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Einleitung

Mikroorganismen sind in der Lage, nahezu alle Oberflachen zu besiedeln. Auf
Hauserfassaden kann ein Bewuchs, neben der &sthetischen Beeintrachtigung durch
Verfarbungen, auch die Bausubstanz schadigen (Scheerer et al. 2009). Vielfach wurde
beobachtet, dass Grinalgen als Erstbesiedler die Grundlage fir weiteren Bewuchs auf
Fassaden bilden.

Eine Innovation im Bereich der Bewuchsbekampfung sind photokatalytisch wirksame
Oberflachen, deren Umweltgefahrdung deutlich positiver als die von Bioziden zu bewerten
ist. Photokatalyse ist die Bildung freier Radikale unter Licht bzw. UV-Strahlung, welche die
Zellen durch oxidative Reaktionen schadigen. Ein besonderer Umweltaspekt ist die
Katalysatoreigenschaft der Partikel als sich nicht verbrauchender Wirkstoff, da die Radikale
aus Wasser und somit immer wieder neu gebildet werden kénnen. Eine langere Wirksamkeit
wird so ermoglicht. Das mikrobizide Potential gegentber Mikroalgen, das aufgrund des
Wirkprinzips der Photokatalyse zu erwarten ist, soll in dieser Arbeit experimentell untersucht
werden. Dabei wurden verschiedene photokatalytische Materialien untersucht und
schlieflich ein Verfahren entwickelt, mit dem verschiedene Produkte hinsichtlich ihrer
bewuchshemmenden Wirkung miteinander verglichen werden kdnnen.

Bedingungen der Wirksamkeitspriifung

Das Problem der Veralgung von Fassaden und anderen kinstlichen Hartsubstraten tritt in
der Regel an Nordfassaden, die vor starker Sonneneinstrahlung und schneller Verdunstung
von Tau- und Regenwasser gekennzeichnet sind, auf. Die geringe UV-Strahlung im Habitat
der Grinalgen wurde auf die Bedingungen im Labor Ubertragen, um die photokatalytlsche
Wirkung nicht zu Uberschatzen. So betrug sie fur alle Versuche ZW|schen 3und 4 W m?

UVA-Strahlung und fur die Versuche mit Zinkoxid zudem etwa 0,15 W m? UVB-Strahlung.
Das Wachstum der Griinalgenisolate aus der Stammsammiung der Universitat Rostock
wurde durch photosynthetisch aktive Strahlung (PAR) von 40 — 45 pymol Photonen m? s’

angeregt.

Da Photokatalyse durch UV-Strahlung angeregt wird, ist es von besonderer Bedeutung
moglicherweise hemmende Effekte dieser Strahlung zu erkennen. Daher wurden
verschiedene Kontrollansatze untersucht: (1) Inkubationen ohne Photokatalysator unter UV-
Strahlung (UV-Kontrolle), (2) mit Photokatalysator ohne UV-Strahlung, um mégliche Effekte
des Photokatalysators zu erkennen und (3) ohne Photokatalysator und ohne UVA-Strahlung,
um moglichen Stress durch die Inkubationsbedingungen, z.B. Trockenstress, zu
kontrollieren. Es wurden jeweils drei Replikate analysiert.

Die auf Oberflachen wachsenden Algen wurden bei 100% Luftfeuchtigkeit inkubiert und
regelmaRig durch Medium mit Nahrstoffen und Wasser versorgt. Alle Versuche erfolgten bei
21,5+/-1,5°C.

