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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Biopolymere

1.1.1 Biopolymere — Einfiihrung

In den letzten Jahrzehnten wurden zahlreiche Studien lber das weltweite Konsumverhalten des
Menschen in Bezug auf fossile Rohstoffe und den sich daraus ergebenden Konsequenzen fiir die
Umwelt veroffentlicht. Induziert durch splirbare klimatische Veranderungen und das mediale
Interesse an der Thematik entwickelte sich insbesondere in den letzten Jahren ein neues
gesellschaftlich-6kologisches Bewusstsein. Prozesse des Umdenkens und die Suche nach
umweltvertraglichen Alternativen beschranken sich dabei nicht allein auf die Energiewirtschaft,
sondern greifen auf alle denkbaren industriellen Zweige (iber. Langst kursieren Begriffe wie das
,Cradle to Cradle Design”,m welche die Notwendigkeit und die Realisierbarkeit der nachhaltigen
zyklischen Ressourcennutzung proklamieren. In groRem Stil wird in diesem Zusammenhang vor
allem die Problematik der Entsorgung von Plastikabfallen thematisiert. Weltweit werden jahrlich ca.

288 Millionen Tonnen Plastik produziert (Abbildung 1). Bei der Abfallentsorgung werden ca. 26,3 %

recycelt, 35,6 % zur Energiegewinnung verwendet und 38,1 % auf Miilldeponien gesammelt.

300

o5 || ™weltweite Plastikproduktion

200 | ™ europaische Plastikproduktion

150

100

Produktion in Mt

50 —

0 T T T T T T T T T
1950 1957 1964 1971 1978 1985 1992 1999 2006 2013

Abbildung 1: Entwicklung der jahrlichen Plastikproduktion in Europa und weltweit.”?
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Ein vielversprechender Ansatz fiir den nachhaltigen Einsatz von Kunststoffen besteht in der Nutzung
von nachwachsenden Rohstoffen, also den sogenannten Biopolymeren oder Biokunststoffen,
anstelle von auf Rohdl basierenden Kunststoffen. Der Marktanteil solcher Biopolymere wird laut
einer Studie, die der European Bioplastics e.V. im Dezember 2013 veroffentlichte, in den

kommenden Jahren stark zunehmen (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Marktentwicklung biologisch abbaubarer und biobasierter Polymere: jahrliche Produktion in Kilotonnen."

Bei den biologisch abbaubaren Biopolymeren, die in dieser Studie betrachtet wurden, handelt es
sich beispielsweise um Zellulose-Derivate, regenerierte Zellulose, Polymilchsdure und andere

biologisch abbaubare Polyester (z.B. Polybutyrat, Polyhydroxyalkanoat und diverse Starkeblends).

1.1.2 Biopolymere — Definition

Der Begriff Biopolymer umfasst eine sehr breit geficherte Klasse an Materialien, welche in
unterschiedlichsten Anwendungen zum Einsatz kommen. Aus diesem Grund wird die Bezeichnung
»,Biopolymer” haufig missverstdandlich verwendet und muss zunachst geklart werden. In einem
technischen Bericht (TR: technical report) des Europdischen Komitees fiir Normung (CEN: Comité
Européen de Nomalisation) CEN/TR 15932 wird die Klassifizierung von Biopolymeren in folgende

Kategorien empfohlen (Abbildung 3).
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Biopolymere

Basierend auf
erneuerbaren
Rohstoffen

Polymere mit
Biofunktionalitat

Natiirliche Synthetische Biologisch Polymere fiir
Polymere auf Polymere auf abbaubare biomedizinische
Biomassebasis Biomassebasis Polymere Anwendungen

Abbildung 3: Klassifizierung von Biopolymeren nach CEN/TR 159321

Die Bezeichnungen der letzten hierarchischen Ebene aus Abbildung 3 kénnen folgendermafen

spezifiziert werden:

Natiirliche Polymere auf Biomassebasis

Von Lebewesen (Tiere, Pflanzen, Algen, Mikroorganismen) hergestellte Polymere (z.B. Chitin,
Zellulose, Starke, Proteine, bakterielle Polyhydroxyalkanoate).

Synthetische Polymere auf Biomassebasis

Monomere werden aus nachwachsenden Rohstoffen gewonnen und anschlieRend so
chemisch transformiert, dass sie polymerisiert werden kénnen (z.B. Polymilchsdure, Ethylen,
Polyamid).

Biologisch abbaubare Polymere

Polymere, die nach Erfiillung ihrer Anwendung (z.B. Verpackungsmaterial) biologisch
organisch verwertet werden kdnnen.

Polymere fiir biomedizinische Anwendungen

Polymere, die aufgrund ihrer Eigenschaften (z.B. Bioresorbierbarkeit, antimikrobielle
Eigenschaften, Biokompatibilitdt) fir den medizinischen Einsatz (z.B. als Implantatmaterial,
Wirkstoffreservoir) geeignet sind (z.B. Polycaprolacton).
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1.1.3 Proteine als natiirliche Biopolymere

Analog zur klassischen Polymerindustrie haben sich auch im jungen Feld der Biopolymere bereits
marktorientierte Anforderungsprofile entwickelt. Fiir Verpackungen beispielweise sind groRe
Mengen Material zu einem moglichst niedrigen Preis erforderlich, wahrend die Nachfrage im Bereich

der Medizintechnik auf Biopolymere mit hochspezifischen funktionellen Eigenschaften abzielt.

