

anhand der logarithmischen Auftragung erkennen kann.

2,2

2,0

1,81
—1,6-
(:E 1,4
S 12]
g 10] a 1.Durchgang
808_- ° 2.!Z)urchgang
= = Mittelwerte
c 0,6
" 04- R? = 0,9941

0,2

o 10 20 30 40 50
Zeit / min

Abb. IV-17: Logarithmische Auftragung der Ergebnisse der partiellen Hydrolyse von
PNonOx.

3.2 Charakterisierung

3.2.1  NMR-Analyse

Die NMR-spektroskopischen Messungen dienten zur
Produktcharakterisierung und zur Bestimmung des Hydrolysegrades der
Copolymere. Zur Bestimmung der Hydrolysegrade wurde das Gesamtintegral
der CH>-Gruppen der Hauptkette neben dem Amid und der neuen CHa-
Gruppen neben dem Amin, mit dem bei steigendem Hydrolysegrad immer
kleiner werdenden Integral der CHs-Gruppe der Seitenkette verglichen

(Abb. IV-18 bis IV-20).

c1®

N,
LS9

Abb. IV-18: Partiell hydrolysiertes PNonOx. Das Verhiltnis des Gesamtintegrals der
CH>-Gruppen der Hauptkette zur CH;-Grupe der Nebenkette gibt Aufschluss liber den
Hydrolysegrad.
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Abb. IV-19: 'H-NMR Spektrum des unhydrolysierten Poly(2-Nonyl-2-oxazolin)s: 0,853-
0,95 (t; 180 H; COCgH,CHj5), 1,22-1,39 (m; 720 H; COCH,CH,CsH;.CH3), 1,61 (s; 120 H;
COCH,CH-R), 2,17-2,42 (m; 120 H; COCH_.R), 3,03-3,81 (pr-s; 240 H; CH,CH,), PD = 60.
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Abb. IV-20: 'H-NMR des Copolymers: 0,751-0,865 (t; 139 H; COCgHsCHj), 1,12-1,33
(s ; 558 H ; COCH,CH,CsH,,CH5), 1,40-1,65 (s ; 92 H ; COCH,CH.R), 2,02-2,53 (m ; 92 H ;
COCH:R), 3,08-3,96 (m ; 240 H ; NCH,CH:N), PD = 60. Der Hydrolysegrad wird mit Hilfe
der Integralverhédltnise berechnet; in diesem Fall handelt es sich um einen
Hydrolysegrad von 23%.
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3.2.2 DSC-Analyse

Mit Hilfe der Differential Scanning Calorimetry (DSC) wurden die
Glasubergangstemperaturen der Poly(2-Nonyl-2-oxazolin)-co-(Aziridinium
Chlorid)e und der Schmelzpunkt des Poly(2-Nonyl-2-oxazolin)s bestimmt.

Tab. IV-4: Abhédngigkeit der Glasiibergangstemperatur vom Hydrolysegrad.

Hydrolysegrad / % Tyq/ °C
0 kein Tg, nur my
23,5 74,5
42,7 74,6
62,0 78,4
78,5 kein Tg4

In der Tabelle IV-4 ist ein Anstieg der Glaslbergangstemperaturen mit
steigendem Hydrolysegrad zu erkennen, wobei der Unterschied der
GlasUbergangstemperaturen zwischen 24% und 43% noch sehr gering ist,
und es erst bis 62% zu einem sehr steilen Anstieg kommt. Dieser Anstieg der
GlaslUbergangstemperatur liegt darin begriindet, dass weniger flexible
Seitenketten vorhanden sind. Weiters fallt auf, dass der Glaslbergang mit
steigendem Hydrolysegrad immer weniger ausgepragt ist, also wie beim
PEtOx immer mehr verschwimmt (Abb. 1V-21) was damit zusammenhangt,

dass die Eigenschaften des Polyaziridins langsam tberwiegen.

23.5 % 42,7 %

->\‘;=m—._.__“

Abb. IV-21: Abhangigkeit des Glasiibergang-Peaks vom Hydrolysegrad.

Ab 78,5% Hydrolyse ist kein Glastibergang mehr zu erkennen. Das reine
Poly(2-Nonyl-2-oxazolin) weist keinen GlasUbergang auf, daflir besitzt es
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aber  eine Schmelztemperatur bei 143,5 °C und eine

Kristallisationstemperatur bei 78,9 °C.

3.2.3 TA-Analyse

Mit Hilfe der TA-Analyse wurde die Stabilitat der Poly(2-Nonyl-2-oxazolin)-co-
(Aziridin)e Uberpraft. Zur Probenvorbereitung wurden die Poly(2-Nonyl-2-
oxazolin)-co-(Aziridinium Chlorid)e zerkleinert und 24 h in 10 M NaOH
eingelegt. Zur Bestimmung der thermischen Stabilitat wurde die Temperatur
ermittelt, bei welcher die Probe 5% ihres Gewichts verloren hat. Die
Zersetzungskurven sind in den Abbildungen 1V-22 bis IV-26 zu sehen.