Wirksamkeit von Nanopartikeln aus Zinkoxid

Die photokatalytische Wirksamkeit von Nanopartikeln aus Zinkoxid wurde auf feucht
gehaltenen Glasfaserfiltern untersucht. Dabei wurde die Veranderung der Biomasse der
Algen Uber die Zeit PAM-fluorometrisch quantifiziert (Eggert et al. 2006). Abbildung 1 stellt
die Wirkung ansteigender Zinkoxidpartikelkonzentrationen unter UV-Strahlung sowie ohne
UV-Induktion auf das Wachstum des aeroterrestrischen Griinalgenisolates Stichococcus sp.
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dar. Unter UV-Strahlung war das Wachstum der Algen bei geringeren
Partikelkonzentrationen inhibiert und eine photokatalytische Wirkung auf die Algen wurde
somit nachgewiesen.
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Weitere Vitalitdtsparameter wurden verwendet, um die photokatalytische Wirkung genauer
zu charakterisieren. Die Wirkung der niedrigsten Zinkoxid-Konzentration, welche das
Wachstum vollstandig hemmte (EC 100 = 1,9 mg cm™), wurde nach 4tégiger Inkubation
unter oben definierten Standardbedingungen untersucht. Der Fluoreszenzfarbstoff Sytox®
Green, der nur in Zellen mit permeabilisierten Membranen eindringt, weist tote Zellen, die
sich nicht mehr erholen kénnen, nach. Zinkoxid unter UV-Induktion permeabilisierte die
Zellmembranen bei 16% der Algenzellen (Abb. 2). Dagegen war der Chlorophyll a-Gehalt im
Vergleich zur Kontrolle (unter UV-Strahlung, ohne Zinkoxid) sogar um zwei Drittel reduziert.
Die unter Blauanregung mikroskopisch sichtbare rote Chlorophylifluoreszenz war bei 39%
der Algenzellen deutlich abgeschwécht. Die maximale Quantenausbeute, welche mit dem
PAM-2000 (Heinz Walz GmbH) gemessen wurde, sank durch die photokatalytische Wirkung
um 26%. Mittels einer Optoden-basierten Methode der Sauerstoffmessung (PreSens GmbH)
wurden  Respiration  (Sauerstoffabnahme im  Dunkeln) und  Nettoproduktion
(Sauerstoffzunahme im Licht) gemessen. Die Primarproduktion bzw. Bruttoproduktion der
Algen, welche sich aus der Summe von Respiration und Nettoproduktion ergibt, nahm durch
die photokatalytische Wirkung um 28% ab. Zinkoxidpartikel unter UV-Strahlung hemmten
also verschiedenste Zellfunktionen, von strukturellen Zelleigenschaften bis hin zu
Leistungsparametern, wie der Photosynthese. Durch diesen breiten Wirkmechanismus ist
eine effektive Wirksamkeit gegeniber dem Algenwachstum auf der Oberflache zu erwarten.
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Wirksamkeit von photokatalytisch beschichteten Oberflachen

Nachdem die Ergebnisse mit Zinkoxid eine Wirksamkeit der Photokatalyse auf die
Algenvitalitat zeigten, sollte im Folgenden die Wirksamkeit im mutmalfilich geschutzteren
Biofilm untersucht werden. Dafur wurde ein Verfahren entwickelt, dass nun auch
standardmafig zur Prufung weiterer Produkte verwendet werden kann. Der Unterschied zum
oben beschriebenen Verfahren flr Zinkoxid war hier die Inkubation auf Oberflachen, die
austrocknen konnen. Dadurch wurde die Ausbildung von Biofilmen gefordert und die
Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die Umwelt verbessert. Die Untersuchung von Biofilmen
hat, im Gegensatz zu den Untersuchungen in Suspension, in erster Line andere, flr die
Algen z.T. schwierigere Randparameter, Gradienten und Schutzsysteme zur Folge. Um den
Praxisbezug zu gewahrleisten, wurden Materialien verwendet, welche im Handel bereits als
photokatalytisch aktive Materialien vertrieben werden. Neben Dachziegelscherben wurden
vor allem photokatalytisch beschichtete Glasscherben verwendet.

