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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

1.1 EINLEITUNG

Die Zahl der Patienten in Deutschland, die unter chronischen Wunden leiden,
liegt bei uber drei Millionen (Diehm, 2005). Die haufigsten Formen der
chronischen Wunden sind der Dekubitalulkus, Ulcus cruris (Landendorfer,
2005) und das diabetische Fullsyndrom. Aufgrund der demographischen
Entwicklung der Bevolkerung und der stetig steigenden Anzahl an Diabetes
mellitus erkrankten Menschen (Tuomilehto, Lindstrom et al., 2001) ist mit
einem Ruckgang dieser Problematik nicht zu rechnen. Das Krankheitsbild der
chronischen Wunde belastet jedoch nicht nur den Betroffenen, sondern
beinhaltet auch enorme volkswirtschaftliche Probleme, die schwer
abzuschatzen sind.

Zudem sind viele chronische Wunden mit Bakterien infiziert (Hansson, Hoborn
et al.,, 1995), wodurch der Heilungsverlauf zusatzlich eingeschrankt wird. Die
Beseitigung der Infektionen ist demnach das wichtigste Ziel fir eine
beschleunigte Wundheilung und eine Gabe von Antibiotika bei mehr als der
Halfte der Patienten mit chronischen Wunden indiziert (Tammelin, Lindholm et
al., 1998). Allerdings erfordert die effektive Antibiose, aufgrund standig
steigender und neuer Resistenzen der Bakterien (Mason, Howard et al., 2003;
Shah und Mohanraj, 2003), eine sorgfaltige Analyse des Keimspektrums und
haufig eine systemische Antibiotikagabe. Dementsprechend sollte eine lokale
Therapie der Wunde vermieden werden, da die Moglichkeiten der lokalen
Antibiotikatherapie stark begrenzt sind und mehrfach von einer systemischen
Antibiose unterstitzt werden miussen (Howell-Jones, Wilson et al., 2005). Da
bereits mehr als die Halfte des isolierten Wundkeims Staphylococcus aureus
eine Resistenz zeigen (Colsky, Kirsner et al., 1998), wird vermehrt nach
alternativen Behandlungsmethoden gesucht. Hierbei konnte die Therapie mit
sterilen Fliegenmaden fur die Zwecke der modernen Wundheilung

wiederentdeckt werden (Sherman, Hall et al., 2000). Obwohl bereits viele
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Erfolge bei der Behandlung von mit resistenten Keimen infizierten Wunden mit
Fliegenmaden erzielt werden konnten (Dissemond, Koppermann et al., 2002),
ist die Vorstellung der Applikation von Maden auf die offene Wunde
abschreckend. Die Erforschung des Wirkmechanismus der Maden fuhrte zu
der Erkenntnis, dass besonders das Sekret der Maden die erfolgreiche
Behandlung von Wunden ermoglicht (Grassberger und Frank, 2003).

Neben der Problematik der effektiven Desinfektion chronischer Wunden ist die
Wundversorgung mit dem richtigen Verbandmaterial ein weiterer wichtiger
Faktor. Es existiert ein groles Spektrum an modernen Wundverbanden, die
oft das Ziel einer feuchten Wundversorgung verfolgen (Wolf, 1998). Zudem ist
es wichtig die Frequenz eines Verbandwechsels so gering wie moglich zu
halten. Hierdurch wird primar die Wundheilung geférdert, aber es kommen
auch pragmatische Vorteile hinzu. Der Betreuungsaufwand durch
Fachpersonal wird minimiert und die Vermeidung von Verbandmull beinhaltet
einen wichtigen okologischen Nutzen.

Um einen optimalen Wundverband zu erhalten, der nicht nur eine wirksam
desinfizierende Substanz beinhaltet, die Uber einen langeren Zeitraum die
Wunde versorgt, sondern der auch okologisch betrachtet effektiv ist, kann der
Einsatz von bioresorbierbaren Polymeren eine Alternative darstellen (Behrend,
Schmitz et al., 2000). Das Problem dieser Polymere besteht allerdings darin,
dass sie nicht nur wenig Kapazitat fur die Aufnahme eines Wirkstoffes haben,
sondern auch deren vollstandiger Abbau eine Zeitdauer von mehreren
Monaten erfordert (Behrend, Schmitz et al., 2000). Diese Polymere lassen sich
in synthetische und naturliche Materialien einteilen. Ein naturliches Polymer,
das auch in der Wundheilung nicht zu ersetzen ist, stellt hierbei die Cellulose
dar. Die typischen Cellulosematerialien sind Baumwolle und Viskose, jedoch
erstreckt sich das medizinische Einsatzgebiet von mikrobieller Cellulose bis
zum Gefalersatz in der Mikrochirurgie (Marsch, Udhardt et al.,, 2000). Die
Verwendung von Cellulosetextilien in der chronischen Wundheilung beinhaltet

einige Nachteile, wie z.B. die Bildung kleiner Fragmente oder das Verkleben
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mit der Wunde. Obwohl diese Probleme zu einem ricklaufigen Einsatz der
Cellulose fuhrt, bietet die Cellulose viele Vorteile. Die Cellulose ist das
haufigste Biopolymer auf der Erde. Zudem bieten die Cellulosematerialien
aufgrund der Faserstruktur eine hohe Aufnahmekapazitat fur ein mogliches
Therapeutikum zur lokalen Behandlung der Wunde und der Abbau dieses
Polymers ist durch enzymatische Hydrolyse moglich (Schurz, Honel et al.,
1985). Der Einsatz von cellulolytischen Enzymen rickt aufgrund des regen
Interesses am Rohstoff Cellulose immer mehr in den Mittelpunkt und ist
demzufolge genau untersucht (Lynd, Weimer et al., 2002). Fur die
Wundheilung konnte sich hieraus ein interessantes Einsatzgebiet ergeben, da
der Abbau der Cellulose bis auf seinen Grundbaustein Glukose madglich ist
und auf einen mit Nachteilen verbundenen Verbandwechsel verzichtet werden
kann. Das ,Abfallprodukt® Glukose kann vom Korper aufgenommen werden
und hat keinen negativen Einfluss auf die Wundheilung (Koessi, Peltonen et
al., 1999).

1.2 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Obwohl das Krankheitsbild der chronischen Wunde genau erforscht ist und die
Maoglichkeiten der modernen Wundtherapie sehr vielseitig sind, mussen
standig neue Alternativen entwickelt werden. Hierbei stehen vor allem der
Patient und die effektive Behandlung seiner Erkrankung im Vordergrund.
Jedoch rucken auch wirtschaftliche und 6kologische Faktoren immer mehr in
den Mittelpunkt des Interesses. Eine innovative Wundauflage muss
dementsprechend eine wirksame Wunddesinfektion, im Idealfall nur durch
eine lokale Applikation des Therapeutikums, eine Minimierung der Haufigkeit
des Verbandwechsels sowie den Einsatz naturlicher Ressourcen ermoglichen.
In der vorliegenden Arbeit sollen die Grundlagen zur Entwicklung einer

Wundauflage geschaffen werden. Die Wundauflage soll aus dem naturlichen
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Rohstoff Cellulose bestehen und einen Wirkstoff enthalten, der Uber einen
langeren Zeitraum hinweg in gleichmaRiger Konzentration an das Wundmilieu
abgegeben wird. Die Steuerung der Wirkstofffreisetzung soll parallel zum bzw.
durch den enzymatischen Abbau des Cellulosematerials durch eine Cellulase
stattfinden. Dadurch kénnte die Wundauflage mehrere Tage auf der Wunde
verbleiben und sich schlieBlich komplett auflosen. Aufgrund der strengen
Indikationsstellungen fir viele Lokaltherapeutika zur Behandlung chronischer
Wunden und der Effektivitat von sterilen Maden in der Wundheilung soll das
Sekret der Maden der Fliegengattung Lucilia sericata als Wirkstoff in den
Trager integriert werden. Fur die Realisierung dieser patentierten I|dee
(Fleischmann, 2000) soll das Sekret durch Gefriertrocknung in eine feste Form
uberfuhrt und an ein Cellulosematerial adsorbiert werden.

Die Charakterisierung moglicher Cellulosematerialien soll sowohl in Hinblick
auf deren Eignung als Trager fur das Madensekret als auch auf deren Abbau
durch ein Enzym stattfinden. Hierbei sollen Eigenschaften ermittelt werden, die
eine Wechselwirkung zwischen dem Madensekret und der Trageroberflache
positiv bezuglich der Stabilitat des Sekrets beeinflussen. Nach der Auswahl
von moglichen Tragermaterialien sollen der enzymatische Abbau und die
Freisetzung des Wirkstoffes genauer untersucht werden.

Die Arbeiten wurden im Rahmen eines Verbundprojekts mit den Hohensteiner
Instituten durchgefuhrt und mit Mitteln des Bundesministeriums fur Bildung
und Forschung (BMBF) finanziert.
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2 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

2.1 EINSATZ STERILER FLIEGENMADEN ZUR BEHANDLUNG CHRONISCHER
WUNDEN

2.1.1 PHYSIOLOGIE DER WUNDHEILUNG

Eine Wunde ist ein, meist durch eine Verletzung entstandener, Defekt des
Deckgewebes oder eine mit Gewebeverlust einhergehende Gewebetrennung
(Thews, Mutschler et al., 1999). Die nach Entstehung einer Wunde
einsetzende kutane Wundheilung ist durch ein Zusammenspiel von zellularen
und extrazellularen Bestandteilen gepragt. Unmittelbar nach der Zerstorung
des Schutzmantels der Haut wird im Korper eine vielschichtige biochemische
Kaskade aktiviert, deren Ziel der zugige Wundverschluss ist. Dieser Prozess
umfasst im Allgemeinen drei verschiedene Phasen, die normalerweise zeitlich
hintereinander ablaufen, aber sich durchaus Uberschneiden kénnen. In diesen
Phasen werden unterschiedliche Wachstumsfaktoren und inflammatorische
Mediatoren freigesetzt (Scheithauer und Riechelmann, 2003).
Die Einteilung der Phasen ist wie folgt moglich:

1. Exsudative Phase (1. bis 3. Tag)

2. Proliferative Phase (4. bis 7. Tag)

3. Reparationsphase (ab dem 8. Tag)
In der exsudativen Phase (Reinigungsphase) reinigt der Koérper die Wunde
durch vermehrte Flussigkeitsausschwemmung. Zusatzlich kommt es zur
Hamostase durch das Zusammenspiel von Thrombozyten und der
Gerinnungskaskade. Zudem sind die typischen Merkmale einer
physiologischen Entziindung (Rétung, Schwellung und Schmerz) zu erkennen.
Bereits 2 — 4 Stunden nach der Gewebslasion beginnt die Phase der
Reepithelisierung.
In der proliferativen Phase, der so genannten Granulationsphase, ist aus der

beginnenden Reepithelisierung am Wundgrund bereits ein neues gefalireiches
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Gewebe entstanden, das den Defekt ausflllt (Scheithauer und Riechelmann,
2003). In dieser Phase wandern eine Reihe von unterschiedlichen Zellen, z.B.
Fibroblasten, Angioblasten und Keratinozyten in die Wunde. Sie beginnen sich
zu teilen und differenzieren zu Kollagengewebe aus.

In der abschlielienden Reparationsphase, der so genannten Epithelisierungs-
phase, kommt es zur Vollendung der Kollagensynthese. Durch eine
Ruckbildung der Kapillaren blasst die Wunde ab und verandert sich unter
zunehmender Schrumpfung zu einer Narbe.

Im Regelfall erfolgt eine normal verlaufende Gewebereparatur, die nach
spatestens sechs Wochen abgeschlossen sein sollte. Allerdings kommt es
gelegentlich zu Stérungen dieses Heilungsgleichgewichts und die Wunde zeigt
uber Wochen keine Heilungstendenz. In diesen Fallen spricht man von
chronischen Wunden. Die Ursachen der gestorten Wundheilung konnen
vielschichtig sein und lassen sich in regionale und systemische Faktoren
unterscheiden (Scheithauer und Riechelmann, 2003). Zu den regionalen
Faktoren gehodren z.B. die Wundinfektion, Fremdkorpereinschluss oder die
Lokalisation der Wunde. Beispiele fir systemische Faktoren, die eine gestorte
Wundheilung hervorrufen kdnnen, sind Tumorerkrankungen, das Lebensalter
des Patienten oder Erkrankungen, die mit einer gestorten Wundheilung

einhergehen (Diabetes mellitus) (Scheithauer und Riechelmann, 2003).

2.1.2 PROBLEMATIK DER CHRONISCHEN WUNDHEILUNG

Die haufigsten Wundtypen der chronischen Wunden sind das Ulcus cruris, der
diabetische Ful® und der Dekubitus. Hierbei handelt es sich vorwiegend um
Krankheitsbilder, bei denen entweder die Durchblutung von Extremitaten nicht
gewahrleistet ist oder aber die Versorgung mit Nahrstoffen bzw. die
Entsorgung von Giftsoffen in den betroffenen Bereichen nicht ausreichend ist.
In allen diesen Fallen kommt es nicht selten zu therapierefraktaren Wunden.

Die haufigste Ursache fur die lange Zeitdauer der Wundheilung liegt in einer
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Wundinfektion. Diese entsteht vor allem durch nekrotische Ablagerungen in
den Wunden. Aufgrund der Tatsache, dass Nekrosen von der Blutversorgung
abgekoppelt sind, kdnnen keine immunkompetenten Zellen in diese Bereiche
gebracht werden und einen bakteriellen Befall verhindern (Fleischmann, Russ
et al., 1998). Fur eine erfolgreiche Wundheilung ist dementsprechend eine
Beseitigung der Nekrose, aber auch der pathogenen Keime obligat. Eine rein
lokale Antibiose ist nicht ausreichend und kann zu Resistenzen fuhren. Somit
ist fur eine optimale Infektionsbeseitigung nur die Erstellung eines
Antibiogramms mit anschlieBender systemischer Antibiotikagabe denkbar
(HauBRmann, 2000). Weitere Moglichkeiten zur Entfernung der Nekrose sind
das chirurgische bzw. das enzymatische Wunddebridement. Beim
chirurgischen Eingriff besteht die Gefahr der WundvergroRerung, da eventuell
gesundes Gewebe mit entfernt werden kann. Bei der zweiten Methode ist mit

einer sehr langen Behandlungszeit zu rechnen.

2.1.3 VERWENDUNG STERILER FLIEGENMADEN ZUR WUND-
HEILUNG

Wenn eine Wundinfektion mit gangigen lokalen oder systemischen Antibiotika
nicht mehr therapierbar ist bzw. eine Nekrose aus verschiedenen Grunden
chirurgisch nicht entfernt werden kann, ist alternativ die Methode der
Biochirurgie anwendbar. Der Begriff Biochirurgie ist deshalb zutreffend, da im
Vergleich zum herkdmmlichen Debridement nicht mit einem Skalpell, sondern

mit biologischem Material gearbeitet wird (Haumann, 2000).

2.1.3.1 Erfolge der Madentherapie

Die Urspringe der Madentherapie liegen bereits fast 500 Jahre zurlck, als
Chirurgen von (nicht immer positiven) Auswirkungen der Maden in den
Wunden verletzter Soldaten berichteten (Grassberger und Frank, 2003). Eine

genaue Untersuchung des wundheilungsfordernden Potentials steriler
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Fliegenmaden begann erst in den dreiBiger Jahren des 20. Jahrhunderts
(Baer, 1931). Allerdings gerieten die Erfolge dieser Behandlungsmethode mit
der Erfindung der Antibiotika schnell in Vergessenheit. Mit der zunehmenden
Resistenzentwicklung gegenuber Antibiotika und einhergehenden schlechten
Behandlungserfolgen wurde diese Therapieform wiederentdeckt (Bonn, 2000).
Besonders bei der Behandlung von Wunden mit Methicillin-resistenten
Staphylococcus aureus (MRSA) kann die Verwendung der Fliegenmaden eine
neue und kostengtinstige Option darstellen (Wolff und Hansson, 1999). Zudem
konnte vor allem bei alteren Patienten eine sehr gute, schnelle und effektive
Wundheilung durch den alternativen Einsatz von Maden beobachtet werden

(Mumcuoglu, Ingber et al., 1999).

2.1.3.2 Wirkmechanismen der Madentherapie

Die am haufigsten eingesetzten Maden zur Biochirurgie stammen aus der
Familie der Calliphoridae (Schmeil¥fliegen). Die Gattung heildt Lucilia sericata
(Goldfliegen) (Dissemond, Koppermann et al., 2002). Diese Maden sind reine
Nekrophagen, das heildt, sie ernahren sich ausschliel3lich von abgestorbenem
Gewebe, wobei intakte Zellen nicht beeintrachtigt werden. Damit sind Maden
in der Lage zwischen lebenden und toten Zellen zu unterscheiden. Zudem
sind die Maden ausschliel3lich aerob, womit ein Vordringen in tiefere
Gewebsschichten nahezu ausgeschlossen ist (Lerch, Linde et al., 2003).
Interessanterweise soll sich auch die Zusammensetzung des von den Larven
sezernierten Sekretes je nach Wundbeschaffenheit unterscheiden
(HauBRmann, 2000), womit auch bislang ausbleibende Resistenzen zu erklaren
sind. Das Sekret der Maden stellt die wichtigste Wirkkomponente dieser
Therapieform dar und lasst sich in drei Wirkmechanismen einteilen: Nekrolyse,
antimikrobielle Wirkung und Stimulation der Wundheilung. Die nekrolytische
Wirkung der Maden ist vor allem auf das Vorhandensein von proteolytischen

Enzymen zurlckzufiihren (Chambers, Woodrow et al., 2003; Schmidtchen,
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Wolff et al., 2003; Vistnes, Lee et al., 1981), die eine hohe Selektivitat gegen
Wundschorf und Nekrosen haben (Vistnes, Lee et al., 1981). Durch die
proteolytische Aktivitat der Enzyme verflissigt sich der nekrotische Belag und
kann von den Maden aufgenommen und verdaut werden. Ein weiterer Grund
fur die sichere Nekrolyse ist stark mit der Beseitigung von Bakterien
verbunden. Da sowohl die Maden, deren Sekret (Thomas, Andrews et al.,
1999) und auch deren Verdauungstrakt (Mumcuoglu, Miller et al., 2001) eine
hohe bakterizide Wirkung haben sollen, kann eine effektive Entfernung des
abgestorbenen Gewebes erfolgen. Einen weiteren Ansatz zur Erklarung der
antibiotischen Wirkung gibt Greenberg (Greenberg, 1968), der von einer
bakteriziden Wirkung des larvalen Mitteldarms ausgeht. Zudem kdnnen
standig neue Bestandteile mit antibiotischer Wirkung aus dem Sekret isoliert
und charakterisiert werden (Bexfield, Nigam et al., 2004). Fur die Stimulation
der Wundheilung durch die Maden werden ebenfalls mehrere Grinde
diskutiert. Zum einen fuhrt die Beseitigung der Nekrose und des bakteriellen
Befalls zu einer vermehrten Durchblutung und damit besseren Wundheilung.
Zum anderen konnte Prete (Prete, 1997) einen wachstumsstimulierenden
Effekt von Fibroblastenkulturen in Verbindung mit der Anwesenheit von
Madensekreten nachweisen. Zusatzlich konnten agonistische Effekte des
Madensekretes auf die Fibroblastenadhasion gefunden werden (Horobin,
Shakesheff et al., 2003). Unter dem Einfluss von Fliegenmaden kommt es zu
einer raschen Auffullung der Wunde durch Granulationsgewebe und damit zu

einer schnellen Wundverkleinerung (Fleischmann, Russ et al., 1999).

2.1.3.3 Problematik der Madentherapie

Eine Applikation der Maden bedarf einer gewissen Ubung und Erfahrung, um
einen zuverlassigen Verband anzulegen. Dieser Verband muss das
Entweichen der Maden aus der Wundregion verhindern, aber auch einen

Kontakt zu angrenzendem Gewebe minimieren. Obwohl die Maden selektiv
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abgestorbenes Gewebe angreifen, kann eine Uberexpression der
proteolytischen Verdauungsenzyme auch die gesunde Haut im Bereich der
Wundrander angreifen (Grassberger und Frank, 2003). Diese Tatsache
erfordert eine fachmannische Betreuung und ist dementsprechend zeit- und
kostenintensiv. Weiterhin handelt es sich bei den Maden um Lebewesen, die
sich mit Hilfe von Hakenkranzen (Abbildung 2.1-1) sehr agil auf dem
Wundboden bewegen kdnnen. Die dadurch hervorgerufene mechanische
Reizung kann sehr schmerzhaft sein und ein Abbruch der Behandlung

erfordern.

Abbildung 2.1-1 rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Haken-
kranzen der Fliegenmaden (Fleischmann und
Grassberger, 2002)

Zudem kommt es zu einer nicht unerheblichen psychologischen Abneigung
von Seiten der Patienten und auch des Personals (Arzt, Pflegepersonal)
(Thomas, Jones et al., 1996). Um die Akzeptanz auf beiden Seiten zu
erhohen, aber auch den Umgang mit den Maden zu erleichtern, wurde eine
geschlossene Verbandstechnik entwickelt (Grassberger und Fleischmann,
2002). Der so genannte Biobag (Abbildung 2.1-2) enthalt die lebenden Maden.
Die dinnen Membranen sind durchlassig fur die proteolytischen Enzyme der

Maden, wodurch diese das nekrotische Gewebe angreifen und damit

10



EINSATZ STERILER FLIEGENMADEN ZUR BEHANDLUNG CHRONISCHER WUNDEN

verflissigen kdnnen. Das saugfahige Material des Biobag erlaubt dann ein
Aufsaugen dieser Flussigkeit und dient als Nahrung fur die Maden. Durch die
hohe Saugfahigkeit des Biobag kann zudem vermehrt das verflissigte
Wundexsudat abtransportiert werden, was die Bildung von
Granulationsgewebe fordert. Ein zusatzlicher Vorteil dieses Verbands liegt
darin, dass eine Kontrolle der Wundheilung moglich ist und die Gefahr der

,Madenflucht‘ minimiert ist.

proteolytische
Enzyime

werdautes
Wilindexsudat

Abbildung 2.1-2 schematische Darstellung der Applikation von Maden
auf Wunden in einem Biobag (modifiziert nach der
Firma Biomonde)

Obwohl diese Applikationsform eine Erleichterung der Madentherapie
bedeutet, bleiben einige Nachteile der lebenden Made prasent. Zum einen
lasst sich der ,Ekelfaktor® zwar minimieren, aber nicht komplett beseitigen.
Zum anderen erfordern sowohl der offene Verband, als auch die Applikation
des Biobags, eine sorgfaltige Planung des Therapieeinsatzes. So ist die
,Lebenszeit* der Maden begrenzt und eine sorgfaltige Planung ihres Einsatzes
erforderlich. Sicherlich auch aufgrund der oben genannten Probleme fehlen

zudem grol3e randomisierte Studien, die diese Methode als ein etabliertes
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Verfahren einstufen lassen kénnen. Deshalb ist diese Therapie auf strenge
Indikationen wie chronische Wundinfektion, Osteomyelitis und Ulcus cruris
beschrankt und steht nur dann zur Verfigung, wenn andere Methoden nicht

zum Erfolg fuhren (Fleischmann, Russ et al., 1999).

2.2 ENzZYMATISCHE DEGRADATION VON CELLULOSEMATERIALIEN

2.2.1 STRUKTUR DER CELLULOSE

Der Hauptbestandteil von Baumwollfasern ist, neben z.B. Fetten, Wachsen,
Proteinen und Pektinen, mit circa 90% des Fasergewichtes Cellulose (Hartzell
und Hsieh, 1998). Cellulose ist einer der Hauptbestandteile in pflanzlichen
Zellwanden und macht bis zu 50% des Trockengewichtes von Pflanzen aus
(Lynd, Weimer et al., 2002). Das Spektrum der Cellulosematerialien in der
Textiltechnologie beinhaltet neben der allgemein bekannten Baumwolle auch
chemisch modifizierte Stoffe wie z.B. Viskose oder so genannte Lyocellfasern.
Die Cellulose ist ein Polysaccharid, das aus (-1,4-glycosidisch verknupften
Glukosemolekilen besteht (Abbildung 2.2-1). Zwei miteinander verbundene

Glukosebausteine werden als Cellobiose bezeichnet.

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
)—o o) 0 0
w\o OH Y o (OH Y o (OH
. OH OH OH OH],

Abbildung 2.2-1 schematische Darstellung von Cellulose

Die Celluloseketten bestehen aus mehreren tausend Cellobioseeinheiten und
konnen sich durch intermolekulare Wechselwirkungen (Wasserstoff-
brickenbindungen und Van-der-Waals-Bindungen) zu Fibrillen zusammen-

lagern. Hierbei konnen sowohl amorphe als auch kristalline Bereiche
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entstehen. Der kristalline Bereich Iasst sich in verschiedene Kristallgittertypen
einordnen, die so genannte Cellulose I; IlI; lll; IV oder X. In der Textil-
technologie sind allerdings nur Cellulose | und Il bedeutend (Nevell, 1995). In
der Natur kommt vorwiegend die Cellulose | vor, diese kann jedoch durch
Alkalieinfluss oder Regeneration in der Viskoseherstellung in die
thermodynamisch stabile Cellulose Il umgewandelt werden (Haga, Mori et al.,
2000).

2.2.2 CELLULOLYTISCHE ENZYME

2.2.2.1 Alilgemeines

Die Synthese cellulolytischer Enzyme, den so genannten Cellulasen, kann
sowohl durch Bakterien (Pere, Puolakka et al., 2001) als auch durch Pilze
(Hamada, Ishikawa et al., 1999) erfolgen. Der Einsatz von Cellulasen ist sehr
vielseitig. Neben der Verwendung in der Papierindustrie zur Verbesserung der
mechanischen Eigenschaften von Papier (Levy, Shani et al., 2002) werden
Cellulasen vor allem in der Textiltechnologie verwendet. Hierbei werden circa
10% aller Cellulosematerialien und Uber 80% des Denims (Jeansstoff) mit
Cellulase behandelt. In dieser enzymatischen Endbehandlung, dem so
genannten ,Biofinishing®, sollen Textilien von Cellulosefibrillen befreit werden
und beim anschlieRenden Gebrauch weniger fusseln (Khoddami, Siavashi et
al., 2002). Diese Methode wurde bereits vor circa 30 Jahren patentiert. Ein
weiteres Anwendungsgebiet fur Cellulasen ist die Herstellung von Ethanol als
Kraftstoff. Hierbei erfolgt der Abbau von Cellulose zu Glukose, die dann von
Hefen zu Ethanol fermentiert wird. Aufgrund des massenhaften Vorkommens
an Cellulose kdnnte eine gute Alternative geschaffen werden, die allerdings
aufgrund der hohen Kosten fur die Enzyme noch nicht wirtschaftlich ist. Zudem

werden Cellulasen in der Nahrungsmittelindustrie eingesetzt.
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2.2.2.2 Abbau von Cellulose

Der enzymatische Abbau von Cellulose ist sehr komplex und wird durch das
Zusammenspiel mehrerer Enzyme ermdglicht (Lynd, Weimer et al., 2002). Die
Einteilung der cellulolytischen Enzyme kann in drei Typen erfolgen, die in sehr
unterschiedlicher Weise die Spaltung des Cellulosemolekils durchfuhren. Je
nach Art des Abbaus der Ketten konnen die Enzyme in Endocellulasen,
Exocellulasen und B-Glucosidasen eingeteilt werden. Die Zusammensetzung
der Enzyme umfasst zudem noch weitere Untergruppen, die fur viele
Mikroorganismen bereits ausfuhrlich untersucht worden sind. So besitzt der
Pilz Humicola insolens mindestens zwei Exocellulasen und funf verschiedene
Endocellulasen (Schuelein, 1997). Fir das Grundprinzip der Cellulolyse soll
jedoch nur auf die Hauptklassen der Enzyme naher eingegangen werden. Ein
Schema zum enzymatischen Abbau der Cellulose wird in Abbildung 2.2-2

gegeben (modifiziert nach (Schurz, Honel et al., 1985)).

CEH | CEH I
- - C C «—
*~ S e et S S
— P——
ﬁiﬁ_m
R T NR o
zlucosidase
EG

Abbildung 2.2-2 schematische Darstellung des enzymatischen Abbaus
von Cellulose (Abkirzungen siehe Text)

Die Exocellulasen (Exo-B-1,4-glucanasen, Cellobiohydrolasen [CBH]) spalten
uberwiegend Cellobiose von den Kettenenden her ab (Irwin, Spezio et al.,
1993). Je nach Abbau der Kette vom reduzierenden Ende (R) oder vom
nichtreduzierenden Ende (NR) werden die Enzyme CBHI| und CBH I
voneinander unterschieden (Barr, Hsieh et al., 1996). Die Endocellulasen

(Endo-B-1,4-glucanasen [EG]) spalten Celluloseketten hauptsachlich an den
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amorphen Stellen in kleinere Oligomere. Der komplette Abbau zum
Grundbaustein Glukose erfolgt dann durch die B-Glucosidasen (Lynd, Weimer
et al., 2002). Eine Hydrolyse der kristallinen Bereiche (C) ist allerdings nur
durch eine synergistische Wirkung von Endo- und Exocellulasen maoglich. Der
Mechanismus des enzymatischen Abbaus ist ausflhrlich beschrieben und

kann der Literatur entnommen werden (Sarkar und Etters, 2004).

2.2.3 ANFARBEN VON CELLULOSEMATERIALIEN MIT REAKTIV-
FARBSTOFFEN

Zur Bestimmung der Aktivitdt von Cellulasen mussen mehrere Alternativen
berlcksichtigt werden. So unterscheiden sich die Aktivititen eines
Cellulasesystems bereits bei unterschiedlichen Substraten. Zudem ist die
Bestimmung einer Enzymkomponente nur ungenau moglich, da synergistische
Effekte nicht auszuschlielen sind. Die Moglichkeiten der Aktivitatsbestimmung
von Cellulasen kénnen in zwei Gruppen eingeteilt werden. Zum einen kdnnen
|6sliche Substrate wie z.B. Hydroxyethylcellulose verwendet werden, um die
Abnahme der Viskositat oder freiwerdende reduzierende Zucker (Miller, 1959)
zu bestimmen. Hierdurch ist es maoglich, die Aktivitat der Exocellulasen zu
bestimmen. Die Quantifizierung der gesamten cellulolytischen Enzyme kann
vor allem mit unléslichen Substraten wie z.B. Baumwolle oder gefarbter
mikrokristalliner Cellulose durchgefuhrt werden (Wood, 1988). Die
Verwendung von Baumwolle als Substrat zur Aktivitatsbestimmung beinhaltet
sowohl die Bestimmung der entstehenden Glukosekonzentration als auch den
resultierenden Masseverlust und den ,Fusselrickstand“ (Cavaco-Paulo,
Almeida et al., 1996).

Das Prinzip der Aktivitatsbestimmung mittels gefarbter mikrokristalliner
Cellulose basiert auf der Spaltung der Celluloseketten in wasserlésliche
gefarbte Kohlenhydrate. Das Farben des Cellulosematerials ist mit so

genannten Direkt- oder Reaktivfarbstoffen moglich (Buschle-Diller und Traore,
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1998). Bei der Verwendung von Reaktivfarbstoffen kommt es zur Ausbildung
einer kovalenten chemischen Bindung zwischen dem Farbstoff und der
Cellulose (Stamm, Zollinger et al., 1961), so dass eine reversible Adsorption
des Farbstoffes ausgeschlossen und ein reines Abwaschen von der Faser
nicht moglich ist. Ein haufig verwendeter Reaktivfarbstoff ist das
Remazolbrilliantblau (Abbildung  2.2-3), der zur  Gruppe der
Vinylsulfonreaktivfarbstoffe gehért (Stamm, 1963). Die Formel des
Remazolbrilliantblaus enthalt keine Vinylsulfongruppe. Diese reaktive Gruppe
entsteht erst unter alkalischen Reaktionsbedingungen durch Abspaltung eines
Sulfations. Anschlieend koénnen die Hydroxylgruppen der Cellulose

nukleophil mit dem Vinylsulfon reagieren.

NHO

S O Na
O‘O .
O HN g@o—s—o Na
I o}
oy

Abbildung 2.2-3 Formel von Remazolbrilliantblau (mit Angabe des
reaktiven Zentrums)
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EINLEITUNG

3 METHODEN

3.1 EINLEITUNG

Ein sehr wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit liegt in der Charakterisierung
der Fasermaterialien, da diese die Basis fur die Herstellung einer
Wundauflage darstellen. Hierfir konnten gangige Methoden bzw. Analytiken
verwendet werden, um einen detaillierten Einblick in die Struktur und
Beschaffenheit der Fasern zu erlangen. Die in der Fasertechnologie immer
haufiger verwendete Methode der inversen Gaschromatographie (Jacob und
Berg, 1994) soll fur ein besseres Verstandnis der Resultate in diesem Kapitel
genauer beschrieben werden. Wenn einige Verfahren nur sehr spezifisch in
dem jeweiligen Kapitel zur Anwendung kommen, werden diese vorher kurz

erlautert und in diesem Teil nicht explizit beschrieben.

3.2 METHODEN ZUR STRUKTURAUFKLARUNG

3.2.1 RONTGENDIFFRAKTOMETRIE

Um AufschlUsse uber die Kristallinitat einer Probe gewinnen zu kénnen, wurde
die Rontgendiffraktometrie  verwendet. Hierbei wurde ein Rdntgen-
diffraktometer (Stoe & Cie, Darmstadt, Deutschland) ausgestattet mit einer
stationaren Kupferanode (40 kV, 30 mA, 1,2 kW) eingesetzt. Die von der
Anode emittierte elektromagnetische Rontgenstrahlung (CuKa1; Graphit-
Monochromator) trifft auf die Probe, die in einen rotierenden Probenhalter
zwischen zwei Mylar-Folien eingespannt ist. Diese Strahlung wird je nach
Kristallanordnung in der Probe mehr oder weniger stark gebeugt (gestreut),
mit einem Zahlrohr (PSD, Position Sensitive Detector) erfasst und zu einem
elektrischen Signal transformiert. Dieses charakteristische Interferenzmuster
wird Rdntgendiffraktogramm genannt und beinhaltet die Intensitaten der

Streustrahlung aufgetragen gegen den Winkel 268. Dieser so genannte 206-Wert
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bezeichnet den Winkel der von der Probe gebeugten Rontgenstrahlung. Die in
dieser Arbeit dargestellten Rontgendiffraktogramme wurden einem
Winkelbereich von 5° 28 bis 50° 206 vermessen. Sind in einer Probe keine
kristallinen Bereiche vorhanden, entsteht im Rontgendiffraktogramm lediglich
ein Rauschen (amorpher Halo) und es sind keine Peaks ersichtlich.

Diese Analysenmethode wurde verwendet, um Aussagen uber die Kristallinitat
der unterschiedlich behandelten Baumwollmaterialien treffen zu kdnnen.
Weiterhin ist diese Analytik zur Beurteilung der Lyophilisate nach der
Gefriertrocknung sehr wichtig, da sich das Auftreten kristalliner Bereiche

negativ auf die Stabilitat auswirken kann.

3.2.2 RASTERELEKTRONENMIKROSKOPIE

Die Strukturaufklarung der einzelnen Proben erfolgte durch Rasterelektronen-
mikroskopie. Die  Aufnahmen wurden mit Hilfe eines Raster-
elektronenmikroskops XL 20 (Philips, Eindhoven, Niederlande) erstellt. Fur die
Praparation wurden die Proben auf einen Aluminiumprobenhalter aufgebracht,
der mit einer beidseitig klebenden Leitfahigkeitsfolie (Leit-Tabs, Plannet
GmbH, Wetzlar, Deutschland) versehen war. AnschlieRend wurde die
Probenoberflache unter Argonatmosphare (50 Pa) in einem Zeitraum von 65 s
mit einer Goldbeschichtung versehen (Sputtercoater SCD 005, Bal-Tec AG,
Liechtenstein). Die Hohe der angelegten Beschleunigungsspannung (12 bis
15 kV) des Elektronenstrahls richtete sich nach der thermischen Stabilitat der
Probe.
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3.3 THERMOANALYTISCHE METHODEN

3.3.1 FEUCHTEGEHALT/THERMOGRAVIMETIRE
Die Bestimmung des Feuchtegehaltes (¢) der Lyophilisate erfolgte

thermogravimetrisch mit einer TGA 7 der Firma Perkin Elmer (Wellesley,
USA). Hierzu wurde ein ausgeglihtes tariertes Platinpfannchen mit circa 5 mg
Probe beladen. Diese Probenmasse (m) durchlief ein spezielles Temperatur-
programm, in dem die Probe zunachst bei 25°C fir die Dauer von 1 min
temperiert wurde. Anschliel3end wurde die Temperatur mit einer Rate von 5°C
pro min auf 150°C erwarmt und der verbliebene Rickstand als Trockenmasse
(my,) deklariert. Wahrend dieses Temperatur-Anstiegs erfolgt eine
Aufzeichnung der Masseabnahme gegen die Temperatur. Der prozentuale
Masseverlust der Probe wird als Feuchtigkeitsgehalt des Lyophilisates

angegeben. Die Messung wurde jeweils als Doppelbestimmung durchgeflnhrt.

3.3.2 DIFFERENTIAL SCANNING CALORIMETRY (DSC)

3.3.2.1 Einleitung

Zur Bestimmung der Hydrophilie eines Materials kann zusatzlich zur
Dynamischen Wasserdampf Sorption (siehe Kapitel 3.4.1) auch das direkte
Wasserbindungs-vermogen ermittelt werden. Hierbei erfolgt die Bestimmung
des Wasseranteils, der von der Oberflache der Probe so fest gebunden wird,
dass dieser bei einer Temperaturerniedrigung unter den Gefrierpunkt nicht
auskristallisiert. Die Ergebnisse des so ermittelten Wasserbindungsvermogens
konnen Aussagen Uuber die Struktur des Materials geben oder durch
Vergleiche zweier Messungen die Veranderungen der Oberflache nach einer

spezifischen Behandlung durch eine Saure bzw. Cellulase zulassen.
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3.3.2.2 Durchfiihrung

Die Ermittlung des Wasserbindungsvermogens erfolgte durch eine Korrelation
von funf Messpunkten. Hierfur wurde das Fasermaterial nach 24stlundiger
Lagerung bei 80°C in gleich groRe Proben (Durchmesser 4 mm) gestanzt. Mit
Hilfe einer Mikrowaage (MC5, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland) wurde
die Masse genau bestimmt. AnschlielRend wurden die verschiedenen Proben
in 40 ul Aluminiumpfannchen gegeben und mit steigenden Wasseranteilen
versetzt. Durch Differenzwagung wurde die genaue Menge des Wassers
bestimmt und die Pfannchen anschlieRend mit einem Deckel kalt verschweif3t.
Die Messungen erfolgten mit der so genannten ,closed pan“-Methode. Hierfur
wurde ein DSC 7 (Perkin Elmer, Wellesley, USA) verwendet. Hierbei handelt
es sich um ein leistungskompensiertes Gerat, das heildt, sowohl die Probe als
auch die Referenzzelle werden durch zwei Ofen getrennt voneinander beheizt.
Beide Elemente durchlaufen nun das gleiche Temperaturprogramm (siehe
Tabelle 3.3-1), wobei die Energieunterschiede zwischen Probe und Referenz
aufgezeichnet werden. Die bei der Kristallisation des ungebundenen Wassers
freiwerdende Warme wird als negatives Signal dargestellt. Mit Hilfe der
Software Pyris von der Firma Perkin Elmer erfolgte die Quantifizierung der
Kristallisationsenthalpien [J/g] der einzelnen Proben. Diese wurden gegen den
prozentualen Wasseranteil aufgetragen und der Schnittpunkt mit der Abszisse

als Wasserbindungsvermogen in Prozent festgelegt (Abbildung 4.2-4).