Aufgrund ihres vielseitigen Einsatzes in biologischen Systemen sind bei der Entwicklung solcher
Hochleistungsbiopolymere in den letzten Jahren vor allem Proteine in den Fokus der Wissenschaft
gerickt. Flr gewohnlich sind Proteine aus zwanzig natirlich vorkommenden L-Aminosauren
aufgebaut, welche durch Peptidbindungen linear miteinander verknlpft werden. Im Stoffwechsel
lebender Organismen (ibernehmen Proteine in Form von Hormonen, Enzymen oder Antikbrpern
hochspezifische Aufgaben, wobei eine klar definierte raumlich Faltung der Aminosaureketten fir die
Funktionalitat erforderlich ist.”™ Strukturproteine hingegen sind Proteine, die meist als Bausteine fiir
biologisches Gewebe dienen und dabei in erster Linie zur mechanischen Stabilisierung beitragen. Zu
den bekanntesten dieser Proteinklassen zdhlen beispielsweise Kollagen (Bindegewebe und

"V und Keratin

extrazelluldre Matrix)'®, Elastin (erh6ht Elastizitat in Haut, Lunge, Arterien und Herz)
(Haare, Nagel, Federn)®®. Es gibt jedoch auch Strukturproteine, die auRerhalb des Organismus
eingesetzt werden. Zu diesen zdhlen beispielsweise Fibroin und Sericin, welche von einer Vielzahl
Insekten und Spinnen als Bausteine ihrer Seide verwendet werden. Die bekannteste Seidenart ist die
Kokonseide des Maulbeerspinners (Bombyx mori), die vor allem bei der Herstellung hochwertiger
Textilien verwendet wird. Es gibt jedoch noch eine Vielzahl anderer Organismen, die im Laufe ihrer

Evolution die Fahigkeit entwickelt haben, Seide fiir hochspezifische Anforderungen herzustellen. In

Tabelle 1 sind einige solcher Seidenproduzenten exemplarisch aufgefiihrt.

Tabelle 1: Beispiele fiir Organismen, die Seidenproteine fiir unterschiedliche Aufgaben herstellen und einsetzen.

Spezies Einsatz der Seide
Maulbeerspinner Die Larve des Maulbeerspinners verwendet ein
(Bombyx mori) Doppelfilament aus Fibroin, welches mit Sericin verklebt

ist, um einen Kokon zu spinnen, der sie wahrend ihrer
. 10
Metamorphose schiitzen soll.1?
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Kocherfliegenlarven leben unter Wasser und nutzen ihre
Seide zum Bau eines Schutzgehduses sowie um Netze fir
den Beutefang herzustellen. Die Faden, die sie dabei
verwenden bestehen im Kern aus Fibroin und sind mit
Sericin ummantelt.***?

Kocherfliegen
(Trichoptera)

Florfliegen Um ihre Eier vor Fressfeinden zu schitzen legen
(Chrysopidae) Florfliegen einen Tropfen Seidenldsung ab, heben dann
ihr Abdomen und ziehen so einen Faden aus der Losung
an dessen Ende ein Ei geklebt wird. Bereits nach wenigen
Sekunden ist der Faden ausgehartet und halt das Ei durch
seine biegesteifen Eigenschaften vom Boden fern.
AuRRerdem nutzen Florfliegen ebenfalls Seide um sich
wahrend ihrer Metamorphose durch einen Kokon zu
schitzen.**

Webspinnen So vielfdltig wie sich der Artenreichtum von Webspinnen

(Araneae) entwickelt hat ist auch der Einsatz ihrer Seide. Sie nutzen
die Proteine fir verschiedenste Beutefangstrategien[15'17],
zur Serstsicherung[lgl, als Kleber[lg’zol, beim Spinnen ihrer
Kokonsm'm, beim Bau von Erdléchern[23], als Tauchglocke
um Luft zu speichernm] und sie verwenden Faden sogar

als Windsegel um zu fIiegen[ZS].

Aufgrund ihrer aullergewdhnlichen Eigenschaften, die im Folgenden erértert werden, liegt der Fokus

dieser Arbeit auf der Nutzung von Spinnenseide als Hochleistungsbiopolymer.

1.2 Spinnenseide

Spinnen sind hochspezialisierte Jager, die im Laufe ihrer 400 Millionen Jahre langen
Evolutionsgeschichte verschiedenste Lebensrdume erschlossen.?® Es gibt Spinnen, die unter Wasser
(aquatil), im Erdreich (subterran), sowie auf dem Boden (terricol) oder in Blschen und Bdumen
(arboricol) leben. Zu letzteren zdhlen unter anderem Radnetzspinnen, die sich darauf spezialisiert
haben, Fluginsekten zu fangen. Zu diesem Zweck bauen sie Netze aus Seidenfaden, die durch eine
einzigartige Kombination aus Festigkeit und Elastizitat in der Lage sind die hohe kinetische Energie

einfliegender Insekten zu dissipieren.m]
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1.2.1 Radnetzspinnen und ihre Seide

Der Begriff Spinnenseide umfasst eine Vielzahl unterschiedlicher Seidentypen, da jede
Seidenspinnenspezies Uber ihr individuelles Seidenrepertoire verfligt. Radnetzspinnen verwenden
im Gegensatz zum Maulbeerspinner Bombyx mori (B. mori) Uber bis zu sieben verschiedene
Seidenarten, die hochspezifisch fiir unterschiedliche Aufgaben adaptiert sind und sich deshalb in
ihren physikalisch-chemischen Eigenschaften deutlich unterscheiden. Jede dieser Seidenarten wird
in einer separaten Driise produziert, wobei die Spinne allein fiir die Konstruktion ihres Netzes bis zu
flinf verschiedene Seidenarten nutzt (Abbildung 4).”8 Figr die Rahmenkonstruktion und die
Speichen, welche das stabile Grundgeriist des Netzes bilden, verwendet die Spinne die sogenannte
groRe Ampullenseide (Dragline). Diese zeichnet sich durch eine hohe mechanische Stabilitat aus und
wird von der Spinne ebenfalls zur Selbstsicherung eingesetzt. Die Spinne verfligt (iber paarige
Spinndriisen mit denen sie ein Doppelfilament verspinnt, wodurch bei der Konstruktion und der
Selbstsicherung ein hohes MaR an Sicherheit gewahrleistet wird. Bevor sie die eigentliche
Fangspirale anbringt, stabilisiert die Spinne die Konstruktion durch eine Hilfsspirale, die aus der
sogenannten kleinen Ampullenseide besteht. Fiir die Fangspirale verwendet sie hingegen ihre
Flagelliformseide, die aufgrund ihrer hohen Dehnbarkeit in der Lage ist, die kinetische Energie eines
einfliegenden Insekts aufzunehmen ohne dabei zu reiBen. Um zu verhindern, dass die Beute vom
Netz abprallt werden die Faden der Fangspirale mit klebriger Aggregatseide beschichtet. Zum

Verkleben der Fasern untereinander und zur Befestigung der Faden an Oberflachen verwendet die

[29]

Spinne ihre Piriformseide.

