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Zusammenfassung

Um kaltes Atmospharendruckplasma im Gesundheitswesen insbesondere auf lebendem Gewe-
be einsetzen zu kénnen, wird seit einigen Jahren weltweit intensiv auf dem jungen Gebiet
der Plasmamedizin geforscht. Viele Wirkmechanismen sind noch nicht vollstdndig verstanden.
Zudem unterscheiden sich selbst gleichartige Plasmaquellen durch unterschiedliche elektrische
Parameter und Bauformen hinsichtlich physikalischer und chemischer Eigenschaften und Wir-
kung auf biologische Systeme. Daher wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei Plasmaquellen
mit verschiedenen Spannungsanstiegszeiten, die nach dem Prinzip der dielektrisch behinder-
ten Entladung arbeiten, charakterisiert und verglichen sowie ihre Wirkung auf pathogene Mi-
kroorganismen und humane Hautzellen untersucht. Es wurde fiir beide Quellen die gleiche
Elektrodenkonfiguration verwendet.

Die physikalischen Eigenschaften wurden lber elektrische Messungen und optische Emissions-
spektroskopie bestimmt. Zu den Eigenschaften zdhlen Elektronendichte und Leistung, sowie
Gas- und Elektronentemperatur im Entladungsraum. Zusatzlich wurden die Oberflachentem-
peratur und der Warmeeintrag in das behandelte Material, die UV-Strahlung und der Einfluss
der Luftfeuchte auf die Plasmaparameter untersucht. Dabei zeigte die Plasmaquelle mit dem
langsameren Spannungsanstieg bei anndhernd gleicher elektrischer Leistung in den emissions-
spektroskopischen Untersuchungen zunachst hohere Temperaturen, in allen anderen Ergeb-
nissen jedoch niedrigere Werte. Die hoheren Temperaturen lassen sich auf das Messverfahren
zuriickfithren, bei dem die wenigen lichtintensiven Filamente dieser Entladung liberproportio-
nal in das Ergebnis einflieBen.

Die chemische Charakterisierung erfolgte mit Hilfe der Absorptionsspektroskopie und mit
reflektometrischen Methoden. Ozon- und Stickstoffmonoxidkonzentration wurden im Entla-
dungsspalt, Nitrit- Nitrat- und Wasserstoffperoxidkonzentration auf der behandelten Oberfla-
che aus Agar bestimmt. Ebenso wurde die pH-Wert-Anderung des Agar durch die Plasma-
behandlung verfolgt. Im Entladungsspalt zeigten die Plasmaquellen deutliche Unterschiede in
der Ozon- und Stickstoffmonoxidkonzentration mit sehr viel hdheren Werten bei der Quelle
mit dem steilen Spannungsanstieg, wahrend die Konzentrationsunterschiede im Agar weniger
deutlich ausfielen.

In mikrobiologischen Untersuchungen wurde der Effekt der Plasmabehandlung auf das Wachs-
tum, bzw. die Vitalitat, die Morphologie und die DNA von pathogenen Mikroorganismen
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa und Candida albicans) und humanen Keratinozy-
ten (HaCaT) lberprift. Beide Quellen wiesen eine desinfizierende Wirkung gegentiber patho-



genen Mikroorganismen auf. Die Ursache dafiir ist im direkten Kontakt mit den Plasmaspezies
in der Entladung zu finden. Die Plasmaquelle mit den kiirzeren Spannungsanstiegszeiten zeigte
sich effizienter in der Erzeugung der Plasmaspezies und damit biologisch wirksamer als die
zweite Quelle.



Abstract

Cold atmospheric pressure plasma treatment promises alternative and supplementary therapies
in health care. Thus, for several years great effort has been made to promote research in the
young field of plasma medicine worldwide. Many mechanisms in plasma physics are not fully
understood yet. Moreover, even similar types of plasma sources differ by electrical parameters
and designs in terms of physical and chemical properties and effect on biological systems.
Therefore, in this work two plasma sources with different voltage rise times, which both operate
on the principle of dielectric barrier discharge, were characterized and compared. Furthermore,
their effects on pathogenic microorganisms and human skin cells were examined. The same
electrode configuration was used for both sources.

The physical properties were determined by means of electrical measurements and optical
emission spectroscopy. This includes electron density and power, as well as gas temperature
and electron temperature in the discharge space. In addition, the surface temperature, the
heat transfer to the treated material and the UV radiation were investigated. The influence of
humidity on the plasma parameters was examined as well. However, at approximately the same
electrical power, the plasma source with the lower voltage rise showed higher temperatures in
the emission spectroscopic investigations. The evaluations of the other investigations resulted
in lower values. The higher temperatures can be attributed to the measurement method, in
which the few intense filaments of this discharge influenced the results disproportionately
high.

The chemical characterization was carried out using absorption spectroscopy and a reflecto-
metric method. Ozone and nitric oxide concentration were determined in the discharge gap.
Nitrite, nitrate and the hydrogen peroxide concentration were measured on the treated surface.
Also, the pH change of the surface after the plasma treatment was monitored. The plasma
sources showed significant differences in ozone and nitric oxide concentration in the discharge
gap. The source with high voltage rise time generated much higher amounts of ozone and
nitric oxide. The differences in concentration of nitrite, nitrate and hydrogen peroxide in the
treated surface were much smaller.

In microbiological tests, the effect of plasma treatment on the growth/ the viability, the
morphology, and the DNA of pathogenic microorganisms (Escherichia coli, Pseudomonas ae-
ruginosa and Candida albicans), and human keratinocytes (HaCaT) were tested. Both sources
had a disinfecting effect against pathogenic microorganisms. The reason can be found in the
direct contact with the reactive plasma species in the discharge. The plasma source with the



shorter voltage rise time showed a higher efficiency in the generation of plasma species. Thus,
it is biologically more effective than the other source.
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1 Einleitung und Zielsetzung

Der Einsatz von Plasma ist seit vielen Jahren ein Standardverfahren in der Oberflachenmodifi-
kation. Die wichtigsten Anwendungen liegen dabei in der Reinigung, Aktivierung und Beschich-
tung von Oberflachen. Auch in der Medizintechnik hat es bereits wegen seiner antibakteriellen
Eigenschaften in der Sterilisation von medizinischen Gerdten und Implantaten Einzug gehal-
ten. Ebenso wird es seit ldangerem in der Koagulation eingesetzt. Ab etwa Mitte der 90er
Jahre des letzten Jahrhunderts gibt es Bestrebungen, Plasmen zu medizinischen Zwecken auf
lebendem Gewebe einzusetzen. Dies ist nun moglich, da es gelungen ist, kalte Atmospharen-
druckplasmen mit Temperaturen unter 40 °C zu erzeugen. Neben der sterilisierenden Wirkung
verspricht man sich weitere Einsatzmoglichkeiten bei unterschiedlichen Krankheitsbildern. Ein
besonderes Augenmerk liegt dabei auf bisher nur unzulanglich therapierbaren Krankheiten, wie
z.B. atopischen Ekzemen und chronischen Wunden sowie der Bekampfung multiresistenter
Krankenhauskeime, die ein immer groBer werdendes Problem im Gesundheitswesen sind. Der
Gedanke eines weitreichenden Einsatzes von Plasma riihrt unter anderem daher, da die physi-
kalischen und chemischen Eigenschaften des Plasmas etablierte Therapien wie UV-Strahlung,
reaktive Gasspezies und Reizstrom kombinieren.

Als besonders vorteilhaft erweist sich, dass Plasma eine beriihrungslose und medikamentenfreie
Behandlung ermoglicht, die stationdr wie ambulant durchgefiihrt werden kann.

Plasma ist ohne groBen Aufwand erzeugbar und kann je nach Behandlungsziel individuell in
den Parametern eingestellt werden. Dazu zdhlen nicht nur die elektrischen und daraus folgend
die chemischen Eigenschaften, sondern auch das geometrische Erscheinungsbild. So kann eine
Behandlung zielgerichtet sowohl auf Flachen als auch in mikroskopisch kleinen Poren und
Offnungen erfolgen. Zudem sind die Gerite wiederverwendbar.

Bisher zeigten Behandlungen mit medizinischen Plasmaquellen keine Nebenwirkungen, aller-
dings ist bis zu einem vollstandigen Verstandnis der Wirkungsweise noch viel Forschungsarbeit
notwendig. Gerade fiir eine Zulassung von medizinischen Produkten sind umfassende Studien
und darauf basierend eine gute Datenlage unerlasslich. Dazu soll diese Arbeit einen Beitrag
leisten.

An der HAWK, der Hochschule fiir angewandte Wissenschaft und Kunst, Hildesheim, Holzmin-
den, Gottingen sind verschiedene Plasmaquellen vorhanden, die aufgrund ihrer Funktionsweise
fir den medizinischen Einsatz geeignet sind. Diese Quellen arbeiten nach den Prinzip der di-
elektrisch behinderten Entladung. Zwei davon, die sich im Grundsatz ,nur" hinsichtlich der



1 Einleitung und Zielsetzung

Spannungsanstiegszeit unterscheiden, werden im Rahmen dieser Arbeit charakterisiert und
verglichen.

Abbildung 1.1: Plasmabehandlung der Haut

Nach der Zielsetzung, einem Kapitel Giber die Grundlagen der dielektrisch behinderten Entla-
dung und einer kurzen Einfiihrung in die Plasmamedizin, werden im dritten Kapitel die physi-
kalischen Parameter charakterisiert. Dazu zahlen die elektrischen Eigenschaften, die Tempe-
raturen im Plasma und auf der behandelten Oberfliche, sowie die auftretende UV-Strahlung.
Auch der Einfluss der Luftfeuchte auf die Parameter wird untersucht.

Das vierte Kapitel ist der chemischen Charakterisierung gewidmet. Typische Plasmaspezies in
der Entladung werden analysiert und der Einfluss der Plasmabehandlung auf die behandelten
Oberflache hinsichtlich Nitrit, Nitrat, Wasserstoffperoxid und pH-Wert gemessen.

Die Wirksamkeit einer Plasmabehandlung gegeniiber pathogenen Mikroorganismen und die
Wirkung auf humane Hautzellen werden im fiinften Kapitel beschrieben. Dazu werden die
Zellen licht- und elektronenmikroskopisch analysiert und ihre DNA auf Schaden untersucht.

Ziel der Untersuchungen ist es, Kenntnisse tber die physikalischen und chemischen Para-
meter der beiden untersuchten Quellen zu erhalten, auch um diese in den Kontext anderer
bereits charakterisierter Quellen einordnen zu kénnen. Weiterhin sollen die Untersuchungen
eine Bewertung und einen Vergleich der Wirksamkeit beider Quellen ermoglichen.



2 Grundlagen

Unter physikalischem Plasma versteht man im Allgemeinen ein ionisiertes Gas, also ein Gas,
in dem die dort vorhandenen Spezies in Form von lonen und Elektronen getrennt vorliegen.
Der Begriff ,,Plasma* wurde erstmals 1928 von den Physikern Langmuir und Tonks gebracht.
Sie schlugen ihn fiir den Gasraum vor, in dem sich lonen und Elektronen im Gleichgewicht
befinden [1].

Der Plasmazustand wird oft auch als vierter Aggregatzustand bezeichnet, in dem sich in
unserem Universum mehr als 99% der gesamten Materie befindet. Besonders im extrater-
restrischen Raum liegt die Materie im Plasmazustand vor. Auch auf der Erde sind, meist in
technisch erzeugter Form, wie z.B. in der Beleuchtungs- oder Beschichtungstechnik, Plasmen
anzutreffen.

Plasma kann in sehr unterschiedlichen physikalischen Formen auftreten und lasst sich unter
anderem durch folgende Kriterien unterteilen: Thermodynamisches Gleichgewicht und lonisie-
rungsgrad. Es lasst sich durch verschiedene Arten von Energiezufuhr erzeugen. Dazu zahlen
thermische Anregung, Strahlungsanregung und Anregung durch elektrische und elektroma-
gnetische Felder.

Im thermodynamischen Gleichgewicht besitzen die Schwerteilchen (Atome, Molekiile und lo-
nen) die gleiche Temperatur wie die Elektronen. Dieser Zustand wird erst bei hohen Driicken
und damit hohen Ladungstrager- bzw. StoBdichten erreicht.

In Nichtgleichgewichts- oder nichtthermischen Plasmen haben Elektronen und Schwerteilchen
unterschiedliche Temperaturen. Diese Plasmen sind bei niedrigen Driicken anzutreffen. Die
Elektronen kénnen dabei eine sehr viel hohere Temperatur als die Schwerteilchen aufweisen.
Es kénnen Elektronentemperaturen bis zu mehreren 10* Kelvin auftreten, wihrend lonen und
Neutralteilchen Raumtemperatur besitzen. Bei Atmospharendruck kann dieser Zustand nur
erreicht werden, wenn die Stromdichte nicht zu hoch ist und die Gasentladung abbricht,
bevor sich die Temperaturen zwischen Schwerteilchen und Elektronen im Plasma angeglichen
haben.

Der lonisierungsgrad gibt die Anzahl der Spezies an, bei denen die Elektronen getrennt vor-
liegen. Unter sehr hohen Temperaturen ist das Plasma fast vollstandig ionisiert, wahrend es
bei niedrigen Temperaturen oft nur gering ionisiert ist.

In dieser Arbeit kommt ein nichtthermisches Plasma unter Atmospharendruck zur Anwen-
dung, das nach dem Prinzip der dielektrisch behinderten Entladung arbeitet. Diese Entladung
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ist u.a. durch die geringe Temperaturerhdhung, den einfachen Aufbau und die unkomplizier-
te Anwendung sehr gut fiir den medizinischen und mikrobiologischen Einsatz geeignet. Die
physikalischen Eigenschaften und Charakteristika dieses Plasmas werden in den folgenden
Abschnitten naher erlautert.

2.1 Die dielektrisch behinderte Entladung

Die dielektrisch behinderte Entladung (engl: dielectric barrier discharge, DBD) oder auch
Barriereentladung oder stille Entladung zahlt neben der Coronaentladung zu einem nichtther-
mischen Plasma, das unter Atmosphéarendruck als stark filamentierte Entladung mit hohen
Elektronentemperaturen in diesen Filamenten auftritt. Die Filamente werden auch als Strea-
mer oder Mikroentladungen bezeichnet. Der Unterschied zwischen Corona- und dielektrisch
behinderter Entladung ist im Ausléschungsmechanismus und im geometrischen Aufbau der
Plasmagerate zu finden. Bei der Coronaentladung werden die Entladungsfilamente {iber Raum-
ladungen geldscht, bei der DBD dagegen iiber sich ansammelnde Oberflachenladungen. Die
Zindung einer Coronaentladung erfolgt in einem stark inhomogenen elektrischen Feld von
einer spitzen Hochspannungselektrode gegen eine plane oder schwach gewdlbte Gegenelek-
trode [2]. Eine DBD wird typischerweise zwischen zwei planen oder zylindrischen Elektroden
geziindet, die durch ein Dielektrikum oder zwei Dielektrika voneinander getrennt sind (siehe
Abbildung 2.1). Das Dielektrikum wirkt als elektrische Isolierung, deswegen kann eine DBD
nur mit Wechselspannung betrieben werden. Die Dielektrizitatskonstante zusammen mit der
Materialdicke und der Steilheit des Spannungsanstiegs % bestimmt den Verschiebungsstrom,
der im Dielektrikum auftreten kann. Um nun einen Strom im Entladungsspalt flieBen zu lassen,
muss das angelegte elektrische Feld stark genug sein um einen Gasdurchbruch zu erzeugen.
So begrenzt in den meisten Fallen das Dielektrikum die im Spalt auftretende Stromdichte.
Je héher die Frequenz wird, desto geringer wird die Strombegrenzung durch das Dielektri-
kum. Aus diesem Grund werden DBD normalerweise nur bis zu einer Frequenz bis 10 MHz
betrieben [3,4].

Typische Materialien fiir Dielektrika sind Quarzglas, keramische Materialien wie Al,O5 oder
Macor, aber auch entsprechend durchschlagsfeste Kunststoffe. Die Spaltbreite zwischen den
Elektroden betragt je nach Anwendung zwischen 0,1 mm bis zu wenigen cm.

Unter bestimmten Voraussetzungen kann eine dielektrisch behinderte Entladung unter At-
mospharendruck auch als unfilamentierte, diffuse Entladung auftreten. Dazu sind jedoch ein
bestimmtes Gas (besonders Helium), eine minimale Wiederholfrequenz, das Vorhandensein
einer ausreichenden Anzahl Metastabiler, bzw. von vorhergehenden Entladungen verbliebene
Ladungstrager oder spezielle Elektroden- und Dielektrikakonfigurationen notwendig [5-9].



2.1 Die dielektrisch behinderte Entladung

Elektrode
:4/ Dielektrikum [—
@ —m Gasentlad@

T e

Hochspannungs-
quelle

a) e b)

|||

c) —

Abbildung 2.1: Prinzipielle Aufbauten einer DBD (nach [10]); planare Anordnungen mit
a) zwei Dielektrika und b) einem Dielektrikum und c) zylindrische Anordnung mit zwei
Dielektrika

2.1.1 Elementare Plasmaprozesse

Zum Entstehen einer Gasentladung missen zunachst natirlich vorkommende Ladungstrager
vorhanden sein. Unter normalen Bedingungen sind durch UV-Strahlung, kosmische Strahlung
und natiirliche Radioaktivitit stets genug dieser Ladungstrager (n = 10°/ m*) vorhanden [11].
Durch Erzeugen eines elektrischen Feldes im Gasraum mit der Breite x mittels Anlegen einer
duBeren Spannung U werden die durch Fremdionisation entstandenen Ladungstrager zu den
Elektroden beschleunigt, es entsteht ein Stromfluss. Wird die Spannung weiter erhoht, tritt
zunachst ein Sattigungsstrom auf, da alle durch duBere Einfliisse entstehenden Ladungstrager
sofort zu den Elektroden gezogen werden und sich dort entladen. Diese Entladung wird Dunkel-
oder unselbstindige Entladung genannt. Uberschreitet die elektrische Feldstarke

p=Y
x

(2.1)

einen Schwellwert, die sogenannte Durchbruchsspannung, reicht die kinetische Energie der
beschleunigten Elektronen aus um durch inelastische St6Be aus den neutralen Gasmolekiilen
weitere Elektronen herauszuschlagen. Diese Elektronen tragen nun ebenfalls zur Neubildung
weiterer Ladungstrager bei, es entsteht eine Elektronenlawine mit
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N = Np-ef «dz (2.2)

Ny ist dabei die Anzahl der priméaren Elektronen,

a=A-p-ePE (2.3)

beschreibt den sogenannten 1. Townsend-Koeffizienten, der die Anzahl der durch StoBionisa-
tion entstehenden Ladungstragerpaare durch ein Elektron auf einer bestimmten Weglange dx
angibt. Er ist eine Funktion von Gasdruck p und elektrischem Feld E. A und B beschreiben
empirisch ermittelte, gasspezifische Konstanten. Fiir ein homogenes E-Feld und ein isotropes
Medium kann (2.2) zu

N =Ng-e** (2.4)

vereinfacht werden. Um eine selbststindige Entladung zu erhalten, muss das sogenannte
Townsend-Kriterium, die Ziindbedingung

(147) - a—(a-y+p8) e =0 (2.5)

erfillt sein. Es besagt, dass ein priméares Elektron, das an der Anode abgezogen wird, durch
mindestens ein an der Kathode oder im Gasvolumen entstehendes Sekundérelektron ersetzt
werden muss. Der Koeffizient 5 gibt dabei den 2. Townsend-Koeffizienten an, der die Anzahl
der durch ein lon auf einer bestimmten Strecke gebildeten Elektronen beschreibt. Da dieser
Koeffizient in den meisten Fallen vernachlassigt werden kann [12], lasst sich (2.5) mit 5 =0
durch

v (e —-1)=1 (2.6)

ersetzen. Der Koeffizient «y ist der 3. Townsend-Koeffizient (oft wird dieser Koeffizient auch
als 2. Townsend-Koeffizient bezeichnet) oder auch Sekundéarelektronenkoeffizient, der die An-
zahl aus dem Kathodenmaterial herausgelosten Elektronen beschreibt. Dieser Koeffizient ist
materialabhangig und setzt sich aus mehreren Koeffizienten zusammen:
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7:7i+7p+7m+76+7-~-- (2.7)

Die groBte Rolle spielen dabei die Entstehung von Sekundarelektronen durch loneneinschlag
(7i), durch den Photoeffekt (7,) und durch metastabile und schnelle Atome (7,,) [13]. Der
Einfluss von auftreffenden Elektronen (.) spielt nur bei sehr hohen Elektronenenergien von
300-400 eV eine Rolle. Bei der DBD mit deutlich geringeren Elektronenenergien ist dieser
Effekt daher vernachlassigbar, d.h. die Elektronen lagern sich auf der Oberfliche an und
fuhren zu einer Aufladung derselben [14]. Um nun die Ziindbedingung aufrecht zu erhalten,
muss eine bestimmte Spannung, die Ziindspannung U, erreicht werden. Diese Spannung lasst
sich bestimmen, in dem die Gleichungen (2.1),(2.3) und (2.6) ineinander eingesetzt und nach
U, aufgelost werden [13]:

U, = ————. (2.8)

Diese Gleichung, die einen Zusammenhang zwischen Ziindspannung und Produkt aus Gas-
druck und Spaltabstand herstellt, ist die bekannte Paschenformel. In sogenannten Paschen-
kurven lassen sich diese Verldufe quantitativ darstellen. Typische Verldufe fiir verschiedene
Gase sind in Abbildung 2.2 dargestellt. Bei geringen Spaltabstianden von wenigen mm und
bei Atmospharendruck ist dieser Verlauf nahezu linear. Verdndert man Druck oder Spaltab-
stand, hat dies Einfluss auf die mittlere freie Weglange der Elektronen im Gasraum und auf
die kinetische Energie der Elektronen. Eine Verdnderung der kinetischen Energie beeinflusst
wiederum die StoBwahrscheinlichkeiten der Elektronen mit den Gasmolekiilen sowie die lo-
nisierungswahrscheinlichkeit durch ElektronenstoBe. Beide Wahrscheinlichkeiten andern sich
gegenlaufig.

Die mittlere freie Weglange A\ wird beschrieben durch

k-T
A= — (2.9)
7T’7’ML‘p

mit der Boltzmann-Konstante k und dem mittleren kinetischen Radius der Gasmolekiile 73, .
Die auf der mittleren freien Weglange aufgenommene kinetische Energie Ey;,, der Elektronen
betragt
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m-v

Ekin = 9

—e¢-U, (2.10)

mit der Ruhemasse m, der Geschwindigkeit nach Zuriicklegen der freien Weglange v und der
Elementarladung e des Elektrons. Durch Umstellen dieser Gleichung und Einsetzen in (2.1)
ergibt sich

e\ E. (2.11)

| | |
T 100 101 102 108

pd (m Pa)

Abbildung 2.2: Paschenkurven verschiedener Gase [15]

Das Einsetzen von Gleichung (2.9) in (2.11) fihrt zu

. kT
mr . 2 R (2.12)
2 T TP

Bei konstanter Temperatur ist die Energieaufnahme der Elektronen zwischen zwei StoBen
proportional zu E/p, bzw. E/N. Dieser Quotient heiBt reduzierte Feldstarke und hat die
Einheit Townsend (Td) (1 Td = 10~'7Vem?) [16].
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Entladungscharakteristik der Filamente

Wird zwischen zwei Elektroden eine Spannung angelegt, so bildet sich beim Erreichen der
Durchbruchsspannung ein Entladungsfilament aus. Dabei werden Sekundarelektronen nach
den oben beschriebenen Mechanismen aus dem Dielektrikum herausgeldst, es bildet sich eine
Elektronenlawine. Durch die im Gegensatz zu den lonen hohe Elektronenbeweglichkeit bildet
sich ein negativer Lawinenkopf und ein langgezogener positiver Lawinenschweif aus. Bei Atmo-
sphérendruck lbersteigt die Zahl der Elektronen der ersten Lawine nach Erreichen der Anode
schnell einen kritischen Wert

Nir = e!® ~ 1018, (2.13)

wodurch sich der Entladunsmechanismus von Townsend- zum Streamermechanismus entwi-
ckelt, d.h. das duBere elektrische Feld wird durch ein im Lawinenkopf entstehendes starkes
Raumladungsfeld stark beeinflusst [17]. Wie in Abbildung 2.3 zu sehen ist, wird die Feldstarke
am Lawinenkopf stark erhoht.
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Abbildung 2.3: Feldstirkeverlauf in einer Elektronenlawine (E, ist die Grundfeldstérke)
nach [18]

Dadurch kommt es in diesem Bereich zu einer Verstarkung der lonisation, einer Beschleunigung
der Lawine in Richtung der Anode und einer Erhohung der Strahlungsemission. Hinter dem
Lawinenkopf ist die Feldstarke deutlich abgesenkt. Es entsteht ein Dunkelraum, in dem durch
die am Lawinenkopf emittierte Strahlung neue Ladungstrager generiert werden, die wiederum
Lawinen ausl6sen konnen [18]. Die Entwicklungsgeschwindigkeit des Lawinenkopfes betragt
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in Luft unter Atmosphirendruck 10° bis 10° m/s [19], er erreicht die Anode also bei einem
Spaltdurchmesser von einem bis wenigen mm innerhalb einiger Nanosekunden. Beim Erreichen
des Lawinenkopfes an der Anode wird diese durch die hohe Raumladung lokal abgeschirmt.
Die lonen wandern im Bezug auf die Elektronen dagegen nur langsam zur Kathode und fiihren
so zu einer positiven Raumladung. Durch weitere Sekundarlawinen wird diese immer weiter
verstarkt, bis schlieBlich das Potential zwischen Kathode und positiver Raumladung groBer ist
als das duBere Feld. Die positive Raumladung bildet damit eine virtuelle Anode, die sich durch
fortwahrende Rekombination von Ladungstrdgern im Dunkelraum und damit einhergehenden
Ausbildung neuer Sekundéarlawinen in Richtung Kathode bewegt. Erreicht die virtuelle Anode
die Kathode, so kommt es zum Durchschlag, es bildet sich ein leitfadhiger Kanal aus. Die
freien Ladungstrdger sammeln sich nun als Oberflaichenladungen auf dem Dielektrikum an und
schirmen das duBere Feld dadurch ab. Wird dabei ein bestimmter Wert unterschritten, erlischt
das Filament. Die Dauer eines Filaments betragt etwa 1-100 ns, der Durchmesser wird mit
100 pm beschrieben [2,10]. Die Ladungsansammlungen, die sich als sogenannte FuBpunkte
ausbilden, verhindern durch die Schwéchung des Feldes weitere Streamer in unmittelbarer
Nahe. Der gesamte Prozess vom Entstehen erster Elektronen bis zum Erliegen des Stromflusses
wird als Mikroentladung bezeichnet. Typische Parameter einer solchen Mikroentladung bei 1
mm Spaltabstand sind in Tabelle 2.1 aufgefiihrt [10, 14,20, 21].