Tabelle 3.3-1 Temperaturprogramm der DSC zur Bestimmung des
Wasserbindungsvermogen

Temperatur [°C] Kihlrate [°C/min]
Start 30 8
Ende -50
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3.4 ADSORPTIONSMETHODEN
3.4.1 DYNAMISCHE WASSERDAMPF SORPTION

3.4.1.1 Einleitung

Eine Madglichkeit zur Differenzierung der einzelnen Materialien bietet die
Wechselwirkung mit Wasserdampf. Da dieser Prozess auf mehreren
Prinzipien wie z.B. Absorption, Adsorption, Kapillaritat oder Ldslichkeiten
beruht, ist eine sehr detaillierte Strukturaufklarung mdglich. Weiterhin kdnnen
Aussagen uber die Hydrophilie getroffen werden, die sehr wichtig bei
madglichen Freisetzungs- (Arzneistoffe) und Abbauprozessen (Cellulase) sein
konnen. Zur Ermittlung der Sorptionsisotherme einer Probe wird stufenweise
die Luftfeuchte, die um die Probe fliet, erhdoht, und die Masseanderung
aufgezeichnet (Abbildung 4.2-2).

3.4.1.2 Durchfiihrung

Alle Untersuchungen wurden mit einer Dynamischen Wasserdampf Sorption
DVS1 (Surface Measurement Systems, London, UK) auf Grundlage einer
gravimetrischen Messung durchgefiuhrt. Eine Abbildung des Gerates ist in
Abbildung 3.4-1 dargestellt und zeigt den schematischen Aufbau.

Ein Trockengasstrom (1) (Stickstoff 5.0) wird quantitativ durch eine Massen-
flusskontrolleinheit (2) gesteuert. Die Einstellung der angestrebten Luftfeuchte
erfolgt durch das Mischen zweier Gasstrome in einer Kontrollschleife (8),
wobei der eine Gasstrom ein Gefall mit reinem Wasser durchstromt
(Luftbefeuchtung [4]). Das Spektrum der angestrebten Luftfeuchten begann
bei 0% RH und wurde in Zehnerschritten kontinuierlich auf 90% RH
angehoben. AnschlieBend umstromt der eingestellte Gasstrom sowohl die
Proben- (5) als auch die Referenzschale (6). Die Massenanderungen werden
von einer Ultramikrowaage (3) (Cahn D200-Waage) ermittelt. Die Messung

erfolgt unter standiger Kontrolle der Luftfeuchte durch in den Probenkammern
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befindliche Messfihler (7) und unter Einhaltung der Temperatur. Hierfur
befindet sich die gesamte Messeinheit in einem temperaturkontrollierten

Inkubator mit einer Solltemperatur von 25°C £ 0,1°C.

ramperaturkontrolliemer

Inkuibator \

Ultramikrowaage (3]

Massenfliss-
kontrolleinhedt (2]

( ]

| :
Probenschale (5) Referanzachals (6
Massfihler (T)
W
g
- T

Hanirall-
schilsifa (B)

Luftbefeuchiung I-lb

‘I_[

Abbildung 3.4-1 schematischer Aufbau der DVS1

3.4.2 INVERSE GASCHROMATOGRAPHIE

Fir die Bestimmung der Oberflacheneigenschaften  (dispersive
Oberflachenenergie, Donor- und Akzeptoreigenschaften, energetische
Heterogenitatsplots) unterschiedlichster Materialien wurde die Methode der
inversen Gaschromatographie verwendet. Hierbei bildet das zu untersuchende
Material im Gegensatz zu einem herkdbmmlichen Gaschromatographen die
stationare Phase und in der mobilen Gasphase wird ein Tragergas mit
bekannten Eigenschaften Uber die Probe geleitet (Levoguer, Butler et al.,
2000). In Abhangigkeit der Oberflachenbeschaffenheit der stationaren Phase
kommt es zu spezifischen Wechselwirkungen mit den Gasen, die vorwiegend
auf Adsorption basieren. Unter Adsorption versteht man eine Anlagerung von

Gasen (oder Flussigkeiten) an eine feste Oberflache. Hierbei werden zwei
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Arten der Adsorption unterschieden: die Chemisorption und die Physisorption.
Bei der Chemisorption kommt es zu irreversiblen Anlagerungen an die
Oberflache aufgrund von chemischen Reaktionen. Die Physisorption umfasst
dagegen nur die physikalischen Wechselwirkungen, wodurch hier reversible
Wechselwirkungen zwischen dem Gas und der festen Oberflache beschrieben
werden. Der umgekehrte energieverbrauchende Prozess des Verlassens des
Gases von der Oberflache wird Desorption genannt. Die Beziehung zwischen
dem adsorbierten Volumen eines Gases in Abhangigkeit des Partialdruckes
wird durch eine als Adsorptionsisotherme bezeichnete Kurve dargestellt. Die
Formen der einzelnen Isothermen konnen je nach Art des Adsorbens und
Adsorbates variieren und sind der Literatur zu entnehmen (Leuenberger, 2002;
Sander, 2000).

Bei einem Uberwiegenden Teil der Messungen mit der inversen
Gaschromatographie wird das aufzugebende Gas in einem einmaligen Puls
Uber das Material geleitet. Diese Art der Probenmolekilaufgabe bietet einige
Vorteile und lasst die Berechnung wichtiger physikochemischer Parameter zu.
Durch einen einmaligen Puls des Probenmolekuls werden alle Messungen in
einem sehr geringen Konzentrationsbereich durchgefuhrt. Das bedeutet, die
molekulare Adsorption ist unabhangig von der Oberflachenabdeckung, und es
kommt vorwiegend nur zu Interaktionen mit den hochsten Energiezentren der
Oberflache. Aulierdem befindet man sich noch im so genannten Bereich der
unendlichen Verdinnung. Dieser liegt im linearen Anfangsbereich der
Isotherme, bei dem der Partialdruck und damit die Beladung gegen Null
gehen. Die Steigung des Anfangsabschnittes wird als Henry-Koeffizient
bezeichnet und erlaubt eine Aussage Uber die freiwerdende
Adsorptionswarme (Sander, 2000). Eine schematische Darstellung dieser

Ausfuhrungen wird in Abbildung 3.4-2 geben.
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Unendliche Endliche
Verdlnnung (1) Verdlnnung (2)

1 2
Vads H

Henry-Bereich

P/,

Abbildung 3.4-2 Darstellung einer Adsorptionsisotherme (Typ IlI) mit
charakteristischen Konzentrationsbereichen

Das Arbeiten im Bereich der unendlichen Verdunnung ermaoglicht eine
Detektion von sehr symmetrischen Peaks, bei denen das Retentionsvolumen

(Vn) durch die Gleichung 3-1 bestimmt werden kann.

VN = jD(tR _to)
Gleichung 3-1

Hierbei stellt tx die Retentionszeit des Probenmolekules dar. Die Variable t,
beschreibt die Referenzretentionszeit eines nicht interagierenden Molekils (in
der Regel Methan). Der Einfluss der Tragergas-Flussrate wird durch D
beschriecben und | stellt den James-Martin-Korrekturfaktor dar. Dieser
beinhaltet die Kompressibilitat des Gases sowie den Ein- und Auslassdruck

des Gases (Belgacem, Czeremuszkin et al., 1995).
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3.4.2.1 Dispersive Interaktionen (Oberflachenenergie einer Feststoffober-
flache)
Aufgrund der Messungen bei sehr geringen Konzentrationen im Bereich der
unendlichen Verdlinnung sind Diffusions- und Absorptionsvorgange
vernachlassigbar und die Energiebetrage der Adsorption und der Desorption
gleich. Das bedeutet, es sind nur adhasive Sekundarbindungen (verursacht
durch Van-der-Waals-Krafte) entscheidend und die Bindungsstarke kann
durch eine thermodynamische Funktion ausgedriuckt werden: die
Adhasionsarbeit (Fekete, Moczo et al., 2004). Zwischen der Adhasionsarbeit

W, und der dispersiven Oberflachenenergie ;/SD einer festen Oberflache

besteht nach Fowkes (Fowkes, 1964 ) folgender Zusammenhang:

W, =2(rg 10)*°

Gleichung 3-2

Die Variable y° entspricht der dispersiven Oberflachenenergie der fliissigen
Phase des verwendeten Probenmolekuls. Die Adhasionsarbeit kann durch ein
Modell von Doris und Gray die freie Energie der Adsorption eines bestimmten

Probenmolekls liefern. Die Gleichung 3-3 beschreibt dieses Modell genauer.

(CH2) _ (CH2)
AGL™ = Na(CHZ) Wi

Gleichung 3-3

Die bestimmte freie Energie bezieht sich in diesem Modell zunachst auf die
Adsorption einer Methylengruppe (-CH2-). N ist hier die Avogadrozahl, ach,

bezeichnet die Oberflache einer Methylengruppe. AG{" ist die freie Energie

bei der Adsorption einer Methylengruppe. Damit kann fur jedes n-Alkan die
freie Adsorptionsenergie bestimmt werden, da die erforderliche Flache a

tabellarisch gelistet ist. Durch das Einsetzen von Gleichung 3-2 in Gleichung
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3-3 kann dementsprechend die freie Energie der Adsorption eines Molekils
als eine Funktion der dispersiven Oberflachenenergie beschrieben werden.

Die freie Energie der Adsorption (G ) lasst sich zusatzlich aber auch durch die
Gleichung 3-4 als eine Funktion des Retentionsvolumens Vy (siehe Gleichung

3-1) darstellen.

AGS = —AG® :RTIn[ Vi P J
mr,

Gleichung 3-4

Neben der universellen Gaskonstante R und der Temperatur T sind weitere

Faktoren notwendig: =z, entspricht dem zweidimensionalem Spreitungsdruck

des Adsorbates und P, dem Partialdruckes des LoOsungsmittels. S, die
spezifische Oberflache, und m, die Masse, sind saulencharakteristische
Materialwerte. Zur Vereinfachung konnen diese letzten Werte zu einer
Konstanten K zusammengefasst werden, so dass sich die Gleichung 3-5 zur

Ermittlung der freien Energie ergibt.

AG® =RTInV, +K
Gleichung 3-5

Da im oben bereits erwahnten Henry-Bereich die Betrage fur die freie Energie
AG? stets gleich sind, kann die Gleichung 3-5 mit der Kombination aus
Gleichung 3-2 und Gleichung 3-3 gleichgesetzt werden. Man erhalt nun einen
Zusammenhang aus dem detektierten Retentionsvolumen und der dispersiven
Oberflachenenergie einer festen Oberflache, der in Gleichung 3-6 dargestellt
ist.
RTINV, =2N(»2)*® a(32)*® +K
Gleichung 3-6
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Die Oberflache a und die dispersive Oberflachenenergie der flliissigen Phase
eines Probenmolekiils 5 sind bekannt. Fir die Bestimmung der dispersiven
Oberflachenenergie der festen Oberflache wird nun der Term RTInVy gegen
a(70)>°

Retentionsvolumina bestimmt, resultiert daraus eine Gerade (die so genannte

aufgetragen. Werden fur eine Reihe von n-Alkanen die

n-Alkan-Referenzlinie) aus deren Anstieg dann die dispersive

Oberflachenenergie »{ der festen Oberflaiche ermittelt werden kann (siehe

Abbildung 3.4-3) Da es bei einer heterogenen Oberflache zu starkeren
Wechselwirkungen kommt, resultiert daraus ein hoherer Wert flr die
Oberflachenenergie. ,Homogene“ Oberflachen ergeben demnach kleinere
Werte fur die dispersive Oberflachenenergie. Allerdings sind mit diesen
Resultaten keine Absolutaussagen moglich und der Vergleich der Ergebnisse

verschiedener Materialien ist entscheidend.

3.4.2.2 Spezifische Interaktionen (Saure-Base-Parameter)

Fur die Ermittlung der dispersiven Oberflachenenergie werden nur die
Wechselwirkungen mit n-Alkanen betrachtet. Ein weiterer wichtiger Parameter
zur Charakterisierung der Oberflache eines Feststoffes kann allerdings auch
die polare (spezifische) Interaktion darstellen. Fiur diese Untersuchungen
werden polare Probenmolekile (z.B. Ethanol, Aceton oder Acetonitril) Uber
das zu untersuchende Material gegeben. Die hierbei entstehenden
Wechselwirkungen basieren auf verschiedenen Donor- und
Akzeptoreigenschaften (z.B. durch vorhandene Dipole oder freie
Elektronenpaare) der injizierten Probenmolekile und der zu analysierenden
Feststoffoberflache. Die spezifische freie Energie AGs, eines Probenmolekiils
kann mit dem in Gleichung 3-7 beschriebenen Zusammenhang dargestellt

werden.
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ref
N

AGsp = RT'n( VN ]

Gleichung 3-7

Mit der Variablen V kommt ein neuer Ausdruck hinzu, der als

Retentionsvolumen einer polaren Probe mit einem spezifischen Produkt aus
ay. als Abstand von der n-Alkan-Referenzlinie (siehe unten) bestimmt werden

kann. Einen Uberblick Uber die Bestimmung dieses Wertes und einiger
weiterer Begriffe gibt die Abbildung 3.4-3.

polares Probenmolekdl

AR
x Dekan
AGsp =RTIn \{Ef
. Vi +«— n-Alkan-
> Oktan Referenzlinie
= D
14 Heptan Vs
/émn
Pentan

142
D
an

Abbildung 3.4-3 schematische Darstellung zur Ermittlung der
dispersiven  Oberflachenenergie e und der

spezifischen freien Energie AGq,

Der Betrag der resultierenden spezifischen freien Energie AGg, eines
Probenmoleklls im Bezug auf eine Oberflache wird durch seine Basizitat
(Elektronendonor) oder Aziditat (Elektronenakzeptor) bestimmt.

Auf der Grundlage des Gutmann-Konzeptes (Gutmann, 1978) sind flr polare
Probenmolekile Donor- (DN) und Akzeptorzahlen (AN) festgelegt, die der

Literatur enthommen werden konnen (Belgacem und Gandini, 1999). Das
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Verhaltnis dieser beiden Zahlen beschreibt nun die Eigenschaft der
Oberflache (z.B. Ethanol AN = 37,9; DN =20 - sauer/ n-Alkan AN = 0;
DN =0 -> neutral). Mit Hilfe der spezifischen freien Energie AGg, ist es nun
moglich, eine Quantifizierung der polaren Oberflacheneigenschaften

durchzufthren. Dies lasst folgender Zusammenhang zu.

AGsp = AHsp—TASsp
Gleichung 3-8

In Gleichung 3-8 wird die Gibbs-Helmholtz-Gleichung beschrieben, in der die
freie Energie in Abhangigkeit von der spezifischen Enthalpie AHg, und der
Entropie AS,, dargestellt ist. Die Temperatur und die Entropie haben keinen
Einfluss, somit ist der Betrag von AGg, = AHg,. Nach der Annahme von Felix
und Gatenholm (Felix und Gatenholm, 1993) lasst sich die freie Enthalpie und
die oben erwahnten Donor- und Akzeptorzahlen in den Zusammenhang der

Gleichung 3-9 bringen.

AHsp = KaADN+Ks AN
Gleichung 3-9

Ka und Kg sind Zahlen mit denen die Saure- und Baseeigenschaften der zu
untersuchenden festen Oberflache beschrieben werden kdnnen. Diese konnen

durch folgenden linearen Zusammenhang bestimmt werden.

AH,, _ . DN
- YA
AN AN

+Kg

Gleichung 3-10

Durch Auftragen der Werte des Quotienten AHg,/AN flr injizierte
Probenmolekule gegen des Verhaltnis der zugehorigen Donor- und

Akzeptoreigenschaften kann aus der Steigung dieses linearen
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Zusammenhangs K, und aus dem Achsenabschnitt Kg bestimmt werden
(Abbildung 5.1-12). Mit diesen beiden Saure- und Baseparametern lassen sich
nun semiquantitative Aussagen zur polaren Oberflachenbeschaffenheit des
Materials treffen, da diese unmittelbar aus der polaren Interaktion der

Probenmolektle abgeleitet werden.

3.4.2.3 Erstellung von Isothermen

Alle bisherigen Betrachtungen Uber bestimmbare Parameter mit der inversen
Gaschromatographie beinhalteten die Anwendung mehrerer verschiedener
Probenmolekule (dispersiv: n-Alkane; spezifisch: n-Alkane + polare Proben) im
Bereich der unendlichen Verdinnung. Dadurch werden nur energetisch hoher
gelegene Zentren erfasst. Es besteht nun die Moglichkeit, die Konzentration
eines Probenmolekuls stetig zu erhdhen, so dass zum einen der Bereich der
endlichen Verdunnung (Abbildung 3.4-2) erreicht wird, zum anderen kommt es
zur Erfassung von immer schwacheren Energie-Zentren auf der Oberflache.
Durch Verlassen des Henry-Bereiches ist es moglich eine Isotherme
aufzuzeichnen, in der die adsorbierte Menge gegen den Partialdruck (dieser
kann aus dem Retentionsvolumen und der Hohe des Peaks bestimmt werden
(Thielmann und Florian, 2001)) dargestellt ist. Auf der Grundlage der erstellten

Isotherme kdnnen die folgenden Parameter abgeleitet werden.

Energetische Oberflachenheterogenitat

Die energetische Oberflachenheterogenitat beschreibt die Verteilung der
Adsorptionspotentiale auf einer Oberflache fir eine Substanz mit definierter
Polaritat (Jaroniec, Gadkaree et al., 1996). Das Adsorptionspotential lasst sich

durch die Gleichung 3-11 berechnen.
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A=RTIn(p—°J
p

Gleichung 3-11

Neben der Gaskonstante R, der Temperatur der Saule T sind po der
Sattigungsdruck und p der Partialdruck. Die Verteilung der Potentiale wird mit

Hilfe des Verteilungsparameter ¢ charakterisiert, der die erste Ableitung des

adsorbierten Anteiles n und dem korrespondierenden Adsorptionspotential
bildet (Gleichung 3-12).

dn
dA

Gleichung 3-12

Mit Hilfe der Oberflachenheterogenitat kann die Lage der energetischen
Zentren, aber auch die Bindungsskapazitat fur eine Substanz festgelegt
werden. Dieses ist zum einen die Lage des Maximums und zum anderen die
Flache unter der Kurve, bei einer graphischen Darstellung der Datenpunkte

des Adsorptionspotentials A (Abszisse) und des Verteilungsparameters ¢

(Ordinate) (siehe Abbildung 4.2-6).

Bestimmung der spezifischen Oberflache nach BET

Bei der Verwendung des unpolaren Probenmolekuls n-Hexan im Bereich der
endlichen Verdunnung sind die Interaktionen zwischen Adsorbat und
Adsorbens wesentlich starker, als die zwischen den Adsorbatmolekulen
(Thielmann und Florian, 2001). Daraus resultiert eine Isotherme vom Typ I,
die eindeutig die Ausbildung einer monomolekularen Schicht erkennen lasst
(erster Wendepunkt der Kurve; Abbildung 3.4-2). Solche Isothermen kdnnen
verwendet werden, um mittels der BET-Methode die spezifische Oberflache

[m?/g] zu bestimmen (Leuenberger, 2002). Diese Werte konnen leicht von den
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Ergebnissen der BET-Bestimmung mit Stickstoff als Adsorbat abweichen,
allerdings ist diese Methode selbst sehr fehlerbehaftet. Trotzdem sind durch
das Anwenden der identischen Messmethode Vergleiche moglich und

Veranderungen der zu untersuchenden Materialien erkennbar.

3.4.2.4 Durchfuhrung

Alle Messungen wurden mit einem inversen Gaschromatographen der Firma
Surface Measurement Systems (London, UK) durchgefihrt. Das Gerat,
dessen schematischer Aufbau in Abbildung 3.4-4 dargestellt ist, besteht aus
zwei Ofen, wobei der erste fiir die Temperierung der Probenmolekiile
(Eluenten) dient. Der zweite Ofen temperiert die Saulen und damit das zu
untersuchende Probenmaterial. Beide Ofen koénnen mit einer jeweils
unterschiedlichen Temperatur bedient werden. Diese wird, wie alle weiteren
Funktionen, durch eine spezielle Hewlett-Packard Agilent Software gesteuert.
Das Tragergas fur die einzelnen Probenmolekile ist Helium 5.0, das
massenflussgesteuert in die Eluenten geleitet wird und sich mit diesen sattigt.
Anschliellend stromt das Gas uber eine von zwei Saulen. Diese bestehen aus
silikonisiertem Glas und enthalten die gepackte Probe.

Die Retentionszeit der Probenmoleklle wird mit einem Flammenionisations-
detektor (Knallgas: gereinigte Druckluft und Wasserstoff 5.0) und einem
Warmeleitfahigkeitsdetektor bestimmt. Als Eluenten wurden die n-Alkane
Dekan, Oktan, Heptan, Hexan, Pentan und als polare Probenmolekile
Ethanol, Aceton, Ethylacetat und Dioxan (alle Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland) verwendet. Fur die Bestimmung der Referenzretentionszeit t,
(siehe Gleichung 3-1) wurde Methan mit einer Qualitdt von 4.5 ausgewahlt.
Zur Beladung der Saulen (Durchmesser: 0,3 cm; Lange 28 cm) wurden jeweils
funf gleich grolRe Textiliensticke mit Hilfe eines Messingdrahtes in diese

eingebracht.
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Abbildung 3.4-4 schematische Darstellung eines inversen Gaschromato-
graphen

Fur eine Reproduzierbarkeit der Daten wurden die Saulen flir eine Dauer von
60 min bei einer Temperatur von 100°C vorkonditioniert. Damit konnte
sichergestellt werden, dass eventuelle Verunreinigungen auf der
Faseroberflache zerstort sind und molekulare Interaktionen nur mit dem zu
untersuchenden Material stattfinden.

Alle in dieser Arbeit angegebenen Ergebnisse wurden mindestens zweimal
und bei einem Unterschied der Werte von mehr als 5% ein drittes Mal

vermessen (Thielmann und Butler, 2001).
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3.5 TROCKNUNGSMETHODEN
3.5.1 GEFRIERTROCKNUNG

3.5.1.1 Herstellung der Zubereitungen

Alle Formulierungen wurden mit einem 0,1 molaren Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan-HCI-Puffer (pH 7,4) (Merck AG, Darmstadt, Deutschland)
hergestellt. Alle Prozentangaben sind ausschliellich als Masseprozent
angegeben. Die Konzentration der oberflachenaktiven Substanz wurde durch

entsprechendes Verdunnen einer Stammldsung hergestellt.

3.5.1.2 Gefriertrocknung

Die Formulierungen werden in 4 ml Vials (Glastyp |, Forma Vitrum AG, St.
Gallen, Schweiz) (1000 pl Endvolumen) gefullt und mit Lyophilisationsstopfen
(WEST COMPANY, Aachen, Deutschland) vorverschlossen.

Tabelle 3.5-1 Gefriertrocknungsprogramm zum Trocknen der Formu-

lierungen

Zeit Anfangs- End- Druck

[min] temperatur [°C] temperatur [°C] [mbar]
Einfrieren 15 Raumtemperatur -30 40
Primar- 480 -30 -5 0.8
Trocknung

480 -5 -5 0.8
Sekundar- 60 -5 15 0.1
Trocknung

300 15 15 0.1
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Die Trocknung wurde mit einem Gefriertrockner GFT 6 der Firma Klein
Vakuumtechnik  (Niederfischbach,  Deutschland)  durchgefuhrt.  Der
Gefriertrocknungszyklus erfolgte mit einem Standardprogramm (Tabelle
3.5-1). Nach Beendigung des Prozesses wurde die Kammer mit steril filtrierter
Raumluft (0,2 um Filter, Sartorius, Géttingen, Deutschland) bellftet, die Vials
mit den Stopfen verschlossen und anschlieBend mit Aluminiumdeckeln

verbordelt.

3.6 ENzZYMATISCHE BESTIMMUNGSMETHODEN

3.6.1 EINLEITUNG

Die in dieser Arbeit durchgefihrten enzymatischen Bestimmungen hatten
hauptsachlich zwei Zielrichtungen. Einerseits war eine Charakterisierung der
Lyophilisate im Rahmen der Stabilisierung der Madensekretionslosung
erforderlich (Kapitel 6) und andererseits konnte durch eine Bestimmung der
Glukosekonzentration (Kapitel 5) der enzymatische Abbau der Cellulosefasern

sehr detailliert beschrieben werden.

3.6.2 TRYPTISCHE AKTIVITAT

Die tryptische Aktivitat wurde durch Verwendung des Substrates N-Benzoyl-L-
arginin-p-nitroanilidhydrochlorid  (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
bestimmt. Hierfir wurden 0,9 ml Triethanolaminpuffer (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland) (pH-Wert 7,4) mit 0,1 ml der Madensekretionslésung
oder Rekonstitutionslosung 20 min bei 25°C inkubiert. Nach Zusatz von 0,5 ml
Substratlésung (22 mg Substrat in 20 ml bidestilliertes Wasser) erfolgte die
Bestimmung der Absorptionszunahme der Losung mit einem Cary 50 Bio
UV/VIS-Spektrometer (Varian, Palo Alto, USA) flr einen Zeitraum von 75 min.
Das sich bildende p-Nitroanilin (Reaktionsgleichung: Abbildung 3.6-1) konnte

bei einer Wellenlange von A = 405 nm per UV/VIS-Messung erfasst und der
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Gehalt quantitativ bestimmt werden. Zur Auswertung wurde die Absorption
gegen die Zeit aufgetragen. Zur Bestimmung der Ausgangsaktivitat wurde die
Madensekretionslosung mit Trispuffer im Verhaltnis 1:1 verdinnt. Nach der
Gefriertrocknung wurden die Lyophilisate mit 600 pl Trispuffer rekonstituiert
und die Messung der Aktivitat wie beschrieben durchgefuhrt. Die
Bestimmungen erfolgten mit einer Wiederholung von n = 3. Um eine durch die
Hilfsstofflosungen hervorgerufene Absorption auszuschlielen, wurden diese
analog vermessen und die Ergebnisse der Aktivitatsbestimmung um diese
Werte korrigiert.

Die Berechnung der Enzymaktivitat erfolgte mittels folgender Gleichung:

1000 x V
A= AtxgxttleXAA [m%l]

Gleichung 3-13

¢ = Extinktionskoeffizient von p-Nitroanillin bei A = 405 nm (9,9 mM'1cm'1)

d = Schichtdicke der Klvette (1 cm)

v = Volumen der eingesetzten Madensekretions-/ Rekonstitutionslésung (ml)
V = Summe der gesamten eingesetzten Volumina (ml)

AA = Anderung der Absorption

At = Zeit pro Messung

Da die Werte ¢, d, v und V feste Grolen darstellen, konnten diese

vereinfachend zu einer Konstanten (Zahlenwert: 1515,15) zusammengefasst

und mit der Absorptionsanderung/Zeit multipliziert werden.
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N-Benzoyl-L-arginin-p-nitroanilidhydrochlorid

+ H,0O
+ Enzymlosung

| 2
o CH, + HQNONOQ + HCI
CH O

N-Benzoyl-L-arginin p-Nitroanilin
(Absorptionsmaximum 405 nm)

Abbildung 3.6-1 Spaltung des Substrates N-Benzoyl-L-arginin-p-
nitroanilidhydrochlorid durch tryptische Aktivitat der
Enzymlésung

3.6.3 LEUCINAMINOPEPTIDASE-AKTIVITAT

Die Reaktionsbedingungen zur Bestimmung der Leucinaminopeptidase-
Aktivitat wurden entsprechend den Messungen der tryptischen Aktivitat
gewahlt. Als zu spaltendes Substrat wurde hierbei L-Leucin-p-
nitroanilidhydrochlorid verwendet. Die Reaktionsgleichung zur Aktivitats-

bestimmung ist in Abbildung 3.6-2 dargestellt. Zur Bestimmung der
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Enzymaktivitat kann auch hier die Gleichung 3-13 verwendet werden, da die

Absorptionsanderung des Spaltproduktes p-Nitroanilin bestimmt wurde.

H,C CH,
g
T
) CH NH@NOZ
Cl +H,N 7{
O
L-Leucin-p-nitroanilidhydrochlorid

+ H,0O
+ Enzymldsung

I
(I:Hz + H2N4<j>7[\jo2 + HCI
CH o

p-Nitroanilin

L-Leucin
Hel (Absorptionsmaximum 405 nm)

Abbildung 3.6-2 Spaltung des Substrates L-Leucin-p-nitroanilid-
hydrochlorid durch Leucinaminopeptidase-Aktivitat der
Enzymlésung

3.6.4 QUANTIFIZIERUNG DER GLUKOSEKONZENTRATION

Fir die Bestimmung des Abbaus von Cellulosematerialien durch das Enzym
Cellulase wurde die entstandene Glukosekonzentration bestimmt. Hierdurch
war es moglich die Materialien untereinander zu vergleichen, aber auch die
Aktivitat der Cellulase naher zu betrachten. Die Messung der

Glukosekonzentration wurde im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe einer
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enzymatischen Reaktion durchgefihrt. Hierdurch kdnnen wesentlich genauere
Werte erzielt werden als bei herkdmmlichen Farbkopplungsreaktionen (Frost,
2004).

Die Messungen wurden mit einer Reagenzlosung fur die quantitative in-vitro-
Bestimmung von Glukose in Serum oder Plasma durchgefihrt. Somit konnte
sichergestellt werden, dass bereits sehr geringe Konzentrationen durch diese
Methode genau gemessen werden koénnen. Die Substratldsung (DiaSys
Diagnostic Systems GmbH, Holzheim, Deutschland) basiert auf einem
Phosphatpuffer (pH 7,5) und enthalt alle fur die Reaktion erforderlichen
Bestandteile wie z.B. die Kopplungsreagenzien Phenol und 4-Aminoantipyrin
und die beiden Enzyme Glukoseoxidase und Peroxidase. Der

Reaktionsmechanismus ist in Abbildung 3.6-3 genau dargestellt.

OH
CH ,OH O
oH Glucose- H(|3—OH
oxidase _
OHH _ HO CH + H,0,
HCIJ—OH
H OH HO—CH
CH,OH
Glucose Gluconsaure

OH

Peroxidase 74 N
+ H,C— —— > 0 —N |
-4H,0 N
2 O O
Phenol 4-Aminoantipyrin Chinonimin
(Absorptionsmaximum 500 nm)

Abbildung 3.6-3 Bestimmung der Glukosekonzentration durch Glukose-
oxidase

Nach enzymatischer Oxidation der Glukose durch Glukoseoxidase entsteht

Wasserstoffperoxid. Dieser reagiert unter der katalytischen Einwirkung einer
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Peroxidase mit Phenol und 4-Aminoantipyrin zu einem farbigen Chinonimin
(Trinder-Reaktion) (Barham und Trinder, 1972), das bei einer Wellenlange von
500 nm photometrisch vermessen werden kann. Zur Vermessung der Probe
wurden 10 pl Probe mit 1000 pl Reagenz flr eine Dauer von 10 min bei 25°C
inkubiert und anschlieltend vermessen. Eine analoge Vermessung mit einem

Standard ermoglichte die Quantifizierung der Messwerte.
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4 TRAGERMATERIALIEN

4.1 EINLEITUNG

Der Fokus dieses Verbundprojekts richtete sich auf die Entwicklung einer
Wundauflage, aus der ein Wirkstoff gesteuert freigesetzt wird. Hierfur war es
wichtig, ein Reservoir zu schaffen, in dem der Wirkstoff dosiert vorliegt und
anschliellend parallel zum Abbau der Wundauflage durch den Einsatz einer
Cellulase abgegeben wird. Fur die Konstruktion einer solchen Wundauflage
wurden somit einige Anforderungen an die Materialien, insbesondere an den
Trager gestellt. Dieser sollte auf dem natirlichen Rohstoff Cellulose basieren,
um als Substrat von der Cellulase abgebaut werden zu kbnnen. Weiterhin war
neben einer hohen Wasserbindungs- und damit gewissen Saugfahigkeit zur
effektiven Aufnahme von Wundexsudat, auch ein hohes Adsorptionspotential
der Faser gefordert. Durch diese Eigenschaft kénnen Faktoren wie die
Beladungskapazitat mit einem Wirkstoff, aber auch der anschlieliende Abbau
der Wundauflage entscheidend beeinflusst werden (Buschle-Diller und Traore,
1998). Zusatzlich zum Adsorptionspotential, der Eignung auf Abbaubarkeit und
der  spezifischen  Oberflache war die  Untersuchung  weiterer
Oberflacheneigenschaften sehr wichtig, da neben der gesteuerten Freisetzung
eines Wirkstoffs von der Faser auch eine Stabilisierung desselben durch die
Faser stattfinden sollte. Mit der Verwendung von Madensekret der
Fliegengattung Lucilia sericata wurde ein auflerst empfindlicher Wirkstoff
gewahlt, so dass die Beurteilung der Materialien besonders kritisch
vorgenommen werden musste.

Zu Beginn der Untersuchungen wurde eine Reihe von Materialien durch den
Verbundprojektpartner Hohensteiner Institute zur Verfugung gestellt, um diese
im Hinblick auf ihre Eignung zu untersuchen. Der grof3te Teil dieser Fasern
war bereits mit Saure vorbehandelt, da hierdurch ein beschleunigter Abbau
durch die Cellulase vermutet wurde. Eine genauere Angabe Uber die

Bedingungen der Saurebehandlungen erfolgt in Abschnitt 4.2. Um bessere
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Vergleiche zwischen den Materialien erzielen zu koénnen, wurden alle
analytischen Methoden unter Standardbedingungen durchgefuhrt, die dem
Methodenteil entnommen werden konnen. Die Entwicklung einiger
Analytikmethoden zur Bestimmung der physikochemischen Parameter wird

beispielhaft am Material der Viskose detailliert beschrieben.

4.2 CELLULOSEMATERIALIEN

4.2.1 VISKOSE

Bei den Viskosefasern handelt es sich um Celluloseregeneratfasern. Diese
werden aus Chemiezellstoff nach dem Viskoseprozess hergestellt. Hierfur wird
der Zellstoff (Celluloseanteil 98%) mit Natronlauge vorbehandelt und nach
einer gewissen Einwirkzeit mit Schwefelkohlenstoff zu Cellulosexanthogenat
umgesetzt. Dieses Cellulosederivat ist in Natronlauge 16slich und kann mit
Hilfe eines salz- und saurehaltigen (ZnSO,4 und H,SO,) Spinnbads koaguliert
werden. Die Viskosefaser regeneriert in diesem Spinnbad und durch den
Einsatz von Fadenflhrungsrichtungen kann die Faser abgezogen und definiert
verstreckt werden (Rihm, 2003).

Viskose wird sehr haufig in der Wundheilung eingesetzt, da es sich hier um
eine Endlosfaser mit einer besonders glatten und gleichmaRigen Oberflache
handelt. Durch die hohe Hydrophilie kann dieses Material sehr gut
Wundexsudat aufnehmen und aufgrund der porigen Faserstruktur besitzt es
genugend Adsorptionseigenschaften, um einen Wirkstoff dauerhaft an sich zu
binden.

Fur die folgende Untersuchung der physikochemischen Eigenschaften stand
Material zur Verfugung, das je 40 min, 45 min und 50 min mit 30%iger
Salzsaure bei einer Temperatur von 30°C behandelt wurde. Die
Chargenbezeichnungen lauten je nach Dauer der Einwirkzeit CV_40; CV_45
und CV_50.
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Physikochemische Parameter

Réntgendiffraktometrie

Die Kristallinitat der Faser kann den enzymatischen Abbau des
Arzneistofftragers beeinflussen (Lynd, Weimer et al., 2002), da ausgepragt
kristalline Bereiche fur die Enzyme sehr schwer zuganglich sind und den
Abbau stark verlangsamen. FUr die Beurteilung der Kristallinitat wurde das
Rontgendiffraktogramm der Materialien mit der Methode 3.2.1 aufgezeichnet

und dieses in Abbildung 4.2-1 dargestellt.
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Abbildung 4.2-1 Rontgendiffraktogramm von Viskose (Saurebehand-
lungsdauer 40 min)

Bei der Betrachtung des Rontgendiffraktogramms ist mit Ausnahme eines
groRen Peaks bei 20° 20 bis 23° 20 keine ausgepragte Kristallinitat zu
erkennen. Die Auswertung des Materials mit einer Saurebehandlungszeit von

50 min ergab ein identisches Aussehen des Diffraktogramms.
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Dynamische Wasserdampf Sorption

Fur die Bewertung von Wechselwirkungen der Faseroberflache mit Wasser
wurden fur die Materialien unter Verwendung der Dynamischen Wasserdampf
Sorption die Sorptionsisothermen aufgezeichnet. Da die Cellulose
wasserunloslich ist, war eine Veranderung der Kristallisationsstruktur
(Entstehung von Hydraten), die eine erhdhte Massezunahme zur Folge hat
(Levoguer und Williams, 1997), nicht zu erwarten. Um diese Aussage zu
bestatigen, wurden in einem Zeit-Luftfeuchte-Programm (Abbildung 4.2-2)
nacheinander zwei Zyklen von 0% bis 90% relativer Luftfeuchte mit
anschlieRendem Absinken auf 0% vermessen, um mdogliche Veranderungen

der Materialien genauer bestimmen zu konnen.
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Abbildung 4.2-2 Masseplot von Viskose (Saurebehandlungsdauer 40
min)

Bei der Auswertung des Masseplots in Abbildung 4.2-2 sind keine
Veranderungen bezuglich der Faserstruktur zu erkennen, da die Masse-
aufzeichnung im zweiten Zyklus einen nahezu identischen Kurvenverlauf
ergibt. Dadurch sind auch die Kurvenverlaufe der Sorptionsisothermen nahezu

identisch und die Hystereseflache zwischen Sorption und Desorption ist sehr
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klein (Daten hier nicht abgebildet). Damit ist die Faseroberflache relativ inert
gegeniiber Anderungen der umgebenen Luftfeuchte. Trotzdem kommt es zu
Wechselwirkungen mit dem Wasserdampf und somit zur Massezunahme. Um
Aussagen uUber die Wasserdampfaufnahme und damit Uber den hydrophilen
Charakter der Fasern treffen zu konnen, wurde die Massezunahme bei einer
Luftfeuchte von 90% bestimmit.