1: grofRe Ampullenseide
2: kleine Ampullenseide
3: Flagelliformseide

5: Piriformseide

[30]

Abbildung 4: Einsatz verschiedener Seidentypen beim Bau eines Spinnennetzes.
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1.2.2 Eigenschaften der groBen Ampullenseide (Dragline)

Aufgrund ihrer aullergewohnlichen mechanischen Eigenschaften ist besonders die Dragline-Seide
von Interesse fiir technische Anwendungen. Sie weist eine hohe Zugfestigkeit bei groller
Bruchdehnung auf, was dazu fiihrt, dass sie im Vergleich zu anderen Materialien sehr viel Energie
aufnehmen kann, bevor es zum Materialversagen kommt (Tabelle 2). Zudem ist Dragline-Seide
biokompatibel und kann im Kérper abgebaut werden.®®* Aufgrund der Kombination dieser

Eigenschaften besteht auch im medizinischen Bereich grolRes Interesse an der Nutzung dieser Seide.

Tabelle 2: Mechanische Kennwerte — Spinnenseide im Vergleich mit anderen Materialien.*"

Material Elastizitdtsmodul Zugfestigkeit Bruchdehnung Z3higkeit
E(GPa) Ormax (GPa) Emax (%) (Mim?)

A. diadematus Dragline 10 1,1 27 160

B. mori Kokonseide 7 0,6 18 70
Nylonfaser 5 0,95 18 80
Kevlar 49 Faser 130 3,6 2,7 50
Synthetischer Gummi 0,001 0,05 850 100
Hochfester Stahl 200 1,5 0,8 6

Fir die Herstellung ihrer Dragline verfiigt die Spinne Uber spezielle Zellen, die in der Lage sind, groRe
repetitive Seidenproteine (200-350 kDa)®**>*"! zu synthetisieren und diese in die Spinndriise zu
sekretieren. Aufgrund ihrer amphiphilen Eigenschaften formieren sich die Proteine zu Mizellen und
konnen auf diesem Weg hochkonzentriert (bis zu 50 % w/v) in waéssriger Losung gespeichert
werden.”® Dabei spielen vor allem die nicht-repetitiven Termini der sonst hochgradig repetitiv
aufgebauten Proteinketten eine entscheidende Rolle. Aufgrund ihres hydrophilen Charakters
inhibieren die amino- und carboxyterminale Domane die unkontrollierte Proteinaggregation. Die
carboxyterminale Domane fihrt durch Ausbildung von Disulfidbriicken zu einer Dimerisierung der
Molekiile.®**” Dies ist entscheidend fiir die Vorassemblierung der Proteine in eine fliissigkristalline

41421 Bei der Faserherstellung durchwandert die Lésung den

(lyotrope) nematische Phase.
Spinnkanal, wobei es durch einen Abfall des pH-Wertes zur nicht-kovalenten Dimerisierung der
aminoterminalen Domane kommt, sowie durch lonenaustausch und Dehydration bei gleichzeitigem
Auftreten von Scherkraften und unter Ausrichtung kristalliner Regionen die Faserassemblierung

stattfindet (Abbildung 5).1**
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Spinndriise

Zugkraft
\=>

Spinnwarze

S = € E
. molekulare Ausrichtung t
Spinnkanal und Fibrillenbildung  Hy0

Abbildung 5: Schematische Darstellung des natiirlichen Spinnprozesses. Durch den Austausch von lonen, sowie einer
Senkung des pH-Werts und die auftretenden Scherkridfte kommt es beim Durchlaufen der hochkonzentrierten
Spinnlésung im Spinnkanal zur Assemblierung der Seidenproteine.lgo]

Die Struktur der natiirlichen Dragline-Seide unterliegt einem hierarchisch organisierten Aufbau, der
als Voraussetzung fiir ihre mechanische Funktionalitit gilt (Abbildung 6).**) Der Faden hat einen
Durchmesser von ca. 3-5 um (bei A. diadematus) und besteht aus einer Mantel-Kern-Struktur. Die
duBere Schicht ist aus Lipiden, Glykoproteinen und anderen Seidenproteinen aufgebaut,
wohingegen der Kern durch ausgerichtete Proteinfibrillen (@ 20-100 nm)™“® gebildet wird. Zur
Ausbildung von Fibrillen kommt es durch intra- und intermolekulare Assemblierung von kristallinen
B-Faltblattern, die in einer amorphen Matrix aus Random Coils, a-Helices und [-Schleifen
eingebettet sind. Diese Sekundarstrukturen entstehen durch Bildung von Wasserstoffbriicken
zwischen den Ketten, wobei die Primarstruktur der Proteine entscheidend ist. Stabile B-Faltblatter
enthalten primér die unpolaren hydrophoben Aminosduren Alanin und Glycin, wahrend sich

amorphe Bereiche durch einen hohen Anteil an Prolin in Kombination mit Glycin auszeichnen."*8

A. diadematus Mantel aus Lipiden, amorphe Bereiche H-Briicken %
Glykoproteinen und No o
Seidenproteinen kristalline Bereiche 4 4 p e
L

Dragline Fibrillen
(@ 3-5 pm) (® 20-100 nm)

. —
B-Schleifen -
[-Faltblatter

Abbildung 6: Schematische Darstellung des hierarchischen Aufbaus von A. diadematus Dragline-Seide.
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Die hohe Zahigkeit der Spinnenseidenfasern basiert also auf der Verknipfung von hydrophilen und
hydrophoben Blocken innerhalb und zwischen den Einzelmolekilen, die sich zu amorphen und
kristallinen Bereichen anordnen. Aufgrund ihrer strukturellen Eigenschaften kdnnen Seidenproteine
folglich als Copolymere betrachtet werden. Im Belastungsfall verformen sich zundchst die amorphen
Bereiche, nehmen also Energie auf, wahrend die kristallinen Bereiche eine hohe Zugfestigkeit

gewabhrleisten.