Tabelle 2.1: Typische Parameter einer DBD

in einer Mikroentladung

lonisierungsgrad 107
Lebensdauer 1-20 (100) ns
Durchmesser eines Filaments 50 - 100 pm
Max. Stromfluss 0,1A
Stromdichte 0,1-1kA/cm?
Elektronendichte 10* - 10*® /cm®
Mittlere Elektronenenergie 1-10eV
Transportierte Ladung 0,1-1nC
Gastemperatur ~ 500 K

im gesamten Entladungsraum

lonisierungsgrad 107°
Elektronendichte 10° - 10" /em?
Mittlere Elektronenenergie 0,2-5eV
Gastemperatur 300 - 400 K

Ein Polaritatswechsel der Spannung lasst den Prozess in umgekehrter Richtung beginnen.
Durch die noch vorhandenen Oberflachenladungen ziinden die ndchsten Mikroentladungen an
den Orten vorangegangener Streamer. Dieser Effekt wird als Memory-Effekt bezeichnet und

10
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ist eine typische Eigenschaft der DBD. Verunreinigungen oder Inhomogenititen des Dielek-
trikums kdnnen ihn zusatzlich verstarken. Durch hohe Spannung und niedrige Frequenz wird
der Effekt abgeschwacht, wahrend er bei niedriger Spannung und hoher Frequenz verstarkt
hervortritt [10]. Durch die Geschwindigkeit des Spannungsanstiegs kann ebenfalls auf die Ent-
ladungscharakteristik Einfluss genommen werden. Ein sehr steiler Anstieg (wenige ns/kV) fiihrt
zu einer hohen Filamentdichte und damit zu einem homogeneren Erscheinungsbild der Entla-
dung wahrend einer langsamerer Anstieg (mehrere hundert ns/kV) zu wenigen, sich teilweise
stationadr ausbildenden Filamenten und damit einer inhomogenen Entladung fiihrt. Es gibt
verschiedene Erklarungsansatze fiir dieses Phanomen:

= Die schnelle Anstiegszeit vermeidet das Anwachsen starker lokaler Felder. Diese Felder
unterdriicken stellenweise die Ausbildung von Elektronenlawinen und férdern gleichzeitig
an anderen Stellen das Entstehen einiger weniger Lawinen durch verstérkte lonisation.
Wenn nun die Zahl der Primarlawinen hoch genug ist, bevor die Raumladungen einen
kritischen Wert zur Unterdriickung erreicht, kdnnen sich alle diese Lawinen ausbreiten,
die Entladung erscheint homogener [20].

» Der steile Spannungsanstieg fiihrt zu vielen gleichzeitig ziindenden Mikroentladungen
und zu einer Uberhdhung der Ziindspannung. Radiale elektrische Feldkrafte verhindern
nun ein Ausbreiten der FuBpunkte und begrenzen so den Ladungsiibertrag pro Filament.
Diese Erscheinung kann auch wieder durch zwei Effekte beschrieben werden: Zum einen
verteilen sich bei langeren Spannungsanstiegszeiten die Filamententladungen zeitlich auf
den gesamten Bereich oberhalb der Ziindspannung, die in diesem Fall deutlich niedri-
ger liegt als bei kurzen Anstiegszeiten (Flichengesetz nach Kind!). Pro Zeiteinheit ist
bei kurzen Anstiegszeiten also die Dichte der Filamente sehr viel hoher. Jedes Filament
kann daher nur einen geringeren Anteil der Kapazitat des Dielektrikums zur Aufladung
nutzen, als bei einigen wenigen Filamenten. Zum anderen nimmt die Geschwindigkeit
eines Streamers besonders bei hohen Ziindspannungen beim Ubergang von Volumen-
entladung zu Oberflachengleitentladung stark ab. Der so entstehende Ladungsstau in
den FilamentfuBpunkt bewirkt die zum Erléschen des Filaments notwendige Feldstarke
bereits bei kleineren Ladungsmengen [2].

2.1.2 Elektrisches Verhalten der DBD

Eine dielektrisch behinderte Entladung kann sehr vereinfacht als Kondensator mit zwei in Reihe
geschalteten Kapazitaten beschrieben werden (sieche Abbildung 2.4). Ist die Zindspannung

1 Das Flachengesetz nach Kind besagt, dass die zwischen der theoretischen Durchschlagspannung im
homogenen Feld Uy und der tatséchlichen Ziindspannung U, sowie vom Zeitpunkt der Streamerbildung
bis zum Durchschlag aufgespannte Fliache F' fir jede Elektrodenanordnung konstant ist. Dadurch lasst
sich der Verlauf der Ziindspannung in Abhéngigkeit des Spannungsanstiegs ndherungsweise abschétzen

[2).
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noch nicht erreicht, entspricht die Beschreibung einem kapazitivem Spannungsteiler

CDie

. 2.14
CSpalt + C(Die ( )

Uspait(t) = uo(t)

Die Kapazitat Cp;. setzt sich dabei aus allen Einzelkapazitaten C;, die sich zwischen den
Elektroden befinden, zusammen:

(2.15)

Beim Erreichen der Ziindspannung bilden sich Entladungskanéle aus, die Impedanz im Plasma
Zplasma Verringert sich rapide. Der Strom im Gasraum teilt sich nun in den Anteil igpq, der
den Verschiebestrom der als ideal angenommenen Gasspaltkapazitat Cg,q;; beschreibt und
1 Plasma, der die im Plasma erzeugten und bewegten Ladungstrager darstellt. Wird angenom-
men, dass Cgpq und Cp;e ideal sind, findet der gesamte Leistungsumsatz in der Impedanz
Z plasma Statt [22]. Uber den kapazitiven Spannungsteiler lasst sich nach Gleichung (2.14) die
im Gasraum abfallende Spannung wug,q;; abschatzen. Allerdings ist zu beriicksichtigen, dieses
Modell nur fiir den ersten Spannungspuls gilt, wenn sich im Gasraum noch keine Ladungs-
trager angesammelt haben. Diese Ladungen beeinflussen im weiteren Entladungsverlauf die
Spannung ugpe: und die Kapazitit Cgypqe, es handelt sich also um eine Naherungsrechnung.

Der Strom im Plasma ipj,sma kann folgendermaBen berechnet werden:

uo (t) = UDje (t) + USpalt (t) (216)
. . d iell

i) = iolt) = Oy - 22210 (2.17)
) ) ) dugpar(t

ZSpalt(t> - ZO(t) - ZPlasma(t> - CSpalt : Sztlt() (218)

12
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Abbildung 2.4: Einfaches Ersatzschaltbild einer DBD

Durch Ableiten von (2.16) erhalt man

duo(t) _ duDie(t) 4 duspalt(t)
dt dt dt )

(2.19)

Gleichungen (2.17) und (2.18) werden nun in (2.19) eingesetzt und nach i pjgsmq umgeformt:

dug(t)
dt

. Cspa .
ZPlasma(t) = (1 + Sp lt) : ZO(t) - CSpalt :

2.2
CDie ( 0)

2.1.3 Reaktionsprozesse im Plasma

Der Energielibertrag und damit das Erzeugen chemisch relevanter Plasmaspezies findet in
einer DBD iberwiegend durch StéBe zwischen Elektronen und Atomen/Molekiilen statt. Hier
ist jedoch zwischen elastischem StoB

Ay +e — Ay +e, (2.21)

bei dem nur sehr wenig Energie (ibertragen wird und inelastischem StoB, bei dem ein effizien-
ter Energieiibertrag stattfindet, zu unterscheiden. Die wichtigsten StoBprozesse zur Erzeugung
charakteristischer Plasmateilchen im Gasvolumen sind

lonisation

A +e” — AT +2e, (2.22)

13
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Anregung

Ay+e — AS+e, (2.23)
Anlagerung

As+e + M — Ay + M, (2.24)

dissoziative Anlagerung

Ay +e — A” + A, (2.25)

und Dissoziation

Ay +e —2A+e€. (2.26)

Zusatzlich kénnen die dabei entstehenden lonen und andere Spezies durch Atom-Molekiil-
Reaktionen, wie z.B.

Penning-lonisation

A+ B*— AT +B+e” (2.27)

und Penning-Dissoziation

Ay + B* — 2A+ B (2.28)

oder Photonenanregung

Aty —s A" (2:29)

weitere Ladungstrager erzeugen.

Daneben kommt es durch umgekehrte Prozesse zum Abbau von Ladungstragern. Zu diesen
Prozessen zahlen die

Neutralisation

A +e + M — Ay + M, (2.30)

14
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Rekombination

2A+ M — Ay + M, (2.31)

und Abregung
5+ M — Ay + M, (2.32)

Ay — Ay + hu. (2.33)

Die Reaktionsgleichungen (2.22) bis (2.33) beschreiben im Gasraum auftretende lonisations-
und Neutralisationsprozesse. Daneben erfolgen dhnlich verlaufende Reaktionen an den Gas-
raum umschlieBenden Oberflachen, indem sich dort Ladungstrager anlagern, abregen und re-
kombinieren oder Elektronen von dort emittiert werden.

Die Bildungsgeschwindigkeit und die Lebensdauern der sich im Plasma ausbildenden Spezies
sind sehr unterschiedlich und reichen von wenigen Nanosekunden bis hin zu Minuten. Sehr
kurz ist die Lebensdauer, wenn elektronisch angeregte Molekiile ihre Energie durch Emission
von Strahlung abgeben. Sie betragt nur wenige Nanosekunden. Durch die kurze Lebensdauer
tragen diese Spezies nicht entscheidend zu den chemischen Ablaufen im Plasma bei [23].
lonen existieren iiber einen Zeitraum von ca. 100 ns, wahrend Atome bis zu 1 ms benétigen
um wieder zu rekombinieren. Flir bestimmte angeregte Zustande von Atomen und Molekiilen
sind die optischen Uberginge dipolverboten. Die Lebensdauer dieser metastabilen Zustinde
kann sehr lang sein. Die typischen Plasmaspezies O; und NO, werden erst nach einigen
ps-ms durch StoBe zwischen angeregten und weiteren Molekiilen gebildet und kénnen noch
minutenlang im Gasvolumen existieren [14].

2.1.4 Elektronenenergie

Die Energie der Elektronen im Plasma unterliegt einer Verteilung. Sie lasst sich mit der Elek-
tronenenergieverteilungsfunktion (engl: electron energy distribution function, EEDF) beschrei-
ben. Im thermodynamischen Gleichgewicht folgt die Verteilung der Maxwellschen Geschwindigkeits-

, bzw. Energieverteilung mit ¢ = %va, die sich im dreidimensionalen Fall wie folgt darstellt:

2

3/2 o
F(v)dv = 47 - ( ik ) 2 e( 2kT>dv, (2.34)

bzw.
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Fle)de = 2- \/i (;Tf/z (7). (2.35)

Fir nichtthermische Plasmen gilt diese Verteilung nicht, es muss die allgemeine Form der
Boltzmanngleichung Verwendung finden, die sich mit Hilfe numerischer Verfahren lésen |asst:

(8 +E-V4a- v]) F(Fi) = <W> . (2.36)
ot StoB

Die Energie der Elektronen wird im Allgemeinen in Elektronenvolt angegeben. Mittels der
Beziehung

1 —
g = 57)7/02 = gk’TEl (2.37)

lasst sich aus der mittleren Elektronenenergie eine Elektronentemperatur Tg; bestimmen.

In Abbildung 2.5 sind beispielhaft die EEDF in einem nichtthermischen Plasma bei verschie-
denen reduzierten elektrischen Feldstarken dargestellt. Der Bereich mit héheren Energien ist
dabei weniger besetzt, da diese Energien durch inelastische StéBe an Schwerteilchen abge-
geben wurden. Ebenso nimmt die Zahl im Energiebereich von 5-15 €V ab, da dort in mo-
lekularen Plasmen die Rotations- und Schwingungsanregung der Molekiile den Kurvenver-
lauf beeinflusst [14]. Die Loésung der Elektronenenergieverteilungsfunktionen erfolgte mit dem
Boltzmann-Solver BOLSIG+. Dieses Programm berechnet die EEDF numerisch (iber die Zwei-
Term-Naherung [24]
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Abbildung 2.5: Mit Bolsig+ berechnete Elektronenenergieverteilungsfunktionen bei ver-
schiedenen reduzierten elektrischen Feldstarken

2.1.5 Wirkungsquerschnitt

Der Wirkungsquerschnitt ¢ ist ein MaB fiir die Wahrscheinlichkeit, dass zwischen einem Pro-
jektilteilchen und einem Targetteilchen eine Wechselwirkung eintritt. Die Einheit wird in m?
angegeben. Verschiedenen Prozessen, wie Reaktions-, Absorptions-, Anregungs-, StoB- oder
Streuprozessen ist jeweils ein Wirkungsquerschnitt zugeordnet. Bei Elementarteilchen wie Elek-
tronen ist dieser von der Art der Wechselwirkungsprozesses und der Reichweite des Wech-
selwirkungspotentials und damit von der Elektronenenergie abhingig. So lasst sich aus den
Wirkungsquerschnitten erkennen, bei welcher Energie der Wechselwirkungsprozess am wahr-
scheinlichsten stattfinden wird. Wirkungsquerschnitte finden sich in der Literatur u.a. bei [25]
(hier: ElektronenstéBe mit Stickstoffmolekiilen).

2.2 Entwicklung der Plasmamedizin

Seit Jahrzehnten finden heiBe Plasmen im Bereich der Koagulation, d.h. der Blutungsstil-
lung und der Gewebetrennung Anwendung in der Medizin. Ebenso ist das Sterilisieren von
medizinischen Geradten und Implantaten durch (Niederdruck-)Plasmen bereits vor Jahren in
den Blickpunkt des Interesses geriickt, hat allerdings in Deutschland noch keinen Einzug in

17



2 Grundlagen

den klinischen Alltag gefunden [26-29]. Der Begriff der Plasmamedizin begann sich aber erst
Anfang der 2000er Jahre zu etablieren, seit dem es moglich ist, kalte Plasmaquellen unter At-
mosphéarendruck mit Temperaturen unter 40 °C im Wirkbereich zu realisieren. Diese Quellen
ermdglichen einen direkten Einsatz auf thermosensitivem Gewebe, wie sie fast alle biologischen
Oberflachen darstellen.

2.2.1 Plasmaquellen in der Medizin

Die Plasmaquellen, die in der Medizin Verwendung finden, lassen sich grob in drei verschiedene
Kategorien unterteilen. Zum einen werden direkte Quellen eingesetzt, die als Gegenelektroden
das zu behandelnde Gewebe nutzen. Die am haufigsten genutzten Quellen sind die, die nach
dem Prinzip der dielektrisch behinderten Entladung arbeiten und die auch in dieser Arbeit zur
Anwendung kommen [30]. Nach einem anderen Prinzip arbeiten die indirekten Plasmaquellen
(sogenannte ,,Plasma-Jets"), bei denen das Plasma intern zwischen zwei zur Quelle gehéren-
den Elektroden erzeugt wird. Die entstehenden reaktiven Spezies werden anschlieBend durch
einen Gasstrom auf die zu behandelnde Oberflache transportiert. Als dritte Kategorie sind die
Hybrid-Plasmaquellen zu nennen, die als Gegenelektrode ein Drahtgeflecht nutzen (iber das der
Strom abflieBen kann. Diese als BCD-Quellen (engl: barrier coronal discharges) bezeichneten
Plasmageneratoren vereinen die Plasmaerzeugung der direkten Quelle mit der , Potentialfrei-
heit" der indirekten Quelle [31]. In Abbildung 2.6 sind die drei Arten der Quellen schematisch

dargestellt.
Elektrode
[_—‘41/ Dielektrikum
@ < = Gewebe
—_—
- = ==

Drahtelektrode
b)

a) —

- Gaszufuhr

Abbildung 2.6: In der Plasmamedizin eingesetzte Quellen: a) DBD, b) BCD, c) Jet

Heute umfasst der Begriff der Plasmamedizin ein weites interdisziplinares Forschungsgebiet,
das sich von der Plasmaphysik, -chemie und -technologie tiber Mikrobiologie, Biochemie und
Biophysik bis zu Medizin und Hygiene erstreckt. Da sich hinter dieser Technologie groBes
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medizinisches und wirtschaftliches Potential verbirgt, entstanden bald international viele For-
schungsgruppen, die sich mit intensiv mit der Erforschung dieses Themas beschéaftigen: In den
Vereinigten Staaten sind hier insbesondere die Arbeitsgruppen um M. Laroussi, der seit Mitte
der 1990er Jahre die Sterilisation biologisch kontaminierten Materials durch kalte Atmospha-
rendruckplasmen untersucht [32—-35] und um A. Fridman zu nennen, dessen Arbeitsgruppe seit
Mitte der 2000er Jahre das Verhalten dielektrisch behinderter Entladungen auf biologischem
Gewebe erforscht [36-39]. In Europa verdffentlichte bereits ab 2002 E. Stoffels Publikationen
uber eine , Plasma-Nadel" zur Oberflachenbehandlung von Biomaterialien [40,41]. Ebenfalls zu
nennen sind M. Kong von der Loughborough University in GroBbritannien mit Arbeiten zu bio-
medizinischen Anwendungen von Mikroplasmen und Desinfektion von Oberflachen [28,42,43]
und J.-M. Pouvesle, der in Orleans, Frankreich u.a. zum Thema Krebstherapien durch Plasma
forscht [44—-46]. Weitere Gruppen arbeiten in Miinchen um G. Morfill, der eine mikrowellen-
angeregte Argon-Plasmaquelle fiir den medizinischen Einsatz entwickelte [47], in Greifswald
um K.-D. Weltmann, in dessen Institut eine Plasmaquelle nach einem Jet-Prinzip entworfen
wurde [48-50] und in Géttingen um W. Viél [51-53]. Hier kommen im Bereich der Plasma-
medizin hauptsachlich Quellen nach dem Prinzip der dielektrisch behinderten Entladung zum
Einsatz, die auf einem ahnlichen Konzept, wie der von A. Fridman eingesetzten Quelle beruhen.
Allerdings unterscheiden sich die Quellen hinsichtlich Pulsdauer und Leistungsdichte.

2.2.2 Potentielle Einsatzbereiche der Plasmaquellen

Die Plasmamedizin eroffnet besonders in Fallen, in denen konventionelle Therapien versagen
oder in denen es bis dato keine addquaten Behandlungsmoglichkeiten gibt, neue Chancen
und Perspektiven. Folgende Forschungsschwerpunkte haben sich daher in den letzten Jahren
herausgebildet:

» Krankenhaushygiene: Die Bekdmpfung multiresistenter Keime in Krankenhausern wird
zunehmend zu einer Herausforderung und stellt viele Kliniken vor groBe Probleme. Durch
den Einsatz von Plasma erwartet man eine schnelle und effiziente Behandlung infizierter
Patienten und kontaminierter Oberflachen. Es wurden bereits erste Gerate dazu realisiert
und getestet [54]. Der Anwendungsbereich solcher Gerate zur Dekontamination kénnte
zudem ausgeweitet werden, in dem sie auch in &ffentlichen Gebauden oder im privaten
Bereich zum Einsatz kommen.

= Chronische Wunden: Durch den demografischen Wandel in unserer Gesellschaft treten
vermehrt Krankheiten wie Venen- und Arterienerkrankungen, Diabetes und Krebs auf,
die chronische Wunden nach sich ziehen. Diese Wunden sind schwer zu therapieren, so
dass man sich durch alternative Methoden wie die Plasmabehandlung bessere Heilungs-
chancen erhofft [55-58].

» Superinfizierte Hautkrankheiten: Teilweise gehen Hautkrankheiten mit Pilzbefall oder
bakteriellen Infektionen einher. Diese zusatzliche Belastung soll mit Plasma behandelt
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und gelindert werden. Es ist auch moglich, dass die Krankheit direkt beeinflusst werden
kann. Erste Ergebnisse dazu wurden bereits verdffentlicht [54,59].

» Zahn- und Kieferbehandlung: Auch hier lassen sich die desinfizierenden und antimi-
krobiellen Eigenschaften des Plasmas nutzen. Der Vorteil ist, dass sich gerade kleine
Zwischenraume zwischen Zahn und Zahnfleisch gut erreichen lassen und so nicht nur in
der Zahnhygiene, sondern auch in der Prophylaxe ein wichtiger Beitrag geleistet werden
kann [60, 61].

= Blutgerinnung: Neben thermischen Koagulationsmethoden, bei denen das Gewebe durch
hohe Temperaturen kauterisiert wird und die mit Gewebeschadigung, Schmerzen und
verlangerter Heilungszeit einhergehen, gibt es die Moglichkeit der Blutstillung durch
kaltes Plasma. Dabei wird ohne Gewebeschadigung der natiirliche Blutgerinnungsprozess
gefordert, in dem durch eine Redoxreaktion die Ca;—Konzentration erhoht wird. Dadurch
beschleunigt sich die Bildung von Prothrombin, einem Initiator der Gerinnung, deutlich
[36].

= Krebstherapie: Durch gezielte externe oder endoskopische Plasmabehandlung soll das
Wachstum von Tumorzellen selektiv unterbunden werden und somit eine neue Krebsthe-
rapie entwickelt werden. Ermoglicht wird dies u.a. durch die Entwicklung von Quellen,
die das Plasma mittels Katheter unmittelbar an das betroffene Gewebe bringt [46].

» Kosmetische Behandlung: Auch im Bereich der (medizinischen) Kosmetik gibt es Be-
strebungen, Plasma einzusetzen. Hier erstrecken sich die Anwendungsbereiche von der
Regeneration von Gewebe bis zum Bleichen von Zahnen. Durch den Einsatz von Plas-
ma wird z.B. durch Ablation und thermischer Zerstérung der obersten Hautschicht die
Bildung von neuem Collagen und damit der Regeneration der Haut gefordert [62, 63].
Das Bleichen der Zahne erfolgt durch eine kombinierte Behandlung von Plasma und
H,0,. Durch ein Entfernen der Oberflachenproteine und einer erhéhten Produktion von
OH-Radikalen ist dieses Verfahren sehr viel effektiver als das herkémmliches Bleichen
ausschlieBlich mit H,0, [64].

Als potentiell medizinisch wirksam werden im Plasma bisher UV-Strahlung, elektrische Felder
und Strome, Warmeeffekte, reaktive Gasspezies, lonen und metastabile Atome und Molekiile
identifiziert, die auch synergetisch Effekte hervorrufen kénnen. Die Wirkung dieser Effekte
auf biologisches Gewebe ist im Einzelnen teilweise recht gut erforscht und wird auch in der
Medizin eingesetzt, wie z.B. UV-Therapien bei Hautkrankheiten, NO- und NO/O,-Therapien
bei Lungenerkrankungen, Stromtherapien zur Verbesserung der Medikamentenresorption und
Behandlung von Hyperhidrose und Warmebehandlungen zur Verbesserung der Durchblutung,
der Muskelentspannung oder der Schmerzlinderung. Bei anderen Mechanismen und beson-
ders bei der Kumulation mehrerer Effekte bedarf es noch intensiver Forschungsarbeit. So
muss ausgeschlossen werden, dass unerwiinschte oder sogar schadigende Nebenwirkungen,
wie Verbrennungen, Tumorbildung, Gasintoxikationen, Schmerzen oder eine Verschlechterung
des Krankheitsbildes auftreten. Fiir Plasmagerate gibt es noch keine generellen Richtlinien
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2.2 Entwicklung der Plasmamedizin

und Grenzwerte, so dass zur Bewertung allgemeine Richtlinien fiir elektrische Gerate, UV-
Strahlung, reaktive Spezies und Strom herangezogen werden miissen. Bisher durchgefiihrte
Untersuchungen zeigten bei entsprechend gering, aber biologisch wirksam eingestellten Pa-
rametern keine unerwiinschten Wirkungen auf biologisches Gewebe oder Uberschreitungen
geltender Grenzwerte [46,51, 65].