Beim Vergleich der beiden Massen ist bei einer relativen Luftfeuchte von 90%
im zweiten Zyklus ein geringfligig kleinerer Wert zu verzeichnen. Der Vergleich
der Massezunahmen ist in Abbildung 4.2-3 fur die beiden Chargen CV_40 und
CV_50 zusammengefasst. Der Unterschied zwischen den Massen des ersten
Zyklus und des zweiten Zyklus betragt 3,7% fur CV_40 und 7,4% fur CV_50.
Aufgrund dieser geringen Unterschiede zwischen den Maximalwerten beider
Zyklen und der zu erwartenden Unversehrtheit der Fasern nach Kontakt mit
Wasserdampf wurden alle weiteren Sorptionsisothermen mit nur einem Zyklus
aufgenommen und die Massezunahme bei 90% relativer Luftfeuchte

aufgezeichnet.
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Abbildung 4.2-3 Massezunahme von Viskosematerialien (40 min/50 min)
bei 90% relativer Luftfeuchte
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Wasserbindungsvermédgen

Zusatzlich zur Bestimmung der Sorptionseigenschaften sollte das komplette
Wasserbindungsvermdgen der Fasern bestimmt werden. Hiermit kdnnen
Aussagen zur Beladungskapazitat einer Faser, die Freisetzung von der Faser
und eine mogliche adsorbierende Wirkung genauer beschrieben und
verstanden werden. AuRerdem steht mit diesem physikochemischen
Parameter eine Moglichkeit zur Verfugung, strukturelle Veranderungen der
Faser nach Cellulaseeinfluss zu charakterisieren.

Fur die Bestimmung des Wasserbindungsvermogens wurde die Methode aus
3.3.2 von Hoshino (Hoshino, Kubota et al., 1994) verwendet und wie folgt
modifiziert. In der Studie von Hoshino erfolgen eine zeitaufwendige
Konditionierung der Materialien mit dem bereits hinzugefugten Wasser und
eine anschlieRende Messung. Die Konditionierung soll folgendermalen
durchgefuhrt werden: Zunachst erfolgt eine Lagerung bei -4°C flur eine Dauer
von 12 h, anschlieliend werden die Proben jeweils 8h bei 50°C und bei 25°C
konditioniert und dann vermessen. Hierdurch soll eine bessere Bindung des
Wassers mit der Oberflache ermdglicht werden. Parallel wurden Proben
vermessen, bei denen nur das Material fur 24 h bei 80°C gelagert und
anschlieRend das Wasser hinzu pipettiert wurde. Die bestimmten
Kristallisationsenthalpien wurden gegen den Wassergehalt aufgetragen und
der Schnittpunkt mit der x-Achse bestimmt, der den maximal gebundenen
Wasseranteil reprasentiert. Der Vergleich der Werte mit der Methode von
Hoshino mit denen der Modifizierung ist in Abbildung 4.2-4 dargestellt. Hierin

sind beide Geraden abgebildet und liegen identisch Ubereinander.
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Abbildung 4.2-4 Bestimmung des Wasserbindungsvermoégens der
Fasern durch die Differential Scanning Calorimetry

Der Schnittpunkt mit der Abszisse ist fir beide Methoden kaum voneinander
zu unterscheiden. Die Methode von Hoshino ergab ein Wasserbindungs-
vermdgen der Faser von 18,9% und die modifizierte Variante einen Wert von
18,8% fur die Viskose CV_45. Damit wurde fur alle folgenden Bestimmungen
auf eine umfangreiche Konditionierung der Proben verzichtet und diese nur
noch fir 24 h bei 80°C getrocknet. Fir die beiden zu untersuchenden
Materialien CV_40 und CV_50 wurden Resultate von 21,2% und 21,6%
bestimmt. Eine Veranderung der Werte durch eine Saurebehandlung war

damit nicht feststellbar.

Inverse Gaschromatographie

Mit Hilfe der inversen Gaschromatographie sollten die physikochemischen
Parameter wie z.B. die dispersive Oberflachenenergie und die Oberflachen-

heterogenitat der Oberflachen bestimmt werden. Mittels dieses Verfahrens
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kébnnen zum einen sehr sensible Unterschiede in der Oberflachen-
beschaffenheit detektiert und zum anderen konnen Aussagen zum
stabilisierenden Einfluss der Faser auf die adsorbierte Madensekretionslésung
getroffen werden (fur eine genaue Interpretation der Korrelationen sei auf die

Kapitel 5.1.2 und 6.4.4 verwiesen).
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Abbildung 4.2-5 Surface Energy Plot zur Bestimmung der Oberflachen-
energie von Viskose (CV_40)

Bei der Bestimmung der dispersiven Oberflachenenergien wurden die n-
Alkane Undekan, Dekan, Oktan, Heptan und Hexan verwendet und aus der
Steigung der Geraden in der obigen Abbildung 4.2-5, wie im Kapitel Methoden
beschrieben, der Wert fur die Oberflachenenergie bestimmt. Fur die Charge
CV_40 wurde ein Wert von 34,3 mJd/m? bei einem Korrelationskoeffizienten
von 0,9997 gemessen. Unter gleichen Bedingungen wurde fur CV_50 eine
Oberflachenenergie von 34,6 mJ/m? bestimmt (R?=0,9998). Damit liegen diese
Werte in einer typischen GrolRenordnung fur Viskosefasern (Felix und
Gatenholm, 1993).

Ein weiterer wichtiger Parameter ist die Bestimmung der Oberflachen-

heterogenitat auf der Grundlage von Isothermen bestimmter Probenmolekule
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(polar: Ethanol und unpolar: n-Hexan). Die Messung der Heterogenitaten
ermoglicht die Bestimmung des Adsorptionspotentials einer Faseroberflache
und damit der Bindungskapazitat zu einem bestimmten Probenmolekul.
Hierbei kommt besonders der Lage des Peakmaximums und der Flache unter
der Kurve eines Heterogenitatsplots eine besondere Bedeutung zu (eine
genaue Interpretation der Daten erfolgt in Kapitel 5.1.2). In der Abbildung 4.2-6
ist ein Heterogenitatsplot fir das Probenmolekll n-Hexan und das Material

CV_40 gezeigt.
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Abbildung 4.2-6 Heterogenitatsplot von Viskose CV_40 gegen das
Probenmolekiil n-Hexan

Obwohl in 5.1.2 der Auswertung der Heterogenitatsplots eine besondere
Bedeutung beigemessen wird, soll hier auf eine detaillierte Beschreibung der
Werte fur beide Materialien verzichtet werden, da diese sich nur sehr
geringfliigig unterscheiden und in den folgenden Ausfihrungen keine Rolle
spielen.

Eine weitere Einflussgrél3e, die fur die Auswahl der Materialien sehr wichtig
sein kann, ist die spezifische Oberflache. Die Messung dieses Parameters war

allerdings mit den herkdmmlichen Messgeraten auf der Grundlage der BET-
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Methode nicht moglich, da ein zu hohes ,Totvolumen® (~ 0,9 cm?®) entstand.
Eine Bestimmung der spezifischen Oberflache konnte mittels der inversen
Gaschromatographie durchgefiihrt werden. Hierfir wurde, wie bereits
beschrieben, die Heterogenitdt gegen n-Hexan bestimmt. Aus dem
entstehenden Isothermenplot ist anschlieRend eine Bestimmung der
spezifischen Oberflache moglich (Thielmann und Pearce, 2001). Fur die
Chargen CV_40 und CV_50 wurden nahezu identische spezifische
Oberflachen von 0,36 m?/g (CV_40) und 0,34 m?/g (CV_50) ermittelt.

Rasterelektronenmikroskopie

Mit Hilfe der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen sollte zunachst ein
Gesamtuberblick Uber das zu untersuchende Fasermaterial gewonnen
werden. Somit waren Aussagen Uber die Fadendichte und —beschaffenheit
moglich, die bei der Materialfindung eine entscheidende Rolle spielen kdnnen.
Im Hinblick auf die Beladung mit Wirkstoffen sollten die zu verwendenden
Gewebe eine hohe Fadendichte aufweisen und wenige Zwischenraume
haben, da so die Adsorption des Wirkstoffes effektiver und dauerhaft
stattfindet. Zudem wurden detailliete Aufnahmen der Faseroberflache
gemacht, da die Oberflachenbeschaffenheit sehr wichtig fur die Stabilisierung
der Madensekretionslosung ist. Aulderdem sollten eventuelle Unterschiede
sowohl nach der Saurebehandlung als auch nach Cellulaseeinfluss aufgezeigt
werden. In der folgenden rasterelektronenmikroskopischen Aufnahme ist eine

Gesamtubersicht von der Charge CV_50 abgebildet.

50



CELLULOSEMATERIALIEN

\

. T I.
AccV SpotMagn WD H—— 1mm
15.0kV 45 24x 8.9 CV_50min

L) |

)

Abbildung 4.2-7 rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von
Viskose-Gewebe (CV_50)

Das Gewebe des Viskosematerials ist sehr engmaschig, und es sind sehr
viele Fasern verarbeitet. Dadurch eignet sich das Gewebe sehr gut fur die
Adsorption bestimmter Wirkstoffmengen. Weiterhin lassen sich hiermit die
relativ hohe Sorption von Wasserdampf und das gute
Wasserbindungsvermogen dieses Materials begrinden. Auf eine Abbildung
des Gewebes CV_40 wurde verzichtet, da eine Differenzierung zwischen den
beiden Chargen nicht mdglich war.

Durch die folgenden Aufnahmen (Abbildung 4.2-8) soll eine detaillierte Gegen-
uberstellung der Faseroberflachen beider Materialien erfolgen, um so eine
mdgliche Destruktion durch die Saure feststellen zu koénnen. Bei der
Gegenuberstellung beider Fasern ist eine sehr homogene Oberflache zu
erkennen. Es sind keine Unterschiede in der Beschaffenheit der Fasern zu
erkennen. Eine langere Einwirkzeit der Saure hat somit keinerlei destruktive
Wirkung auf die Faser, die deutlich messbare Veranderungen

physikochemischer Grdlken hervorrufen wirden. Damit konnten die obigen
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Ergebnisse der physikochemischen Charakterisierung bestatigt werden, bei

denen nur marginale Unterschiede gemessen werden konnten.
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Abbildung 4.2-8 rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Faser-
oberflaiche der Viskosematerialien CV_40 (links) und
CV_50 (rechts)

4.2.2 BAUMWOLLE

Bei der verwendeten Baumwolle handelt sich um ein Verbandmaterial, das zu
100% aus reiner Baumwolle besteht. Diese stellt ein textiles Flachengebilde
aus Faden dar, die sich rechtwinklig kreuzen. Im Gegensatz zur Viskose sind
die Oberflachen nicht so ausgepragt hydrophil. Im Rahmen des
Verbundprojektes wurde Baumwolle zur Verfligung gestellt, die mit 30%iger
Salzsaure fur eine Zeitdauer von je 50 min und 60 min bei einer Temperatur
von 30°C behandelt wurde. Je nach Dauer der Saurebehandlung lauten die
Chargenbezeichnungen BW_50 und BW_60.

Physikochemische Parameter

In den folgenden Abschnitten werden die wichtigsten Parameter graphisch
dargestellt. Die Angabe weiterer Resultate erfolgt in Form einer Tabelle

(Tabelle 4.2-1) mit einer anschlieRenden Diskussion und Interpretation.
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Réntgendiffraktometrie

Die Abbildung 4.2-9 zeigt das Rdntgendiffraktogramm des Baumwollmaterials

nach einer 50minutigen Salzsaurebehandlung (BW_50).
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Abbildung 4.2-9 Rontgendiffraktogramm von Baumwolle (Saurebe-
handlungsdauer 50 min)

Das Rontgendiffraktogramm zeigt im Vergleich zum obigen Viskosematerial
deutliche Unterschiede in der Kristallinitatsstruktur (Abbildung 4.2-1). Der Peak
bei 23° 20 ist in der Intensitat viel starker und ,kristalliner®. Zusatzlich sind
weitere Peaks z.B. bei circa 15° 28 und bei 35° 26 im Diffraktogramm auffallig.
Beide Peaks sind beim Viskosematerial nicht vorhanden. Zusammenfassend
lasst sich somit festhalten, dass die Baumwolle etwas  kristalliner” ist als das
Viskosematerial. Das heilt, obwohl beide Materialien auf dem Polymer
Cellulose basieren, kommt es bedingt durch den Viskoseprozess zu einer
Veranderung der Kristallinitat. Diese Aussage lasst sich durch die zusatzliche
Betrachtung des Diffraktogramms vom Mull in Abbildung 4.2-11 bestatigen,
das dem  BW-Diffraktogramm  entspricht. Beim  Vergleich  der

Baumwollmaterialien untereinander sind allerdings keine nennenswerten
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Unterschiede in der Kristallstruktur ersichtlich, so dass auf eine Abbildung des

Diffraktogramms fur BW_60 verzichtet wurde.

Zusammenfassung physikochemischer Parameter

In der Tabelle 4.2-1 werden die Resultate der Dynamischen Wasserdampf
Sorption, des Wasserbindungsvermdgens und die relevanten Ergebnisse der

inversen Gaschromatographie zusammengefasst.

Tabelle 4.2-1 Physikochemische Parameter des Baumwoll-Materials

Material BW_50 BW_60

Methode

Massezunahme 10,5% 10,5%

(DVS; 90% RH)

Wasserbindungsvermdgen 11,7% 13,2%

(DSC)

Dispersive Oberflachenenergie 42,7 J/im? 41,6 J/m?

(iGC)

Spezifische Oberflache 0,71 m?/g 0,66 m?/g

(iGC)

Die Sorptionsfahigkeit der Baumwolle fur Wasserdampf war im Vergleich zur
Viskose sehr viel geringer. So konnten flr die Massezunahme Werte bestimmt
werden, die circa 50% des Aufnahmevermogens von Viskose betrugen. Dieser
Trend setzte sich auch bei den Ergebnissen zur Bestimmung des
Wasserbindungsvermdgens fort, denn auch hier waren die Mengen sehr viel
kleiner als bei der Viskose. Somit ist davon auszugehen, dass die Viskose
hydrophiler ist und zusatzlich in der Lage ist, mehr Wasser dauerhaft zu
binden. Beim Vergleich der dispersiven Oberflachenenergien beider

Materialien waren die Werte der Baumwolle (ahnliche Werte sind bereits
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beschrieben worden (Belgacem und Gandini, 1999)) sehr viel héher als die
des Viskosematerials. Diese Tatsache kann zusatzlich beim Vergleich der
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen beider Materialen (Abbildung
4.2-8 und Abbildung 4.2-10) verdeutlicht werden. Beim Vergleich beider
Abbildungen lasst sich erahnen, dass die Viskoseoberflache sehr viel
homogener ist und sich damit kleinere Werte fur die Oberflachenenergie
ergeben.

Die spezifische Oberflache der Baumwolle ist gréler als die der Viskose.
Dieser Aspekt unterstreicht nochmals die hohe Hydrophilie der Viskose, da
trotz der kleineren Oberflache eine sehr viel hdhere Wasserbindungskapazitat

vorliegt.

Rasterelektronenmikroskopie

Zunachst soll erneut ein Gesamtuberblick des Materials dargestellt werden,
um die Fadendichte und damit korrespondierend die Beladungskapazitat zu
beurteilen. Neben dem Gesamtlberblick wird eine detaillierte Aufnahme der
Faseroberflache gezeigt, um Aussagen uber die Struktur der Faser nach einer
50mindtigen Saurebehandlung treffen zu koénnen. Beide rasterelek-
tronenmikroskopischen Aufnahmen sind in Abbildung 4.2-10 aufgefuhrt. Bei
der Betrachtung des Gesamtiberblicks des Baumwollmaterials ist im
Vergleich zur Viskose eine hohere Fadendichte zu erkennen. Somit ist auch
die mit der inversen Gaschromatographie ermittelte hohere spezifische
Oberflache der Baumwolle erklarbar. Die Faseroberflache ist sehr heterogen
und scheint durch die Saurebehandlung verandert zu sein. Dies spiegelt sich
in den Werten der dispersiven Oberflachenenergie wider, wobei diese im

Vergleich zur Viskose sehr viel groer waren.
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Abbildung 4.2-10rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Baum-
wolle (BW_50) (links) und der Faseroberflache (rechts)

Zusammenfassend ist bei der Baumwolle erneut keine entscheidende
Veranderung physikochemischer Parameter durch die Saurebehandlung

nachweisbar.

4.2.3 MULL

Der in dieser Arbeit verwendete Mull besteht ahnlich wie die Baumwolle zu
100% aus Cellulose. Im Gegensatz zur Baumwolle ist die Fadendichte
geringer, das heillt die Anzahl an Faden pro cm? ist kleiner. Dadurch sind
zwischen den einzelnen Faden groRe Zwischenraume. Das Material wird
vorwiegend zum Fixieren von Auflagen und nicht flir den direkten
Wundkontakt verwendet. Die Saurebehandlung des Mulls erfolgte mit 30%iger

Salzsaure fur eine Zeitdauer von 50 min (Mull_50) und 60 min (Mull_60).

Physikochemische Parameter

Réntgendiffraktometrie

In der Abbildung 4.2-11 ist das Rontgendiffraktogramm fiar Mull abgebildet, der

50 Minuten mit Saure behandelt wurde.
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Abbildung 4.2-11 Rontgendiffraktogramm von Mull (Saurebehandlungs-
dauer 50 min)

Das Diffraktogramm ahnelt in der Verteilung der Peaks stark dem der
Baumwolle. Ein Unterschied zwischen den beiden Chargen Mull 50 und
Mull_60 ist allerdings nicht nachweisbar, so dass beispielhaft nur ein
Diffraktogramm abgebildet wird. Durch den Vergleich der Kristallstrukturen der
drei Materialien lasst sich nur eine grundlegende Veranderung bei der Viskose
erkennen, die demnach durch den Herstellungsprozess bedingt ist. Die
Regeneration der Viskosefasern fuhrt im Vergleich zur Baumwolle und

dementsprechend zum Mull zu einer etwas amorpheren Struktur (Rihm, 2003).

Zusammenfassung physikochemischer Parameter

Korrespondierend zur Baumwolle werden weitere wichtige Parameter in der
Tabelle 4.2-2 zusammengefasst, um eine Bewertung des Materials

vornehmen zu konnen.
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Tabelle 4.2-2 Physikochemische Parameter des Mull-Materials

Material Mull_50 Mull_60
Methode
Massezunahme 10,2% 11,9%
(DVS; 90% RH)
Wasserbindungsvermdgen 15,1% 16,7%
(DSC)
Dispersive Oberflachenenergie 35,8 J/m? 38,8 J/m?
(iGC)
Spezifische Oberflache 0,58 m?/g 0,52 m?/g
(iGC)

Die Massezunahme des Mulls bei der Dynamischen Wasserdampf Sorption
liegt im Bereich der Baumwolle, wobei die Fahigkeit etwas ausgepragter ist,
das Wasser dauerhaft zu binden. In diesem Fall konnte fur den Mull eine
ungefahr 5% hohere Bindungskapazitat bestimmt werden.

Die Ergebnisse der inversen Gaschromatographie liegen in ahnlichen
Bereichen wie bei den anderen Materialien. Trotz der kleineren spezifischen
Oberflache kann der Mull allerdings mehr Wasser binden, was ein Zeichen fur
eine hydrophilere Beschaffenheit der Faser ist. Diese Eigenschaft ist jedoch

nicht so stark ausgepragt wie bei der Viskose.

Rasterelektronenmikroskopie

In der Abbildung 4.2-12 wird zunachst eine Ubersicht des Materials dargestellt.
Im Gegensatz zu den beiden obigen Materialien ist die Fadendichte sehr
gering und zwischen den einzelnen Faserblindeln sind grol3e Freiraume bzw.
Abstande. Dies ist flr eine Beladung des Gewebes mit einem Wirkstoff sehr
nachteilig, da wenig Flachen fur die Adsorption des Wirkstoffes zur Verfugung

stehen.
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Abbildung 4.2-12rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Mull
(Mull_50)

Fir die Betrachtung der Faseroberflache und zum Nachweis einer mdglichen
Veranderung durch die Saureeinwirkung sind in der Abbildung 4.2-13 beide

Materialien (Mull_50 und Mull_60) gegenubergestellt.

Abbildung 4.2-13rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Faser-
oberflache des Mulls Mull_50 (links) und Mull_60
(rechts)
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Beim Vergleich beider Aufnahmen bestatigt sich die bei den anderen Tragern
bereits getroffene Aussage, dass eine Behandlung der Materialien mit Saure
kaum die Struktur der Fasern beeinflusst und dementsprechend die

Eigenschaften gezielt verandert.

4.2.4 WEITERE MATERIALIEN

Im folgenden Abschnitt sollen einige weitere Materialien kurz aufgefuhrt
werden, die im Rahmen dieser Studie bezlglich ihrer Eigenschaften und

Eignung untersucht wurden.

4.2.4.1 Mikrobielle Cellulose

Eine Alternative zur pflanzlichen Cellulose stellt die mikrobielle Cellulose dar.
Diese wird als ein Stoffwechselprodukt des gramnegativen aeroben
Bakteriums Acetobacter xylinum gebildet. Da im Vergleich zur pflanzlichen
Cellulose keine Vielzahl von Copolymeren wie z.B. Lignin, Hemicellulose oder
Proteine enthalten sind, ist die mikrobielle Cellulose in ihrer Reinheit
bedeutend héher (George, Ramana et al., 2005). Fir die Untersuchungen

stand ein trockener Cellulosefilm zur Verfiugung.

Physikochemische Parameter

Aufgrund des sehr dunnen Filmes konnte die Analytik der inversen
Gaschromatographie nicht angewendet werden, da die Praparation der Saule
zum einen nicht reproduzierbar war und zum anderen eine Zerstorung des
Materials stattgefunden hatte. Zudem ware ein reproduzierbarer Saulendruck
nicht zu erreichen gewesen. Die Analytik der Rontgendiffraktometrie, der
Wasserdampfaufnahme und die Rasterelektronenmikroskopie konnten jedoch

problemlos durchgeflhrt werden.
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Réntgendiffraktometrie

Die Abbildung 4.2-14 zeigt das Rodntgendiffraktogramm der mikrobiellen

Cellulose.

mikrobielle Cellulose

Absolute Intensity
2
=]

50 100 150 200 250 300 350 400 450 2Theta

Abbildung 4.2-14Rontgendiffraktogramm von mikrobieller Cellulose des
Bakteriums Acetobacter xylinum

Im Gegensatz zu den obigen Cellulosen liegt hier ein groRer amorpher Halo
vor. Typische Peaks fur Cellulose bei 23° 20 und 35° 26 sind in Ansatzen zu

erkennen.

Wasserdampfsorptions- (DVS) und Wasserbindungsvermégen (DSC)

Die mikrobielle Cellulose zeichnet sich durch eine hohe Hydrophilie aus, was
eine hohe Massezunahme bei einer Luftfeuchte von 90% zur Folge hat. So
konnte mit 21,3% Massezuwachs der hochste Wert aller untersuchten
Materialien ermittelt werden. Allerdings konnte dieser hohe Wert mit der
Differential Scanning Calorimetry nicht bestatigt werden. Das Wasserbin-
dungsvermogen lag bei 15,6%. Dies zeigt eine deutliche Diskrepanz, die bei

den oben beschriebenen Materialien nicht auftritt. Hierdurch wird ein sehr
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grolRer Nachteil dieser Cellulose aufgezeigt, denn trotz einer ausgepragten
Hydrophilie sind keine Strukturen vorhanden, die eine dauerhafte Adsorption
von Wasser oder eventuell von einem Wirkstoff ermdglichen wirde. Dieser
Eindruck wird durch die Betrachtung der rasterelektronenmikroskopischen
Aufnahmen in Abbildung 4.2-15 bestatigt.

Rasterelektronenmikroskopie

Die rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der mikrobiellen Cellulose
(Abbildung 4.2-15) zeigt einen Film mit einer ebenen Oberflache. Trotz der
hohen Hydrophilie dieses Materials ist eine Adsorption des Wirkstoffes sehr
schwierig, da im Gegensatz zu den Fasern die Oberflache klein ist und kaum
adsorptive Zentren anbietet. Aufgrund der Rissempfindlichkeit konnten keine
Adsorptionsmessungen mit der inversen Gaschromatographie durchgefuhrt
werden, um diese Aussage zu bestatigen. Zudem ist eine dauerhafte
Adsorption an dieser ebenen Oberflache aufgrund fehlender Strukturen sehr

schwer vorstellbar.

500 pm

Abbildung 4.2-15rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von
mikrobieller Cellulose des Bakteriums Acetobacter
xylinum
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4.2.4.2 Hohlfaser

Ein Ziel dieser Arbeit war die gesteuerte Freisetzung des Arzneistoffes aus der
Wundauflage parallel zum cellulolytischen Abbau der Fasern. HierfUr hatte
eine Einbettung des Wirkstoffes in die Faser stattfinden missen, die nur durch
ein Auflosen des Materials und anschlieRender Regeneration moglich
gewesen ware. Die Bedingungen zur Losung des Materials sind sehr extrem
und deshalb fur keinen Wirkstoff ohne Stabilitatsprobleme geeignet.

Eine Alternative kdonnte eine regenerierte Cellulose-Hohlfaser sein, die wie
folgt hergestellt wird: Zunachst wird die Cellulose gelést und anschlielRend
nach Formung durch eine Ringdiuse wieder regeneriert. Der
Innendurchmesser betragt 210 um und die Wanddicke circa 25 uym (Giese,
1999). Die Beladung der Faser ist durch Eintauchen in eine Wirkstofflosung
madglich, allerdings ist dieses Material sehr leicht und aulerst empfindlich, so
dass bei der Handhabung sehr sorgsam umgegangen werden muss. Aus
diesem Grund konnten einige Analytiken wie die inverse Gaschromatographie

und die Rontgendiffraktometrie nicht durchgefihrt werden.

Physikochemische Parameter

Dynamische Wasserdampf Sorption

Die Bestimmung der Massezunahme bei einer relativen Luftfeuchte von 90%
ergab einen Wert von 69,3%. Dieser extrem hohe Massezuwachs ist durch die
sehr gute Kapillaritat und Hydrophilie der Faser zu erklaren. Erwahnenswert ist
zudem die Desorption, da hier ein nahezu deckungsgleicher Verlauf zur
Sorptionsisotherme stattfindet und dementsprechend die Hystereseflache sehr
klein ist. Somit ist davon auszugehen, dass die Oberflache nicht sehr

hygroskopisch ist.
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Rasterelektronenmikroskopie

In den folgenden rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen (Abbildung
4.2-16) soll ein Eindruck uUber die Beschaffenheit und Grofle der Hohlfaser

vermittelt werden.

agn WD B———— 200um
50x 125 HEvInsulin

Abbildung 4.2-16 rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Hohl-
faser

Zusatzlich ist in der rechten Abbildung eine bearbeitete Faser zu erkennen. Es
wurde das obere Ende mit einer Pinzette gegriffen, um eine Beladung
vorzunehmen. Dadurch kam es zu einer irreversiblen Deformation der Faser
(siehe weiller Pfeil), wobei die kapillare Eigenschaft der Faser minimiert
wurde. Bei einem kompletten Knicken der Faser wurde kaum noch Ldésung
aufgenommen. Damit ist diese Faser zwar sehr hydrophil und aufgrund ihrer
dinnen Wand sicherlich sehr schnell enzymatisch abbaubar, aber in ihrer

Handhabung sehr empfindlich und fir weitere Versuche nicht geeignet.

4.3 ZUSAMMENFASSUNG

Alle Materialien sind auf Cellulosebasis und kénnen dementsprechend nur
durch eine Adsorption mit einem Wirkstoff beladen werden. Eine Integration in
die Faser ist nur durch das Auflésen der Grundlage zusammen mit dem

Wirkstoff und anschlielRende Regeneration madglich.
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Die in dieser Arbeit untersuchte Hohlfaser (4.2.4.2) ist sehr knickempfindlich
und kann nur dulRerst schwer mit einem Wirkstoff beladen werden. Zudem ist
die Aufnahmekapazitat sehr gering. Ahnlich verhalt es sich auch bei der
mikrobiellen Cellulose (4.2.4.1), die strukturell wenig Maoglichkeiten zur
Adsorption bietet und damit ungeeignet flr weitere Studien ist. Beim Material
Mull sind zu grof3e Zwischenraume zwischen den einzelnen Faserbundeln, so
dass auch hier die Beladung die limitierende Komponente darstellt. Aufgrund
dieser Ergebnisse wurden diese Materialien fur weitere Untersuchungen wie
enzymatischen Abbau und Freisetzung nicht mehr verwendet.

Die Materialien Viskose und Baumwolle konnten neben der Moglichkeit einen
Wirkstoff zu adsorbieren, auch sehr gute Werte im Rahmen des
Wasserbindungsvermdgens aufweisen. Dieses ist zum einen flr die Beladung
wichtig, zum anderen kann der gleichzeitig stattfindende enzymatische Abbau
dadurch positiv beeinflusst werden. Zudem ist auch die Aufnahme von
verflissigtem Wundsekret hoch, was fur den Abtransport aus der Wunde sehr
wichtig ist, um die anschlieBende Granulation zu ermoglichen. Besonders
erwahnenswert ist die hohe Hydrophilie der Viskose bei einer sehr kleinen
spezifischen Oberflache.

Allerdings konnten bei der Analytik der physikochemischen Eigenschaften
keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Zeiten der Saurebehandlung
festgestellt werden. Bei keinem Parameter konnte eine Veranderung ermittelt
werden, die durch die Saure hervorgerufen worden ist. Dies kann daran
liegen, dass die Materialien bereits zu lange mit der Saure in Kontakt waren
und sich damit die Eigenschaften einem bestimmten Grenzwert angenahert
hatten. Eine differenzierte Untersuchung mit geringeren Zeitintervallen war
jedoch nicht moglich, da durch den Verbundpartner nur behandelte Materialien
zur Verfugung gestellt wurden. Die Kontrolle des durchschnittlichen
Polymerisationsgrads war nicht moglich. Dieser soll nach Angaben des
Verbundpartners durch die Saure kleiner geworden sein, was fur einen

folgenden enzymatischen Abbau sehr wichtig sein kann. Um einen genaueren
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Uberblick Uber mogliche Verdnderungen der physikochemischen
Eigenschaften zu erlangen, wird im Kapitel 5.1 selbst eine differenziertere

Saurebehandlung des unbehandelten Materials Baumwolle durchgefihrt.
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5 ABBAU DER MATERIALIEN

5.1 EINFLUSS EINER SAUREBEHANDLUNG AUF DIE FASER

5.1.1 EINLEITUNG

Im vorherigen Kapitel wurden Materialien naher charakterisiert, die
unterschiedlicher Saureeinwirkung ausgesetzt waren,. Es konnten Unter-
schiede zwischen den Eigenschaften festgestellt werden, die allerdings nur
von sehr geringem Ausmal® waren. Ein Vergleich zu dem unbehandelten
Material war aufgrund des projektbedingten Lieferumfangs nicht mdglich.
Zudem wurde das Material stets fur eine lange Dauer mit Saure behandelt, so
dass eine detaillierte Differenzierung der entstandenen Charakteristika sehr
schwierig war. Um einen genaueren Einblick in die Veranderungen der
Fasereigenschaften zu erlangen, wurde in diesem Abschnitt eine differenzierte
Saurebehandlung durchgefihrt. Als Grundlage diente eine statistische
Versuchsanalyse mit einem 2% °-Plan. Hierbei handelt es sich um einen vollen
Standardplan fur zweistufige Faktoren. Als unabhangige Variablen wurden die
Saurekonzentration und die Dauer der Saurebehandlung definiert. Zusatzlich
wurde ein so genannter Nullpunkt (Zentralpunkt) bestimmt, so dass die Anzahl
der zu untersuchenden Falle funf betrug. Mit Hilfe der statistischen
Versuchsauswertung war es maoglich, Ergebnisse im Hinblick auf ihre
Signifikanz und ihre Trends genauer auszuwerten.

Als Saure wurde konzentrierte Salzsaure (Merck, Darmstadt, Deutschland)
verwendet. Diese wurde, je nach Vorgabe des Versuchsplans, mit
bidestilliertem Wasser auf die entsprechende Konzentration eingestellt. Die
Grenzen der eingesetzten Saurekonzentrationen betrugen 20% und 30%. Die
Zeitdauer betrug im Minimum 1 min und maximal 60 min. Ein detaillierter
Uberblick tber die Vorgaben des Konzentrationsbereiches, der Zeitintervalle
und der entsprechenden Chargenbezeichnungen ist in Tabelle 5.1-1 gegeben.

Das zu behandelnde Material ist einfache Baumwolle (Paul Hartmann AG,
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Heidenheim, Deutschland). Die Saurebehandlung erfolgte isotherm bei einer
Temperatur von 30°C. Nach der Behandlung des Gewebes bei den
vorgegebenen Bedingungen erfolgte ein Waschschritt. Hierbei wurde das
Material so lange mit bidestilliertem Wasser gewaschen, bis das Waschwasser
einen neutralen pH-Wert hatte. Fur einen Vergleich der Resultate der
saurebehandelten Gewebe mit dem Ausgangsmaterial wurde eine Charge bei
30°C far 30 min in bidestilliertes Wasser gegeben und als BW_normal
bezeichnet. Fur die statistische Auswertung wurden die Ergebnisse der
Charge BW_normal nicht berlcksichtigt, da keiner der vorgegebenen
unabhangigen Faktoren, Saurekonzentration und Saurebehandlungsdauer,

diese Ergebnisse beeinflusst.

Tabelle 5.1-1 Systematik des saurebehandelten Materials auf der
Grundlage eines 2%?-Versuchsplanes

Chargenbezeichnung Zeitdauer der Saure- Saurekonzentration

behandlung [min] [%]

BW_1 20 1 20
BW_1 30 1 30
BW_305 25 30,5 25
BW_60_20 60 20
BW_60_30 60 30

Die folgenden Ausfiihrungen sollen einen Uberblick Uber die Veranderungen
der physikochemischen Eigenschaften der Faser nach einer Saurebehandlung
geben. Die dabei verwendeten Bezeichnungen der Chargen beziehen sich

ausschlieBlich auf die obige Tabelle.
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5.1.2 PHYSIKOCHEMISCHE EIGENSCHAFTEN

Rontgendiffraktometrie

Die destruktive Wirkung von Mineralsauren auf die Struktur einer Cellulose
wird bei der Herstellung von mikrokristalliner Cellulose angewendet. Hierbei
kommt es zu einer Steigerung der Kristallinitat, da die Saure bevorzugt
amorphe Bereiche angreifen kann und diese zerstort, wodurch die Kristallinitat
im Verhaltnis zur Amorphie ansteigt. Die behandelte Baumwolle hat ebenfalls
eine Cellulosestruktur, und es sind ahnliche Veranderungen durch die
Saureeinwirkungen  zu  erwarten. Durch  eine  Aufnahme  der
Rontgendiffraktogramme  sind diese madglichen  Strukturveranderungen
detektierbar. In der Abbildung 5.1-1 sind die Diffraktogramme flr die Proben
BW_1_30 und BW_60_20 im Vergleich zum Ausgangsmaterial BW_normal
dargestellt.

mh‘&l\, el h} ! | BW_normal
R i,

5 15 | 25 35 s
2 2 Thela

Abbildung 5.1-1 Rontgendiffraktogramme vom Ausgangsmaterial und
zweier mit Saure unterschiedlich behandelter BW-
Chargen
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Beim Vergleich der Diffraktogramme zeigen sich zunachst keine gravierenden
Veranderungen der Kristallstruktur zwischen den behandelten Materialien und
dem Ausgangsprodukt. Bei einem Winkel von etwa 22° 20 ist allerdings eine
geringfugige Erhdhung der Peakmaxima bei den saurebehandelten
Materialien feststellbar. Ob es aber zu einer Erhdhung der gesamten
Kristallinitat kommt, ist jedoch nicht erkennbar. Weiterhin gab es zwischen den
funf Proben des Versuchsplans keine erwahnenswerten Unterschiede, so
dass in Abbildung 5.1-1 ein reprasentativer Uberblick Uber die
Kristallinitatsveranderung durch die Saurebehandlung gegeben ist.
Interessanterweise scheint eine einminutige Behandlung eine ahnlich

marginale Veranderung hervorzurufen, wie die Einwirkungzeit von 60 Minuten.

Dynamische Wasserdampf Sorption

Mit Hilfe der Dynamischen Wasserdampf Sorption ist es madglich, die
Sorptionsisotherme eines Stoffes aufzuzeichnen. Neben dem Verlauf des
Massezuwachses kann  zusatzlich die maximal aufgenommene
Wasserdampfmenge eines Stoffes bei einer bestimmten Luftfeuchte ermittelt
werden. Da diese beiden Parameter unmittelbar mit der Beschaffenheit der
Oberflache (Hydrophilie, Oberflache und Homogenitat) korrelieren und die
Dokumentation der Masseveranderung mit Hilfe einer Mikrowaage erfolgt,
steht somit eine aulerst sensible Methode zur Verfugung, um bereits sehr
geringe Unterschiede zwischen verschiedenen Materialien aufzuzeigen. Bei
dem Vergleich der saurebehandelten Materialien sind diese Unterschiede
durchaus detektierbar, jedoch sind keine Regelmalligkeiten zu erkennen
(Abbildung 5.1-2). Die statistische Auswertung der Ergebnisse der

Saureeinwirkung ergab keinerlei signifikante Einflisse.
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Abbildung 5.1-2 Darstellung der maximalen Wasserdampfaufnahme bei
einer Luftfeuchte von 90% in der DVS der verschieden
mit Saure behandelten Materialien

Die einzelnen Resultate des Massezuwachses liegen sowohl unter als auch
Uber denen des Ausgangsmaterials. Dennoch sollen die Ergebnisse wie folgt
differenziert werden. Durch eine kurze Saureeinwirkung (1 min) liegen die
Massen unter denen des unbehandelten Materials. Moglicherweise werden
durch die Saurebehandlung kleine Fragmente abgetragen, die fur eine
Sorption folglich nicht mehr zur Verfigung stehen. Die Erhéhung der Zeitdauer
auf 60 min fuhrt dann unabhangig von der Konzentration der eingesetzten
Saure zu einer Erhdhung des aufgenommenen Wasserdampfes. Hier kommt
es durch Destruktion der Fasern zur Schaffung weiterer Oberflachen, wodurch
die Steigerung der Wasserdampfaufnahmefahigkeit zu erklaren ist.
Erwahnenswert ist allerdings der hohere Massezuwachs bei dem Material mit
der geringeren Saurekonzentration (BW_60_20).

Wasserbindungsvermogen

Wie in Kapitel 4.2.1 beschrieben, ist es moglich, mit Hilfe der Differential

Scanning Calorimetry den Anteil an Wasser zu bestimmen, der von der
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Faseroberflache dauerhaft gebunden wird. Im Gegensatz zur Dynamischen
Wasserdampf Sorption wird das Material direkt mit Wasser Uberschichtet und
kann sich vollstandig sattigen. Somit lassen sich Resultate des vorherigen
Abschnittes verifizieren, und es ist moglich, genauere Aussagen Uber neu
geschaffene Oberflachen zu treffen. Ferner sind diese Ergebnisse insofern
von Bedeutung als das sie zusatzlich mit der Stabilitat der adsorbierten
gefriergetrockneten Madensekretionslésung (Kapitel 6.4.4) korrelieren kdnnen.
Die Ergebnisse des Wasserbindungsvermogens sind in Abbildung 5.1-3

zusammengefasst.
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Abbildung 5.1-3 Darstellung des Wasserbindungsvermoégens der
verschieden mit Saure behandelten Materialien

Ahnlich wie bei den Werten der Dynamischen Wasserdampf Sorption ist
weder eine Signifikanz noch eine Tendenz bei den Ergebnissen zu erkennen.
Allerdings sind die Werte einheitlich kleiner als die des Ausgangsmaterials und

erneut stellt die Charge BW_305_25 den Minimalwert dieser Messreihe dar.
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Inverse Gaschromatographie

Mit Hilfe der inversen Gaschromatographie wurden weitere Parameter

untersucht, die Aufschluss Uber mdgliche Oberflachenveranderungen geben
konnen.