1.2.3 Herstellung rekombinanter Spinnenseidenproteine

Da Seidenspinnen aufgrund ihres stark territorialen Verhaltens nicht in grofem Stil geziichtet
werden kénnen und die Seidengewinnung aufwandig ist, wurde ein biotechnologisches Verfahren

entwickelt, um Seidenproteine rekombinant herzustellen (Abbildung 7).

Genisolierung Anpassung Transformation

Araneus Diadematus DNS Sequenz Plasmid E. coli Bakterium

. unterschiedliche
Morphologien:
Fermentation Reinigung Verarbeltung _ - Nanofasern
—l —> - Mikrofasern
- Filme
: = " - Kapseln
E. coli-Kultur reines Seidenprotein

Abbildung 7: Schematische Vorgehensweise auf dem Weg vom natiirlichen Vorbild zur technischen Anwendung.[3°]

Zu diesem Zweck wurde ein Prozess etabliert, bei dem Escherichia coli (E. coli)-Bakterien als
Wirtsorganismen fir die rekombinante Proteinproduktion eingesetzt werden.*” Dabei wurden
zundchst repetitive Motive der Kernsequenz von Dragline-Proteinen der europdischen
Gartenkreuzspinne Araneus diadematus (A. diadematus) identifiziert und auf deren Basis analoge
Konsensussequenzen erstellt. Um zu gewahrleisten, dass die genetische Information fiir die
Translation in E. coli-Bakterien geeignet ist, wurden die Sequenzen fir die entsprechende

Kodonverwendung angepasst. Diese Sequenzmodule wurden durch Klonierung multimerisiert und in
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einen geeigneten Expressionsvektor integriert.[so] Nach Transformation in E. coli wurden etablierte
Fermentationsprozesse eingesetzt, um die Bakterien in Bioreaktoren zu vermehren. Das
Seidenprotein wird intrazelluldar produziert, weswegen die Bakterien nach der Fermentation
aufgeschlossen und die freigesetzten Seidenproteine von Zelltrimmern und bakteriellen Proteinen
gereinigt werden mussen. Hierfir wurde ein Reinigungsverfahren entwickelt, das mehrere hitze-
und salzinduzierte Fallungen beinhaltet, wodurch komplett auf kostenintensive chromatographische
Schritte verzichtet werden kann. Nachdem die Seidenproteine gereinigt und getrocknet sind, konnen

sie in Losung gebracht und verarbeitet werden.®

1.2.4 Eigenschaften rekombinanter Spinnenseidenproteine

In dieser Arbeit wurde eADF4 (engineered A. diadematus Fibroin 4) durch elektrostatisches Spinnen
und eADF3 (engineered A. diadematus Fibroin 3) durch Nasspinnen verarbeitet. Wie ihre natrlichen
Vorbilder, die MaSp2-Proteine (Major Ampullate Spidroin 2) der Dragline-Seide von A. diadematus,
sind auch die rekombinanten Proteine aufgrund der Aneinanderreihung gleicher Motive (C, AQ)
hochgradig repetitiv aufgebaut (Abbildung 8). Die molekulare Masse der jeweiligen Proteine ergibt
sich aus der Anzahl der modularen Wiederholungen und der Addition von nicht-repetitiven Termini.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde unter anderem der Einfluss der carboxyterminalen Domédnen NR4
(bei eADF4) und NR3 (bei eADF3) untersucht, welche durch Ausbildung von Disulfidbriicken zur

Dimersierung der Polymerketten fiihren (Kapitel 1.2.2).

A B

eADF4(C16) HZN--n--COOH eADF3(AQ12) H2N--m-COOH
(48 kDa) A di6 (48 kDa) A din
— - NR4 - - NR3
eADF4(C32NR4) H2N--°'E_ COOH eADF3(AQ12NR3) H2N--'._ COOH
(104 kDa) L oY) (60 kDa) | 105
eADF3(AQ24) H,N ---COOH
(95 kDa) L g

Abbildung 8: Modularer Aufbau rekombinanter Spinnenseidenproteine, unterteilt in eADF4- (A) und eADF3-Proteine (B).
Die angegebenen Molekulargewichte beziehen sich auf die Monomere. Proteine mit carboxyterminaler Domane kénnen
dimerisieren, was zu einer Verdopplung des angegeben Molekulargewichts fiihrt.

10
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Fir die Verarbeitung werden die Proteine in Losung gebracht, wobei unterschiedliche Losungsmittel
wie Hexafluor-2-Propanol (HFIP), Ameisensadure (Formic Acid: FA) oder wéssrige Systeme verwendet
werden konnen. Es wurde gezeigt, dass sich organische Losungsmittel (HFIP, FA) eignhen, um hohe
Proteinkonzentrationen >20 % w/v zu erzielen."” Bei der Herstellung wassriger Loésungen sind
hingegen nur geringere Konzentrationen realisierbar, wobei die Proteine zunachst in einer
chaotropen Salzlosung (z.B. 6 M Guanidiniumthiocyanat) gel6st, und anschlieRend gegen wassrigen
Puffer (z.B. Ammoniumhydrogencarbonat, Tris/HCI) dialysiert werden miissen.®” Die Wahl des
Losungsmittels hat zugleich einen starken Einfluss auf die Sekundarstruktur der Proteine nach der
Verarbeitung. HFIP ist ein sehr gutes Losungsmittel, welches a-Helices induziert. Dadurch weist die
Proteinstruktur nach dem Austrocknen nur verhaltnismaRig geringe kristalline Anteile auf,
wohingegen Wasser und Ameisensaure zu hoheren kristallinen B-Faltblatt-Anteilen fuhren.” Die
Sekundarstruktur ist vor allem in Hinsicht auf weiterfiihrende Anwendungen von Bedeutung, da die
Ausbildung kristalliner Bereiche zur Wasserunloslichkeit der Proteine flhrt. Eine derartige
Stabilisierung der Proteine kann jedoch auch nachtraglich durch Behandlung der Seiden-Formkorper
induziert werden. Bei Seidenproteinen wurde gezeigt, dass sich daflir kosmotrope Salzlésungen (z.B.
Phosphatpuffer)®** Hitze®® und Druck®™”, mechanisches Dehnen®*®, Wasserdampf®®**3! sowie
einwertige Alkohole wie Methanol®***®®! Ethanol®*® oder 2-Propanol®®® eignen. Nach der
Behandlung ist die Seidenstruktur wasserfest und kann fiir entsprechende Anwendungen (z.B.