TG /% DSC /(mW/mg)
JMasseénderung: -4.98 % T exo

2 00

100

Wert: 337.0 °C, 95.18 %

-0.5
80

[1.2] VK_41_d.dsu
G

DsC

60

Masseéanderung: -98.82 %

40

Wendepunkt: 412.7 °C

-2.0

25
nel
>

400 500

20

100 200 300
Temperatur /°C

Abb. 1V-22: STA-MS Kurve des Poly(2-Nonyl-2-oxazolin): Die Temperaturstabilitat
reicht bis ca. 250 °C. Bis zu 337 °C kommt es zu einem ca. 5%igen Massenverlust.
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TG /% DSC /(mW/mg)
Masseénderung: -5.01 % T exo
100 !
Wert: 184.0 °C, 95.00 %
90 4 -0.2
804 0.4
701
-0.6
[1.2] VK_44_b.dsu
T Masseénderung: -81.98 %
DSC
60 1
-0.8
3]
50 4
-1.0
40 -
Wendepunkt: 402.7 °C
-1.2
30 4
-1.4
20 1 1.2
100 200 300 400 500
Temperatur /°C
Abb. [IV-23: STA-MS Kurve des zu 23,5% hydrolysierten PNonOx: Die
Zersetzungskurve beginnt bei ca. 30 °C. 5% iger Massenverlust tritt bis 184 °C auf.
TG % DSC /(mW/mg)
Masseénderung: -5.03 % T exo
100
Wert: 159.0 °C, 95.14 %
90 \
r-05
80 1
[1.2] VK_48.dsu
70 4 ———————DsC
-1.0
60 1 Masse&nderung: -91.91 %
50 1
Wendepunkt: 331.2 °C 15
40 -
30 1
F-2.0
20 1
10 12
- -25
100 200 300 400 500
Temperatur /°C

Abb. 1IV-24: STA-MS Kurve des zu 42,7% hydrolysierten PNonOx: Die
Temperaturstabilitat ist bis ca. 25 °C gegeben. Bis 159 °C weist das Polymer einen ca.
5%igen Massenverlust auf.
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TG /% DSC /(mW/mg)
Masseanderung: -5.01 % Texo o
100 :
Wert: 111.0 °C, 94.70 %
90 0.5
1.0
80 1 ]
15
70 4
[1.2] VK_50.dsu -2.0
60 1 bae
Masseénderung: -90.57 %
25
50 1
Wendepunkt: 331.9 °C -3.0
40 1
35
30 1
-4.0
20 1
45
10 4 &l z']
100 200 300 400 500
Temperatur /°C
Abb. 1V-25: STA-MS Kurve des zu 62% hydrolysierten PNonOx: Die Zersetzungskurve
beginnt ca. bei 23 °C. Der 5%ige Massenverlust tritt schon bis zu einer Temperatur
von 111 °C auf.
TG /% DSC /(mW/mg)
Masseanderung: -4.91 % T exo
Wert: 68.0 °C, 93.84 % [02
Wendepunkt: 68.5 °C |
901 L04
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704
1.0
601 1.2
Wendepunkt: 390.2 °C
1.4
50 1
16
404
1.8
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Abb. IV-26: STA-MS Kurve des zu 78,5% hydrolysierten PNonOx: Das Copolymer ist
bis ca. 20 °C stabil. Bis 68 °C kommt es zu einem Massenverlust von ca. 5%.
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Abb. IV-27: Abhangigkeit der Temperaturstabilitdt vom Hydrolysegrad.

In der Abbildung IV-27 ist zu erkennen, dass das Polyamid mit steigendem
Hydrolysegrad immer instabiler wird. Auch hier kommt es zu einer fast
sprunghaften Abnahme der Stabilitdt vom Polyamid zum 20% hydrolysierten
Polyamin.
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4 Vergleich der Hydrolyse von PEtOx mit PNonOx

sowie der korrespondierenden Copolymere

4.1 Hydrolyse

90 -
[
80
~
T i
© 70
a = Mittelwerte D 60 Mittelwerte
4 1.Durchgang g 50 4 1.Durchgang
* 2.Durchgang ° *  2.Durchgang
S 40-
>
I 30
20
2 2 6 8 10 0 10 20 30 40
Zeit / min Zeit / min

Abb. 1V-28: Vergleich der partiellen Hydrolyse des PEtOx (links) mit der des PNonOx
(rechts).

Um PNonOx vollstdndig zu hydrolysieren, braucht man unter identen
Bedingungen deutlich langere Reaktionszeiten als bei PEtOx. Uber diese
Begebenheit wurde auch schon von Hoogenboom und Mitarbeiter®
berichtet. Sie verglichen die Kinetik der Hydrolyse von Poly(2-Methyl-2-

oxazolin) mit derjenigen von Poly(2-Ethyl-2-oxazolin) und fanden heraus,

dass die Reaktion mit PMeOx aufgrund der kiirzeren Alkylgruppe schneller

ablauft. Weiters ist PNonOx bei Raumtemperatur nicht in Salzséure l6slich,

wodurch es auch zu einer Verzdgerung in der Reaktionszeit kommt.

4.2 DSC-Vergleich

Poly(2-Ethyl-2-oxazolin) weist im Gegensatz zu Poly(2-Nonyl-2-oxazolin)
eine Glastibergangstemperatur auf, PNonOx besitzt einen Schmelzpunki.
Die Copolymere weisen bis zu ca. 60% Hydrolysegrad einen Glaslbergang
auf, wobei die Glaslbergange mit steigendem Hydrolysegrad immer starker

verschwimmen, da die Eigenschaften des Polyaziridins anfangen zu

tberwiegen. Der Glastbergangstemperatur nimmt bei beiden Copolymeren
mit steigendem Hydrolysegrad kontinuierlich zu. Die partiell hydrolysierten
PNonOx besitzen héhere Glastbergange als PEtOx (Abb. 1V-29). Dies ist
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darauf zurlickzufihren, dass die Seitenketten des PNonOx sich miteinander

verhaken, woraus eine geringere Beweglichkeit der Polymerketten resultiert.

80

A
75 A A
704
[ ]
9 65 | ° °
\U)
= 60 o PEtOx
4  PNonOx
55°
50 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Hydrolysegrad / %

Abb. IV-29: Vergleich der Glasiibergangstemperaturen von PEtOx mit PNonOx.

4.3 TA-Vergleich

Die Temperaturstabilitat der zwei partiell hydrolysierten Poly(2-Oxazolin)e ist
ahnlich; fir das PNonOx liegt sie allerdings ein bisschen héher als fir das
PEtOx. Bei beiden kommt es zu einem sprunghaften Absinken der Stabilitat
vom unhydrolysierten Polyamid zum hydrolysierten. Bis 80% sinkt die
Temperaturstabilitat stark, danach kommt es zu keinen groBen Anderungen
mehr (Abb. IV-30). Aufgrund der Ahnlichkeit der Temperaturstabilitat kann
man darauf schlieBen, dass die Hautkette maBgeblich fir diese Eigenschaft

verantwortlich ist.