Es wurden bereits zwei voneinander unabhangige klinische Studien initiiert, die die Erforschung
der Wirksamkeit einer Plasmabehandlung in der Wundbehandlung zum Ziel hatten. Die Studie
am Klinikum Schwabing basierte auf einer Quelle, deren Plasma mittels Mikrowellen erzeugt
wird. Fir die Studie am Universitatsklinikum Gottingen wurde eine Plasmaquelle eingesetzt,
die nach dem Prinzip der dielektrisch behinderten Entladung arbeitet und im Aufbau einer
der in dieser Arbeit verwendeten Quellen gleicht. Die Ergebnisse der Miinchner Studie zur
Behandlung bakteriell belasteter chronischer Wunden wurden schon publiziert und bestatigen
die antibakterielle Wirkung des eingesetzten Plasmas [56]. Auch die Ergebnisse der Géttinger
Studie zur Behandlung venoser Ulcera wurden bereits prasentiert. Sie zeigen sowohl eine deut-
liche Verringerung der Keimbelastung an der behandelten Stelle, als auch eine beschleunigte
Waundheilung [66]. Eine Veroffentlichung wurde eingereicht.
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3 Physikalische Charakterisierung

In diesem Kapitel werden zunachst die beiden Plasmaquellen beschrieben und anschlieBend
hinsichtlich ihrer physikalischen Eigenschaften charakterisiert. Dazu zahlen die elektrischen
Parameter Strom und Spannung, liber die die Leistung der Quellen bestimmt wird. Auch die
Elektronendichte im Plasma wird iiber eine elektrische Messung des Stromflusses bestimmt.
Zusatzlich wird die Leistung, die als Warmeeintrag in das Material der Gegenelektrode ein-
gebracht wird, ermittelt, da gerade bei empfindlichen, lebenden biologischen Materialien eine
Parameterkontrolle und ein Verbleiben unter der Zerstérschwelle unabdingbar sind. Diese zwei-
te Messmethode, die die aufgenommene und abgegebene Warme bilanziert, wird durch die
auftretenden starken Felder nicht beeinflusst.

Ein wichtiges Werkzeug zur Bestimmung weiterer Plasmaparameter ist die optische Emissi-
onsspektroskopie. Mit ihr werden lber die Intensitatsverhaltnisse der aufgezeichneten Banden
und unter Zuhilfenahme numerischer Lésungsverfahren sowohl die Gas-, als auch die Elektro-
nentemperatur bestimmt.

Die Messung der Oberflaichentemperatur des behandelten Materials fiir den Zeitraum der
Plasmabehandlung erfolgt optisch tiber ein Faserthermometer. Auch die UV-Strahlung, die auf
die biologischen Proben trifft, wird hinsichtlich ihrer Bestrahlungsstarke und Dosis bestimmt.
Dazu wird ein Radiometer mit UV-Sensor eingesetzt.

Elektronendichte und —temperatur sind wichtige Parameter zur Beschreibung des Plasmas,
besonders hinsichtlich seiner reaktiven Eigenschaften, da die Anzahl und Entstehung der Spe-
zies direkt davon abhingig sind. Uber die Gastemperatur lassen sich Aussagen machen, in
wie weit das Plasma geeignet ist, auf temperatursensitiven Oberflachen angewandt zu wer-
den. Durch die Messung der Oberflachentemperatur wird dies verifiziert. Die Ermittlung der
Leistung tragt zu einer Vergleichbarkeit der beiden Quellen bei. Kenntnisse tiber die Star-
ke der UV-Strahlung sind notwendig um eine Auswertung der biologischen Untersuchungen
durchfiihren zu kénnen.

3.1 Plasmaquellen

In dieser Arbeit kamen zwei Plasmaquellen mit zeitlich unterschiedlichen Entladungscharak-
teristiken zum Einsatz. Beide Gerate erzeugen das Plasma nach dem Prinzip der dielektrisch
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3 Physikalische Charakterisierung

behinderten Entladung und verwenden die gleiche dielektrisch ummantelte Elektrode. Die elek-
trischen Schaltungen zur Erzeugung der Spannungspulse unterscheiden sich jedoch deutlich.
Eine Quelle (CP 100, Cinogy GmbH, Duderstadt) erzeugt Hochspannungspulse im Zeitbereich
mehrerer Mikrosekunden, die zweite Quelle (NanoCube, HAWK, Géttingen) generiert sehr viel
kiirzere Pulse im Bereich mehrerer Nanosekunden. Die zeitlichen Verlaufe der Spannungs- und
Strompulse sind beispielhaft in Abbildung 3.1 dargestellt.
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Abbildung 3.1: Strom- und Spannungsverlauf von a) CP 100 und b) NanoCube

Die einzelnen Komponenten beider Gerate setzen sich wie folgt zusammen:
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3.1 Plasmaquellen

Elektroden: Die verwendete Elektrode setzt sich aus dem Dielektrikum, bestehend aus einem
Aluminiumoxid-Tiegel und der Elektrode aus Kupferpulver zusammen, das in den Tiegel gefiillt
ist. Der Tiegel hat einen AuBendurchmesser von 20 mm und eine Wandstarke von 2 mm. In
Abbildung 3.2 ist der Aufbau schematisch dargestellt. Als Gegenelektrode kamen mit Casein-
Soja-Pepton-Agar (CASO-Agar) gefiillte Petrischalen aus Polystyrol mit einer Dicke von 0,5
mm und einem Durchmesser von 90 mm zum Einsatz, die auf eine geerdete Aluminiumplat-
te platziert wurden. In einigen Versuchen wurde der Agar aus Platzgriinden in Teilstlicke
geschnitten und direkt auf geerdete Aluminium- oder Kupferstiicke gelegt. In einigen biolo-
gischen Teilversuch war eine Versuchsdurchfithrung auf Agar nicht moglich. Hier wurde die
Entladung auf einer Petrischale ohne Agar und auf Mikroskopie-Deckglaschen geziindet. Bei
allen Messungen wurde der Gasspalt auf 1 mm Breite eingestellt. Die biologischen Proben
wurden einer Plasmabehandlung von 2 s oder 60 s Dauer unterzogen.

Kupferelektrode

_ Dielektrikum

il/lmm

~—Petrischale
mit Agar

Abbildung 3.2: Schematischer Aufbau der Elektrode

CP 100: Die CP 100 setzt sich aus zwei Komponenten zusammen, dem Steuergerat und dem
HV-Modul, welches die benétigten Hochspannungspulse erzeugt. Uber das Steuergerat wird
das HV-Modul mit der benétigten Spannung von 8 V versorgt. Es kénnen an diesem Gerat
verschiedene Pulswiederholfrequenzen zwischen 300 Hz und 700 Hz und Behandlungsdauern
zwischen 1 s und Dauerbetrieb eingestellt werden. Im HV-Modul wird liber einen Kondensa-
tor, der sich iiber einen Ziindtransformator entladt, der Hochspannungspuls erzeugt. An das
HV-Modul kénnen variabel Elektroden verschiedener GroBen angeschlossen werden, wodurch
zusatzlich auf die Plasmaparameter Einfluss genommen werden kann. Abbildung 3.3 zeigt die
CP 100.

NanoCube: Der NanoCube besteht aus einer Gleichspannungsversorgung, dem Wechselrichter
und dem Hochspannungserzeuger. Zur Spannungsversorgung wird ein herkémmliches Labor-
netzteil eingesetzt, das die bendtigte Betriebsspannung von 15 V zur Verfliigung stellt. Der
Wechselrichter erzeugt aus der vom Netzgerat gelieferten Gleichspannung lber eine Voll-
briickenschaltung aus MOSFETs die vom Hochspannungserzeuger benétigte Rechteckspan-
nung. Die Spannung wird zunichst im Hochspannungserzeuger lber einen Transformator in
einen Hochspannungsimpuls im Mikrosekundenbereich umgewandelt. In einem Zwischenkreis
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3 Physikalische Charakterisierung

wird dieser Impuls erst gleichgerichtet und 1adt in einem weiteren Schritt einen Kondensa-
tor auf. Dieser Kondensator entladt sich nach Uberschreiten der Ziindspannung iiber eine
Funkenstrecke und erzeugt so einen Hochspannungsimpuls mit Anstiegszeiten im Nanose-
kundenbereich. Die Pulswiederholfrequenz dieser Quelle liegt bei ca. 300 Hz und kann (iber
ein Potentiometer nur geringfiigig variiert werden. In Abbildung 3.4 ist der NanoCube darge-
stellt.

Abbildung 3.3: CP 100 mit Elektrode

Abbildung 3.4: NanoCube mit Elektrode

In Abbildung 3.5 sind die Entladungen der beiden Quellen dargestellt. Es ist deutlich zu
erkennen, dass der NanoCube ein sehr viel homogeneres Erscheinungsbild zeigt als die CP 100,
bei der die Filamentierung klar hervortritt.
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(a) CP 100 (b) NanoCube

Abbildung 3.5: Gasentladungen der beiden Quellen, aufgenommen mit einer Canon EOS
300D, Belichtungszeit 5 s

3.2 Elektrische Messungen

Der Messaufbau fiir die elektrischen Messungen ist schematisch in Abbildung 3.6 dargestellt.
Die Spannung uy wurde mit einem Hochspannungstastkopf Tektronix P6015A (Kapazitat 3
pF) gemessen. Die Messung des Stroms i erfolgte iiber den Strommonitor 2877 von Pearson,
da dieser mit einem Frequenzbereich zwischen 300 Hz und 200 MHz und einer verwendbaren
Anstiegszeit von 2 ns (ber eine ausreichende Geschwindigkeit verfiigt. Die Daten wurden mit
dem Oszilloskop Yokogawa DL1740EL erfasst und aufgezeichnet.

Hochspannungstastkopf

/ Oszilloskop
/

——
1

=

Strommonitor —

Abbildung 3.6: Schematischer Messaufbau fiir die elektrischen Messungen

Die fiir die Ermittlung der Elektronendichte und der im Gasspalt umgesetzten Leistung not-
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3 Physikalische Charakterisierung

wendigen GréBen gy und @pjgsme Wurden nach dem in Kapitel 2.1.2 beschriebenen Ersatz-
schaltbild (Abbildung 2.4) und den dort hergeleiteten Gleichungen berechnet.

3.2.1 Elektronendichte

Da die Elektronendichte die Anzahl reaktiver Plasmaspezies bestimmt, muss dieser Parameter
zur Charakterisierung und zum Vergleich der Quellen ermittelt werden. In den Mikroentla-
dungen als leitfahigen Plasmakanalen ist die Dichte besonders hoch und betragt lblicherwei-
se 1014101 cm™3. Uber das Gasvolumen gemittelt liegt die Elektronendichte bei 10°-10'
cm~3 [23,67]. Die Elektronendichte wird nach [14] (iber den im Plasma flieBenden Strom
iPlasma(t), bzw. die Elektronenleitungsstromdichte

e

jéf=—e-ne-pu-E, (3.1)

mit der Elektronenmobilitdt x und der mittleren Feldstirke E ermittelt. Die Elektronenmo-
bilitdt wird iiber den Boltzmann-Solver Bolsig+ bestimmt. Diese Anwendung ermdglicht fir
schwach ionisierte Plasmen die numerische Lésung der Boltzmann-Gleichung und gibt so die
Elektronenenergieverteilungsfunktion sowie Transportkoeffizienten und Ratenkonstanten aus.
Die Berechnung erfolgt unter den Annahmen eines homogenen elektrischen Feldes und kon-
stanter StoBwahrscheinlichkeiten durch eine Zwei-Term-N&herung nach [68].

Der Strom im Plasma ipjgsmq(t) und die Elektronenleitungsstromdichte j¢ hangen wie folgt
voneinander ab:

T

.e 1 .

J = A.T/|7/Plasma(t)‘dt7 (32)
0

wobei A die Elektrodenflache beschreibt. Die Feldstarke lasst sich nach Gleichung (2.1), bzw.
tber den Puls gemittelt mit

R
E==\/=> uspau; :
d Vn kzl“S” "k (3-3)

berechnen.
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3.2 Elektrische Messungen

Fir die CP 100 errechnete sich iiber den gesamten Entladungsquerschnitt eine Elektronen-
dichte von n, = 1,7-10% cm —341,5-103cm—3, fiir den NanoCube von n, = 2,5-10"" cm—3+
1,0-10'% cm~3. Diese Werte stimmen gut mit typischen Werten in einer DBD (iberein [23,67].
Wie auf Grund der sehr viel héheren Anzahl sich ausbildender Filamente zu erwarten, zeig-
te der NanoCube insgesamt eine mittlere hohere Elektronendichte. Dafiir ist in den wenigen
Entladungsfilamenten der CP 100 jedoch von deutlich héheren Elektronendichten auszugehen.
Unter der Annahme, dass sich nur 2 Filamente gleichzeitig ausbilden, lage die Elektronendichte
in den Filamenten bei ca. 10! cm™3.

3.2.2 Leistung

Die eingebrachte Leistung lasst sich aus dem Strom- und Spannungsverlauf nach der soge-
nannten U - [-Methode ermitteln. Die im System umgesetzte Leistung wird mit

T
PSystem = f : /UO(t) : iO(t)dt (34)
0

berechnet. f ist dabei die Pulswiederholrate. Fiir die im Gasspalt eingetragene Leistung erfolgt
zunachst die Berechnung von wgpqit und @pjgsme(t), aus denen dann mit folgender Gleichung
die Leistung bestimmt wird:

T
PPlasma = f : / uSpalt(t) : iPlasma(t)dt' (35)
0

Die Leistungsmessungen wurden mit der CP 100 und dem NanoCube mit CASO-Agar in der
Petrischale als Gegenelektrode durchgefiihrt. Da einige biologische Untersuchungen direkt in
Petrischalen und auf Mikroskopie-Deckglasern (Polystyrol und Borosilikatglas) stattfanden,
wurde die Leistung hier ebenfalls bestimmt. Zur Leistungsbestimmung konnte letztendlich auf
die Berechnung von wgpaii(t) und ipjasma(t) verzichtet werden, da die Gesamtleistung nach
Gleichung (3.4) in der gleichen GréBenordnung und damit innerhalb der Messunsicherheit

lag.

Die Ergebnisse der Leistungsmessung sind in Tabelle 3.1 aufgefiihrt. Sie zeigen, dass beide
Plasmaquellen im anndhernd gleichen Leistungsbereich lagen. Die Leistung auf Glas und Poly-
styrol war kleiner als auf Agar, was im geringeren Stromfluss wahrend des ersten Strompulses
begriindet ist, da hier materialbedingt zunachst weniger Ladungstrager zur Verfligung stehen
als auf Agar.
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3 Physikalische Charakterisierung

Tabelle 3.1: Eingekoppelte Leistung von CP 100 und NanoCube bei verschiedenen Gegen-
elektroden

Plasmaquelle CASO-Agar Glas Polystyrol
CP 100 212 mW £ 16 mW 101 mW £+ 30 mW 111 mW £ 3 mW
NanoCube 287 mW £ 11 mW 124 mW £ 20 mW 144 mW £+ 16 mW

Die Werte aus Tabelle 3.1 entsprechen Leistungsdichten von 50 - 136 mW /cm? bei der CP 100,
bzw. 62 - 143 mW /cm? beim NanoCube.

3.3 Leistungsmessung tiber Warmebilanz

Dieses Messprinzip beruht auf dem Warmeeintrag in das Material, welcher durch Tempera-
turdifferenzen bestimmt wird und folgt dem Verfahren in [52]. Es ist unabhangig von den
starken elektrischen Feldern, welche sich oftmals negativ auf den elektrischen Messaufbau
auswirken.

Der Messaufbau wurde in einem thermisch isolierten Behalter realisiert. Es wurde ein geerdetes
40x20x2,5 mm3 groBes Stiick Agar als Gegenelektrode verwendet, dessen Masse vor dem
Einbringen in den Behalter bestimmt wurde. Die Korper- und Umgebungstemperatur wurde
mit dem Faserthermometer Fiso UMI 4 und zwei Fasern gemessen. Die Korpertemperatur
des Agar wurde bestimmt, in dem eine Faser unmittelbar unter dem Agar befestigt wurde.
Das Plasma wurde geziindet und solange betrieben, bis sich ein Gleichgewichtszustand von
Waérmeeintrag und Abkiihlung eingestellt hatte. Nachfolgend wurde die sich anschlieBende
Abkuhlkurve aufgezeichnet.

Im Messverlauf stellte sich heraus, dass ein stérungsfreies Ziinden des NanoCube-Plasmas
im Thermobehalter nicht moglich war, da die Entladung nach kurzer Zeit aufgrund einer
Auffeuchtung des Dielektrikums zusammenbrach. Es wurde daher ein alternativer Messaufbau
erstellt. Eine Aluminiumplatte mit 30 mm Durchmesser und 1 mm Dicke, gegen die das Plasma
geziindet wurde, wurde an vier Faden aufgehdngt und geerdet. Die Faser zur Messung der
Korpertemperatur wurde an der Riickseite der Aluminiumplatte befestigt. Auch hier betrug
die Spaltbreite zwischen Elektrode und Platte 1 mm. Die Messung erfolgte analog zum ersten
Aufbau.

Der Aufwarmvorgang lasst sich mit folgender Gleichung beschreiben:

ACHAT) _ 0Q

5 5, —hAAT, (3.6)
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3.3 Leistungsmessung (iber Warmebilanz

wobei C}, die Warmekapazitdt des Korpers, AT die Temperaturdifferenz zwischen Korper
T'(t) und Umgebung Ty (1), % den Warmeeintrag, h den Warmeilbergangskoeffizient und A
die wirksame Flache darstellt. Im Sattigungszustand, wenn keine Temperaturdnderung mehr
auftritt, ist

O(CRLAT) B
5 —0, (3.7)
so dass
oQ B
E—h.fLAT (3.8)

gilt.

Wird die Entladung ausgeschaltet, findet kein Warmeeintrag mehr statt, so dass

a(CgtAT):h-A-AT (3.9)

ist.

Die Abkiihlkurve folgt folgender Gleichung:

hAt)

T(t) = (T — Tv)e o) + Ty, (3.10)

mit T als Starttemperatur des Abkiihlvorgangs. Uber das Zeitverhalten der Abkiihlung kann
mit (3.10) der Wert h - A bestimmt werden, so dass sich letztendlich Gleichung (3.6) lésen
und damit der Warmeeintrag berechnen lasst, da auch AT bekannt ist. Das Ergebnis stellt
auch hier eine Naherung dar, da angenommen wird, dass die Abkiihlung wahrend der Entla-
dung und danach gleich ist. Tatsachlich ist aber der Entladungsraum deutlich warmer als die
Umgebung, so dass wahrend der Entladung die Abkihlung nur (ber eine Seite des Agars/ der
Aluminiumplatte stattfindet.

Ein typischer Temperaturverlauf ist in Abbildung 3.7 dargestellt. Die quantitativen Ergebnisse
finden sich in Tabelle 3.2. Es zeigte sich, dass nur ein Teil der Leistung als Warme in das
Material eingebracht wurde, wobei der Anteil bei der Aluminiumplatte und der CP 100 noch
einmal kleiner war als beim NanoCube.
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Abbildung 3.7: Temperaturverlauf auf der Aluminiumplatte beim Einsatz des NanoCube

Tabelle 3.2: Eingebrachte Warmeleistung von CP 100 und NanoCube in Agar und Alumi-
nium

Plasmaquelle CASO-Agar Aluminiumplatte
CP 100 71mW+£23mW 19 mW £+ 3 mW
NanoCube 55 mW £+ 3 mW

Auf Grund des geringen elektrischen Widerstandes von Aluminium und Agar ist davon auszu-
gehen, dass das Aufheizen der Gegenelektroden nicht durch den Stromfluss durch das Material,
sondern durch Erwarmung tber die Mikroentladungen vom auBen stattfindet [52]. Dadurch
lasst auch der Unterschied im Warmeeintrag zwischen CP 100 und NanoCube erklaren. Die
Entladung der CP 100 ist auf Aluminium mit nur wenigen Filamenten sehr inhomogen, so
dass nur an vereinzelten Stellen Warme eingetragen werden kann, wahrend beim NanoCube
das Aufheizen (ber eine Vielzahl von Filamenten sehr viel effizienter erfolgen kann. Der relativ
hohe Leistungseintrag in den Agar gegenliber dem Aluminium ist nicht zu erwarten, da die
Entladung auf Agar nur marginal homogener ist als auf Aluminium. Eine Erklarung ist, dass
der Entladungsspalt etwas groBer als 1 mm war, da der Thermobehélter keine exakte Einstel-
lungsmoglichkeit bot. Dadurch wiirde bei gleichbleibendem Stromfluss die Ziindspannung und
damit die eingebrachte Leistung steigen. Die groBe Schwankungsbreite der Messergebnisse
unterstiitzt diese These.
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3.4 Optische Emissionsspektroskopie

Die optische Emissionsspektroskopie (OES) stellt ein wichtiges Werkzeug in der Plasmadia-
gnostik dar. Durch sie lassen sich Aussagen iiber die im Plasma vorhandenen Spezies und
vorherrschenden Temperaturen machen. GroBe Vorteile dieses Verfahrens sind der einfache
Aufbau und die beriihrungslose und damit nicht-invasive Methodik. Im Luftplasma emittieren
angeregte Molekiile durch den Ubergang vom oberen auf ein unteres Energieniveau Licht,
das detektiert und analysiert werden kann, da jedem Ubergang eine charakteristische Ener-
giedifferenz zugeordnet werden kann. Diese Energiedifferenz setzt sich aus der Anderung der
elektrischen, vibratorischen und rotatorischen Energie

AFE = AE, + AEjp + AE,ot = h - v (311)

der Molekiile zusammen. Den Gesetzen der Quantenmechanik folgend finden diese Ubergange
nur zwischen zwei diskreten Zustdnden statt. In Abbildung 3.8 ist dargestellt, wie dadurch
jeder elektronisch angeregte Zustand in eine Vielzahl von Vibrationszustanden unterteilt ist,
die wiederum aus vielen Rotationszustdnden bestehen. Diese Potentialkurven zeigen prinzipiell
mogliche Energieniveaus, in die die Gasmolekiile angeregt werden kdnnen.

Oberes elektronisches

Rotationsenergie o
9 Energieniveau E’, bzw. T’

E’bzw. F

rot

Vibrationsenergie
E’,i, bzw. G

Unteres elektronisches
Energieniveau E”, bzw. T”

Vibrationsenergie
E” i, bzw. G”

Abbildung 3.8: Darstellung der diskreten Energieniveaus eines Molekiils und eines Strah-

lungsiibergangs zwischen zwei Zustinden [69]

Die intensivsten Linien eines Luftplasma-Spektrums sind N,-Linien des 31, - B3ﬂg—Ubergangs,
des sogenannten 2. positiven Systems. Zudem lassen sich die deutlich schwacheren N,-Linien
des B?TT, - A>ZF-Ubergangs (1. positive System) und N3 -Linien des B2E |l - X?ZF-Ubergangs
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(1. negative System) finden. Erlauterungen zur Nomenklatur sind u.a. in [69] zu finden. Fiir
die Bestimmung der Gas- und Elektronentemperatur wurden die strahlungsintensiven 0-0-
Ubergénge des 2. positiven Systems von N, bei 337,1 nm und des 1. negativen Systems
von N; bei 391,4 nm verwendet. Diese Ubergénge sind in der Potentialkurve von N,, die in
Abbildung 3.9 dargestellt ist, durch rote Pfeile hervorgehoben.
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Abbildung 3.9: Potentialkurven von N, nach [14]; die roten Pfeile kennzeichnen die ver-
wendeten Ubergéinge

Die Emissionsspektren fiir die Bestimmung der Gas- und der Elektronentemperatur wurden
mit einem hochauflésenden Echellespektrometer Aryelle Butterfly, LTB Berlin, aufgenommen.
Die hohe spektrale Aufldsung solcher Spektrometer wird iiber den Einsatz eines speziellen
Beugungsgitters, dem sogenannten Echelle- oder Blaze-Gitter erreicht. Dieses Gitter ist in der
Lage, die meiste Intensitat in hohe Ordnungen zu beugen. Das eingestrahlte Licht wird dabei
in eine Vielzahl hoher Beugungsordnungen aufgeteilt, die sich tiberlappen kénnen. Durch ein
nachgeordnetes Prisma, das quer zum Gitter ausgerichtet ist, werden die Ordnungen separiert
und zweidimensional auf einen CCD-Chip abgebildet. Das Prinzip ist in Abbildung 3.10 dar-
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3.4 Optische Emissionsspektroskopie

gestellt. Das spektrale Aufldsungsvermogen ﬁ des eingesetzten Gerates betragt 15.000, was
einer Auflosung von etwa 30 pm im genutzten Wellenldngenbereich entspricht. Der maximale
Wellenlangenbereich reicht von 175 nm bis 750 nm, allerdings ist dies nur durch den Einsatz
zweier Spektrometer moglich, die in einem Gerat verbaut sind und sich einen Detektor teilen.
Das emittierte Licht der Entladungen wurde {iber eine optische Faser mit einer numerischen
Apertur von NA = 0,22 zum Spektrometer geleitet.