Implantate, Filter etc.) eingesetzt werden.

1.3 Elektrostatisches Spinnen

Der Begriff des elektrostatischen Spinnens umfasst eine Klasse von Prozessen, bei denen durch
gezielten Einsatz elektrostatischer Krafte Fasern erzeugt werden. Das Verfahren ist eng mit der
vielseitig eingesetzten Methode des Elektrospriihens verwandt, bei der elektrostatische Krafte zur
Generierung feiner Flissigkeitstropfen eingesetzt werden (Anwendungen: Lackverarbeitung,
Tintenstrahldrucker, Massenspektrometrie, Brennstoffeinspritzung)”®’?. In der Literatur erschien
das elektrostatische Spinnen erstmals im Jahre 1902.7% Zwischen 1934 und 1944 wurden einige
Patente von Anton Formhals angemeldet, in denen er den experimentellen Aufbau zur
Faserproduktion durch die Injektion geloster Polymere in ein elektrisches Feld beschrieb.”*”” In den
wissenschaftlichen Fokus riickte die Methode allerdings erst in den 1990ern, wobei sich
insbesondere die Gruppe um Reneker et al. hervortat.”®7! Angetrieben von der Entwicklung neuer

synthetischer Materialien und der ErschlieBung moderner Anwendungsgebiete, wie beispielsweise

11
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die Nanotechnologie oder Medizintechnik, nahm in den letzten zehn Jahren das wissenschaftliche

Interesse am elektrostatischen Spinnprozess stetig zu.

1.3.1 Vergleich mit anderen Faserherstellungsverfahren

In der Vergangenheit wurden zahlreiche Prozesse zum Faserspinnen verschiedener Materialien
entwickelt, die meistens auf der Verarbeitung von Schmelzen oder Lésungen basieren (Ausnahme:
Emulsionen). Dabei spielen vor allem die physikochemischen Eigenschaften des zu verspinnenden
Polymers eine wichtige Rolle. Je nachdem, ob das Material aus einer Schmelze oder Loésung

verarbeitet werden kann, kommen verschiedene Spinnverfahren in Frage (Abbildung 9).

Vorraussetzung Schmelze Losung

Mechanismus Abkiihlen Austrocknen Koagulieren

Schmelzspinnen Rotationsspinnen Trockenspinnen

Schmelzblasen elektrostatisches Spinnen Nassspinnen

T(°C) T(°C)

-

| Luftstrom

l

<&

Abbildung 9: Einordnung verschiedener Faserspinnverfahren in die zugrundeliegenden Verarbeitungsmechanismen von
Schmelzen (Ausharten durch Abkiihlen) und Lésungen (Ausharten durch Austrocknen oder Koagulation).

Austrocknen/Abklihlen

Austrocknen

Abkuhlen
Abklhlen
Austrocknen/Abklhlen

\

Makromolekiile aus linearen oder verzweigten Ketten, deren zwischenmolekulare
Wechselwirkungen durch Warmezufuhr gelost werden kénnen nennt man Thermoplaste. Sie

werden in der Regel aus einer Schmelze verarbeitet, da auf diesem Weg auf den Einsatz von
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Losungsmitteln verzichtet werden kann. Schmelzen werden durch Schmelzspinnen,[sol

[82 [83

Schmelzblasen,®" Rotationsspinnen I und elektrostatisches Spinnen ! zu Fasern verarbeitet. Im

groBen Malstab kommerzialisiert wurde beispielsweise das Schmelzspinnen von Polyamidfasern

(Nylon) und Polyester.!®

Polymere die nicht oder lediglich unter Zersetzung schmelzen kdnnen, sofern sie sich l6sen lassen,
aus Losungen verarbeitet werden. Derartige Losungen werden durch Austrocknen oder Koagulieren

versponnen. Um ersteres zu erreichen, kann das Rotationsspinnen (Nutzung von Fliehkraften zur

[86] [87]

Strahlbildung),lss] das elektrostatische Spinnen™ oder das Trockenspinnen™" eingesetzt werden,

wohingegen fir das Koagulieren der Losungen ein Fallbad verwendet wird und somit nur das

t.1871

Nassspinnverfahren in Frage komm Das prominenteste Beispiel flir die groRindustrielle

Umsetzung derartiger Verfahren sind Viskosefasern (Rayon), die durch Nassspinnen chemisch

behandelter Cellulose aus Natronlauge hergestellt werden. &5

Die Wahl des Verfahrens hiangt zudem von der gewiinschten Fasermorphologie ab (Abbildung 10).
Um Einzelfasern mit Durchmessern im Mikrometerbereich herzustellen eignen sich Schmelz-,
Trocken- und Nassspinnverfahren. Ferner kénnen durch Verwendung geeigneter Spinndiisen
mehrere Fasern versponnen und direkt zu Garnen verdrillt werden.®” Durch elektrostatisches
Spinnen, Rotationsspinnen und Schmelzblasen koénnen Einzelfasern oder Vliesstoffe mit

Faserdurchmessern im Mikro- bis Nanometerbereich produziert werden.