350-
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[ ]
300
1 e PEtOx
250 -
S_) ] A PNonOx
~Z 200+
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|_:‘\’ 150-. o
100 ¢
] 2 ®° @
50
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Hydrolysegrad / %

Abb. 1V-30: Vergleich der Temperaturstabilitat.
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5 Gegenionenaustausch des protonierten Polyamin

Zur Demonstration der Zuganglichkeit weiterer Copolymere mit Gegenionen
aus mehrprotonigen Sauren, wurde ein Gegenionenaustausch mit einer
zweiprotonigen Saure durchgefuhrt. Prinzipiell wéare auch eine direkte
Hydrolyse mit Schwefel- oder einer anderen mehrprotonigen Saure méglich.
Die Titration wurde bis zum Aufklaren der Emulsion durchgefiihrt, wobei hier
die Vermutung nahe lag, dass das Polyamin schon vor der 100%igen
Protonierung I6slich wiirde. Aus diesem Grund wurde ein Vorversuch mit HCI

durchgefihrt.

5.1 Rudcktitration mit HC/

Zur Rdacktitration wurde das vollstandig hydrolysierte protonierte Polyamin
(PA-HCI) mit der zur Deprotonierung benétigten Menge NaOH versetzt und
die entstehende Emulsion mit einer 6 M HCI bis zum Aufklaren titriert.

1 M NaOH 6 M HCI
\iN@@ T \f/\/f — +N<§@\/?+5H/\L

H Cl H Cl
Schema IV-7: Riicktitration mit HCI.

Es wurde eine Doppelbestimmung durchgeflhrt wobei durchschnittlich ein
Umschlagsvolumen von 2,17 mL bestimmt wurde. Dieses Volumen
entspricht 51,6% des berechneten Volumens, was bedeutet dass nur 51,6%
des Polyamins protoniert sein missen, was jeder zweiten Aminogruppe

entspricht, um es zu l6sen.

5.2 @Gegenionenaustausch mit H,SO,

Zum Austausch der Cl-lonen gegen HSO, bzw. SO,* wurde das vollstindig
hydrolysierte protonierte Polyamin mit der zur Deprotonierung bendtigten
Menge NaOH versetzt und anschlieBend mit einer 5 M H,SO4 bis zum
Aufklaren der Emulsion titriert.

H
1M NaOH 5M HZSO4 I
\iN@ o > \i /\/]/ Hé\/z AN

H o Cl H S04

Schema IV-8: Gegenionenaustausch mit H,SO,.
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Es wurde eine Doppelbestimmung durchgefihrt, wobei der Umschlag
durchschnittlich bei 1,08 mL H,SO, erfolgte. Dieses Volumen entspricht
21,5% des errechneten Volumens, wenn das Hydrogensulfat als Gegenion
gebildet wird, und 43% der voll dissoziierten Schwefelsaure.

Folglich stabilisiert das Sulfation (SO,*) die Ladung am protonierten Amin,
da dieses Volumen ndher dem errechneten liegt, und der Protonierungsgrad
am Umschlagspunkt und mit dem Ergebnis der Rucktitration korreliert. Der
etwas unterschiedliche Protonierungsgrad des PA der Rucktitration (51,6%)
und des Gegenionenaustauschs (43%) kann auf die unterschiedliche
Léslichkeit der beiden Salze zuriickgefiihrt werden. SO4* lonen weisen einen
gréBeren Radius als CI" lonen auf, wodurch sie weniger dichte Packungen
bilden, was wiederum die Léslichkeit begtnstigt.
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6 Antibakterieller Test mit Life/Dead Kit

Um die antimikrobielle Aktivitdt der synthetisierten Copolymere in ihrer
protonierten Form zu bestimmen, wurde ein Test mit dem Life/Dead Kit der
Firma Invittogen™ durchgefiihrt. Dieser Test enthdlt einen griin
fluoreszierenden Farbstoff, Syto 9, der alle Bakterien anfarbt, lebende jedoch
starker als tote, und einen rot fluoreszierenden Farbstoff, Propidium lodid,
der nur die Bakterien anfarbt, deren Membran beschadigt wurde. Aus dem
Verhéltnis der Emissionen von Syto 9 (grin) zu Propidium lodid (rot) kann
auf die antimikrobielle Aktivitat einer Verbindung geschlossen werden, mit
der die Bakterien behandelt wurden. Je hoher dieses Verhaltnis ist, desto
mehr Bakterien sind lebendig, und die getestete potentiell antimikrobiell
wirksame Verbindung ist umso weniger antimikrobielle.

Es wurden 5 Glasvials mit einer Polymerschicht versehen, von denen 3 zu
weiteren antimikrobiellen Tests herangezogen wurden. Die vorbereiteten
Glasvials wurden mit 2 mL einer Bakteriensuspension von E. coli versetzt
und far 222 Stunden bei 37 °C inkubiert und geschiittelt. Danach wurden die
Proben in eine Mikrotiterplatte Gberflhrt, mit der Farbstofflésung vermengt
und nach 15 min Inkubationszeit vermessen (Abb. IV-31). Als Blindprobe