Detektorspiegel

Kamera

Abbildung 3.10: Aufbau eines Echellespektrometers [70]

Zur Wellenlangenkalibrierung wurde eine Quecksilberdampflampe eingesetzt, zur relativen In-
tensitatskalibrierung des Spektrometers standen eine Deuterium- und eine Halogenlampe zur
Verfiigung. Die Emissionsspektren der CP 100 und des NanoCube sind in Abbildung 3.11
dargestellt.

35



3 Physikalische Charakterisierung

36

1,0
<
£
w
x
3
T 05
‘©
[
2
£
o,o-MJ} _AJ Aﬂjtj . |
T T T T T T T T T
320 340 360 380 400
Wellenlange [nm]
(a) CP 100
1,0
<
=
|
X
3
® 05
®
c
i)
£
0,0 1 JJ M JJJ\—A_A_)\_J{_
T T T T T T T T T
320 340 360 380 400

Wellenlange [nm]

(b) NanoCube

Abbildung 3.11: Emissionsspektren a) der CP 100 und b) des NanoCube



3.4 Optische Emissionsspektroskopie

3.4.1 Gastemperatur

Die Ermittlung der Gastemperatur im Plasma, die der Temperatur der Schwerteilchen ent-
spricht, erfolgt (iber die Bestimmung der Rotationstemperatur 7T.,;. Diese Anndherung kann
getroffen werden, da die Energiedifferenz zwischen den Rotationsniveaus gering ist, so dass
durch StéBe der schweren Teilchen sehr schnell ein Rotationsgleichgewichtszustand erreicht
wird, wodurch Tyqs ~ T, gegeben ist [14]. Bei der Bestimmung der Rotationstempera-
tur muss zunachst sichergestellt sein, dass die Beitrage der elektronischen und vibratorischen
Uberginge keinen Einfluss auf die Auswertung haben. Daher diirfen nur Rotationsbanden aus
einem definierten elektronischen und vibratorischen Ubergang Verwendung finden [69]. In die-
ser Arbeit wird die 0-0-Transition des 2. positiven Systems genutzt, da dieser Ubergang vom
vibratorischen Grundniveau des angeregten elektrischen Zustands in das vibratorische Grund-
niveau des abgeregten elektrischen Zustands erfolgt. Die Grundniveaus ohne Besetzungsinver-
sion weisen stets die hochste Besetzungsdichte auf, so dass hier die hochste Intensitat der
Banden auftritt. Es kénnen jedoch auch andere Spezies und Molekiile wie OH, O, und NJ
zur Berechnung der Rotationstemperatur verwendet werden.

Es gibt zwei Verfahren, die Rotationstemperatur zu bestimmen. Eine Methode wird (iber den
sogenannten Boltzmann-Plot realisiert. Dazu werden die Intensitaten moglichst vieler Emis-
sionslinien gemessen und miteinander verglichen. Die Intensitaten werden dann logarithmisch
iiber die Energie aufgetragen, so dass sich eine Gerade mit der Steigung ,;—% ergibt, Uber die
die Temperatur bestimmt werden kann. Die Abweichung der Messungen von der Geraden gibt
Aufschluss dariiber, wie genau die Besetzung der Boltzmann-Verteilung folgt. Allerdings ist
fur die Genauigkeit des Verfahrens von Bedeutung, dass sich die Linien nicht (iberlappen, so
dass ein sehr hochaufldsendes Spektrometer eingesetzt werden muss. Stehen keine sehr hoch
aufgelosten Spektren zur Verfligung, gibt es eine alternative Methode, die in dieser Arbeit zu
Anwendung kommt.

Dieses Verfahren vergleicht experimentell gemessene Spektren mit simulierten Spektren, die
hier mit dem Simulationsprogramm ,SpecAir* erzeugt wurden. Dieses Programm erméglicht
die Simulation von Luftspektren vom UV bis ins nahe IR. Auch diverse Gasbeimischungen zur
Luft sind moglich. Urspriinglich wurde das Programm zur Temperaturbestimmung in Gleich-
gewichtsplasmen entwickelt. Allerdings erlaubt die Software, die rotatorische, translatorische,
vibratorische und die elektronische Anregungstemperatur unabhangig voneinander auszuwah-
len, so dass auch die Simulation von Spektren bei Nicht-Gleichgewichtsbedingungen méglich
ist. Die Besetzungsdichte des oberen Niveaus wird unter der Annahme einer Boltzmannver-
teilung bestimmt. Dazu wird nicht das StoB-Strahlungsmodell verwendet, sondern die Uber-
gangswahrscheinlichkeiten iiber Tabellendaten bestimmter Uberginge berechnet. Das berech-
nete Spektrum beriicksichtigt die natiirliche Linienbreite, die thermische Dopplerverbreiterung
sowie die StoBverbreiterung [71]. Ebenso findet die Spaltfunktion, die die Abbildung einer
Emissionslinie auf dem Detektor des Spektrometers beschreibt Beriicksichtigung, indem das
Spektrum mit dieser Spaltfunktion gefaltet wird.
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3 Physikalische Charakterisierung

Als Eingangsparameter zur Simulation der Spektren wurde die elektronische Anregungstempe-
ratur auf 5000 K festgelegt. Die Spaltfunktion wurde fiir das verwendete Echelle-Spektrometer
nach [72] als eine trapezférmige Funktion mit 0,045 nm auf der langen Grundseite und 0,002
nm auf der kurzen Grundseite ermittelt. Die Vibrationstemperatur wurde mit ,,SpecAir" iiber
einen Vergleich der Intensitaten der 0-1- Transition bei 357,6 nm und der 1-2-Transition bei
353,6 nm des 2. positiven Systems des Stickstoffs bestimmt und mit 3670 K bei der CP 100
und 7780 K beim NanoCube festgelegt. Die Translationstemperatur wurde mit der Rotati-
onstemperatur gleichgesetzt, was auf Grund der kurzen freien Weglange und dem daraus re-
sultierenden schnellen Temperaturausgleich bei Plasmabedingungen unter Atmospharendruck
zulassig ist [71].

Auf Grund der lichtschwachen Entladungen musste zur Aufnahme der Spektren eine Inte-
grationszeit von 2000 s gewahlt werden um ein ausreichend starkes Signal zu erhalten. Die
gemessenen Spektren stellen somit eine rdumliche und zeitliche Summation der Emission dar.
Fiir die CP 100 lieB sich eine Rotationstemperatur und damit Gastemperatur von Ty, = 537
K £+ 23 K, fiir den NanoCube T, = 412 K £ 7 K bestimmen. Die relativ hohe Tempera-
tur der CP 100 kann dadurch erklart werden, dass die Entladungsfilamente durch ihre sehr
viel héhere Lichtemission das Ergebnis starker beeinflussen als der iibrige Entladungsraum. So
entspricht der gemessene Wert der Temperatur in einem Entladungsfilament [21]. Es ist daher
anzunehmen, dass die tatsachliche mittlere Gastemperatur des gesamten Entladungsraumes
deutlich unter diesem Wert bei Werten zwischen 300 und 400 K liegt. Jeweils ein gemessenes
und simuliertes Emissionsspektren von CP 100 und NanoCube ist beispielhaft in Abbildung
3.12 dargestellt. Die héhere Rotationstemperatur der CP 100 ist deutlich durch die héheren
Intensitaten im Bereich von 334 bis 335,5 nm zu erkennen. In diesem Bereich hin zu kleineren
Wellenlangen liegen die héheren Ordnungen der Rotationsbanden, die entsprechend hdhere
Temperaturen bendtigen um angeregt zu werden.
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Abbildung 3.12: Gemessenes und simuliertes Spektrum von a) CP 100 und b) NanoCube.
Die Simulationsparameter sind auf Seite 37 zu finden.
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3 Physikalische Charakterisierung

3.4.2 Elektronentemperatur

Die Bestimmung der Elektronentemperatur erfolgt Gber den Vergleich der Quotienten zweier
Emissionsbanden des Stickstoffes eines gemessenen gegeniiber einem modellierten Spektrum.
Dieser Ansatz ist moglich, da in einer DBD bei Atmosphéarendruck der ElektronenstoB der do-
minierende Prozess fiir die Anregung der N,-Molekiile ist. Eine weitere Voraussetzung ist, dass
sich die Emissionswirkungsquerschnitte der verwendeten Uberginge in ihrem Verlauf deutlich
unterscheiden. In dieser Arbeit werden die 0-0-Transitionen des 2. positiven Systems von N,
bei 337,1 nm und des 1. negativen Systems von N2+ bei 391,44 nm genutzt. Die Emissionswir-
kungsquerschnitte dazu werden [25] entnommen und sind in Abbildung 3.13 dargestellt. Die
Modellbildung erfolgt iiber den Boltzmann-Solver Bolsig+.
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1 —— FPS (391,4nm)
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Elektronenenergie [eV]

Abbildung 3.13: Emissionswirkungsquerschnitte von Elektronenstéfen mit N,- Molekiilen
der 0-0-Transitionen des 2. positiven Systems von N, bei 337,1 nm und des 1. negativen
Systems von N3 bei 391,44 nm [25]

Folgende Reaktionsgleichungen wurden im Modell beriicksichtigt:

Anregungsprozesse:
N, (X'ZF v =0)+e LEN N, (C¥My;0 = 0) +e (3.12)
N, (XIZH v =0) + e £ Ny (C3TTy; v = 2) + e (3.13)
N,(X'ZH v = 0) + e 225 N (B2XF 0 = 0) + 2¢ (3.14)
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3.4 Optische Emissionsspektroskopie

Relaxationsprozesse:

N, (C?*My; v = 0) LN N, (B*TTg; v = 0) + hvssy (3.15)
N, (C3TTy; v = 2) LN N, (B*Mg; v = 5) + huzgy (3.16)
NS (B2Lf;0 = 0) o N3 (X2Lf 50 =0) + hugg (3.17)
N, (C*TTy;v = 0) + N, /0, LR Reaktionsprodukte (3.18)
N,(C3MTy; v = 2) + N, /Oy % Reaktionsprodukte (3.19)
NJ (B2L ;0 = 0) + N, /0, LR Reaktionsprodukte (3.20)
NF (B2ZF: v = 0) + N, + M feeny NF 4+ M. (3.21)

Die Gleichungen (3.12) bis (3.14) beschreiben Anregungsprozesse durch ElektronenstoB, ke
ist der Ratenkoeffizient fiir Anregung. Reaktionsgleichungen (3.15) bis (3.17) beschreiben
Relaxationsiibergange, bei denen es zur Aussendung eines Photons kommt. Gleichungen (3.18)
bis (3.20) sind nichtstrahlende Uberginge. Die Relaxation findet hier durch StéBe mit anderen
schweren Teilchen statt. Die Abkiirzung k, steht fiir den Ratenkoeffizienten fiir Quenching
(Léschung). Die Gleichung (3.21) beschreibt die assoziative Anlagerung von N, an N3 und
muss nach [73] besonders in filamentierten Entladungen beriicksichtigt werden. Hier ist der
dazugehorige Ratenkoeffizient k.ony.

Das Intensitatsverhaltnis R lasst sich nach [65] wie folgt beschreiben:

I391  A337 9301 Kem,301
R pr— P— . . s
I337 X391 9337 Kem,337

(3.22)

mit g als Parameter fiir strahlungslose Verlustprozesse und den Ratenkonstanten fiir Emission
kem, die hier abweichend von [73] Verwendung finden. Dies ist moglich durch die Auswahl
geeigneter Emissionswirkungsquerschnitte, in denen die sonst benétigten Einsteinkoeffizienten
fiir spontane Emission bereits enthalten sind [74]. Die Verlustprozesse, in denen die Relaxation
ohne Emission eines Photons stattfindet, werden im Parameter g zusammengefasst:

1

9337 = (3.23)
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3 Physikalische Charakterisierung

1

: 3.24
T+ P (kP + 102680 N + oo N7) (3:24)

g391 =

7o beschreibt die Lebensdauer, n die relative Konzentration der Spezies und N die Teilchen-
dichte. Es wurden die relativen Konzentration von ny, = 0,8 und np, = 0,2 und Teilchen-
dichten von N = 1,36 - 10%cm 3 fiir die CP 100 (7,45 = 540 K), sowie N = 1,79-10%cm 3
fur den NanoCube (T, = 410 K) verwendet. Die weiteren Parameter finden sich in Tabelle
3.3.

Tabelle 3.3: Parameter der verwendeten N,-Transitionen

N,(C3My;v =0) NJF(B?Z{;v=0) Quelle

70, 107% s 42 62 [73]
kqg,no, 10710 cm?®/s 0,13 2,1 [73]
kq.0,, 10719 cm®/s 3,0 51 [73]
keonv, 10727 cm®/s - 5,0 [75]
g(T = 540 K; CP 100) 2,43 .1072 1,46 - 1073 diese Arbeit
g(T = 410 K; NanoCube) 1,85 - 1072 9,13 -107* diese Arbeit

Die Ratenkonstanten k., werden (ber eine Faltung der EEDF F(E) mit dem Wirkungsquer-
schnitt o(F) bestimmt:

em = /U(E)\/Z- VE - F(E)dE (3.25)
0

mit der Elektronenmasse m,.

Die EEDF wird dabei wie folgt normiert:

/\/E F(E)dE = 1. (3.26)
0

Die benoétigten Parameter zur Bestimmung der Ratenkonstanten mit BOLSIG+- sind in Tabelle
3.4 aufgefiihrt.
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3.4 Optische Emissionsspektroskopie

Tabelle 3.4: Parameter zur Berechnung der Ratenkonstanten mit BOLSIG+
CP 100

lonisierungsgrad 10~ *°
Elektronendichte 1,72 - 10*® m—3
Gastemperatur 540 K

NNy 0,8
nOo, 0,2
NanoCube

lonisierungsgrad 1078
Elektronendichte 2,46 - 107 m™—3
Gastemperatur 410 K

NNy 0,8

NOs 0,2

In Abbildung 3.14 sind die nach Gleichung (3.22) berechneten Intensitatsverhaltnisse dar-
gestellt, aus denen nun fiir die gemessenen Werte die entsprechende reduzierte elektrische
Feldstarke (E/N) entnommen und daraus die mittlere Elektronentemperatur € ermittelt wur-
den.
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@
E
©
<
—
]
>
2 1E-34
p E
®
c
i)
£

1E-4 4

T T T T T T
0 200 400 600
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Abbildung 3.14: Berechnete Intensitdtsverhédltnisse von CP 100 und NanoCube iiber die
reduzierte elektrische Feldstérke
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3 Physikalische Charakterisierung

Zur besseren Auswertung wurden die Verldufe mit einer Funktion gefittet und so die reduzierte
Feldstarke bestimmt. Fiir die CP 100 ergab sich folgende Fitfunktion

R (ff) — 0,80 - 6(788(%)_0’5), (3.27)

fiir den NanoCube

R (ff) =0,65- 6(_88(%)—@5) (3.28)

Die Auswertung der Intensitatsverhaltnisse der aufgenommenen Emissionsspektren lieferte fiir
die CP 100 eine reduzierte elektrische Feldstarke von (E/N) = 427 Td £ 7,43 Td und fiir den
NanoCube eine reduzierte Feldstarke von (E/N) = 261 Td + 37,93 Td.

Die mittlere Elektronenenergie € wird ebenfalls durch BOLSIG+ ausgegeben und ist aufgetra-
gen Ulber die reduzierte Feldstarke in Abbildung 3.15 dargestellt.
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Abbildung 3.15: Mit Bolsig+ berechnete mittlere Elektronenenergie €
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3.5 Messung der Agartemperatur

Uber Gleichung (2.36) wurde aus der mittleren Elektronenenergie die Elektronentemperatur
errechnet. Fiir die CP 100 ergab sich damit eine mittlere Elektronenenergie von € = 8,79 eV
+ 0,11 eV, was einer Elektronentemperatur von T, = 6,8 - 10* K £ 0,08 - 10* K entspricht.
Fiir den NanoCube lieB sich eine mittlere Elektronenenergie von € = 6,28 eV + 0,62 eV (T
=4,9-10* K + 0,48 - 10* K) bestimmen. Auch diese Werte stimmen gut mit Literaturwerten
tberein (siehe Tabelle 2.1), wenn hier ebenfalls angenommen wird, dass die Strahlungsinten-
sitat der Filamente bei der CP 100 tiberproportional in das Ergebnis einflieBt. Generell ist bei
gleicher eingebrachter Impulsenergie bei homogeneren Entladungen die mittlere Elektronen-
energie hoher [2], sie wird bei der CP 100 iiber den gesamten Entladungsraum also insgesamt
niedriger sein und unter dem Wert des NanoCube liegen.

3.5 Messung der Agartemperatur

Zur Messung der Agartemperatur wurde erneut das Faserthermometer Fiso UMI 4 verwendet.
Dazu wurde die Faser von der Seite in die Petrischale mit dem Agar eingebracht, so dass
es sich das Faserende direkt unter der Agaroberfliche unterhalb der Elektrode befand. Bei
dieser Messung wurde das Plasma nur so lange geziindet, wie es auch fir die biologischen
Untersuchungen eingesetzt wurde, einmal fiir 2 s und einmal fiir 60 s. Die Temperaturwerte
wurden vor dem Einschalten des Plasmas, unmittelbar nach dem Ausschalten der Entladung,
sowie nach 1 min und 2 min aufgezeichnet. Nach 2 s Plasmabehandlung war weder bei der
CP 100 noch bei dem NanoCube eine Temperaturveranderung im Rahmen der Messgenauigkeit
des Thermometers von 0,05 K im Agar festzustellen. Wahrend der 60 s Plasmabehandlung
stieg die Temperatur im Agar bei der CP 100 um A T = 0,36 K, beim NanoCube um A T
= 0,43 K. Eine thermische Schadigung des behandelten Materials war also nicht zu erwarten.
Auch einzelne heiBe Filamente (in [52] wurden Temperaturen bis 800 K gemessen) schadigen
es nicht, da der Warmeilibergang vom Gas in den Agar geringer ist als die Warmeleitung
im Agar und zusatzlich die libertragene Warmemenge aufgrund der kurzen Lebensdauer der
Filamente sehr klein ist.

3.6 Messung der UV-Strahlung

Die Messung der UV-Bestrahlungsstarke erfolgte mit dem Radiometer X1-1 Optometer und
dem Detektorkopf UV-3719-4a(z), Gigahertz-Optik. Der Messbereich reicht von 250 - 390 nm,
beriicksichtigt also den UV A- und UV B-Bereich, was gleichzeitig den intensivsten Linien des
Luftplasma-Spektrums entspricht. Der Messaufbau dazu ist in Abbildung 3.16 dargestellt.
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Abbildung 3.16: Schematischer Messaufbau fiir die UV-Messung

Uber die Behandlungsdauer von einmal 2 s und einmal 60 s wurde die in das Material einge-
brachte UV-Dosis bestimmt. Die Bestrahlungsstarke und daraus folgend die Dosis pro Flache
der CP 100 sind deutlich kleiner als die des NanoCube. Die wenigen starken Einzelfilamente
der CP 100 emittieren also in ihrer Gesamtheit weniger UV-Strahlung als die vielen schwachen
Filamente des NanoCube. Die Ergebnisse dazu sind in Tabelle 3.5 abzulesen. Die durch die
Plasmabehandlung eingebrachten UV-Dosen liegen damit auch ohne die spektrale Gewichtung
der ,Internationalen Kommission fiir den Schutz vor nicht-ionisierender Strahlung” (ICNIRP),
die das Schadigungsmaximum fiir Zellen bei 254 nm beriicksichtigt, sowohl deutlich unter dem
Grenzwert fiir die Bestrahlung menschlicher Haut (30 J/m?) [76], als auch den Dosen zur Inak-
tivierung von Mikroorganismen. Die Dosen zur Inaktivierung der in dieser Arbeit untersuchten
Mikroorganismen sind in Kapitel 5 aufgefiihrt.

Tabelle 3.5: UV-Bestrahlungsstiarke und -Dosis von CP 100 und NanoCube

Plasmaquelle Behandlungsdauer Bestrahlungsstarke Dosis

2s ) , 1,46 mJ/m>+ 0,04 mJ/m?
CP 100 0,73 mW/m*£ 0,02 mW/m

60 s 43,8 mJ/m?+ 1,17 mJ/m?

2s ) , 437 mJ/m°+ 0,09 mJ/m?
NanoCube 2,19 mW/m*£ 0,04 mW/m

60 s 131,22 mJ/m?4 2,62 mJ/m?

3.7 Einfluss der Luftfeuchte

Es ist bekannt, dass die Luftfeuchte einen starken Einfluss auf die Entladungscharakteristik
hat. Zum einen wandelt sich das Erscheinungsbild mit steigendem Wassergehalt der Luft von
vielen zu immer weniger einzelnen Mikroentladungen im Gasspalt, zum anderen dndern sich
auch die chemischen Eigenschaften, d.h. die Zusammensetzung der Spezies im Plasma. Der
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Ozongehalt nimmt ab, wahrend die Zahl der OH-Radikale steigt [77,78]. Die groBere Anzahl
dieser Radikale wird z.B. in [79] als Grund fiir die Inaktivierungrate von Bakterien bei héherer
Luftfeuchte angegeben. Um den Einfluss der Luftfeuchte auf die Entladung zu bestimmen,
wurden die emissionsspektroskopischen Untersuchungen (Gas- und Elektronentemperatur) und
die elektrische Leistungsmessung mit der CP 100 und dem NanoCube in einem Klimaschrank
(5B11/160/40, Weiss Umwelttechnik) bei definierten relativen Luftfeuchten (CP 100 bei 60
% r.F. und 90 % r.F. und NanoCube bei 30 % r.F., 60 % r.F. und 90 % r.F.) und konstanter
Temperatur (23°C) erneut durchgefiihrt. Als Gegenelektrode dienten Petrischalen ohne Agar
(Polystyrol), die auf einer geerdeten Aluminiumplatte platziert wurden, da eine Entladung auf
Agar keine ausreichende Lichtemission zur Aufnahme eines Spektrums erzeugte.

Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Tabelle 3.6 dargestellt.

Tabelle 3.6: Ermittelte Parameter der Plasmaquellen bei verschiedenen relativen Luft-
feuchten und konstanter Temperatur (23°C)

relative Luftfeuchte  30% 60% 90%

CP 100

Leistung 166 mW £+ 3 mW 165 mW £+ 3 mW 166 mW + 3 mW
Gastemperatur 350 K £ 25 K 401 K £ 37 K
Elektronentemperatur 66 - 10°K+2-10°K 72-103K £3-10° K
NanoCube

Leistung 314 mW + 13 mW 290 mW =+ 18 mW 248 mW + 17 mW
Gastemperatur 385 K+ 13 K 426 K £ 58 K 370 K £ 55 K

Elektronentemperatur 53 - 10° K £2-10° K 65-10° K +£6-10° K 62 -10° K+ 4 - 10® K

Die Ergebnisse zeigen keine aussagekraftigen Anderungen in der elektrischen Leistung und in
Gas- und Elektronentemperatur. Zudem weisen die Werte starke Schwankungen auf. Einzig
in der elektrischen Leistung des NanoCube I3sst sich mit steigender Luftfeuchte eine Tendenz
hin zu geringerer Leistung erkennen.

Der Ladungstransfer, bzw. die elektrische Leistung sinkt bei beidseitig dielektrisch behinderter
Entladung mit sinkender Anzahl der Filamente, auch wenn der Ladungsiibertrag pro Einzel-
filament steigt. Begriindet ist dies in einer Auffeuchtung der Dielektrika und damit in der
Reduktion des Oberflaichenwiderstandes, bzw. einem Anstieg der effektiven Kapazitat der Di-
elektrika [77]. Die Entladungscharakteristik der CP 100 war bereits bei 30% r.F. mit relativ
wenigen Mikroentladungen stark filamentiert, so dass kaum noch eine Anderung hin zu 90%
r.F. zu beobachten war. Beim NanoCube war eine Anderung in der Charakteristik hin zu einer
starkeren Filamentierung festzustellen, so dass sich die unverdnderte elektrische Leistung bei
der CP 100 bzw. die Abnahme der Leistung mit steigender Luftfeuchtigkeit beim NanoCube
begriinden lasst.
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3 Physikalische Charakterisierung

Die starken Schwankungen der Ergebnisse aus der optischen Emissionsspektroskopie kdnnen
durch die lichtschwachen Entladungen erklart werden. Wegen der geringen Emission waren
trotz Integrationszeiten von 2000 s nur geringe Intensitdten zu messen. Die aufgezeichneten
Spektren wiesen daher ein unglinstiges Signal-/Rauschverhaltnis auf, das bereits Einfluss auf
das Ergebnis haben kénnte. Ob mit steigender Luftfeuchte eine Veradnderung in Gas- und
Elektronentemperatur eintritt, konnte so aufgrund der hohen Schwankungsbreite innerhalb
der durchgefiihrten Messungen nicht geklart werden.
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4 Chemische Charakterisierung

In diesem Abschnitt werden typische Spezies, die in der Gasentladung auftreten und die auf
der Agaroberflache gebildet werden, charakterisiert. In einem Luftplasma treten eine Vielzahl
von Sauerstoffspezies und Stickoxiden sowie beim Vorhandensein von Wasser OH-Radikale
auf [80]. Insbesondere wird Ozon (O3) produziert, das als Oxidans auch eine desinfizierende
Wirkung hat. Mit steigender Temperatur im Plasma sinkt die Ozonkonzentration und die
Bildung von Stickoxiden steigt [81]. Besonders das Stickstoffmonoxid (NO) ist biologisch
wirksam. Es ist wie das Ozon toxisch, hat dariiber hinaus aber auch einen positiven Einfluss
auf die Wundheilung [82]. Daher wurden Ozon- und Stickstoffmonoxidkonzentrationen in der
Gasentladung durch Absorptionsspektroskopie bestimmt.