Nassspinnen

Trockenspinnen
|

Schmelzspinnen
I

Schmelzblasen
|

Rotationsspinnen
1

elektrostatisches Spinnen

0,01 0,1 1 10 100 1000
Durchmesser [um]

Abbildung 10: Ubersicht iiber erzielbare Faserdurchmesser verschiedener Spinnverfahren: elektrostatisches Spinnen,[m

Rotationsspinnen,[gol Schmelzblasen,lgl] Schmelzspinnen,m] Trockenspinnen,ml Nassspinnenml,
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1.3.2 Vorteile und potentielle Anwendungen

[94] [95] k[96]

Bei vielen Anwendungen wie etwa der Filtration™™, der Katalyse™™, der Sensori sowie der

B7 ist es erforderlich, Gber Fasern mit Durchmessern im

Herstellung medizinischer Produkte
Submikro- oder Nanometerbereich zu verfligen. Fiir die Verarbeitung von Polymerlésungen in
derartige Fasern kommen primar das elektrostatische Spinnen oder das Rotationsspinnen in Frage,
wobei ersteres einige Vorteile bietet. Das Basissetup besteht beim elektrostatischen Spinnen
lediglich aus einer Pumpe, einer Kapillare und einer Hochspannungsquelle (Kapitel 1.3.3) und
funktioniert ohne aufwadndige mechanische Bauteile, wie zum Beispiel dem Rotor beim
Rotationsspinnen. Ferner kdnnen beim elektrostatischen Spinnen aufgrund des einfachen Aufbaus
zahlreiche spezifische Modifikationen des Prozesses vorgenommen werden. So ist es beispielsweise
moglich, komplexe Strukturen wie Kern-Mantel-, Hohl- oder Janusfasern herzustellen.¢1%
AulRerdem kénnen durch Verwendung von speziellen Kollektorsystemen anstelle von ungeordneten
Vliesen ausgerichtete Fasern versponnen werden. Das elektrostatische Spinnen erméglicht dabei
die schnelle Herstellung (bis zu mehrere hundert Meter Faser pro Sekunde)™? kontinuierlicher

(1031041 pie Einstellung

Fasern mit kleinen Durchmessern von bis zu wenigen Nanometern.
gewlinschter Faserdurchmesser erfolgt auf einfache Weise lber die Konzentration der Losung
(Kap.1.3.4.1). Zur Veranschaulichung der groRen Bandbreite realisierbarer Faserdurchmesser beim
elektrostatischen Spinnen sind in Abbildung 11 die GroBenordnungen verschiedener Fasertypen zum

Vergleich aufgefihrt.

menschliches Haar
|

Kokonseide von B. Mori
Seidenfasern von Araneus Spinnen
I
elektrostatisch gesponnene Fasern

Kollagenfibrillen (Typ 1)

Kohlenstoff-Nanoréhrchen
|

0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000
Durchmesser [um]

Abbildung 11: Gr6Benordnungen von: KohIenstoff-Nanorﬁhrchen[ms], Kollagenfibrillen“oel

Fasern[m”, Araneus (diadematus, sericatus, gemma) Seidenféden[m], B. Mori Kokonseide

, elektrostatisch gesponnenen
[108], menschlichen Haaren'%,
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Das Verfahren ist fir nahezu alle Materialien, die gelost oder geschmolzen werden kdénnen,
einsetzbar. Aus der Literatur wurde entnommen, dass bereits tiber 50 verschiedene Polymere, meist

aus Losung, elektrostatisch versponnen wurden.*™

Es wurden synthetische und natirliche
Polymere, Polymermischungen und mit Chromophoren, Nanopartikeln oder medizinischen
Wirkstoffen beladene Polymere zu Fasern verarbeitet.™ %" Durch die Flexibilitit des Verfahrens
offnet sich sowohl im technischen als auch im medizinischen Bereich ein weites Feld potentieller

Applikationen (Abbildung 12).

elektrostatisch gesponnenen Fasern

Technische Nutzung Medizinische Nutzung
[ |
Katalyse Geweberekonstruktion
- groRes Oberflachen- Volumenverhaltnis - kiinstliche extrazelluldare Matrix
- katalytisch aktive Mehrkomponenten-fasern - ausgerichtete Fasern fir Nerven-
regeneration
Fliissig- oder Gasfiltration - 3-D-Gerdste fur Knochen- und
- einstellbare Faserdurchmesser Knorpelersatz
- einstellbare Porositat - Matten fir Hautersatz
elektronische Anwendungen Wundabdeckung
- Nano- oder Mikroleiter - Luft- und Feuchtigkeitstransport
- piezoelektrische Sensoren - feinporige Keimbarriere
- biochemische Sensoren - Wirkstofffreisetzung

[112-114]

Abbildung 12: Anwendungsgebiete fiir elektrostatisch gesponnene Fasern im technischen (Katalyse ,
[120-124]

Filtration[67'115’116], EIektrotechnik“”’“gl) sowie im medizintechnischen Bereich (Geweberekonstruktion
Wundabdeckungms]).

1.3.3 Funktionsweise des elektrostatischen Spinnprozesses

Dem elektrostatischen Spinnen liegt ein relativ einfaches Funktionsprinzip zugrunde — aus einem
Reservoir (z.B. Spritze) wird mittels einer Pumpe (z.B. Spritzenpumpe) eine Losung (oder Schmelze)
zu einer leitfahigen Kapillare (z.B. Kaniile) geférdert, die mit einer Hochspannungsquelle verbunden
ist (Uiblicher Spannungsbereich: 0-30 kV)™*. Auf der gegeniiberliegenden Seite ist im Abstand von
einigen Zenti- bis Dezimetern ein Kollektor (z.B. einfache Metallplatte) positioniert, der entweder

geerdet oder entgegengesetzt geladen ist (Abbildung 13, A). Somit bildet sich aufgrund der
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Ladungsdifferenz ein elektrisches Feld zwischen der Kapillare und dem Kollektor aus, welches zur
elektrostatischen Ladung der Losung an der Phasengrenze Losung/Luft fuhrt."*” Durch die hohe
Ladungsdichte an der Phasengrenze kommt es zu gegenseitigen LadungsabstoBungen, wahrend
zudem eine Coulomb-Kraft aufgrund des externen elektrostatischen Feldes auftritt.”*® Diesen
Kraften entgegengesetzt wirken die Oberflichenspannung und die Elastizitat der Flissigkeit."?* Mit
zunehmender Feldstiarke kommt es zu einer Verformung der hemisphdrischen Oberflache der
Losung in eine konische Form, dem sogenannten Taylor-Konus, benannt nach dem britischen
Mathematiker und Physiker Geoffrey Ingram Taylor."*® Durch weitere Erhéhung der Feldstirke
erreicht die Ladungsdichte einen kritischen Wert bei dem die elektrostatischen Krafte Gberwiegen,
was zur Instabilitdit des Konus und Abl6sung eines Fllssigkeitsstrahls an dessen Spitze fihrt