wurde eine 0,9%ige NaCl Lésung verwendet
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Abb. IV-31: Ergebnisse des antimikrobiellen Tests der Polyoxazoline, des vollstiandig
hydrolisierten Poly(Aziridinium Chlorid)s und ausgewahlter partiell hydrolisierter
Copolymere in ihrer protonierten Form mit Life/Dead Kit gegen E. coli.
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Die erhaltenen Ergebnisse wurden mit der Kalibration von Molecular Probes
verglichen.®” Die protonierten Polymere kénnen in zwei Klassen aufgeteilt
werden. Die erste Gruppe beinhaltet all jene, die eine Aktivitdt mit einem
Verhaltnis von Griin/Rot gréBer als 0,5 aufweisen. Das bedeutet, dass nach
der Inkubationszeit von den urspriinglichen Bakterien noch mindestens 20%
am Leben waren. Zu dieser Gruppe gehéren PEtOx, PNonOx und das
protonierte, zu 25% hydrolysierte PEtOx. Zur zweiten Klasse gehéren all jene
protonierten Polymere, die eine Aktivitdt mit einem Verhaltnis von Griin/Rot
kleiner als 0,5 aufweisen. In diese Gruppe gehéren das PA<HCI, das zu 70%
hydrolysierte PEtOx, das zu 25% hydrolysierte PNonOx und das zu 68%
hydrolysierte PNonOx. In dieser Gruppe von Polymeren blieben nach der
Inkubationszeit héchstens 3% der Bakterien am Leben. Die antimikrobielle
Wirksamkeit nimmt mit steigendem Hydrolysegrad zu, wobei PNonOx nur zu
25% hydrolysiert werden muss, um eine ahnliche Aktivitat aufzuweisen wie
PA<HCI, wahrend das zu 25% hydrolysierte PEtOx eine deutlich schlechtere
antimikrobielle Aktivitat aufweist. Dieser deutliche Unterschied der bioziden
Wirkung ist auf die unterschiedliche Lange der Seitenketten zurtickzufiihren,
die im Fall der Cg-Kette eine zusatzliche Wechselwirkung mit der

Bakterienmembran zu ermdglichen scheint.
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Abb. IV-32: Kalibration von Molecular Probes.®’
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V Zusammenfassung

Antimikrobielle Polymere besitzen ein breites Anwendungsspektrum, von
Implantaten Uber Hygieneartikel bis zu Wasserrohren etc. Sie haben somit
ein groBes Zukunftspotential. Protonierte Polyamine zeigten in
vorangegangenen Untersuchungen eine gute antimikrobielle Wirksamkeit
und sind sehr einfach durch vollstdndige saure Hydrolyse von Poly(2-
Oxazolin)en zu synthetisieren. Diese Diplomarbeit beschéftigte sich mit der
partiellen sauren Hydrolyse von zwei Poly(2-Oxazolin)en. In den
korrespondierenden Poly(2-Oxazolin)-co-(Aziridinium  Salz)en  sollte
einerseits die positive Ladung am Stickstoff bereitgestellt werden, die als
Strukturmerkmal flr biozide Wirksamkeit bekannt ist. Andererseits sollte der
Einfluss der verbliebenen Seitenketten auf die antimikrobielle Wirksamkeit
untersucht werden. Von den langeren Seitenketten wurde erwartet, dass sie
zu einer schnelleren Lysis der Zelle fOhren. Weiters wurden
thermoanalytische Bestimmungen der partiell hydrolysierten Polymere
durchgefihrt, um die Stabilitat der resultierenden Copolymere zu testen. Die
antimikrobielle Wirksamkeit wurde anschlieBend in einem Mikrotiterplatten-
basierten Schnelltest validiert.

Im ersten Teil der Arbeit wurden Poly(2-Ethyl-2-oxazolin) und Poly(2-Nonyl-
oxazolin) unter Mikrowellenbestrahlung analog der Literaturbeschreibung
synthetisiert. In weiterer Folge wurden diese Polymere im Rahmen einer
Kinetikbestimmung mit 6 M HCI in der Mikrowelle bei 160 °C partiell
hydrolysiert. Die Kinetikbestimmung ergab, dass es sich bei der partiellen
Hydrolyse beider Polymere um eine Reaktion erster Ordnung handelt. Es
wurde beobachtet, dass die Seitenkette einen Einfluss auf die Reaktionszeit
hat, was unter anderem auf die unterschiedliche L&slichkeit zurlickzufihren
ist. PNonOx benétigt unter identen Bedingungen deutlich langere Zeiten als
PEtOx zur vollstindigen Hydrolyse (60 min vs. 10 min), ist aber im
Gegensatz zu PEtOx nicht in der verwendeten Salzsaure l6slich. Auch die
Temperatur wahrend der Mikrowellenbestrahlung hat einen groBen Einfluss
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auf die Reaktionsgeschwindigkeit, was durch den Vergleich mit Ergebnissen
aus der Literatur bestatigt wurde.

Mit Hilfe der Differential Scanning Calorimetry DSC wurden die
GlaslUbergangstemperaturen der Ausgangspolymere und der
korrespondierenden protonierten Copolymere bestimmt. PNonOx weist im
Gegensatz zu PEtOx keinen Glastibergang auf, besitzt aber einen
Schmelzpunkt. Die Copolymere weisen nur bis ca. 60% Hydrolysegrad einen
GlaslUbergang auf, wobei dieser mit steigendem Hydrolysegrad ansteigt. Die
GlaslUbergangstemperaturen von den partiell hydrolysierten Poly(2-Nonyl-2-
oxazolin)en sind hdéher als die der partiell hydrolysierten Poly(2-Ethyl-2-
oxazolin)e, da sich die langen Cgy-Seitenketten ineinander verhaken.

Die Temperaturstabilitat der deprotonierten Copolymere wurde mit Hilfe der
Thermoanalyse ermittelt, wobei die Temperatur bei 5% Gewichtsverlust
bestimmt wurde. Hier wiesen beide Polymere sowie deren
korrespondierende Copolymere eine dhnliche Stabilitdt auf. Aufgrund dieser
Ahnlichkeit kann man darauf schlieBen, dass die Hauptkette fiir die
Temperaturstabilitat der Polymere verantwortlich ist.