Oberfldchenenergie

Die Auswertung der Ergebnisse der dispersiven Oberflachenenergien der
einzelnen Chargen zeigt Abbildung 5.1-4.
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Abbildung 5.1-4 Darstellung der Oberflaichenenergien der verschieden
mit Saure behandelten Materialien

BW_305 25

Die gemessenen Oberflachenenergien liegen mit ermittelten Werten von
38,9 mJ/m? bis 41,2 mJ/m? in der typischen Dimension fir Baumwollfasern
(Belgacem, Blayo et al., 1996). Im Vergleich zum Ausgangsmaterial waren alle
Werte kleiner, wobei auch wiederum keine Tendenz festzustellen ist. Es ist
sehr schwierig, zwischen den verschiedenen Saurekonzentrationen und
Saureeinwirkdauern Zu unterscheiden, da die resultierenden

Oberflachenenergien keine Korrelationen in Bezug auf diese aufweisen. Im
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folgenden dreidimensionalem Flachenplot (Abbildung 5.1-5) soll die beschrie-

bene Inhomogenitat der Werte visualisiert werden.
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Abbildung 5.1-5 Einfluss der Saurekonzentration und Einwirkzeit auf die
dispersive Oberflachenenergie

Der Flachenplot des Zusammenhangs zwischen den unabhangigen Variablen
und der resultierenden Oberflachenenergie zeigt die Schwierigkeit der
Linearisierung der Ergebnisse einer Saurebehandlung und der Veranderung
der Oberflachenenergie. Zwar ist durch die Einwirkung von Saure eine
Abnahme der Energie bekannt (Belgacem und Gandini, 1999), aber eine
derart starke Streuung der Extremwerte (Eckpunkte des Flachenplots) ist doch

sehr ungewaohnlich.

74



EINFLUSS EINER SAUREBEHANDLUNG AUF DIE FASER

Spezifische Oberflache

Die Ermittlung der spezifischen Oberflachen der einzelnen Chargen kann
Aussagen zur Beladungskapazitat mit einem Wirkstoff zulassen. Die einzelnen

Oberflachen sind in Abbildung 5.1-6 zusammengefasst.
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Abbildung 5.1-6 Darstellung der spezifischen Oberflache [m?/g] ermittelt
aus einem Isothermenplot des Probenmolekiils n-Hexan

Erneut ist kein signifikanter Einfluss der Saurekomponente auf die
Veranderung der spezifischen Oberflache [m?/g] zu erkennen. Die Verande-

rungen zum Ausgangsmaterial sind als eher zufallig einzuschatzen.

Energetische Oberfldchenheterogenitét

Durch die Bestimmung der energetischen Oberflachenheterogenitaten sind
zusatzliche Aussagen zu Eigenschaften auf molekularer Ebene moglich. Die
Messungen wurden mit einem polaren (Ethanol) und einem unpolaren (n-
Hexan) Probenmolekul durchgefuhrt.

Obwohl bereits eine groRe Anzahl an Ubersichtsartikeln zur Thematik der

inversen Gaschromatographie existiert (Belgacem und Gandini, 1999; Voelkel,
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2004), ist die Interpretation von Ergebnissen haufig schwierig. Fur eine
detaillierte Beschreibung dieser Methode wurden einige Messungen mit
Wasser als Probenmolekll durchgefiihrt und diese mit Hilfe anderer
Analytiken genauer diskutiert. Wie bereits im Kapitel Methoden beschrieben,
kann man aus der Darstellung des Heterogenitatsplots die Flache unter der
Kurve ermitteln, die ein Mall fur die Bindungskapazitat zu einem
Probenmolekul darstellt. Mit Hilfe des Maximums des Heterogenitatsplots kann
eine Aussage zur Verteilung energetischer Zentren auf der Oberflache
getroffen werden. Zusatzlich ist es ein Mal} fur die Bindungsstarke fur ein
Probenmolekil. Diese Aussage soll mit Hilfe der folgenden Regressionsplots
genauer veranschaulicht werden. Hierfir wurde die Messung der
Oberflachenheterogenitat der mit Saure behandelten Chargen aus Kapitel 5.1
mit dem Probenmolekul Wasser durchgefuhrt und die
Oberflachenheterogenitat bestimmt. Mit einem steigenden Peakmaximum fur
das Adsorptionspotential musste auch die Bindungsstarke zum Wasser
steigen. Dies spiegelt sich in einer erhohten Wasserdampfaufnahme bei 90%
relativer Luftfeuchte in der DVS wider, da auch hier das Wasser in einer
Gasphase uber die Oberflache geleitet wird. Dieser Trend kann anhand des
folgenden Regressionsplots in Abbildung 5.1-7 sehr gut dargestellt werden,
zumal alle Werte innerhalb des Vertrauensbereichs von 95% (gestrichelte

Linie) liegen.
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Abbildung 5.1-7 Regressionsplot Massezunahme in der Dynamischen
Wasserdampfsorption bei 90% RH gegen das
Adsorptionspotentialmaximum des Probenmolekiils
Wasser

Die resultierende Flache unter der Kurve des Heterogenitatsplots kann wie
folgt interpretiert werden. Durch diesen Wert soll die Haufigkeit der
energetischen Zentren quantifiziert und damit eine Aussage Uber die
Bindungskapazitat der Oberflache eines Stoffes zu einem Probenmolekl
ermoglicht werden. Demnach musste es eine Korrelation zwischen den
Flachen unter der Kurve der Heterogenitdt von Wasser und dem
Wasserbindungsvermogen der einzelnen Fasern geben, das mit der Methode
der Differential Scanning Calorimetry bestimmt wurde. Mit steigender Flache
des Heterogenitatsplots musste demnach die gebundene Wassermenge
zunehmen. Allerdings basiert das Prinzip der inversen Gaschromatographie
bei einer Pulsmethode (3.4.2) auf der Bestimmung der Desorption und nicht
der Adsorption. Bei einem sehr hydrophilen Probenmolekul wie Wasser kann
es sehr leicht zu einer Chemisorption an der Oberflache kommen. Dieser
chemisorbierte Teil wird folglich nicht mehr desorbiert und die detektierbare

Menge nimmt ab. Damit wird die Flache unter dem resultierenden
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Heterogenitatsplot kleiner, je ausgepragter die Chemisorption an der
Oberflache ist. Bei der Bestimmung der Oberflachenheterogenitat der Faser
mit Wasser kommt es zur beschriebenen Chemisorption des Wassers an der
Faser. Je starker eine Faser das Wasser durch Chemisorption bindet, desto
kleiner ist zum einen die korrespondierende Heterogenitatsplots-Flache und
das Wasserbindungsvermogen steigt an. Diese Beziehung wird in der
Abbildung 5.1-8 dargestellt. Die Faser mit der kleinsten Flache besitzt das
hochste Wasserbindungsvermoégen und folglich resultiert fir die geringste
Chemisorption (groBte Flache) auch der Kkleinste Wert fur das

Wasserbindungsvermaogen.
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Abbildung 5.1-8 Regressionsplot Wasserbindungsvermogen (DSC)
gegen die Flache des Heterogenitatsplots von Wasser

Das Ergebnis ist jedoch sehr vorsichtig zu betrachten, da die gebundene
Wassermenge nur unter Verwendung des etwas ungenaueren
Warmeleitfahigkeitsdetektors bestimmt werden kann und die
Wechselwirkungen zwischen Faser und Wasser sehr stark sind. Dennoch

zeigt es die extreme Sensibilitat dieser Methode. Somit konnte erstmals eine
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Korrelation zwischen der chemisorptiven Eigenschaft einer Faser und dem
korrespondierenden  Wasserbindungsvermoégen gezeigt werden. Die
eigentliche Adsorptionseigenschaft der Faser kann daher nicht mit einem
derart hydrophilen Probenmolekll bestimmt werden. Idealerweise sollte die
Interaktion mit der Oberflache nur aufgrund dispersiver Krafte erfolgen, um
eine vollstandige Desorption des Probenmolekuls zu erreichen. Diese
Anforderung kann durch die Verwendung von n-Hexan erflllt werden. Mit einer
steigenden Flache der Heterogenitat flr dieses Probenmolekil steigt auch das
adsorptive Potential der Faseroberflache. Demnach musste hier eine positive
Steigung zwischen den Flachen und des Wasserbindungsvermogens
vorliegen, da hier nun die reine Physisorption bertcksichtigt wird. Auch diese
Tendenz lasst sich durch den folgenden Regressionsplot bestatigen
(Abbildung 5.1-9). Je groRer die Flache der Heterogenitat von n-Hexan ist,

desto mehr kann die Faser adsorptiv binden.
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Abbildung 5.1-9 Regressionsplot Wasserbindungsvermogen (DSC)
gegen die Flache des Heterogenitatsplots von n-Hexan
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Bei der Interpretation der Daten zur Heterogenitat gilt es also zu beachten,
dass die Flache unter der Kurve sicherlich ein Mal} fur die Bindungskapazitat
eines Stoffes ist. Allerdings sind keine Differenzierungen zwischen
verschiedenen Polaritaten moglich, da dazu die reine Desorption gemessen
werden musste. Je hydrophiler allerdings das Probenmolekul ist, umso mehr
kommt es zur Chemisorption, so dass sich die Bindungskapazitat nicht mehr
ermitteln lasst.

Die Aussagen zur Lage des Peakmaximums sind allerdings sehr zuverlassig
und gut reproduzierbar. Deshalb soll in den folgenden Betrachtungen
zusatzlich ein Uberblick Uber die Veranderungen bei den Resultaten der
Peakmaxima gegeben werden, da somit auch Polaritatsunterschiede einen

entscheidenden Einfluss haben.

Probenmolekul n-Hexan
Die Auswertung der Flachen (Tabelle 5.1-2) der einzelnen Chargen lasst keine
quantitativen Aussagen zu. Damit ist es nicht moglich, die Adsorptions-

tendenzen der Fasern gezielt durch Saureeinwirkung zu steuern.

Tabelle 5.1-2 Heterogenitatsdaten des Probenmolekiils n-Hexan
Charge BW_1 20 BW_1 .30 BW 305 25 BW_60 20 BW_60_30
AUC 7,8*10*  7,9410%  7,1*10" 7,610 7,7*10™
Adsorptionspotential-

peakmaximum 5644,2 5720,6 5791,0 5848,6 5905,7
[J/mol]

Die Auswertung der Peakmaxima der Adsorptionspotentiale dieser
Versuchsreihe ermodglicht eine Vorhersage Uber die Bindungsstarke zu einem
unpolaren Probenmolekll, wobei die Saurebehandlung diesen Parameter
signifikant beeinflusst (Abbildung 5.1-10).
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Abbildung 5.1-10 Adsorptionspotentialmaxima fir das Probenmolekiil n-

Hexan in Abhangigkeit der Saurebehandlung (oben) mit
korrespondendierendem Paretodiagramm (unten) zur
Prufung auf Signifikanz

Je starker die Saureeinwirkung sowohl im Hinblick auf die Konzentration der
Saure als auch auf die Dauer ist, desto hdoher wird das Adsorptionspotential-
maximum. Das heilt, es kommt zu einer Rechtsverschiebung im
Heterogenitatsplot, je langer die Dauer der Saureeinwirkung wird.

Dementsprechend sinkt das Adsorptionspotentialmaximum bei der
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Verwendung einer geringeren Saurekonzentration und minimaler Zeitdauer.
Dieses Ergebnis lasst sich damit erklaren, dass durch die Saureeinwirkung
energetisch niedrige Bindungszentren einer unpolaren Substanz zerstort
werden und damit nicht mehr fur eine Anlagerung zur Verfugung stehen. Ein
weiterer Ansatz kann auch in der Freilegung dieser energetisch hoch

gelegenen Bindungszentren durch die Saure liegen.

Probenmolekul Ethanol

Zusatzlich zur Betrachtung der Bindungseigenschaften zu einem unpolaren
Probenmolekul wurden gleiche Untersuchungen mit dem polaren
Probenmolekul Ethanol durchgefuhrt. Die Werte sind in der folgenden Tabelle
(Tabelle 5.1-3) abgebildet.

Tabelle 5.1-3 Heterogenitatsdaten des Probenmolekils Ethanol

Charge BW_1 20 BW_1_30 BW_305_ 25 BW_60_20 BW_60_30
AUC 6,4*10*  56*10*  4,5*10* 5,910 5,4*10™
Adsorptionspotential-

peakmaximum 9000,0 94575  9501,0 9436,5 10114,3
[J/mol]

Beim polaren Probenmolekul sind die Bindungsverhaltnisse ahnlich zu denen
des unpolaren Heterogenitatsplots. Die Einwirkung der Saure verandert das
Mal} der Bindungskapazitat, dass heil3t die Flache unter der Kurve, nicht. Zwar
scheint die hochste Bindungskapazitat zum Probenmolekul Ethanol bei der
geringsten Saureeinwirkung stattzufinden, allerdings liegt der Minimalwert
nicht bei der extremsten Saurebehandlung, sondern beim Zentralpunkt dieser
statistischen Versuchsanalyse. Die Auswertung der Peakmaxima ist in

Abbildung 5.1-11 zusammengefasst.
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Abbildung 5.1-11 Adsorptionspotentialmaxima fir das Probenmolekiil
Ethanol in Abhangigkeit der Saurebehandlung (oben)
mit korrespondendierendem Paretodiagramm (unten)
zur Prifung auf Signifikanz

Im Gegensatz zur Heterogenitatsplotflache konnte die Saurebehandlung einen
entscheidenden Einfluss auf die Verschiebung und Lage der Maxima ausiben.
Dementsprechend ist davon auszugehen, dass eine extreme
Saurebehandlung die Bindungsstarke zu Molekllen verschiedener Polaritat

erhoht, da energetisch niedrigere Bindungszentren nicht mehr zur Verfugung

83



ABBAU DER MATERIALIEN

stehen. Die Veranderung dieser Bindungseigenschaften kann fir die
Freisetzung eines Wirkstoffes sehr wichtig sein, da die Bindungsstarke

natlrlich auch die Desorption von der Faser beeinflussen kann.

Spezifische Interaktionen

Einen weiteren Parameter zur Bestimmung der Oberflacheneigenschaften
stellt die spezifische Interaktion mit polaren Probenmolekilen dar. Wie in 3.4.2
detailliert beschrieben ist, lassen sich diese Interaktionen durch die Saurezahl
KA und die Basezahl KB quantifizieren. Zur Ermittlung beider Zahlen werden
die polaren Oberflacheneigenschaften (als Donor- und Akzeptorzahlen des
Gutmann-Konzeptes (Gutmann, 1978)) mit der spezifischen Energie AG in
einen linearen Zusammenhang gebracht. Aus dem Anstieg wird nun KA und
aus dem Achsenabschnitt KB bestimmt. In der folgenden Abbildung 5.1-12 ist
ein so genannter Acid Base Plot aufgefuhrt, wie er durch die iGC-Auswerte-

Software automatisch errechnet wird.

Acid Base Plot
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Abbildung 5.1-12Linearer Zusammenhang zwischen der spezifischen
Energie und den Donor- bzw. Akzeptorzahlen der
polaren Probenmolekiile zur Ermittlung von KA und KB
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Fur die Ermittlung dieser Parameter ist eine Injektion von Probenmolekuilen
notwendig, die sowohl saure, basische als auch amphotere Eigenschaften
haben. Dieser Anforderung wurde hier mit der Verwendung von Ethanol
(sauer), Acetonitril (basisch), Ethylacetat und Aceton (beide amphoter)
entsprochen (van Asten, van Veenendaal et al., 2000). Um Aussagen Uber die
Oberflachenbeschaffenheit machen zu kénnen, sollte der Quotient aus der
Saure- und der Basezahl ermittelt werden, da somit eine genaue Einordnung
in ,saure” und ,basische“ Oberflachen vorgenommen werden kann. Je groRer
dieser Quotient ist, desto ,saurer” ist dementsprechend die Oberflache
(Grenzwert sauer KA/KB = 1,5) (Belgacem und Gandini, 1999). Die
Zusammenfassung der Werte der statistischen Versuchsauswertung ist in
Abbildung 5.1-13 dargestellt.
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Abbildung 5.1-13Einfluss der Saurekonzentration und Einwirkzeit auf die
Oberflachenbeschaffenheit

Ahnlich wie bei den Daten der Adsorptionspotentialmaxima lassen sich die

Werte bei den Extrema der Saureeinwirkung sehr gut voneinander
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unterscheiden. So nimmt der Quotient fur die intensivste Saurebehandlung
den kleinsten Wert an. Dieser steigt dann auf sein Maximum bei der
Behandlung mit der geringsten Saurekonzentration und der Minimaldauer. Das
heillt, durch eine sehr starke Saureeinwirkung nimmt die Oberflache eher
einen basischen Charakter an. Die Ursache hierflr kann in einer Zerstorung
der Hydroxylgruppen liegen, so dass weniger Akzeptor- (Saure-)
eigenschaften zur Verfugung stehen (Felix und Gatenholm, 1993). Bei einer
schwacheren Saureeinwirkung werden demzufolge weniger dieser
funktionellen Gruppen zerstort, wodurch diese den sauren Charakter der
Oberflache bewahren. Der Erhalt der Akzeptoreigenschaften kann sehr wichtig
fur die Wechselwirkung mit Enzymen sein, um eine Stabilisierung durch
Faseroberflache wahrend eines Gefriertrocknungsprozesses zu ermdglichen
(Kapitel 6.4.4).

5.1.3 ZUSAMMENFASSUNG

Eine Saurebehandlung des Baumwollgewebes flhrte nur zu geringfligigen
Veranderungen der physikochemischen Eigenschaften. Wichtige Parameter
wie z.B. das Wasserbindungsvermdgen, die spezifische Oberflache oder die
Oberflachenenergie haben zwar Anderungen erfahren, trotzdem waren
tendenzielle Aussagen nur sehr schwierig oder gar nicht moglich. Die
Veranderungen dieser Eigenschaften waren haufig zufallig verteilt, so dass
eine gezielte Einstellung physikochemischer Parameter durch die Saure nicht
moglich war. Eine im Verbundprojekt angestrebte primare Depolymerisation
der Materialien durch eine Saure kann aufgrund dieser Ergebnisse entfallen.
Das beabsichtigte Ziel des schnelleren Abbaus durch eine darauf folgende
Cellulaseeinwirkung sollte im nachsten Abschnitt dieser Arbeit genauer
untersucht werden. Bei der detaillierten Analyse der aus der Saurebehandlung
resultierenden  Eigenschaften konnten allerdings auch signifikante

Veranderungen der Oberflacheneigenschaften detektiert werden. Mit der
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sensiblen  Messanalytik der inversen Gaschromatographie wurden
Heterogenitaten mit Probenmolekilen verschiedener Polaritaten gemessen.
Hierbei  konnte  festgestellt ~werden, dass sich sowohl das
Adsorptionspotentialmaximum des unpolaren n-Hexans, als auch das des
polaren Ethanols durch eine Verstarkung der Saureeinwirkung (Zeit und
Konzentration) zu hoheren Werten verschiebt. Somit kann die Bindungsstarke
zu Molekulen durch die Saureeinwirkung intensiviert werden. Dieser
Parameter ist wichtig, da er die Freisetzung von der Faser beeinflussen kann.
Zusatzlich konnten gezielt die spezifischen Interaktionen der Oberflache
dahingehend verandert werden, dass der Quotient aus der Saurezahl KA und
der Basezahl KB bei starker Saurebehandlung ein Minimum annimmt und
damit die Oberflache tendenziell an Elektronenakzeptoreigenschaften verliert.
Diese sind allerdings sehr wichtig, um eine Stabilisierung der
Leucinaminopeptidase aus der Madensekretionslosung zu ermoglichen
(Kapitel 6.4.4). Zusammenfassend sind diese Oberflacheneigenschaften
jedoch fur das Erreichen von Teilzielen dieser Arbeit nicht so relevant, wie die

obigen Parameter, die eine eher zufallige Veranderung erfahren.

5.2 EINFLUSS EINER CELLULASEBEHANDLUNG AUF DIE FASER

5.2.1 EINLEITUNG

In den folgenden Ausflihrungen soll die Mdglichkeit des Faserabbaus durch
eine Cellulase untersucht werden. Hierbei wird ein Uberblick Uber die Folgen
des Cellulaseeinsatzes  gegeben. Neben der Ermittlung von
Reaktionsbedingungen wurde ein weiterer Fokus auf die Veranderung der
Faserstrukturen gelegt. Dies konnte fur weitere Studien ein Ansatz sein,
Fasern mit konkret eingestellten physikochemischen Eigenschaften
herzustellen. Die Kenntnis der Beschaffenheit von Fasern kann fur viele
Prozesse sehr nutzlich sein, denn somit ist es mdglich, die Beladungs-

kapazitat mit einem Wirkstoff zu bestimmen bzw. das Potential des
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enzymatischen Abbaus zu beeinflussen. Auf diese beiden Parameter wird in
einem spateren Teil dieser Arbeit noch detaillierter eingegangen.

Weiterhin  war es wichtig, eine Aussage Uber den Abbau des
saurebehandelten Materials zu treffen, da in der Vorbereitung des Projektes
eine beschleunigte enzymatische Degradation von saurebehandelten Fasern

vermutet wurde.

5.2.2 ABBAU DER FASERN

5.2.2.1 Allgemeines

Das Prinzip des enzymatischen Abbaus der Cellulose ist bereits in Kapitel
2.2.2 genau beschrieben worden. Fir die folgenden Untersuchungen wurden
zwei unterschiedliche Enzymsysteme verwendet. Zum einen eine feste
Cellulase, Denimax, mit einem pH-Optimum von 7,4 und zum anderen ein
flussiges System, Cellusoft, mit einem pH-Optimum von 5 (beide Novozymes,
Bagsvaerd, Danemark). Beide Enzymsysteme arbeiten in einem
Temperaturbereich von 37°C am effektivsten. Die Zusammensetzung dieser
Enzyme kann nicht angegeben werden, da es sich bei den Herstellerangaben
nicht um die tatsachlichen enzymatischen Aktivitaten, sondern um rein
technische Qualitaten handelt. Ein moglicher Einsatz in der Wundheilung ist
dementsprechend genau zu Uberprufen.

Die meisten Versuche wurden mit der flussigen Cellulase durchgefluhrt, da
sich die zu verwendende Menge Uber das Volumen genauer quantifizieren
lie®. FUr den enzymatischen Abbau wurden die Materialien in Stlicke mit einer
Oberflache von 1 cm? gestanzt, anschliefend mit bidestillietem Wasser
gewaschen und getrocknet. Die Untersuchungen fanden in einem
Gesamtvolumen von 2,25 ml (2 ml Puffer und 0,25 ml Cellulase) statt. Die
Menge an Cellulase entsprach dem Volumen, das ohne Verluste an der
Oberflache der Materialien adsorbieren konnte. Das Ausmall des

enzymatischen Abbaus der Materialien wurde durch eine Bestimmung der

88



EINFLUSS EINER CELLULASEBEHANDLUNG AUF DIE FASER

freiwerdenden Glukosekonzentration (3.6.4) festgestellt. Zudem erfolgte eine
Ermittlung des Masseverlustes analog der Arbeit von Csiszar (Csiszar,
Urbanszki et al., 2001). Hierzu wurde das Material nach einem grindlichen
Waschschritt mit bidestillietem Wasser und anschlielfender Trocknung bei
einer relativen Luftfeuchte von 65% eingelagert. Nach Ablauf von 24 h wurde
die Masse des Materials bestimmt. Dieser Prozess wurde vor und nach der
enzymatischen Behandlung durchgefihrt und die Massedifferenz bestimmt.
Weiterhin wurden nach der Trocknung erneut die physikochemischen
Parameter der Materialien ermittelt, um eine Veranderung der Faserstruktur
durch das enzymatische Einwirken genau beschreiben zu kdnnen.

Im Gegensatz zur Behandlung der Fasern mit Saure wurde beim
enzymatischen Abbau das Zeitintervall sehr stark verlangert. Dadurch sollte
der Abbau so stark wie moglich forciert werden, um die Grenzen der
enzymatischen Cellulolyse aufzuzeigen. Da als ein Endziel die komplette
Auflésung der Wundauflage angestrebt wurde, dehnte sich das Zeitintervall

des enzymatischen Abbaus bis zu 168 h aus.

5.2.2.2 Einfluss auf die Fasereigenschaften

Die Untersuchungen zum enzymatischen Abbau der Materialien wurden
sowohl mit der Viskose (CV_40) als auch mit unbehandelter Baumwolle (BW)
durchgeflhrt.

Baumwolle

Wie oben bereits erwahnt, wurde bei diesen Untersuchungen zunachst das
unbehandelte Material verwendet. Damit sollte sichergestellt werden, dass
ausschlielllich der enzymatische Einfluss auf die Fasern die erhobenen

Resultate verursacht.

89



ABBAU DER MATERIALIEN

Réntgendiffraktometrie

Fur einen moglichst kompletten Abbau der Fasern wurde die Dauer der
Cellulasebehandlung auf eine Woche ausgedehnt. Hierbei wurde parallel zum
Masseverlust (Abbildung 5.2-10) auch die Entwicklung der Kristallinitat
untersucht. In der Abbildung 5.2-1 sind die Diffraktogramme fur das
Ausgangsmaterial (BW_normal) und die Materialien nach einer bestimmten
Stundenzahl (48 h; 96 h und 168 h) zusammengefasst.

Intensitat

5 10 15 20 25 30 35 40 452Thels

Abbildung 5.2-1 Rontgendiffraktogramme von Baumwollfasern in Ab-
hangigkeit der Dauer einer Cellulaseeinwirkung

Die cellulolytischen Enzyme sind in der Lage kristalline Bereiche abzubauen
(Lynd, Weimer et al., 2002), wodurch der amorphe Charakter der Fasern
steigt. Im hinteren Diffraktogramm der unbehandelten Baumwolle sind Peaks
zu erkennen, die mit fortschreitendem Verlauf der Cellulaseeinwirkung kleiner

werden. Besonders auffallig ist dies beim Peak bei 35° 20 zu erkennen. Aber
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auch die gesamte Kiristallstruktur der Baumwollfasern wird minimiert. Hiermit
konnte eine in der Literatur gangige Aussage widerlegt werden, in der von
einem geringen Einfluss einer Cellulase auf die Kristallinitat geschrieben wird
(Pinto, Moreira et al., 2004).

Physikochemische Parameter

Die Methode der inversen Gaschromatographie wurde in jungster Zeit bereits
eingesetzt, um Veranderungen in der dispersiven Oberflachenenergie von
Fasern durch enzymatische Degradation zu bestimmen (Buschle-Diller,
Inglesby et al.,, 2005). Hierbei wurde allerdings nach einer 30mindtigen
Cellulasebehandlung abgebrochen und eine geringe Abnahme der
Oberflachenenergie detektiert. Die Werte der einzelnen dispersiven

Oberflachenenergien in Abhangigkeit von der Zeit sind in Abbildung 5.2-2
dargestellt.

Oberflachenenergie [mJ/n¥]
8 8 8% & &

Zeit [H]

D BW

Abbildung 5.2-2 dispersive Oberflachenenergien von Baumwolle in
Abhangigkeit der Zeitdauer einer Cellulaseeinwirkung
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Fur die obige Untersuchung mit der Baumwolle wurde das Zeitintervall auf
36 h angehoben und die Veranderung der Oberflachenenergie genauer
untersucht. Die in der Abbildung 5.2-2 gezeigten Resultate konnten die
Ergebnisse von Buschle-Diller (Buschle-Diller, Inglesby et al., 2005)
bestatigen, dass eine Cellulaseeinwirkung zu einer Abnahme der Energie
fuhrt. Zusatzlich konnte auch eine zeitabhangige Abnahme dieses Parameters
aufgezeigt werden. Je langer die enzymatische Einwirkung stattfand, desto
kleiner wurde der Wert der Oberflachenenergie. Das lasst sich dadurch
erklaren, dass der Abbau zunachst in den energetisch hdher gelegenen
Zentren der Oberflache stattfindet und diese irreversibel zerstért werden.
Hieraus resultiert eine stetige Abnahme der Oberflachenenergie. Ein
Grenzwert konnte im Rahmen dieses Zeitintervalls nicht festgestellt werden.

Weiterhin sollte mit Hilfe der inversen Gaschromatographie die Veranderung
der spezifischen Oberflache genauer untersucht werden. Hierfur wurde die
Methode aus Kapitel 3.4.2.3 angewandt. Die Ergebnisse sind in Abbildung

5.2-3 zusammengefasst.
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Abbildung 5.2-3 spezifische Oberflachen von Baumwolle in
Abhangigkeit der Zeitdauer einer Cellulaseeinwirkung
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Die obige Abbildung zeigt sehr deutlich die destruktive Wirkung der Cellulase
auf die Faserstruktur der Baumwolle, denn die spezifische Oberflache nimmt
mit steigender Behandlungsdauer stetig zu. Diese Zunahme lasst sich dadurch
erklaren, dass der enzymatische Abbau der Fasern standig neue Oberflachen
freilegt, die dann durch die Isothermenbestimmung mit erfasst werden.
Weiterhin ist es denkbar, dass Fasern komplett gespalten werden, was zu
einer weiteren Zunahme der Oberflache fuhrt. Diese Aussage lasst sich durch
weitere Untersuchungen unterstitzen. So ist in den noch folgenden
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen (siehe Abbildung 5.2-5) eine
eindeutige Zerstorung zu erkennen. Zudem wird beim Vergleich des
Wasserbindungsvermogens vor  (13,1%) und nach (14,2%) der
Enzymeinwirkung (Einwirkdauer: 36 h) eine deutliche Steigerung sichtbar. Der
Anstieg des Wasserbindungsvermogens lag bei circa 8,4% (fur n=2
Messungen). In einer anderen Studie konnten bereits ahnliche Ergebnisse
erzielt werden (Tereschenko und Shamolina, 1998). Die Zunahme dieses
Parameters lasst sich durchaus mit der erhdohten Oberflache des Materials
erklaren, denn nur somit kann mehr Wasser dauerhaft von der Faser
gebunden werden. Zudem kommt es durch die cellulolytische Behandlung der
Faseroberflache zu einer Erhdhung der adsorptiven Eigenschaften. Dieses
Ergebnis lasst sich zudem mit Hilfe der inversen Gaschromatographie
bestatigen, indem die Flachen der Heterogenitatsmessungen fur das
Probenmolekul n-Hexan, dargestellt im Diagramm der Abbildung 5.2-4, als ein
Mal fur die Adsorptionseigenschaft einer Oberflache ermittelt werden. Bei der
Betrachtung der adsorptiven Eigenschaften der Fasern ist zunachst eine
Minimierung nach 18 h auffallig. Bei weiterer Cellulaseeinwirkung steigt das
Adsorptionspotential Uber den Ausgangswert an, wobei das Maximum der
Adsorption bei 36 h liegt. Aufgrund dieser Tatsache ist das gesteigerte

Wasserbindungsvermogen der Fasern sehr leicht nachvollziehbar.
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Abbildung 5.2-4 Flachen der Heterogenitaten des Probenmolekiils n-
Hexan in Abhangigkeit der Zeitdauer einer Cellulase-
einwirkung

Die Erhéhung der adsorptiven Eigenschaften durch eine enzymatische
Behandlung der Fasern konnte fir eine Applikation auf Wunden sehr
interessant sein, da das sezernierte Wundesekret gut aufgesogen werden
kann. Zusatzlich ist es moglich, Angaben aus der Literatur Uber eine
beobachtete Steigerung der Quellungseigenschaften von cellulasebe-
handelten Fasern (Bach und Schollmeyer, 1994) zu erklaren. Im Gegensatz
zur Saurebehandlung ist also festzustellen, dass sich durch das Einsetzen von
Cellulase gezielt die Eigenschaften von Baumwollfasern steuern und

beeinflussen lassen.

Rasterelektronenmikroskopie

Die in Abbildung 5.2-5 dargestellten Aufnahmen zeigen die -cellulase-
behandelten Baumwoll-Fasern. Die Dauer der Enzymeinwirkung betrug hierbei
36 h.
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it Magn WD F———— &0 pum
00x 139 BW

Abbildung 5.2-5 rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von
cellulasebehandelter Baumwolle (Dauer 36 h)

Anhand der obigen Abbildung ist sehr gut die destruktive Wirkung der
Cellulase auf die Fasern zu erkennen. Im linken Bild zeigt sich deutlich eine
Spaltung der Fasern, wodurch die Erhohung der spezifischen Oberflache und
das vermehrte Wasserbindungsvermogen erklarbar sind. Die rechte Abbildung
weist einen vergrolerten Ausschnitt der Faseroberflache auf, woraus das
erhohte Adsorptionspotential der Fasern nach der Cellulasebehandlung
resultiert. Neben entstandenen Lochern sind zusatzlich deutliche Risse zu

sehen, durch die eine erhdhte Adsorption an die Faser moglich wird.

Viskose

Parallel zu den Abbauversuchen der Baumwolle wurden die gleichen
Versuche mit Viskose durchgefuhrt. Hierbei gilt es zu bedenken, dass fur
diese Untersuchungen nur saurebehandeltes Material zur Verfigung stand.

Alle folgenden Resultate wurden mit der Charge CV_40 ermittelt.

Réntgendiffraktometrie

In der Abbildung 5.2-6 sind zwei Rontgendiffraktogramme von Viskose

zusammengefasst. Der enzymatische Abbau der Viskosefasern ist im
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Vergleich zur Baumwolle starker ausgepragt. Dies kann zum einen auf den
unterschiedlichen Herstellungsprozess der Fasern zurtckzufihren sein. Zum
anderen ist das Ausgangsmaterial der Viskose nicht so ,kristallin®, so dass
eine Cellulolyse effektiver ablaufen kann. In der Abbildung 5.2-10 zur
Darstellung des Masseverlustes beider Materialien kann dies auch bestatigt
werden. Nach einer Dauer von 168 h war das gesamte Gewebe aufgelost und
es wurde nur der filtrierte Rulckstand vermessen. Die Abnahme der
Kristallinitat war ahnlich gering wie bei der Baumwolle. Erwahnenswert ist
allerdings der extreme Unterschied zwischen dem Diffraktogramm des

Ausgangswerts CV_40 (schwarz) und dem der aufgeldsten Viskose (grau).

CV_40min (Range 1)
CV_Celll (Range 1)
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:
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Abbildung 5.2-6 Rontgendiffraktogramme von Viskosefasern in Ab-
hangigkeit der Dauer einer Cellulaseeinwirkung

Physikochemische Parameter

Bei den Versuchen zur Bestimmung der Oberflachenenergie mit Viskose unter
Cellulaseeinwirkung konnten ahnliche Ergebnisse wie bei der Baumwolle
erzielt werden. Allerdings war in diesem Fall keine kontinuierliche Abnahme im

Verlauf der Zeit auffallig. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in
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Abbildung 5.2-7 zusammengefasst. Bis zu einer Dauer von 24 h nimmt die
Oberflachenenergie stetig ab, um nach weiteren 12 h (Gesamtdauer 36 h)
wieder anzusteigen. Der gezeigte Anstieg kann folgende Ursache haben. Zum
einen war das Material bereits mit Saure vorbehandelt und zum anderen
waren die Ausgangswerte sehr viel niedriger als bei der Baumwolle. Eventuell
ist sogar ein moglicher Grenzwert Uberschritten und das Material so stark
geschadigt, dass neue energetisch hdoher gelegene Zentren freigelegt werden.

Damit musste fir das gesamte System der Wert fir die Oberflachenenergie
wieder ansteigen.
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Abbildung 5.2-7 dispersive Oberflaichenenergien von Viskose in
Abhangigkeit der Zeitdauer einer Cellulaseeinwirkung

Zusatzlich zur dispersiven Oberflachenenergie wurden auch die beiden
Parameter spezifische Oberflache und Heterogenitat fur das Probenmolekil n-

Hexan untersucht und die Resultate in Abbildung 5.2-8 zusammengefasst.
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Abbildung 5.2-8 spezifische Oberflache (dunkelgrau) und Flachen der
Heterogenitaten des Probenmolekiils n-Hexan
(hellgrau) in Abhangigkeit von der Zeitdauer einer
Cellulaseeinwirkung

Die spezifische Oberflache steigt mit zunehmender Dauer der Cellulasebe-
handlung an und erfahrt bei 36 h ihr Maximum. Damit verhalt sich die Viskose
ahnlich wie die Baumwolle. Die enzymatische Degradation flhrt zu einer
derart starken Destruktion der Fasern, dass viele neue Oberflachen
geschaffen werden. Nach 36 h Cellulaseeinwirkung ist die Oberflache bereits
um das 6,5fache gegenltber dem Anfangswert (t = 0 h) erhéht. Besonders
drastisch ist der Anstieg von 0 h auf 18 h bzw. von 24 h auf 36 h. Die geringe
Reduktion im Intervall von 18 h auf 24 h unterbricht die Kontinuitat der
Abnahme. Bei der Bestimmung des Adsorptionspotentials der Faser mit Hilfe
des Probenmoleklls n-Hexan konnte ein stetiger Anstieg der Flachen und
damit der Adsorptionseigenschaft der Oberflache ermittelt werden. Bei dieser
Messreihe war die Steigerung kontinuierlich, und im Gegensatz zur Baumwolle
lag das Minimum beim Ausgangswert. Ahnlich wie bei der spezifischen
Oberflache war der Sprung im letzten Zeitintervall (von 24 h auf 36 h)
besonders drastisch. Einhergehend mit diesen Beobachtungen lasst sich auch

das gesteigerte Wasserbindungsvermogen der Fasern sehr gut erklaren. Die
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Schaffung  neuer  Oberflachen, gepaart mit dem  gesteigerten
Adsorptionspotential der Fasern nach enzymatischer Destruktion, fuhrt zu
einer Erhdhung des Wasserbindungsvermogens von 17,9% auf 21%. Dies

entspricht einer Steigerung von circa 14,8% (fur n = 2 Messungen).

Rasterelektronenmikroskopie

Mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie soll auch fur das Material Viskose
das Ausmald des enzymatischen Abbaus veranschaulicht und die obigen
Aussagen zu den physikochemischen Parametern belegt werden. Die
Aufnahmen sind in der Abbildung 5.2-9 dargestellt und zeigen den
fortgeschrittenen Abbau der Fasern. Die Fasern sind sehr fransig und nicht
mehr so homogen wie das Ausgangsmaterial (Abbildung 4.2-8). Besonders
auffallig bei beiden Aufnahmen ist die Entstehung vieler Spaltprodukte in Form
kleiner Fasern, durch die die starke Erhdhung der spezifischen Oberflache

begrundet werden kann.

it Magn WD ———— &0 pum
00X 136 CV

Abbildung 5.2-9 rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von
cellulasebehandelter Viskose (Dauer 36 h)
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5.2.2.3 Masseverlust

Fur die Untersuchung des Masseverlustes wurden beide Materialien unter den
oben angegebenen Bedingungen behandelt und der Verlauf des
Masseverlustes in Abhangigkeit der Zeit dargestellt. Hiermit wird UGberprift, ob
der Einsatz der Cellulase eine komplette Auflosung des Materials hervorrufen
kann. Im Rahmen dieses Versuches wurde kein Austausch des Mediums
vorgenommen. Die Entwicklung des Masseverlustes in Abhangigkeit der Zeit
ist in Abbildung 5.2-10 dargestellt. Hierbei wurde die Ausgangsmasse als
100% definiert und die ermittelte Massedifferenz nach dem Trocknen auf

diesen Wert bezogen.

