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Zusammenfassung der Ergebnisse

Der Schwerpunkt der Arbeiten im Forschungsprojekt ,KomiK* lag darauf, Oberflachen in den
Bereichen, die fir eine mechanische Reinigung schwer zuganglich sind (z.B.
Tankwandungen), vor mikrobiellem Befall, insbesondere vor der Bildung von Biofilmen, zu
schitzen. Von solchen ,versteckten® Quellen kann es zu einer fortlaufenden (Re-
)Kontamination des gesamten Systems kommen, was z.B. eine Verkirzung der Standzeiten

des wassergemischten Kiuhlschmierstoffs (KSS) nach sich ziehen kann.

Im Rahmen des Forschungsprojektes ,KomiK" ist es gelungen, durch interdisziplindre
Zusammenarbeit des Fraunhofer IFAM Bremen und des IWT Bremen, antimikrobiell
wirksame Beschichtungen fir Maschinen-, Filteranlagen- und Tankwéande zu entwickeln, die
Kihlschmierstoff nutzende Systeme, wie z.B. Werkzeugmaschinen, vor einem versteckten
Befall durch Mikroorganismen schitzen kénnen. Diese biozide Wirkung konnte durch Tests

in einem realen Produktionsprozess nachgewiesen werden.

Es wurden zum einen solche Beschichtungen hergestellt, die durch direktes Ansintern mit
Silber oder Silber-Kupfer-Mischungen auf Metalloberflachen (Baustahl, nichtrostender Stahl)
antimikrobiell wirkten, als auch antimikrobielle Lacksysteme, die den Vorteil haben, auch

nachtraglich in einer Maschine aufgebracht werden zu kdnnen.

Als Lacksysteme wurden ein Acryllack und ein 2-Komponenten-Lack als Basis eingesetzt. In
diese Lacke wurde Nano-Silber in einer Konzentration von 0,25 — 2 Gew% eindispergiert.

20 im Rahmen der Laborsimulationen ausgewahlte Proben wurden in einem realen
Produktionsprozess mit aufl3erst wirksamen Beschichtungen ber vier Wochen getestet. 18
von 20 Beschichtungen waren auch dber acht Wochen nachweisbar wirksam. Die
antimikrobiell wirkenden Metalle Silber und Kupfer waren nach acht Wochen Praxiseinsatz
noch auf den Proben nachweisbar. Eine grundsatzliche Wirkung dieser Abwehrstrategien
gegen die Bildung von Biofimen in Maschinen, die mit wassergemischten

Kihlschmierstoffen betrieben werden, konnte erfolgreich nachgewiesen werden.

Als wirkungsvollstes und bestandigstes System hat sich der 2-Komponenten-Lack auf
Baustahl (St 37) mit einer Silberkonzentration von 0,25 — 1% erwiesen. Auf nichtrostendem
Stahl (4301) zeigte ein Acryllack mit einer Silberkonzentration von 0,5 — 2% die beste
antimikrobielle  Wirkung. Dieser Lack zeigte allerdings in einigen Phasen
Bestandigkeitsprobleme im KSS. Durch Bedampfen mit Silber (und gleichzeitigem Ansintern
der aufgedampften Partikel) lieBen sich sehr gut bestandige antimikrobielle
Oberflachenmodifikationen sowohl auf Edelstahl als auch auf Baustahl herstellen. Durch die

Vakuumbeschichtung waren gleichmafiigere Schichten herstellbar als durch Aufsintern. Die
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wirkungsféahigste direkte Beschichtung der Proben wurde aufgrund der sehr feinen

Verteilung der bioziden Metalle auf der Oberflache durch die Vakuumsinterung erreicht.

Dennoch ergaben sich im Laufe der Forschungsarbeiten einige noch ungeklarte
Phanomene, die nicht Bestandteil der vorliegenden Forschungsaufgabe waren. So sind z.B.
Jodverbindungen im KSS zu vermeiden da dies zur Bildung von schwer l6slichem
Silberjodid und der Inaktivierung der silberhaltigen Beschichtungen fuhrt. Jodcarbamat wird
beispielsweise als Fungizid eingesetzt., Das komplexe System KSS/Oberflachen muss tber
langere Zeitraume untersucht werden. Es besteht erheblicher Forschungsbedarf. Die Ziele

dieses Vorhabens wurden erreicht.
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DECHEMA
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AiF-Mitgliedsvereinigung

Abschlussbericht fur den Zeitraum 01.08.2004 —31.1  2.2006

1 Thema

Kontrolle der mikrobiellen Kontamination von technischen Anlagen durch nachhaltig-biozide

Beschichtungen kritischer Oberflachenbereiche (,KomiK “)

2 Wissenschatftlich-technische und wirtschaftliche P roblemstellung

Das Forschungsprojekt ,Kontrolle der mikrobiellen Kontamination von technischen Anlagen
durch nachhaltig-biozide Beschichtungen kritischer Oberflachenbereiche (KomiK )"
beschaftigte sich mit der Problemstellung, dass Oberflachen in Kiihlschmierstoff fiihrenden
Maschinen, die wahrend des Betriebs sowohl mit Wasser als auch mit organischen

Materialien in Kontakt kommen, Gefahr laufen, mikrobiell besiedelt zu werden.

Wassergemischte Kuihlschmierstoffe setzen sich aus einem Grunddl, Emulgatoren (z.B.
Fettalkohole, Aminoalkohole), Korrosionsschutz-Verbindungen (Fettsauren, Amine, Borate)
und weiteren Additiven wie Entschdumern oder Bioziden zusammen. Einzelne
Kihlschmierstoffe kdnnen hierbei bis zu 60 verschiedene Einzelsubstanzen enthalten
[Hausser 1985].

Insbesondere wassermischbare Kuhlschmierstoffe (KSS) kdnnen von einer Vielzahl von
verschiedenen Mikroorganismen kontaminiert werden [Veillette 2004]. Allerdings ist die
Diversitat der im KSS lebenden Mikroorganismen nach eigenen Untersuchungen begrenzt.
Insbesondere unterschiedliche Arten der Gattung Pseudomonas werden haufig
nachgewiesen Es ist davon auszugehen, dass diese Mikroorganismen durch den Abbau von

Inhaltsstoffen erhebliche Schaden verursachen.

Wassermischbare Kuhlschmierstoffe (KSS) in der mechanischen Fertigung unterliegen
sowohl wéhrend ihrer Lagerung als auch im Laufe ihrer Anwendung betréchtlichen
chemischen Veranderungen, die in erheblichem MafRe von Mikroorganismen verursacht
bzw. beeinflusst werden. Diese Veradnderungen wirken sich im Bearbeitungsergebnis aus
(Qualitatsaspekt), beeinflussen jedoch auch die Betriebskosten (Bearbeitungsparameter,
Wartungsaufwand, Wechselintervalle) und arbeitsmedizinische Gesichtspunkte (Aerosole,

Hautkontakt der Maschinenbediener).

Der Ursprung einer mikrobiellen Kontamination kann in vielen Bereichen liegen. Wé&hrend

das Konzentrat wassergemischter Kihlschmierstoffe aufgrund des geringen Wasseranteils
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relativ keimarm ist, wird zum Ansetzen der Emulsion i.d.R. Leitungswasser benutzt, das laut
Trinkwasser-Verordnung bis zu 100 Keime/ml enthalten darf. Dazu kommen Eintrdge durch
die Werkstlicke, den Bearbeitungsprozess, Hautkontakt der Maschinenbediener und
Verunreinigungen, die in die Emulsion gelangen. Die Hauptkontaminationsquelle liegt
allerdings in den Systemen selbst. Reste von verkeimten KSS, sowie nicht entfernte Biofilme

oder Schmutzreste fihren zu einer sofortigen Kontamination des neu befillliten Systems.

Restmengen von kontaminiertem KSS sowie die 0.g. nicht entfernten Biofilme sorgen auch
bei sehr geringen Mengen fir eine sofortige Wiederverkeimung des neu beflllten Systems.
Veillette [2004] beschreibt eine Verkeimung von Systemen innerhalb von 12 Stunden nach
einer Systemreinigung auf Uber 103 vermehrungsfahige Keime pro Milliliter Kiihlschmierstoff.
Nicht zu erreichende Maschinenteile, Leitungssysteme und Schlauche stellen Bereiche dar,
die sich einer kompletten Reinigung entziehen. Dies ist als besonders kritisch anzusehen, da
die vorhandenen Mikroorganismen an die Lebensbedingungen in einem KSS angepasst

sind.

Die Biofilme bieten den Mikroorganismen zahlreiche Vorteile: Trockenzeiten konnen
Uberwunden werden. Das Eindringen von schadlichen Substanzen wie Bioziden und
Reinigern wird stark vermindert. Synergien
entstehen  durch  die  Besiedlung  mit
unterschiedlichen Arten. Die Biofilme (Abb. 1)
bilden somit die Hauptkontaminationsquelle bei
der Neubeflllung eines KSS-Systems.

In diesem Zusammenhang entstehen deutlich
hohere Betriebskosten, als bei einer dauerhaft

wirksamen Kontrolle der mikrobiellen

Kontamination in den Kihlschmierstoffsystemen

20kV, M76 SE —1um —

notwendig ware. Da die Standzeiten der KSS

Abb. 1: Angeheftete Pilzspore an einem

durch mikrobiell bedingte Abbauprozesse von bakteriellen Biofilm (REM-Aufnahme)

Bestandteilen der KSS verkirzt werden. Durch

dauerhaft antimikrobiell wirksame Beschichtungen der Filteranlagen-, Maschinen- und
Tankwéande konnen selbst schwer zugangliche und damit schlecht zu reinigende
Oberflachenbereiche innerhalb des Systems langfristig vor einem Befall durch

Mikroorganismen geschitzt werden.
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3 Forschungsziel/ Ergebnisse/ Losungsweg

3.1 Forschungsziel

Der Schwerpunkt der Forschungsarbeiten lag im Projekt ,KomiK" darauf, Oberflachen in den
Bereichen, die fir eine mechanische Reinigung schwer zuganglich sind (z.B.
Tankwandungen), vor mikrobiellem Befall, insbesondere vor der Bildung von Biofilmen, zu
schitzen. Von solchen ,versteckten® Quellen kann es zu einer fortlaufenden (Re-

)Kontamination des gesamten Systems kommen.

Im Rahmen dieses Vorhabens sollten Beschichtungen und Modifikationen entwickelt
werden, welche die mikrobielle Besiedlung und Kontamination von den oben genannten
kritischen Oberflachen in den Werkzeugmaschinen drastisch einschranken oder sogar
weitgehend verhindern sollten. Dabei stand vor allem die Entwicklung solcher Oberflachen
im Vordergrund, welche die Anlagerung von Mikroorganismen minimieren sowie durch ihre
antimikrobielle Wirkung diejenigen Organismen abtdten kdnnen, die sich dennoch anlagern.
In enger Kooperation zwischen dem IFAM und der Abteilung Mikrobiologie am IWT wurden
unterschiedliche Oberflachenbeschichtungen entwickelt, auf ihre antimikrobielle Wirksamkeit
getestet, selektiert, bei Bedarf modifiziert und somit fortschreitend optimiert. Ziel war es, eine
oder mehrere wirksame Beschichtungen oder Oberflachenmaodifikationen zu entwickeln, die
eine moglichst kostenglinstige Anwendung in der Praxis Kiaihischmierstoff fihrender Anlagen

finden koénnen.

3.1.1 Angestrebte Forschungsergebnisse des Projekte s (01.08.2004 — 31.12.2006)

In den vergangenen 29 Monaten der Forschungsarbeiten sollten folgende Teilergebnisse
erzielt werden:

Durch die fortschreitend gewonnenen Erkenntnisse wéahrend der Forschungsarbeiten sollten
die eingesetzten bioziden Schichten / Filter in Bezug auf ihre Materialeigenschaften und ihre

Wirksamkeit fortlaufend optimiert werden.

Die Oberflachenmodifikationen sollten gegentber einer nicht behandelten Kontrolle zu
diesem Zeitpunkt der Forschungsarbeiten eine Reduktion der anheftenden Organismen um
den Faktor 10 (z.B. Reduktion von 1.000.000 auf 100.000 KBE/cm?) betragen.

Langzeittests sollten unter moglichst realistischen Bedingungen eine Erfolgskontrolle der
entwickelten Schichten und Filter darstellen.