Zur Bewertung der hier durchgefiihrten biologischen Untersuchungen wurden chemische Ver-
anderungen auf der Agaroberflache analysiert. Aufgrund der Stickoxide im Plasma wurde die
Oberflache auf das Vorhandensein von Salpetersaure (HNO;) und salpetriger Saure (HNO,)
getestet. Dazu wurde ein Verfahren eingesetzt, das tiber Reflektometrie Nitrat, bzw. Nitrit
auf der Agaroberfliche nachweist. Damit einhergehend wurde der pH-Wert der Oberflache
bestimmt. Da durch den hohen Wassergehalt des Agar mit einer erhohten Anzahl Wassermo-
lekiile im Entladungsspalt und damit einer beachtenswerten Anzahl OH-Radikale zu rechnen
war, wurde die Wasserstoffperoxidkonzentration (H,0,) gemessen. Diese Messung erfolgte
ebenfalls mit einem reflektometrischen Verfahren.

4.1 Absorptionsspektroskopie

Die Absorptionsspektroskopie ist ein wichtiges Hilfsmittel in der Plasmadiagnostik zur Fest-
stellung und Quantifizierung von Spezies in der Entladung. Das zu untersuchende Medium
wird mit einer spezifischen Lichtquelle durchstrahlt und die Intensitdtsanderung gemessen, die
durch die Absorption im Medium eintritt. Die Bestimmung der Stoffkonzentrationen erfolgt
mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes

I=1Iy-e ¢ (4.1)
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4 Chemische Charakterisierung

das die exponentielle Abhangigkeit der Intensitat I vom Absorptionswirkungsquerschnitt o™,
der Konzentration des absorbierenden Mediums ¢ und der Absorptionsstrecke d beschreibt.
Iy ist die Anfangsintensitat vor dem Durchtritt durch das Medium. Absorptionskoeffizienten,
bzw. Absorptionswirkungsquerschnitte werden iiblicherweise (iber den dekadischen Logarith-
mus definiert:

o=lg(e)o™ ~ 0,4340™. (4.2)

Absorptionswirkungsquerschnitte fiir typische, im Plasma vorkommende Spezies sind in Ab-
bildung 4.1 dargestellt.
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Abbildung 4.1: Absorptionswirkungsquerschnitte fiir typische Spezies im Luftplasma
(nach [83])

Zur Bestimmung der Stoffkonzentration wird Gleichung (4.1) umgeformt, so dass sich

I
o= ﬁ7 (4.3)
o*-d

bzw.
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4.1 Absorptionsspektroskopie

—lg%
o-d

C =

(4.4)

ergibt. Um die Konzentration in den iblichen ,parts per million” [ppm] statt in der Einheit
[1/cm?] anzugeben, wurde das Ergebnis mit der Gesamtzahl Luftmolekiile pro Volumen bei
Umgebungsbedingungen ins Verhaltnis gesetzt.

Der Messaufbau und das Messprinzip sind schematisch in Abbildung 4.2 dargestellt. Als Ge-
genelektrode diente ein Stiick Agar, das direkt auf eine geerdete Aluminiumplatte aufgebracht
wurde.

Intensitit nach@ Anfangsintensitat

"= Absorption | lo

Spektror\neter (L@N_ @D
‘ /

— Lichtquelle

Abbildung 4.2: Schematischer Messaufbau fiir die Absorptionsspektroskopie

4.1.1 Bestimmung der Ozonkonzentration

Ozon ist ein typisches Reaktionsprodukt einer DBD mit als Arbeitsgas eingesetzter Umge-
bungsluft. Es entsteht, wenn Sauerstoffmolekiile durch StoBe mit ausreichend energiereichen
Elektronen dissoziiert werden. Die Dissoziationsenergie von Sauerstoff betragt 7,1 eV. Dabei
entsteht Ozon durch eine Reaktion eines O-Atoms, eines O,-Molekiils und eines zusatzlichen
StoBpartners [84]. Die maximale Ozonkonzentration ist dabei selbst in einem reinen Sauer-
stoffplasma begrenzt, da die O-Atome mit sich selbst reagieren oder O;-Molekiile zerstéren
kénnen. Zuséatzlich ist eine Dissoziation von O5-Molekiilen durch ElektronenstoB maéglich [14].
Diese Reaktionen lassen sich wie folgt zusammenfassen:

040y +M — Oy + M, (4.5)

O,+e—2-0O+e, (4.6)
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4 Chemische Charakterisierung

2:0+M — O, + M, (4.7)
O3+€—>'O+02+€. (49)

Neben der Dissoziation von O,-Molekiilen tragen auch Anregung und Dissoziation von N,-
Molekiilen zur Entstehung von O-Atomen bei. Folgende Reaktionen sind dabei moglich:

N+ 0Oy — -NO + -0, (4.10)

‘N+-NO — N, + -0, (4.11)
N, + 0, — N,0 + 0. (4.14)
Es werden jedoch gleichzeitig Stickoxide wie z.B NO, NO,, NO3, N,O und N,O; gebildet, die

ebenfalls mit O-Atomen und Ozon reagieren und so zur Verminderung der O;-Konzentration
beitragen. Einige Reaktionen dazu sind:

O+ -NO+M — -NO,+M, (4.15)
.0+ NO, — -NO + 0,, (4.16)

In Abbildung 4.3 sind die relativen Teilchendichten typischer Plasmaspezies in einer DBD in
Luft Giber die Zeit aufgetragen. Die Lebensdauer von Ozon ist verhaltnismaBig lang und kann
mehrere Minuten betragen.

52



4.1 Absorptionsspektroskopie

10‘3 T

o
E
7] 74 =
Zz 10
w
(=]
w -5
4 10 -
Q
s
[
& 10'6 [— Pos jons —

neg ions T
2 SN e
5 10.7 elecirons ) \73’"0,_/
= \
T A
Q _8 N

0, |
Z 10 NN
-9
10
10"0 1 102

TIME (s)

Abbildung 4.3: Simulierte Teilchendichten typischer Spezies im Luftplasma [67]

Auch eine erhohte Luftfeuchte verursacht eine Abnahme der O;-Konzentration, da die aus
H,0O-Molekiilen durch ElektronenstoB gebildeten OH-Radikale mit Ozon zu HO,- Radika-
len reagieren. Diese reagieren ebenfalls mit Ozon weiter und tragen so zum Abbau bei [14].
Zusatzlich wird die O3-Konzentration stark durch die Temperatur beeinflusst. Mit steigen-
der Temperatur zerfallt Ozon zunehmend und die Konzentration von Stickoxiden steigt. Die
O3-Konzentration sinkt noch schneller, bis sie letztendlich kaum mehr messbar ist [14]. Bei
unterschiedlichen Umgebungsbedingungen kann die Ozonkonzentration also stark variieren.
In [85] werden z.B fiir 0% r.F. Halbwertzeiten von 1524 min bei 24 °C und 796 min bei 40°C
angegeben. Betragt die Luftfeuchte 87% r.F. sinkt die Halbwertzeit bei 24 °C auf 451 min.

Uber die Leistung lasst sich also die Konzentration der Plasmaspezies von Ozon hin zu Stick-
oxiden oder umgekehrt beeinflussen.

Die Bestimmung der Ozonkonzentration erfolgte (iber die Absorption des eingestrahlten Lich-
tes bei 254 nm. Hier befindet sich das Absorptionsmaximum der sogenannten Hartley-Bande
von Ozon (siehe Abbildung 4.4). AuBerdem konnte dort der Einfluss anderer absorbierender
Spezies, die das Ergebnis verfalschen konnten, vernachlassigt werden, da die Absorption von
Ozon eine GréBenordnung iiber der Absorption des nachsten Spezies (N,0O,) liegt (siehe Ab-
bildung 4.1) und die Teilchendichte von Ozon nach Abbildung 4.3 fast zwei GroéBenordnungen
hoher ist als die der nachsthaufigsten Spezies. Der Absorptionswirkungsquerschnitt o* bei
254 nm betragt 1,12 - 10717 cm2.

53



4 Chemische Charakterisierung

1,20E-017
T 100E-017
O,
E
S 800E-018
o
5 ]
S
®  6,00E-018
(@]
[
= 4
X
=
S 4,00E-018
)
c
Kl E
=S
5 2,00E-018
(%)
o)
2 ]
0,00E+000 : : : : : : : : : ,
200 220 240 260 280 300

Wellenlange [nm]

Abbildung 4.4: Absorptionswirkungsquerschnitt von Ozon [83]

Der Messaufbau ist in Abbildung 4.5 dargestellt und in [86] im Detail beschrieben. Von der
linken Seite wurde das Licht iber eine Faser eingekoppelt. Auf der rechten Seite befand sich
das Spektrometer. Jede Messung wurde 3 mal wiederholt.
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4.1 Absorptionsspektroskopie

Abbildung 4.5: Messaufbau zur Bestimmung der Ozonkonzentration, a) Faser zur Lampe,
b) Kollimationslinsen, ¢) Messkammer, d) Faser zum Spektrometer

Folgende Komponenten wurden zur Messung eingesetzt:

» Lichtquelle: Es wurde eine 9 Watt-Niederdruck-Quecksilberdampflampe (Philips) einge-
setzt. Das Emissionsmaximum dieser Lampe liegt bei 253,4 nm und stimmt somit sehr
gut mit dem Absorptionsmaximum der Hartley-Bande des Ozons iiberein.

= Optischer Aufbau: Uber zwei Bikonvex-Linsen aus Quarzglas und zwei Lochblenden wur-
den die Lichtstrahlen, die divergent aus der ersten Faser austraten, kollimiert und nach
dem Durchstrahlen der Messkammer auf die zweite Faser fokussiert, die das Licht zum
Spektrometer fiihrte. Die Lochblenden wurden auf 20 mm Durchmesser eingestellt, wel-
ches dem Durchmesser der Plasmaelektrode und damit der Breite des Entladungsraumes
entsprach. Damit wurde der gesamte zu erfassende Bereich mit der Strahlungsquelle aus-
geleuchtet. Der Aufbau befand sich aus Strahlenschutzgriinden innerhalb einer optisch
abgeschlossenen Kammer.

= Spektrometer: Zum Einsatz kam das Spektrometer EPP 2000 UV (StellarNet Inc.) mit
einem Spektralbereich von 190- 850 nm. Die Integrationszeit betrug 400 ms.

In Abbildung 4.6 sind die Ozonkonzentrationen im Entladungsraum beispielhaft fiir 2 s und
60 s Plasmadauer dargestellt. Die maximalen Werte dazu sind in Tabelle 4.1 aufgelistet.
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4 Chemische Charakterisierung

Tabelle 4.1: Ozonkonzentration bei 2 s und 60 s Plasmadauer gemittelt iiber den gesam-
ten Entladungsraum

Plasmaquelle 2 s Plasma 60 s Plasma
CP 100 245 ppm £ 5,9 ppm 293 ppm =+ 38,7 ppm
NanoCube 1372 ppm + 255,0 ppm 1673 ppm =+ 20,7 ppm

Bereits nach 2 s Plasmadauer naherte sich die Ozonkonzentration ihrem Maximalwert. Ein
Gleichgewichtszustand wurde nach anndhernd 30 s erreicht. AuBerdem ist aus den Werten
ablesbar, dass nicht nur die eingekoppelte Leistung, sondern auch die Eigenschaften des Plas-
ma starken Einfluss auf die Ozonkonzentration haben. Trotz anndhernd gleicher elektrischer
Leistung beider Quellen war die Ozonkonzentration des NanoCube iber finf Mal hdher als
die der CP 100. Folgende Erklarungen lassen sich zu diesem deutlichen Unterschied finden:
Nur in den Entladungsfilamenten wurde Ozon gebildet, so dass bei der CP 100 das geringe
Verhaltnis von ,0zonhaltigen" Filamenten zu ,,0zonfreien” Bereichen zu einer niedrigen Kon-
zentration fiihrt. Es wére aber zu erwarten, dass sich das Ozon bei langerer Messdauer im
gesamten Messbereich ausbreitet und letztendlich gegen einen hoheren Wert |auft. Daher ist
es wahrscheinlicher, dass die Temperatur in den Filamenten der CP 100 sehr hoch ist, das
Ozon dadurch bereits zerstort wurde und eine Verschiebung zu hoheren Stickoxidkonzentration
stattgefunden hat.
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Abbildung 4.6: Ozonkonzentration in der Gasentladung des NanoCube bei a) 2 s und b)
60 s Plasmadauer (grau unterlegter Bereich: eingeschaltetes Plasma)

4.1.2 Bestimmung der Stickstoffmonoxidkonzentration

Wie bereits im vorhergehenden Kapitel beschrieben, ist auch Stickstoffmonoxid ein charakte-
ristisches Molekiil im Luftplasma, das neben anderen Stickoxiden anzutreffen ist und dessen
Konzentration stark temperaturabhangig ist. Neben Gleichungen (4.10) und (4.16) zeigen
auch folgende Reaktionen mogliche Wege zur Entstehung von Stickstoffmonoxid:
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4 Chemische Charakterisierung

‘N+0O53 — -NO+O,, (4.20)

N+-0+M— -NO+ M. (4.21)

Die Lebensdauer von Stickstoffmonoxid liegt im Bereich weniger Sekunden, d.h. es reagiert
nach kurzer Zeit weiter. Die Gleichungen dazu sind u.a. (4.11), (4.15) und (4.18).

Die Bestimmung der Stickstoffmonoxidkonzentration erfolgte iiber die Absorption des einge-
strahlten Lichtes bei 226,2 nm. Dort befindet sich ein Absorptionsmaximum des Stickstoff-
monoxid (siehe Abbildung 4.1). Der Absorptionswirkungsquerschnitt wurde mit einem Testgas
bestimmt und liegt dort bei 0 = 8,12 - 1019 cm?. Wie aus Abbildung 4.1 ersichtlich, existieren
bei einer Wellenlange von 226,2 nm eine ganze Reihe absorbierender Spezies, die bei der Kon-
zentrationsbestimmung nach dem Lambert-Beerschen-Gesetz beriicksichtigt werden miissten.
Die Absorptionswirkungsquerschnitte dieser Spezies verlaufen jedoch im Gegensatz zum Stick-
stoffmonoxid im Bereich von 200-250 nm kontinuierlich, so dass ihre Absorption im Bereich der
Stickstoffmonoxid-Minima annéhernd gleich stark ist wie im Bereich der Stickstoffmonoxid-
Maxima. Es wurden daher die Intensitatsquotienten —lg% in den Stickstoffmonoxid-Minima
bestimmt, die neben der zur Konzentrationsbestimmung verwendeten Wellenlange von 226,2
nm liegen. Aus diesen Quotienten wurde eine Basislinie erzeugt, die vom gemessenen Spek-
trum subtrahiert wurde. Nach dieser Korrektur bildet die Intensitdtsdnderung bei 226,2 nm
also nur die Absorption durch Stickstoffmonoxid ab. Die Basislinien-Korrektur ist in Abbildung
4.7 dargestellt.

04
—— gemessenes Spektrum
1 — korrigiertes Spektrum
03 —Basislinie

Intensitatsquotient (-g(I/1.))

-0,1

T T T T T T T T T T T
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Wellenlange [nm]

Abbildung 4.7: Gemessenes Spektrum und Spektrum nach Basislinien-Korrektur
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4.1 Absorptionsspektroskopie

Eine detaillierte Beschreibung zur Korrektur und zur Messung ist in [87] zu finden. Jede
Messung wurde 5 mal wiederholt.

Der Messaufbau setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen:

» Lichtquelle: Es wurde eine elektrodenlose Entladungslampe (Analytical Control Instru-
ments), gefillt mit Stickstoff und Sauerstoff, eingesetzt. Zwischen 200 nm und 290 nm
emittiert diese Lampe Licht von angeregtem NO, das Spektrum dariiber wird durch
angeregtes N, und N;r erzeugt. Das Spektrum dieser Lampe ist in Abbildung 4.8 dar-
gestellt.

» Messkammer: Der Messaufbau befand sich aus Strahlenschutzgriinden innerhalb einer
optisch abgeschlossenen Kammer.

= Spektrometer: Es wurde auch fiir diese Messungen das Spektrometer EPP 2000 UV
(StellarNet Inc.) eingesetzt. Die Integrationszeit variierte je nach Plasmadauer und be-
trug 500 ms bei 2 s Plasma und 5000 ms bei 60 s Plasma.
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Abbildung 4.8: Emissionsspektrum der elektrodenlosen Entladungslampe

In Abbildung 4.9 sind beispielhaft die Stickstoffmonoxidkonzentrationen bei 2 s und 60 s
Plasmadauer dargestellt. Alle maximalen Werte sind in Tabelle 4.2 aufgefiihrt.
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Abbildung 4.9: Stickstoffmonoxidkonzentrationen in der Gasentladung des NanoCube bei
a) 2 s und b) 60 s Plasmadauer (grau unterlegter Bereich: eingeschaltetes Plasma)

Tabelle 4.2: Stickstoffmonoxidkonzentration in der Entladung bei 2 s und 60 s Plasmadau-

er

Plasmaquelle 2 s Plasma

60 s Plasma

CP 100
NanoCube

(264 ppm + 102,6 ppm)
1129,3 ppm £ 184 ppm

174 ppm + 34,5 ppm
1117 ppm + 91,4 ppm
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4.2 Messung des pH-Wertes

Es zeigt sich damit, dass die Stickstoffmonoxidkonzentrationen in der gleichen GréBenordnung
wie die Ozonkonzentration lag und dass die Maximalwerte bereits nach 2 s erreicht wurden. Die
Messung der CP 100 bei 2 s Plasmadauer ist dabei jedoch kritisch zu hinterfragen. Sie deutet
zwar auf einen Anstieg der Stickstoffmonoxidkonzentrationen auf ca. 260 ppm hin, weist aber
sehr hohe Schwankungen auf und zeigt keinen charakteristischen Abfall der Konzentration
nach dem Ausschalten der Plasmaquelle. Die starken Schwankungen lassen sich auch hier
durch die geringe Intensitat der Lichtquelle erklaren, was bei der kurzen Integrationszeit von
500 ms zu einem schlechten Signal-/Rauschverhaltnis fithrt. So zeigt auch das Ergebnis des
NanoCube bei 2 s Plasmadauer eine hohe Schwankungsbreite. Diese Ergebnisse lieBen sich
durch eine starkere Lichtquelle oder einen optimierten Messaufbau verbessern.

Zusammenfassend betrachtet ist die Annahme, dass bei der CP 100 auf Grund hoéherer Tem-
peraturen in den Entladungsfilamenten eine Verschiebung von einer hohen Ozonkonzentration
hin zu Stickstoffmonoxid erfolgt ist, so nicht mehr haltbar. Vielmehr scheint der NanoCube
deutlich effektiver in der Erzeugung wirksamer Spezies zu sein. Begriindet werden kann dies
durch ein insgesamt groBeres Plasmavolumen, das beim NanoCube durch die vielen Filamente
im Grunde den gesamten Entladungsraum ausfiillt und nicht wie bei der CP 100 auf wenige
Filamente beschrankt ist. Dieses Ergebnis bestarkt die in Kapitel 3.4.2 getroffene Vermutung,
dass tatsachlich die mittlere Elektronenenergie im gesamten Entladungsraum beim NanoCube
hoher ist als bei der CP 100 und somit eine vermehrte Bildung angeregter Spezies, lonen und
Radikale auftritt.

Im Hinblick auf die Gesundheitsschadlichkeit und die Einhaltung gesetzlich festgelegter Grenz-
werten von Ozon und Stickstoffmonoxid wurde mit der CP 100 fiir Ozon eine Messung auBer-
halb des Plasmabereiches mit dem Ozonmessgerat Ozon Switch (Eco Sensors) durchgefiihrt.
Demnach fillt bereits ab einem Abstand von 12 mm von der Entladung die Ozonkonzentration
unter den zuletzt giiltigen MAK-Wert! von 0,1 ppm [88]. Da Stickstoffmonoxid noch einmal
deutlich schneller zerfallt als Ozon, ist davon auszugehen, dass der MAK-Wert fiir Stickstoff-
monoxid von 25 ppm ebenfalls in geringem Abstand erreicht wird. Dies wurde in vorliegender
Arbeit nicht untersucht und ist daher noch in Messungen zu verifizieren.

4.2 Messung des pH-Wertes

Typischerweise geht mit der Plasmabehandlung von wasserhaltigen Oberflachen eine Absen-
kung des pH-Wertes einher [89]. Daher wurde dieser Wert auf der Oberflache unbehandelter

1 MAK = maximale Arbeitsplatzkonzentration, giiltig bis 2005. Die Grenzwerte von Ozon und Stick-
stoffmonoxid befinden sich derzeit auf der Bearbeitungsliste des Ausschusses fiir Gefahrstoffe (AGS -
UA III ,Gefahrstoffbewertung®) zur Ubernahme in die Technischen Regeln fiir Gefahrstoffe (TRGS
900), in der die derzeit giiltigen Arbeitsplatzgrenzwerte (AGW) gefiihrt werden
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CASO-Agarplatten, sowie direkt nach der Plasmabehandlung und nach weiteren 120 min be-
stimmt. Es wurde also untersucht, in wie weit durch die Plasmabehandlung Sauren in den Agar
eingetragen wurden, die dann durch Dissoziation Wasserstoffionen an das Wasser abgegeben
haben. Diese Wasserstoffionen lagern sich an Wassermolekiile an und bilden Oxoniumionen
(H3;07). In Naherung l3sst sich iiber den pH-Wert die Konzentration dieser lonen in Mol pro
Liter bestimmen:

1
H~ — — . 4.22
p log <CH30+ mol) (4.22)

Die Messung wurde potentiometrisch mit der Glaselektrode des Derma Unit SSC 3 (Courage
and Khazaka electronic Ltd.) auf den ungepufferten CASO-Agarplatten Merckoplate® durch-
gefithrt. Um festzustellen, ob eine pH-Wert-Anderung auch auBerhalb des direkt mit Plasma
beaufschlagten Bereiches auftrat, wurde der Wert jeweils 5 mal innerhalb und auBerhalb der
plasmabehandelten Flache gemessen. Auch hier wurden die CP 100 und der NanoCube mit
jeweils 2 s und 60 s Plasmadauer eingesetzt. Die pH-Wert-Anderungen sind in Tabelle 4.3
aufgefiihrt.

Tabelle 4.3: pH-Werte nach 2 s und 60 s Plasmabehandlung mit CP 100 und NanoCube
auf der CASO-Agaroberfliche

Plasmaquelle Behandlungsdauer Bereich Kontrolle nach Plasma nach 120 min
) innerhalb 7,12 + 0,08 7,12 +£ 0,18
s
auBerhalb 7,16 + 0,05 72+0
CP 100 7,08 + 0,13
60 innerhalb 6,68 + 0,11 7,08 £ 0,04
s
auBerhalb 7,08 + 0,04 7,16 £+ 0,05
) innerhalb 7,02 + 0,04 7,22 + 0,04
s
auBerhalb 7,1 + 0,07 7,18 + 0,04
NanoCube 7,08 + 0,13
60 innerhalb 574 + 0,13 6,98 4+ 0,22
s
auBerhalb 6,76 + 0,18 7,16 + 0,05

Die Ergebnisse machen deutlich, dass keine der beiden Quellen nach 2 s Behandlung eine
Einsduerung der Agaroberfliche hervorruft. Selbst nach 60 s Plasmaeinwirkung durch die
CP 100 war der pH-Wert auf der Oberflache nur minimal abgesenkt, auBerhalb des behandelten
Bereiches war keine Verdnderung festzustellen. Der NanoCube senkte den pH-Wert nach 60 s
auf 5,74, was einer (H;OT)-Konzentration von 0,0018 mmol/I entspricht. Auch auBerhalb
des behandelten Bereichs war hier eine schwache Einsduerung zu messen. Dieser Effekt kann
zum einen durch eine Ausbreitung der angeregten und reaktiven Spezies in der Luft, zum
anderen durch Diffusionsprozesse im Agar hervorgerufen worden sein. Nach zwei Stunden lagen
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bereits alle Werte wieder um pH 7, die Einsduerung ist also zeitlich begrenzt und reversibel.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass selbst bei einer Plasmabehandlung von 60 s nur eine
geringe Einsduerung der CASO-Agaroberflache eintritt, die keine oder nur eine sehr geringe
Wirkung auf die im folgenden Kapitel untersuchten Mikroorganismen erwarten lasst. Insgesamt
ist der NanoCube jedoch effektiver in der Absenkung des pH-Wertes, was die in Kapitel 4.1.2
getroffenen Annahmen des gréBeren Entladungsraumes und einer verstarkten Bildung von
lonen, angeregter Spezies und Radikale unterstiitzt.

4.3 Reflektometrie

Die chemischen Verdnderungen der CASO-Agaroberfliche wurde mit Hilfe des Reflektome-
ters RQflex® 10 Reflectoquant® (Merck Millipore) durchgefiihrt. Die Messungen erfolgen bei
diesem Gerat lber einen Farbumschlag geeigneter Reagenzien auf Teststreifen. Diese werden
nach dem Kontakt mit der zu testenden Substanz in das Gerat gesteckt und gegen eine Re-
ferenzflache vermessen. Auch bei diesen Untersuchungen wurden jeweils 5 CASO-Agarplatten
verwendet und der Wert nach 2 s und nach 60 s Plasmabehandlung mit der CP 100 und dem
NanoCube innerhalb und auBerhalb der behandelten Flache gemessen.