Masse [%]

Zeit [H]

BW —— CV_40

Abbildung 5.2-10Darstellung des Masseverlustes von Baumwolle und
Viskose in Abhangigkeit von der Zeitdauer einer
Cellulaseeinwirkung

Der Masseverlust fir das Material Viskose ist von Beginn der ersten Messung
bis zum Ende viel groRer als fur die Baumwolle. Dies konnte an der
Beschaffenheit der Fasern liegen, denn die Viskose als Regenerat der
Cellulose ist reiner und damit scheinbar besser abbaubar. Zudem scheint auch

die Kristallinitat eine Rolle zu spielen, denn Lynd beschreibt einen schnelleren
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enzymatischen Abbau von amorphen Fasern (Lynd, Weimer et al., 2002). Da
die Viskose im Vergleich zur Baumwolle amorpher ist (siehe Diffraktogramme
im Kapitel Tragermaterialien), kénnte dies eine weitere Ursache fur den
schnelleren Abbau sein. Nach 168 h Enzymbehandlung war flur die Viskose
nur noch eine zahflissige Masse feststellbar und lie® eine Massebestimmung
nicht mehr zu. Die Masse der Baumwolle nahm ebenfalls stetig ab, jedoch
konnte nach einer Woche immer noch ein intaktes Gewebe entnommen und
die Masse problemlos bestimmt werden. Damit kann von einem besseren bis
vollstandigen Abbau der Viskose ausgegangen werden. Dies ist umso
bemerkenswerter, da dieses Material fast doppelt so schwer ist wie Baumwolle
(CV_40: 27,6 mg/cm? im Vergleich zu BW: 13,6 mg/cm?). Eine Verlangerung
der Zeitdauer fur einen vollstdndigen Abbau der Baumwolle wurde nicht
durchgefuhrt, da eine langere Kontaktzeit in der Wunde nicht sinnvoll
erscheint. So ist bereits nach einer Woche mit einem Austausch von
Sekretionsflissigkeiten zu rechnen. Zudem sollte auch bei chronischen
Wunden in diesem Zeitraum eine Erneuerung von Korperzellen stattgefunden

haben.

5.2.2.4 Saurebehandeltes Material

Mit Hilfe einer vorherigen Behandlung der Fasern mit einer Mineralsaure sollte
eine Art primare Depolymerisation der Materialien stattfinden, um so einen
schnelleren und effektiveren enzymatischen Abbau zu ermdglichen. Die zur
Verflgung gestellten Materialien waren bereits alle mit Salzsaure vorbehandelt
und unterschieden sich kaum in ihren physikochemischen Eigenschaften. Fur
eine genaue Differenzierung der Saurewirkungen auf die Fasereigenschaften
wurden im Kapitel 5.1 Baumwollfasern basierend auf einer statistischen
Grundlage gezielt mit Saure behandelt und auf ihre Eigenschaften hin
untersucht. Diese Fasern wurden nun im Hinblick auf ihren enzymatischen

Abbau genauer untersucht. Das folgende Diagramm in Abbildung 5.2-11 zeigt
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den prozentualen Masseverlust der Materialien, die unterschiedlich mit Saure
(Chargenbezeichnung entspricht dem Kapitel 5.1) vorbehandelt sind. Zum
einen ist in diesem Diagramm der resultierende Masseverlust durch eine
Saurebehandlung dargestellt und zum anderen zeigt es den Masseverlust der

gleichen Materialien durch anschlielenden Cellulaseeinfluss.

1l

BW13 BW120 BWZ30525 BW6030 BW6020 BW noma

Masseverlust [%]
o

O Saure B Cellulase

Abbildung 5.2-11 Masseverlust durch unterschiedliche Saureeinwirkung
(hellgrau) und anschlieBRendem Cellulaseeinfluss
(dunkelgrau)

Der Einfluss der Saurebehandlung auf den Masseverlust ist ahnlich der
Anderung der untersuchten anderen physikochemischen Parameter nur sehr
gering. Die Werte liegen hier in dem Bereich eines normalen 30minutigen
Waschschritts mit bidestillietem Wasser (BW_normal). Damit kann nicht
davon ausgegangen werden, dass die Einwirkung von Saure auf die Fasern in
diesem gewahlten Zeitintervall eine starke Schadigung verursacht.
Erwahnenswert sind allerdings die resultierenden Masseverluste durch die
Cellulasebehandlung (Dauer: 36 h). Die mit Saure vorbehandelten Fasern
hatten einen geringeren Masseverlust, als das unbehandelte Material. Je

langer die Saure auf die Fasern einwirkte, desto geringer war der resultierende
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Masseverlust. Dementsprechend scheinen sich die Eigenschaften der Fasern
dahin gehend zu verandern, dass nach der Saureeinwirkung die Cellulase
nicht mehr so aktiv arbeitet. Diese Tatsache konnte mit der Adsorption der
Cellulase an die Faseroberflache erklart werden. Das Phanomen der
adsorptionsabhangigen Aktivitdt von Cellulasen ist bereits genau untersucht
(McCarter, Adney et al., 2002). Zudem wurde versucht unter Verwendung der
inversen Gaschromatographie eine Veranderung der Saure-Base-Parameter
der Oberflache durch Cellulaseeinfluss zu bestimmen (Pinto, Moreira et al.,
2004). Diese Aussagen beschreiben jedoch nicht den Zustand der Fasern vor
der Behandlung und eine erreichbare Bindungskapazitat und folglich Aktivitat
fur die Cellulase. Da mit Hilfe der inversen Gaschromatographie eine
Moglichkeit besteht, eine Aussage zum reinen Adsorptionspotential einer
Oberflache zu treffen, soll hier ein moglicher Zusammenhang zwischen diesen
beiden Faktoren untersucht werden. Hierfur wurden die Flachen unter dem
Heterogenitatsplot des Probenmolekils n-Hexan als Malk fir die
Adsorptionsfahigkeit gegen den resultierenden Masseverlust gesetzt. Diese
Werte sind in einem Regressionsplot zusammengefasst (Abbildung 5.2-12).

Dieser zeigt einen eindeutigen Zusammenhang zwischen dem Adsorptions-
potential und dem resultierenden Masseverlust. Je groler die adsorptive
Eigenschaft der Faser, gleichbedeutend mit einer groReren Flache unter der
Kurve ist, desto hoher wird der Masseverlust bei gleichen Bedingungen nach
dem enzymatischen Abbau. Damit kann erstmals ein direkter Zusammenhang
zwischen diesen Faktoren gezeigt werden. Das heildt, fur einen effektiven
enzymatischen Abbau einer Faser spielt eine gute Adsorptionsfahigkeit der
Oberflache eine grole Rolle. Die zusatzliche Steigerung des
Adsorptionspotentials durch die Cellulaseeinwirkung (Abbildung 5.2-4 und
Abbildung 5.2-8) ist zudem sehr interessant bei der Verwendung als
Wundmaterial. Somit kann wahrend der Applikation die Sorptionsfahigkeit

gesteigert und damit mehr Wundsekret aufgenommen werden.
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Abbildung 5.2-12Regressionsplot Masseverlust gegen die Flachen der
Heterogenitat fur das Probenmolekil n-Hexan
(Vertrauensbereich 0,95)

Die Untersuchungen zur Einwirkung der Saure auf die Baumwolle haben
gezeigt, dass das Adsorptionspotential so stark verandert wird, dass der
enzymatische Abbau minimiert wird. Eine mdgliche Schadigung des
Depolymerisationsgrads durch die Saure scheint nicht entscheidend zu sein
und ein Verzicht auf diesen, doch sehr zeitaufwendigen Schritt ist zu
empfehlen. Neben dem Masseverlust wurde zusatzlich die entstandene
Glukosekonzentration bestimmt, um einen genauen Uberblick (iber den
fortschreitenden Abbau der Fasern zu gewinnen. Die Bestimmung erfolgte
enzymatisch mit der in Kapitel 3.6.4 beschriebenen Methode. Die ermittelten
Glukosekonzentrationen sind in der folgenden Abbildung 5.2-13 zusammen-

gefasst.
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Abbildung 5.2-13Darstellung der entstandenen Glukosemasse im
Vergleich zum Masseverlust nach 36stiindiger
Cellulasebehandlung

Die ermittelten Glukosemengen Kkorrelieren mit den resultierenden
Masseverlusten (hier Angaben in [mg]). Dies kann auch mit einem
Regressionsplot in Abbildung 5.2-14 bestatigt werden.

Je mehr Glukose in der Losung nachgewiesen werden kann, desto hoher ist
auch der resultierende Masseverlust. Allerdings konnte festgestellt werden,
dass der Masseverlust nicht nur auf abgespaltenen Glukosebausteinen
basiert, sondern dass die Cellulase auch Bruchsticke bestehend aus
mehreren Monomeren bildet, wodurch die Diskrepanz zwischen Glukose-
menge und Masseverlust zu erklaren ist. Diese kurzerkettigen Kohlenhydrate
konnen nicht mehr genau quantifiziert werden, so dass eine Moglichkeit fur
deren Nachweis gesucht wurde. Ein Ansatz zum Nachweis dieser Fragmente
liegt im Anfarben der Fasern mit dem Farbstoff Remazolblau (siehe Kapitel
5.2.3).
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Abbildung 5.2-14Regressionsplot Masse an Glukose [mg] gegen den
resultierenden Masseverlust [%] einer Faser

5.2.3 VERWENDUNG VON REMAZOLBLAU

5.2.3.1 Einleitung

Der enzymatische Abbau von Cellulosefasern findet auf zwei Wegen statt.
Zum einen werden die Celluloseketten vom Ende her gespalten. Zum anderen
kommt es zum Herauslosen von ldslichen Kohlenhydraten, die nicht genau
quantifiziert werden koénnen. Auf der Suche nach einem zusatzlichen
Nachweis der Cellulolyse wurde der Farbstoff Remazol Brilliant Blau R
(RBBR) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) eingesetzt. Dieser wird
normalerweise fur das Anfarben von mikrokristalliner Cellulose benutzt, um
das gefarbte Substrat zur Bestimmung von Cellulaseaktivitaten zu verwenden
(Correia, De Sousa Pereira Junior et al., 1998). Zudem werden andere
Reaktivfarbstoffe zum Farben von Textilien benutzt. Da die verwendeten
Materialien aus Cellulose bestehen, wurde versucht, die Fasern mit dem
Farbstoff anzufarben. Fur diesen Zweck wurde die Methode von Correia

modifiziert und wie folgt durchgefiihrt. Das zu farbende Fasermaterial wurde in
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1cm? groRe Sticke gestanzt und in bidestilliertes Wasser mit einer
Temperatur von 50°C gegeben. AnschlieRend wurden unter standigem
Rihren 100 ml einer 0,7%igen RBBR-LOsung hinzu gegeben. Diese Mixtur
wurde fur weitere 35 min gerthrt und wahrend dieses Intervalls 20 g Na,SO,
in kleinen Portionen hinzugefigt. Zum endgultigen Fixieren des Farbstoffes
auf der Cellulosefaser wurde durch die Zugabe von 10 mg NazPO, der pH-
Wert auf 12 eingestellt und die Suspension eine weitere Stunde geruhrt. Nach
dem Abfiltrieren des gefarbten Cellulose-Materials wurde dieses mit 60°C
heiRem bidestilliertem Wasser gewaschen, bis das Waschwasser eine

Absorption von null, bei einer Wellenlange von A = 590 nm, aufwies.

5.2.3.2 Veranderung der Fasereigenschaften

Eine detaillierte Untersuchung aller physikochemischen Parameter der
gefarbten Fasern war hier nicht Gegenstand der Untersuchungen. Allerdings
hat die Kopplung von Remazol Briliant Blau an die Celluloseketten
geringfigige Anderungen der Fasereigenschaften zur Folge, die in einer
kurzen Zusammenfassung erlautert werden sollen. Die Reaktion zwischen
dem Farbstoff und den Celluloseketten hat keine Anderung der Kristallinitat
zur Folge (Daten hier nicht abgebildet). Weiterhin verandert sich das
Wasserbindungsvermogen trotz der Kopplung mit Hydroxylgruppen nur
geringfugig. Beim Material Viskose sinkt dieser Wert von 21,2% (,farblos®) auf
20,9% (blau). Im Gegensatz dazu steigt bei der Baumwolle dieser Parameter
von 12,8% (,farblos®) leicht auf einen Wert von 13,2% (blau) an. Damit sind
Aussagen uber den Einfluss des Farbstoffes auf diesen Parameter schwer
moglich.

Eine wichtige Veranderung erfahrt das Material allerdings beim enzymatischen
Abbau. Da mit dem Remazol ein relativ groRes Molekul an die Celluloseketten
gebunden wird, kommt es zu sterischen Hinderungen fur den Cellulaseangriff.

Ein Zugang zu den glykosidischen Bindungen ist erschwert und damit der
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Abbau verlangsamt. Dieser Zusammenhang wurde mit beiden Materialien
(Viskose und Baumwolle) naher untersucht und in den folgenden Diagrammen
(Abbildung 5.2-15 und Abbildung 5.2-16) dargestellt. Hierin wird als Mal} far
den fortschreitenden Abbau der Fasern die Masse an entstehender Glukose

gegen die Zeit abgebildet.

14 -
B 12
= 10
é 08 -
35 06
$ 04
0,0
1 3 7 ) 24
Zeit []

B BW _blau O BW

Abbildung 5.2-15Vergleich des enzymatischen Abbaus von Baumwolle
(BW) und Remazol-gefarbter Baumwolle (BW_blau)

In der Abbildung 5.2-15 ist sehr gut der verminderte Abbau der gefarbten
Baumwolle zu erkennen. Der sterische Einfluss des Farbstoffes minimiert die
Hydrolyse um circa 50%. Noch drastischer tritt dieser Effekt bei der gefarbten
Viskose auf. Wie im Diagramm der Abbildung 5.2-16 zu erkennen, schrankt
die Kopplung des Farbstoffes mit der Faser den enzymatischen Abbau bis
75% ein.
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Abbildung 5.2-16 Vergleich des enzymatischen Abbaus von Viskose (CV)
und Remazol-gefarbter Viskose (CV_blau)

Die resultierenden Masseverluste bestatigen zusatzlich die abgebildeten
Daten. Nach 24 h Cellulaseeinwirkung konnte fur die Baumwolle ein
Masseverlust von 12,2% und fur das gefarbte Material von 5,7% bestimmt
werden. Parallel zu den entstehenden Glukosemengen ist der verminderte
Masseverlust bei der Viskose noch ausgepragter. Die Reduzierung der Masse
bei der ,farblosen® Viskose betrug 32,9%, wahrend bei der gefarbten Viskose
die Masse nur um 9,9% abnahm. Ahnliche Angaben zur Abnahme des
Masseverlustes im  Vergleich zwischen gefarbten und normalen
Baumwollfasern konnten auch fur andere Farbstoffe gezeigt werden (Buschle-
Diller und Traore, 1998).

5.2.3.3 Remazolblau als Modellarzneistoff

Mit der Kopplung des Farbstoffes Remazolblau an die Cellulosefasern sollte
neben der Messung der Glukosekonzentration ein weiterer Nachweis des
enzymatischen Abbaus der Fasern ermoglicht werden. Durch die Spaltung der
gefarbten Cellulose in kurzerkettige wasserldsliche Kohlenhydrate ist bereits

eine Absorption (Wellenlange A = 590 nm) messbar. Hierin liegt der Vortell
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dieser Methode, denn es ist keine Spaltung bis auf den Grundbaustein
Glukose erforderlich, um das Fortschreiten des Abbaus zu verfolgen. Ein
weiterer Vorteil liegt in der Einfachheit der Messungen, da keine Kopplung an
ein Reagenz und keine lange Inkubationszeit notwendig sind.

Um die Eignung des Farbstoffes als Nachweis fur den cellulolytischen Abbau
der Fasern zu testen, wurde sowohl die Viskose als auch die Baumwolle wie in
Abschnitt 5.2.3.1 beschrieben gefarbt. AnschlieRend erfolgte eine 24stiindige
Inkubation mit einer Cellulase. Wahrend dieses Zeitintervalls wurde neben der
Glukosekonzentration auch die Remazolabsorption bestimmt. Die ermittelten
Wertepaare fur die Materialien Viskose (CV) und Baumwolle (BW) sind in den
Diagrammen der Abbildung 5.2-17 und Abbildung 5.2-18 zusammengefasst.
Anhand der Bestimmtheitsmalle ist eindeutig eine Korrelation zwischen
Remazolabsorption und der entstehenden Glukosekonzentration (dargestellt

ist hier die Absorption des gebildeten Chinonimins) erkennbar.

0,160

0,120

orption

0,080 -

R? = 00,9769
0040 1 A A

Remazol Abs

O,CH) I I I I I I I 1
0000 0050 0100 015 0200 0250 0300 035 0400

Gukose Absorption

A BW — Linear (BW)

Abbildung 5.2-17 Vergleich der Remazolabsorption mit der
Glukoseabsorption fiur den enzymatischen Abbau von
Baumwolle
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Abbildung 5.2-18 Vergleich der Remazolabsorption mit der
Glukoseabsorption fir den enzymatischen Abbau von
und Viskose

Neben der Korrelation beider Parameter kann man zusatzlich aus den
Wertepaaren die Sensibilitat dieser Methode entnehmen. So sind die
Absorptionen fur das Remazol durchgehend niedriger, als die der
Glukosekonzentrationen. Mit dem Nachweis der Korrelation zwischen dem
Remazol und der Glukose ist auch der Bezug zum Masseverlust moglich, da
in Abbildung 5.2-14 bereits der Zusammenhang zwischen entstehender
Glukose und resultierendem Masseverlust gezeigt wurde. Damit ist es
moglich, sehr viel schneller den Abbau der Fasern nachzuweisen und
mdgliche Reaktionsbedingungen festzulegen. Zudem kann jetzt eine
Freisetzung einer Substanz aus der Faser parallel zu ihrem enzymatischen
Abbau imitiert werden. Durch die schnelle und unkomplizierte Methode der
Absorptionsmessung des freiwerdenden Remazols konnen die optimalen
Reaktionsbedingungen gefunden. In dem folgenden Versuch wurden gefarbte
Baumwollfasern fur eine Dauer von 30 h mit Cellulase (Temperaturoptimum
37°C und ph-Wert-Optimum 5) behandelt. Hierbei sollte die entstandene

Konzentration an Remazol verfolgt werden. Zusatzlich wurden die
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Reaktionsbedingungen Temperatur (25°C und 37°C) und pH-Wert (5 und 7,4)
variiert, um die besten Bedingungen festlegen zu kénnen. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 5.2-19 dargestellt.

0,160
Ke)
0,120 -
% 0,080 - ]
?0,040* I
§Om,ﬂlﬂ|ﬂ 4
2 5 9 24 30

Zeit [H]

OBW. 5 25°C 0 BW 7,4 25°C l BW 5 37°C M BW 7,4 37°C

Abbildung 5.2-19Darstellung der Freisetzung von Remazol aus
Baumwolle unter verschiedenen Reaktionsbedingungen

Mit Hilfe des obigen Diagramms lasst sich zum einen erkennen, dass eine
Verwendung von Remazol durchaus ein Indikator far das
Freisetzungsverhalten einer Substanz aus der Faser parallel zu deren Abbau
darstellen kann. Zum anderen ist es moglich, klar zwischen den
Reaktionseinflissen Temperatur und pH-Wert zu unterscheiden. So ist der
Einfluss des pH-Wertes wichtiger fur das Erreichen hoher Umsetzungsraten
als die Wahl der Temperatur. Bei 37°C und dem ,falschen® pH-Wert
(BW_7,4 37°C) konnte erst nach 24h eine messbare Zerstérung der Faser
festgestellt werden. Zudem ist bei einer niedrigen Temperatur bei optimalem
pH-Wert (BW_5 25°C) von Beginn an eine gute Aktivitat messbar. Die
Firmenangaben Uber die optimalen Reaktionsbedingungen fur die Cellulase
konnten mit 37°C und einem pH-Wert von 5 bestatigt werden. Eine gleiche

Versuchsreihe mit dem Material Viskose ergab identische Reaktionsverlaufe,

112



EINFLUSS EINER CELLULASEBEHANDLUNG AUF DIE FASER

die in Abbildung 5.2-18 gezeigt werden. In diesem Diagramm ist zusatzlich
anhand der Werte fur die Remazolabsorption zu erkennen, dass der Abbau

wesentlich starker stattfindet, als bei der Baumwolle.

on_Remazad
BB B

Absorpti
o
:

_é
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Zeit [H]

OCV 5 25°COCV 74 25°CE CV 5 37°C B CV 7,4 37°C

Abbildung 5.2-20 Darstellung der Freisetzung von Remazol aus Viskose
unter verschiedenen Reaktionsbedingungen

5.2.4 ZUSAMMENFASSUNG

Der Einfluss der Cellulase auf die Fasern geht mit grof3en Veranderungen in
den physikochemischen Eigenschaften einher. Neben der VergroRerung der
spezifischen Oberflache steigt auch das Wasserbindungsvermogen der
Materialien, was sich bei einem Einsatz in der Wundheilung sehr positiv
auswirken kann. Zusatzlich konnte ein starker Masseverlust der Fasern
festgestellt werden, so dass das Erreichen des Teilziels, das Auflésen der
Wundauflage, durchaus realistisch erscheint. In diesem Abschnitt konnte
zudem festgestellt werden, dass eine geforderte Vorbehandlung der
Materialien mit Saure nicht zu einem gesteigertem Masseverlust durch die
Enzyme fuhrt. Die Einwirkung der Saure zieht eine Senkung des

Adsorptionspotentials der Fasern nach sich, was in einer nachweislich
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reduzierten Cellulaseaktivitat resultiert. Aufgrund der erzielten Ergebnisse
scheint eine primare Depolymerisation mit der Cellulase sinnvoller, zumal es
bereits Arbeiten aus dem Textilbereich zu einem moglichen Recycling einer an
Baumwolle adsorbierten Cellulase gibt (Azevedo, Bishop et al., 2002).
Dadurch wirden sich die Materialeigenschaften in mehrfacher Hinsicht positiv
verandern. Ein Anstieg in der spezifischen Oberflache und im
Wasserbindungsvermdgen lieke mehr Beladung mit einem Wirkstoff zu. Das
gesteigerte  Adsorptionspotential konnte dann in  einer zweiten
Depolymerisation zu einer erhohten Cellulolyse fuhren. Die primare
Depolymerisation sollte allerdings nicht zu einer zu starken Destruktion der
Fasern fuhren, um noch eine ausreichende Verarbeitbarkeit des Gewebes zu
gewahrleisten. Mit dem Anfarben der Fasern mit Remazolblau konnte zum
einen der cellulolytische Abbau sehr gut nachgewiesen werden und zum
anderen stellte der Farbstoff eine Art Modellwirkstoff dar, der nur durch den
enzymatischen Abbau der Fasern freigesetzt wird. Allerdings ist diese Art der
Wirkstoff-Einbettung praktisch nicht mdglich, da standig neue Spaltprodukte
entstehen (in diesem Fall: Wirkstoff und Kohlenhydrate), fir die ein

pharmakologischer Unbedenklichkeitsnachweis erbracht werden musste.

5.3 EINFLUSS EINER CELLULASEBEHANDLUNG AUF DIE FILME

5.3.1 EINLEITUNG

Parallel zur Moglichkeit Cellulose-Fasern durch enzymatische Systeme
abzubauen, sollte auch der Filmbildner Ethylcellulose unter diesem
Gesichtspunkt untersucht werden. Die Moglichkeit Cellulosederivate
enzymatisch abzubauen, ist bislang nur flr wasserlosliche Arten, wie z.B.
Hydroxypropylcellulose beschrieben (Kasulke, Dautzenberg et al., 1983)
worden. In dieser Arbeit soll fur die Modifizierung der Freisetzung
Ethylcellulose (Ethocel n = 100 cP, Dow Chemical, Midland, USA) eingesetzt

werden, um Uber einen mdglichst langen Zeitraum freisetzen zu kénnen. Dies
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ist nur mit einem wasserunldslichen Cellulosederivat. Die Mdglichkeit des
enzymatischen Abbaus der Ethylcellulose ist zum einen wichtig fur das Ziel
der Auflésung der Wundauflage und zum anderen flr die Beeinflussung und
Steuerung der Freisetzung aus dem System. Bei der Untersuchung des
enzymatischen Abbaus wurde die Cellulase sowohl dem Ethylcellulosefiim als
auch dem Puffer (Phosphatpuffer pH 5) zugesetzt. Die Inkubation der
Reaktionen erfolgte bei optimalen Reaktionsbedingungen fur das jeweilige

Enzymsystem.

5.3.2 INTEGRATION VON CELLULASE IN DEN FILM

Die Ergebnisse dieser Untersuchung erfolgten im Rahmen der Diplomarbeit
von Rupp zur Thematik der Freisetzung eines Peptidarzneistoffes aus
befilmten Baumwollmaterialien (Rupp, 2006). Hierin wurde eine
Pulvercellulase in die Filmlosung suspendiert und die Filme inkubiert. Die
Quantifizierung einer maoglichen Degradation erfolgte durch die Bestimmung
des Masseverlustes. Zur Ermittlung eines Vergleichswertes wurde eine
denaturierte Cellulase in den Film integriert. Zwar war der Masseverlust bei
der Verwendung dieser Cellulase etwas hoher, jedoch waren keine

signifikanten Unterschiede erkennbar.

5.3.3 INTEGRATION VON CELLULASE IN DAS PUFFERSYSTEM

Beim Einbau der Cellulase in den Ethylcellulosefilm trat sehr haufig das
Problem des Herauslosens des Enzyms aus dem Film auf. Um dieses
Problem auszuschlielen, wurde die Cellulase (Cellusoft) in den Puffer
gegeben, und so der Kontakt zum Substrat Ethylcellulose hergestellt werden.
Als Tragermaterial wurde Baumwolle eingesetzt und diese mit verschiedenen
Filmformulierungen beschichtet. Der Feststoffanteil der Filmlosungen betrug
7,5% (m/m) und das Lésungsmittel war Aceton (Applichem GmbH, Darmstadt,

Deutschland). Die Filme wurden mit verschiedenen Konzentrationen an
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Macrogol (PEG) (SigmaAldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland)
bezogen auf die trockene Filmmasse und verschiedenen Molekulargewichten
der Macrogole versetzt. Zusatzlich wurde die Anzahl der Filmschichten auf
dem Trager variiert. Die Grundlage dieser Uberlegungen bildete ein
statistischer 2®%%-Versuchsplan, in dem diese drei Faktoren mit
eingeschlossen wurden. Die Konzentration an PEG variierte von 5% bis 25%
bezogen auf den Film. Das PEG-Molekulargewicht lag in den Grenzen von
400 — 2000. Die Befilmung erfolgte einfach, dreifach oder vierfach. Das
Befilmen der Trager erfolgte durch Eintauchen in die jeweilige Ldsung,
anschliefendes Abstreifen und Trocknen im Vakuum. Die Einwirkdauer der
Cellulase betrug von 24 h, wobei nach 2 h, 4 h, 6 h und nach 24 h die
entstandene Menge an Glukose bestimmt wurde. Zudem wurden die
Masseverluste der Materialien, analog der Bestimmung der Fasern, mit
Cellulaseeinwirkung und reinem Pufferkontakt ermittelt. Der Einfluss der
Filmkombinationen auf den resultierenden Masseverlust durch die Cellulase ist
im Paretodiagramm der Abbildung 5.3-1 dargestellt. Diese Abbildung zeigt
einen signifikanten Einfluss der Auftragshaufigkeit und der verwendeten PEG-
Konzentration auf den enzymatisch bedingten Masseverlust. Je mehr
Filmschichten aufgetragen sind, desto geringer ist der Masseverlust. Zudem
steigt der Masseverlust mit einer steigenden Konzentration an PEG im Film.
Das bedeutet, dass nach 24 h bei einer einfachen Befilmung der Trager mit
abgebaut wurde. Denn nur so ist der signifikant geringere Masseverlust bei
mehreren Filmschichten zu erklaren. Der signifikante Einfluss der PEG-
Konzentration ist nachvollziehbar, denn durch den Kontakt mit dem Medium
werden die PEG-Moleklule aus dem Film gewaschen und es resultiert eine

erhohte Porositat.
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Paretodiagramm Standardis. Effekte ; Variable: Masseverlust [%] Cellulase
2'*(3-0)-Plan; MQ Residuen=2,639508
AV: Masseverlust [%] Cellulase

(3)Auftragshéufigkeit -3,96355 -

(2)PEG-Konzentration

(1)PEG -1,53317

p=.05
Schatzung standardisierte Effekte (Absolutwert)

Abbildung 5.3-1 Paretodiagramm mit dem Einfluss verschiedener
Filmkombinationen auf den Masseverlust nach
24stundiger Cellulasebehandlung

Diese Aussage lasst sich bei der Betrachtung des Paretodiagramms
(Abbildung 5.3-2) fur den Masseverlust bei der Verwendung von Puffer
bestatigen.

Paretodiagramm Standardis. Effekte ; VVariable: Masseverlust [%] Puffer
2'*(3-0)-Plan; MQ Residuen=1,663245
AV: Masseverlust [%] Puffer

(2)PEG-Konzentration

(3)Auftragshéaufigkeit

(1)PEG 198506

p=,05
Schiatzung standardisierte Effekte (Absolutwert)

Abbildung 5.3-2 Paretodiagramm mit dem Einfluss verschiedener
Filmkombinationen auf den Masseverlust nach
24stiundiger Pufferbehandlung
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In diesem Fall ist nur noch die PEG-Konzentration eine signifikante
Einflussgrofle im Bezug auf den Masseverlust. Zusatzlich ist der Abbildung zu
entnehmen, dass mit einer erhdohten Auftragshaufikeit eine tendenzielle
Erhdhung des Masseverlustes verknupft ist. Dies wird allerdings mit dem
erhohten Anteil an auswaschbaren PEG-Molekllen zusammenhangen. Das
Herauslosen der PEG-Molekulle aus dem Film Iasst sich sehr gut mit Hilfe von
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der mit Puffer behandelten
Trager veranschaulichen. So ist in dem folgenden Bild (Abbildung 5.3-3) ein
Trager mit einer vierfachen Befilmung (Ethylcellulose mit 5% PEG 2000)
abgebildet, der 24 h dem Einfluss eines Puffers ausgesetzt wurde. Es sind
eindeutig die Poren zu erkennen, die durch das Auswaschen des

wasserloslichen PEG entstanden sind.

#

F...

BW_SEPEG 2888_Ad_Puffer 3560 L

N
Vi A X5

Abbildung 5.3-3 rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines vier-
fach befilmten Baumwolltragers nach 24stindiger
Pufferbehandlung

Aufgrund dieser Ergebnisse konnten allerdings noch keine Aussagen uber die

enzymatische Zersetzung des Films getroffen werden und eine genaue
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Angabe der entstandenen Glukosemenge in  Abhangigkeit der
Filmkombination war erforderlich. HierfGr wurden, wie oben bereits erwahnt,
die Glukosekonzentrationen nach 2 h, 4 h, 6 h und nach 24 h ermittelt. Diese
sind im Diagramm der Abbildung 5.3-4 fur jeden Film dargestellt. Die
Bezeichnungen fur die Filme sind zusatzlich abgebildet und sollen beispielhaft
erlautert werden. Die Bezeichnung 400 _5 1 steht fur einen Ethylcellulosefilm
mit 5% PEG des Molekulargewichts von 400, der einmal aufgetragen wurde.

Nach diesem Schema sind auch die anderen Filme benannt.

0400 5 1
E400 5 4
52000 5 1
52000 5 4
W 400 25 1
0 400 25 4
I 2000 25 1
002000 25 4
m 1500 15 3

Masse Glukose [mg]

Zeit [H]

Abbildung 5.3-4 Darstellung der entstandenen Masse an Glukose liber
einen Zeitraum von 24 h in Abhangigkeit des Filmes

Eine Bestimmung der Glukosekonzentrationen war nach 2 h nur bei den
einfach befilmten Materialien mdoglich. Zudem waren nach 24 h die
Glukosemengen fur die Trager mit einer Filmschicht am hochsten. Wenn man
diesen Verlauf der entstandenen Glukosemenge betrachtet, ist deren
Bestimmung nur dann sinnvoll, wenn die Sorption des Materials hoch ist. So
kann bei der Charge 400 25 1 das PEG am schnellsten herausgeldst werden
und das Enzym durch den Film zum Trager penetrieren. Wenn das

Herauslosen des PEG, wie z.B. fur die Charge 2000 5 1, schwieriger ist,
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kann erst spater (nach 4 h) ein Anstieg der Glukosekonzentration
nachgewiesen werden. Eine nachweisbare cellulolytische Wirksamkeit ist
dementsprechend eng an eine hohe Sorptionseigenschaft der
Materialoberflache gebunden. Dieser Zusammenhang soll mit dem folgenden
Regressionsplot (Abbildung 5.3-5) veranschaulicht werden. Hierin wird die
Massezunahme in der Dynamischen Wasserdampf Sorption bei einer
Luftfeuchte von 90% gegen den entsprechenden Masseverlust der Charge
aufgetragen. Zwar liegen einige Werte nicht in dem Vertrauensbereich von
95%, aber es ist eindeutig der Trend zu erkennen, dass mit einer erhdhten
Sorptionseigenschaft des Materials auch ein verstarkter Masseverlust nach

einer enzymatischen Degradation zu erkennen ist.

Masseverlust [%] Cellulase

75 8,0 85 9,0 9.5 10,0 105 11,0
DVS_90%

Abbildung 5.3-5 Regressionsplot Masseverlust des Tragers durch
Cellulaseeinfluss gegen die Wasserdampfsorptions-
tendenz

Dementsprechend ist davon auszugehen, dass die Glukose nicht durch die
Degradation des Filmes entsteht, sondern vom Tragermaterial Baumwolle
abgespalten worden ist. Besonders auffallig wird dies beim ersten Wert (nach

2 h) dieser Messreihe. Die vierfach befilmten Trager bieten dem Enzym mehr
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Substrat (in Form von Ethylcellulose), doch es ist keine Glukosekonzentration
messbar. Erst nach 6 h kdnnen minimale Glukosekonzentrationen bestimmt
werden, bei denen bereits der Abbau des Tragers vermutet werden kann.
Damit ist davon auszugehen, dass der enzymatische Abbau nur auf die
Fasermaterialien beschrankt ist. Ein Nachweis von Glukose, die ausschlie3lich
vom abgebauten Film stammt, ist nicht moglich. Zumal die entstandenen
Mengen an Glukose im Bereich von unbefiimter Baumwolle liegen (Abbildung
5.2-13), die ebenfalls 24 h mit Cellulase behandelt wurde. Der maximale Wert
dieser Untersuchung (Charge 400 _25 1) ist mit 1,06 mg sogar noch kleiner
als beim unbefiimten Material (Mgukose = 1,18 Mg). Eine Auswahl an
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen (Abbildung 5.3-6) kann diese
Aussagen bestatigen. Hierin ist zum einen einfach befilmte Baumwolle
(2000_5_1) und zum anderen vierfach befiimte Baumwolle (2000_5 4) nach

einer 24stiindigen Cellulasebehandlung abgebildet.

Abbildung 5.3-6 rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von ein-
fach (links) und vierfach (rechts) befilmter Baumwolle
nach 24stiundiger Cellulasebehandlung

In den Aufnahmen ist eindeutig der fortgeschrittene enzymatische Abbau der
Fasern zu erkennen. Sowohl bei der einfachen als auch bei der vierfachen

Befilmung sind starke Destruktionen der Faserstruktur zu sehen. Damit Iasst
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sich die obige Aussage belegen, dass die nachweisbare Glukose von der
Faser abgespalten wurde.

Abschlielend sollen in der folgenden Tabelle die Masseverluste der
verschieden befilmten Materialien zusammengefasst werden, um einen
Vergleich untereinander und zur unbefiimten Baumwolle zu ermoglichen.
Zusatzlich sind die Masseverluste durch den reinen Puffereinfluss mit
abgebildet.

Tabelle 5.3-1 Zusammenfassung der Masseverluste der unterschied-
lich befilmten Materialien nach 24stiindiger Cellulase-
und Pufferbehandlung

Chargen- Masseverlust [%] durch  Masseverlust [%] durch
bezeichnung Cellulaseeinfluss Puffereinfluss
400 _5 1 11,4 1,13
400 5 4 3,3 1,75
2000_5_1 7,9 1,04
2000_5 4 2,7 0,87
400_25 1 12,0 3,25
400 25 4 10,6 7,29
2000_25 1 11,5 3,68
2000_25 4 8,4 7,47
1500_15_3 6,5 2,55
unbefilmt 12,7 -

Der resultierende Masseverlust der Materialien nach der Cellulasebehandlung
korreliert mit der entstandenen Glukosemenge. Allerdings konnte bei keinem
der befiimten Materialien der Masseverlust der unbehandelten Baumwolle
erreicht werden. Obwohl mit den Filmschichten theoretisch mehr Substrat zur
Verfugung stand, kann man davon ausgehen, dass der enzymatische Abbau

verlangsamt wird.
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5.3.4 ZUSAMMENFASSUNG

Der enzymatische Abbau von befiimten Materialien ist moglich, allerdings
konnten die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass nur das Tragermaterial und
nicht der Film angegriffen wird. Weder die Einbettung der Cellulase in den Film
noch deren Adsorption aus einem Puffer heraus, flhrten zu einem
nachweislichen Filmabbau. Zusatzlich wurden Versuche mit der isolierten
Ethylcellulose durchgefuhrt. So war es mdglich diese mit Remazolblau
anzufarben und blau gefarbte Filme zu produzieren, jedoch konnten keine
Absorptionen bei A =590 nm gemessen werden. Eine Glukosebestimmung
war ebenfalls nicht mdglich. Die Bestimmung eines Masseverlustes der
befilmten Materialien war jedoch durchfuhrbar, womit der Einsatz von

Ethylcellulose zur Beeinflussung der Freisetzung trotzdem denkbar ist.
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6 STABILISIERUNG VON MADENSEKRET DER FLIEGENGATTUNG
LUCILIA SERICATA

6.1 EINLEITUNG

In diesem Kapitel sollen die Ergebnisse zur Gewinnung und Stabilisierung des
Therapeutikums, das Madensekret der Fliegengattung Lucilia sericata,
zusammengefasst werden. Nach der Gewinnung der Madensekretionslésung
und der Testung verschiedener Hilfsstoffe zur Stabilisierung der Lésung durch
Gefriertrocknung sollten erste Versuche zur Einbindung des ,Wirkstoffs® in die
Fasern gemacht werden. FUr die Interpretation der erzielten Ergebnisse waren
Erkenntnisse zu den physikochemischen Eigenschaften der Fasern sehr
hilfreich.