Anmerkung zum Originalantrag: Beim 3. Treffen des PA wurden die geplanten
Langzeitversuche in ihrer Ausfuhrung zergliedert. Vor dem Einsatz der zu testenden
Beschichtungen bei einem Mitglied des PA, wurde ein Tanknachbau fur weitere
Simulationen eingesetzt. Der Vorteil lag in realitatsnahen Bedingungen, einem flie3enden

System und einer pragmatischen Probenahmestrategie.
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Ziel der Forschungsarbeiten in den Langzeittests war es, auch unter realitatsnahen
Gegebenheiten gegeniber nicht behandelten Kontrollprobekérpern eine Reduktion der an

der Oberflache anheftenden Mikroorganismen um mindestens den Faktor 10 zu erreichen.

Die Teilziele wurden erreicht. Der angestrebte Zeitplan wurde aufgrund der verstarkten
Orientierung auf Lacksysteme nicht vollstandig erfillt. Zudem gab es Anfang 2005 Probleme
mit der Bildung von Silberjodid auf den Oberflachen. Nach umfangreichen Untersuchungen
stellte sich heraus, dass der Hersteller des eingesetzten KSS Jodcarbamat als
Konservierungsmittel einsetzte (s. 3.7.1). Da das oben erwahnte Mitglied des PA, in dessen
Firma die Langzeitversuche stattfinden sollten, aufgrund einer partiellen Betriesstilllegung
nicht weiter teilnehmen konnte, musste eine neue Firma gesucht werden, die ihre Anlagen
zur Verflgung stellte. Aufgrund dieser Umstdnde begannen die Langzeittests in einem
realen Prozess erst ab September 2006. Die Exposition der Proben erfolgte bei der Firma
Behrens Pumpenbau in Bremen. Durch den Einsatz des realitatsnahen Simulationstanks
konnte diese Verzdgerung allerdings teilweise kompensiert werden. Als vorrangig musste in
dieser Zeit die Empfehlung des PA in Bezug auf die Entwicklung von Lacksystemen

angesehen werden.

Zur Qualitatssteigerung sollten die gewonnenen Erkenntnisse zum wirtschaftlichen und
Ressourcen schonenden Einsatz von KSS genutzt und Empfehlungen fir den Einsatz

biozider Schichten in der betrieblichen Praxis gegeben werden.

Es liegen Erkenntnisse dartber vor, wie Metallpartikel in Lacke dispergiert werden muissen,
Sinterungsparameter fir die Applikation von Silber und Kupfer auf Metalloberflachen liegen
vor. Eine Erfolgskontrolle wurde durchgefiihrt, so dass grundséatzliche Empfehlungen fir den
Einsatz gegeben werden kénnen. Diese Erkenntnisse bieten erhebliches Potenzial, die
Beschichtungen weiter zu optimieren. Es wurde deutlich, dass die Verwendung jodhaltiger
Komponenten vermieden werden muss, da hier die Gefahr besteht, dass sich das Jod an
den Silberbestandteilen der Beschichtungen anlagert und diese durch Bildung schwer
I6slichen Silberjodids inaktiviert. Andere Wechselwirkungen mit KSS-Komponenten sollten
weiter untersucht werden. Ein weiterer wichtiger Ansatzpunkt flr ein potenzielles
Nachfolgeprojekt ist, das bisher vollig fehlende Wissen Uber die Aufzehrung der bioziden
metallischen Wirkstoffe. Langzeituntersuchungen tber mehrere Monate sind notwendig, um
auf den bisherigen positiven Ergebnissen aufzubauen und ein marktfahiges Produkt zu

entwickeln.
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3.2 Innovativer Beitrag der angestrebten Forschungs ergebnisse

Im Rahmen des Vorhabens sollten Beschichtungen und Oberflachen-Modifikationen
entwickelt werden, welche die mikrobielle Besiedlung und Kontamination von kritischen
Oberflachen in technischen Bereichen drastisch einschranken oder sogar weitgehend
verhindern sollen. Dabei stand vor allem die Entwicklung antimikrobieller Oberflachen im
Bereich solcher Werkzeugmaschinen, die mit wassergemischtem KSS gefillt sind. Der
Ansatz, dies durch die Wirkung metallischer Komponenten zu bewerkstelligen, war fur den
Bereich der Kihlschmierstoffe vollig neu. Nach erfolgreicher Bearbeitung des Projektes
stehen somit grundlegende Ansatze fir eine mdgliche Produktentwicklung zur Verfligung.
Es konnten Grundlagen fir einen antibakteriell wirkenden Lack und eine antibakteriell
wirkende Beschichtung entwickelt werden, die in der Umgebung von Werkzeugmaschinen

erfolgreich getestet wurden.

3.3 Losungsweq zur Erreichung des Forschungsziels

Als antimikrobieller Wirkstoff stand Silber im Mittelpunkt der Untersuchungen. Der Vortell
dieses Ansatzes bestand vor allem darin, dass gegen Silber nach heutigem Stand der
Kenntnis kaum Resistenzen ausgebildet werden. Es gibt dennoch Abwehrstrategien von
Bakterien gegen Silber, die anschaulich von Silver [2004], insbesondere fir medizinisch
relevante Bakterien (Salmonella sp., Escherichia coli), beschrieben wurden. Die Fahigkeit
zur Abwehr von schadigenden Silberionen ist auf dem fir Salmonella spezifischen Plasmid
pPMGH100 molekulargenetisch nachgewiesen worden und wurde zu Teilen in anderen
Bakterien entdeckt.

Im Bereich von wassermischbaren KSS und Werkzeugmaschinen ist die Verarbeitung von
silberhaltigen Produkten nach dem Kenntnisstand der beteiligten Forschungsinstitute und
der Mitglieder des PA bisher einzig in diesem Projekt durchgefiihrt worden. Silber ist laut
EU-Biozid-Richtlinie als antibakterielles Mittel zugelassen. Der Angriff des Silbers auf
Mikroorganismen ist so vielfaltig und elementar, dass auch trotz der z.B. oben
beschriebenen Anpassungsfahigkeit der Mikroorganismen kaum unter den in
Kihlschmierstoffen vorzufindenden Mikroorganismen resistente Stamme hervorgebracht
werden dirften. Resistenzen von Bakterien oder Pilzen konnten im Rahmen der
durchgefuihrten Forschungsarbeiten nicht entdeckt werden. Die Dotierung und Verteilung
des Silbers auf den Oberflachen ist entscheidend fur die Wirksamkeit.

In  enger Kooperation wurden die verschiedenen am IFAM gefertigten
Oberflachenbeschichtungen und -behandlungen an diversen Probekdrper seit Dezember
2004 in der Abteilung Mikrobiologie am IWT auf ihre antimikrobielle Wirksamkeit getestet.

Ziel war es, eine oder mehrere wirksame Beschichtungen oder Oberflachenmodifikationen
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zu entwickeln, die eine mdglichst kostenginstige Anwendung in der Praxis Kuhlschmierstoff
fuhrender Anlagen finden konnen. Neben Kombinationsansatzen Silber / Kupfer lagen
insbesondere in den letzten Wochen und Monaten die Schwerpunkte auf verschiedenen
Ansatzen mit Lacksystemen. Die Lacke haben aufgrund der Empfehlungen des PA vermehrt
Einzug in die Forschungsarbeiten erhalten. Sie wurden fir eine mdogliche Nutzung als
praktikabler angesehen, als direkt beschichtete Stahlbleche. Es wurden l6semittelhaltige 2-
Komponenten-Lacke sowie Acryllacke eingesetzt. Mit einem wirksamem Lacksystem als
Trager der bioziden Komponenten kénnten auch bereits bestehende Anlagen nachgerustet

werden.

3.4 Zusammenfassung der durchgefuhrten Forschungsar beiten

Das Problem der Biofilmbildung tritt vermehrt bei Stillstand der KSS-gefillten Anlagen auf.
Die Simulation von solchen Standzeiten war einer der Schwerpunkte in dem ersten
Forschungsjahr. Zur Untersuchung der bioziden Wirksamkeit der vom Fraunhofer-IFAM
hergestellten Proben wurde daher in kleinen Badern ein stehendes System simuliert. Unter
diesen verscharften Bedingungen wurden die erfolgversprechendsten Modifikationen
ausgewahlt und weiter verbessert. Auf Empfehlung des PA wurden zunehmend
antimikrobielle Lacke hergestellt, mikrobiologisch getestet und fortwéhrend verbessert.

Die erfolgversprechendsten Lacksysteme wurden spater in eine realitatsnahe
Tanksimulation Uberfuhrt, um ihre Wirksamkeit unter den relevanten Bedingungen zu testen.
DarlUber hinaus wurden direkt beschichtete Sinterfilter und feinmaschige Siebe entwickelt
und getestet.

Erfolgreich verliefen die Bemihungen der beiden Forschungsstellen insbesondere im
anwendungsnahen Bereich der Lacke. Hier wurden zwei Systeme auf Silberbasis entwickelt,
die eine Uberaus gute und vielversprechende antimikrobielle Wirkung aufwiesen und zudem
im KSS bestandig waren. Diese Systeme und direkt angesinterte (Silber und Silber-Kupfer-
Mischungen) wurden dann in einem realen Produktionsprozess exponiert. Im Bereich der
Filter konnten solche Erfolge nicht erzielt werden. Die Oberflachenstruktur der getesteten

Systeme machte eine komplette antimikrobielle Wirksamkeit unmdglich.

3.5 Werkstofftechnische Aspekte (Fraunhofer-IFAM, B remen)

3.5.1 Herstellung antibakterieller Lacke

Als Ausgangsmaterial dienten Lacke der Fa. Mankiewicz, die dem Projekt begleitenden
Ausschuss des Vorhabens angehoren. Es wurden ein aushéartbarer Lack (Abb. 3) und ein
wasserbasierter Acryl-Dispersionslack (Abb. 2) fur die Versuche ausgewahlt. In die Lacke

wurde Silber in Konzentrationen von 0,5 Gew% bis maximal 2 Gew% eingebracht. Die
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Dispersion erfolgte in zwei Stufen. Zunachst wurde Nanosilber-Pulver, welches leicht
agglomeriert ist, in Verdinner der entsprechenden Lacke mit hohen Drehzahlen
deagglomeriert und anschlieRend in die Lackmatrix gemischt. Ferner wurde Nanosilber-
Pulver mit feinem Korund vermahlen. Dies sollte bewirken, dass das Silber deagglomeriert
wird. Ferner sollte damit das Silber an den Lackbestandteil gebunden werden, der gegen
Abrieb wirksam ist. Es bestlinde bei der spateren Anwendung sonst die Gefahr, dass durch
abrasive Wirkung auf den Lack bevorzugt auch das Silber aus den weichen
Lackbestandteilen abgetragen wirde. Die Anbindung des Nano-Silbers an das Korund kann
auch in der abgeschirmten Lack-Umgebung dafiir sorgen, dass genligend Feuchte fur die
Bildung von Silber-lonen bereitgestellt wird. Die Oberflache von Korund ist immer mit einer
Hydroxid-Schicht belegt, die sehr leicht reduziert wird. Dabei entsteht Wasser, das die
Freisetzung von lonen des Silbers ermdglicht. Die Lacke wurden auf Blechproben durch
Aufrollen aufgetragen. Die Blechproben waren sowohl flr Untersuchungen im stehenden
Kihlschmierstoff als auch im Umlauftank mit der Berieselung hergestellt worden (s. Kap.
3.7.2, 3.7.3). Die Lackproben wurden im Raster-Elektronen-Mikroskop auf die Verteilung der
Silberpartikel untersucht (Abb. 2, 3).

IFAM 1pm EHT = 10.00 kv Signal A = InLens Signal
GEMINI F——— WD= 9mm Signal B = InLens Bild-Nr.: 2005_09537
S Y . R, N TR, Y W T

TH oY e o s o k’, s
EHT = 10.00 kv =InLens Signal = 1.000 |
| WD= 8mm Signal B = InLens Bild-Nr.: 2005_09538

Abb. 2: Silberpartikel in Acryl-Lack Abb. 3: Silberpartikel in hartbarem Lack

Die Untersuchungen zeigten, dass sich in beiden Lacksorten durch geeignete
Mischprogramme fein disperse Nano-Silber-Verteilungen einstellen lassen. Die Mischung
mit dem Korund bringt keine weiteren Vorteile beztglich der Verteilung und Wirksamkeit des
Nanosilbers. Die Verbesserung gegen abrasive Wirkung konnte innerhalb des Vorhabens

nicht untersucht werden.

