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|  KURZFASSUNG |

Titandioxid mit Anatas-Struktur ist eine technische Keramik, die aufgrund
ihrer Halbleitereigenschaften eine hohe antibakterielle Aktivitat aufweist.
Fur diese Studie wurden Titandioxidbeschichtungen mittels Kaltgasspritzen
auf nichtrostenden Stahl aufgebracht. Der bakterizide Effekt der Beschich-
tungen wurde an Pseudomonas aeruginosa-Bakterien getestet. Eine To-
tungsrate von 99,99 % in UV-A-Licht wurde bereits nach 5 Minuten erzielt,
wahrend auf den Referenzproben aus reinem Edelstahl selbst nach 60 Min.
keine nennenswerte Reduktion zu beobachten war. Die Ergebnisse zeigen,
dass kaltgasgespritzte Titandioxidbeschichtungen als selbst-desinfizieren-
de Oberflachen verwendet werden kénnen.

ABSTRACT |

Bactericidal Effect of Cold Sprayed Titanium Dioxide Coatings

Titanium dioxide in anatase phase structure has high antibacterial activity
due to its photocatalytic activity. For this study, ceramic TiO2 coatings on
stainless steel were produced by cold spraying. The bactericidal effect of
the coatings was tested with Pseudomonas aeruginosa bacteria. A kill rate
of 99.99 per cent on UV-A light was already achieved after 5 minutes, while
the raw stainless steel reference did not show any significant reduction
even after 60 minutes. The results reveal that cold-sprayed titanium diox-
ide coatings can serve as self-disinfecting surfaces.
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1 Einleitung

Krankenhausinfektionen stellen ein immer
grofSer werdendes gesellschaftliches Prob-
lem dar. Die seit Jahren hiufiger werdenden
Infektionen sind oft schwer therapierbar,
denn eine Reihe von typischen Kranken-
hauskeimen haben wegen des unsachge-
miflen Umgangs mit Antibiotika z.T. sehr
weitreichende Resistenzen. Die bekanntes-
ten Vertreter hierfiir sind die weit verbreite-
ten Methicillin-resistenten Staphylococcus
aureus-Stimme (MRSA)". Neben MRSA er-
langen heute weitere resistente Bakterienar-
ten wie der gram-negative Pseudomonas
aeruginosa® eine wachsende Bedeutung [1].
Eine Infektion mit multiresistetem P.
aeruginosa steigert die Krankenhauskosten
durchschnittlich um 245 % auf rund 40.000
EUR pro Krankheitsfall und fithrt im Ver-
gleich zu nicht-resistenten Stimmen zu
einer dreifachen Zunahme der Todesfille
[2,3]. In friheren Studien wurde gezeigt,
dass P. aeruginosa auf unbelebten Oberfli-
chen unter gtinstigen Bedingungen 16 Mo-
nate lang tiberleben kann [4]. Obwohl die
haufigste Infektionsquelle immer noch der
Kontakt von Mensch zu Mensch ist, werden
auch neue Losungen fiir die Desinfektion
von Oberflichen benotigt, um diese neue
Klasse resistenter Infektionserreger erfolg-
reich zu bekdmpfen. Statt immer mehr che-
mische Desinfektionsmittel zu verwenden,
konnten hierbei selbstreinigende Oberfla-
chen kiinftig eine wichtige Rolle spielen.

In dieser Untersuchung werden technische
Keramik-Beschichtungen aus Titandioxid
(TiO,) verwendet, um selbstdesinfizierende
Oberflichen zu erzeugen. Seit der ersten
photochemischen Beschreibung der photo-
katalytischen Eigenschaften von TiO, durch
Fujishima und Honda [5] ist bekannt, dass
TiO, in der Anatas-Phase organische Mole-
kiile durch Reduktion und Oxidationsreak-
tionen teilen kann, wenn es durch UV-Licht
mit einer Wellenlidnge von 385 nm bestrahlt
wird. Der photokatalytische Effekt wird
durch die elektronische Struktur des Halb-
leiters TiO, erzielt: Eindringende Photonen
erzeugen Elektron-Loch-Paare im Leitungs-
und Valenzband von TiO,, was chemische
Reaktionen auf der Oberfliche des Photo-
katalysators anregen kann. Schon linger ist
bekannt, dass TiO, aufgrund seiner Oxi-
dationseigenschaften auch Bakterien wie
Escherichia coli und Lactobacillus acidophilus
oder Hefepilze wie Saccharomyces cerevisiae
abtoten kann [6]. Die Herausforderung be-
steht darin, TiO, auf Oberflichen aufzu-
tragen, ohne seine hohe photokatalytische
Aktivitdt zu beeintrachtigen. Anatas ist eine
metastabile Phase, die leicht in die inaktive
Rutilphase wechselt, wenn sie Temperaturen