6.2 GEWINNUNG VON MADENSEKRETIONSLOSUNG

Zur Gewinnung von Madensekreten werden in der Literatur unterschiedliche
Wege beschrieben. Prinzipiell kdnnen drei Mdglichkeiten zur Sammlung der
Madensekretionsprodukte unterschieden werden. In einer Arbeit von Thomas
wurden die Maden mit einem geringen Anteil an sterilem Phosphatpuffer
Uberschichtet, die Lésungen abgesaugt und gesammelt (Thomas, Andrews et
al., 1999). Fur Studien zur enzymatischen Aktivitdt der Madensekrete
verwendete Vistnes die Absonderungsprodukte der Maden in sterilem Wasser
(Vistnes, Lee et al., 1981). SchlieRlich kann das Sekret auch direkt mit einer
Mikropipette abgesaugt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunachst die
Variante der direkten Sekretabsonderung naher untersucht, um eine moglichst
hoch konzentrierte Losung zu erhalten. Hierfur wurden die sterilen Larven der
Fliegengattung Lucilia sericata (Polymedics, Peer, Belgien) in ein
Reagenzglas gegeben. Aullerdem wurde steriles Wasser (5% m/m bezogen
auf das Gewicht der Maden) hinzugefligt und die Losung nach einer Dauer

von 2 h abgesaugt. Da die Maden durch den direkten Wundkontakt eine
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Stimulation erfahren und dadurch mehr Sekret sezernieren, wurde ein gleicher
Ansatz, um eine Stimulation zu fordern, zusatzlich mit einem
Roéhrchenschittler (Vortex, Jahnke&Kunkel, Staufen, Deutschland) alle 5 min
20 s geschuttelt. Die erhaltenen Losungen wurden Uber einen Zeitraum von
2 h kontinuierlich gesammelt und die Masse bestimmt. Die erhaltenen
Ausbeuten an Sekretionslosung, bezogen auf die Madeneinwaage, sind in
Abbildung 6.2-1 dargestellt. Hierbei wird die prozentuale Ausbeute an
Sekretionslosung (bezogen auf die jeweils gleiche Einwaage) abgebildet.
Besonders die Stimulation der Maden im Reagenzglas (Vortex) ermdglichte
eine Erhdhung der Ausbeute an Sekretionslésung. Der Zusatz von sterilem
Wasser konnte nicht zu einer Erhdhung an Ausbeute beitragen. Sowohl bei
der Stimulation (Vortex+Wasser) als auch bei der unbehandelten Probe
(Ruhe+Wasser) waren die resultierenden Massen jeweils geringer als bei den

Ansatzen ohne Wasserzugabe.

Ausbeute Sekretionsldsung [%]
N

Vortex Vortex+H\\Nasser Ruhe Ruhet\Wasser

Abbildung 6.2-1 Darstellung der Ausbeute an Madensekretionslosung
nach einer Dauer von 2 h

Eventuell kam es durch die geringe Zugabe an Wasser zu einem
gegenteiligen Effekt, der die Sekretabsonderung der Maden erschwerte.

Madglich ist sogar eine Wasseraufnahme durch die Maden, da die eingesetzte
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Menge (5% m/m) nicht mehr abzupipettieren war. Insgesamt waren die
Ausbeuten bei allen vier Ansatzen sehr gering (Maximalwert: circa 6 % bei
Vortex), so dass durch diese Methode nicht genigend Sekretionslésung fir
die folgenden Studien gewonnen werden konnte. Deshalb wurde flir die
weiteren Untersuchungen die Methode von Thomas (1999) verwendet, bei der
die Proben mit einer Uberschissigen Menge an sterilem Phosphatpuffer pH
7,4 gewaschen wurden. Diese Waschlésung wurde gesammelt und fur alle
folgenden Arbeiten verwendet. Die Bereitstellung der Waschlésung erfolgte
durch den Verbundprojektpartner Hohensteiner Institute (Bdnnigheim,
Deutschland).

6.3 CHARAKTERISIERUNG DER MADENSEKRETIONSLOSUNG

FUr die Evaluierung des Gefriertrocknungsprozesses wurde die
Madensekretionsldsung auf ihre Eigenschaften untersucht. Es sollten
charakteristische Merkmale gefunden werden, die jeweils vor und nach der
Gefriertrocknung miteinander verglichen werden konnten. Da die
Zusammensetzung des Madensekretes sehr komplex und seine Wirkung nur
selten auf das Vorhandensein einer einzelnen Komponente beschrankt ist,
schien ein solcher Vergleich gut geeignet zu sein. Weiterhin existieren noch
keine Tests (z.B. ELISA, ELLA), um die Aktivitat bzw. den Gehalt der
Madensekretionslésung spezifizieren zu koénnen. Da laut Literatur der
Wirkungsmechanismus auf mehrere Prinzipien, z.B. Antibiose (Thomas,
Andrews et al., 1999) und diverse Enzymaktivitaten (Vistnes, Lee et al., 1981),

zurtckzufuhren ist, wurden einige dieser Eigenschaften Uberpruft.

126



CHARAKTERISIERUNG DER MADENSEKRETIONSLOSUNG

6.3.1 ANTIBIOTISCHE AKTIVITAT

6.3.1.1 Madensekretionslosung

Fir die Testung auf antibiotische Eigenschaften der isolierten
Madensekretionsldsung wurden typische Entziindungskeime (Gardner, Frantz
et al., 2004) wie z.B. Staphylococcus aureus (ATCC 6538) und Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027) (DSMZ, Braunschweig, Deutschland) verwendet.
Hierfur wurden je 0,2 ml Keimsuspension (circa 10° KBE/ml) und 0,2 ml
Madensekretionslosung zusammengegeben. Die Inkubation von 0,1 ml dieses
Gemisches erfolgte in 0,9 ml CASO-Bouillon (Casein-, Soja-Pepton, Merck
Microbiology, Darmstadt, Deutschland) Gber 18 h bei einer Temperatur von
34°C. Die nach dieser Zeit ermittelte Keimzahl fur beide Testkeime ist in
Abbildung 6.3-1 dargestellt.

3

Keinmzahl [%]
o 8 3 8

Pseud. aeruginosa Staph. aureus

O Kontrolle m Sekretiosung

Abbildung 6.3-1 Darstellung der Keimzahl zur Bestimmung der
antibiotischen Aktivitat der isolierten Madensekretions-
Iosung

In den Kontrollen wurde die Madensekretionslosung durch 0,2 ml sterile
Kochsalzlosung ersetzt. Wie die obige Abbildung zeigt, konnte bei beiden

Testkeimen keine antibiotische Wirkung in vitro nachgewiesen werden. Beim
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Keim Pseudomonas aeruginosa war die Keimzahl nach Zugabe von
Sekretionslosung genauso hoch wie beim Kontrollwert. Der Test mit
Staphylococcus aureus ergab zwar bei der Sekretldsung eine geringere
Keimzahl als beim Kontrollwert, aber der ermittelte Wert ist mit uber 100%
(Keimzahl zum Zeitpunkt t = 0) zu hoch, um eine Antibiose zu bestatigen. In
der Wiederholung dieses Versuches konnte ebenfalls kein antibiotischer Effekt
der Madensekretionslosung gefunden werden. Dieses Ergebnis widerspricht
einer haufig in der Literatur beschriebenen bakteriziden Wirkung der isolierten
Madensekretionslosung. Fur eine Verifizierung dieser Aussage wurden

erganzend die isolierten Maden untersucht.

6.3.1.2 Isolierte Maden

Fur die Untersuchung der antibiotischen Eigenschaften der isolierten Maden

wurden verschiedene Methoden eingesetzt.

Krabbelversuch

Je 2 ml einer Suspension jedes Testkeimes wurden auf der Oberflache von
frischen CASO-Agarplatten (Merck Microbiology, Darmstadt, Deutschland)
ausgespatelt. AnschlieBend wurden je 10 Maden fur 10 min bei
Raumtemperatur auf jeder der beiden Platten laufen gelassen. Nach Entfernen
der Maden und einer Inkubation der Platten bei 34°C fur die Dauer von
2 Tagen wurden diese auf ihre Laufspuren hin untersucht. Ein reduziertes
Keimwachstum war auf keiner der inkubierten Agar-Platten zu erkennen.
Demnach kann nicht von aktiv sezernierten antibiotisch wirksamen Stoffen

ausgegangen werden.
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Turbidimetrie

In einer Bakteriensuspension (circa 10® KBE/ml) wurden je 10 Maden bei einer
Temperatur von 34°C fur einen Zeitraum von 18 h inkubiert. Die Tribung
dieser Suspension und einer entsprechenden Kontrolle ohne Maden wurde zu
Beginn der Messung und nach der Inkubation bestimmt. Die Resultate dieser

Messung sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Tabelle 6.3-1 Darstellung der Absorptionen der turbidimetrischen
Messung einer Bakteriensuspension mit Maden

Beginn Nach 18 Stunden

Pseud. aeruginosa + Maden 0,06 0,11
Staph. aureus + Maden 0,06 0,12
Kontrolle (Pseud. aeruginosa) 0,06 0,07

Es kam zu einer Verdopplung der Absorptionen, was auf einen hohen Anstieg
der Keimzahl schlieBRen Ilasst. Bei einem bakteriziden Effekt der
Sekretionsprodukte ware nach 18 h eine Abnahme gegenuber dem Wert zu
Beginn des Versuches zu erwarten gewesen. Beim Kontrollwert mit dem
Testkeim Pseudomonas aeruginosa konnte ein derartiges Keimwachstum

nicht festgestellt werden.

Exposition der Maden in einer Bakteriensuspension

Jeweils 10 Maden wurden in einer Bakteriensuspension (circa 10®* KBE/ml;
Medium: CASO-Bouillon) bei Raumtemperatur inkubiert. Uber einen Zeitraum
von 120 min wurde alle 30 min eine Probe entnommen und jeweils die
Keimzahl bestimmt. Der Verlauf der Keimzahlentwicklung ist in Abbildung
6.3-2 dargestellt.

129



STABILISIERUNG VON MADENSEKRET DER FLIEGENGATTUNG LUCILIA SERICATA

250 -
g 200 -
= 150 -
g |
0]
0] 30 60 90 120
Zeit [rrin]

— Pseud. aeruginosa Staph. aureus

Abbildung 6.3-2 Darstellung der Keimzahlen der Bakteriensuspensionen
uber eine Dauer von 2 h

In dieser Versuchsreihe konnte erneut keine antibiotische Eigenschaft der
Maden in vitro nachgewiesen werden. Wie in den beiden obigen Versuchen
mit isolierten Maden wurde hochstens vereinzelt eine Bakteriostase ermittelt.
FUr einen antibiotischen Effekt hatte eine Reduktion um mindestens 2 log-
Stufen, das heil’t eine Verminderung der Keimzahl auf 1%, stattfinden
muissen. Die Abbildung 6.3-2 zeigt sogar eine Erhéhung der Keimzahl beim
Testkeim Staphylococcus aureus. Um diesen Anstieg genauer zu
untersuchen, wurde eine Charakterisierung des Keimspektrums durchgeflhrt.
Im Rahmen dieser Analyse konnte der Keim Proteus mirabilis identifiziert
werden. Dies ist ein typischer Keim, welcher im Mitteldarm der Maden
vorkommt und normalerweise bakterizid wirken soll (Greenberg, 1968).

Die obigen Versuche zur Untersuchung der Antibiose von isolierten Maden
zeigten das gleiche Ergebnis wie die Tests mit der Madensekretionslosung. An
den in dieser Studie verwendeten Maden und auch an deren isolierter
Sekretionslésung konnten keine antibiotischen Eigenschaften festgestellt

werden.
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6.3.2 ENZYMATISCHE AKTIVITAT

Die Messungen der enzymatischen Aktivitaten der Madensekretionslosung
wurden nur fur die tryptische und die Leucinaminopeptidase-Aktivitat (LAP)
durchgeflihrt, da hier die hochsten Werte erwartet wurden (Vistnes, Lee et al.,
1981).

Da es bei der Herstellung der Formulierungen zur Gefriertrocknung zu einer
Halbierung der Konzentration der Sekretionslosung kommt (Verhaltnis von
Hilfsstofflosung und Sekretionslosung entspricht 1:1), wurde diese zunachst
mit einem Trispuffer pH 7,4 in einem Verhaltnis von 1:1 verdinnt. Die
ermittelten Aktivitaten (Abbildung 6.3-3) lagen in einem Bereich, welcher auch
in Studien von Vistnes (1981) flr die Fliegengattung Calliphora erythrocephala
nachgewiesen werden konnte. Auch das Verhaltnis beider Aktivitaten

zueinander ist ahnlich.

35 -
30 -
25 -
20 -
15

[mU/m]

10 -
5 -

Trypsin Leucinaminopeptidase

Abbildung 6.3-3 Enzymatische Aktivitaiten der Madensekretionslosung
(mit Trispuffer (pH 7,4) 1:1 verdiinnt)
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6.4 GEFRIERTROCKNUNG DER MADENSEKRETIONSLOSUNG

6.4.1 EIGENSTABILISIERUNG UND EINSATZ EINER
OBERFLACHENAKTIVEN SUBSTANZ

Zu Beginn der Entwicklung einer geeigneten Rezeptur fur die Gefriertrocknung
wurde zunachst die isolierte Madensekretionsldsung (Enzym_OT) ohne
Hilfsstoffe getrocknet. Hierflr wurde die Sekretionslosung mit Trispuffer pH 7,4
in einem Verhaltnis von 1:1 gemischt. Zusatzlich wurde eine mogliche
oberflachenprotektive Eigenschaft des Tensides Polysorbat 80 (Tween 80)
untersucht. Zu diesem Zweck wurde das Tensid in Konzentrationen von
0,025% und 0,05% (Enzym_0,025T und Enzym_0,05T) eingesetzt. Die
Ergebnisse der enzymatischen Aktivitaten nach der Rekonstitution dieser
Proben sind in Abbildung 6.4-1 abgebildet.

100
80 -
X 68,0
ﬁ 61,9
:©
;
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w 238
20 -
73
42
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Ereym OT Ernzym 0,025T Erzym 0,05T

O LAP B Trypsin

Abbildung 6.4-1 Enzymatische Aktivitaten der reinen lyophilisierten
Madensekretionslosung und der Einfluss steigender
Tensidkonzentrationen
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Bekanntermallen sind Proteine in Lésungen in der Lage, ihre Aktivitat in einem
bestimmten Mal} selbst zu stabilisieren (Allison, Dong et al., 1996). Allerdings
ist eine Eigenstabilisierung der isolierten MadensekretionslOsung nicht zu
erkennen. Besonders drastisch ist das Absinken der Leucinaminopeptidase-
Aktivitat (LAP) auf circa 2% des Ausgangswertes. Es scheint, dass die hier
vorliegende Proteinkonzentration von circa 33 ug/ml zu gering war, um eine
Stabilisierung zu erzielen und die Proteine vor einer lyophilisationsinduzierten
Denaturierung zu schutzen. Allerdings konnte die Proteinkonzentration nicht
variiert werden, da es sich um ein naturliches Produkt handelt. Die tryptische
Aktivitat konnte sich ohne weitere Zusatze mit einer Rekonstitutionsaktivitat
von 23,8% relativ gut stabilisieren.

Bei der Verwendung der oberflachenaktiven Substanz Tween 80 kam es zu
einer Verbesserung der enzymatischen Aktivitaten der rekonstituierten
Lyophilisate in Abhangigkeit von der Tensid-Konzentration. Der Einsatz von
Tween 80 schutzt die Enzyme vor Oberflachendenaturierung wahrend des
Trocknungsprozesses bereits ab Konzentrationen von = 0,01% (Chang,
Kendrick et al., 1996). Diese Ergebnisse lieRen sich im Rahmen dieser Studie
bestatigen. Besonders bei einer Konzentration ab 0,025% Tween 80 liel3 sich
die tryptische Aktivitat bereits um mehr als die Halfte erhalten. Obwohl bei der
Bestimmung der tryptischen Aktivitat durch den Zusatz des Tensides gute
Ergebnisse erzielt werden konnten, ist der Einsatz weiterer Hilfsstoffe
notwendig, um noch bessere Aktivitaten nach der Rekonstitution zu erzielen.
Bei Versuchen zur Konservierung der LAP reduzierte sich die Aktivitat trotz
einer Konzentration von 0,05% Tensid um uUber 90% gegenliber dem

Ausgangswert.
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6.4.2 STABILISIERUNG DURCH EINSATZ VERSCHIEDENER
HILFSSTOFFMATRICES

Fur die Entwicklung einer optimalen Formulierung zur Stabilisierung der
Madensekretionsldsung wurden verschiedene Hilfsstoffmatrices verwendet.

Um einen besseren Uberblick tber den Einfluss der Hilfsstoffe zu erhalten,
wurde jeweils die Aktivitat des reinen Lyophilisates (Enzym OT) und die
Aktivitat bei einem Zusatz von 0,05% Tensid (Enzym_0,05T) mit abgebildet.
Zuséatzlich erfolgt eine Ubersicht Uber den Feuchtegehalt der einzelnen
Lyophilisate, da dieser als ein wichtiger Aspekt bei der Diskussion der
Stabilisierung der Aktivitdten angesehen werden kann. Normalerweise sollte
der Feuchtegehalt einer lyophilisierten Proteinformulierung 2% nicht
uberschreiten (Daukas und Trappler, 1998). Verbleibendes Wasser kann die
Aktivitat sowohl indirekt als Weichmacher oder Reaktionsmedium als auch
direkt als Edukt oder Produkt negativ beeinflussen (Shalaev und Zografi,
1996). Eine zu niedrige Restfeuchte kann sich allerdings auch negativ auf die
Stabilitat auswirken, da die Proteine durch eine fehlende Hydrathdille
Assoziate bilden konnen, was zu einer schlechten Rekonstituierbarkeit und

verminderter Aktivitat fihren kann (Essig, Oschmann et al., 1993).

6.4.2.1 Maltodextrin
Maltodextrin (MD), ein Hydrolyseprodukt der Starke, ist ein Polymer, das aus

Glukoseeinheiten zusammengesetzt ist. Der Hydrolysegrad der Starke wird
Uber das Dextroseaquivalent (DE) genauer charakterisiert. Ein DE von 0
entspricht hierbei reiner Starke, wobei eine vollstandige Hydrolyse bis zum
Monomer Glukose einem DE von 100 entsprechen wirde. Maltodextrine sind
Polymere mit einem DE zwischen 0 und 20. Ein bestimmter DE definiert nicht
nur den Grad der Hydrolyse, sondern erlaubt auch Aussagen Uber weitere fur
den Gefriertrocknungsprozess wichtige Eigenschaften des Maltodextrins. Mit

steigendem DE sinkt zum einen die Viskositat und die Inhibition des

134



GEFRIERTROCKNUNG DER MADENSEKRETIONSLOSUNG

Kristallwachstums, zum anderen steigt die Loslichkeit. Ein wichtiger Grund far
die gute Eignung des MD als Hilfsstoff fur die Gefriertrocknung ist der relativ
hohe Glaslbergangspunkt (T, ~169°C; (Taylor und Zografi, 1998)). Der
Glasubergangspunkt (Tg) eines Polymers kann zusammen mit Proteinen den
GlasUbergangspunkt einer Losung (T’y) erhohen. Oberhalb dieser Temperatur
bewegen sich die Polymerketten komplett, wahrend unterhalb dieses
Temperaturbereiches im festen Zustand nur atomare Bewegungen stattfinden
und Proteinabbaurektionen nur sehr langsam ablaufen kénnen (Levine und
Slade, 1988). Deshalb sollte bei der Rezepturfindung eine Formulierung
angestrebt werden, die einen amorphen Glaszustand ausbildet und somit eine
Erhdhung der Viskositat zur Folge hat. Dadurch sind Umwandlungen und
Relaxationen der Proteine eingeschrankt und es kommt zur Steigerung der
Stabilitat. Costantino (Costantino, Carrasquillo et al., 1998) diskutiert sogar
eine erhohte Proteinstabilitat durch generelle Erhohung der T'gs. Diese
Aussage ist allerdings differenziert zu betrachten, da grol’e Molekile mit
hohem T, aufgrund sterischer Anordnungen nur sehr schwer
Wasserstoffbricken mit dem zu stabilisierenden Molekul ausbilden. Dadurch
ist der lyoprotektive Effekt dieser Polymere begrenzt. Fir eine optimale
Stabilisierung ist deshalb beides wichtig: die Erhéhung der
Glasubergangstemperatur und die Ausbildung vieler Wasserstoffbrucken-
bindungen.

Fur die folgenden Versuche wurde ein Maltodextrin mit einem DE von 18,5
(C*Dry MD 01915, Cerestar GmbH, Krefeld, Deutschland) in folgenden
Formulierungen verwendet: 10% MD ohne Tensid-Zusatz (0T_10MD) und mit
0,05% Tensid (0,05T_10MD) bzw. 5% MD mit 0,025% Tensid (0,025T_5MD).
Die Ergebnisse der Enzymaktivitaten sind in Abbildung 6.4-2 dargestellit.
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Abbildung 6.4-2 Darstellung der Enzymaktivitaten bei Verwendung des
Hilfsstoffs Maltodextrin

Durch die Verwendung von MD und Tensid liel3en sich beide Aktivitaten gut
erhalten. Es fallt auf, dass sich fir die Formulierungen mit 10% MD ohne
Zusatz eines Tensids jeweils sehr schlechte Aktivitaten nach der
Rekonstitution ergeben. Bei der tryptischen Aktivitat ist dieser Wert sogar
schlechter als der fur die Lyophilisation des reinen Madensekrets (Enzym_OT).
Die Eigenschaften des MD allein sind somit nicht geeignet, die
Oberflachendenaturierung der Proteine fur die tryptische Aktivitat zu
verhindern. Weiterhin konnten durch die Verwendung des relativ hohen DE
von 18,5 das Kristallwachstum und die Viskositatsabnahme einen eher
destabilisierenden Effekt im Rahmen der Lyophilisation zur Folge haben. Eine
Kristallisation lasst sich bei Betrachtung des Rodntgendiffraktogramms in
Abbildung 6.4-3  allerdings nicht  erkennen. Das  dargestellte
Rontgendiffraktogramm der Formulierung mit 0,05% Tensid und 10%
Maltodextrin zeigt ein typisch amorphes Lyophilisat, das bei den meisten
Rezepturen im Rahmen dieser Arbeit entstanden ist. Die Ausbildung einer
amorphen Struktur spielt eine sehr wichtige Rolle, da diese unmittelbar mit der

Proteinstabilitat eines Produktes zusammenhangen kann (Gloger, Witthohn et
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al., 2003; lzutsu, Yoshioka et al., 1994). Dadurch lasst sich allerdings nur der
Anstieg der LAP-Aktivitat erklaren, zumal die Lyophilisation der reinen
Madensekretionslosung unter einer starken Ausbildung von kristallinen

Bereichen durch die Salze der Pufferlosung erfolgte (Abbildung 6.4-3).

0.05T_10MD

Enzym_oT 200.0/

Abzolute Intersity
-
B
e

g

Absolute Intersity

Abbildung 6.4-3 Rontgendiffraktogramme der Lyophilisate der reinen
Madensekretionslosung (links) und einer Formulierung
mit 0,05% Tensid und 10% Maltodextrin (rechts)

Bezuglich der Stabilisierung der LAP konnte durch den Zusatz des Hilfsstoffs
eine enorme Steigerung der Rekonstitutionsaktivitat erzielt werden. Dieser
Wert war zwar nicht hoher als circa 50% der Ausgangsaktivitat, aber um das
funf bis sechsfache hoher als die Aktivitat der reinen lyophilisierten
Madensekretionslosung.

Die Ausbildung der Amorphie ist fur die tryptische Aktivitat nicht so
entscheidend, da nicht zwingend eine stetige Verbesserung der Aktivitat durch
einen erhohten Hilfsstoffzusatz zu erzielen war.

Der unterschiedliche Feuchtegehalt der Formulierungen, angegeben in

Tabelle 6.4-1, lasst keinerlei Ruckschliisse auf resultierende Aktivitaten zu.
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Tabelle 6.4-1 Feuchtegehalt der Zubereitungen mit Maltodextrin

Enzym_0T Enzym_0,05T O0T_10MD 0,025T_5MD 0,05T_10MD

0,34% 0,15% 2,99% 2,98% 3,92%

6.4.2.2 Hydroxypropylmethylcellulose
Das Polymer Hydroxypropylmethylcellulose (HPMC) ist ein Celluloseether, der

aus Methylen- und Propylenchlorid sowie Alkalicellulose gewonnen wird
(Kumar und Banker, 1993). Durch diese Modifikation der Cellulose erhalt
dieser Hilfsstoff Eigenschaften, die eine Verwendung als Kryoprotektor in der
Gefriertrocknung ermdglichen (Nema und Avis, 1993). Als wasserl0sliches
Polymer wird zum einen die Viskositat einer Losung erhoht, wodurch
Abbaureaktionen und ein Zusammenfalten der Proteine reduziert werden
kdnnen. Zum anderen konnen durch vorhandene Hydroxylgruppen
ausreichend Wasserstoffbrickenbindungen mit dem Protein ausgebildet
werden und der Hilfsstoff fungiert somit als ,Wasserersatz“. Dadurch
stabilisiert sich die Proteinstruktur und die Aktivitat kann nach Rekonstitution
aufrechterhalten werden. Diese Theorie wird als water replacement theory
(Carpenter und Crowe, 1988) bezeichnet und dient als wesentliche
Modellvorstellung fur die Stabilisierung von Proteinen in getrocknetem
Zustand.

Fur die Versuche zur Stabilisierung der Madensekretionslosung wurde eine
Hydroxypropylmethylcellulose (HPMC) der Firma ShinEtsu Chemicals
(Metolose, Tokio, Japan) mit einer Viskositat n = 50 cP verwendet. Folgende
Konzentrationen wurden eingesetzt: 1,5% und 3% Polymer (1,5HPMC und
3HPMC). Zusatzlich variierte der Tensideinsatz in den Konzentrationen 0%,
0,025% und 0,05% (0T, 0,025T und 0,05T). Die Rekonstitutionsaktivitaten sind
in Abbildung 6.4-4 dargestellt.
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Abbildung 6.4-4 Darstellung der Enzymaktivitaten bei Verwendung des
Hilfsstoffs Hydroxypropylmethylcellulose

Bei der Verwendung von HPMC lieRen sich beide Aktivitaten grundlegend in
den Resultaten unterscheiden. Wahrend bei der Stabilisierung der LAP im
Vergleich zu anderen Hilfsstoffen eher schlechte Aktivitaten erzielt werden
konnten, ist besonders die Formulierung mit 0,05% Tensid und 3% Polymer
mit circa 87% fur die tryptische Aktivitat als sehr positiv zu bewerten. Die
Diskrepanz zwischen beiden Aktivitaten bei Verwendung dieses Hilfsstoffes ist
besonders auffallig bei der Formulierung mit 0% Tensid und 3% HPMC.
Wahrend bei der LAP die beste Aktivitat erzielt werden konnte, war die
tryptische Aktivitat schlechter als bei der Trocknung der reinen
Sekretionslosung mit  0,05%  Tensid-Zusatz. Durch Erhdhung der
Tensidkonzentrationen wurden die LAP-Aktivitaten drastisch vermindert, wobei
die tryptischen Aktivitaten auch im Vergleich zu anderen Polymeren sehr gut
erhalten werden konnten.

Die hohe LAP-Aktivitdtsabnahme kann wie folgt erklart werden: Das
Lyophilisat mit HPMC zeigte bei allen Formulierungen in der
rontgendiffraktometrischen Untersuchung kristalline Bereiche (in Abbildung
6.4-5 ist dieses beispielhaft fur die Rezeptur 0,05T _3HPMC abgebildet).
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Abbildung 6.4-5 Rontgendiffraktogramm der lyophilisierten Formu-
lierung 0,05T_3HPMC

Wie bereits erwahnt, sollten Hilfsstoffe idealerweise wahrend der
Gefriertrocknung einen  amorphen Zustand erreichen, um ihren
stabilisierenden Effekt austiben zu kénnen (lzutsu, Yoshioka et al., 1994). Alle
weiteren Hilfsstoffe dieser Studie erfullten dieses Kriterium und die
resultierenden LAP-Aktivitaten waren viel hoher als bei der kristallin
getrockneten Formulierung mit HPMC. Weiterhin ist der Feuchtegehalt (siehe
Tabelle 6.4-2) der HPMC-Formulierungen im Gegensatz zu den anderen
Hilfsstoffen auffallig gering. Dies ist normalerweise sehr erstrebenswert, kann
sich aber auch negativ auf die Stabilitat auswirken, da die Proteine durch eine
fehlende Hydrathillle Assoziate bilden kdnnen, was zu einer schlechten
Rekonstituierbarkeit und verminderter Aktivitat fuhren kann (Essig, Oschmann
et al., 1993). Dieser Effekt, gepaart mit der entstandenen Kristallinitat, kdnnte
ein Grund fur die auffallig niedrige Aktivitat der Peptidase sein. Der Erhalt der
tryptischen Aktivitat mit Hilfe der HPMC ist dagegen gut mdglich. Die
entstandene Kristallinitat scheint die Stabilitat kaum zu beeinflussen. Der
besonders niedrige Feuchtegehalt und eine erhdhte Viskositat im Verlauf der

Trocknung sind entscheidend fir die gute stabilisierende Wirkung.
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Tabelle 6.4-2 Feuchtegehalt der Formulierungen mit
Hydroxypropylmethyicellulose

Enzym_O0T Enzym_0,05T O0T_3HPMC 0,025T_1,5HPMC 0,05T_3HPMC

0,34% 0,15% 1,52% 0,73% 1,10%

6.4.2.3 Hydroxypropyl-B-cyclodextrin
Die Gewinnung des Hydroxypropyl-B-cyclodextrins (HP-B-CD) erfolgt

biotechnologisch durch den Abbau von Starken mit Cyclodextrin-Glycosyl-
Transferasen. Die dadurch entstehenden Molekule bestehen aus 7 cyclisch a-
1,4-verknlUpften Glukose-Einheiten. Das in dieser Arbeit verwendete HP-B-CD
(Cavitron, Cerestar, Krefeld, Deutschland) konnte in einer Konzentration von
8% (m/m) (8HP-B-CD) noch vollstandig gelost werden. Die mittlere
Konzentration betrug 4% (m/m) (4HP-B-CD). Wie bei den obigen Versuchen
wurde ebenfalls mit Tensid-Zusatzen von 0,025% und 0,05% (0,025T/0,05T)
gearbeitet.

Bei der Verwendung von HP-B-CD ist bei der LAP besonders auffallig, dass in
der Kombination 0,025% Tensid und 4% HP-B-CD die hdchste Stabilitat erzielt
werden konnte. Im Rahmen der tryptischen Aktivitat konnte mit etwa 87%
ebenfalls ein sehr guter Wert bestimmt werden (Abbildung 6.4-6).

HP-B-CD zeichnet sich durch gute lyoprotektive Eigenschaften aus (lzutsu,
Yoshioka et al., 1995). Der amphiphile Charakter des HP-B-CDs und die
Fahigkeit zur Bildung amorpher Festkorper (Brewster, Hora et al., 1991)

scheinen wichtige Faktoren beim Erhalt der beiden Aktivitaten zu sein.
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Abbildung 6.4-6 Darstellung der Enzymaktivitaten bei Verwendung des
Hilfsstoffs Hydroxypropyl-B-cyclodextrin

Besonders auffallig sind die Ergebnisse bei reinem Hilfsstoff-Zusatz (0T_8 HP-
B-CD), da hier beide Aktivitdten mit circa 45% im Gegensatz zu allen anderen
Hilfsstoffen sehr &hnlich sind. Jedoch liel® sich bei Zusatz des Tensids erneut
nur die tryptische Aktivitat stark verbessern, wobei die LAP-Aktivitat mit
diesem Hilfsstoff den Maximalwert erzielen konnte.

Die in Tabelle 6.3-1 dargestellten Feuchtegehalte der Formulierungen liegen
im Bereich der anderen Hilfsstoffe und sind daher nicht geeignet, entstandene

Resultate bei den Aktivitaten zu erklaren.

Tabelle 6.4-3 Feuchtegehalt der Formulierungen mit Hydroxypropyl-
B-cyclodextrin

Enzym 0T Enzym_0,05T OT 8HP-B- 0,025T 4HP- 0,05T_8HP-
CD B-CD B-CD

0,34% 0,15% 2,86% 3,64% 2,56%
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6.4.2.4 Hydroxyethylstarke

In einer weiteren Versuchsreihe wurde der Einfluss des Hilfsstoffs
Hydroxyethylstarke (HES) auf die Stabilisierung der enzymatischen Aktivitaten
untersucht. Hydroxyethylstarke wird durch Hydroxyethylierung der freien
Hydroxylgruppen des Starkemolekuls mit Ethylenoxid gewonnen. Da es sich
hier um einen Hilfsstoff handelt, der ahnlich wie Maltodextrin oder Dextran
einen hohen Glasubergangspunkt von > 110°C (Crowe, Carpenter et al.,
1998) besitzt, sind auch hier gute Lyoprotektoreigenschaften zu erwarten.
Neben der Erzeugung eines relativ hohen T’y der zu trocknenden Losungen
bildete sich ein vollstandig amorpher Zustand (keine Abbildung des Rdntgen-
diffraktogramms) aus, der flr eine gute Proteinstabilitdt unentbehrlich ist
(6.4.2.1). Die verwendete Hydroxyethylstarke der Firma Fresenius AG (HAES
450, Bad Homburg, Deutschland) wurde in den Konzentrationen 5% und 10%
(5HES/10HES) eingesetzt. Zusatzlich wurde erneut der Einfluss eines Tensids
in den Konzentrationen 0,025% und 0,05% (0,025T/0,05T) untersucht. Die
Ergebnisse der Aktivitatsbestimmungen sind in Abbildung 6.4-7 dargestellt und

zeigen eine gute Stabilisierung beider Aktivitaten.

adnl

Enzym OT Enzym 0,05T OT_10HES 0,025T_5HES 0,05T__10HES

8 3

Enzymatische Aktivitat [%]
S

O LAP B Trypsin

Abbildung 6.4-7 Darstellung der Enzymaktivitaten bei Verwendung des
Hilfsstoffs Hydroxyethylstarke
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Besonders die tryptische Aktivitat konnte bei beiden Konzentrationen HES in
Kombination mit dem Tensid gut stabilisiert werden. Auch hier wird erneut
deutlich, dass eine Herabsetzung der Oberflachenspannung durch Zusatz
eines Tensides besonders erforderlich ist. Nur durch den Einsatz der
oberflachenaktiven Substanz konnte die tryptische Aktivitat ausreichend
erhalten werden (Enzym_0,05T; 0,025T_5HES; 0,05T_10HES). In der
Stabilisierung der LAP sind wiederum keine Aktivitaten deutlich dber 50% zu
erzielen. Trotzdem konnten Ergebnisse anderer Studien zur Eignung des
Hilfsstoffs Hydroxyethylstarke (Crowe, Carpenter et al., 1998) flir den Einsatz
in der Lyophilisation bestatigt und gute Ergebnisse erzielt werden. In Tabelle

6.4-4 sind die Feuchtegehalte der HES-Formulierungen zusammengefasst.

Tabelle 6.4-4 Feuchtegehalt der Formulierungen mit Hydroxyethyl-
starke

Enzym_0T Enzym_0,05T OT_10HES 0,025T_5HES 0,05T_10HES

0,34% 0,15% 3,41% 3,16% 3,41%

6.4.2.5 Dextran, Trehalose und deren Kombination

In einer abschlieRenden Versuchsreihe wurde ein weiteres, haufig in der
Gefriertrocknung verwendetes Polymer, das Dextran, untersucht. Dieser
Hilfsstoff bildet amorphe Strukturen (Daten nicht abgebildet) aus und auch der
hohe Glastbergangspunkt ist sehr wichtig fur die Proteinstabilitdt wahrend der
Lyophilisation (6.4.2.1).

Allerdings kann sich die GroRe des Molekuls auch negativ auf die
Stabilisierung auswirken. Aufgrund sterischer Anordnungen konnten nur
schwer Wasserstoffbricken mit dem Protein ausgebildet werden. Dadurch ist
der lyoprotektive Effekt dieser Polymere begrenzt. Es konnte gezeigt werden,
dass ein Disaccharid wie z.B. Trehalose trotz signifikant niedrigerer

Glasubergangstemperatur als Maltodextrin ein Enzym besser stabilisieren
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kann (Rossi, Buera et al., 1997). Um beide Effekte (Erhéhung der
Glasubergangstemperatur und Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen)
miteinander zu verknlpfen, sind beide Hilfsstoffe bereits zusammen getestet
und als sehr positiv bewertet worden (Allison, Manning et al., 2000). Deshalb
wurde auch in dieser Versuchsreihe eine Kombination aus Dextran T5
(Amersham Pharmacia Biotech AB, Upsala, Schweden) und Trehalose-
Dihydrat (British Sugar, Peterborough, England) auf ihre Eignung getestet.
Wie oben bereits erwahnt, wurden sowohl das Dextran und auch die
Trehalose als Einzelkomponenten untersucht. Eine detaillierte Zusammen-
setzung der einzelnen Formulierungen gibt die Tabelle 6.4-5, in der zusatzlich

die Feuchtegehalte mit angegeben sind.

Tabelle 6.4-5 Zusammensetzung und Feuchtegehalt der Formulie-
rungen mit Dextran und Trehalose

Dextran Trehalose @ Tween 80 Feuchtegehalt

[%] (m/m)  [%] (m/m)  [%] (m/m) [%]
Enzym_OT - 0,34
Enzym_0,05T --- 0,05 0,15
OT 5Tre - 5 4,29
OT_8Dex 8 - 5,58
0T_8Dex_5Tre 5 3,84
0,05T_5Tre --- 5 0,05 5,95
0,05T_8Dex 8 --- 0,05 4,00
0,025T_4Dex_2,5Tre 4 25 0,025 4,89
0,05T _8Dex_5Tre 8 5 0,05 3,84
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FUr den Erhalt der LAP-Aktivitdt fihrte die Kombination aus Dextran und
Trehalose zu einem vergleichsweise guten Ergebnis (Abbildung 6.4-8).
Allerdings ist auch bei dieser Formulierung kein zufrieden stellendes Ergebnis
erzielt worden. Die Verwendung der Einzelkomponenten ist schlechter zu
bewerten als die Kombinationsformulierungen.

Bei der Konservierung der tryptischen Aktivitat sind die Resultate genau
gegensatzlich. Durch die Verwendung der Kombination war zwar eine gute
Stabilisierung mdglich, aber das Resultat liegt im Bereich der anderen
verwendeten Polymere. Allerdings zeigte die Formulierung mit reiner
Trehalose eine sehr gute Stabilitdt, denn nach der Rekonstitution konnte der
Maximalwert aller Resultate in dieser Studie von 95% festgestellt werden. Eine
mogliche Ursache konnte in der ausreichenden Ausbildung der
Wasserstoffbrickenbindungen liegen, so dass eine Stabilisierung des Proteins

durch ein flexibles Hilfsstoffmolekll gegeben ist.
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Abbildung 6.4-8 Darstellung der Enzymaktivitaten bei Verwendung der
Hilfsstoffe Dextran und Trehalose und deren Kombi-
nation
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6.4.2.6 Zusammenfassung

In den obigen Abschnitten konnte gezeigt werden, dass eine Stabilisierung
von ausgewahlten Komponenten der isolierten Madensekretionslosung der
Fliegengattung Lucilia sericata durch eine Reihe von Hilfsstoffen mdglich ist.
Dabei wurden die beiden Enzymaktivitaten in einem sehr unterschiedlichen
Malle konserviert. Deshalb ist es sehr schwierig eine Grundrezeptur
festzulegen, die beide Aktivitaten in gleicher Weise stabilisieren kann.