3.5.2 Aufdampfversuche mit Silber

Silber-Nanopartikel konnten unter reduzierender Wasserstoff-Atmosphare hergestellt
werden. Dabei wurden Glihdauern von 4 Stunden erforderlich, um ausreichende Mengen
Silber auf den Oberflachen niederzuschlagen. Urspriinglich wurde das Verfahren eingesetzt,

um die Sinterkontakte als Silbereservoir fir die antibakterielle Wirkung zu nutzen. Es stellte
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sich aber heraus, dass der Laplace-Effekt dazu fihrt, dass neben den Sinterkontakten
feinste Partikel durch Verdampfen und Kondensieren in der ndheren Umgebung der
Silberpulverpartikel, die bis zu 200pm grof3 sind, entstehen. In der folgenden schematischen
Darstellung (Abb. 4) ist der Mechanismus erlautert. Der Sinterkontakt zum Grundmaterial
fuhrt dazu, dass in der Nahe des Kontaktes eine konkave Oberflache entsteht, die einen
geringeren Dampfdruck aufweist, als die daneben liegende Oberflache des Pulverteilchens,
die eine konvexe Oberflache des Systems darstellt. Von dieser Oberflache dampft Silber
bereits bei recht niedrigen Temperaturen ab und schléagt sich auf dem flachen Grundmaterial
in Form feinster Nano-Partikel nieder. Diese konnen dort durch Oberflachendiffusion zu

groberen Teilchen wachsen.

Entstehung von Sekundir-Partikeln

Kelvin- | Laplace-Effekt - |, Dampfdruck Ober gekrimmten Rachen

Haherer Dampfdruck
ber konvexer

// Ob erflache

FaEu i o0

/

Miedriger Dampfdruck dber konkaver
Oberflache — keine Sekund drpartikel

Abb. 4: Entstehung von Sekundar-Partikeln

In den folgenden REM-Bildern ist dies zu sehen.

.

cBeadl - :
IFAM EHT = 20.00 kV Signal A= SE1 Signal = 1.000
438 VP 2004 H WD= 21mm Signal B = SE1 File No. = 1114 438 VP 2004 WD= 21mm Signal B = SE1 File No. = 1113

. >3

QYDA N ad A L 4%,
IFAM 20pm EHT=20.00kV  SignalA=SE1 Signal = 1.000

Abb. 5: Silberkotaktbereich und feie gedampfte Partikel ch einer Gluhung (8h ei 950<C unter
Wasserstoffatmosphére)

Im linken Teilbild der Abbildung 5 ist der grof3e Sinterkontakt mit einem umgebenden Hof
ohne Partikel zu sehen. In der weiteren Umgebung sind dann die feinen aus der
Dampfphase entstandenen Partikel zu erkennen (im rechten Teilbild der Abb. 5 bei hdherer
VergroRRerung). Durch die lange Gluhdauer von acht Stunden sind die Partikel schon wieder

stark angewachsen.
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IFAM vl EHT =20.00 kV Signal A = SE1 Signal = 1.000
438 VP 2004 WD= 21mm Signal B = SE1 File No. = 1110
S e ¢ 7% TRy 5l 9

Abb. 6: Silberkontaktbereich und feine aufgedampfte Partikel nach einer Gliihung von 2h bei 950C
unter Wasserstoff; feinste Partikel neben dem Sinterkontakt

Das Silber-Verteilungsbild in der rechten obigen Abbildung 6 bestatigt den optischen Befund
des kombinierten Beschichtungsvorganges von Aufsintern und Aufdampfen in einem
Prozessschritt. Diese Prozesskombination fuhrte zu einer breiten Verteilung von
Silberpartikeln von ~100um bis hinab zu einigen hundert Nanometern.

Im Berichtszeitraum wurden Aufdampfversuche im Hochvakuum mit Driicken unter 10°mbar
durchgefuhrt. Dabei wurden verschiedene Aufdampfzeiten und Temperaturen erprobt. Die
REM-Untersuchungen an den Schichten auf Edelstahl und auf dem ferritischen Baustahl
zeigten, dass immer eine sehr breite Dispersion der Teilchengré3en bzw. der angesinterten
Bereiche vorlag. Es sind immer Teilchen vorhanden, die bereits Gleichgewichts-
Kristallflachen des kubisch flachenzentrierten Gitters des Silbers aufweisen. Daneben
existieren die feinen Nanopartikel, die eigentlich fur die Anwendung gewiinscht sind.
Gezielte Untersuchen ergaben, dass sich in besonders giinstigen Lagen auf dem Substrat
sehr schnell Teilchen bilden, die dann schnell wachsen. Die Bedampfung der Oberflachen
ist durch die Keimbildung an der Oberflache bestimmt. Im Weiteren wurden deshalb
Versuche unternommen, durch Vorbehandlungen (Bilrsten mit Stahlbirsten und
Sandstrahlen) Ungleichgewichtslagen auf den Oberflachen zu erzeugen und die so
vorbehandelten Proben zu bedampfen. Erste Versuche zeigten (Abb. 7, 8), dass eine sehr
homogene Verteilung der Silberpartikel erreicht werden konnte.
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316L-Filter Ag grob 8499

IFAM 200nm EHT = 7.00 kV Signal A = InLens Signal = 1.000
GEMINI H WD= 5mm Signal B = InLens Bild-Nr.: 2006_13202

Abb. 7: Gleichgewichtslagen an Abb. 8: Gleichgewichtsflachen an grobem
Kristallstufen auf Edelstahl-Partikel Silberpartikel (umgeben von Nano-Partikeln)

Abb. 9: Epitaxiebildung des Silbers zum Substrat (30min, 860C, HV)

Auch im Vakuum bei kurzen Prozesszeiten entstehen regelrechte Epitaxie-Effekte (Abb. 9)
zwischen dem Eisen/Stahl des Grundmaterials und dem aufgedampften Silber. Das
Hochvakuum beglnstigt den Aufdampfvorgang enorm. Die Glihdauer kann sehr weit
gesenkt werden, um bereits eine grof3e Zahl von Nanopartikeln zu erzeugen. Die Anzahl der
groberen Sinterkontakte geht dabei zurick.

Im Folgenden sind einige Bilder zu sehen, in denen Optimierungsschritte bei der Herstellung
von Aufdampfschichten dokumentiert sind. In der oberen Bildreihe (Abb. 10, 11) ist der
Effekt der Vorbehandlung von Oberflachen durch Birsten mit einer Stahlburste und durch
Sandstrahlen mit Korund zu sehen. Durch diese Behandlungen entstehen Fehlstellen in der
Oberflache, die als Keime fir das Teilchenwachstum wirken. Durch eine héhere Anzahl

Fehlstellen entsteht eine gréfRere Anzahl feinerer Teilchen.
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Abb. 10: GleichmaRige Partikelgré3e auf Abb.11: Partikel auf gestrahlter Oberflache
gebdrsteter Oberflache

In der folgenden Bildreihe (Abb. 12, 13) sind Partikelverteilungen nach weiteren
Optimierungen von Aufdampfdauer und Aufdampftemperatur zu sehen. Hier konnten
Partikeldichten und Anordnungen erzeugt werden, wie sie den Sputterschichten aus
anderen Quellen durchaus aquivalent sind. Eine so hohe Anzahl von Nanopartikeln weist

eine sehr hohe Oberflache auf, die eine hohe Freisetzungsrate von Silberionen bewirken.

Abb. 12: Verteilung auf geburstetem Blech; Abb. 13: Silberpartikel auf Edelstahl;
775, 45min Prozesstemperatur 750C, 60min

3.5.3 Verbundschichten von Silber und Kupfer

Um eine Kombinationswirkung von Kupfer und Silber zu erhalten, wurde Kupfer- und Silber-
Pulver auf Edelstahl und Baustahl-Substraten aufgebracht und eingesintert. Die Versuche
ergaben, dass das Eutektikum des Systems bei 780C die Oberflache des Baustahles sehr
gut benetzt und sich darauf sehr gut verteilt (Abb. 14). Der Edelstahl, wird auf Grund seiner
oxidischen Deckschicht dagegen sehr schlecht benetzt (Abb. 15). Dies bewirkt aber
anderseits, dass die Partikel als solche erhalten bleiben. Das Eutektikum bildet dagegen

eine durchgangige Schicht, welche aulRerst feine Erstarrungsstruktur aufweist.
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Abb. 14: Eutektische Zusammensetzung Abb. 15: Schlechte Benetzung auf Edelstahl
auf Baustahl

Abb. 16: Ag/Cu-Beschichtungen

Durch geeignete Temperaturen beim Aufdampfen des Silber und des Kupfers in zwei
aufeinander folgenden Prozessen lassen sich nebeneinander Kupfer, Eutektikum und Nano-

Silberpartikel herstellen. Dies ist in der Abbildung 16 zu erkennen.

3.5.4 Beschichten von Sieben

Siebe, wie sie in Kuhlschmierstoffanlagen eingesetzt werden, wurden mit einer Dispersion
von Silber- und Kupfer-Pulver bestrichen, so dass nach dem Trocknen das Pulver an den
Siebstegen anhaftete. Diese Anordnung wurde im Hochvakuum bei Temperaturen zwischen
750C und 800C behandelt.

In der folgenden Abbildung ist als Beispiel ein Siebsteg in der REM-Aufnahme zu sehen
(Abb. 17), auf dem das primér aufgebrachte Silber und bei hdherer Vergrol3erung die fein
abgedampfen Silber-Partikel erkennbar sind (Abb. 18).
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Abb. 17: Silber-Kupfer auf Edelstahlsieb Abb. 18: Hohe VergrdlRerung feine Partikel mit
kupferreicher Zusammensetzung

3.5.5 Herstellen und Beschichten von Sinterfiltern

Vereinzelt werden Sinterfilter in Kuhlschmierstoffanlagen eingesetzt. Hier wurden grobe
Edelstahlpulver durch Schiittsinterungen zu Sinterfilter-Platten verarbeitet und unter Vakuum
mit aufgestreuten Silberpartikeln beschichtet (Abb. 19). Die Sinterbedingungen fir den
Edelstahl waren 1240C mit einer Stunde Haltezeit. Die Sinterung erfolgte unter
strémendem Wasserstoff der Reinheit 3.0. Die Bedampfungen mit Silber wurden parallel mit
den Beschichtungen der Bleche durchgefiihrt, um vergleichbare Bedingungen fir die

nachfolgenden Untersuchungen bereit zu stellen.

Abb. 19: Sinterfilter mit Silber beschichtet

Hier ist festzuhalten, dass die Beschichtung durch Bedampfen und Aufsintern nur eine
geringe Tiefenwirkung in den Filter hinein hat. Bei den Untersuchungen der antimikrobiellen
Wirkung stellte sich heraus, dass es nicht sehr sinnvoll ist, Filter, die Schmutz zurtickhalten,
antimikrobiell zu beschichten. Die Keime wachsen sofort auf dem zuriickgehaltenen

Schmutz auf, der das Silber véllig abschirmt und unwirksam macht.
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3.5.6 Stabilitdt und Korrosionsneigung

In den Diskussionen im Projektbegleitenden Ausschuss wurde die Frage gestellt, ob es
durch den direkten Kontakt des feinen Silbers mit dem Edelstahl dort womdglich zur

Kontaktkorrosion kommen kénnte.

Abb. 20: Probe nach 4 Wochen Tanksimulation; rechts Rickseite
Keine erhdhte Korrosion durch die Silberbelegung verursacht.

Abb. 21: EDX-Verteilungsbild von Ag

Die REM-Untersuchung nach einer Prifung von 4 Wochen im Simulationstank zeigte, dass
auch nach der langen Zeit noch feinste Nanopartikel auf der Oberflache erhalten waren und
nicht durch Korrosionsvorgénge in Loésung gegangen sind (Abb. 19, 20). Das bestatigt auch
das EDX-Verteilungsbild von Silber (Abb. 21). Auch auf der Rickseite des Bleches, welche
nicht mit Silber beschichtet worden war, zeigte sich kein Korrosionsangriff. Dort war die
typische vom Beizvorgang passivierte Oberflache nach wie vor erhalten. Es waren keine

Korrosionsgribchen zu finden.