Zum exemplarischen Nachweis der leichten Zuganglichkeit von
polymerbasierten Substanzbibliotheken wurde im Poly(Aziridinium Chlorid)
ein Gegenionenaustausch mit Schwefelsdure durchgefihrt. Der Gegenionen-
austausch konnte erfolgreich durch Neutralisations-Reprotonierungsschritte
durchgefihrt werden. Das protonierte Poly(Aziridinium Salz) weist je nach
Gegenion eine unterschiedliche Ldslichkeit auf, was auf die unterschiedliche
GréBe der Chlorid-/Sulfat-lonen zurtickzufihren ist: Das Sulfat-lon ist gréBer
als das Chlorid-lon, weshalb es nicht so dichte Packungen bildet, sodass die
Léslichkeit beglinstigt wird.

AbschlieBend wurde ein  Mikrotiterplatten-basierter  Schnelltest  zur
Bestimmung der antimikrobiellen Aktivitdt ausgewahlter protonierter
Copolymere durchgefiihrt. Dabei konnten die Polymere anhand ihrer
antimikrobiellen Aktivitat in zwei Gruppen unterteilt werden: Die erste
Gruppe, bestehend aus PEtOx, PNonOx und dem zu 25% hydrolysierten
PEtOx wies nur eine geringe antimikrobielle Wirkung auf; nach der
Inkubationszeit waren bei diesen Proben mindestens 20% der Bakterien am
Leben. In der zweiten Gruppe, zu der PA-HCI, das zu 70% hydrolysierte
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PEtOx, das zu 25% hydrolysierte PNonOx und das zu 68% hydrolysierte
PNonOx gehéren, blieben hdchstens 3% der Bakterien am Leben. Als
allgemeiner Trend ist somit zu erkennen, dass die antimikrobielle Aktivitat mit
dem Hydrolysegrad steigt. Aufféllig ist zudem, dass PNonOx nur zu 25%
hydrolysiert werden muss, um eine &hnliche biozide Wirkung zu erhalten wie
PA<HCI. Poly(2-Nonyl-2-oxazolin)-co-(Aziridinium Chlorid)e weisen aufgrund
ihrer Seitenkettenlange bei niedrigeren Hydrolysegraden eine hdéhere
Aktivitat auf als die entsprechenden Poly(2-Ethyl-2-oxazolin)-co-(Aziridinium
Chlorid)e, was eine zusatzliche Wechselwirkung der Cg-Kette mit der
Bakterienmembran plausibel erscheinen lasst. Der geringe Hydrolysegrad

von PNonOx hat den Vorteil, dass diese Polymere temperaturstabiler sind.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit konnte gezeigt werden, das Poly(2-
Oxazolin)-co-(Aziridinium Salz)e einfach zu synthetisieren sind und eine gute
antimikrobielle Wirksamkeit aufweisen. Es konnte gezeigt werden, dass die
protonierten partiell hydrolysierten PNonOx aufgrund ihrer langeren
Seitenketten eine bessere antimikrobielle Aktivitat als die protonierten,
partiell hydrolysierten PEtOx aufwiesen; sodass eingangs formulierte
Uberlegungen bestatigt werden konnten. Dieses Ergebnis unterstiitzt
insbesondere die derzeitige Diskussion Uber den Wirkungsmechanismus
antimikrobiell wirksamer Polymere, in der die synergistische Wirksamkeit
kationischer  (protonierter =~ Ammonium-)Gruppen und  hydrophober

(Alkyl-)Seitenketten postuliert wird.
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Antimicrobial polymers have a broad spectrum of applications such as
implants, hygienic articles, water pipes etc. and have a great future potential.
Earlier investigations have shown that protonated polyamines have good
antimicrobial properties. This polyamines can be easily synthesised from the
acid-mediated hydrolysis of poly(2-oxazoline)s.

This master thesis focussed on the partial hydrolysis of two poly(2-
oxazoline)s to yield the corresponding poly(2-oxazoline)-co-(aziridinium salt),
exhibiting positively charged ammonium ions, which are the identified
structural unit providing antimicrobial activity. Furthermore, the influence of
the different polymeric side-chains on the antimicrobial property was
investigated, aiming at the verification of the assumption that longer side-
chains contribute to a faster cell lysis. Furthermore, thermo analytic
measurements were performed to quantify the stability of the corresponding
copolymers. Additionally, the antimicrobial activity was validated with a
microtiterplate-based quick scan.

In the first part of this master thesis, PEtOx and PNonOx were synthesised
under microwave irradiation according to literature recipes. Subsequently,
kinetic investigations on the hydrolysis reactions were performed. The
polymers were mixed with 6 M HCI and allowed to react under microwave
irradiation at a temperature of 160 °C. The hydrolysis showed first order
kinetics. Additionally, the influence of the side-chains on the reaction time
was investigated. The reason for the different reaction rates under otherwise
identical reaction conditions is assumed to originate mainly from the different
solubilities of the starting materials: PNonOx requires longer reaction times
for complete hydrolysis than PEtOx (60 vs. 10 min), but, in contrast to PEtOx,
PNonOx is not soluble in hydrochloric acid.
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Differential scanning calorimetry (DSC) was used for the determination of the
copolymers’ glass transition temperatures. In contrast to PEtOx, PNonOx
showed a melting point instead of a glass transition. Interestingly, only
copolymers with less than 60% hydrolysis showed a glass transition. The
glass transition temperature increased with increasing level of hydrolysis.
The glass transition temperature is higher for the partial hydrolysed PNonOx
than for PEtOx because the longer Co-side chains interlock.

The temperature stability of the deprotonated copolymers was investigated
with thermo analysis (weight loss of 5%). Both poly(2-oxazoline)s and the
corresponding copolymers have similar temperature stabilities, indicating that
the main chain of the polymer is mainly responsible for the temperature
stability.

In order to prove the accessibility of polymer-based substance libraries, the
chloride anion in poly(aziridinium chloride) was exchanged by treatment with
sulphuric acid. The counter-ion was successfully exchanged by
neutralisation-reprotonation steps. The protonated poly(aziridinium salt)s
showed a different solubility, depending on the counter ion, as sulphate ions
are bigger and thus disturb the close-packing of spheres compared to the
chloride ion. This effect increases the solubility of the corresponding salt.
Additionally, a short antimicrobial test with certain copolymers showed that
with increasing level of hydrolysis the antimicrobial activity also increased.
The copolymers of PNonOx have shown better antimicrobial properties as
the copolymers of PEtOx due to their longer alkyl side-chain.