von 700 bis 1100 °C ausgesetzt wird. Folglich
fithren ,heifle“ thermische Spritztechniken
zu hohen Anteilen an Rutil in der Beschich-
tung. Mehrere Untersuchungen tiiber die
photokatalytischen Eigenschaften von Be-
schichtungen mit thermisch induzierten
Rutilphasen zeigen reduzierte Aktivititen
bei steigenden Rutilanteilen [7-8]. Jeffery
etal. [9] haben die keimtotenden Effekte von
HVOE-gespritzten TiO,-Beschichtungen auf
P. aeruginosa untersucht. Sie berichten tiber
einen Rutil-Gehalt von 83 % in den fertigen
Beschichtungen, wihrend das Pulvermateri-
al zu 100 % aus Anatas bestand. Eine weitere
Methode zur Erzeugung von TiO,-Beschich-
tungen ist die Verwendung von chemischen
Bindern, auf denen beispielsweise Sol-Gel-
Beschichtungen beruhen. Dabei wird jedoch
die aktive Oberfldche des TiO,-Katalysators
verringert, da der Binder Teile der aktiven
Oberfliche blockiert.

Bei der vorliegenden Studie wurden durch
Kaltgasspritzen  photokatalytisch  aktive
TiO,-Beschichtungen hergestellt. Mittels
Kaltgasspritzen lassen sich Monolagen kera-
mischer TiO,-Beschichtungen auf Metalle
aufbringen, die eine hohe photokatalytische
Aktivitdt besitzen [7,10]. Als Test-Bakteri-
um, um die antibakteriellen Eigenschaften
der Beschichtungen zu untersuchen, wurde
P. aeruginosa eingesetzt.

2 Experimenteller Teil

2.1 Spritzparameter und Diagnostik
Anatas-TiO,-Pulver wurde im Kaltgas-
spritzverfahren auf Edelstahl aufgetragen
(EN 1.4301, AISI 304). Alle Beschichtun-
gen wurden mit einem CGT Kinetiks
4000-System mit Stickstoff als Prozessgas
aufgetragen.

Der Anatas-Gehalt wurde durch Rontgen-
beugung (Iso Debyeflex 1001) unter Ver-
wendung von Co-Ko-Strahlung bestimmt.
Bei Betriebsbedingungen von 30 kV und
30 mA wurde das Goniometer auf eine Ab-
tastrate von 0,1°/min. fiir 20 eingestellt.
Die Schichtmikrostrukturen wurden mittels
Rasterelektronenmikroskopie (REM) an po-
lierten Querschliffen untersucht. Optische
Mikroskopie wurde zur Darstellung der
Draufsicht unbehandelter Beschichtungen
verwendet. Der Massengewinn wurde durch
Wiegen des Trigermaterials vor und nach
der Beschichtung ermittelt. Der Auftrags-
wirkungsgrad wurde durch das Verhiltnis
zwischen der Auftragsrate und der Pulver-
forderrate bestimmt.

2.2 Aktivititsmessungen

Die Messung der antibakteriellen Aktivitit
wurde in enger Anlehnung an die Industri-
enorm DIN EN 13697:2001 durchgefiihrt.

Zur Durchfithrung des Experiments wurde
der P. aeruginosa-Stamm ATCC 15442 von
der ,Deutschen Sammlung von Mikroor-
ganismen und Zellkulturen® (DSMZ) ver-
wendet. Der Stamm wurde gemifl DIN EN
12353:2007 aufbewahrt.

P. aeruginosa wurde 24 Stunden lang bei
36°C auf einem Trypton-Soja-Agar-Medi-
um (TSA)* angezogen. Die zweite Subkul-
tur wurde fir die Experimente verwendet
und in Wasser mit standardisierter Harte
(WSH) gegeben. Die Eingangskonzentrati-
on wurde auf 1,8 x 10” koloniebildende Ein-
heiten (KbE)* pro ml eingestellt. 50 pl die-
ser Bakterienlosung wurden auf die Probe-
stiicke pipettiert und bis zu 1 Stunde lang
bei Raumtemperatur bis zur optischen Tro-
ckenheit getrocknet.