18



Abschlussbericht zum AiF-Vorhaben 14082 N/1 ,KomiK*“ — IWT Bremen / IFAM Bremen

3.5.7 Haftfestigkeit der Nano-Silberschichten

Die Frage nach der Haftfestigkeit und damit der mechanischen Beanspruchbarkeit der
antibakteriellen  Beschichtungen  wurde ebenfalls in den Diskussionen im
Projektbegleitenden Ausschuss aufgeworfen.

Uber den urspriinglich geplanten Untersuchungsrahmen hinaus wurde deshalb die Haftung
von Silberschichten mit dem Ritzhartetest untersucht. Der Ritzhartetest nach Wolff-Willburn
ist nach der 1ISO 15184 genormt und in der Beschichtungstechnik sehr weit verbreitet, da er
sehr einfach vergleichbare Werte liefert. Die Vorrichtung ist in der folgenden Abbildung 22 zu
sehen. Zum Verfahren gehort ein Satz genormter Bleistifte, die den gesamten Hartebereich
von ,B* flr sehr weich bis ,9H", sehr hart, umfassen. Diese werden mit Hilfe eines Schlitten

mit einer konstanten Last tber die zu untersuchende Schicht geschoben.

Ritzharteprifung nach Wolff-Wilburn ISO 15184

Bleistift-Harteskala
6B - 2B B F H 2H - 9H
Weich Mittel Hart

Abb. 22: Ritzharteprufung, Einteilung der Harteskala

In der folgenden Abbildung 23 ein eine Reihe bedampfter Bleche zu sehen, auf denen die
Bleistiftspuren des Ritztest zu erkennen sind. Dort kam in der ersten Messung ein Spektrum
von 2H bis 9H zum Einsatz. Die Ritzspuren missen aufgrund der Feinheit der Nano-Partikel

im hoch auflésenden Rasterelektronenmikroskop ausgewertet werden.
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Abb. 23: Edelstahlbleche mit Ag bedampft und mit Ritzspuren unterschiedlicher
Bleistiftharten

Zur besseren Auffindung im REM werden die Bleistiftspuren mit einer Reif3nadel markiert
(siehe Blech links aul3en im Bild 24). Im der folgenden Abbildung ist das REM-Bild einer

Bleistiftspur der Harte 9H zu sehen.

Abb. 24 Bereich unter der Bleistiftspur der Harte 9H
Prozessparameter : Prozesstemperatur 765C H,, unbehandeltes Blech

Durch den Graphit und die Tonerde des Bleistiftstriches hindurch sind die Silberpartikel zu
erkennen. Im Spalt in Grundmaterial sind frei liegende Partikel zu sehen. Die Partikel
werden also nicht vom Bleistift abgerieben, sondern die Partikel reiben den Bleistift der
Harte 9H ab. Die Harte ist jedoch nicht durchgangig in diesem hohen Bereich. Man kann
jedoch festhalten, dass die Harte von aufgesinterten Silberpartikeln auf Edelstahl immer

tber 5H-6H liegt.
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3.5.8 Assaytest im Unterauftrag bei Bio-Gate- Bioin  novative Materials GmbH

Als Referenzversuche und zum Screening verschiedener Zusammensetzungen von
antibakteriellen Beschichtungen wurden gezielt Proben fir den Assaytest hergestellt. Die
Proben durften nur Uber eine bestimmte GréRe (max. 7 x 3,5 mm) verfligen, damit sie in den
.wells“ der Titerplatten untersucht werden kodnnen. Die Untersuchungen legten damit
Versuchsbedingungen zugrunde, die von der spateren Anwendung relativ weit entfernt
waren. Auch ist zur Bewertung der Ergebnisse zu sagen, dass beim Assaytest bereits nach
zwei Tagen von einer antibakteriellen Einordnung des Materials gesprochen wird, wahrend
bei den hier im Vorhaben durchgefihrten Untersuchungen die ersten Messungen erst nach
einer Woche Einwirkzeit durchgefuhrt werden. Die Untersuchungsbedingungen und
Auswertebedingungen sind im Vorhaben den harschen Bedingungen des spéateren
Einsatzes angepasster als die Bedingungen des Assaytest. In dem noch geplanten
Assaytest werden die Probengeometrien und die Probenvorbereitung besser auf die

Versuchsbedingungen abgestimmt.

3.6 Zusammenfassung der werkstofftechnischen Aspekt e

Durch Bedampfen mit Silber und gleichzeitigem Ansintern der aufgedampften Partikel lieRen
sich sehr gut haftende antimikrobielle Beschichtungen sowohl auf Edelstahl als auch auf
Baustahl herstellen.

Durch die Vakuumbeschichtung waren gleichmafigere Schichten herstellbar als durch
Aufsintern

Geschliffene, gebirstete oder sandgestrahlte Oberflaichen beginstigten eine gleichmafige
Abscheidung von Partikeln. Diese Aktivierung der Oberflachen mit Ungleichgewichtslagen
beglnstigte Keimbildung der aufgedampften Silberpartikel. Das Wachstum der

Silberbeschichtungen war keimbildungsbestimmt.

Durch geeignete Gliuh- und Aufdampf-Prozesse liel3en sich Kombinationen von Kupfer und
Nano-Silber auf Stahlblechen abscheiden. Das Eutektikum des Systems Fe-Cu flhrte
allerdings dazu, dass die Strukturen gréber wurden. Einfacher Baustahl wurde durch die
eutektische Schmelze besser benetzt als der Edelstahl 1.4301. Durch eine schnelle
Abkuhlung von der Aufdampftemperatur bis unter die eutektische Temperatur von 748

konnte das Eutektikum mit sehr feinen Strukturen (ca. 1 um) gestaltet werden.

Durch Dispergieren von Nano-Silberpulvern lieBen sich antimikrobiell wirksame Lacke

herstellen. Sowohl aushartbare 2-Komponenten-Lacke als auch Dspersionslacke lie3en sich
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antimikrobiell ausstatten. Die Acryl-Dispersionslacke versagten teilweise in der

Langzeitwirkung durch ihre geringe Bestandigkeit gegen die Kiihlschmierstoffe.

Nach einer vierwochigen Tanksimulation waren immer noch feinste Silber-Nanopartikel auf
den Blechproben vorhanden. Bereiche von Blechen, die zwar im elektrisch leitenden Kontakt
mit den Silber beschichteten Bereichen standen, selbst aber nicht beschichtet waren, erlitten

keinen Korrosionsangriff. Kontaktkorrosion fand im Beobachtungszeitraum nicht statt.

Die ,Harte" im Bleistiftritztest war nicht eindeutig zu bewerten, sie lag auf jeden Fall Giber 5H.
Bereiche mit Harten Uber 8H und 9H waren ebenfalls anzutreffen. Dies sind sehr gute

Ritzharten, welche die von Lacken deutlich Ubertrafen.
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3.7 Mikrobiologische Aspekte (IWT Bremen)

Der Schwerpunkt der durchgefihrten mikrobiologischen Untersuchungen an der Abteilung
Mikrobiologie des IWT Bremen lagen im Bereich der Anreicherungen von Bakterien und
Pilzen von den zu untersuchenden Oberflachen der vom Fraunhofer-IFAM entwickelten
Probekorper. Regelmafige mikroskopische Untersuchungen sollten die erzielten Ergebnisse
untermauern. Begleitende Untersuchungen der eingesetzten KSS sowie verschiedene
Anfarbetechniken und Untersuchungen an den Oberflachen selbst wurden durchgefiihrt, um
das Bild abzurunden. Die in den Laborsimulationen eingesetzten Mikroorganismen
entstammten ausnahmslos den Kihlschmierstoffen selbst, um einen méglichst komplexen,
realistischen Angriff zu erreichen. In der Regel wurden die fur die Simulationen eingesetzten
KSS unter der normalen Einsatzkonzentration verwendet (1% - 3%) um biozide Wirkstoffe in

ihrer Konzentration soweit zu verringern, dass sie unwirksam wurden.

3.7.1 Wirkungseinbuf3en durch Wechselwirkungen der B eschichtungen mit einer
KSS-Komponente

In den ersten Monaten wurden modifizierte Bleche (Abb. 26) eingesetzt und getestet. Die
bioziden Bestandteile (Silberpartikel) wurden durch Ansintern direkt auf die Oberflache
aufgebracht (s. 3.5.2).

Doch bereits die ersten mikrobiologischen Untersuchungen ergaben, dass nahezu alle bis
dahin eingesetzten Beschichtungen wirkungslos erschienen (Abb. 25). Eine umfangreiche

Ursachenanalyse wurde vorgenommen.

Abb.  26: Beispiel  zweier  angesinterter
Abb. 25: Biofilm auf einer Stahloberflache — Probenbleche: Links Jfeines* Silber, rechts
keine antimikrobielle Wirkung ~grobes" Silber
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O

Abb. 27: Elementanalyse der Oberflache; neben Silber wurde Jod detektiert

Elektronenmikroskopische Untersuchungen mit paralleler Elementanlayse mittels EDAX
brachten das tUberraschende Ergebnis, dass in direkter Nachbarschaft zum Silber Jod zu
finden war (Abb. 27). Nach ausfiihrlichen Recherchen ergab sich, dass dem eingesetzten
Jodcarbamat (Jod-propinyl-butyl-carbamat) zugesetzt war. In einigen wenigen KSS wird
diese Verbindung als Fungizid eingesetzt. Die Funktionsweise wurde folgendermal3en
angenommen: Das Jod des Fungzids wurde abgespalten und hat sich an das Silber
angelagert, was zur Bildung von schwer léslichem Silberjodid gefuhrt hat. Damit war das
Silber gebunden und inaktiviert. Um diese Theorie zu verifizieren, wurde ein ,Element
Mapping“ durchgefihrt, das die Analyse der Verteilung einzelner Elemente auf einer
Oberflache wiedergibt (Abb. 28).

Ag

Jod

Abb. 28: Element Mapping — Deutlich sichtbare
Konzentration des Jods auf dem Silber (Teilbilder
rechts)
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Die Elementverteilungsanalyse bestatigte somit die Annahme: Die Jod- und Silberverteilung
korrelierte eindeutig. Silberjodid hatte sich also tber die Oberflache verteilt. In Absprache mit
dem projektbegleitenden Ausschuss wurde in den nachfolgenden Untersuchungen ein

handelsublicher KSS ohne Jodcarbamat eingesetzt.

3.7.2 Laborsimulationen — ,KSS-Bad" als stehendes S ystem

Abb. 29: Beispiel fir ein stehendes System - links
Maschinentank, rechts Modellsystem ,KSS-Bad“ zur
Simulation des Maschinen-Stillstands - Probekérper in
1% KSS-Emulsion

Von den im KSS-Bad inkubierten Probeblechen (Abb. 29) wurden in jedem Probezyklus
jeweils nach 7, 14, 21 und 28 Tagen Anreicherungen auf speziellen Nahrmedien fur
Bakterien und Pilze durchgefiihrt (Abb. 30). Damit sollte die Belastung der Oberflache mit

potentiellen Keimen untersucht werden.

KSS

Unwirksame
Beschichtungen

Wirksame
| Beschichtungen

Abb. 30: Ubersicht der Anreicherungen nach einer Woche simulierter Maschinenstandzeit — oben links
Referenz (unbehandelte Edelstahlprobe)
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Abb. 31: Detail der Anreicherungen von den Proben- Abb. 32: Anreicherungen von denselben
oberflachen der tGber 7 Tage wirksamen Beschichtungen Proben nach 21 Tagen (M53, M54, M56)
Proben M52, M53, M54, M56

Wahrend die 1%ige Kiihlschmierstoff-Emulsion relativ schnell verkeimte (> 10° KBE/ml nach
3 Tagen) waren einige Oberflachen selbst nach einer Woche simulierter Maschinenstandzeit
(Normalfall 2-3 Tage) kaum mikrobiell belastet. Es gab Unterschiede zwischen der Referenz
(~100 KBE/cm?) zur wirksamsten Probe ( M56, Ag auf Edelstahl - ~3 KBE/cm?) die im
Bereich des Faktors 30 lagen. Teilziel sollte es sein, eine Reduktion um den Faktor 10 zu
erreichen.
An dieser Stelle soll angemerkt werden, dass die z.Zt. géngigen Tests fur eine
antimikrobielle Wirksamkeit Uber einen Zeitraum von 24-48 Stunden (!) durchgefiihrt werden
(z.B. Japanischer Industrie Standard, JIS Z 2801)
Die Wirksamkeit der angesinterten Probekdrper lieRen i.d.R.
aber kein Belassen im stehenden Bad Uber einen Zeitraum
von 14 Tagen oder mehr zu. Es soll erwdhnt werden, dass
sich eine Veranderung der Artenzusammensetzung
feststellen liel (s. Abb. 33, links).
Dies war mit bloRem Auge auf den Anreicherungsmedien zu
erkennen (s. Abb. 31; 32) und bestatigte sich durch
molekularbiologische Untersuchungen (PCR, DGGE).