4.3.1 Bestimmung der Nitrit- und Nitratkonzentration

Aufgrund der geringen pH-Wert-Absenkung waren keine hohen Siure-Konzentrationen zu er-
warten. Am wahrscheinlichsten ist jedoch durch die im Plasma gebildeten Stickoxide ein Auf-
treten von salpetriger Saure und Salpetersidure auf der CASO-Agaroberflache. Daher wurden
die Oberflachen auf diese Siuren untersucht. Uber folgende Reaktionen kénnen diese Sauren
in wassrigen Losungen gebildet werden (CASO-Agar besitzt einen Wassergehalt von tiber 90%,
es kann also mit einer solchen gleichgesetzt werden):

2. NO, + H,0 —s HNO, + HNO,, (4.23)
.NO, + -OH — HNO, (4.24)
2-NO + H,0 + 1%02 — 2HNO,, (4.25)
4.NO, + 2H,0 + O, — 4HNO,, (4.26)
3HNO, — HNO, + 2 - NO + H,0. (4.27)
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Die Reaktionen laufen bereits teilweise in der Gasphase ab, teilweise finden sie im Agar statt. Es
sind temperaturabhangige Gleichgewichtsreaktionen. Die geringe Temperaturdifferenz durch
die Plasmabehandlung verschiebt dieses Gleichgewicht jedoch nicht entscheidend.

In Wasser liegen die salpetrige Saure teilweise und die Salpetersiure vollstindig dissoziiert
vor, so dass die Nitrit- bzw. die Nitratkonzentration der CASO-Agaroberflache bestimmt wur-
den. Die Nitritkonzentration wurde wie vorhergehend beschrieben mit Hilfe der Teststreifen
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.4 aufgefiihrt.

Tabelle 4.4: Nitritkonzentration in [mmol/l] nach 2 s und 60 s Plasmabehandlung mit
CP 100 und NanoCube auf der CASO-Agaroberfliche

Plasmaquelle Behandlungsdauer Bereich Kontrolle nach Plasma
5 innerhalb <0,011
s
auBerhalb keine Reaktion
CP 100 keine Reaktion
innerhalb 0,069 + 0,010
60 s
auBerhalb keine Reaktion
innerhalb <0,011
2s
auBerhalb keine Reaktion
NanoCube keine Reaktion
innerhalb 0,074 + 0,006
60 s
auBerhalb <0,011

Auch die Nitratkonzentration wurde wie beschrieben ermittelt. Da die Teststreifen zur Be-
stimmung der Nitratkonzentration gegeniiber Nitrit querempfindlich sind, wurde unter der
Annahme, dass sich der Fehler linear zur Konzentration verhalt, eine Korrektur der Werte
durchgefiihrt. Dazu wurde die Nitritkonzentration vom Messergebnis abgezogen. Die Werte
sind in Tabelle 4.5 gelistet.

Tabelle 4.5: Nitratkonzentration in [mmol/l] nach 2 s und 60 s Plasmabehandlung mit
CP 100 und NanoCube auf der CASO-Agaroberfliche

Plasmaquelle Behandlungsdauer Bereich Kontrolle nach Plasma
5 innerhalb <0,048
s
auBerhalb keine Reaktion
CP 100 keine Reaktion
innerhalb 0,374 + 0,085
60 s
auBerhalb keine Reaktion
) innerhalb 0,048 + 0,011
s
auBerhalb keine Reaktion
NanoCube keine Reaktion
innerhalb 0,79 + 0,038
60 s
auBerhalb <0,048
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Wie bereits nach der pH-Wert-Bestimmung zu erwarten, konnte nach 2 s Plasmabehandlung
mit keiner der beiden Quellen Saure auf der CASO-Agaroberfliche nachgewiesen werden.
Nach 60 s waren geringe Werte zu messen, die beim Nitrit den Grenzwert fiir Trinkwasser
von 0,013 mmol/I ca. 5-6-fach iiberschritten. Beim Nitrat lag der Wert sogar noch unter dem
Grenzwert von 0,81 mmol/l. Auch nach diesen Ergebnissen kann also angenommen werden,
dass die Sauren keinen oder nur einen sehr geringen Einfluss auf die Mikroorganismen ausiiben.
AuBerhalb der plasmabehandelten Bereiche waren keine oder nur sehr geringe Konzentrationen
ZU messen.

Die maximalen Werte (60 s NanoCube) ergeben umgerechnet fiir Nitrit 1,3 ppm und fiir Nitrat
14 ppm. Wie in den Gleichungen (4.23) bis (4.26) beschrieben, entstehen diese Molekiile aus
den Stickoxiden im Plasma. Insgesamt reagiert also nur ein sehr geringer Teil dieser Stickoxide
mit dem Agar, wie die geringen Mengen von Nitrit und Nitrat im Verhaltnis der sehr viel
hoheren Konzentration von NO zeigen. Die deutlichen NO-Konzentrationsunterschiede bei
CP 100 und NanoCube lassen sich in der Saurekonzentration nicht wiederfinden. Der Grund
kann eine Sattigung beim Entstehen der Sauren auf der CASO-Agaroberflache sein, die durch
langsame Diffusionsprozesse in den Agar hinein hervorgerufen wird.

4.3.2 Bestimmung der Wasserstoffperoxidkonzentration

Wasserstoffperoxid besitzt eine starke oxidierende Wirkung und ist als Desinfektionsmittel
bekannt. Es entsteht im Plasma auf folgende Weise: Beim Vorhandensein von Wasser werden
OH-Radikale erzeugt, aus denen H,O, gebildet wird. Eine weitere Méglichkeit zur Erzeugung
ist die Reaktion von Dioxid(1-)-Anionen mit Protonen:

2 - OH — H,0,, (4.28)
20, +2H" — Hy,0, + O,. (4.29)

Auch hier erfolgte die Messung analog den vorher beschriebenen. Die Ergebnisse sind in Tabelle
4.6 dargestellt.
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Tabelle 4.6: Wasserstoffperoxidkonzentration in [mmol/l] nach 2 s und 60 s Plasmabe-
handlung mit CP 100 und NanoCube auf der CASO-Agaroberfliche

Plasmaquelle Behandlungsdauer Bereich Kontrolle nach Plasma
) innerhalb <0,006
s
auBerhalb keine Reaktion
CP 100 keine Reaktion
innerhalb 0,059 + 0,016
60 s
auBerhalb keine Reaktion
5 innerhalb 0,010 + 0,004
s
auBerhalb keine Reaktion
NanoCube keine Reaktion
innerhalb 0,221 + 0,033
60 s
auBerhalb <0,000

Wie aus den Ergebnissen abzulesen, wird auch Wasserstoffperoxid durch die Plasmabehandlung
auf der CASO-Agaroberflache erzeugt. Bereits nach 2 s lieBen sich geringe Konzentrationen
nachweisen. AuBerhalb des behandelten Bereiches war erst nach 60 s Behandlung mit dem
NanoCube eine Reaktion der Teststdbchen festzustellen. Innerhalb der behandelten Flache
war die Wasserstoffperoxidkonzentration beim NanoCube deutlich héher bei der CP 100. Der
Trinkwassergrenzwert von 0,0029 mmol/l wurde hier um ein Vielfaches iiberschritten, so dass
ein Einfluss auf die Mikroorganismen moglich erscheint. Auch hier lassen sich die hoheren
Konzentrationen beim NanoCube auf eine hohere Effizienz der Quelle zurtckfiihren.
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In diesem Kapitel wird die Wirkung der beiden Plasmaquellen auf pathogene Mikroorganis-
men und auf Hautzellen untersucht und verglichen. Dazu wurden gramnegative Bakterien
(Escherichia coli und Pseudomonas aeruginosa), Hefen (Candida albicans) und Keratinozyten
(HaCaT, (engl: Human adult Calcium high Temperature keratinocytes), eine immortalisierte
Keratinozyten-Zelllinie) ausgewahlt. Diese Zellen wurden verwendet, da die oberste Haut-
schicht des Menschen zu tiber 90% aus diesem Zelltyp aufgebaut ist und somit hauptséachlich
mit Plasma und seinen Spezies in Kontakt kommt.

Der Einfluss einer Plasmabehandlung auf grampositive Bakterien wurden bereits in [53] un-
tersucht. Um die daraus gewonnen Erkenntnisse zu erweitern, wurde in dieser Arbeit auf die
gleichen Auswerteparameter zuriickgegriffen. Dazu zahlen das Wachstum/ die Inhibition des
Wachstums der Mikroorganismen bzw. ein Lebend-/Tod-Vergleich der Keratinozyten. Des
Weiteren wurden die Auswirkung der Plasmabehandlung auf die Morphologie und die DNA
der Zellen nach der Behandlung untersucht.

5.1 Plasmabehandlung von Bakterien und Hefen

E. coli, P. aeruginosa und C. albicans sind weitverbreitete Mikroorganismen, die pathogene
Eigenschaften aufweisen kénnen. Es sind opportunistische Erreger, d.h. sie stellen fiir gesun-
de Menschen normalerweise keine Gesundheitsgefdhrdung dar, da die Abwehrkrafte hier stark
genug sind, eine massenhafte Vermehrung der Keime zu unterdriicken. Fiir immungeschwach-
ten Menschen, die unter Umstanden bereits an einer anderen Erkrankung leiden, bedeuten
sie jedoch eine ernsthafte, teilweise tédliche Gefahr. Sie zdhlen daher zu den bedeutenden
Krankenhauskeimen.

Im folgenden sind die Eigenschaften der untersuchten Organismen kurz beschrieben:

» E. coli ist ein stibchenformiges, gramnegatives Bakterium mit einer GroBe von 2,0 -
6,0 pm. Im Menschen ist es im Darmtrakt vorzufinden. Typischerweise besitzt es keine
pathogenen Eigenschaften, es gibt jedoch krankheitserregende Stamme. Als pathogene
Eigenschaften sind dann Darm- und Harnwegerkrankungen zu nennen.
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» P aeruginosa ist ebenfalls ein stabchenférmiges, gramnegatives Bakterium. Seine GroBe
betragt 2,0 - 4,0 pm. Es ist ein typischer Wasser- und Bodenkeim, der jedoch auch im
Darm des Menschen vorkommt. Er kann Lungenentziindungen, Harnwegerkrankungen,
Hirnhautentziindungen und Darmerkrankungen hervorrufen und weist teilweise bereits
Mehrfachresistenzen gegeniiber Antibiotika auf.

= C. albicans ist ein Hefepilz, der sowohl in rundlicher Form als auch in Hyphenform,
also fadenartig vorliegen kann. In rundlicher Form betragt die GroBe etwa 5 pm. Er
kommt beim Menschen auf Schleimhauten und im Darm, aber auch zwischen Fingern
und Zehen und auf den Nageln vor und kann Kandidosen, also Erkrankungen durch
Pilze der Gattung Candida, hervorrufen. Diese Pilzinfektionen kénnen alle besiedelten
Bereiche betreffen.

Der Unterschied zwischen grampositiven und gramnegativen Bakterien liegt im Aufbau der
Zellwand. Die Zellwand gibt der Zelle ihre Stabilitdt und erlaubt gleichzeitig einen Austausch
lebensnotwendiger Stoffe. Grampositive Bakterien besitzen auBerhalb der Zellmembran, die aus
einer Doppellipidschicht besteht, eine dicke Zellwand aus Murein (Peptidoglycan). Gramne-
gative Bakterien haben nur eine diinne Mureinschicht, die bis zu 10 mal diinner als die von
grampositiven Bakterien sein kann. Auf dieser Schicht liegt bei gramnegativen Bakterien eine
zweite Zellmembran, die sich jedoch von der inneren Membran hinsichtlich Aufbau und che-
mischer Zusammensetzung unterscheidet (siehe Abbildung 5.1). Daher ist bei gramnegativen
Bakterien eine andere Reaktion auf eine Plasmabehandlung méglich als bei grampositiven
Bakterien.

Die Zellwand von Hefen besteht u.a. aus Chitin, einem Polysaccharid und verschiedenen Pro-
teinen und dient auch diesen Zellen dazu, ihre Formstabilitat aufrecht zu halten. Innerhalb der
Zellwand liegt die Zellmembran, die ebenfalls aus Proteinen aufgebaut ist.

a) Wall-associated Teichoic b) Lipopolysaccharide

protein LU/ F)\L\ acid
B

]
T ¥ 055

Peptidoglycan | B
Cell ;
membrane [
\{ hipi
¢ ! )umku Lipoteichoic
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Outer membrane

Peptidoglycan

Cell
membrane

Abbildung 5.1: Unterschiede im Aufbau der Zellwand bei a) grampositiven und b)
gramnegativen Bakterien [90]

Fir die Untersuchungen wurden Stdmme vom Leibniz-Institut DSMZ - Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, verwendet. E. coli (ATCC®
15223) und P. aeruginosa (ATCC® 9027) wurden zunichst fiir 20-24 Stunden bei 37 °C in
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fliissigem CASO-Nahrmedium kultiviert, bevor sie Uber Verdiinnungsreihen auf die fiir die
Versuche benétigte Keimzahl eingestellt wurden. C. albicans (ATCC® 10231) lag als runde
Form vor und wurde vor den Versuchsdurchfiihrungen fiir 48 Stunden bei 25 °C in Malzextrakt-
Bouillon kultiviert. AnschlieBend erfolgte auch hier iiber Verdiinnungsreihen die Einstellung der
erforderlichen Keimzahl, so dass zur Versuchsdurchfiihrung eine einlagige Zellschicht auf dem
CASO-Agar vorlag. Die Keimzahlen wurden mit Hilfe einer Thoma-Kammer bestimmt.

Die Plasmabehandlung erfolgte wie bei der physikalischen und chemischen Charakterisierung
mit Umgebungsluft als Arbeitsgas. Der Abstand zwischen Elektrode und Mikroorganismen
betrug 1 mm. Die Behandlungszeiten lagen bei 2 s und 60 s. Bezogen auf diese Behand-
lungszeiten ergaben sich Energiedichten von 100 - 270 mJ/cm? bzw. 3,0 - 8,1 J/cm? bei der
CP 100 und 124 - 286 mJ/cm? bzw. 3,7 - 8,6 J/cm? beim NanoCube.

5.1.1 Wachstumsinhibition

Bei diesem Versuch wurde untersucht, in wie weit eine direkte Plasmabehandlung der Mikro-
organismen Einfluss auf das Wachstum und die Vermehrung der Keime hat. Dazu wurden auf
jede Petrischale mit CASO-Agar 100 pl Bouillon mit je 10? Keimen aufgebracht, gleichmaBig
verteilt und fiir ca. 2 Stunden antrocknen lassen. ldealerweise sollten nun die Mikroorganismen
vereinzelt und mit geniigend Abstand voneinander vorliegen, so dass sich aus jedem einzel-
nen Keim durch Wachstum und Zellteilung eine Kolonie bildet, die mit bloBem Auge erkannt
werden und in die Auszdhlung einflieBen kann. Nach der Trocknung erfolgte in der Mitte der
Petrischale die Plasmabehandlung (je 2 s und 60 s mit CP 100 und NanoCube). Nach der
Plasmabehandlung wurden die Petrischalen fiir 48 Stunden bei 37 °C inkubiert und dann die
Mikroorganismen als koloniebildende Einheiten (KBE) ausgezéhlt. Jeder Versuch wurde 3 x
wiederholt.

In Abbildung 5.2 sind Fotos der Petrischalen mit den verschiedenen plasmabehandelten Mi-
kroorganismen dargestellt. Auf den darauf folgenden Abbildungen 5.3 werden die Ergebnisse
der Auszahlung gezeigt. In den Diagrammen auf der linken Seite sind die direkt plasmabe-
handelten Bereiche abgebildet, auf der rechten Seite die Bereiche auBerhalb der behandelten
Zone.
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70Abbildung 5.2: Plasmabehandelte Petrischalen mit a) E. coli, b) P. aeruginosa und c¢) C.

albicans. Links ist die Kontrolle abgebildet, die Petrischalen in der Mitte wurden mit der
CP 100 und rechts mit dem NanoCube behandelt. Die obere Reihe wurde jeweils 2 s, die
untere jeweils 60 s behandelt.
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Abbildung 5.3: Ausgezihlte KBE auf CASO-Agar innerhalb und auflerhalb des mit
CP 100 und NanoCube behandelten Bereichs

Wie zu erkennen ist, zeigte sich auf allen Petrischalen eine Reaktion der Mikroorganismen auf
die Plasmabehandlung. Im Anhang ist die Wachstumsinhibition fiir einen direkten Vergleich
untereinander noch einmal prozentual zur Kontrollprobe dargestellt.

Im unmittelbar behandelten Bereich wurde bereits nach 2 s Plasmabehandlung das Wachstum
der Bakterien deutlich unterdriickt. Dabei war der NanoCube wirkungsvoller als die CP 100.
Im Vergleich der Mikroorganismen zeigte sich die Hefe insgesamt etwas widerstandsfahiger.
Hier war die Inhibition des Wachstums nach 2 s Behandlung nicht ganz so deutlich. Nach 60 s
war jedoch auch bei C. albicans keine KBE mehr in der behandelten Zone zu erkennen. AuBer-
halb des behandelten Bereiches konnte ebenfalls eine Abnahme der KBE festgestellt werden.
ZahlenmaBig zeigte sich hier bis auf die Ergebnisse bei E. coli zwischen CP 100 und Nano-
Cube kein signifikanter Unterschied. Beim Betrachten der Fotos wird jedoch besonders beim
NanoCube bei allen Mikroorganismen eine deutliche Inhibitionszone rund um den behandelten
Bereich sichtbar. Es deutet sich also auch hier eine hohere Effizienz des NanoCube an. Mit die-
ser Untersuchungsmethode kann allerdings nicht festgestellt werden, ob die Mikroorganismen
abgetotet oder nur inaktiviert werden, d.h. dass nur ein verzégertes Wachstum auftritt. Des-
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halb wurden die Zellen im nachsten Schritt auf Veranderungen in ihrer Zellstruktur untersucht.
Zusatzlich wurde in [91] mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie ein Lebend/Tod-Vergleich der
Keime durchgefiihrt.

5.1.2 Morphologie

Um Schaden in der Morphologie der Zellen zu erkennen, wurden die Keime nach der Plas-
mabehandlung im Rasterelektronenmikroskop (REM) betrachtet. Dazu mussten die Mikroor-
ganismen vakuumtauglich und somit wasserfrei sein und vor dem Einbringen ins Mikroskop
zunachst prapariert werden. Dieser Vorgang hatte schonend zu erfolgen um keine nachtrag-
lichen Veranderungen in der Zellstruktur zu erzeugen. Die Keime wurden fiir diesen Prozess
abgetotet, falls dies nicht bereits durch die Plasmabehandlung erfolgt ist, chemisch fixiert,
entwassert und getrocknet.

Als Probentrager dienten Mikroskopie-Deckglaschen mit einem Durchmesser von 12 mm. Um
die Haftung der Keime auf den Probentragern zu verbessern, wurden diese zuerst mit Poly-
L-Lysin, einem synthetischen Polymer, beschichtet. Dazu wurde auf jedes Deckgldschen 5
pl der Losung aufgegeben und 10 min einwirken lassen. Die iiberstehende Fliissigkeit wurde
anschlieBend abgesaugt und das Deckglaschen 2 x mit bidest. Wasser abgespiilt.

Wie in der vorangegangenen Untersuchung zur Wachstumsinhibition wurde die Mikroorganis-
men zunachst auf Petrischalen gleichmaBig aufgebracht. Nach kurzer Trocknungszeit wurden
sie abgespatelt und auf einem Objekttrager in 10 pl NaCl geldst. Dieser Tropfen konnte nun
auf das Deckglas gegeben werden und 10 min antrocknen bevor schlieBlich die Plasmabe-
handlung erfolgte (je 2 s und 60 s mit CP 100 und NanoCube). Jede Untersuchung wurde 3x
wiederholt. Unmittelbar nach der Behandlung wurde als Fixativ 100 pl Glutaraldehyd-Lésung
(2,5% Glutaraldehyd und 0,05 M HEPES-Puffer in bidest. Wasser) hinzugegeben und 1 h
einwirken lassen, bevor die Deckglaschen 2 x mit bidest. Wasser abgespiilt wurden. Zur Ent-
wasserung der Proben diente eine aufsteigende Alkoholreihe (30%, 50%, 70%, 80%, 90% und
2 x 100% Ethanol), in dass die Deckglaschen nacheinander fiir je 10 min gelegt wurden. Nach
dem Entwassern trockneten die Proben an der Luft und verblieben bis zur Beschichtung in
einem Exsikkator.

Um die Deckglaschen ins REM einlegen und mikroskopieren zu kénnen, mussten sie im nachs-
ten Schritt auf standardisierte REM-Probetrager aufgeklebt und leitend beschichtet werden.
Dazu kam die Sputteranlage Bal-Tec SCD 005, BAL-TEC GmbH, Schalksmiihle, zum Einsatz,
die eine 10 nm dicke Goldschicht auf die Proben aufbrachte.

Das REM (Leo 420, Leo Electron Microscopy Ltd., Cambridge) wurde mit einem Druck von
1073-10~% Pa betrieben und der Elektronenstrahl auf 15 KV, bzw. 20 kV eingestellt. Die
VergroBerung betrug bei den Bakterien 20.000x, bei der Hefe 10.000x. Die Ergebnisse der
Plasmabehandlung sind in Abbildung 5.4 dargestellt.
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Abbildung 5.4: Plasmabehandelte Mikroorganismen (a) E. coli, b) P. aeruginosa und

c¢) C. albicans). Links ist die Kontrolle abgebildet, die Keime in der Mitte wurden mit der

CP 100 und rechts mit dem NanoCube behandelt. Die obere Reihe wurde jeweils 2 s, die 73
untere jeweils 60 s behandelt (P. aeruginosa nur 60 s) .
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Vom P. aeruginosa lagen nicht ausreichend Petrischalen mit Keimen vor, so dass auf eine
Plasmabehandlung von 2 s Dauer verzichtet wurde.

Auf den Abbildungen ist zu erkennen, dass alle behandelten Mikroorganismen auf die Plas-
mabehandlung reagierten. Das Bakterium E. coli lag im unbehandelten Zustand in einer Art
Zellverband vor, der bereits nach 2 s Behandlung mit der CP 100 Auflésungserscheinungen
zeigte. Nach 60 s, bzw. bereits nach 2 s Behandlung mit dem NanoCube waren diese Struk-
turen vollstandig aufgelést. Es wurden jedoch nach der kurzen Behandlungsdauer bei keiner
der beiden Quellen Schadigungen in der Zellstruktur festgestellt. Bei 60 s Plasmabehandlung
waren aber bereits deutliche Schadigungen vorhanden. So waren die Zellwande der mit der
CP 100 behandelten Zellen an einigen Stellen zerstort, die mit dem NanoCube behandelten
Proben wiesen teilweise Zellfragmente und komplett aufgeloste Zellen auf. Die Ergebnisse der
behandelten P. aeruginosa waren denen der E. coli sehr dhnlich. Hier lagen die Keime zwar
nicht im Verband vor, die Schiaden nach 60 s Plasmabehandlung waren jedoch vergleichbar:
Die CP 100 rief nach 60 s partielle Zerstérungen in der Zellwand hervor, wahrend der NanoCu-
be nach 60 s teilweise ganze Zellen in ihrer Struktur aufldste. Die Hefe C. albicans zeigte nach
2 s Behandlung mit der CP 100 keine Veranderungen in ihrer Zellstruktur. Der NanoCube
verursachte nach 2 s jedoch bereits bei einigen Zellen Defekte in der Zellwand, aus denen
der Zellinhalt austrat. Dieser Effekt verstarkte sich nach 60 s Behandlung mit beiden Quellen
deutlich, am starksten war er nach 60 s Plasmabehandlung mit dem NanoCube. Hier waren
fast alle Zellen betroffen.

Zusammenfassend lasst sich auch nach diesen Untersuchungen feststellen, dass der NanoCu-
be starker auf die Mikroorganismen einwirkte als die CP 100. Mégliche Ursachen, die die
beobachteten Effekte hervorriefen, werden am Ende von Kapitel 5.1.3 diskutiert.