Fiir die Bestimmung der Bakterizidie wur-
den die beschichteten Proben mit UV-
Strahlen behandelt. Kontrollen an beschich-
teten und unbeschichteten Proben wurden
bei Tageslicht durchgefiihrt. Weitere Kont-
rollen unbeschichteter Proben wurden
ebenfalls UV-Beleuchtung ausgesetzt.

Nach den Kontaktzeiten von 5, 15, 30 und
60 Minuten wurden die Proben in 10 ml
Neutralisierungslgsung aus 3,0 Masse-%

1) Methicillin ist der Trivialname fiir ein Penicillin-Anti-
biotikum, welches in der Therapie von Wundinfektio-
nen und bei Resistenztests eingesetzt wird. Bei sol-
chen Priifungen sind gegen Ende der 1960er Jahre in
den USA die ersten Staphyloccus aureus-Stamme
entdeckt worden, bei denen Methicillin nicht mehr
wirksam waren. Heute sind viele weitere Resistenzen
auch gegen Antibiotika-Gruppen bekannt, weswegen
das ,MR" in MRSA heute fiir ,Multiresistent” steht.

2) Pseudomonas aeruginosa kann insbesondere beim
immungeschwachten Menschen schwere Infektions-
krankheiten verursachen und ist daneben ein wichti-
ger Lebensmittelverderber. Haufig sind Infektionen
der Atemwege, der Harnwege oder von Wunden (ins-
besondere Brandwunden), die einen charakteristi-
schen siiBlichen Geruch verstromen. Das Bakterium
ist ein sogenannter ,Nasskeim” der naturlicherweise
in Oberflachengewassern oder in Boden vorkommt,
aber alle feuchten Bereiche besiedelt und z. B. in Lei-
tungswasser gefunden wird.

3) TSA ist ein Nahrboden, der zur mikrobiologischen
Analytik verwendet wird. Auf den Nahrboden aufge-
tragenen Bakterienzellen wachsen durch wiederholte
Zellteilung bei der Bebritungstemperatur von 36 °C
wahrend 24 Stunden zu mit dem bloBen Auge sicht-
baren ,Kolonien” an.

4) Als ,koloniebildende Einheit" (KBE) werden in der
Mikrobiologie diejenigen Bakterienzellen bezeichnet,
die auf Nahrboden zu einer ,Kolonie” auswachsen
konnen. Mit einem Desinfektionsmittel behandelte
oder durch Austrocknung abgetotete Bakterien bil-
den hingegen keine Kolonien. In der klassischen Mik-
robiologie kann mit der Plattierungsmethode damit
bei einer bekannten Ausgangskeimzahl die Abto-
tungsrate von bakteriziden Verfahren ermittelt wer-
den. Durch direkte Betrachtung mit einem Mikroskop
kann dagegen nicht ohne weiteres zwischen lebens-
fahigen und toten Zellen unterschieden werden.
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Tween 80, 3,0 Masse-% Saponin, 0,1 Mas-
se-% Lecithin, 0,1 Masse-% Histidin und
0,5 Masse-% Natriumthiosulfat in 0,2 mmol
Natriumdihydrogenphosphat-Puffer einge-
taucht,. Anschliefend wurden sie 2 Minuten
lang mit 5 g Glasperlen (d = 4-5 mm) in ei-
nen Schiittler gegeben, um die Zellen wieder
zu suspendieren.

Nach 5 Minuten Inaktivierungszeit wurde
die Zellzahl bestimmt, indem aufeinander-
folgende Verdiinnungen und abgestrichene
Proben mithilfe des Plattengussverfahrens
ausplattiert wurden. Die Neutralisierung
und Toxizitit des Neutralisierers wurde ge-
mifl DIN EN 13697 ermittelt. Alle Experi-
mente wurden in zwei Parallellinien durch-
gefiihrt.

2.3 UV-Bestrahlung der Proben

Fur die UV-Bestrahlung der Proben wurde
eine OSRAM EVERSUN UV-Lampe ver-
wendet. Das Spektrum reicht von 300 bis
420 nm (Herstellerangaben), bei einem
Maximum von 360 nm. Die Lichtintensitit
wurde konstant auf 1 mW pro cm? gehalten.