Nach 28 Tagen wurden auf den Oberflachen ausschlieflich

folgende Arten molekularbiologisch identifiziert.

Ergebnisse der Blast-alignments der Fragmente aus der 16S

rDNA: Pseudomonas sp. und P. veronii, Citrobacter farmeri
Abb. 33: DGGE-Analyse: und C. amalonaticus, Brevundimonas mediterranea, und B.
Pfeile links - Artenvielfalt nach  vesicularis.

7, rechts nach 28 Tagen (KSS
Bad)
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Tabelle 1: Zusammenfassung der Ergebnisse einiger in den Tanksimulationen eingesetzter

Proben
1 Woche 2 Wochen 4 Wochen

M57 Ag auf Edelstahl 4h 940C H2-FI.40 .
M56 Ag auf Edelstahl 4h 940C H2-FI.40 o
M55 Ag auf Edelstahl 4h 940C H2-FI.40
M54 Ag auf Edelstahl 4h 940C H2-FI.40
M53 Ag auf Edelstahl 4h 940C H2-FI.40 "
M52 AgCu2 in Gitter eingestrichen mit ALK.-

Colophonium (?) 4h 940C ++
M51 AgCu4 unter Gitter 4h 940C H2-FI.40
M50 AgCu4 in Gitter eingestrichen mit ALK.-

Colophonium (?) 4h 940C -
M49 Ag-grob unter Gitter 4h 940C H2-FI.40

Ag-fein mit Colophonium (?) 4h 940C H2- -(-)
M48 Ag-grob unter Gitter 4h 940C H2-FI.40

Ag-fein mit Colophonium (?) 4h 940C H2- --(-)
M47 Pulverschittung aus 316L BTMT

Sinterung im Astro-Ofen unter N2-
M46 Pulverschiittung aus 316L BTMT

Sinterung im Astro-Ofen unter N2-
M45 Pulverschittung aus 316L 1.3 Sinterung

im Astro-Ofen unter N2-FI.30/60 1h
M44 Pulverschiittung aus 316L 1.3 Sinterung

im Astro-Ofen unter N2-FI.30/60 1h
M43 Metallgewebe mit AG unter H2-FI.40 2h

940<C -(-)
M42 Metallgewebe mit AG unter H2-FI.40 2h

940C
M41 Referenz Gitter ungegliht
Bewertung:
+++ befallsfrei
++ geringer Befall
+ Wirkung

- nachlassend
-- kaum Wirkung
keine Wirkung

Neben lichtmikroskopischen Untersuchungen an den Oberflachen wurden zur besseren
Darstellbarkeit einige Proben fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen zugefihrt (Abb.
34).

Ein interessanter Effekt wurde bei diesen Untersuchungsreihen festgestellt: Augenscheinlich
wirkten entgegen der theoretischen Annahme grobe Silberpartikel besser als feine. Offenbar
dampft von den groben Partikeln das Silber ab und schlagt sich extrem fein auf der
Oberflache nieder und wirkt somit noch intensiver, als das eingesetzte feine Silber (s. Kap.
3.5.2).
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Abb. 34: Fluoreszenzanfarbung: Pilzhyphen auf einer Probenoberflache (100fache VergréRerung,
linkes Teilbild) Glas als Referenz (100x, rechts)

3.7.3 Simulation eines Kuhlschmierstofftanks — flie Rendes System

In Zusammenarbeit mit Mitgliedern des PA wurde eine neue Komponente in das
Forschungsprogramm integriert: Ein Simulationstank mit KSS fur einen realitatsnahen Test
an den erfolgversprechendsten direkt beschichteten Blechen und vor allem fir die in den
vorhergehenden Monaten verstarkt entwickelten Lacksystemen wurde eingesetzt. Der
Simulationstank (Abb. 35) sollte die Bedingungen in einer KSS-fuhrenden Anlage
realitatsnah nachstellen. Hierbei standen die Realisierung eines durchflielenden Systems
und der verschiedenen Zonen eines Tanks im Vordergrund (Abb. 36). So gelten
insbesondere die Wechselzone (Grenzflache zw. KSS und Luft) und der KSS-bedeckte
Bereich als besonders anfallig fur einen mikrobiellen Befall. Als dritte relevante Zone wurde
in diesem Versuchsaufbau der Spritzbereich gewahlt. Hier entstehen kleinste Trépfchen und

der KSS wird in Form dieser feinen Tropfen auf der Oberflache der Proben verteilt.

Abb. 35: Simulationsuntersuchungen im Labor Modell (li.) und Simulationstank
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Abb. 36: Details des Simulationstanks:
Oben links — Probenanordnung im unbefillten
Zustand

Rechts oben — Biofilmbildung an einem
Probekérper (Baustahl) im Bereich der Grenzflache

Rechts unten — Lacksystem auf Edelstahl im
Spritzbereich und in der Grenzflache

Der KSS wurde nicht in seiner Einsatzkonzentration verwendet. Um eine schnellere
Verkeimung des Systems zu erreichen, wurde eine 2%ige Emulsion eingesetzt.

In Anlehnung an die oben beschriebenen Versuche mit den direkt beschichteten Stahlen
wurden auch im Zuge dieser Simulationsreinen Anreicherungen auf spezifischen
Nahrmedien (Abb. 37), molekularbiologische und mikroskopische Untersuchungen
durchgefuhrt.

Abb. 37: Ubersicht der Anreicherungen von den Proben M65-M88 nach 19 Tagen in der
Tanksimulation
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Die Optimierung der Lacksysteme war ebenfalls Gegenstand dieses Forschungskomplexes.
Die Einzelheiten der Belegung der Lacke sind im Kapitel 3.5.1 beschrieben. Im Zuge der
Optimierung der Lackschichten war es gelungen, mehrere erfolgversprechende Ansétze zu
entwickeln, (Griin umrahmt in Abb. 37) die in allen Bereichen ihre Wirksamkeit, selbst nach
dreiwdchiger Inkubationszeit zeigten.

In den folgenden Abbildungen sind die semiquantitativen Anreicherungen von den beiden
wirksamsten Systemen vergleichend abgebildet (Abb. 38, 39). Jeweils links sieht man die
Anreicherungsmedien fir Bakterien und rechts (heller) die Nadhrmedien fir Pilze. Die oberen
Paare stammten aus dem Spritzbereich, die mittleren aus der Wechselzone und die unteren
waren im KSS in Bodennahe des Tanks deponiert. In der Abbildung 39 sieht man den
Vergleich einer nicht so wirksamen Beschichtung (linke Bildhalfte) zu einem der wirksamsten
Systeme (rechts). Die deutliche Reduktion der Oberflachenkeime ist offensichtlich, auch im
Vergleich zum abgebildeten Acryllacksystem links. Sie lag deutlich Uber dem angestrebten
Faktor 10.

Abb. 38: Anreicherungen von Abb. 39: Anreicherungen der Proben M71-M73 (li.) und
Acryllackproben (M65-67) mit Al;0,/Ag M77-M79 (2K-Lack 0,25, 0,5, 1% Ag - re.)
dotiert 0,5, 1, 2%

Tabelle 2: Zusammenfassung der Ergebnisse der Tanks  imulationen — Erfolgreiche
Lacksysteme

Sehr gute Wirksamkeit: Gute Wirksamkeit :

M65 Acryl Al,O3/Ag 0,5% 4301 M68 Acryl Ag 0,25% 4301
M66 Acryl Al,Os/Ag 1,0% 4301 M69 Acryl Ag 0,5% 4301
M67 Acryl Al,Os/Ag 2,0% 4301 M70 Acryl Ag 1,0 % 4301
M77 2K Ag 0,25% ST37 M80 2K Ag 0,25% 4301
M78 2K Ag 0,5% ST37 M81 2K Ag 0,5% 4301
M79 2K Ag 1,0% ST37 M82 2K Ag 1,0% 4301

Anmerkung: 4301 — Edelstahl, ST37 — Baustahl; Acryl — Acryllack, 2K — 2-Komponenten-Lack
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Acryllack Acryllack
Ag 1% Ag 1%
Edelstahl o Baustahl
Wechselzone Wechselzone
Sichtbare w_ v Sichtbare Kontamination
Kontamination (rote (roter Pfeil)
Pfeile)

Acryllack
2-Komponenten- Lack v Ag 2%
Ag 1% Baustahl
Baustahl Komplett im KSS
Komplett im KSS Augenscheinlich sauber,
Augenscheinlich aber Blasenbildung! (roter
sauber Pfeil)

Abb. 40: Ubersicht iiber vier verschiedene Probekérper (Lackbeschichtung mit 1-2 % Silber) nach vier
Wochen im Simulationstank

Die im Zuge dieser Simulationen abermals getesteten Sinterfilter zeigten hierbei kein
antimikrobielle  Wirksamkeit. Die  Anreicherungen von den Oberflachen der
silberbeschichteten Filter waren ausnahmslos mit einem nicht mehr quantifizierbaren
Bakterienrasen tberwachsen.

Die gute Wirksamkeit der bioziden Beschichtungen auf Lackbasis konnten jedoch durch

elektronenmikroskopische Untersuchungen bestétigt werden (s. Abb.41).

Abb. 41: M78; saubere Oberflache (li.) und vereinzelte Bakterien (re.) sowie TiO,-Partikel

Neben den oben beschriebenen Anreicherungen von den Oberflachen wurden
mikroskopische Untersuchungen durchgefihrt, um die erlangten Ergebnisse zu verifizieren.
Auch hier konnte der Erfolg der vorangegangenen Modifikationen der Schichten
(insbesondere einiger Lacksysteme) nachgewiesen werden. Die Abbildung 41 zeigt eine

nahezu saubere Oberflache. Ganz vereinzelt waren Bakterien zu finden (Abb. 41, rechts).
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Es wurde beobachtet, dass sich auf dichteren Schmutzpartikel, die einen direkten Kontakt

zur Oberflache verhindern, teilweise Bakterien angesiedelt hatten (Abb. 43).

Diejenigen Proben, die ein deutliches Wachstum auf den Anreicherungsmedien zeigten,
wurden ebenfalls elektronenmikroskopisch untersucht. Auch hier bestéatigten sich die
Ergebnisse der Anreicherungen. Teilweise wurde auf den Oberflichen eine deutliche
Biofilmbildung beobachtet. (s. Abb. 42 und 44).

/

Abb. 43: Bakterien (roter Pfeil) auf einem
Schmutzpartikel, nicht direkt auf der Oberflache

der Probe M78

Abb. 42: M76, Oberflachenbereich mit diinnen Biofilm

/

Abb. 44: Deutliche Biofilmbildung auf der Oberflache der Probe M 76 (AusschnittsvergréRerung
rechts)

Diejenigen Proben, die sich in den Simulationsversuchen als geeignet herausgestellt haben,

wurden fir die nachfolgende Exposition in einem realen Produktionsprozess ausgewahlt.

Dazu wurden neuartige Wirkstoffkomponentenmischungen seitens des IFAM entwickelt und

hergestellt. Es sollte herausgefunden werden, ob es mdglich ist, eine Mischung von Silber

und Kupfer wirkungsvoll auf die Metalloberflachen anzusintern. Einige dieser Proben wurden
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nach ersten erfolgreichen Tests im Simulationstank fir den Einsatz im realen

Produktionsprozess ausgewabhilt.

3.7.4 Molekularbiologische Untersuchungen des einge  setzten KSS

Forotos

Abb. 45: DGGE: Ergebnisse der
Artenverteilung
nach 1,2 und 3 Wochen (v.l.n.r.)

Der in den Tanksimulationen eingesetzte Kihlschmierstoff
wurde begleitend molekularbiologisch untersucht. Es sollte
Uberwacht werden, ob es auch im Rahmen dieser Simulationen

zu einer Verédnderung der Artenzusammensetzung kommt.