Die Stabilisierung der LAP gestaltete sich als aulRerst schwierig. In keiner der
ausgewahlten Formulierungen konnte ein Aktivitatsabfall um mindestens 50%
verhindert werden. Wichtig fur das Erzielen akzeptabler Ergebnisse war
jedoch der Zusatz eines Lyo- bzw. Kryoprotektors, wahrend auf den Einsatz
eines Tensids durchaus verzichtet werden konnte. Die Abbildung 6.4-9 zeigt
einen dreidimensionalen Flachenplot, in dem der Einfluss von Dextran und

einem Tensid auf die Aktivitat der LAP dargestellt ist.
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Abbildung 6.4-9 Einfluss von Dextran und Tween 80 auf die
Leucinaminopeptidase-Aktivitat

Ein Zusatz von Tensid bzw. eine Erhohung dessen Konzentration erhoht nicht
die Aktivitat des Enzyms. Allerdings kommt es zu einer deutlichen Steigerung
durch Zusatz des amorph getrockneten Polymers Dextran. Fir eine effektive
Erhdhung der Rekonstitutionsaktivitat ist der Erhalt der Amorphie der
Zubereitung von grofRer Bedeutung. In der Abbildung 6.4-10 sind zwei
rasterelektronen-mikroskopische Aufnahmen dargestellt, in denen die
Strukturen der Lyophilisate der reinen Madensekretionslosung und einer
Dextranformulierung ersichtlich werden. Die Trocknung der reinen
Sekretionslosung resultiert in einem sehr kristallinen Pulver durch die Salze
der Pufferlésung. Diese Kristallinitdt konnte auch schon im Rdntgen-
diffraktogramm (siehe Abbildung 6.4-3) nachgewiesen werden. Aufgrund der
stark ausgepragten kristallinen Strukturen kommt es zu einer Denaturierung
der Enzyme und zu einem drastischen Aktivitatsverlust nach Rekonstitution.

Durch den Zusatz von Dextran entsteht eine amorphe, sehr homogene
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Plattchenstruktur, wodurch die erhohte Proteinstabilitat begrindet werden

kann.

Abbildung 6.4-10rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der
Lyophilisate der reinen Madensekretionslosung (links)
und einer 8%igen Dextranformulierung (rechts)

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der LAP-Stabilisierungsversuche wurden
bei der tryptischen Aktivitdt sehr gute Stabilitditen mit bis zu 95%
Rekonstitutionsaktivitat erzielt. Mit allen eingesetzten Hilfsstoffgruppen
konnten akzeptable Resultate ermittelt werden. Allerdings sind die
Bedingungen abweichend von denen der Leucinaminopeptidase zu wahlen.
Die Abbildung 6.4-11 zeigt den Einfluss des Polymers Dextran und des
Tensids Tween 80 auf die tryptische Aktivitat. Der Zusatz bzw. die Erhéhung
der Konzentration des Polymers ist in diesem Fall nicht der entscheidende
Faktor fur das Erzielen hoher Aktivitaten. Vielmehr ist fir den Erhalt der
tryptischen Aktivitat der Schutz vor Oberflachendenaturierung durch den
Einsatz eines Tensids der wesentlichste Aspekt, da gute Aktivitaten nur durch

den Zusatz von Tensid zu erzielen sind.
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Abbildung 6.4-11Einfluss von Dextran und Tween 80 auf die tryptische
Aktivitat

Der Einfluss des Tensids ist sogar signifikant, was sich anhand des in
Abbildung 6.4-12 dargestellten Paretodiagramms zeigen lasst. Zusatzlich sind
in dieser Abbildung die Bedingungen fur die LAP dargestellt. Fur die tryptische
Aktivitat spielt die Ausbildung amorpher Festkorper demnach nur eine
untergeordnete Rolle, wenn ein ausreichender Zusatz an Tensid hinzugefugt
wird. Eine Variation der Polymerkonzentration beeinflusst die Aktivitat im hier
gewahlten Beispiel des Dextrans nur geringflgig, ist aber fur alle weiteren
verwendeten Polymere ahnlich.

Ein signifikanter Einfluss der Komponenten auf die Leucinaminopeptidase-
Aktivitat ist im abgebildeten Paretodiagramm (Abbildung 6.4-12) nicht zu
erkennen, was erneut die Schwierigkeit im Rahmen der Stabilisierung
widerspiegelt. Vielmehr wird nur der Trend aus Abbildung 6.4-9 bestatigt, dass
durch eine Erhdhung der Hilfsstoffkonzentration entstehende amorphe

Zubereitungen hohe Aktivitaten erzielen kdnnen.
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Paretodiagramm Standardis. Effekte ; Variable: Tryptische Aktivitat [%]
2**(2-0)-Plan; MQ Residuen=341,0966
Tryptische Aktivitat [%]

(1)Tweend0 3487523

(2)Dextran -.679969

p=.05
Schétzung standardisierte Effekte (Absolutwert)

Paretodiagramm Standardis. Effekte ; Variable: Leucinaminopeptidase [%]
27*(2-0)-Plan; MQ Residuen=355,5779
AV: Leucinaminopeptidase [%)]

(2)Dextran

(1)Tween80 ;11659323

p=.05
Schitzung standardisierte Effekte (Absolutwert)

Abbildung 6.4-12Paretodiagramme mit dem Einfluss eines Polymers und

eines Tensids auf die tryptische Aktivitat (oben) und die
Leucinaminopeptidase-Aktivitat (unten)

Fur die weiteren Versuche wie das Aufbringen der Madensekretionslosung auf

die Cellulose-Fasern wurden daher fur die folgenden Versuche die neun

effektivsten Formulierungen aus den Ergebnissen der tryptischen Aktivitat

verwendet. Diese sind mit Angabe der erzielten Aktivitat in der folgenden

Tabelle 6.4-6 nochmals zusammengestellt.
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Tabelle 6.4-6 Zusammenfassung der effektivsten Formulierungen mit
den jeweils erzielten Aktivitaten

Formulierung Tryptische LAP-Aktivitat [%]
Aktivitat [%]

0,05% Tween + 5% 95,24 50,00
Trehalose
0,025% Tween + 4% 87,07 53,13
Hydroxypropyl--cyclodextrin
0,025% Tween + 1,5% 84,35 18,75
Hydroxypropylmethylcellulose
0,05% Tween + 8% 82,99 51,04
Hydroxypropyl-3-cyclodextrin
0,05% Tween + 10% 80,27 52,08
Hydroxyethylstarke
0,025% Tween + 4% Dextran 78,91 52,08
+ 2,5% Trehalose
0,025% Tween + 5% 78,23 52,15
Maltodextrin
0,05% Tween + 10% 77,55 47,92
Maltodextrin
0,025% Tween + 5% 77,45 46,95
Hydroxyethylstarke
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6.4.3 STABILISIERUNG DURCH HILFSSTOFFE UND FASER

Durchfihrung

FUr das Herstellen einer Arzneistoff-beladenen Wundauflage wurden die
Formulierungen bestehend aus Madensekretionslésung und Hilfsstoffen (siehe
Tabelle 6.4-6) auf die Faser aufgebracht und unter Verwendung der
Gefriertrocknung getrocknet. Hiermit sollte untersucht werden, ob es moglich
ist, die Formulierungen auf der Faser dauerhaft zu fixieren. Weiterhin war es
wichtig zu Uberprifen, inwieweit verschiedene Fasermaterialien mit
unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften einen zusatzlichen
Einfluss auf die enzymatischen Aktivitdten ausliben. Fur diese
Untersuchungen wurden die beiden Materialien CV_50 und BW_1_30 (siehe
Kapitel 5.1.1) eingesetzt. Die Gewirke wurden in Proben von je 1cm?
ausgestanzt. Um den reinen Einfluss der Faser und der Hilfsstoffmatrix zu
untersuchen, wurde das Volumen an Losung ermittelt, das vollstandig von der
Materialprobe aufgenommen werden konnte. Somit sollten Verluste und
daraus resultierende geringere Aktivitaten vermieden werden. Als Volumen
wurde 200 ul ermittelt. Die Fasermaterialien wurden mit den Madensekretions-
und Hilfsstoffldésungen beladen, in Vials gegeben und im Gefriertrockner
getrocknet. Nach der Gefriertrocknung wurden die Vials mit
Lyophilisationsstopfen und Aluminiumdeckel verschlossen. Fur die Ermittlung
der enzymatischen Aktivitaten wurden die Fasern in 200 ul Trispuffer gegeben
und in einem Eppendorfgefal® 30 min kontinuierlich bewegt. Darauffolgend
wurden die GefalBe mit einem Vortex eine Minute lang geschuttelt und
anschlie®end zentrifugiert (5 min, 6000 U/min). Nach Entnahme des
Fasermaterials erfolgte eine erneute Zentrifugation, wodurch ein Volumen von
100 yl far die Aktivitatsbestimmung gewonnen werden konnte. Die
Bestimmung wurde analog den Messungen der reinen Lyophilisate
durchgeflhrt.

153



STABILISIERUNG VON MADENSEKRET DER FLIEGENGATTUNG LUCILIA SERICATA

Ergebnisse

Obwohl die Auswahl der Formulierungen aufgrund guter Ergebnisse bei der
Bestimmung der tryptischen Aktivitat erfolgte, wurden zusatzlich die
Leucinaminopeptidase-Aktivitaten bestimmt. Die Abbildung 6.4-13 zeigt
zunachst die Ergebnisse der tryptischen Aktivitat mit den beiden Materialien.
FUr einen besseren Vergleich wurden die Ausgangsaktivitaten der Lyophilisate

ohne Faser zusatzlich dargestellt.
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Abbildung 6.4-13Einfluss von verschiedenen Hilfsstoffmatrices und
Fasermaterialien auf die tryptische Aktivitat

Die Ergebnisse weisen Unterschiede zwischen den Aktivitaten der reinen
Lyophilisate und der Kombination mit der Faser auf. Es ist ein eindeutiger
Aktivitatsverlust beim Trocknen auf der Faser zu erkennen. Dies lasst sich
dadurch erklaren, dass nicht die gesamte aufgetrocknete Formulierung von
der Faser entfernt werden konnte und somit ein Teil bei der
Aktivitatsbestimmung fehlte. Diese Aussage soll anhand der beiden REM-
Aufnahmen in Abbildung 6.4-14 genauer belegt werden. In der Abbildung
6.4-14 ist eindeutig zu erkennen, dass ein sehr geringer Anteil (siehe Pfeile)

auf der Faser verbleibt und man nicht von einer quantitativ vollstandigen
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Extraktion ausgehen kann. Allerdings zeigt der Vergleich beider REM-
Aufnahmen, dass der Uberwiegende Anteil der getrockneten Stoffe erfasst
wird und damit der Aktivitatsabfall nicht in einem derart drastischen Male

ablaufen sollte.

Abbildung 6.4-14rasterelektronenmikroskopische = Aufnahmen eines
Baumwollmaterials mit einer getrockneten Hydroxy-
propylmethylcellulose-Formulierung (0,025T_1,5HPMC)
vor (links) und nach (rechts) dem Waschen mit
Rekonstitutionspuffer

Mit einer Verlangerung der Extraktionsdauer konnten keine besseren Werte
erzielt werden. Weiterhin wurde auf mehrere Waschschritte verzichtet, da die
resultierende Konzentration fur eine genaue Aktivitatsbestimmung zu gering
ist. Da durch die Anwendung der oben beschriebenen standardisierten
Methode alle Proben gleich behandelt wurden, sind Vergleiche der Aktivitaten
untereinander moglich und Unterschiede durchaus detektierbar.

Eventuell stort der Einsatz der Faser die Hilfsstoffmatrix beim Aufbau einer
haufig geforderten (siehe Abschnitt 6.4.2.6) homogenen, amorphen
Plattchenstruktur. Die rasterelektronenmikroskopische Aufnahme in Abbildung
6.4-15 zeigt eine Maltodextrinformulierung (0,025T_5MD), die auf das BW-

Material getrocknet ist.
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Das Lyophilisat ist heterogen auf der Faser verteilt. Dies kdnnte zwar die
Aggregation der Proteine verringern, allerdings ist somit auch die Tendenz zur
Ausbildung eines homogenen Lyophilisats verringert. Dadurch konnte sich der
Einsatz von Fasermaterial in den Hilfsstoffmatrices negativ auf die

Rekonstitutionsaktivitat auswirken.

AccV Spbt Magn
15.0kV 5.0 500x 13.8 BW_0.025T_SMD

Abbildung 6.4-15rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer auf
ein Baumwollmaterial getrockneten Maltodextrin-
formulierung (0,025T_5MD)

Neben der starken Aktivitatsabnahme sind zwei weitere Aspekte auffallig. Zum
einen kehren sich die Werte der bestimmten Aktivitaten im Bezug auf ihre
Ausgangswerte um. Der Wert bei einem Einsatz von Trehalose hatte in
Verbindung mit dem Fasermaterial in diesem Fall nicht mehr den hochsten
Betrag und andere Formulierungen konnten im Rahmen dieses Versuchs
bessere  Resultate erzielen. Das Cellulosederivat  Hydroxypropyl-
methylcellulose konnte mit beiden Materialien die hochsten Aktivitaten
erzielen. Zum anderen ist kein Trend durch das eingesetzte Fasermaterial zu
erkennen. Es liegen Formulierungen vor, bei denen die Verwendung von
Baumwolle (BW) bessere Aktivitaten erzielt. Andererseits erlangt man

teilweise durch den Einsatz von Viskose (CV) hdhere Aktivitaten. Diese
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Unterschiede zwischen den Materialien sind zufallig und lassen keinen Trend
erkennen. Diese Ausfuhrungen lassen sich auch bei der Auswertung der
Ergebnisse zur Konservierung der LAP bestatigen, die in Abbildung 6.4-16

zusammengefasst sind.
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Abbildung 6.4-16Einfluss von verschiedenen Hilfsstoffmatrices und
Fasermaterialien auf die Leucinaminopeptidase-
Aktivitat

Erneut ist der kontinuierliche Wechsel der Aktivitaten bei den
unterschiedlichen Materialien zu erkennen. Eine Aussage, die ein bestimmtes
Material flr diesen Zweck pradestinieren konnte, lasst sich daher auch bei den
LAP-Resultaten nicht treffen. Die besten Resultate konnten erneut mit dem
Hilfsstoff Hydroxypropylmethylcellulose ermittelt werden. Besonders auffallig
ist hierbei, dass die ermittelten Werte bei Verwendung der Faser jeweils
besser waren, als der Ausgangswert der reinen Formulierung. Dieses
Ergebnis ist in allen untersuchten Rezepturen mit dem Einsatz von
Fasermaterial einzigartig und unterstreicht zusammen mit den Werten der
tryptischen Aktivitat die gute Eignung des Cellulosederivates flr das Erreichen

der Zielstellung. Eine mogliche Ursache fur die guten Resultate konnte in der
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Strukturdhnlichkeit mit dem Fasermaterial, das auf Cellulose basiert,
begriindet liegen. Allerdings waren hierfir auch Ahnlichkeiten in der
Kettenlange beider Faktoren (Derivat und Faser) erforderlich. Ein weiterer
Grund konnte in der extrem hohen Viskositat der Hilfsstofflosung liegen, da
somit ein starkes Anhaften an der Faser wahrend des Gefriertrocknungs-
prozesses gewahrleistet ist und mogliche Verluste aullerst gering ausfallen.
Der einzige Unterschied beim Vergleich beider Aktivitaten liegt im Ausmal’ der
Aktivitatsverluste. Durch den Einsatz der Fasern waren bei der LAP-Aktivitat
die Unterschiede zwischen reiner Formulierung und Formulierung mit Faser
nicht so drastisch wie die Abnahme bei der tryptischen Aktivitat. Allerdings
waren, wie oben bereits beschrieben, die Betrage der reinen Formulierungen
der LAP nach der Lyophilisation sehr viel geringer als die der tryptischen
Aktivitat. Zusammenfassend kann man fur beide Aktivitaten feststellen, dass
sich beim Einsatz der Faser die Resultate sowohl flr die tryptische als auch
fur die Leucinaminopeptidase-Rekonstitutionsaktivitat angleichen und nur noch

geringfugig voneinander unterscheiden.
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6.4.4 STABILISIERUNG DURCH DIE FASER

Mit Hilfe der Ergebnisse des obigen Abschnittes sollte der Einfluss des
Fasermaterials genauer untersucht werden. Da die Hilfsstoffe separat entlang
der Faser ihre Strukturen ausbildeten, konnten nur wenige Erkenntnisse Uber
die Beeinflussung durch die Cellulose erarbeitet werden. Deshalb wurden in
diesem Teil der Untersuchungen die Fasern mit reiner Madensekretionslosung
beladen und anschlielRend die Aktivitaten ermittelt. Somit sollte die Reduktion

der Aktivitat durch den Einsatz der Fasern genauer untersucht werden.

Durchfihrung

Als Fasergrundlage wurde das saurebehandelte Material aus Kapitel 5.1
verwendet. Hierdurch war es moglich, die erworbenen Kenntnisse Uber die
unterschiedlichen  physikochemischen Eigenschaften eines Materials
unmittelbar mit den resultierenden Ergebnissen der Aktivitaten zu vergleichen.
Da in den obigen Abschnitten ein Tensideinsatz obligat flir das Erreichen einer
akzeptablen Aktivitat war, wurde die Lyophilisation der Losung auf der Basis
einer 0,05%igen Tensid-Trispufferldsung durchgeflihrt. Hiermit sollte
sichergestellt werden, dass nicht die Oberflachendenaturierung der Proteine
den ausschlaggebenden Faktor bei der Lyophilisation darstellt. Die Menge an
aufgegebener Losung war wie im obigen Abschnitt 200 ul. Die Extraktion der
Lésung und die Messung der Aktivitaten erfolgte unter den gleichen

Bedingungen wie in Abschnitt 6.4.3.

Ergebnisse

Um moglichst detaillierte Aussagen Uber die Veranderungen der
enzymatischen Aktivitaten festlegen zu konnen, wurden erneut sowohl die
Werte flr die tryptische als auch fur die LAP Aktivitat ermittelt. Die Ergebnisse

sind in Abbildung 6.4-17 zusammengefasst. Fur die genauere Beurteilung der
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Werte wurden die Ausgangsaktivitaten der reinen Madensekretionslosung mit
0,05% Tensid (Enzym_0,05T) zusatzlich dargestellt.

Enzymatische Aktivitat [%]
N
o

0,05T

> [N &
0
8|
Ny
z

BW_1_20

1.1

BW_60 20

BW 30,5 25 a

E

O LAP B Trypsin

Abbildung 6.4-17 Darstellung der Enzymaktivitaten nach dem Trocknen
einer 0,05%igen Tensid-Madensekretionslosung auf
verschieden behandelte Baumwollmaterialien

Bei der Betrachtung der Ergebnisse der LAP sind diese erneut geringer als die
der tryptischen Aktivitat. Allerdings lasst sich ein positiver Effekt durch das
Einbringen der Faser in den Lyophilisationsprozess feststellen. So war es
moglich, die resultierenden Aktivitaten in Verbindung mit dem Textil erheblich
zu erhohen. Bei der Verwendung des Materials BW_1 20 ist sogar eine
Steigerung um den Faktor funf festzustellen. Damit lasst sich erneut die
Aussage aus dem Abschnitt 6.4.2.6 bestatigen, dass der Einsatz eines
Polymers sehr wichtig ist, um eine gute Stabilitat erzielen zu kénnen. Bei der
Verwendung der Fasern kann man sicherlich nicht von einem Ioslichen
Polymer und einer damit verbundenen Hilfsstoff-Protein-Losung ausgehen,
aber durch das Textil und die sehr kleinen Fasern entsteht fur die
Madensekretionslosung eine Moglichkeit der Adsorption. Die Verteilung der

Losung entlang der Fasern st deutlich in der rasterelektronen-
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mikroskopischen Aufnahme in Abbildung 6.4-18 zu erkennen. Die Tendenz zu
intramolekularen Kohasionen ist verringert und eine dadurch bedingte
Aggregation der Molekulketten minimiert. Die anschlieRend durchgeflhrte

Rekonstitution der Proteine fihrt dann zu entsprechend erhdhten Aktivitaten.

15.0KV 5.0 1000x 13.4 BW + Enzym

Abbildung 6.4-18 rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer
0,05%igen Tensid-Madensekretionslosung nach dem
Trocknen auf ein Baumwollmaterial

Die hochste Aktivitat konnte mit dem Fasermaterial, das mit der geringsten
Saurekonzentration flr die Dauer von einer Minute (BW_1_20) behandelt
wurde, erreicht werden. Dementsprechend resultiert die geringste Aktivitat far
die LAP bei der Verwendung des Materials mit der extremsten
Saurebehandlung (BW_60_30). Allerdings sind Tendenzen bezuglich der
unterschiedlichen Vorbehandlungen des Materials und daraus resultierenden
physikochemischen Eigenschaften nur schwer zu finden. Da die Stabilisierung
der Leucinaminopeptidase auch durch den Einsatz von Hilfsstoffen generell
schwierig ist, kann man die Aktivitatssteigerung durch den Faser-Einsatz als
durchaus positiv bewerten. Wichtig fur den Erhalt der LAP ist scheinbar eine
Verhinderung der Aggregation der Proteine untereinander, da bereits der

Einsatz von reinen hochmolekularen Hilfsstoffen ausreichend ist, um eine

161



STABILISIERUNG VON MADENSEKRET DER FLIEGENGATTUNG LUCILIA SERICATA

hohere Aktivitat zu erzielen. Im dreidimensionalen Flachenplot in Abbildung
6.4-19 ist die Abhangigkeit der LAP-Aktivitat von zwei
Oberflacheneigenschaften (die spezifische Oberflache und der Quotient aus

Saure- und Basezahl) der Faser dargestellt.
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Abbildung 6.4-19Einfluss der spezifischen Oberflache der Fasern und
des Saure-Basezahl-Quotienten auf die Leucinamino-
peptidase-Aktivitat

Hier ist nun eindeutig zu erkennen, dass mit einer groReren Oberflache der
Faser eine hohere Aktivitat der LAP zu erzielen ist. Dieses Resultat basiert
darauf, dass die Verteilung der Madensekretionslosung sehr viel weitraumiger
ablaufen kann und somit die Aggregation minimiert wird. Zusatzlich ist in dem
Plot der Quotient aus der Saurezahl KA und der Basezahl KB mit angegeben.
Dieser Wert ermdglicht eine Aussage Uber die Eigenschaft der Faser als
Elektronenpaarakzeptor. Mit einem hoéheren Wert von KA/KB steigt
dementsprechend die Tendenz einer Oberflache, Wechselwirkungen mit
Elektronenpaaren einzugehen, die natlrlich auch an jeder Oberflache eines

Enzyms zu finden sind. Bei der Betrachtung dieses Parameters kann auch hier
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eine Steigerung der Aktivitat parallel zur Steigerung des Quotienten aus
KA/KB festgestellt werden. Damit kann die obige Aussage bestatigt werden,
dass fur den Erhalt der Aktivitdt der LAP eine geeignete Methode zur
Verhinderung der intramolekularen Aggregation notwendig ist. Allerdings kann
der Einsatz der Faser nicht als eine Alternative flur die Verwendung der
typischen Lyophilisationshilfsstoffe im Rahmen der Stabilisierung der
Leucinaminopeptidase aus der Madensekretionslosung angesehen werden.
Bei den Ergebnissen der tryptischen Aktivitat waren die Werte gegensatzlich.
Bei keiner Formulierung mit einer Faser konnte der Betrag der reinen
Formulierung (Enzym_0,05T) Ubertroffen werden (siehe Abbildung 6.4-17).
Weiterhin scheint auch die Saurebehandlung die resultierende Aktivitat nicht
zu beeinflussen. Der stabilisierende Effekt des Fasermaterials konnte auch in
diesem Fall nicht den Einsatz von Hilfsstoffen ersetzen. Trotzdem haben die
physikochemischen Eigenschaften einen Einfluss auf die tryptische Aktivitat.
Wie bereits in Abbildung 6.4-18 gezeigt, kommt es zu einer sehr
gleichmaRigen Verteilung des getrockneten Produktes entlang der Faser. Fur
eine hohe Aktivitdt nach der Rekonstitution ist folglich eine homogene
Oberflache ohne energetisch hohe Zentren vorteilhaft. Durch das Fehlen
solcher Zentren erfolgt eine breitflachigere Adhasion der Proteine an der Faser
und die intramolekulare Aggregation ist verringert. Fur eine erhohte Aktivitat
muisste demnach eine Faser mit geringerer Oberflachenenergie eingesetzt
werden. Dass zwischen diesen beiden Komponenten durchaus eine
Korrelation besteht, zeigt der Regressionsplot zwischen der tryptischen
Aktivitat und der Oberflachenenergie in Abbildung 6.4-20.
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Abbildung 6.4-20 Regressionsplot tryptische Aktivitat gegen Ober-
flachenenergie (Vertrauensbereich 0,95)

Eine homogenere Faseroberflache (kleine Oberflachenenergie) ermadglicht
hohere Aktivitaten. Mit steigender Oberflachenenergie nimmt auch stetig der
Betrag fur die tryptische Aktivitat ab. Eine mdgliche Erklarung liegt hier in der
Verteilung der Proteine an der Oberflache, denn durch eine homogene
Oberflache wird eine Zentralisierung der Moleklle auf die oben beschriebenen
energetisch hoher gelegenen Zentren minimiert und eine intramolekulare
Aggregation verhindert. Dieser Trend wird auch durch die Kontinuitat der
Werte unterstrichen. Alle Punkte lagen innerhalb des 95%igen
Vertrauensbereichs (gestrichelte Linie) und es konnte ein Bestimmtheitsmal}
von 0,949 ermittelt werden. Der Wert ist durchaus positiv zu bewerten, da es
sich bei der enzymatischen Aktivitat um eine naturliche Prozessgrofie handelt,
die hohen Schwankungen unterliegen kann.

Ein weiterer wichtiger Stabilitatsfaktor des Fasermaterials im Rahmen der
Lyophilisation stellt das Wasserbindungsvermogen dar. Hierbei handelt es sich
um den Anteil des Wassers, der so stark von der Faseroberflache gebunden

wird, so dass dieser bei einer Temperaturerniedrigung unter den Gefrierpunkt
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nicht kristallisiert. Die Bestimmung des Wasserbindungsvermogens erfolgte
mit der in 3.3.2 beschriebenen DSC-Methode. Der Zusammenhang zwischen
diesen beiden Faktoren ist in Abbildung 6.4-21 durch einen Regressionsplot

dargestellt.

Tryptische Aktivitat [%]
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Abbildung 6.4-21 Regressionsplot tryptische Aktivitit gegen Wasser-
bindungsvermogen (Vertrauensbereich 0,95)

Je mehr Wasser die Faser aufnehmen und dauerhaft binden kann, desto
weniger kristallisiert wahrend der Gefriertrocknung aus. Die Bildung von
kristallinen Bereichen, insbesondere die Bildung von Eiskristallen, kann die
Proteine denaturieren und dauerhaft zerstoren. Durch eine erhdhte
Wasserbindungskapazitat misste demzufolge eine hohere Aktivitat nach der
Rekonstitution messbar werden, da ein grof3erer Anteil der Proteinlésung vor
der Kiristallisation geschitzt wird. Das Bestimmtheitsmall flr diesen
Zusammenhang liegt bei 0,963. Damit ist von einem engen Zusammenhang
beider Parameter auszugehen und das erhohte Wasserbindungsvermogen
eines Materials hat eine hohere Aktivitat zur Folge. Die Faser kann somit

einen protektiven Effekt auf die Madensekretionslosung wahrend des
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Gefriertrocknungsprozesses austben und die Enzyme vor der
kristallisationsbedingten Denaturierung schutzen.

Zusatzlich zum Wasserbindungsvermogen hat auch das Adsorptionspotential
der verwendeten Faser einen entscheidenden Einfluss auf die
Rekonstitutionsaktivitat. Durch eine Erhdhung der Adsorptionseigenschaft
konnen die Proteine besser an der Faser haften und somit vor Denaturierung
geschutzt werden. Die Adsorptionseigenschaften wurden mit Hilfe der
inversen Gaschromatographie durch Verwendung des Probenmolekils n-
Hexan bestimmt. Die Verknupfung zwischen diesem Parameter und der
tryptischen Aktivitat wird in Abbildung 6.4-22 dargestellt.
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Abbildung 6.4-22 Regressionsplot tryptische Aktivitat gegen die Flache
des Heterogenitatsplots von n-Hexan (Adsorptions-
eigenschaft der Faser) [Vertrauensbereich 0.95]

Je groller die adsorptive Eigenschaft der Faser ist (groRere Flache beim
Heterogenitatsplot), desto hoher ist auch die resultierende tryptische Aktivitat.
Durch die Verwendung des Probenmoleklls n-Hexan konnte sichergestellt
werden, dass das reine Adsorptionspotential der Faser bestimmt wird. Eine

Wechselwirkung zwischen diesem Probenmolekul und der Oberflache basiert
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nur auf dispersiven Kraften, womit eine sehr genaue Detektion der
adsorbierten Gasmenge in der iGC mdglich ist. Damit ist der gefundene
Zusammenhang sehr genau, weil die reine Adsorptionseigenschaft der Faser
die Aktivitat beeinflusst und nicht durch modgliche Extraktionsschwierigkeiten
eine ungenaue Bestimmung nach sich zieht.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass das Auftrocknen einer reinen
Madensekretionsldsung zwar nicht den Einsatz von Hilfsstoffen ersetzen kann,
aber durchaus die enzymatische Aktivitdt beeinflusst. Bei der
Leucinaminopeptidase kommt es zu einer Steigerung der Aktivitat durch die
Faser im Vergleich zum reinen Tensid-Zusatz (Abbildung 6.4-17). Allerdings
sind diese Werte nicht vergleichbar mit denen der Lyophilisate unter
Hilfsstoffzusatz, da durchgehend bei einem reinen Fasereinsatz geringere
Aktivitaten bestimmt wurden. Ein noch hoherer Verlust im Vergleich zu den
Kryoprotektoren konnte bei der tryptischen Aktivitat festgestellt werden.
Trotzdem kommt es zu einer Beeinflussung der enzymatischen Aktivitaten
durch den Einsatz von Fasermaterialien. Hierbei ist eine hohe adsorptive
Eigenschaft der Faseroberflache sehr vorteilhaft fir das Erzielen guter
enzymatischer Aktivitaten. Es konnten somit erstmals Zusammenhange
zwischen den physikochemischen Eigenschaften der Fasern und einer
enzymatischen Aktivitat eines darauf adsorbierten Enzymgemisches gezeigt
werden.

Allerdings ist eine Steigerung der Aktivitaten nur durch die Trocknung aus
einer Protein-Hilfsstofflosung mdglich, da nur so die Ausbildung von typisch
amorphen Zubereitungen (Johnson, Kirchhoff et al., 2002) stattfindet. Bei der

Verwendung der unldslichen Cellulosefasern ist dies hingegen nicht mdglich.

6.5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Stabilisierung von Madensekret in Form eines gefriergetrockneten Pulvers

ist mdglich. Eine Reihe von Kombinationen verschiedener Hilfsstoffe kann die
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enzymatischen  Aktivitaten der Madensekretionslosung  konservieren.
Allerdings konnte eine Adsorption des Sekretes an die Tragermaterialien nur
unter deutlichem Aktivitatsverlust durchgefihrt werden. Weder die
Verwendung von protektiven Substanzen noch die alleinige Faser konnten die
Reduktion der enzymatischen Aktivitaten verhindern. Fur eine Untersuchung
auf eine mogliche Freisetzung dieses ,Wirkstoffs® von der Faser wurde die
Bestimmung der Enzymaktivitdten zur Quantifizierung nicht ausreichen.
Weitere Nachteile bei der Erstellung der Freisetzungsprofile unter Verwendung
der Substanz Madensekret liegen in der hohen Empfindlichkeit gegenlber
hydrolytischen Zersetzungen und der sehr zeitaufwendigen Analytik.
Dementsprechend sollte fur die folgenden Freisetzungsuntersuchungen eine
alternative Modellsubstanz verwendet werden, um so reproduzierbare und

zuverlassige Ergebnisse erzielen zu konnen.
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7 FREISETZUNGSUNTERSUCHUNGEN AUS DER WUNDAUFLAGE

7.1 EINLEITUNG

Ein erklartes Ziel dieser Arbeit war die gesteuerte Freisetzung des
Therapeutikums, idealerweise das Sekret der Fliegengattung Lucilia sericata,
aus der Wundauflage parallel zu deren enzymatischem Abbau.
Dementsprechend musste der Wirkstoff in die Faser eingebracht werden, da
nur so sichergestellt werden kann, dass dieser freigesetzt wird, wenn der
Abbau der Faser beginnt. Hierflr ist das Ldésen des Tragers erforderlich.
Anschliefend konnte der Wirkstoff in diese Losung eingebracht werden, um
beide Komponenten dann gemeinsam zu regenerieren. Das Auflésen des
Tragermaterials Cellulose ist aber nur unter sehr extremen Bedingungen und
dem Zusatz von Chemikalien mdoglich (siehe Viskose-Herstellung), so dass
diese MalRnahme nicht praktikabel ist. Um trotzdem die verzdgerte
Freisetzung zu ermoglichen, musste der Arzneistoff an die Faser adsorbiert
und diese dann mit einem Film Uberzogen werden. Zu diesem Zweck wurde in
Kapitel 5.3 bereits der madgliche enzymatische Abbau des Filmbildners
Ethylcellulose getestet. In diesem Kapitel sollen nun zunachst die Adsorption
des Therapeutikums an die Faser, eine unterschiedliche Befilmung und
schlieBlich der enzymatische Abbau des gesamten Systems im Hinblick auf

die Freisetzung untersucht werden.

7.2 INSULIN ALS MODELLARZNEISTOFF

7.2.1 ALLGEMEINES

Aufgrund der geschilderten Sensibilitit des Madensekrets und der
Schwierigkeit der Quantifizierung wurde fur die Untersuchungen der
Freisetzung Humaninsulin eingesetzt. Dies lasst sich damit begrunden, dass

ein Grolteil der Inhaltsstoffe des Madensekrets als Enzyme auf einer
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Proteinstruktur basiert und mit der Verwendung des Insulins ein Eindruck der
Freisetzung eines Makromolekulls aus der Wundauflage gewonnen werden
konnte. Diese Erkenntnisse koénnen somit Rickschlisse auf das
Freisetzungsverhalten von Madensekret-Komponenten zulassen. Der Aufbau
des Humaninsulins soll kurz erlautert werden. Es besteht aus zwei
Peptidketten mit unterschiedlicher Aminosauresequenz, wobei die A-Kette aus
21 und die B-Kette aus 30 Aminosauren besteht. Die Verknlpfung beider
Ketten erfolgt durch zwei intermolekulare Disulfidbindungen zwischen
verschiedenen Cystein-Bausteinen. Die detaillierte Aminosauresequenz des
Humaninsulins ist der schematischen Darstellung in Abbildung 7.2-1 zu

entnehmen.

Abbildung 7.2-1 Aminosauresequenz von Humaninsulin

Ein weiterer Grund zur Wahl dieses Modellarzneistoffes liegt in der sehr guten
Stabilitat in schwach saurer Losung und bei einem pH-Bereich von 7-7,4
(Geiger, 1987) begrundet. Damit konnten problemlos Freisetzungs-
untersuchungen uber ein sehr langes Zeitintervall (bis zu 24 h) durchgefuhrt
werden, ohne auf hydrolytische Zersetzungseigenschaften der freizu-

setzenden Substanz achten zu mussen.
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7.2.2 HERSTELLUNG VON INSULINLOSUNGEN

FUr das Beladen der Wundauflagen musste zunachst das Insulin geldst
werden, um dieses auf die Fasern aufzubringen. Allerdings ist Insulin in
Wasser unloslich. Fur die Herstellung einer Insulinlosung wurden zunachst
400 mg Insulin in 5 ml Phosphatpuffer (pH 7,4) suspendiert, anschliel3end mit
500 pl 1IN Salzsaure bis pH 3 angesauert und nach Auflésen des Insulins
(10 =20 min) mit 500 pl 1N Natronlauge neutralisiert. Die erhaltene Losung
kann mit Puffer auf die angestrebte Konzentration eingestellt werden. Fur die
Beladung der Fasern mit Insulin wurde eine Konzentration von 20 mg Insulin

pro ml Puffer verwendet.

7.3 FREISETZUNG AUS DER UNBEFILMTEN FASER

7.3.1 ADSORPTION VON INSULIN AN DIE FASER

Zur Testung der Adsorption von Insulin an die Faser und der anschliel3enden
Freisetzung wurde das Gewebe wiederum in 1 cm? grol3e Stlicke gestanzt.
Fur die Beladung der Fasern mit der Modellsubstanz wurden unterschiedliche
Mdglichkeiten getestet. Zum einen erfolgte das Aufbringen des Arzneistoffes
durch Eintauchen des Materials in eine Wirkstofflosung und Abstreifen von
Uberschissiger Losung. Zum anderen wurde das Gewebe mit 500 ul Losung
uberschichtet und im Vakuum getrocknet. Mit der Verwendung des ersten
Verfahrens, dem Eintauchen in die Losung, sollte sichergestellt werden, dass
der Wirkstoff homogen an der Faser verteilt wird. Allerdings war diese
Methode mit Nachteilen behaftet, die im Folgenden kurz erlautert werden. Das
Einbringen der Faser in die Losung flhrte zu einem recht hohen Verlust an
Insulin, denn bei einer eingesetzten Konzentration von 20 mg Insulin pro ml
Phosphatpuffer, konnten durchschnittlich nur 3,8% wieder von der Faser
extrahiert werden. Ein weiteres Problem dieser Methode liegt in der
Standardisierung, denn bei einem Einsatz von Materialien mit

unterschiedlichem Wasserbindungsvermogen werden durch das
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Eintauchverfahren variable Mengen an Arzneistoff aufgenommen. Dies kann
mit dem Regressionsplot in Abbildung 7.3-1 veranschaulicht werden, in dem
die extrahierbare Menge an Insulin in Abhangigkeit des Wasserbindungs-

vermogens der eingesetzten Faser gegenubergestellt ist.

441

4.2t

extrahierbare Menge [%]

32k

3,0 : : :
12,8 13,0 13,2 13,4 13,6

Wasserbindungsvermagen [%]

Abbildung 7.3-1 Regressionsplot adsorbierte Insulinmenge gegen das
Wasserbindungsvermogen der Faser

Je starker die Faser in der Lage ist Wasser zu binden, desto mehr Insulin
verbleibt nach Eintauchen in eine Lésung an der Oberflache. Dement-
sprechend ist bei der Verwendung dieses Verfahrens auf ein annahernd
gleiches Wasserbindungsvermdégen der Faser zu achten, um quantitativ
gleiche Mengen des Wirkstoffs zu adsorbieren. Zudem sind die extrahierbaren
Mengen durch den hohen Verlust dieser Methode nur noch sehr klein und
lassen kaum  differenzierte  Aussagen bei der Erstellung von
Freisetzungsprofilen zu. Um diese erwahnten Faktoren auszuschliel3en, wurde
mit allen folgenden Untersuchungen eine Beladung der Fasern durch
Uberschichten mit der Insulinldsung durchgefiihrt. Hierzu wurden die Trager in

einen Kunststoffblock mit definierten Bohrungen gelegt und mit 500 pl Lésung
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Uberschichtet. Die Trocknung erfolgt im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz.
Der extrahierbare Anteil an Insulin betragt bei dieser Methode etwa 31,4% im
Bezug auf die eingesetzte Menge (Rupp, 2006), wodurch ausreichend
Arzneistoff auf der Faser adsorbiert ist, um Unterschiede in der Freisetzung

genau genug detektieren zu konnen.