3 Ergebnisse

3.1 Eigenschaften der Beschichtungen

Das kaltgasgespritzte TiO,-Pulver bildet
eine ungleichmiflige, raue Oberfliche auf
dem Trigermaterial aus nichtrostendem
Stahl, wie anhand der rasterelektronischen
Mikrostrukturaufnahme der gespritzten
Beschichtung ersichtlich ist (siehe Bild 1).
Mit einer Oberflichenbelegung von nur
1,2 mg/cm® TiO; ist die Schicht vergleichs-
weise diinn.

Bild 2 zeigt eine Draufsicht der TiO,-Be-
schichtung auf Edelstahl. Das TiO, bildet
weille ,, Inseln® auf der Oberfliche, wihrend
das Tragermaterial immer noch sichtbar ist.
Die Sichtbarkeit des Trigermaterials bedeu-
tet nicht notwendigerweise, dass kein TiO,
vorhanden ist, da TiO, bei sichtbarem Licht
transparent ist. Der Eindruck der weiflen
Farbe entsteht nur durch die Lichtbrechung
und Reflexion an den Korngrenzen.
Rontgenbeugungsmessungen zeigen keiner-
lei Rutilspuren in der Beschichtung (hier
nicht gezeigt). Weitere Details iiber das Bin-
dungsverhalten und die Eigenschaften der
Beschichtung wurden an anderer Stelle be-
schrieben [10].

3.2 UV-Empfindlichkeit der
Bakterienstimme

Titandioxid ist nur photokatalytisch aktiv,
wenn es mit UV-Licht mit einer Wellenldnge
von 385 nm oder weniger bestrahlt wird.
Bakterien konnten jedoch auch ohne Ein-
fluss von TiO, bei UV-Bestrahlung abster-
ben. Um alle antibakteriellen Aktivititen

o

Bild 1 ¢ Rasterelektronenmikroskopische Aufnah-

me der Mikrostruktur einer kaltgasgespritzten
TiO,-Beschichtung auf nichtrostendem Stahl.

Das Tragermaterial ist im unteren Teil der Abbil-
dung zu sehen (weiB). Im oberen Teil ist eine
unebene, 1-10 pm dicke TiO,-Beschichtung (grau)
zu erkennen

ausschlieflich der photokatalytischen Akti-
vitdt der TiO,-Beschichtungen zuschreiben
zu konnen, musste zuerst die UV-Bestin-
digkeit von P. aeruginosa getestet werden.
Bild 3 zeigt die Uberlebensraten von
P. aeruginosa auf nichtrostendem Stahl unter
UV-Lichtbestrahlung im Vergleich zu einer
unbestrahlten Referenzprobe. Beginnend
mit 4 X 10" KbE stagniert die Bakterien-
konzentration bei beiden Proben bei rund
5 X 10° KbE. Zwischen der UV-bestrahlten
Probe und der Referenzprobe war kein sig-
nifikanter Unterschied zu beobachten.

3.3 Bakterizide von kaltgasgespritztem TiO,
Um die keimtotende Wirkung der TiO,-Be-
schichtungen zu messen, wurden TiO,-
beschichtete und unbeschichtete Referenz-
proben mit Bakterien kontaminiert und
UV-Licht ausgesetzt. Bild 4 zeigt die Uber-
lebensraten wihrend der Experimente.

Die erste Messung erfolgte nach 5 Minuten.
Hier zeigte die mit TiO, beschichtete Probe
bereits eine deutlich geringere Menge leben-
der Bakterien, die von 1,8 x 107 KbE in der
Bakteriensuspension auf weniger als 500
Bakterien auf der Probe gesunken war. Auf
der Referenzprobe iiberlebten nach 5 Minu-
ten noch 5 x 10° KbE.

Nach 5 Minuten stagnierten die Uberle-
benskurven beim TiO,-beschichteten wie
auch beim rostfreien Tragermaterial bei 10°
KbE bzw. 5 x 10° KbE.

4 Diskussion

Die TiO,-Beschichtungen erzielten einen
durchschnittlichen Reduktionsfaktor von 3
bis 4 Log-Stufen bei P. aeruginosa. Dieser
Reduktionseffekt kann nicht auf den Ein-
fluss von UV-Licht zuriickgefithrt werden,
da die Bakterien vom UV-Licht allein nicht
abgetotet werden (Bild 3). Folglich kann der

Bild 2 ¢ Draufsicht (optische Mikroskopie) auf eine

kaltgasgespritzte TiO,-Beschichtung auf Edelstahl.
Die weiBen Flecken sind etwas dickere Bereiche
der TiO,-Beschichtung auf der Oberflache. TiO,
selbst ist im sichtbaren Spektrum transparent.