5.1.3 DNA

Neben Schaden in der Zellstruktur wurde auBerdem untersucht, ob durch die Plasmabehand-
lung auch Doppelstrangbriiche in der Erbinformation der Mikroorganismen (engl: deoxyribo-
nucleic acid, DNA) auftreten. Dazu wurde die Agarose-Gelelektrophorese eingesetzt. Bei dieser
Methode wird die extrahierte DNA in Taschen eines Agarose-Gelpads eingefiillt, das in einen
Puffer gebettet ist. Durch Anlegen einer Spannung wandern die DNA-Molekiile durch das Gel,
wobei die kleineren Molekiile durch ihre geringere GroBe bei gleicher Zeit einen weiteren Weg
zuriicklegen als die groBeren Molekiile. Zusatzlich laufen zeitgleich sogenannte DNA-Leitern
mit, die festgelegte Strang-Fragmente von DNA enthalten und der GréBenbestimmung der
Probenstrange dienen. In Abbildung 5.5 ist das Prinzip schematisch dargestellt.
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Abbildung 5.5: Prinzip der Gelelektrophorese [92]

Um die DNA der Bakterien und Hefen fiir die Gelelektrophorese zu extrahieren, wurde ein
fertiges Kit der Fa. Qiagen (Gentra® Puregene® Yeast/Bact. Kit) verwendet. Der Priparati-
onsablauf dazu ist im Anhang aufgefiihrt. Fiir diese Methode war eine groBe Anzahl Bakterien
und Hefen (0,5-1,5 - 109 Bakterien, bzw. 1-2 - 108 Hefezellen) notwendig. Diese Menge lieB
sich erzielen, in dem fiir jede Untersuchung jeweils Keime von 25 Agarplatten verwendet wur-
den. Diese Petrischalen wurden zuvor wie folgt behandelt: Nach der Keimzahlbestimmung
wurden 50 pl CASO-Na&hrlésung mit Keimen auf die Agarplatten ausgebracht. Nach 1 Stunde
Trocknungszeit erfolgte die Plasmabehandlung mit CP 100 oder NanoCube fiir 60 s, bevor die
Keime mit 50 pl Nahrlésung abgespiilt und gesammelt wurden. Vor der abschlieBenden Un-
tersuchung der DNA mussten die Konzentration und Reinheit der Proben bestimmt werden.
Dazu stand ein Spektrophotometer (NanoVue " der Fa. Fisher Scientific GmbH, Schwerte)
zur Verfligung. Die Konzentration wird (iber die optische Dichte des Mediums bei einer Wel-
lenlange von 260 nm, die Reinheit (iber das Verhaltnis der optischen Dichten bei 260 nm und
280 nm bestimmt. Ein Wert von 1,8 entspricht einer 100%igen Reinheit. Die Ergebnisse dieser
Messungen sind im Anhang aufgelistet. Kontrolle 1 wurde direkt aus der Nahrbouillon ent-
nommen, Kontrolle 2 absolvierte mit Ausnahme der Plasmabehandlung die gleiche Prozedur
wie die behandelten Proben.

Die Gelpads fiir die Elektrophorese wurden aus 1 g Agarose (LE Agarose von Biozym Scientific
GmbH), 100 ml TBE-Puffer und 2 pl GelRed-Farbstoff (Biotium) zum Einfarben der DNA
gegossen. Der Farbstoff interkaliert mit den Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den beiden
DNA-Strangen, so dass nur Doppelstrang-DNA gefarbt wird. Als DNA-Leitern dienten zwei
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Marker von Fermentas, Thermo Fisher Scientific Inc. (Gene Ruler 1 kb DNA Ladder und Gene
Ruler 100 bp Plus DNA Ladder mit Fermentas 6X DNA Loading Dye). Vor dem Einfiillen
der Proben wurde die DNA-L6sung mit Wasser so verdiinnt, dass sich letztendlich 100-200
ng DNA in jeder Geltasche befanden. Gleichzeitig wurde ein Frontlaufmarker dazugegeben,
der ein Herausschwemmen der Probe aus der Geltasche verhinderte. Die Gelelektrophorese lief
mit einer Spannung von 90 V und einem Strom von 5 mA. Das Ergebnis dieser Untersuchung
ist in Abbildung 5.6 dargestellt. Jeweils rechts und links der Proben befinden sich die DNA-
Leitern.

C. albicans P. aeruginosa

Abbildung 5.6: Gelelektrophorese der DNA von C. albicans, P. aeruginosa und E. coli

Aus dieser Abbildung wird deutlich, dass bei den untersuchten Mikroorganismen keine Dop-
pelstrangbriiche auftraten. Bei allen Proben war die eingefarbte DNA im oberen Bereich des
Gels zu sehen. Kiirzere Bruchstiicke waren im Gel weiter nach unten gewandert, so dass dort
Einfarbungen zu erkennen gewesen waren. Ob andere DNA- Schaden vorlagen, kann mit die-
ser Methode jedoch nicht ausgeschlossen werden. Die Proben von C. albicans waren nur sehr
schwach zu erkennen. Der Grund war hier vermutlich im Alter der Proben zu finden. Diese
Keime wurden als erstes prapariert und mussten bis zur Gelelektrophorese einige Zeit gelagert
werden.

Zur Plasmabehandlung der gramnegativen Bakterien und Hefen kann zusammengefasst wer-
den, dass eine deutliche Wachstumsinhibition auftrat und die Mikroorganismen bei langerer
Behandlungsdauer starke morphologische Schiden aufwiesen. DNA-Schaden in Form von Dop-
pelstrangbriichen waren nicht festzustellen. Zieht man die in [91] durchgefiihrten Lebend/Tod-
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Vergleiche mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie hinzu, wird ersichtlich, dass tatsichlich eine
groBe Anzahl der Keime abgetotet und nicht nur inaktiviert wurden, auch wenn zunachst keine
morphologischen Schaden erkennbar waren.

Hauptursache fiir die Zellschaden ist der direkte Kontakt mit den Plasmaspezies. Schiaden
durch Temperaturerhdhung oder Stromfluss kénnen auf Grund der geringen Werte nahezu
ausgeschlossen werden. Auch die UV-Strahlung scheidet wegen ihrer geringen Intensitat als
Ursache aus. Um bei den untersuchten Mikroorganismen eine 1-log-Reduktion herbeizufiih-
ren, sind Dosen von 81,3 J/m2 fur E. coli, 36,0 J/m2 fir P. aeruginosa und 447 J/m2 far
C. albicans notwendig [93]. Aber selbst der strahlungsintensivere NanoCube liefert in 60 s
Plasmabehandlung nur eine Dosis von 131,2 mJ/mQ.

Zu den Plasmaspezies zihlen OH-Radikale, 10,, O3, O3, H,O, und ONOO™. Diese Spezies ver-
ursachen durch Oxidation Kettenreaktionen in Molekiilen z.B. der Zellwand, Zellmembran oder
DNA. Besonders das OH-Radikal ist hier zu nennen, da es als einziges reaktives Sauerstoffs-
pezies direkt mit biologischen Makromolekiilen reagiert [94]. Ein typischer toxischer Effekt des
OH-Radikals ist die Lipidperoxidation. Dabei entzieht das Radikal dem Lipid ein Wasserstof-
fatom und startet somit eine Kettenreaktion, die zur Schadigung der Zellmembran fihrt (LH
= Lipid; L- = Lipidradikal; LOO- = Lipid-Peroxylradikal; LOOH = Lipid-Hydroxyperoxid):

LH + -OH — H,0 + L, (5.1)
L-+0, — LOO-, (5.2)
LOO - +LH — LOOH + L - . (5.3)

Dieser Prozess tritt stets an einem Kohlenstoffatom auf, das einer Doppelbindung benachbart
ist.

ONOOQO", das aus einer Reaktion von NO- und O5-Radikalen entsteht, tragt zur Bildung wei-
terer Radikale bei und kann ebenfalls Lipidperoxidation sowie andere Schaden in Proteinen
und DNA verursachen [95]. Die Reaktionsgleichungen zur Entstehung von ONOO™ und den
daraus folgenden Radikalen lauten:

NO + 0, — ONOO™, (5.4)
ONOO™ + H" = ONOOH, (5.5)
ONOOH — -NO, + -OH, (5.6)
ONOO™ + CO, — -NO, + CO; ™. (5.7)
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Zusatzlich kénnen dadurch auch Zellfunktionen gestort werden [95].

Auch die Zellwand aus Peptidoglycan kann durch das Auftreffen von Plasmaspezies geschadigt
werden. Simulationen in [96] zeigen, dass OH-Radikale, O, O; und H,0O, durch Wasserstof-
fabstraktion die Dissoziation wichtiger Bindungen im Murein auslésen und so die Zellwand
zerstoren.

Weitere Mechanismen, die beim Vorhandensein eines sauren Mediums auftreten kdnnen und
ebenfalls zur Bildung von OH-Radikalen beitragen, sind die Fenton-, die Haber-Weiss-Reaktion,
sowie Fenton-ahnliche Reaktionen [94]. Bei der Fenton-Reaktion findet bei Vorhandensein von
Fe?T eine Oxidation von organischem Material durch H,0, statt, bei der das H,0, zu einem
OH-Radikal und OH™ reagiert:

Fe?™ + H,0y — Fe?™ +.0H + OH ", (5.8)

Auch andere Metallionen wie z.B. Cu?t, Co%t oder Zn%t kénnen in Fenton-ihnlichen Reak-
tionen zur Bildung von Sauerstoffradikalen beitragen.

Bei der Haber-Weiss-Reaktion entstehen OH-Radikale aus einer Reaktion von H,O, und O5-
Radikalen:

Das in [53] mit den gleichen Methoden untersuchte grampositive Bakterium Staphylococ-
cus epidemidis zeigte auf die Plasmabehandlung ein anderes Verhalten als die in dieser Arbeit
behandelten Mikroorganismen. Das Wachstum wurde wie bei hier untersuchten Keimen unter-
driickt und auch die Fluoreszenzmikroskopie zeigte, dass nach der Plasmabehandlung nahezu
alle Keime abgestorben sind. Es waren jedoch keinerlei morphologische Schaden zu erkennen,
wahrend die DNA Doppelstrangbriiche aufwies. Der Grund fiir die Unterschiede kann mit dem
Aufbau der Zellen begriindet werden. Die , dicke” Zellwand aus Murein schiitzt das Bakte-
rium vor einer Beeintrdchtigung der Struktur, die Zellmembran kann allerdings z.B. durch
Lipidperoxidation zerstort werden und somit den Weg fiir eine Schadigung der DNA durch
OH-Radikale freimachen.

5.2 Plasmabehandlung humaner Hautzellen

Wie bereits zu Beginn des Kapitels erwdhnt, ist die HaCaT-Zelllinie eine immortalisierte
Keratinozyten-Linie. Sie wurde aus histologisch normaler Haut eines 62-jahrigen Patienten
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gewonnen [97]. Keratinozyten haben die Eigenschaft, sich im Lauf ihres Lebenszyklus abzu-
flachen und zu verhornen und letztendlich eine Schicht aus abgestorbenen, platten Hornzellen
(Korneozyten) zu bilden (Hornschicht oder Stratum corneum). Dabei durchwandern sie die
Epidermis (Oberhaut), die duBere Hautschicht, in dem sie vom untersten Bereich, dem Stra-
tum basale durch sich durch Zellteilung neu bildende Keratinozyten nach oben geschoben
werden.

Bei den HaCaT-Zellen ist die charakteristische Fahigkeit sich zu Hornzellen zu differenzieren,
erhalten geblieben. Sie lassen sich in vitro, also in kiinstlicher Umgebung, leicht teilen und
vermehren [98]. Sie zeichnen sich weiterhin durch eine hohe Immortalitat aus und zeigen im
Vergleich mit primiren Keratinozyten eine hohe Ubereinstimmung in den Eigenschaften. Bei
passenden Umgebungsbedingungen bilden sie einen adharenten Monolayer mit proliferieren-
den Zellen [99]. Dabei zeigen die Zellen ein charakteristisch abgeflachtes Erscheinungsbild.
Der Aufbau der Zellmembran einer menschlichen Zelle ist schematisch in Abbildung 5.7 dar-
gestellt.

Glycoprotein: protein with Glycolipid: lipid with

carbohydrate attached / carbohydrate
3P  attached

Peripheral membrane

Phospholipid
protein

hilayer
Integral membrane Cholesterol

g Protein channel
protein

Filaments of the cytoskeleton

Abbildung 5.7: Aufbau der Zellmembran einer humanen Zelle [100]

Die Zellen wurden iiber die CLS Cell Lines Service GmbH, Eppelheim vom DKFZ - Deut-
sches Krebsforschungszentrum in der Helmholtz-Gemeinschaft, Heidelberg, bezogen. Die Kul-
tur erfolgte in Zellkulturflaschen bei 37 °C in einem CO,-Brutschrank. Als Ndhrmedium wurde
Dulbecco's Modified Eagle’'s Medium (DMEM) eingesetzt, dass mit Antibiotikum, 10% fe-
talem Kalberserum (engl: fetal bovine serum, FBS) und 2mM L-Glutamin versetzt wurde.
Sobald die Zellen einen konfluenten Monolayer gebildet hatten, wurden sie trypsiniert (Lo-
sung: 0,05% Trypsin, 0,025% EDTA) und passagiert, bzw. wurde fiir die Plasmabehandlung
Zelllosung mit DMEM-Medium in Petrischalen mit 35 mm Durchmesser gegeben und dort
konfluent anwachsen lassen. Unmittelbar vor der Plasmabehandlung wurde das Nahrmedium
abgezogen und die Petrischalen mit je 2 ml phosphatgepufferter Salzlésung (engl: phospha-
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te buffered saline, PBS) gespiilt. Die Plasmabehandlung erfolgte analog zur Behandlung der
Mikroorganismen.

5.2.1 Lebend/Tod-Vergleich

Vorversuche haben gezeigt, dass sich konfluent angewachsene HaCaT-Zellen durch eine Plas-
mabehandlung teilweise vom Boden l6sen. Eine Untersuchung zur Wachstumsinhibition ist
daher nicht sinnvoll, da sich die Zellen im fliissigen Nahrmedium verteilen wiirden und kei-
ne Aussage moglich ist, welche Zellen der Plasmabehandlung ausgesetzt waren. Aus diesem
Grund wurde ein Lebend/Tod-Vergleich durchgefiihrt, d.h. es wurde mit Hilfe der Fluores-
zenzmikroskopie untersucht, welche Zellen durch eine Plasmabehandlung geschadigt wurden.
Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass der Test unmittelbar nach dem Einwirken des
Plasmas durchgefiihrt werden kann, die Zellen also nicht weiter kultiviert werden miissen und
somit ohne erneute Zugabe des Nahrmediums auskommen. Voraussetzung ist dann allerdings
eine schnelle Auswertung, da sonst die Zellen allein durch den Aufenthalt in trockener Umge-
bung, bzw. spater durch die Zugabe der Fluoreszenzfarbstoffe geschadigt werden. Fiir diesen
Versuch wurde das LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Assay Kit, for mammalian cells von
MolecularProbes®, Life Technologies, verwendet.

Zunichst wurden die Zellen aus der Zellkulturflasche geldst und die Zellzahl mit 5 -10* pro
200 pl bestimmt. Fir den Lebend/Tod-Vergleich wurden 200 pl der Zelllésung mit 3 ml
DMEM-Medium in die Petrischalen gegeben und anschlieBend fiir 5 Tage kultiviert. Jeweils
drei Petrischalen wurden mit CP 100 und NanoCube fiir 2 s und 60 s plasmabehandelt, drei
Petrischalen dienten als Kontrolle. Direkt nach der Plasmabehandlung erfolgte die Zugabe von
200 pl der Farbeldsung. Sie enthalt Calcein AM und Ethidium Homodimer-1, die in der Zelle
eine fluoreszierende Wirkung auslésen. Calcein AM wird in lebenden Zellen durch intrazellulare
Esterasen in das griin fluoreszierende Calcein umgewandelt, wihrend Ethidium Homodimer-1
nur durch die durchlassig gewordene Membran toter Zellen ins Zellinnere gelangen kann und
sich dort an die DNA bindet. Daraufhin fluoresziert dieser Farbstoff im roten Wellenlangenbe-
reich. Die Aufnahmen dieser Untersuchung wurden mit einem Mikroskop Axioplan 2 imaging
der Fa. Carl Zeiss Lichtmikroskopie, Gottingen gemacht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.8
dargestellt.

Nach 2 s Plasmabehandlung mit der CP 100 war kein Effekt gegeniiber der Kontrolle sicht-
bar. Es zeigten sich nur vereinzelte tote Zellen, die griin fluoreszierenden, lebenden Zellen
iiberwogen deutlich. Nach 60 s Behandlung mit der CP 100 ergab sich ein sehr differenziertes
Bild. In einigen Bereichen waren nahezu alle Zellen vital, wahrend an anderen Stellen fast
alle Zellen abgestorben waren. Dazwischen lagen Bereiche, in denen lebende und tote Zellen
vorkamen. Dieser Effekt lasst sich auch hier mit der Filamentierung der Entladung erklaren.
Bei der Plasmabehandlung mit dem NanoCube zeigte sich bereits nach 2 s ein (iberwiegend
abgestorbener Zellrasen, obwohl auch Bereiche mit vitalen Zellen vorhanden waren. Bei der
Auswertung wurde deutlich, dass in den Petrischalen teilweise zwei oder mehr Zellschichten
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iibereinander lagen. Dort waren bei 60 s Behandlung mit der CP 100 und 2 s Behandlung
mit dem NanoCube nur die Zellen abgestorben, die direkt dem Plasma ausgesetzt waren. Die
unteren Zellschichten fluoreszierten griin, waren also vital. Nach 60 s Plasmabehandlung mit
dem NanoCube waren alle Zellen abgestorben.

Abbildung 5.8: Fluoreszenzmikroskopie plasmabehandelter HaCaT-Zellen. Links ist die
Kontrolle abgebildet, die Zellen in der Mitte wurden mit der CP 100 und rechts mit dem
NanoCube behandelt. Die obere Reihe wurde jeweils 2 s, die untere jeweils 60 s behandelt.

Bei allen Platten, auf denen die Zellen eine Wirkung auf die Plasmabehandlung zeigten,
konnte ganz klar der behandelte Bereich gegeniiber dem unbehandelten abgegrenzt werden,
da in letzterem kein Effekt auf die Zellen festgestellt wurde. Ein solcher Randbereich ist in
Abbildung 5.9 dargestellt.
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Abbildung 5.9: Randbereich zwischen plasmabehandelten und unbehandelten HaCaT-
Zellen

5.2.2 Morphologie

Da liber die Fluoreszenzmikroskopie eine Schadigung der HaCaT-Zellen durch eine Plasma-
behandlung festzustellen war, wurde nun untersucht, in wie weit diese Schadigung mit einer
Veranderung der Zellstruktur einhergeht. Dazu wurden die Zellen wie zuvor die pathogenen
Mikroorganismen im REM betrachtet. Auch hier mussten Probentrager und Zellen vor dem
Einbringen ins Mikroskop prapariert werden.

Da HaCaT-Zellen nur schlecht auf Glasoberflachen anwachsen, selbst wenn diese zuvor wachs-
tumsférdernd mit Collagen beschichtet wurden, musste auf die Deckglaschen als Probetrager
verzichtet werden. Da sich die Petrischalen als Untergrund fiir Zellwachstum und —proliferation
bewahrt hatten, wurden sie auf 1-2 cm? groBe Stiicke zurechtgeschnitten und als Probetrager
verwendet. Vor der Verwendung wurden sie 24 h in 70%er-Ethanollésung gelegt und anschlie-
Bend 3 x mit PBS gespiilt. Zum Anwachsen der HaCaT-Zellen wurde je ein Probetrager in eine
Petrischale gelegt und dort hinein 150 pl der Zelllésung mit 3 ml DMEM-Lésung gegeben.

Vor dem Einfiillen der Zelllésung in die Petrischalen wurde die Zellzahl mit 5,4 .10% pro
200 pl bestimmt. Da fiir diesen Versuch die Kultivierungsdauer 6 Tage betrug, wurden nur
150 pl der Zelllésung in die Schalen eingefiillt um den Zellrasen nicht zu dicht werden zu
lassen. Die Petrischalen wurden mit CP 100 und NanoCube fiir 2 s und 60 s behandelt. Jede
Untersuchung wurde 3x wiederholt. Nach der Plasmabehandlung erfolgte als Vorbereitung fiir
die Elektronenmikroskopie der Trocknungsvorgang. Dazu wurden die Proben zunachst mit
PBS gespiilt und anschlieBend fiir 30 min je 1 ml Fixativ auf die Proben gegeben. Als Fixativ
diente eine 25%ige Glutardialdehydl6sung, die mit PBS auf eine 3%ige Lésung verdiinnt wurde.
Nach dem Fixierungsvorgang wurden die Proben 2 x mit PBS gespiilt, bevor auch hier die

82



5.2 Plasmabehandlung humaner Hautzellen

Entwésserung der Proben mit einer aufsteigende Alkoholreihe (je 10 min 30%, 50%, 70%,
80%, 90% und 2 x 100% Ethanol) erfolgte. Nach dem Entwassern trockneten die Proben an
der Luft und lagerten bis zur weiteren Praparation in einem Exsikkator.

Im nachsten Schritt wurden die Proben auf die standardisierten REM-Probetrager aufgeklebt
und mit einer 10 nm dicken Goldschicht beschichtet.

Fir REM-Aufnahmen wurde das Mikroskop mit einem Druck von 1073-10~* Pa betrieben
und der Elektronenstrahl auf 15 kV eingestellt. Die VergréBerung betrug 1.000x - 2.000x. Die
Ergebnisse der Untersuchung sind in Abbildung 5.10 dargestellt.

Abbildung 5.10: REM-Aufnahmen plasmabehandelter HaCaT-Zellen. Links ist die Kon-
trolle abgebildet, die Zellen in der Mitte wurden mit der CP 100 und rechts mit dem Nano-
Cube behandelt. Die obere Reihe wurde jeweils 2 s, die untere jeweils 60 s behandelt.

Auf den Aufnahmen sind augenscheinlich keine Unterschiede in der Morphologie von unbe-
handelten und plasmabehandelten Zellen zu erkennen. Deutlich sind auf allen Bildern die
abgeflachten Zellen des Monolayers mit den rundlichen Zellkernen zu sehen (zur besseren Er-
kennbarkeit ist eine Zelle weiB umrandet). Die kugelférmigen Erhebungen in den Zellkernen
sind Kernkorperchen (Nucleoli), die faserigen Strukturen zwischen den Zellen sind Desmoso-
men, die den Zellverband zusammenhalten. Aus den Ergebnissen lasst sich folgern, dass das
Absterben der Zellen nicht durch eine Zerstérung der mechanischen Funktion des Zytoskelettes
ausgeldst wird.
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5.2.3 DNA

Im letzten Untersuchungsabschnitt zu den humanen Keratinozyten wurde die DNA der HaCaT-
Zellen auf Einfliisse durch die Plasmabehandlung untersucht. Wie bei den Mikroorganismen
musste auch hier zunachst die DNA extrahiert werden um anschlieBend durch die Gelelek-
trophorese mogliche Doppelstrangbriiche zu identifizieren. Die Extraktion der DNA erfolgte
mit Hilfe des QIAmp DNA Blood Mini Kit (Qiagen), dessen Ablauf geringfiigig modifiziert
wurde (Praparationsablauf siehe Anhang). Fiir diesen Versuch wurden die Zellen zunachst in
12-Well-Platten mit einem Durchmesser von ca. 22 mm / Well kultiviert, bis ein dichter Zell-
rasen entstanden war. Vor der Plasmabehandlung wurde das Nahrmedium abgezogen und die
Zellen 2 x mit PBS gespilt. Nach der Plasmabehandlung wurden die Zellen zur Kontrolle mit
Trypanblau eingefarbt und lichtmikroskopisch untersucht. Bei diesem Verfahren gelangt der
Farbstoff in abgestorbene Zellen und farbt sie blau ein, wahrend lebende Zellen unverandert
nahezu farblos erscheinen. Dabei zeigte sich, dass in den Wellplatten geringen Durchmes-
sers das Plasma zum Rand des Wellbodens hin ziindete, da tote Zellen ausschlieBlich in den
Randbereichen der Wells anzutreffen waren. Somit war also keine homogene Behandlung des
gesamten Welldurchmessers moglich (siehe Abbildung 5.11).

Abbildung 5.11: Lichtmikroskopische Aufnahme mit Trypanblau eingefarbter und plas-
mabehandelter HaCaT-Zellen. Rechts oben ist bogenférmig der Randbereich des Wells zu
erkennen.

Um diesen Effekt zu vermeiden wurden die Zellen daraufhin in 6-Well-Platten mit einem
Durchmesser von 35 mm kultiviert und der Versuch wiederholt. Diesmal war eine homogene
Plasmabehandlung der Zellen moglich. Um nun aber alle Zellen des Wells 60 s zu behandeln,
musste die Elektrode iiber die Oberflache bewegt werden. Dabei lieB nicht vermeiden, dass
die Zellen in der Mitte des Wells teilweise bis zu 240 s behandelt wurden. Je 3 Wells wurden
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mit CP 100 und NanoCube behandelt, 3 Wells dienten als Kontrolle. Nach der Behandlung
erfolgte pro Well eine Zugabe von 420 pl eines Premixes aus im QIAmp-Kit enthaltenen Pro-
teaseldsung, PBS und Buffer AL und 200 pl Ethanol. Nach 20 min Inkubationszeit in einem
Thermoschiittler bei 56 °C und lichtmikroskopischer Kontrolle, ob alle Zellen lysiert waren,
wurde die Flissigkeit aus den Wells abgezogen und nach dem im Anhang beschriebenen Iso-
lierungsprotokoll weiter aufbereitet. Entsprechend der Plasmabehandlung, bzw. der Kontrolle
wurde das DNA-Eluat aus den 3 Wells kumuliert, da fiir die Gelelektrophorese ausreichend
DNA vorliegen musste. Die Konzentration und Reinheit der DNA nach abgeschlossener Pra-
paration sind im Anhang aufgefiihrt. Die Gelelektrophorese erfolgte analog zu den Mikroor-
ganismen in 1%igem Agarosegel. Die Taschen wurde mit je 500 ng, 1 pg und 1,5 pg DNA
beladen. Das Ergebnis dieser Untersuchung ist in Abbildung 5.12 dargestellt. Jeweils rechts
und links der Proben befinden sich die DNA-Leitern.