Als Methode wurde hier eine 16S-rDNA-DGGE (denaturierende
Gradienten-Gel-Elektrophorese) verwendet. Nach einer DNA-
Isolierung aus den wochentlich gezogenen KSS-Proben und
einer anschlieBenden 16S-rDNA-PCR ist es durch diese
Methode mdoglich, verschiedene 16S-rDNA Spezies in den
Proben nachzuweisen und voneinander zu trennen. Die
aufgetrennte 16S-rDNA konnte anschlieRend aufgearbeitet,
sequenziert und somit einem Bakterium zugeordnet werden.

In der Abbildung links sieht man das in den Untersuchungen
erzeugte DGGE-Gel. Hierauf zeigte sich eine konstante
Existenz von vermutlich vier Arten (Abb. 45, blaue Pfeile). In der
zweiten Woche (mittlere Spalte des Bildes) konnte eine weitere
Art detektiert werden, die sich auch in der 3. Woche

nachweisen liel3 (Brevundimonas sp., roter Pfeil).

Identifizierte Organismen aus dem KSS der Tanksimulation:

Pseudomonas sp., Pseudomonas veronii , Citrobacter farmeri Citrobacter amalonaticus,

Brevundimonas sp.

3.7.5 Exposition der Proben in einem realen Produkt  ionsprozess

Durch die Herstellung des

Kontaktes eines Mitgliedes des PA wurde es mdglich,

Probenkdrper fur acht Wochen realistischen Bedingungen auszusetzen. Die Firma Behrens

Pumpen (Bremen-Mahndorf) ist ein fihrender Hersteller von Schiffspumpen. Hier werden

insbesondere Gussteile zerspant, die spater Einsatz auf Hochseeschiffen aber auch

Kreuzfahrtschiffen finden. Die Versorgung der einzelnen Bearbeitungsmaschinen mit

wassergemischtem Kihlschmierstoff erfolgt Gber eine moderne Zentralanlage (s. Abb. 46:

Kombinierte Filteranlage mit Tank).
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Diese Anlage fuhrte nach maximal vier Stunden Ruhezeit (z.B. in der Nacht / am
Wochenende) automatisch eine Umwalzung des KSS durch. Die eingesetzte Emulsion

wurde mit einer Konzentration von 6.2% gefahren.

Abb. 46 Tanksystem mit KSS-Filteranlage der Zentralanlage der Fa. Behrens Pumpen

Der pH-Wert der Emulsion lag wéhrend des Untersuchungszeitraums relativ konstant bei pH
9.0. Die Keimzahlen in der Emulsion wurden vom Betreiber der Anlage als ebenfalls
konstant mit 10* KBE/ml angegeben. Diese Zahlen wurden vom KSS-Hersteller mittels Dip-
Slides ermittelt. Eigene Untersuchungen ergaben Werte um 10° KBE/ml. Diese
Untersuchungen (s.u.) wurden mit Anreicherungsmedien durchgefihrt, die erfahrungsgeman
immer mind. eine Zehnerpotenz Uber den Ergebnissen von in der Praxis eingesetzten Dip-
Slides liegen.

Die Proben wurden an einer Halterung im Tank der Anlage befestigt und somit im Bereich
der Wechselzone KSS / Luft exponiert (s. Abb. 47).
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Abb. 47: Zentraler Tank- / und Filterbereich — im Teilbild links ist die Probenhalterung zu erkennen

Tabelle 3: Ubersicht tiber die eingesetzten Proben f  iir den Produktionsprozess

Lack / Proben
Nr. Beschichtung W erkstoff Ag % Al203 Cu Mitglied PA
100 2K St 37 0,5 0,5
101 2K St 37 1 1
102 2K St 37 2 2
103 2K 4301 0,5 0,5
104 2K 4301 1 1
105 2K 4301 2 2
106 Acryl 4301 0,5 0,5
107 Acryl 4301 1 1
108 Acryl 4301 2 2
109 2K 4301 0,25
110 2K 4301 0,5
111 2K 4301 1
112 2K St 37 0,25
117 2K Leichtmetall X X
118 Gesintert 4301 X X
119 Gesintert 4301 X X
120 Gesintert 4301 X X
121 Gesintert St 37 X X
122 Gesintert St 37 X X

Aufgrund der guten Erfahrungen in den Laborsimulationen wurden jeweils die
unbeschichteten Ruckseiten der Proben als Referenz herangezogen. Diese hatten im
Vorlauf immer nahezu identische Ergebnisse zu den komplett unbeschichtete
Referenzproben gezeigt. Dadurch war es moglich bis zu 20 Probenkdrper parallel zu
exponieren bei gleichzeitiger Vergleichbarkeit mit 20 Referenzen. Es wurden verschiedene
Wirkstoffkonzentrationen (0,25 bis 2 Gew%) auf den beiden Metallkérpern (Nichtrostender
Stahl und Baustahl) und mit direktem Sintern oder mit Acryllack sowie Zwei-Komponenten-

Lack eingesetzt (s. Tabelle . 3).
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Wie bereits erwahnt, wurde die Keimbelastung des KSS uber die Zeit iberwacht.

Abb. 48: Anreicherungen auf spez. Nahrmedien zur Ermittlung der Keimbelastung (re.
Ausschnittsvergrof3erung) — jeder ,Punkt” entspricht einer koloniebildenden Einheit (KBE)

Die Ergebnisse der Keimzahlermittlung (Abb. 48) sind in der folgenden Tabelle 4 dargestellt.
Die Keimzahlen zeigten Uber den Untersuchungszeitraum relativ konstante Werte. Die
Belastung des KSS war immer im Bereich von 10° KBE/ml. Die Tabelle 4 stellt die

Ergebnisse Uber die gesamte Laufzeit der Praxisversuche dar.

Tabelle 4: Ermittelte Keimzahlen des KSS [KBE/ml]

Datum KBE/ml

22.08.06 1,6x10° KBE/ml
20.09.06 4,5x10° KBE/ml
14.12.06 6,0x10° KBE/m

3.7.6 Exposition im Produktionsprozess — Ergebnisse nach vier Wochen im KSS-
Tank

Nach vier Wochen Exposition wurden die Probenkdrper aus dem System entfernt und
mikrobiologischen Untersuchungen zugefuhrt, um die Wirksamkeit der Beschichtungen zu
testen. In der Abbildung 49 sieht man Proben nach vierwdchiger Exposition im KSS-Tank.
Die Proben sind augenscheinlich in einem recht guten Zustand. Au3er Spanabrieb ist mit

bloRem Auge keine Verunreinigung zu erkennen.
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Abb. 49: Ubersicht tiber Probenkdrper nach 4 Wochen im Zentralanlagen-Tank

Zunachst wurden von den Oberflachen wiederum Anreicherungen auf speziellen

Nahrmedien durchgefihrt. Nach ca. 5 bis 7-tagiger Inkubation bei 25T erfolgte die

Auswertung und Dokumentation (Tab. 5).

Tabelle 5: Ergebnisse der Anreicherungen nach 4 Woc

hen Inkubation

Ergebnisse Anreicherungen | KBE/Probe KBE/cm?
Referenz Edelstahl ~ 153 7
Referenz Baustahl ~ 420 17
Anreicherungen (alle Proben) |< 10 <1

Wahrend auf den Oberflachen der Rickseiten, die als Referenz dienten, eine deutliche

Besiedlung nachzuweisen war (Abb. 50), waren alle fur die Praxisversuche ausgewahlten
Proben nahezu befallsfrei (Abb. 51).

Abb. 50: Referenz-Proben, unbeschichtete Oberflachen; links: Edelstahl (4301); rechts: Baustahl (ST

37)
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Abb. 51: Auswabhl dreier Anreicherungen von Lackoberflachen — nahezu befallsfreie Oberflachen

Konz.: 0,5 % Ag, Al,O3 1% Ag, Al,O3 2 % Ag, Al,O3
Beschichtung: 2 K-Lack, St 37 (li.), 2 K-Lack, 4301 (Mitte, rechts)

Anhand der in Abb. 50 und Abb. 51 dargestellten Oberflachenanreicherungen auf
spezifischen Nahrmedien wird die Wirksamkeit der Beschichtungen offensichtlich. Es war
Uber die gesamte Laufzeit des Projektes zu bemerken, dass das Wachstum auf den
Edelstahlproben eingeschrénkter stattfand, als auf den Baustahlproben. Dies wurde auch

nochmals bei den untersuchten Referenzen deutlich.

Edelstahl, gesintert (Ag/Cu)

Abb. 52: Fluoreszenzanfarbung Referenz (links) — Beschichtung (rechts)
(Negativdarstellung des Bildes: Anfarbung mit Acridinorange, 400x Vergré3erung)

Im fluoreszenzmikroskopischen Bild (Abb. 52) gab es auf allen Proben eine ungleichmafige
Verteilung der Mikroorganismen. Zur Ermittlung der ,durchschnittlichen* Keimzahlen wurden
daher 10 zufallig ausgewahlte Felder ausgezahlt und deren Ergebnisse gemittelt. Auf der mit
Ag/Cu gesinterten Probe wurden ca. 500 KBE/cm?2 ermittelt, wahrend die Keimzahlen dieser
Referenzprobe bei ca. 4900 KBE/cm? lag.

Eine deutliche Reduktion, wie sie bereits bei den Anreicherungen festgestellt wurde konnte

somit durch den Einsatz der Fluoreszenzmikroskopie bestatigt werden. Zudem wird durch
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den Vergleich der beiden Methoden bestatigt, dass nur etwa 1% der Mikroorganismen durch
Anreicherungen erfasst wurde. Dennoch ist die klassische Anreicherung von Oberflachen
eine einfache und gut reproduzierbare Methode um Wirkungsgrade sicher miteinander
vergleichen zu kdnnen. Es muss aber auch darauf hingewiesen werden, dass sowohl in der
Fluoreszenzmikroskopie, als auch in der Nahrstoffzusammensetzung  der
Anreicherungsmedien Verbesserungspotenzial besteht. Der Einsatz von KSS-Komponenten
als einzige Nahrstoffquelle flr anzureichernde Mikroorganismen birgt ein solches Potenzial.
Bei den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wurde festgestellt, dass aufgrund der
chemischen Zusammensetzung der Kuihlschmierstoffe bei vielen Farbstoffen eine
Fluoreszenz des KSS selbst hervorgerufen wurde, was zu Fehlinterpretationen fiihren kann.
Nach der Prifung von verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen stellte sich Acridinorange als

der geeignetste Farbstoff heraus.
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3.7.7 Exposition im Produktionsprozess — Ergebnisse nach acht Wochen im KSS-
Tank

Da die Ergebnisse der vierwtchigen Exposition sich als positiv harausstellten, wurden die
Proben der vorhergehenden Untersuchungen fur abermals vier Wochen im KSS-Tank
gelagert. Nach diesen acht Wochen erfolgten, wie schon nach vier Wochen Exposition

mikrobiologische Untersuchungen der Proben.

Abb. 53: Oberflachenanreicherungen nach acht Wochen Inkubation im Produktionsprozess, die linken
Teilbilder stellen jeweils eine untersuchte beschichtete Oberflache (li.) und eine untersuchte Referenz
(re.) dar. Im Teilbild rechts erkennt man das Wachstum von Pilzen

Die Untersuchungen nach achtwéchiger Exposition der Proben im Tank der Zentralanlage

brachten neue Effekte hervor.

Wie exemplarisch auf den Teilbildern links der Abbildung 53 zu erkennen und der Tabelle 6
zu entnehmen, wurde allgemein nur eine geringe Anzahl von Bakterien auf den Oberflachen
nachgewiesen. Dieses Phanomen wurde sowohl auf der beschichteten Oberflachen, als
auch auf den unbeschichteten Riickseiten der Proben, die als Referenz dienten, beobachtet.
Als weiterer neuer Effekt wurde das Aufkeimen von Pilzen beobachtet. Auf zwei Proben
wurden Pilze (Abb. 53 rechtes Teilbild) der Gattung Cladosporium identifiziert.

18 von 20 Beschichtungen waren allerdings nach wie vor sehr wirksam.

Es wurden neben eingehenden anreicherungstechnischen sowie mikroskopischen Verfahren
(REM, Fluoreszenz) auch Untersuchungen zur Stoffwechselaktivitat der mikroorganismen

auf den Oberflachen (ATP-Gehalt) durchgefiuhrt. Liegt auf eine Oberflache ein aktiver Befall
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mit Mikroorganismen vor, so sind hier erhdhte Werte des zellularen Energietrdgers ATP

nachzuweisen.