Zunachst wurde die Quantifizierung der Algenzellzahl auf der Materialoberflache optimiert.
Nachdem fluorometrische Methoden und makroskopische Bildanalyse aufgrund ihrer hohen
Nachweisgrenze ausgeschlossen wurden mussten, erfolgte die Quantifizierung
mikroskopisch. Da das Auszahlen der Zellzahl zu zeitaufwendig fur die zahlreichen Proben
war, wurden Mikrofotografien aufgenommen, welche im Anschluss an das Experiment
bildanalytisch ausgewertet worden sind. In Abstanden von drei Tagen wurde die Biomasse
der Algen quantifiziert. Aus den ermittelten Biomassen wurden Wachstumsraten der Algen
berechnet. Neben dem Wachstum wurde die Zellpermeabilitat als Vitalitatsparameter
untersucht. Dafir wurden die Scherben am Ende eines jeden Versuches mit dem
Fluoreszenzfarbstoff SYTOX®Green gefarbt und am Epifluoreszenzmikroskop der Anteil
gefarbter und damit toter Zellen bestimmt. Die Wirksamkeit der photokatalytischen
Materialien wurde an vier aeroterrestrischen Grinalgenarten untersucht, die sich in
Wachstumsrate, ZellgroRe und Anpassung an ihren extremen Lebensraum unterscheiden
und damit die aeroterrestrische Algengemeinschaft représentieren. Fir die Untersuchung
des Algenwachstums auf Oberflachen wurde ein Kompromiss aus naturnahen und
wachstumsfordernden Bedingungen gesucht. Dabei wurden verschiedene
Inkubationsdesigns auf ihre Eignung Uberpruft (Tab. 1). Der entscheidende Faktor war die
Wasserversorgung der Algen, welche ein positives Wachstum der Kontrollen ermdglichen
soll. Wahrend Ansatz B und D das Wachstum der Algen eher inhibierten, fihrte das tagliche
Tauchen (C) zu stark schwankenden Biomassen auf den Scherben. Vermutlich wurden die
Zellen durch die Prozedur abgewaschen. Dagegen fuhrte das tagliche Beregnen von flachen
Scherben (A) zu stabilen Biofilmen auf den Oberflachen. Zudem zeigten sich artspezifische
Unterschiede im Potential der Algen, auf Oberflachen zu wachsen. Als besonders geeignet
stellte sich hier das Isolat Coccomyxa sp. heraus, welches sowohl tolerant gegeniber UV-
Strahlung als auch Wachstum in 100% Luftfeuchte war. Dagegen konnte das gehemmte
Wachstum der anderen empfindlicheren Isolate den Nachweis der photokatalytischen
Wirkung Uberdecken und zu falschpositiven Ergebnissen flhren.

Tabelle 1. Inkubationsdesigns mit Beschreibung der Flissigkeitsversorgung, Scherbenpositionierung
und Strahlungsbedingungen.

inkubations- Scherben-

Fliissigkeitsversorung Strahlungsintensitat

design positionierung

i Tagliches Beregnen mit _— PAR: ~ 45 umol Photonen m?s™
verdiinntem Medium UVA: ~4 W m™?

B Tagliches Beregnen mit 45° PAR: ~ 45 umol Photonen m? s
verdiinntem Medium UVA: ~4 W m™

c Tagliches Tauchen in 45° PAR: ~ 45 umol Photonen m? s
verdinntem Medium fr 30 min UVA: ~ 4 W m?

D Tagliches Beregnen mit 45 PAR: ~ 45 pmol Photonen m?s™
verdinntem Medium UVA: ~7 W m?
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Im Folgenden sind die Ergebnisse fur die Wirksamkeit von photokatalytisch beschichteten
Glasscherben auf das Wachstum von Coccomxya sp. fur das Inkubationsdesign A
dargestellt (Abb. 3). Das Wachstum auf den photokatalytisch beschichteten Glasscherben
unter UVA-Strahlung unterschied sich nicht von dem auf den verschiedenen
Kontrollansatzen. Auch die UV-Strahlung hemmte das Wachstum nicht. Eine
photokatalytische Wirkung auf das Wachstum von Coccomyxa sp. wurde somit nicht
nachgewiesen.
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Scherben unter UVA und Kontrollen.
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Der Vitalitatsparameter Wachstum ist ein Summenparameter und Uberdeckt mdglicherweise
die Schadigung einzelner Zellen. Aus diesem Grund wurden zusatzlich zelispezifische
Parameter angewendet, die den Anteil von betroffenen und unbetroffenen Zellen
quantifizieren. Dafur wurden die Algen direkt auf die Materialoberflache aufgetragen. Um ein
AbflieRen der Algensuspension zu verhindern, wurden Schablonen auf die Materialscherben
geklebt. Die Héhe der Algensuspension betrug maximal 1 mm. Somit war ein Kontakt der
Algen, die schnell absedimentierten, mit der Oberflache gewahrleistet. Um eine Erholung bei
nachlassender Aktivitdt der Oberflache auszuschlieBen, wurden die Algen bei Dauerlicht
inkubiert. Nach 48 Stunden sind

die Algen homogenisiert abge- B UVA beschichtet O UVA unbeschichtet
nommen und mit verschiedenen
Methoden analysiert worden. Zum
einen sind die Algen mit dem
Fluoreszenzfarbstoff SYTOX®
Green gefarbt worden. Die
anschlielende epifluoreszenz-
mikroskopische Analyse weist eine
mogliche Permeabilisierung der
Zellmembranen und damit eine
Abtotung der Algen nach. Der Test
auf intrazellulare Radikale weist Membran- Oxidativer Enzym-
Algenzellen mit oxidativem Stress permeabi- Stress aktivitit
nach, wahrend die Esterease- lisierung