-
-
-
—
-

Abbildung 5.12: Gelelektrophorese der DNA von HaCaT-Zellen. Nr. 1 ist die Kontrolle,
Nr. 2 die mit dem NanoCube und Nr. 3 die mit der CP 100 behandelte Probe.

Die Auswertung der Gelelektrophorese lasst keinen eindeutigen Schluss auf eine DNA-Schadigung
zu. Alle Proben zeigen einen adhnlichen Verlauf, was auf gleich groBe DNA-Bruchstiicke deutet.
Da auch die Kontrolle das gleiche Erscheinungsbild aufweist, kann die Fragmentierung nicht
auf die Plasmabehandlung zuriickzufiihren sein. Bei der hochsten Beladung von 1,5 pg DNA
sind moglicherweise bei der mit dem NanoCube behandelten Probe (Nr. 2) kleinere DNA-
Fragmente zu erkennen, eine Wiederholung der Gelelektrophorese bestatigte diesen Verlauf
jedoch nicht.

Insgesamt reagierten die HaCaT-Zellen anders auf die Plasmabehandlung als die in dieser Ar-
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beit behandelten, pathogenen Mikroorganismen. Wie die Fluoreszenzmikroskopie zeigte, star-
ben die als Monolayer vorliegenden Zellen aber ebenfalls ab. Allerdings wiesen sie eine gewisse
Robustheit gegeniiber der Plasmabehandlung auf, da bei 2 s Behandlungsdauer mit der CP 100
keine Wirkung auf die Vitalitat der Zellen festzustellen war. Im Unterschied zu den Keimen
waren bei den Keratinozyten keine morphologischen Schaden zu erkennen. Dieses Ergebnis
zeichnete sich schon bei den lichtmikroskopischen Untersuchungen ab, denn im Gegensatz
dazu konnten in [91] bereits dort strukturelle Veranderungen bei den Mikroorganismen festge-
stellt werden. Die Ergebnisse der Gelelektrophorese sind mit groBen Unsicherheiten behaftet.
Moglicherweise traten durch die Behandlung mit dem NanoCube DNA-Doppelstrangbriiche
auf. Ahnliche Untersuchungen in [101] zeigen bei kurzen Behandlungszeiten von 1 min je-
doch ebenfalls keine bis sehr geringe DNA-Schéden, so dass das Ergebnis in Abbildung 5.12
moglicherweise durch andere Ergebnisse verfalscht wurde und tatséchlich keine DNA-Schaden
auftraten.

Auch bei den Keratinozyten kénnen als Hauptursache fiir die Zellschidden die Plasmaspezies
und hierbei insbesondere die reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies angenommen werden.
Auch wenn bei den Untersuchungen keine morphologischen Veranderungen festzustellen waren,
ist dennoch von einer Schadigung der Zellmembran auszugehen, da der Fluoreszenzfarbstoff
Ethidium Homodimer-1 nur durch eine aufgeléste Membranstruktur ins Innere der Zellen
gelangt. Da die Zellmembran ebenfalls hauptsachlich aus einer Doppellipidschicht aufgebaut
ist, liegt eine Schadigung durch Lipidperoxidation nahe, hervorgerufen durch das OH-Radikal
und ONOO™.

Ein Grund fiir die Sensitivitat der Zellen gegeniiber der Plasmabehandlung liegt darin, dass die
Keratinozyten ohne schiitzendes Nahrmedium behandelt werden. Befindet sich wahrend der
Plasmabehandlung eine Flissigkeitsschicht iiber den Zellen, reagieren diese sehr viel unemp-
findlicher, wie Untersuchungen in [51] gezeigt haben. Dort war nach 20 s Plasmabehandlung
kein erhohtes Verhaltnis toter zu lebender Zellen feststellbar.
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6 Fazit und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Plasmaquellen (CP 100 und NanoCube), die nach dem
Prinzip der dielektrisch behinderten Entladung arbeiten, charakterisiert und verglichen. Der
generelle Unterschied dieser Gerate liegt in verschiedenen Spannungsanstiegszeiten von 7,8
1078 s kV—! bei der CP 100 und 5,6 -10719 s kV—!. Bei beiden Quellen wurde die gleiche
Elektrodenkonfiguration verwendet.

In Kapitel 3, der physikalischen Charakterisierung, wurden (ber elektrische Messungen die
Elektronendichte und die Leistung bestimmt. Die Elektronendichte betrug bei der CP 100
1,7 - 10° cm~2 und beim NanoCube 2,5 - 10'' cm™3. Die Leistungsmessung ergab fiir die
CP 100 272 mW und fiir den NanoCube 287 mW auf CASO-Agar als Gegenelektrode, was bei
der verwendeten Elektrode Leistungsdichten von 136 mW /cm?, bzw. 143 mW /cm? entspricht.
Dariiber hinaus wurde die in das behandelte Material eingebrachte Warmeleistung untersucht.
Fir Aluminium als Gegenelektrode wurde eine Leistung von 19 mW bei der CP 100 und
55 mW beim NanoCube gemessen.

Die Gas- und Elektronentemperatur erfolgte Giber optische Emissionsspektroskopie. Hier wurde
in der Entladung der CP 100 eine Gastemperatur von 537 K und eine Elektronentemperatur
von 68 - 10% K und in der Entladung des NanoCube eine Gastemperatur von 412 K und eine
Elektronentemperatur von 49 - 10% K ermittelt. Dies ergibt mittlere Elektronenenergien von
8,8 eV, bzw. 6,3 &V.

Zusatzlich wurden die Agartemperatur, die UV-Strahlung und der Einfluss der Luftfeuchte
auf die Plasmaparameter untersucht. Die Agartemperatur stieg bei 60 s Behandlung mit der
CP 100 um 0,36 K, bei der Behandlung mit dem NanoCube um 0,43 K. Die Bestrahlungsstarke
im UV-Bereich lag bei 0,73 mW/m? (CP 100) und 2,19 mW/m? (NanoCube). Bei verschiede-
nen Luftfeuchten veranderte sich die Leistung bei der CP 100 nur wenig. Hier war bereits bei
geringen Luftfeuchten eine starke Filamentierung zu erkennen. Beim NanoCube zeigte sich mit
steigender Luftfeuchte eine Zunahme der Filamentierung und eine Abnahme der Leistung. Die
Ergebnisse der Gas- und Elektronentemperatur bei verschiedenen Luftfeuchten weisen durch
die lichtschwache Entladung und das daraus resultierende schlechte Signal-/Rauschverhaltnis
starke Schwankungen auf. Hier wiirden sich durch einen verbesserten optischen Aufbau ver-
besserte Resultate erzielen lassen.

Die Ergebnisse zeigen, dass der NanoCube fast durchgangig hohere Werte lieferte. Lediglich
bei den emissionsspektroskopischen Untersuchungen lagen die Ergebnisse der CP 100 {iber
denen des NanoCube. Tatsichlich wird dieser Effekt dem Messprinzip geschuldet sein: die
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6 Fazit und Ausblick

wenigen energiereichen und damit lichtintensiven Filamente gehen (iberproportional ins Emis-
sionsspektrum ein und verschieben damit das Ergebnis hin zu héheren Werten.

Im vierten Kapitel, der chemischen Charakterisierung wurden mit Hilfe der Absorptionsspek-
troskopie Ozon- und Stickstoffmonoxidkonzentration im Entladungsspalt bestimmt. Auch hier
zeigte der NanoCube mit einer Ozonkonzentration von 1673 ppm und einer Stickstoffmon-
oxidkonzentration von 1117 ppm sehr viel héhere Werte als die CP 100 mit 293 ppm Ozon-
konzentration und 174 ppm Stickstoffmonoxidkonzentration (nach 60 s Plasmabehandlung).
Begriinden lasst sich dieses Ergebnis mit dem gréBeren Entladungsvolumen und der héheren
Elektronenenergie, der eine verstarkte Bildung der Plasmaspezies folgt. Dies wird auch durch
die Resultate der weiteren Untersuchungen in diesem Kapitel unterstiitzt, der Messung von
pH-Wert, Nitrit- Nitrat- und Wasserstoffperoxidkonzentration im Agar.

Der pH-Wert war auf der ungepufferten CASO-Agaroberflache nur geringfiigig abgesunken. Er
betrug nach 60 s Behandlung mit der CP 100 6,7, nach der Behandlung mit dem NanoCube
57.

Die Unterschiede von Nitrit- und Nitratkonzentration zwischen der mit CP 100 und NanoCube
behandelten Agaroberfliche waren nicht so gravierend wie die Unterschiede von Ozon- und
Stickstoffmonoxidkonzentration im Entladungsspalt (nach 60 s Plasma: CP 100: Nitritkonzen-
tration 0,069 mmol/l und Nitratkonzentration 0,37 mmol/l; NanoCube: Nitritkonzentration
0,074 mmol/I und Nitratkonzentration 0,79 mmol/l). Als Begriindung wird eine Sattigung der
Agaroberflache bei der Bildung von Nitrit und Nitrat angenommen.

Mit den vorhandenen Messgeraten waren die chemischen Veranderungen im Agar teilweise erst
nach 60 s Plasmabehandlung und auch nur im direkt behandelten Bereich messbar. Wasser-
stoffperoxid war beim NanoCube aber bereits nach 2 s Plasmabehandlung nachweisbar. Hier
war auch wieder ein deutlicher Konzentrationsunterschied zwischen beiden Quellen feststell-
bar (nach 60 s Plasma: CP 100: Wasserstoffperoxidkonzentration 0,059 mmol/I; NanoCube:
Wasserstoffperoxidkonzentration 0,221 mmol/l).

In nachfolgenden Studien ware die Untersuchung von Ozon- und Stickstoffmonoxidkonzen-
tration bei verschiedenen Luftfeuchten von Interesse. Die Messung der anderen Parameter im
Agar wiirden hier vermutlich keine Unterschiede aufweisen, da die Messmethode zu unemp-
findlich ist.

In Kapitel 5, den mikrobiologischen Untersuchungen, konnte eine starke Wirkung der Plasma-
behandlung auf die pathogenen Mikroorganismen und Zellen beobachtet werden. Mit beiden
Plasmaquellen war nach 60 s Behandlung das Wachstum der Mikroorganismen vollstandig
unterdriickt. Im REM zeigten sich hier die deutlichsten Schaden. Allerdings waren in den
Untersuchungen zur DNA keine Doppelstrangbriiche feststellbar. Bei den Keratinozyten wa-
ren nach 60 s Plasmabehandlung mit dem NanoCube alle Zellen abgestorben. Die REM-
Aufnahmen zeigten jedoch keine morphologischen Schiden. Die Untersuchung der DNA von
HaCaT-Zellen lieferte mit Unsicherheiten behaftete Ergebnisse. Hier sollte im Weiteren die
Praparation der DNA optimiert werden.
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Die Untersuchungen von Wachstum, bzw. Lebend-/Tod-Vergleich bei den HaCaT-Zellen, Mor-
phologie und der DNA ergaben auch hier, wie aus den bisherigen Ergebnissen zu erwarten,
dass der NanoCube insgesamt wirkungsvoller ist als die CP 100. Doch auch bei der ver-
meintlich schwacheren Plasmaquelle war bereits nach 2 s Behandlung eine Wirkung auf die
Mikroorganismen zu sehen. Zieht man alle bisher gewonnenen Ergebnisse hinzu, lasst dies nur
den Schluss zu, dass die Ursache dafiir im direkten Kontakt mit den Plasmaspezies in der
Entladung zu finden ist. Die anderen Parameter zeigten nach zwei Sekunden Plasmabehand-
lung keine oder so sehr geringe Veranderungen, dass sie keinen Einfluss auf die Vitalitat der
Organismen haben.

Neben einer Verbesserung der DNA-Praparation bei den Keratinozyten sollte das Verhalten
der Organismen und Zellen in verschiedenen Zeitabstdnden nach der Plasmabehandlung un-
tersucht werden, um erst nach langerer Zeit eintretende Schiden oder deren Regeneration
erkennen zu koénnen.

Es mag zunachst nachteilig erscheinen, dass sich die Plasmabehandlung schadigend auf die
HaCaT-Zellen auswirkt. Dazu kann aufgefiihrt werden, dass in vitro-Untersuchungen zwar
Hinweise auf eine mogliche Reaktion in vivo geben, tatsachlich kann sich das Verhalten aber
unterscheiden. So reagieren die Zellen in vivo, im Zellverband, sehr viel unempfindlicher als
ein Zell-Monolayer in vitro. AuBerdem besitzen Keratinozyten die Fahigkeit zur Regeneration
und Reparatur von Defekten. Um Gewissheit liber das Verhalten von Keratinozyten auf eine
Plasmabehandlung zu erlangen, bleibt letztendlich nur eine Studie ,,am lebenden Objekt". Erste
Untersuchungen der CP 100 an einem Mausmodell zeigten hierbei keine Schadigungen [102].

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass beide Quellen eine desinfizierende Wirkung ge-
geniiber pathogenen Mikroorganismen aufweisen. Der NanoCube ist bei geringfligig héherer
Leistung als die CP 100 durch die effizientere Erzeugung der Plasmaspezies sogar noch etwas
wirksamer. Nun miissen weitere medizinische Untersuchungen zeigen, fiir welche therapeuti-
schen Einsatze die Quellen in Frage kommen. Ein mit der CP 100 vergleichbarer Aufbau wurde
vor kurzem in einer klinischen Studie in der Therapie vendser Ulcera getestet [66]. Klinische
Studien mit einer Quelle, die kiirzere Spannungsanstiegszeiten im Bereich des NanoCube be-
sitzt, stehen noch aus.
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Anhang

a) Ausgezahlte KBE auf CASO-Agar innerhalb und auBerhalb des mit CP 100 und
NanoCube behandelten Bereichs prozentual zur Kontrollprobe

120 120
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b) Konzentration und Reinheit der DNA-Proben

E. coli pg/ml Ratio 260,/280
Kontrolle 1 131,0 1,85

Kontrolle 2 175,0 1,85

CP 100 77,0 1,84
NanoCube 86,5 1,84

P. aeruginosa  pg/ml  Ratio 260/280
Kontrolle 1 202,5 1,84

Kontrolle 2 180,5 1,85

CP 100 85,0 1,80
NanoCube 1135 1,80

C. albicans pg/ml  Ratio 260/280
Kontrolle 1 76,0 1,89

Kontrolle 2 75,0 1,89

CP 100 101,5 1,93
NanoCube 81,5 1,81
HaCaT-Zellen pg/ml  Ratio 260/280
Kontrolle 218,0 2.0

CP 100 1200 2,0

NanoCube 136,0 2,0

c) Medien fiir mikrobiologische Untersuchungen

Bezeichnung

Firma Zusammensetzung

Antibiotic-Antimycotic

Caseinpepton-Sojamehlpepton-
Agar zur Keimzahlbestimmung
und Isolierung von Mikroorga-
nismen Merckoplate®

Caseinpepton-Sojamehlpepton-
Bouillon fiir die Mikrobiologie

6X DNA Loading Dye
Dulbecco’s Modified Eagle's Me-
dium (DMEM)

EDTA

Ethanol

92

Sigma Aldrich Co. LLC, St. Louis
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Fermentas, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham
Biochrom, Berlin

Biological Industries, Kibbutz
Beit Haemek

Carl Roth, Karlsruhe

> 99,5 %, Ph.Eur., reinst



Fetales Kalberserum (FBS)

Frontlaufmarker

GelRed Nucleic Acid Stain
Gene Ruler 100 bp DNA Ladder

Gene Ruler 1 kb DNA Ladder

Gentra® Puregene® Yeast/Bact.
Kit

LE Agarose

Glutaraldehyde solution, special-
ly purified for use as an electron
microscopy fixative

HEPES-Puffer
L-Glutamin

LIVE/DEAD® Viability/Cytoto-
xicity Assay Kit, for mammalian
cells

Malzextrakt-Bouillon fiir die Mi-
krobiologie

Phosphatgepufferte  Salzlésung

(PBS)
Polylysin

QIAmp DNA Blood Mini Kit
TBE-Puffer

Trypsin

Sigma Aldrich Co. LLC, St. Louis

Biotium, Hayward

Fermentas, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham
Fermentas, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham

Qiagen, Hilden

Biozym Scientific GmbH, Hes-
sisch Oldendorf

Sigma Aldrich Co. LLC, St. Louis

Sigma Aldrich Co. LLC, St. Louis
Biochrom, Berlin

MolecularProbes®, Life Techno-
logies, Carlsbad

Merck KGaA, Darmstadt
Biochrom, Berlin

Biochrom

Qiagen, Hilden

Biological Industries, Kibbutz

Beit Haemek

42 g Harnstoff, Merck KGaA,
Darmstadt oder 50 g Saccharo-
se, Sigma Aldrich Co. LLC, St.
Louis, 200 pl 0,5 M EDTA ,pH
8.0, 100 ml Bidest, 0,1 g Brom-
phenolblau, Sigma Aldrich Co.
LLC, St. Louis, 100 ml bidest
H,0

10,000X in Wasser

Cell Suspension Solution, Lytic
Enzyme Solution, RNase A So-
lution, and Reagents

Grade |, 25% in H,O

wassrige Lésung mit 0,1 mg/ml
Poly-L-Lysin

108 g Tris, 55 g Borsaure, bei-
des Merck KGaA, Darmstadt, 40
ml 0,5 M EDTA, pH 8,0 (146,1
g EDTA, Aldrich Co. LLC, St.
Louis, 40 g NaOH, Merck KGaA,
Darmstadt, 1000 ml bidest H,O
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d) Préparationsprotokoll zur DNA-Extraktion der Hefen

94

Protocol: DNA Purification from Yeast Using the Gentra
Puregene Yeast/Bact. Kit

This protocol is for purification of genomic DNA from fresh or frozen samples of 1 ml
overnight yeast cultures [approximately 1-2 x 10° cells) using the Gentra Puregene
Yeast/Bact. Kit.

Things to do before starting

B Preheat water baths to 37°C for use in steps 6 and 20 and 65°C for use in step 21
of the procedure.

B Frozen yeast samples should be thawed and equilibrated to room temperature
(15-25°C) before beginning the procedure.

Procedure

1. Prepare an overnight culture containing 1-2 x 108 cells.

2. Transfer 1 ml of the cell suspension to a 1.5 ml microcentrifuge tube on ice.

3. Centrifuge for 5 s at 13,000~16,000 x g to pellet cells.

4. Carefully discard the supernatant by pipetting or pouring.

5. Add 300 pl Cell Suspension Solution, and pipet up and down.

6. Add 1.5 pl Lytic Enzyme Solution, and mix by inverting 25 times. Incubate for

30 min at 37°C.

Centrifuge for 1 min at 13,000-16,000 x g to pellet cells.

Carefully discard the supematant by pipetting or pouring.

9. Add 300 pl Cell Lysis Solution, and pipet up and down to lyse the cells.

10. Add 100 pl Protein Precipitation Solution, and vortex vigorously for 20 s at high
speed.

11. Centrifuge for 3 min at 13,000-16,000 x g.

The precipitated proteins should form a tight pellet. If the protein pellet is not tight,
incubate on ice for 5 min and repeat the centrifugation.

@ N

12. Pipet 300 pl isopropanol into a clean 1.5 ml microcentrifuge tube and add the
supernatant from the previous step by pouring carefully.

Be sure the protein pellet is not dislodged during pouring.
13. Mix by inverting gently 50 fimes.
14. Centrifuge for 1 min at 13,000-16,000 x g.

The DNA may be visible as a small white pellet.

15. Carefully discard the supernatant, and drain the tube by inverfing on a clean piece
of absorbent paper, taking care that the pellet remains in the tube.
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16.
17.
18.

19.
20.

21.
22,

Add 300 pl of 70% ethanol and invert several times to wash the DNA pellet.
Centrifuge for 1 min at 13,000-16,000 x g.

Carefully discard the superatant. Drain the tube on a clean piece of absorbent
paper, taking care that the pellet remains in the tube. Allow to air dry for 5 min.

The pellet might be loose and easily dislodged. Avoid over-drying the DNA pellet,
as the DNA will be difficult fo dissolve.

Add 100 pl DNA Hydration Solution and vortex for 5 s at medium speed to mix.
Add 1.5 pl RNase A Solution, and mix by vortexing by 1 s. Pulse spin to collect
liquid, and incubate at 37°C for 15-60 min.

Incubate at 65°C for 1 h to dissolve the DNA.

Incubate at room temperature (15-25°C) overnight with gentle shaking. Ensure
tube cap is tightly closed to avoid leakage. Samples can then be centrifuged briefly
and transferred to a storage tube.
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e) Praparationsprotokoll zur DNA-Extraktion der gramnegativen Bakterien

Protocol: DNA Purification from Gram-Negative
Bacteria Using the Gentra Puregene Yeast/Bact. Kit

This protocol is for purification of genomic DNA from fresh or frozen samples of 0.5 ml
Gram-negative bacterial cultures using the Gentra Puregene Yeast/Bact. Kit.

Things to do before starting

B Preheat water baths to 37°C for use in step 6, 65°C for use in step 18, and 80°C
for use in step 5 of the procedure.

B Gramnegative bacterial cultures can be used either fresh or frozen. Typically, an
overnight culture contains 1-3 x 107 cells/ml. Due to the small genome size of
Gram-negative bacteria, up to 3 x 10° cells may be used for the protecol. Thus,
culture can either be used directly, or, if necessary, concentrated by centrifuging.
To concentrate, pellet 1 ml of overnight culture at 13,000-16,000 x g for 1 min.
Remove the supernatant, leaving 200 pl residual fluid. Thoroughly suspend the
pellet in the residual fluid by pipetting up and down 10 times. Place the sample
on ice for immediate use or store frozen at ~80°C.

B Frozen bacterial samples should be thawed and equilibrated to room temperature
(15-25°C) before beginning the procedure.

@
a
3
=
&
_ﬂr
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3
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g

Procedure
1. Prepare an overnight culture.

2. Transfer 500 pl of the culture (containing approximately 0.5-1.5 x 107 cells) to @
1.5 ml microcentrifuge tube on ice.

3. Centrifuge for 5 s at 13,000-16,000 x g to pellet cells.
Carefully discard the supernatant by pipetting or pouring.

5. Add 300 pl Cell Lysis Solution, and mix by pipetting up and down. Incubate sample
at 80°C for 5 min to lyse the cells.

Samples are stable in Cell Lysis Solution for at least 2 years at room temperature
[15-25°C).

6. Add 1.5 pl RNase A Solution, and mix by inverting 25 times. Incubate for
15-60 min at 37°C.

Incubate for 1 min on ice fo quickly cool the sample.

8. Add 100 pl Protein Precipitation Solution, and vortex vigorously for 20 s at high
speed.

9. Centrifuge for 3 min at 13,000-16,000 x g.

The precipitated proteins should form a tight pellet. If the protein pellet is not tight,
incubate on ice for 5 min and repeat the centrifugation.
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10.

11.
12.

13.

14.
15.
16.

17.
18.
19.

Pipet 300 pl isopropanol into a clean 1.5 ml microcentrifuge tube and add the
supernatant from the previous step by pouring carefully.

Be sure the protein pellet is not dislodged during pouring.
Mix by inverting gently 50 times.

Centrifuge for 1 min at 13,000-16,000 x g.

The DNA will be visible as a small white pellet.

Carefully discard the supernatant, and drain the tube by inverting on a clean piece
of absorbent paper, taking care that the pellet remains in the tube.

Add 300 pl of 70% ethanol and invert several times to wash the DNA pellet.
Centrifuge for 1 min at 13,000-16,000 x g.

Carefully discard the supernatant. Drain the tube on a clean piece of absorbent
paper, taking care that the pellet remains in the tube. Allow to air dry for 5 min.

The pellet might be loose and easily dislodged. Avoid over-drying the DNA pellet,
as the DNA will be difficult to dissolve.

Add 100 pl DNA Hydration Solution and vortex for 5 s at medium speed to mix.
Incubate at 65°C for 1 h to dissolve the DNA.

Incubate at room temperature overnight with gentle shaking. Ensure tube cap is
tightly closed to avoid leakage. Samples can then be centrifuged briefly and
transferred to a storage tube.
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f) Praparationsprotokoll zur DNA-Extraktion der HaCaT-Zellen (QIAmp DNA Blood
Mini Kit)
(Protease-Stocklosung: 24 mg + 1,2 ml Losung (stabil 2 Monate: 2-8 °C, aliquot. -20 °C))
e 20 pl Proteaselosung + 200 pnl Zelllosung mischen
e + 200 pnl Buffer AL, mischen, kurz zentrifugieren
e 20 min Inkubation bei 56 °C, kurz zentrifugieren
e + 200 pl 96-100 % Ethanol, mischen, kurz zentrifugieren
o gesamtes Volumen auf Sdule pipettieren (620 pl/ Sédule)
e Zentrifugieren: 1 min. 8000 rpm
e Eluat verwerfen, Saule in neues E-Cup stellen
e + 500 pl AW1
e Zentrifugieren: 1 min. 8000 rpm
e Eluat verwerfen
e + 500 pl AW2
e Zentrifugieren: 2 min. 13000 rpm
e Eluat verwerfen
e Wdh. trockenzentrifugieren
e Saule in steriles 1,5 ml E-Cup stellen
e + 200 pl Buffer AE, 1 min Inkubation bei Raumtemperatur
o Zentrifugieren: 1 min. 8000 rpm

e Fluat enthalt DNA
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