Der helle Kontrast der dickeren TiO, Bereiche ent-
steht durch Lichtbrechung und Reflexion an den
Korngrenzen

Desinfektionseffekt ausschliefSlich den pho-
tokatalytischen Eigenschaften des TiO, zu-
geschrieben werden. Im Durchschnitt tiber-
lebt nur eins von 10.000 Bakterien auf der
photokatalytisch aktivierten TiO,-Oberfld-
che. Das entspricht einer Abtétungsrate von
99,99 %. Jeffery et al. [9] haben den keim-
totenden Effekt von HVOEF-gespritzten
TiO,-Oberflichen untersucht.

Sie berichteten von einer Tétungsrate von
24 % bei P. aeruginosa. Jedoch verwendeten
sie eine Bestrahlung mit weiflem Licht und
eine weitaus geringere Bakterienkonzentra-
tion. Obwohl es kaum mdglich ist, die Er-
gebnisse aufgrund der unterschiedlichen
Parameter quantitativ zu vergleichen, ist es
wahrscheinlich, dass die héhere Totungsrate
der kaltgasgespritzten Proben dem viel ho-
heren Anatas-Gehalt in kaltgasgespritzten
TiO,-Beschichtungen zugeschrieben wer-
den kann.

Fine weitere Studie von Kiihn et al. [11] mit
Sol-Gel-priparierten TiO,-Proben zeigte
eine Reduzierung von 2 Log-Skalen nach 60
Minuten und liegt damit ebenfalls unter der
Aktivitat der kaltgasgespritzten Schichten.
Ein interessanter Punkt ist die Stagnation
der Reduktion bei der TiO,-beschichteten
Probe in Bild 4. In ihrer Studie beobachteten
Kiihn et al. [11] eine kontinuierliche expo-
nentielle Verringerung der Bakterienkon-
zentration auf der Beschichtung. Eine der-
artige Verringerung wiirde man auch bei
dem hier beschriebenen Experiment erwar-
ten. Eine mogliche Erklirung sind kleine,
TiO,-freie ,Inseln® auf der Edelstahloberfli-
che, die den Bakterien das Uberleben er-
moglichen.

Diese Hypothese wird durch die Oberfli-
chenmorphologie der Beschichtung gestiitzt
(siehe Bild 2). Folglich kénnen sogar hohere
Bakterien-Reduktionsraten erwartet wer-
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Bild 3 » Uberlebende Pseudomonas aeruginosa-Bakterien unter UV-Bestrah-
lung auf unbeschichteten Tragermaterialien aus Edelstahl und einer Tages-
lichtreferenz. Die iiberlebenden Zellen werden anhand der Menge der kolonie-

bildenden Einheiten (KbE) ermittelt

den, wenn durch eine weitere Prozess-
optimierung die Oberflichenbedeckung mit
TiO, vergroflert werden konnte.

4 Schlussfolgerungen und Ausblick
Kaltgasgespritzte TiO,-Keramik-Beschich-
tungen zeigen mit einer Reduktion um
99,99 % eine hohe bakterizide Wirksambkeit
gegentiber P. aeruginosa nach nur 5 Minu-
ten, wenn sie mit UV-Licht bestrahlt wer-
den. Die hohe Abtétungsrate resultiert aus
der photokatalytischen Aktivitit der Be-
schichtung und wurde nicht durch die UV-
Bestrahlung allein ausgelost. Schon eine we-
nige Mikrometer diinne, kaltgasgespritzte
TiO,-Beschichtung reicht aus, um diesen Ef-
fekt zu erzielen.

Die Ergebnisse zeigen, dass kaltgasgespritzte
TiO,-Beschichtungen ein hohes Anwen-
dungspotenzial als selbstdesinfizierende
Oberflichen aufweisen.

Zu unseren nichsten Schritten gehoren die
Untersuchung unterschiedlicher Bakterien-
arten, um die breite Wirksamkeit der Be-
schichtung zu iiberpriifen. Um die Anwend-
barkeit unter Praxisbedingungen sicherzu-
stellen ist zudem die Durchfithrung von

Tests in viel besuchten, alltiglichen Umge-
bungen mit hoher bakterieller Verunreini-
gung (z.B. Flughifen, Lebensmittelbetriebe,
Bahnhofe oder Krankenhiuser) geplant.
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