Finally, the antimicrobial activity of the protonated copolymers was analyzed
in a quick-test with microtiterplates. The results showed that the polymers
could be subdivided into two groups with different antimicrobial activities. The
first group consisting of PEtOx, PNonOx and the PEtOx with 25% hydrolysis
showed low antimicrobial activities. After the incubation time, a minimum of
20% of the bacteria were still alive. The second group consisting of PA<HCI,
PEtOx with 70% hydrolysis, and PNonOx with 25% and 68% hydrolysis,
respectively, killing 97% or more of the bacteria. The antimicrobial activity
increases with the degree of hydrolysis. Only 25% of PNonOx has to be
hydrolyzed to realize a similar biocide acitivity as PA<HCI. Poly(2-nonyl-2-

oxazoline)-co-(aziridinium chloride)s show a significantly better activity
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compared to poly(2-ethyl-2-oxazoline)-co-(aziridinium chloride)s because of
the additional interaction of the Cg chain with the bacterial membrane.
Furthermore, due to the smaller degree of hydrolysis, these polymers are
more temperaturestable.

In this master thesis, it was shown, that poly(2-oxazoline)-co-(aziridinium
chloride)s are easy to prepare and have good antimicrobial activities. The
partially hydrolyzed PNonOx showed higher antimicrobial activities than
partial hydrolyzed PEtOx due to the longer side-chains, which confirmed the
thesis’ initial assumptions. This observation particularly contributes to the
current structure-activity discussion of the biocidal activity of polymers, in the
course of which the combined activity of cationic (protonated ammonium)
groups and hydrophobic (alkyl) side-chains has been postulated.
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1 Gerate

1.1 Nuclear Magnetic Resonance NMR

Die 'H-NMR-Spektren wurden mit Hilfe eines Bruker Avance Il 300 MHz
Spektrometer aufgenommen. Die Proben wurden entsprechend ihren
Léslichkeiten in deuteriertem Chloroform, Deuteriumoxid oder deuteriertem
Methanol gelést. Die Referenzierung erfolgt bei Proben, die in deuteriertem
Chloroform gelést wurden mit Hilfe des Restsignals bei 7,26 ppm, bei Proben
in Deuteriumoxid bei 4,79 ppm und bei Proben in deuteriertem Methanol bei
3,31 ppm. Die Messung erfolgte mit 32 Scans und 5 s delay.

1.2 Thermoanalyse TA

Die thermische Stabilitat der Proben wurde mit einem STA-Geréat der Firma
Netzsch 449C bestimmt. Als Spilgas wurde Helium verwendet. Vor dem
Aufheizvorgang wurde die Temperatur fir 5 min bei 20 °C konstant gehalten,
danach wurde innerhalb von 15 min auf die Endtemperatur von 550 °C mit
einer Heizrate von 37 °C/min aufgeheizt.

1.3 Differential Scanning Calorimetry DSC

Mit Hilfe der DSC lassen sich die Glastibergangstemperaturen der Polymere
bestimmen. Als Gerat wurde ein Pyris Diamond der Firma Perkin Elmer
verwendet. Es wurden vier Heizlaufe vermessen: Der erste und letzte mit
einer Heizrate von 20 °C/min, die anderen beiden mit 10 °C/min. Die
Glastbergangstemperaturen wurden im zweiten Heizlauf bestimmt (Heizrate
10 °C/min), die Schmelztemperatur im ersten Heizlauf (Heizrate 20 °C/min).
Die Kihlung der Proben erfolgte mit flissigem Stickstoff.

1.4  Antimikrobielle Bestimmungen

Die Bestimmung der antimikrobiellen Aktivitdt wurde mit dem Life/Dead Kit
der Firma Invitrogen™ durchgefiihrt und dient zur Detektion von lebenden
und toten Bakterienzellen. Bei diesem Verfahren kommen zwei Farbstoffe
zum Einsatz, die die Bakterien unterschiedlich einfarben. Syto 9 farbt alle

Bakterien an, jedoch lebende starker als tote, indem es an die Zellwand
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bindet, wahrend Propidium lodid nur Bakterien mit beschadigten Zellwanden
anfarbt, da es mit der DNA interkaliert. Beide Farbstoffe sind bei 485 nm
anregbar, die grine Fluoreszenz erfolgt bei Syto 9 bei 520 nm, die rote
Fluoreszenz von Propidium lodid bei 612 nm. Der Zelltyp und der
Gramcharakter nehmen Einfluss auf das Ausmal der roten Fluoreszenz. Es
wurden jeweils dreifach Bestimmungen durchgefiihrt. Zur Vermessung der
Proben wurden diese in eine 96Well Mikrotiterplatte Gberflhrt.

Die Messung wurde auf dem Gerat Molecular Devices der Firma Gemini XS
auf der Biochemie durchgefihrt. Als Software wurde Spectra max 4.7

verwendet.

1.5 Mikrowellenreaktor

Es wurde der Mikrowellenreaktor Initiator™ (2.45 GHz) der Firma Biotage
verwendet. Bei diesem Modell sind Reaktionsvolumina von 0,2-20 mL
prozessierbar. Die ReaktionsgefaBe sind aus Glas und werden mit Caps und
Septum verschlossen. Die Reaktionen wurden bei 140 °C-160 °C

durchgefihrt.