7.3.2 FREISETZUNGSPROFILE

Die Bestimmung samtlicher Freisetzungsprofile in dieser Arbeit wurde unter
gleichen Bedingungen durchgefihrt. Die Freisetzungen erfolgten bei einer
Temperatur von 37°C in einem Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 7.,4.
Dies entspricht dem durchschnittlichen pH-Wert von chronischen Wunden
(Dissemond, Witthoff et al., 2003). Das Medium wurde in Glaszylinder
(Gesamtvolumen 30 ml) gegeben und diese mit einer Schittelapparatur
(25 Bewegungen pro Minute) leicht bewegt. Das Volumen betrug pro Ansatz 6
ml. Der Probenzug erfolgte je nach vorgegebenen Zeitschema mit einer
Pipette (Volumen 600 pl).

Die Untersuchungen zur Freisetzung aus der unbefiimten Faser wurden mit
den Materialien Viskose und Baumwolle durchgefiihrt. Alle Trager waren mit
Saure vorbehandelt, wobei die Kontaktzeit bei der Viskose je 40 Minuten und
50 Minuten (CV_40 und CV_50) und bei der Baumwolle 50 Minuten betrug.
Somit war es moglich, Unterschiede zwischen den Materialien und innerhalb
eines Materials mit unterschiedlicher Saurebehandlung zu untersuchen. Die
Freisetzungsprofile (fir n = 3 Messungen) von diesen drei Tragern ist in der
Abbildung 7.3-2 dargestellt. Die Auswertung der Freisetzungskurven bestatigt
die Vermutung, dass nach einem kurzen Zeitintervall bereits der Grol3teil des
adsorbierten Insulins von der Faser gewaschen wird. Innerhalb von 30 min
sind nahezu 100% Insulin freigesetzt. Damit basiert diese Freisetzung auf
einem klassischen Bursteffekt, bei dem die gesamte adsorbierte Menge

schlagartig in sehr kurzer Zeit freigesetzt wird. Eine Differenzierung zwischen
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den Materialien ist kaum und innerhalb eines Materials (Viskose) nicht

maoglich.

Freigesetzte Menge [Y4]
8 8

Zeit [min]

CV 50 —s— BW_50 —+— CV_40

Abbildung 7.3-2 Freisetzung aus den unbefilmten Materialien Viskose
und Baumwolle

7.3.3 ZUSAMMENFASSUNG

Der Einsatz von reinem Fasermaterial und einem adsorbierten Wirkstoff
erlaubt keine Steuerung bzw. Verzégerung der Freisetzung. Wie zu erwarten
war, wurde die gesamte Menge des eingesetzten Therapeutikums komplett
innerhalb weniger Minuten freigesetzt. Damit ist bereits der gesamte Wirkstoff
von der Faser entfernt, ohne dass eine enzymatische Zersetzung dieser
begonnen hat. Eine Steuerung der Freisetzung durch den Einsatz des Enzyms
ist damit nicht moglich. Zwar beginnt die enzymatische Degradation der
Fasern bereits mit der Adsorption der Cellulase an der Oberflache, aber die
Glukosekonzentration ist erst nach 30 Minuten zuverldssig messbar. Aufgrund
dieser Tatsache ist eine Befilmung der Fasern notwendig, die das Abfluten des
Wirkstoffes verhindert und dementsprechend eine Verzdgerung der

Freisetzung hervorruft. Nur damit ware es moglich, die Abgabe des
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Wirkstoffes parallel zum enzymatischen Abbau der Tragermaterialien

durchzufuhren.

7.4 FREISETZUNG AUS DER BEFILMTEN FASER

7.4.1 EINLEITUNG

Die bisherigen Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine Freisetzung nicht
allein durch eine Adsorption an die Faser beeinflusst werden kann. Zudem ist
eine deutliche enzymatische Aktivitat erst nach Stunden nachweisbar. Damit
ist eine Modifizierung der Wirkstofftrager unentbehrlich. In den folgenden
Ausfuhrungen soll der Einfluss verschiedener Filme auf das Freisetzungsprofil
der Fasern untersucht werden. Es sollen der Einfluss der Diffusion und der
Einfluss von Cellulase auf die freigesetzte Menge untersucht werden. Alle
Untersuchungen werden analog den oben genannten Bedingungen
durchgefuhrt. Alle Angaben erfolgen in einem Freisetzungs-Zeit-Diagramm,
wobei sich die Prozentangabe der freigesetzten Menge auf einen
Standardwert bezieht. Hierunter soll ein unbefiimter Baumwolltrager
verstanden werden, der die gleiche Menge an Insulin tragt und Uber die
gleiche Zeitdauer freisetzt wie die anderen Trager. Die ermittelte Insulin-
konzentration dieses Tragers wird dann als 100%-Wert definiert und samtliche
ermittelte Konzentrationen auf diesen bezogen. Aufgrund einer einfacheren

Befilmung wurden alle Untersuchungen mit Baumwolle durchgeftihrt.

7.4.2 DIFFUSIONSKONTROLLIERTE FREISETZUNG

Die Befilmung der Baumwolltrager wurde analog den Versuchen in Abschnitt
5.3 mit verschiedenen Filmen und einer unterschiedlichen Anzahl von
Filmschichten versehen. Als Filmbildner wurde Ethylcellulose verwendet, die in
Aceton gel6st worden ist. Die einzusetzende Konzentration des PEG und das

zu verwendende PEG-Molekulargewicht wurde durch die Vorgaben der
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statistischen Versuchsanalyse bestimmt. Dieser Versuchsplan bildete erneut
die Grundlage dieser Untersuchungen, so dass eine detaillierte Auswertung
der Ergebnisse maoglich war und Tendenzen mit Zahlenwerten belegt werden
konnten. Die Ergebnisse der Freisetzungsuntersuchungen sind in Abbildung
7.4-1 zusammengefasst. Die angeflihrten Chargenbezeichnungen sind analog

zu denen aus Kapitel 5.3 zu verstehen.

Freigesetzte Menge [%]

Zeit [H]

—+—40051 -=—4005 4 2000 5 1 2000 5 4 —x—400 25 1
—e 400 254 —+— 2000 25 1 —— 2000 25 4 1500 15 3

Abbildung 7.4-1 Freisetzungsprofile von unterschiedlich befilmten
Baumwolltragern uber einen Freisetzungszeitraum von
24 h (Rupp, 2006)

Durch die Befilmung der Baumwolltrager liel3 sich die Freisetzung des Insulins
uber einen Zeitraum von 24 h hinauszogern. Dabei ergaben sich je nach
Zusammensetzung des Films wund in Abhangigkeit der Anzahl der
Filmschichten  unterschiedliche  Freisetzungsprofile. =~ Der  anfanglich
beschriebene Effekt der Burstfreisetzung (Abbildung 7.3-2) konnte mit jeder
Befilmung verhindert werden. Allerdings sind bei der Betrachtung der
freigesetzten Mengen starke Unterschiede zu erkennen. Die Anzahl der
Filmschichten beeinflusst die freigesetzte Menge nach 24 h signifikant (Rupp,

2006). Je mehr Filmschichten aufgetragen werden, desto weniger Insulin kann
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freigesetzt werden. Besonders interessant ist die Wahl des PEG, da durch ein
kurzkettiges PEG-Molekul (hier: 400) im Gegensatz zu einem langerkettigen
PEG (hier: 1500 oder 2000) bei gleicher Konzentration (bezogen auf die
Masse an Film) und Anzahl der Filmschichten eine schnellere Freisetzung zu
beobachten ist. Ahnliche Ergebnisse konnten in einer Arbeit (ber die
Wasserpermeabilitat von Celluloseacetat-Filmen erzielt werden (Yuan, Shang
et al., 2001). Hier sinkt die Permeabilitat von Wasser durch ein steigendes
Molekulargewicht des PEG-Molekills. Diese Aussage lasst sich auf die
,eingebrachte” Anzahl an endstandigen Hydroxylgruppen zurlUckfuhren. So
werden bei gleicher Masse an PEG 400 und PEG 2000 mit dem kurzerkettigen
PEG mehr Hydroxylgruppen in den Film eingebracht. Dementsprechend steigt
die Hydrophilie (messbar durch die Sorptionstendenz von Wasserdampf bei
der Dynamischen Wasserdampf Sorption,) dieser Filme und durch den
Kontakt mit dem Medium konnen schneller Poren in den Film gewaschen
werden (Rupp, 2006). Hieraus resultiert die schnellere Freisetzung bei der
Verwendung von PEG 400. Zusatzlich ist die Freisetzung durch die Wahl der
PEG-Konzentration steuerbar. Obwohl dieser Effekt in der obigen Abbildung
nur schwer zu erkennen ist, kann man durch eine Erhéhung der Konzentration
eine schnellere Freisetzung erzielen. Mit Hilfe des Diagramms in Abbildung
7.4-2 sollen dieser Effekt und die oben genannten Resultate besser
veranschaulicht werden. In dieser Darstellung werden die freigesetzten
Mengen an Insulin nach 6 h und nach 24 h fur die einzelnen Chargen
zusammengefasst. Dadurch kdnnen zum einen Erkenntnisse Uber das erste
Intervall und zum anderen Uber den Endpunkt der Freisetzung gewonnen

werden.
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Freigesetzte Menge [%9]
8 8

I 400 25 1

400 5 1
400 5 4
2000 5 1
2000 5 4
400 25 4
2000 25 1
2000 25 4
1500 15 3

o6hm24h

Abbildung 7.4-2 freigesetzte Menge an Insulin nach 6 h und 24 h in
Abhangigkeit vom eingesetzten Film (Rupp, 2006)

Bei allen einfachen Befilmungen ist nach einer Zeitdauer von 24 h bereits die
gesamte Insulinmenge freigesetzt. Zusatzlich kann man erkennen, dass durch
eine Erhdohung der eingesetzten PEG-Konzentration in einem Zeitintervall
mehr Wirkstoff freigesetzt wird.

Die durch die Filme hervorgerufenen Diffusionsbedingungen lassen sich,
neben der Massezunahme mit der Dynamischen Wasserdampf Sorption, auch
mit Hilfe der in Kapitel 5.3 erstellten Daten zum cellulolytischen Abbau
untermauern. So ist es mdglich, eine Korrelation zwischen der freigesetzten
Menge an Insulin [%] und der Masse an Glukose [mg] zu zeigen. Der
Regressionsplot dieses Zusammenhangs ist in Abbildung 7.4-3 dargestellt.
Die Freisetzung des Insulins und der Glukose verlauft ahnlich. So penetriert
eine Flussigkeitsfront in den Film bis zur Faser. Beim insulinbeladenen Trager
wird der Wirkstoff gelést und diffundiert in das Medium. Bei der unbeladenen
Faser dringt die Cellulase bis zur Trageroberflache vor, zerstort diese und die
Glukose wird freigesetzt. Da bei beiden Prozessen die Diffusion der
entscheidende Faktor ist, kann eine genaue Beschreibung der Diffusion in

einen Film auf zwei unterschiedliche Arten erfolgen. Zudem lasst sich mit Hilfe
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dieses Zusammenhangs die Aussage bestatigen, dass es nur zum Abbau des
Tragers kommt. Aufgrund der im Verhaltnis gleichen Mengen an freigesetztem
Insulin und Glukose kann man davon ausgehen, dass nur die Faser einem
enzymatischen Abbau unterliegt und Glukose abgibt und nicht der Film. Ein
ahnlicher Zusammenhang konnte auch fur die Werte nach 24 h gezeigt

werden (Daten hier nicht abgebildet).
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Abbildung 7.4-3 Regressionsplot freigesetzte Menge an Insulin gegen
die Masse an Glukose nach 6 h

Eine Befilmung der Trager mit Ethylcellulose-Filmen mit verschiedenen PEG-
Zusatzen (Variation der Konzentration und des Molekulargewichtes)
ermdoglichte eine verzégerte Freisetzung des Wirkstoffs aus dem System. Bei
einigen Filmen konnten nach 24 h nur circa 30% der gesamten Insulinmenge
freigesetzt werden. Jedoch basierte diese Art der Freisetzung nur auf dem
Prinzip der Diffusion. Eine geforderte enzymatisch kontrollierte Freisetzung

des Wirkstoffs soll im folgenden Abschnitt (7.4.3) genauer untersucht werden.
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7.4.3 CELLULASEKONTROLLIERTE FREISETZUNG

Mit Hilfe einer Cellulase sollte die Freisetzung des Wirkstoffes aus dem Trager
beeinflusst werden. Somit ware parallel zum Abbau der Fasern und des Films
durch das Enzym eine Modifizierung der Freisetzung gegenuber der
diffusionskontrollierten Abgabe des Insulins denkbar. Die Freisetzungs-
bedingungen wurden analog zu den obigen Versuchen gewahlt. Der Einsatz
des Enzyms variierte zum einen in der Art der Cellulase (flussig oder fest) und
zum anderen in der Integration in das System (Einbringen von Cellulase in den
Puffer, in den Film oder auf die Faser). In der Arbeit von Rupp (Rupp, 2006)
wurden Versuche zur Integration von Cellulase in die Wundauflage und
anschliellender Freisetzung durchgefihrt. Die wesentlichen Ergebnisse dieser
Arbeit sollen kurz zusammengefasst werden. Bei der Integration von Cellulase
in den Film wurde eine Filmldsung aus Ethylcellulose und 10% Pulvercellulase
(bezogen auf die Filmmasse) hergestellt. Dieser Film wurde vierfach auf einen
mit Wirkstoff beladenden Trager (EC_Cell_10%) aufgebracht. Parallel dazu
erfolgte eine vierfache Befiimung des Tragers mit einem reinen
Ethylcellulosefiim (EC_A4). Um den Einfluss eines Hilfsstoffeinsatzes im Film
zu untersuchen, wurde in einem weiteren Versuch eine Befilmung mit PEG
2000-Zusatz durchgefuhrt. In dem ersten Ansatz wurden dem Film 25% PEG
2000 (ECP2000_25%) hinzu gegeben und in einem zweiten Ansatz 15% PEG
2000 und 10% Pulvercellulase (ECP2000_15%_Cell_10%). Beide Filme
wurden jeweils viermal aufgetragen. Die Aufnahme der Freisetzungsprofile
erfolgte Uber 24 h. Die Freisetzungskurven dieser vier Chargen wird in
Abbildung 7.4-4 dargestellt. In den ersten 7 h sind die Kurvenverlaufe der
miteinander zu vergleichenden Chargen nahezu identisch. Das heilt, die
eingesetzte Cellulase hatte keinen regulierenden Effekt auf die Freisetzung.
Nach 24 h Freisetzungsdauer unterschieden sich die jeweils freigesetzten
Mengen ebenfalls nur marginal voneinander, obwonhl die Cellulase bereits aktiv
sein musste. Demnach kann nicht von einem entscheidenden enzymatischen

Einfluss auf die Freisetzung ausgegangen werden.
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Freigesetzte Menge [%9]
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Abbildung 7.4-4 Freisetzungsprofile von cellulase- und hilfsstoffhaltigen
Befilmungen einer Baumwolle liber eine Zeitdauer von
24 h (Rupp, 2006)

Eine zweite Moglichkeit zur Integration der Cellulase in das System besteht in
der Adsorption von Cellulase an die Faser. Hierfir wurden nach der Beladung
des Tragers mit Insulin 30 pl der flussigen Cellulase jeweils von beiden Seiten
auf den Trager pipettiert. In den Film wurde erneut der Hilfsstoff PEG 2000 in
einer Konzentration von 5% eingesetzt. Die Anzahl der Filmschichten betrug
erneut vier, wobei jedoch nach dem Auftragen von zwei Schichten bei der
cellulasehaltigen Probe nochmals je 30 pl Cellulase aufgetragen wurden, um
zusatzlich das Enzym in den Film zu integrieren. Im Gegensatz zu den
anderen Freisetzungen wurde fir die Bestimmung des Standardwerts ein
Baumwolltrager mit der gleichen Menge an Cellulase versetzt und die Menge
an freigesetztem Insulin untersucht. Die Zusammenfassung der freigesetzten
Mengen erfolgt in Abbildung 7.4-5. Die Freisetzungskurven der befiimten
Trager sind gut voneinander zu unterscheiden. So konnte durch einen Einsatz
der Cellulase die freigesetzte Menge nahezu verdreifacht werden.
Interessanterweise  sind  deutliche Unterschiede  zwischen  dem

cellulasehaltigen Film und dem ,reinen” Film erst nach 5 h klar erkennbar, was
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auf eine erforderliche Aktivierung der Cellulase schlieRen lasst. Durch die
Integration des Enzyms unter den Film ist die Problematik des reinen

Auswaschens aus dem Film minimiert.

Freigesetzte Menge [%]
8 8

Zeit [h]

Leerwert —=— EC_PEG 2000 5% A4 —— EC_PEG 2000 5% Ad Cell

Abbildung 7.4-5 Freisetzungsprofile von cellulasehaltiger Baumwolle
mit unterschiedlichen Filmen (Rupp, 2006)

Allerdings lassen sich diese Werte nicht mit den Abbauversuchen von Filmen
(Kapitel 5.3) vereinbaren, bei denen eine enzymatische Aktivitat nur
gegenuber dem Trager gezeigt werden konnte. Die Erhohung der
freigesetzten Mengen an Insulin unter Cellulaseeinfluss kann demnach nicht
auf eine Degradation der Filme zurickzufihren sein. Eine Erklarung dieses
Phanomens kann in der Ausbildung des Filmes liegen, da durch das Auftragen
der Cellulase nicht alle vier Schichten homogen ineinander flie3en kdnnen. Ein
weiterer Grund kann in einer nachgewiesenen Zerstorung des
Wirkstoffreservoirs gefunden werden. So kommt es beim cellulasehaltigen
Trager zu einem sichtbaren Ablosen des Films vom Trager Baumwolle, womit
eine veranderte Freisetzung erklart werden konnte. Mit Hilfe von
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen (Abbildung 7.4-6) kann diese

Aussage unterstiutzt werden. In beiden Fallen sind entladene Baumwolltrager
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gezeigt, wobei ein Trager mit Cellulase und der andere ohne Cellulase Uber 24

h Insulin freigesetzt hat.

't Magn = WD ———— 500 um

blx .1 ECP2_b¥Ad_entlad Bl 14 ECCell_b¥Ad4_entladen

Abbildung 7.4-6 rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von
entladenen Baumwolltragern nach einer Freisetzungs-
dauer von 24 h ohne (links) und mit (rechts) Cellulase-
einfluss (Rupp, 2006)

In der rechten Aufnahme ist deutlich der Einfluss der Cellulase auf das
Tragersystem zu erkennen, allerdings sind keine Zerstorungen des Films
auffallig. Die reine Betrachtung der Aufnahmen lasst keine Differenzierung der
Filme zwischen reinem Puffer- und Cellulaseeinfluss zu, was mit den
Ergebnissen zum enzymatischen Abbau von befilmten Tragern zu vereinbaren
ist. Die bisherigen Untersuchungen bezuglich der cellulasekontrollierten
Freisetzung konnten Veranderungen durch einen Enzymeinsatz aufzeigen: es
sind jedoch einige Probleme zu erkennen. Zum einen besteht bei der
Verwendung von Pulvercellulase die Tendenz des Herauslosens aus dem
Film. Zum anderen kann durch den Zusatz der flissigen Cellulase zwischen
den Filmschichten die Bildung eines homogenen Filmes verhindert werden.
Um beide Faktoren auszuschlieRen, wurde in einem neuen Ansatz die flissige
Cellulase in das Freisetzungsmedium gegeben und der Einfluss auf die
freigesetzte Menge untersucht. Die Basis flr die Auswahl der Befilmungen

bildete die statistische Versuchsanalyse aus Kapitel 5.3 zur Untersuchung des
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enzymatischen Abbaus von Filmmaterialien. Das Gesamtvolumen (Puffer und
Cellulase) betrug 6 ml, um eine Vergleich mit der diffusionskontrollierten
Freisetzung (7.4.2) zu ermdéglichen. Die Festlegung des 100%-Werts erfolgte
durch eine Freisetzung eines unbefilmten Tragers im cellulasehaltigen Puffer.
Die Wahl dieser Freisetzungsbedingungen flhrte allerdings zu erheblichen
messtechnischen Schwierigkeiten mit der HPLC. So konnten Kkeine
symmetrischen Peaks detektiet werden und eine Quantifizierung der
Insulinmengen war nur durch eine Extrapolation der Basislinie moglich. Dies
konnte mehrere Ursachen haben. Zum einen kann die Cellulase die gewahlten
Messbedingungen stdren, jedoch war eine Bestimmung des Standardwertes
unproblematisch. Zum anderen kdnnten Abbauprodukte der Cellulolyse die
Analytik stéren, zumal diese Probleme erst nach circa 7 h auftraten und eine
Bestimmung ab diesem Zeitpunkt unmaoglich machten. Demnach ist auf eine
mdgliche Interaktion zwischen Arzneistoff, Abbauprodukten und Cellulose zu
prufen. Diese sollte aber nicht Gegenstand der Untersuchungen sein. Trotz
dieser genannten Probleme war eine quantitative Bestimmung der
freigesetzten Mengen an Insulin nach einer Dauer von 6 h durchfihrbar. In der
Abbildung 7.4-7 erfolgt ein Vergleich der freigesetzten Mengen an Insulin
zwischen der diffusionskontrollierten Freisetzung und den Werten unter
Cellulaseeinfluss. Aufgrund der beschriebenen Problematik war eine
Bestimmung uber diesen Zeitraum hinaus nicht zuverlassig moglich. Jedoch
konnen mit Hilfe des Diagramms die obigen Tendenzen bestatigt werden,
dass ein Zusatz von Cellulase keinen Einfluss auf die Filmbeschaffenheit
ausubt und dementsprechend die Freisetzung nicht direkt beeinflussen kann.
Trotz unterschiedlicher Filmzusammensetzungen ist kein signifikanter
Cellulaseeinfluss zu erkennen. Die freigesetzten Mengen an Insulin sind
ungefahr mit denen der diffusionskontrollierten Freisetzung zu vergleichen. Bei
einigen Chargen (z.B. 400_5 4; 2000 5 4 oder 2000 25 1) konnte unter
Cellulaseeinfluss mehr Wirkstoff freigesetzt werden, allerdings sind diese

Werte zufallig verteilt. Trotz der hohen Standardabweichungen der ,Cellulase-
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messwerte® und der problematischen Quantifizierung der freigesetzten
Insulinmengen lasst sich darauf schlieRen, dass die Freisetzung aus diesem
System nur diffusionskontrolliert ist und ein enzymatischer Einfluss

demzufolge nicht besteht.

:
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Abbildung 7.4-7 freigesetzte Mengen an Insulin nach 6 h unter
Diffusions- und Cellulaseeinfluss

7.4.4 ZUSAMMENFASSUNG

Eine Befilmung der Fasern mit einem Ethylcellulosefilm und unterschiedlichen
hydrophilen Zusatzen konnte zu einer Verzogerung der freigesetzten Menge
an Insulin Uber 24 h hinaus fluhren. Der durch einfache Adsorption des
Wirkstoffs an die Fasern verursachte Bursteffekt konnte damit verhindert
werden. Mit Hilfe einer statistischen Versuchsanalyse bezlglich der Art der
Befilmungen ist es nun moglich, die Freisetzung von der Faser sehr genau zu
variieren. Allerdings basieren diese Vorgange nur auf Diffusionsvorgangen
und eine angestrebte Modifizierung der Freisetzung durch den Einfluss einer
Cellulase konnte nicht erreicht werden. Weder die Ansatze von Rupp (Rupp,
2006) noch die Versuche dieser Arbeit bestatigen einen enzymatischen

Einfluss auf die Freisetzung.
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8 ZUSAMMENFASSUNG

Das Ziel der Arbeit war die Entwicklung einer enzymatisch abbaubaren
Wundauflage mit dem isolierten Madensekret der Fliegengattung Lucilia
sericata als Wirkstoff. Da das Einsatzgebiet vorwiegend auf dem Gebiet der
chronischen Wunden liegen sollte, musste die Freisetzung des Wirkstoffs Uber
einen moglichst langen Zeitraum verzogert werden und sollte gesteuert durch
die enzymatische Degradation der Wundauflage stattfinden.

Als Trager wurden Materialien basierend auf dem naturlichen Rohstoff der
Cellulose verwendet, um einen enzymatischen Abbau des Wirkstoffreservoirs
durch den Einsatz einer Cellulase zu erméglichen. Ein Groldteil der Materialien
wurde zuvor mit Salzsaure vorbehandelt, weil durch eine partielle
Depolymerisation ein beschleunigter enzymatischer Abbau vermutet wurde.
Zunachst wurden Analytiken entwickelt, die eine umfangreiche
Charakterisierung  von  potentiellen  Tragern gestatten. Besonders
aufschlussreich waren hierbei die mit einer inversen Gaschromatographie
ermittelten Eigenschaften wie das Adsorptionspotential und die spezifische
Oberflache der Fasern und das mit Hilfe der Differential Scanning Calorimetry
bestimmte Wasserbindungsvermdgen der Cellulosematerialien. Aufgrund der
durch diese Verfahren erlangten Kenntnisse war es mdglich, eine Auswahl an
Materialien fur weitere Untersuchungen zu treffen. Da neben einer hohen
Beladungskapazitat mit einem Wirkstoff und einem guten Aufsaugvermogen
fur das Wundexsudat auch der enzymatische Abbau des Tragers
entscheidend war, wurden alle Materialien vor der Untersuchung mit
Salzsaure vorbehandelt. Ein signifikanter Einfluss unterschiedlicher
Saureeinwirkungen auf die Fasereigenschaften konnte in den Versuchen nicht
ermittelt werden. Allerdings wurde mit Hilfe einer statistischen
Versuchsanalyse die Veranderung von Fasereigenschaften eines
Baumwollmaterials unter Saureeinwirkung genauer untersucht. Mit diesem

Versuch konnten erneut keine wesentlichen Veranderungen der
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Fasereigenschaften bestimmt werden. Trotzdem kam es zu leichten
Veranderungen der Parameter, und fur folgende Versuche dieser Arbeit stand
ein  Baumwollmaterial mit  geringflgig  unterschiedlichen, genau
charakterisierten, Eigenschaften zur VerflUgung. Somit konnte ein
Zusammenhang des Ausmalies einer Cellulolyse direkt mit der adsorptiven
Eigenschaft der abzubauenden Faser korreliert werden. Es zeigte sich, dass
der Einsatz einer Saure das Adsorptionspotential senkt. Folglich sollte auf
diesen Schritt in der Vorbehandlung der Fasern verzichtet werden. Sinnvoller
zur Praparation der Fasern scheint der Einsatz einer Cellulase zu sein, denn
neben der Steigerung des Wasserbindungsvermdgens konnte auch das
Adsorptionspotential der Fasern erhdht und die Kristallinitat gesenkt werden.
Diese Eigenschaften waren zum einen wichtig fir eine gute Stabilitat des
adsorbierten Madensekrets und zum anderen konnte die enzymatische
Degradation des Tragers in der Wunde effektiver ablaufen. Mit Hilfe
cellulolytischer Enzyme lieBen sich physikochemische Eigenschaften von
Fasern gezielt und systematisch verandern. Fur die Charakterisierung der
Cellulolyse der Trager konnte mit dem Anfarben der Fasern mit Remazolblau
eine Methode gefunden werden, um schnell und reproduzierbar den Fortgang
des Abbaus zu bestimmen. Bei der Untersuchung von mit Ethylcellulose
befiimten Baumwolltragern im Hinblick auf deren enzymatischen Abbau
konnten allerdings keine Hinweise auf eine Degradation des Films gefunden
werden.

Fur die Entwicklung des Wirkstoffes wurde in dieser Arbeit das Sekret der
Maden der Fliegengattung Lucilia sericata stabilisiert. Die Stabilisierung sollte
durch eine Gefriertrocknung erreicht werden. Fur eine Evaluierung des
Gefriertrocknungsverfahrens wurde zunachst das isolierte Sekret der Maden
bezlglich seiner Eigenschaften untersucht. Ein haufig beschriebenes
antibiotisches Potential konnte hierbei nicht nachgewiesen werden. Jedoch
war es moglich, mit der Angabe zweier verschiedener enzymatischer

Aktivitaten das Sekret zu charakterisieren. Hierfir wurde die tryptische
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Aktivitdt und die Leucinaminopeptidase-Aktivitat des reinen Sekrets vor der
Lyophilisation ermittelt. Zudem wurde eine Reihe von typischen Hilfsstoffen flr
die Gefriertrocknung getestet. Durch den Vergleich der Aktivitaten vor und
nach der Gefriertrocknung konnte eine Auswahl an geeigneten Stabilisatoren
getroffen werden. Besonders mit dem Hilfsstoff Trehalose konnte eine hohe
Stabilitat der tryptischen Aktivitat erreicht werden. Generell war fur das
Erzielen hoher tryptischer Aktivitaten der Einsatz eines Tensids essentieller als
die Verwendung eines hohermolekularen Hilfsstoffs. Fir den Erhalt der
Leucinaminopeptidase-Aktivitat waren die Verhaltnisse genau entgegen-
gesetzt und es kénnte eher auf ein Tensid verzichtet werden.

Fur die Adsorption von Madensekret an die Faser wurde zum einen ein
Gemisch mit den Hilfsstoffen aus der Lyophilisation verwendet und zum
anderen nur das mit Tensid stabilisierte Sekret auf die Faser aufgetrocknet.
Der alleinige Einsatz der Faser fuhrte nicht zu zufriedenstellenden Aktivitaten.
Jedoch konnten durch die Analyse der physikochemischen Eigenschaften mit
Hilfe der inversen Gaschromatographie Erkenntnisse Uber den Einfluss der
Faserbeschaffenheit auf die Aktivitdt gewonnen werden.

Die hohe Instabilitat des Wirkstoffs Madensekret und eine fehlende Analytik
zur genauen Quantifizierung lielen keine Freisetzungsuntersuchungen mit
Madensekret zu. Da ein Grolteil der Madensekretinhaltsstoffe Enzyme und
damit Polypeptide sind, wurde zur Erstellung von Freisetzungsprofilen der
Peptidarzneistoff Insulin als Modellsubstanz verwendet. Eine reine Adsorption
des Insulins an verschiedene Trager fuhrte zu einer schnellen Freisetzung mit
typischem Bursteffekt. Deshalb wurden die wirkstoffbeladenen Trager mit
Ethylcellulose und verschiedenen Zusatzen an PEG befiimt und so eine
verzogerte Freisetzung Uber einen Zeitraum von mehr als 24 h erreicht. Die
Steuerung der Freisetzung war damit allerdings nur diffusionskontrolliert
mdglich und nicht wie gefordert durch den gezielten Einsatz einer Cellulase

abbaubedingt. Weder die Versuche zur Freisetzung noch zum enzymatischen
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Abbau konnten eine Degradation der Ethylcellulose durch cellulolytische
Enzyme bestatigen.

Als Resultat dieser Arbeit lasst sich feststellen, dass eine gesteuerte
Freisetzung eines Wirkstoffes durch den enzymatischen Abbau eines
Cellulosetragers nur dann mdglich ist, wenn dieser in die Faser integriert oder
irreversibel an die Oberflache gebunden wird. Eine Stabilisierung zweier
enzymatischer Aktivitaten des Madensekrets steriler Fliegenmaden ist zudem
moglich und konnte bei detaillierten Kenntnissen Uber die Zusammensetzung
weiter optimiert werden. Die anschlieRende Adsorption des Sekrets an eine
Cellulose erfordert eine umfangreiche Charakterisierung der Oberflache, damit
stabilisierende Effekte auf die Enzym-Aktivitaten ausgeubt werden konnen.

Es konnte gezeigt werden, dass dies mit den in dieser Arbeit verwendeten

analytischen Methoden und Herstellungsverfahren moglich ist.
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9 ABSTRACT

The aim of this thesis was the development of an enzymatically degradable
wound dressing with the isolated secretion of the fly genus Lucilia sericata as
active ingredient. As in most cases the application is on chronic wounds, the
release of the active ingredient should be delayed for an extended period and
it also has to be controlled by an enzymatic degradation of the wound
dressing.

As carrier, materials based on the natural raw material of cellulose were used,
in order to enable an enzymatic degradation of the active ingredient caused by
the cellulose. A large part of the materials were previously pretreated by
hydrochloric acid, as it is thought that, an accelerated enzymatic degradation
is caused by these partial degradation.

At first, the aim was to find analytical methods which make a large
characterisation of potential carriers possible. The characteristics which were
examined by means of the inverse gas chromatography, like the adsorption
potential, the specific surface of the fibre and the capability of the cellulose
materials to fix water by DSC-method were of special importance. The
information delivered by these methods made the selection of materials for the
following tests possible. As the wound dressing had to bind the active
ingredient and adsorb wound fluid and also the enzymatic degradation of the
carrier was very important, all of the materials were partly pretreated with
hydrochloric acid before the examinations. A significant influence of the
different effects of the acid on the characteristics of the fibre could not be
found. With the aid of a statistical analysis of the experiments, the change of
the characteristics of fibres of cotton caused by acid could be established.
With this experiment, again no essential change in characteristic of the fibre
could be detected. Nevertheless, slight changes in the parameters occurred
and so for the following experiments of this study, a cotton material with

slightly different, exactly characterized properties was available. Consequently,
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a direct correlation between the strength of the cellulolyse and the adsorptive
properties of the degradable fibre could be detected. It was clearly shown that
the use of acid could reduce the adsorption potential. Thus, this step of
preparation of the fibre should be cancelled. The preparation of the fibre by
means of cellulose seems to make more sense, as besides the increase of the
ability to fix the water, the adsorption potential of the fibres was heightened
and the crystallinity decreased. Those characteristics were important for good
stability of the adsorbed larval secretion and also a enzymatic degradation of
the carrier in the wound could be more effective. By means of cellulolytic
enzymes, the physicochemical properties of the fibres could be influenced and
altered specifically. In order to characterise the cellulolyse of the carrier, the
staining of the fibres with remazol brilliant blue was a good method to define
the progress of degradation. The analysis of the cotton carrier, covered with a
film did not show any indication for degradation of the film.

For the development of an active ingredient, in this study, the secretion of the
fly genus Lucilia sericata was stabilised. The stabilisation of the secretion was
to be obtained by freeze drying. For an evaluation of the process, first of all the
isolated secretion of the maggots was examined for its characteristics. A
commonly described antibiotic potential could not be proved in this connection.
However, it was possible to characterise the secretion with two different
enzymatic activities. For this purpose, the tryptic activity and also the leucine
aminopeptidase activity of the pure secretion were detected before
lyophilisation. Furthermore, a set of typical excipients was tested for the
lyophilisation. By comparing the activities before and after freeze-drying a
selection of suitable stabilizers could be made. Especially with the excipient
trehalose, a high stability of the tryptic activity could be achieved. In general,
for attaining high tryptic activities, the use of a surfactant was more important
than the use of a high-molecular excipient. To conserve the leucine
aminopeptidase, the proportions were exactly opposite and a surfactant was

not necessary.
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For the adsorption of the secretion on the fibre a mixture of the excipients of
the lyophilisation was used and then only the secretion which was stabilised
with surfactant was dried onto the fibre. The exclusive use of the fibre did not
show satisfying activities. However, the analysis of the physicochemical
characteristics by means of inverse gas chromatography showed the influence
of the composition of the fibre on the activity.

The high instability of the active ingredient of the larval secretion and a missing
chemical analysis for the exact quantification did not allow any examinations of
release of the larval secrete. Because a large part of the ingredients of the
larval secrete are enzymes and therefore polypeptides, the peptide-drug
insulin was used as model substance in order to get profiles of release. A pure
adsorption of insulin on different carriers led to a rapid release with the typical
burst-effect. Therefore the carriers including the active ingredient were
covered with ethyl cellulose and different additives of PEG and consequently
the release was retarded for a period of more than 24 hours. Regulation of the
release was therefore only controlled by diffusion, and not as required, by the
specific use of a cellulase. Neither the tests of release, nor the tests of
enzymatic decomposition, could confirm a degradation of the ethyl cellulose by
cellulolytical enzymes.

As result of this thesis it can be seen, that a controlled release of the active
ingredient caused by enzymatic degradation of a cellulose carrier is only
possible, when the active ingredient is integrated into the fibre or fixed
irreversibly at the surface. Furthermore, the stabilisation of two enzymatic
activities of the larval secrete of sterile maggots is possible and could be
optimized with more detailed knowledge about its composition. The following
adsorption of the secretion on cellulose requires an extensive characterisation
of the surface in order to have a stabilizing effect on the activity. It could be
shown that this is possible by the analytical methods and manufacturing

processes used in this study.
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10.1 ABKURZUNGEN UND SYMBOLE

AUC Flache unter der Kurve

BW Baumwolle

°C Grad Celsius

CBH Cellobiohydrolase

CcVv Viskose

DE Dextroseaquivalent

DSC Differential Scanning Calorimetry
DVS Dynamic Vapour Sorption

EG Endoglucanase

h Stunde

HPLC High Pressure Liquid Chromatographie
IGC Inverse Gaschromatographie
KBE Koloniebildende Einheiten

LAP Leucinaminopeptidase

m/m Masseprozent

mg Milligramm

min Minute

MRSA Methicillinresistenter Staphylococcus aureus
RBBR Remazolbrilliantblau R

REM Rasterelektronenmikroskopie
RH Relative Humidity

Spez. Spezifisch

Ty Glasubergangspunkt

TGA Thermogravimetrie

N Wellenlange

] Beugungswinkel

N Viskositat
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10.2HPLC-ANALYTIK

10.2.1 APPARATIVER AUFBAU

Die Ermittlung der freigesetzten Insulinmengen erfolgte chromatographisch
unter Verwendung einer Waters — HPLC — Mehrkomponentenanlage (Waters
Corp., Milford, USA), die aus der Pumpeneinheit Waters 600E Multisolvent
Delivery System, dem Entgaser Waters Inline Degasser AF, dem Waters 717
plus Autosampler und einem Waters 996 Photodioden Array Detektor bestand.
Die Messungen erfolgten isotherm bei einer umgebenen Saulentemperatur
von 25°C. Die Auswertung der Chromatogramme erfolgte mit der
systemeigenen Software Waters Empower 1154. Die Analytik erfolgte unter
isokratischen Bedingungen. Die Komponenten des FlieBmittels hatten
ausschlieBlich HPLC-Qualitdt und das verwendete Wasser war bidestilliert.
Zur Herstellung des FlieBmittels wurde dieses zunachst 20 min im Ultraschall

entgast und anschliefend mit Helium durchspdilt.

10.2.2 INSULINANALYTIK

Stationare Phase: Merck® Kartuschensystem
Saule: LiChroChart® 125-4
LiChroSpher® 100 RP-18 (5um)
Vorsaule:  LiChroChart® 4-4
LiChroSpher® 100 RP-18 (5um)
Mobile Phase: 73% (V/V) Puffer 0,01 M KH,PO4 und 0,1 M Na,SO4
mit H;PO, auf pH 3 eingestellt

Flussrate: 0,9 ml/min
Injektionsvolumen: 100 pl
Retentionszeit: 6 — 8 min
Wellenlange: 215 nm
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