(Abbildung 13, B).[131'133]

_— Spritzenpumpe B . ]Ta/ylorkonus

D\

Spritze mit Lésung

5 D =) FL’

elektrostatische Krafte Ladungsbedingte Biege-
. o fihren zu Taylorkonus- instabilitaten fuhren zu
Kontaktierte Kandile™ [ und Strahlbildung spiralférmiger Flugbahn

' der Faser

Dehnung und Trocknung

¥

Faserablagerung am
Kollektor

Kontaktierter Kollekor

Abbildung 13: Aufbau zum elektrostatischen Spinnen, bestehend aus Spritzenpumpe mit befiillter Spritze und
kontaktierter Kaniile, sowie Kollektorplatte (A). Bei ausreichend hoher Spannung kommt es an der Spitze des Taylor-
Konus zum Ablésen eines Losungsstrahls, der auf seiner Flugbahn zum Kollektor gedehnt wird und austrocknet (B).
Aufgrund von Coulomb-AbstoBungen innerhalb der Faser treten Biegeinstabilititen auf, die zu einer spiralformigen
Flugbahn und verstarkten Dehnung der Faser fiihren (C).
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Im weiteren Verlauf wird der Strahl im elektrischen Feld beschleunigt und gedehnt. Dabei treten
aufgrund von Biegeinstabilitaten AbstoBungen zwischen den gleich geladenen Segmenten des
Strahls auf (Abbildung 13, C)."** An seiner Biegung erfahrt der Strahl durch die Ladungen im dariber
liegenden Segment eine Kraft Fy, nach unten und aufien, wohingegen die Ladung des Segments
unterhalb der Biegung eine Kraft F, nach oben und aulRen bewirkt. Es resultiert eine radiale Kraft Fg,
welche mit der zunehmenden Krimmung des Strahls ansteigt, wobei der Strahl immer starker
gedehnt wird. Dieser Prozess kann auf mehreren Ebenen stattfinden, was zum Auftreten weiterer
Spiralen innerhalb der vorhergehenden Spiralen flhren kann. Gleichzeitig verdampft das
Losungsmittel aus dem Strahl und die Viskositdt der Losung nimmt zu, bis der Faden schlieRlich

komplett ausgetrocknet ist und sich als ungeordnetes Vlies auf der Kollektorplatte ablegt.

Der Vorgang der Strahlbildung und Auslenkung aufgrund von Biegeinstabilititen wurde in
zahlreichen Arbeiten mathematisch modelliert und simuliert. So wurden beispielsweise lineare (Shin

I.[BS]), und nichtlineare Modelle (Hohman et al.’®2 Reneker et al.”™®*® varin et al.[137]) fur die

et a
Biegedynamik des Losungsstrahls im elektrischen Feld aufgestellt, ein allometrischer Zusammenhang
zwischen Elektrodenabstand und Faserdurchmesser beschrieben (He et al."®®), sowie das parallele
Verspinnen mehrerer Fasern (Theron et al.*¥) modelliert. Es wurde gezeigt, dass experimentelle

Beobachtungen durch die Modelle in guter Korrelation beschrieben werden kénnen.[131133136.137,140]

1.3.4 Parameter beim elektrostatischen Spinnen

Beim elektrostatischen Spinnverfahren kénnen sowohl Losungen als auch Schmelzen versponnen
werden. Da in dieser Arbeit mit Protein- und Polymerlosungen gearbeitet wurde, werden im

Folgenden primar die Parameter beim Verspinnen von Lésungen erértert.

1.3.4.1 Einfluss der Spinnldsung beim elektrostatischen Spinnen

Die Eigenschaften der Spinnlésung werden, sofern keine zusatzlichen Additive beigefiigt sind, im
Wesentlichen durch das zu verarbeitende Polymer und das Losungsmittel bestimmt. Fir die
Formation eines Strahls muss beim elektrostatischen Spinnen zunachst die Oberflachenspannung
der Losung Uberwunden werden, welche primar vom verwendeten Losungsmittel abhdngt. Ein
haufig beobachtetes Problem ist dabei das Auftreten von spharischen Auspragungen in den Fasern,

welche darauf zurickgefihrt werden, dass es aufgrund der kapillaren Krafte der Oberflachen-
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spannung zu FlieRinstabilitaiten und somit Kontraktion des Strahls kommen kann (Abbildung

14).[141,142]

$ Oberflachenspannung J7

FkE'P F, » Fkap Fel

Abbildung 14: Auftreten sphdrischer Auspridgungen beim elektrostatischen Spinnen: Im Idealfall wird aufgrund
elektrostatischer Krafte F,, eine stabile Stromung des Strahls erreicht, die zu Fasern mit homogenen Durchmessern fiihrt
(A). Bei hoher Oberflichenspannung kann es jedoch aufgrund kapillarer Krifte F,, zur Kontraktion der Faser kommen,
was in Fasern mit spharischen Auspragungen resultiert (B).

Yang et al.* zeigten den Einfluss der Oberflichenspannung beim Verspinnen konstanter
Konzentrationen von Polyvinylpyrrolidon (PVP) aus Ethanol, Dichlormethan (DMC) und
Dimethylformamid (DMF), wobei mit Ethanol aufgrund der niedrigen Oberflachenspannung
homogene Faserdurchmesser versponnen wurden, wahrend es bei DMC und DMF zur Ausbildung
spharischer Ausprdagungen kam. Somit stellt die Oberflichenspannung der Lb6sung eine
entscheidende Randbedingung beim elektrostatischen Spinnprozess dar.* In wassrigen Systemen
wurde die Oberflachenspannung beispielsweise durch Zugabe von Ameisensdure herabgesetzt und

auf diese Weise geeignete Bedingungen fiir das elektrostatische Spinnen geschaffen.**!