2 Chemikalien/Materialien

Die benétigten Chemikalien wurden von den Firmen Aldrich Chemical Co.
und Fluka bezogen. 2-Nonyl-2-oxazolin wurde in Vorarbeit von der
Arbeitsgruppe synthetisiert. Die verwendeten L&sungsmittel wurden nach
Standardprozeduren gereinigt und absolutiert: Das absolute Dichlormethan
wurde Uber Calciumhydrid destilliert. 2-Ethyl-2-oxazolin und Methyltosylat
wurden Uber Na.SO, destilliert und in Argon-Atmosphéare gelagert. Das
Arbeiten unter Schutzgas wurde ebenfalls in  Argon-Atmosphare
durchgefihrt. Fir die antimikrobiellen Tests wurden 96-Well Mikrotiterplatten

des Models 3603 der Firma Corning Incorporated verwendet.
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3 Synthese

3.1 Synthese von Poly(2-Ethyl-2-oxazolin)

Zur Synthese von Poly(2-Ethyl-2-oxazolin) wurde eine Stammlésung mit 2-
Ethyl-2-oxazolin (20,4 g; 0,206 mol), Methyltosylat (0,627 g; 3,37 mmol) und
30 mL Dichlormethan abs. unter Schutzgas hergestellt. Von dieser
Stammlésung wurden jeweils 15 mL in ein Mikrowellengefa3 Gberflhrt, das
Vial verschlossen und in der Mikrowelle bei 140 °C fir 12 min polymerisiert.
AnschlieBend wurde das Lésungsmittel abgezogen und das Produkt im
Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 99% weiBer Feststoff

'H-NMR (3, 20 °C, CDCls, 300 MHz): 0,980-1,20 (m, 180 H, COCH,CHs),
2,13-2,46 (m; 120 H; COCH2CHj3), 3,44 (s; 240 H; NCH>CH:N).

DSC: Ty =56 °C.

STA: Temperatur bei 5% Massenverlust = ca. 322 °C.

3.2 Synthese Poly(2-Ethyl-2-oxazolin)-co-(Aziridinum Chlorid)
Far die Synthese von Poly(2-Ethyl-2-oxazolin)-co-(Aziridinum Chlorid) wurde
PEtOx (0,5 g; 5,04 mmol) in ein Mikrowellenvial eingewogen, in 6 M HCI
(2 mL; 0,01 mol) geldst und bei 160 °C in der Mikrowelle fir unterschiedliche
Zeiten hydrolysiert. Die Isolation des Produktes wird im Unterkapitel VII-3.3
naher beschrieben. Die Ausbeuten sind in der Tabelle VIII-1 angefihrt.

3.3 Synthese von Poly(2-Ethyl-2-oxazolin)-co-(Aziridin)
Zur Isolation der partiell hydrolysierten PEtOx werden die Poly(2-Ethyl-2-
oxazolin)-co-(Aziridinum Chlorid)e mit 10 M NaOH ausgeféllt und die

Produkte danach im Vakuum getrocknet (Tab. VII-1).
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Tab. VII-1: Parameter der Hydrolyse von PEtOx.

Reaktionszeit Hydrolysegrad / % Einwaage / g Ausbeute / %
/ min Probe 1 Probe 2 Mittelwerte Probe1 Probe2 Probe1 Probe 2
0,5 11,6 14,4 10,3 0,5005 0,5009 87,3 99,5
1 22,7 18,4 21,4 0,5005 0,5002 88,5 60,6
1,5 21,6 25,9 22,4 0,5009 0,5002 90,4 67,8
2 35,2 45,5 39,6 0,5004 0,5007 82,3 95,9
2,5 50,7 42,8 46,8 0,5009 0,5008 99,3 99,0
3 62,7 56,9 51,4 0,5008 0,5008 93,7 98,6
3,5 60,8 59,4 60,1 0,5009 0,5000 98,6 97,5
4 59,7 64,2 61,9 0,5000 0,5003 99,8 99,1
4,5 70,0 68,6 69,3 0,5003 0,5008 99,7 98,5
5 75,7 74,6 75,1 0,5005 0,5000 99,2 97,7
5,5 79,0 83,6 81,3 0,5009 0,5003 98,3 99,8
6 86,0 85,2 85,6 0,5003 0,5009 97,9 97,7
6,5 88,9 85,0 86,9 0,5010 0,5006 98,0 95,5
7 88,0 91,3 89,6 0,5008 0,5010 85,6 99,8
7,5 92,1 87,5 89,8 0,5010 0,5004 85,0 98,9
8 92,8 89,2 91,0 0,5010 0,5009 91,2 97,4
9 94,9 94,7 94,8 0,5003 0,5006 99,2 96,0
10 95,8 94,9 95,3 0,5003 0,5009 99,5 97,3

'H-NMR 10%-22% Hydrolyse
Beispiel 20% Hydrolyse:
'H-NMR (3, 20 °C, DO, 300 MHz): 0,857-1,03 (m; 144 H; NCOCH,CH),

2,14-2,41 (m; 95 H; NCOCHCHj), 2,53-2,78 (m; 49 H; NHCH.CH.), 3,18-

3,71 (pr-d; 192 H; NCOC,HsCH.CH.).

'H-NMR 23%-100% Hydrolyse

Beispiel 75% Hydrolyse:

'H-NMR (5, 20 °C, MeOD, 300 MHz): 1,00-1,18 (t; 44 H; NCOCH,CHs), 2,31-
2,52 (m; 29 H; NCOCH.CHs), 2,63-2,87 (m; 181 H; NHCH.CH.), 3,40-3,70

(m; 59 H; NCOCszcHQCHQ)

3.4 Synthese von Poly(2-Nonyl-2-oxazolin)

Zur Synthese von Poly(2-Nonyl-2-oxazolin) wurde eine Stammldésung mit 2-
Nonyl-2-oxazolin (15,0 g; 76,1 mmol), Methyltosylat (0,236 g; 1,27 mmol) und
38 mL Acetonitril dry unter Schutzgas hergestellt. Es wurden jeweils 15 mL
der Stammlésung in ein MikrowellengefaB Uberfihrt, dieses verschlossen

und bei 150 °C fir 16 min polymerisiert. AnschlieBend wurde das Polymer

abfiltriert, mit Acetonitril nachgewaschen, und im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 94% weiBer Feststoff.
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"H-NMR (3, 20 °C, CDCls, 300 MHz): 0,853-0,95 (t; 180 H; COCgH15CHs),
1,22-1,39 (m; 720 H; COCH>CH>CsH;2CH3), 1,611 (s; 120 H; COCH2CH:R),
2,17-2,42 (m; 120 H; COCH:R), 3,03-3,81 (pr-s; 240 H; NCH-CH:N).