Parallel zu den mikrobiologischen Untersuchungen wurde eine Recherche gestartet, die
klaren sollte, was die Reduktion der Zellzahlen auf den Oberflachen verursacht heben
kénnte. Es wurden der Anlagenbetreiber sowie der Hersteller des eingesetzten KSS befragt.
Allerdings waren ,keine Besonderheiten bei der Pflege des KSS und auch keine
Anderungen im Betriebsablauf* beschrieben worden. Eine kleine Beobachtung bei der
Erstbesichtigung der Anlage brachte dann aber nach Befragung der Beteiligten die Lésung.
Im Bild 54 (Teilbild li.), auf dem der Tank und die Filteranlage zu sehen sind, stehen im
rechten Bereich neben dem KSS drei kleinere Kanister (s. Bild 54 Ausschnittvergréf3erung
rechts). Diese wurden mundlich als ,Zusatz" bezeichnet. Nach Angabe der Produktnummer
konnte der Hersteller die Auskunft geben, dass es sich um einen Systemreiniger handelte.
Es wurde offenbar dieser Systemreiniger direkt Uber die Proben ins System gegeben, da
sich die Probenhalterung an einer von zwei mdglichen Einfillpunkten befand. Der Reiniger
hatte die Oberflachen der Proben erheblich beeinflusst. Die Zellzahlen des KSS waren zum
Entnahmezeitpunkt bereits wieder auf normalem Niveau. Es wird angenommen, dass die
Zugabe mehrere Tage vor der Entnahmeder Proben stattfand. Die Mikroorganismen hatten
aufgrund der Verteilung des Reinigers im KSS und der damit einhergehenden
Konzentrationsabnahme in der Fliissigkeit schnell wieder normales Niveau erreicht (6,0x10°
KBE/ml). Der oberflachenaktive Systemreiniger hatte dagegen die Flora auf den Proben
erheblich geschwéacht. Das erklart auch das Anwachsen von Pilzen. Schimmelpilze kommen

in KSS-fuhrenden System oft dann zum Tragen, wenn die Anzahl von Bakterien sinkt.

Abb. 54: Entdeckte Kanister die als ,Zusatz" bezeichnet wurden (rechts Ausschnittsvergréf3erung)

Eine vom Anlagenbetreiber in Betracht Zu ziehende ~.grenzwertige*

Schmermetallkonzentration durch die Zerspanung und gleichzeitige Erhéhung von
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Schwermetallen im KSS (Blei, Kupfer etc. aus den bearbeiteten Gussteilen) konnte nicht

bestétigt werden.

Dennoch betraf dieses Phanomen nicht alle Proben, so dass, wenn auch eingeschréankt,
Aussagen zur Wirksamkeit nach acht Wochen Inkubation im realen Produktionsprozess
maoglich waren. Die Abbildung 55 unten zeigt Fluoreszenzanfarbungen zweier Riickseiten
(Referenz). Wahrend im linken Teilbild eine groRere Anzahl von stabchenférmigen Bakterien

zu sehen ist, stellt sich die Oberflache im rechten Teilbild vollkommen sauber dar.

Abb. 55: Fluoreszenzaufnahmen zweier Proben-Riickseiten: links Edelstahl Riickseite — angefarbte
Stabchen (hell), verschmutzte Oberflache; rechts Edelstahl (Riickseite) — vollkommen saubere
Oberflache

Zur Verifizierung der Ergebnisse aus den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen
wurden einzelne Proben im Rasterelektronenmikroskop (REM) untersucht (s. Abb. 56). Es
sollte sichergestellt werden, dass es sich bei den Anfarbungen auch wirklich um Bakterien
handelte. Da einige Farbereagenzien mit KSS-Bestandteilen reagieren konnen, sollte eine

Absicherung der Ergebnisse erfolgen.

Abb. 56: Vergleich zwischen Fluoreszenz- (li.) und Elektronenmikroskopie einer unbeschichteten
Ruckseite — eine deutliche Biofilmbildung ist zu erkennen
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Die REM-Untersuchungen betéatigten die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie. Es
handelte sich um stédbchenférmige Bakterien. Diese Bakterien hatten auf der
unbeschichteten Oberflache einen Biofilm ausgebildet. Im Zuge der Entstehung eines
solchen Biofilms produzieren die Bakterien sogenannte extrapolymere Substanzen (EPS).
Aus diesen EPS wird eine schleimartige Matrix gebildet, welche die verschiedenen Bakterien
in einem Biofilm umgibt. Diese Matrix schiitzt die Mikroorganismen vor Hitze, Austrocknung,
fordert den Austausch von Stoffwechselprodukten und schitzt die Organismen auch vor
Bioziden und chemischen Reinigern. In Wasser fuhrenden Systemen sind 99% aller

Bakterien in Biofilmen organisiert.

Abb. 57: Fluoreszenzmikroskopie — links Acryllack nach 8 Wochen - erhebliche Schleimbildung
vermutlich durch den KSS — keine Mikroorganismen; rechts nur vereinzelt Bakterien auf der
Edelstahloberflache

Es wurde bei den mikroskopischen Untersuchungen noch eine andere Art von Schleim
entdeckt (s. Abb. 57, links). Dieser Schleim beherbergte jedoch keine nachweisbaren
Mikroorganismen. Dieser Schleim konnte auf mehreren Proben nachgewiesen werden und
erzeugte eine z.T. erhebliche Eigenfluoreszenz. In der Abb. 57 (linkes Teilbild) erkennt man
einen in diesem Schleim eingebetteten Span. Aufgrund der Konsistenz wird davon
ausgegangen, dass es sich bei der Substanz um Bestandteile oder Abbauprodukte des KSS
handelte. Im rechten Teilbild der Abb. 57 (rechtes Teilbild) sind vereinzelt Bakterien auf der
Edelstahloberflache zu sehen. Die Bakterien sind mit einer Lange von unter 2 um als relativ

klein zu bezeichnen.
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Abb. 58: REM-Aufnahme (links) der mit kleinen Kristallen belegten Probe 122, die EDX-Analyse (rechts)
ergibt eindeutig Silberjodid
Auf der Probe 122 (Rlckseite, Baustahl, gesintert mit Ag/Cu) wurden feine Kristalle
entdeckt. Eine Elementanalyse ergab, dass sich, wie schon in den ersten
Laboruntersuchungen Silberjodid gebildet hatte (s. Abb. 58). Dieses Phanomen war nur auf
einer Probe aufzufinden. Ein nachfolgendes ,Element-Mapping® zeigte einen weiteren
interessanten Effekt: zwar wurde das Silber durch das Jod maskiert, aber das auf der Probe
befindliche Kupfer blieb frei. Hier konnte demnach einer kompletten Inaktivierung der
antimikrobiellen Beschichtung durch die Kombination Silber / Kupfer entgegengewirkt
werden. Das Kupfer auf der Probe 122 war allerdings nicht so gleichmé&Rig verteilt, dass es
einen mikrobiellen Befall komplett verhindern konnte (s. Tabelle 6).
Im Zuge der durchgefiihrten
Elementanalysen wurde
O @ stichprobenartig  untersucht,
ob die Wirkstoffe Silber
Q und/oder Kupfer auf den
Oberflachen noch
nachweisbar sind.
Dieser Nachweis  mittels
EDAX zeigte auf allen fir

diese Untersuchung

ausgewahlten Proben das

Abb. 59: Nachweis von Silber und Kupfer auf den Vorhandensein von den
Oberflachen nach achtwdchiger Inkubation _ o
eingesetzten bioziden

Metallen. Die Abb. 59 zeigt exemplarisch eine Analyse einer Proben-Vorderseite auf der

Silber und Kupfer im Sinterungsprozess aufgebracht waren.

Zwar konnte die klare Tendenz der Ergebnisse nach 4 Wochen aufgrund der Zugabe von

Systemreiniger in den Tank der Zentralanlage nicht reproduziert werden. Es zeigte sich aber
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zumindest auf einzelnen Proben, die nicht so deutlich von diesem Effekt betroffen waren,
dass im Vergleich zu Referenzoberflachen (Rickseiten der Proben 100, 103, 108, 111) die
beschichteten Oberflachen keinen oder nur einen geringen Befall aufwiesen. Einen
Unterschied hierzu bilden im Wesentlichen die Proben 121 und 122: Die gesinterten
Oberflachen wurden hier, im Gegensatz zu den Proben 118 bis 120, nicht nach dem
Sinterungsprozess geburstet. Die Ergebnisse machen deutlich, dass das Bulrsten die
antimikrobielle Wirkung begtinstigt, da ohne Blrsten der Probekdrper die deutlich rauere
Oberflache fur ein erhdhtes Befallsrisiko sorgt.

In der folgenden Tabelle 6 sind die Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchungen in

einer Ubersicht dargestellt.

Tabelle 6: Ergebnisse nach 8 Wochen Inkubation - Ub  ersicht tiber die verschiedenen

Nachweismethoden

KBE/cm? Fluoreszenz ATP REM

Probe |Lack Werkstoff |[Ag % |Cu MO/cm?2 RLU/25 cm?

Vord / Rick| Vord/Rick | Vord/ Riick| Vord / Riick
100 2K St 37 0,5 <1/0 [|n.e./Pilzhyphen -/ -
101 2K St 37 1 <1/<1 800 / 380
102 2K St 37 2 <1/<1
103 2K 4301 0,5 0/<1 n.e. / Pilzsporen -/ -
104 2K 4301 1 <1/0 -/ -
105 2K 4301 2 <1/0 1080 / 640
106 Acryl 4301 0,5 0/<1 n.e. /0
107 Acryl 4301 1 <1/0
108 Acryl 4301 2 <l/<1 n.e. /<100
109 2K 4301] 0,25 <1/<1 -/ -
110 2K 4301 0,5 <1l/<1 280/ 360
111 2K 4301 1 0/<1 n.e. / 4500 - | Bakterien
112 2K St37] 0,25 <1l/<1
117 2K Alul] ~0,3 <1l/<1
118 Gesintert 4301 X x| <1/<1 1000/ 2300
119 Gesintert 4301 X X <1/0 120/ 132
120 Gesintert 4301 X X 0/<1 72 | 220
121 Gesintert St 37 X x| <1/<1 <100/ < 100
122 Gesintert St 37 X X 3/0
n.e. = nicht ermittelbar; der Schleim (keine Mikroorganismen [MO], verm. KSS) auf der Oberflache
erzeugte z.T. erhebliche Eigenfluoreszenz

3.7.8 Molekularbiologische Untersuchungen

Die von den Oberflachen und dem KSS angereicherten und isolierten Bakterien wurden
anhand ihrer 16S-rDNA-Sequenz identifiziert. Dieser Bereich im bakteriellen Genom wurde
mit Hilfe von spezifischen Primern und der PCR (Polymerase-Kettenreaktion) vervielfaltigt
und anschlieRend sequenziert. Die erhaltenen Sequenzdaten wurden mit bestehenden 16S-
rDNA-Datenbanken verglichen und die Bakterien so eingeordnet. Aus dem KSS (Proben

Komik 1 - 6) wurden vier und von den Probenoberflachen (Probe 104 und 107) wurden vier
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verschiedene Bakterien angereichert und identifiziert. Die angereicherten Pilze (Probe 119)

wurde lichtmikroskopisch identifiziert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7: Identifizierte Mikroorganismen aus dem K SS und von den Oberflachen

P Probe Identifiziert als:

1 Komik 1 Sphingomonas sp.

2 Komik 2 Sphingomonas sp.

3 Komik 3 TSA Sphingobacterium sp.

4 Komik 4 PCA Brevundimonas diminuta

5 Komik 5 Shewanella putrefaciens

6 104A Kocuria rhizophila

7 107A Acinetobacter sp.

8 107B Kocuria rhizophila

9 107C Staphylococcus hominis

10 119 Cladosporium herbarum
3.7.9 Zusammenfassung der Ergebnisse der Exposition im realen

Produktionsprozess
In der ersten Phase der Exposition im Produktionsprozess konnte die sehr gute
antimikrobielle Wirksamkeit der Proben nachgewiesen werden. Anreicherungen (s. Tabelle
7) von den Oberflaichen ergaben eine ebenso deutliche Reduktion, wie die
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen. Das angestrebte Ziel, eine Reduktion des
mikrobiellen Befalls um den Faktor 10 zu erreichen, wurde erfillt (Referenz: 4900 Bakterien

/cm? zu beschichteter Oberflache 500 Bakterien/cm?).