inhibition ~ als ~ ein  sensibler  Apy 4 Anteil vitaler Zellen (%) von Stichococcus sp.
Parameter fur die Vitalitdt von  pach  48stundiger Inkubation der Algen  auf
Algen gilt. Es zeigte sich jedoch,  photokatalytisch beschichtetem und unbeschichtetem
dass auch hier die Algenvitalitdt Glas beim Test auf Membranpermeabilisierung
nicht inhibiert wurde (Abb. 4). Die  (Fluoreszenzfarbstoff SYTOX® Green), oxidativem
Algenzellen wurden durch  Stress  (Fluoreszenzfarbstoff =~ CM-H,DCFDA) und
photokatalytisch gebildete Esteraseinhibition (Fluoreszenzfarbstoff  CMFDA,).
Radikale nicht geschadigt. Mltte_liwert. +/- S.tan_d_ardabwelchung,. n=3. Buchstaben

reprasentieren signifikante Unterschiede zwischen den
Ansatzen (p<0,05).
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Diskussion

Wahrend die chemische Wirksamkeit der Photokatalyse sehr einfach mit standardisierten
Verfahren nachgewiesen werden kann, ist die biologische Wirksamkeit nur fur wenige Orga-
nismen und sehr unterschiedlich Uberprift worden. So wurde sehr haufig die Abnahme der
koloniebildenden Einheiten (CFU) des Bakteriums E. coli gemessen und eine gute
desinfizierende Wirkung der Photokatalyse nachgewiesen (z.B. Benabbou et al. 2007). Diese
Ergebnisse sind aus mehreren Grinden nicht auf die Wirksamkeit gegen Algenbewuchs auf
Fassaden Ubertragbar. (1) Die eingesetzte UV-Strahlung war oft um ein vielfaches hoher als
die Strahlung im Habitat der aeroterrestrischen Algen (z.B. 40 W m® UVA bei Kiwi &
Nadtochenko 2005). (2) Photokatalyse schadigt Mikroorganismen durch die Oxidation von
Zellwanden und Membranen (Kiwi & Nadtochenko 2005). Die Widerstandsfahigkeit von
Organismen stieg mit der Komplexitat der Zellwande von Bakterien und Hefen (Kuhn et al.
2003). Da Algenzellwande komplexer strukturiert sind als Bakterienzellwande, ist die
geringere Effektivitat der Photokatalyse nicht Uberraschend. (3) Zuséatzlich verfugen
aeroterrestrische Griinalgen Uber verschiedene Anpassungsstrategien an ihren extremen
Lebensraum, die ihre Resistenz erhdhen kénnen. So schitzen sie sich durch die Bildung
einer Schutzschicht aus extrapolymeren Substanzen (EPS) vor Austrocknung (Karsten et al.
2007) und tolerieren oxidativen Stress (Mallick & Mohn 2000). Die widersprichlichen
Ergebnisse von Zinkoxid und photokatalytisch beschichteten Glasscherben weisen auf die
schitzende Wirkung von Biofilmen hin, sind zudem jedoch auch darin begrindet, dass die
photokatalytische Aktivitat der verwendeten Zinkoxidkonzentrationen hoher war als die der
kommerziellen Produkte. Die Hohe der photokatalytischen Aktivitat wurde als chemische
Aktivitat Uber den Abbau des Modellfarbstoffes Methylenblau nachgewiesen (Daten nicht
gezeigt). Dennoch lasst sich aus der chemischen Aktivitat nicht direkt auf die biologische
Aktivitat  schlieRen. Wahrend nur kleinste Modifikationen die  Struktur des
Methylenblaumolek(ls verandern, ist die Inaktivierung von Mikroorganismen viel komplexer
und erfordert eine Vielzahl von Radikalen (Marugan et al. 2010).

Da Modifikationen des Photokatalysators seine Aktivitat erhdhen kdnnen (Hashimoto et al.
2005), ist eine mogliche bewuchshemmende Wirkung durch Photokatalyse nicht generell
auszuschlieRen. Das entwickelte Verfahren, in welchem sowohl Wachstum als auch
zellspezifische Viatalitatsparameter betrachtet werden, stellt nun eine gute Methode dar, um
die photokatalytische Aktivitat weiterer Materialien zu Uberprufen.
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