DSC: mp = 143,5 °C.

STA: Temperatur bei 5% Massenverlust = ca. 337 °C.

3.5 Synthese Poly(2-Nonyl-2-oxazolin)-co-(Aziridinium Chlorid)
Far die Synthese von Poly(2-Nonyl-2-oxazolin)-co-(Aziridinium Chlorid)
wurde Poly(2-Nonyl-2-oxazolin) (0,500 g; 2,53 mmol) in ein Mikrowellenvial
eingewogen mit 6 M HCI (2 mL; 0,01 mol) versetzt und zu unterschiedlichen
Zeiten in der Mikrowelle bei 160 °C hydrolysiert. Der entstandene hellgelbe
Feststoff wurde mit 5 mL Aceton gewaschen, das Produkt abfiltriert und im
Vakuum getrocknet.

Ausbeute: weiBer Feststoff (Tab. VIII-2)

Tab. VII-2: Parameter der partiellen Hydrolyse von PNonOx.

Reaktionszeit Hydrolysegrad / % Einwaage Ausbeute
/ min Probe1 Probe?2 Mittelwerte Probe1 Probe2 Probe1 Probe 2
5 24,0 23,5 23,7 0,5008 0,5006 95,5 96,2
10 42,7 38,8 40,7 0,5013 0,5005 87,0 92,6
20 61,9 61,4 61,7 0,5003 0,5004 96,7 98,7
25 68,6 73,5 71,0 0,5004 0,5009 84,2 99,2
30 79,5 71,0 75,3 0,5005 0,5005 81,4 99,5
35 78,5 83,2 80,8 0,5008 0,5008 81,4 99,4
40 84,9 86,7 85,8 0,5003 0,5004 81,6 85,1
45 86,6 86,6 86,6 0,5005 0,5004 87,6 83,3

"H-NMR 20%-43% Hydrolyse

Beispiel 24% Hydrolyse:

'H-NMR (3, 20 °C, CDCls, 300 MHz): 0,751-0,865 (t; 139 H; COCgH15CHj)
1,12-1,33 (s; 558 H; COCH.CH.CsH;i.CH3), 1,40-1,65 (s; 92 H;
COCH2CH2R), 2,02-2,53 (m; 92 H; COCH-R), 3,08-3,96 (m; 240 H;
NCH>CHN).
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'H-NMR 60%-100% Hydrolyse

Beispiel 79% Hydrolyse:

'H-NMR (5, 20 °C, D,O, 300 MHz): 0,690-0,874 (m; 36 H; COCgH15CHs)
1,09-1,59 (m; 150 H; COCH.CH,CsH;2CH3), 3,13-4,03 (m; 240 H;
NCH>CH:N)

3.6 Gegenionenaustausch vom protonierten Polyamin

3.6.1  Rudcktitration mit HCI
Zur Rucktitration des protonierten Polyamins wurde PA<HCI (2,00 g;
25,1 mmol) in einen Erlenmeyerkolben eingewogen, mit 25,15 mL 1 M NaOH
(25,2 mL; 25,1 mol) versetzt, und dann mit 6 M HCI titriert. Es wurde eine
Doppelbestimmung durchgefihrt, wobei bis zum Umschlag 2,18 mL und
2,15 mL verbraucht wurden.

3.6.2 Gegenionenaustausch mit HoSOy

Zum Gegenionenaustausch des protonierten Polyamins wurden 2 g PA-HCI
(79,53 g/mol; 25,1 mmol) in einen Erlenmeyerkolben eingewogen, mit
25,15 mL 1 M NaOH (025,1 mmol) versetzt, und dann mit 5 M H,SOy4 titriert.

Bis zum Umschlag wurde ein Volumen von 1,1 mL bzw. 1,06 mL verbraucht.
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4 Antibakterielle Tests

4.1 Probenvorbereitung

Es wurden die zwei Ausgangspolymere, vier verschiedene protonierte
Copolymere, und das protonierte Polyamin zu dieser Untersuchung
herangezogen. Von allen Proben werden 20 mg in 2 mL des jeweiligen
Lésungsmittels geldst und aus diesen Stammldésungen wurden in jeweils flnf
Glasflaschchen 200 pL der Stammldésung dberfihrt (Tab. VII-5). Das
Lésungsmittel wurde an der Atmosphéare verdampft. Drei der finf Vials mit

Polymerfilm wurden bei dem Antimikrobiellen Test zur Bestimmung

herangezogen.
Tab. VII-3: Parameter zur Probenvorbereitung.
Probe Einwaage/mg LM
PEtOX 20,3 CHCly
PEtOX co 25% 20,4 H,O
PEtOx co 70% 20,0 H,O
PNonOx 20,4 CHCl,
PNonOx co 23,5% 20,0 CHCl3
PNonOx co 68% 20,0 CHCly
PA 20,4 H,O

4.2 Antibakterielle Tests

Die Glasvials mit Polymerfilm werden mit 2 mL einer Bakteriensuspension
(E. coli, OD: 0,06 in Medium) versetzt und fur 22 %2 h geschuttelt und
inkubiert. Zur Herstellung der Farblésung wurden 12 pL von Syto 9 in DMSO
und 12 pL von Propidium lodid in DMSO mit 4 mL destilliertem Wasser
vermischt. Von dieser L6sung wurden jeweils 100 pL in die jeweilige Position
der 96-Well Mikrotiterplatte Gberflihrt. Nun wurden jeweils 100 uL der Proben
zu den Farbstofflésungen pipettiert. Als Blindwert diente 0,9% NaCl Puffer.
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