Tabelle 8: Ergebnisse der Anreicherungen von den ve  rschiedenen Beschichtungen

Probe Referenz Beschichtete Oberflache
Baustahl 420 KBE / Probe < 10 KBE / Probe
Edelstahl 153 KBE / Probe < 10 KBE / Probe
2-K-Lack - < 10 KBE / Probe
Acryllack - < 10 KBE / Probe
KSS bis zu 6.000.000 KBE / ml

Anm: Die untersuchte Flache auf den Proben betrug ca. 5 x 5 cm

In der zweiten Phase der Inkubation im Tank der Zentralanlage stelle sich aufgrund der
Zugabe eines Systemreinigers wahrend der Expositionsphase, der offenbar unabsichtlich
direkt Uber die eingehangten Probenkorper (s. Abb. 47) in den Tank eingefillt wurde, das
Bild anders dar. Neben den nach wie vor befallsfreien Beschichtungen (18 von 20) wurden
von zwei beschichteten Oberflachen Pilze der Gattung Cladosporium isoliert.
Molekularbiologische Untersuchungen ergaben dazu eine ,unibliche” Artenverteilung,
sowohl im KSS als auch auf den Oberflachen. Die zumeist hautrelevanten Mikroorganismen
wurden offenbar durch menschliche Einflliisse in das System gebracht. Es ist zu erwarten,

dass die zu diesem Zeitpunk identifizierten Bakterien in kurzer Zeit durch Ubliche Besiedler
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des KSS (z.B. Pseudomonas sp., Brevundimonas sp.) verdrangt werden. Die Konzentration
des Reinigers hat allerdings nicht ausgereicht, um die Anzahl der Mikroorganismen im KSS
zu reduzieren. Auch die unbeschichteten Oberflachen waren dadurch grof3tenteils ebenfalls
befallsfrei. Nach vier Wochen Exposition waren hier noch deutliche Unterschiede
nachweisbar. Dennoch konnten auf nicht betroffenen Referenzproben mikroskopisch bis zu
4500 Keime / cm2 nachgewiesen werden.

Vornehmlich auf den Lacken kam es zudem zu einer Schleimbildung, die sicherlich durch
den KSS verursacht wurde. Es konnten trotz verschiedener Methoden (KBE, Fluoreszenz,
REM, ATP) keine Mikroorganismen in diesem Schleim nachgewiesen werden. Es ist
mdoglich, dass die Silberionen durch diesen Schleim diffundieren konnten und weiterhin
wirksam waren. Durchgefiihrte Elementanalysen mittels EDAX konnten zeigen, dass Silber
und Kupfer nach acht Wochen noch auf den Proben nachweisbar waren. Eine Ausbildung

von Biofilmen konnte im realen Produktionsprozess zu keinem Zeitpunkt beobachtet werden.

3.8 Zusammenfassende Bewertung der antimikrobiellen Systeme

Im Rahmen des Vorhabens konnten antimikrobielle Beschichtungen hergestellt werden, die
in stehenden Kuhlschmierstoffen eine Woche sicher gegen den Befall mit Mikroorganismen
wirkten. Wie der PA bestétigte, ist dies eine wichtige Erkenntnis dahingehend, dass
Maschinen auf keinen Fall mit stehenden Medien aul3er Betrieb gehen dirfen, da die
erneute Inbetriebnahme den gesamten Schmierstoffkreislauf kontaminieren kann. Demnach
stellen die Testbedingungen in stehenden Medien (z.B. Versuche im ,KSS-Bad") die
scharfsten Rahmenbedingungen fir den Test auf einen Befall mit Mikroorganismen dar.

In bewegten Medien oder gar realen Schmierstoffanlagen sorgt die z.T. starke Stromung ftr
eine geringere Gefahr eines Aufwuchses.

Als wirkungsvollstes und bestéandigstes System im realen Produktionsprozess hat sich der 2-
Komponenten-Lack auf Baustahl (St 37) mit einer Silberkonzentration von 0,25 — 1%
erwiesen. Auf nichtrostendem Stahl (4301 ,Edelstahl) zeigte der Acryllack mit einer
Silberkonzentration von 0,5 - 2% die beste antimikrobielle Wirkung. Dieser Lack zeigte
allerdings in einigen Phasen der Untersuchungen Bestandigkeitsprobleme im KSS, da
teilweise eine Blasenbildung zu beobachten war. Die wirkungsfahigste direkte Beschichtung
der Proben war aufgrund der sehr feinen Verteilung der bioziden Metalle auf der Oberflache
die Vakuumsinterung. Hier konnten insbesondere mit der Entwicklung eines Zweiersystems
neue Wege beschritten werden. In der Endphase des Projektes ist es gelungen
Kombinationsschichten aus Silber- und Kupferpartikeln anzusintern. Dies ist von besonderer
Bedeutung, fir nachfolgende Arbeiten, da am Beispiel der Bildung des Silberjodids (s. 3.6.1)
gezeigt werden konnte, dass das Kupfer als biozider Wirkstoff von dieser Wechselwirkung

mit der KSS-Komponente nicht betroffen war.
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4 Wirtschaftliche Bedeutung des Forschungsthemas fu r kleinere und
mittlere  Unternehmen (KMU) und voraussichtliche Nut zung der
angestrebten Forschungsergebnisse

Die voraussichtliche Nutzung der angestrebten Forschungsgebiete liegt in den Fachgebieten

Werkstoffe und Materialien, Fertigungstechnik, Chemie, Verfahrenstechnik, Mikrobiologie

und Hygiene, Umwelttechnik sowie Produktion.

Fur folgende Wirtschaftszweige sind die angestrebten Forschungsergebnisse von

Bedeutung: Chemische Industrie, Metallerzeugung und -bearbeitung sowie Herstellung von

Metallerzeugnissen, Maschinenbau und bedingt auch im Fahrzeugbau (Zulieferer).

In den Treffen des projektbegleitenden Ausschusses (halbjéhrlich, insgesamt 5 Termine des

PA) wurde immer wieder deutlich, wie wichtig die interdisziplindre Betrachtung der Arbeiten

in diesem Forschungsprojekt durch die verschiedenen Industriezweige und

Forschungsdisziplinen ist. Die Vertreter der Firmen aus der Metallverarbeitung, Chemischen

Industrie, Maschinenhersteller, Lackentwickler und der Filtertechnik erganzten sich zu einem

ausgewogenen, weitreichenden und Uberaus interessierten Kreis, der aus praxisbezogenen

Blickwinkeln diese Forschungsarbeiten erfolgreich begleitete.

Vom 07.-09. Marz 2006 wurden die Forschungsarbeiten auf der MEDTEC 2006 in Stuttgart
prasentiert.

DarUber hinaus wurden die Ergebnisse den gemeinsamen Arbeitskreisen ,Mikrobielle
Materialzerstérung und Materialschutz" der DECHEMA und ,Mikrobiologisch beeinflusste
Korrosion“ der GfFKORR am 29. April 2005, 12.06.2006 und 12.02.2007 vorgestellt, sehr
interessiert aufgenommen und intensiv diskutiert.

Am 05.10.2006 und 28.02.2007 wurden die Projektergebnisse im AWT FA23
.Ressourcenschonende Metallbearbeitung” vorgestellt und mit erheblichem Interesse
aufgenommen. Aus der Vorstellung ergab sich die Idee, ein Nachfolgeprojekt mit Begleitung
dieses anwendungsnahen Arbeitskreises zu beantragen. Das grof3e Interesse dieses
Kreises zeigt sich dadurch, dass sich bereits 12 potentielle Mitglieder fir den PA eines
mdoglichen  Nachfolgeprojektes gemeldet haben. Die Zusammensetzung des
projektbegleitenden Ausschusses macht deutlich, dass die aktuellen und zukiinftigen
Forschungsarbeiten Interesse in verschiedensten Anwendungsbereichen rund um das
Thema Kuhlschmierstoffe hervorrufen. Neben Herstellern von Kuhlschmierstoffen sind
potenzielle Anwender (Anlagenhersteller), Biozidhersteller, die Metall-BG, ein fuhrender
Lackhersteller, ein Hersteller von Nano-Silber und das deutsche Kupferinstitut in diesem weit

gefacherten Kreis von Interessenten vertreten.

Insbesondere die Verlangerung der Standzeiten von KSS bietet interessierten KMU's eine

erhebliche Einsparung im Bereich der Produktionskosten. Dazu kommen, durch einen tber
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langere Zeit stabilen KSS, bessere Bauteilqualitaten und langere Werkzeugstandzeiten als
direkte oder indirekte Kostenersparnis (weniger Investitionen / Reklamationen) dazu. Durch
die Verminderung von Biofilmen im System verbessert sich dartber hinaus die
Arbeitsqualitdt, da z.B. lble Gerliche oder unschdne Biofilmablosungen weniger oft
entstehen werden und die Belastung der Arbeiter durch Mikroorganismen dadurch reduziert

wird.

Im ,Newsletter Technologiepark® der BiG Bremen (Bremer Investitions-Gesellschaft mbH)
wurden Ergebnisse im April 2006 unter dem Titel ,Interdisziplindre Forschung in Bremen:

Nano-Silber zum Schutz von technischen Anlagen gegen Mikroorganismen* verdffentlicht.

Darlber hinaus wurde ein Vortrag Uber dieses Forschungsvorhaben beim Kongress der
ACHEMA 2006 eingereicht und akzeptiert. Die Ergebnisse der Forschungarbeiten wurden
dann im Programmbereich ,High-Tech Surfaces® am 19.05.2006 einem breiten
Fachpublikum aus Industrie und Forschung néher gebracht und ist im ,ACHEMA Book of

Abstracts” erschienen.

Auf dem 7. Bremer Kuihlschmierstoff-Workshop® wurden am 01.03.2007 die
Forschungsergebnisse einem anwendungsnahen Publikum vorgestellt. Der Vortrag ist Tell
des Tagungsbandes, den die Universitat Bremen und das IWT verdffentlicht haben.

Des Weiteren wurden die Ergebnisse aus dem Projekt ,KomiK* beim ,Global Non Direct
Market Meeting” der Firma Cimcool am 28.03.2007 in Den Haag einem internationalen
Publikum aus 25 Nationen prasentiert. Die Firma ,CIMCOOL Industrial Products” fuhrt als
globaler Anbieter von Metallbearbeitungsprodukten jedes Jahr ein technisches Meeting fir
ihre sogenannten Master Distributoren durch. Dies sind selbststandige Unternehmen die in
vielen Landern in Europa, im Mittleren Osten und in Afrika, die Produkte fir die

Metallbearbeitung vertreiben.

Die Ergebnisse werden darUber hinaus in der Fachzeitschrift ,HTM -Zeitschrift fir
Werkstoffe, Warmebehandlung, Fertigung” im Heft 5/2007 ,Oberflachenbehandlung -
Beschichten* am 01.10.2007 vergffentlicht.

Weiterhin ist die Kurzfassung der Forschungsergebnisse auf den Internetseiten der
Forschungsstellen verdéffentlicht. Nach Begutachtung des Abschlussbericht wird dieser

Forschungsbericht ebenfalls dort zum Herunterladen bereitgestellit.

49



Abschlussbericht zum AiF-Vorhaben 14082 N/1 ,KomiK*“ — IWT Bremen / IFAM Bremen

5 Durchfuhrende Forschungsstellen

IWT - Stiftung Institut fur Werkstofftechnik

Abteilung Mikrobiologie

Badgasteiner Str. 3

28359 Bremen

Leiter der Forschungsstelle: Prof. Dr.-Ing. H.-W. Zoch

Projektleiter: Dr. J. Klver

IFAM - Fraunhofer-Institut flr Fertigungstechnik und Angewandte Materialforschung
Wiener Stral3e 12

28359 Bremen

Leiter der Forschungsstelle: Prof. Dr.-Ing. Otto-Diedrich Hennemann

(Leiter des bearbeitenden Institutsteils: Prof. Dr.-Ing. Matthias Busse)

Projektleiter: Dr. G. Vell

Das hier beschriebene Forschungsvorhaben (14082 N/1 ) wurde aus Haushaltsmitteln
des Bundesministeriums fur Wirtschaft und Arbeit (B MWA) Uber die
Arbeitsgemeinschaft industrieller Forschungsvereini gungen ,Otto von Guericke" e.V.

(AIF) gefordert. Daftr bedanken wir uns ganz herzli  ch!
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