Ein weiterer wichtiger Parameter ist die Leitfahigkeit der Lésung. Wie in Kapitel 1.3.3 beschrieben
wird die Lésung durch das elektrische Feld geladen, was aufgrund der coulombschen AbstoRungen
zur Bildung des Taylor-Konus und Strahlablosung fiihrt. Je hoher also die Leitfahigkeit der Losung ist,
desto groRer ist die Oberflachenladungsdichte an der Phasengrenze, was die Ausbildung des Taylor-
Konus begiinstigt.™*® Durch Einsatz von ionisierbaren Salzen als Additive kann die Leitfihigkeit der
Losung erhoht werden, wobei in der Literatur zwei Folgeeffekte beschrieben wurden. Einerseits
kann es aufgrund einer Erhéhung der Flussrate am Taylor-Konus zu einer VergrofRerung der
Faserdurchmesser kommen.™"*"%9 pementgegen wirkt jedoch, dass im darauf folgenden Verlauf
der Faserbildung eine hohere Ladung des Strahls zur starkeren Dehnung im elektrischen Feld fiihrt,
was wiederum kleinere Faserdurchmesser zur Folge haben kann.*>**! Ferner wurde gezeigt, dass

durch Salzzugabe die Formation spharischer Auspragungen reduziert werden kann.**%*3!
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Einer der wichtigsten Parameter beim elektrostatischen Spinnen ist die Viskositdt, da sie einen
entscheidenden Einfluss auf die Fasermorphologie hat."™*****! Sie wird vorwiegend durch die
Konzentration der Losung und das Molekulargewicht des Polymers bedingt. Bei der Faserbildung ist
eine ausreichende Verstrickung der Polymerketten im Losungsstrahl erforderlich um stabile
FlieRbedingungen zu schaffen. Diese ist maligeblich von der Lange der Polymerketten abhangig.

Gupta et al.’™®

zeigten anhand von Polymethylmethacrylat, welches unter Variation des
Molekulargewichts (12,5 — 365,7 kDa) bei konstanter Konzentration versponnen wurde, dass es bei
niedrigem Molekulargewicht zum Strémungsabriss und somit elektrostatischen Sprithen kam,
wohingegen mit grolen Molekulargewichten bei gleichen Prozessparametern Fasern hergestellt
werden konnten. Das am besten geeignete Mittel zur Kontrolle lber die Fasermorphologie ist jedoch

die Konzentration der Spinnlésung (Abbildung 15).

Zunehmende Polymerkonzentration in der Lésung

I optimaler Konzentrationsbereich I

%
o ¢
G©
% y
:L“n. © 9
L 2 J

elektrostatisches elektrostatisches Spinnen elektrostatisches Spinnen  elektrostatisches Spinnen  unhomogene Fasern
Spriithen mit sphérischen Auspragungen dunner Fasern dicker Fasern durch frithes Trocknen

Abbildung 15: Einfluss der Polymerkonzentration beim elektrostatischen Spinnen aus Losungen: Ist die Konzentration zu
niedrig kommt es zum elektrostatischen Spriihen. Durch Konzentrationssteigerung kénnen zundchst Fasern mit
sphérischen Auspragungen und schlieBlich homogene Fasern hergestellt werden. Ist die Konzentration zu hoch, kommt
es zum vorzeitigen Austrocknen der Losung und es entstehen keine oder inhomogene Fasern.

Wenn die Konzentration zu niedrig ist kommt es aufgrund der unzureichenden molekularen
Verstrickung der Polymerketten zum Stromungsabriss am Taylor-Konus und es tritt elektrostatisches
Sprihen auf.™ Durch Erhohung der Konzentration kénnen zunichst Fasern mit spharischen
Auspragungen generiert werden, wohingegen durch weitere Konzentrationssteigerung homogene
Fasern hergestellt werden kénnen.™**® |n diesem Bereich kann die Konzentration der Lésung zur
Kontrolle liber die resultierenden Faserdurchmesser genutzt werden, da héhere Konzentrationen
mehr Polymermasse enthalten und zudem schneller Austrocknen, wodurch der Strahl im Feld

weniger gedehnt wird.?® Wird die Konzentration jedoch zu hoch, so destabilisiert sich die Stromung
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aufgrund zu schnellen Austrocknens und es kommt zur Ausbildung inhomogener Fasern oder sogar
zum Abriss der Strémung und Fragmentierung der Fasern.®***%%% somit spielt also auch die
Flichtigkeit des Losungsmittels eine entscheidende Rolle beim elektrostatischen Spinnen. Wenn das
Losungsmittel zu langsam verdampft entsteht keine stabile Faser und der Strahl zerflieRt beim
Auftreffen auf den Kollektor."® Um ideale Bedingungen zu schaffen werden deshalb praferentiell
leicht fliichtige Losungsmittel eingesetzt und, wenn erforderlich, durch Beimischen von weniger

flichtigen Losungsmitteln die Trocknungsgeschwindigkeit optimiert.“ez]

1.3.4.2 Prozessparameter beim elektrostatischen Spinnen

Die Grundvoraussetzung beim elektrostatischen Spinnen ist ein elektrisches Feld, welches
ausreichend stark ist, um die nétige Kraft zur Uberwindung der Oberflichenspannung der Lésung zu
induzieren. Der Einfluss der elektrischen Feldstarke auf die resultierenden Faserdurchmesser wurde
in der Literatur jedoch kontrovers beschrieben und scheint vom jeweiligen Polymer/Losungsmittel-
System abzuhdngen. So wurde beispielsweise beim Verspinnen von Polymethylmethacrylat (PMMA)
aus Dimethylformamid/Dichlormethan (DMF/DMC) und beim Verspinnen von wadssriger
Polyvinylalkoholldsung kein signifikanter Einfluss der angelegten Spannung registriert.****** Beim
elektrostatischen Spinnen von Polyacrylnitrii aus DMF hingegen wurde eine Zunahme des

.11 vergleichbare

Faserdurchmessers mit der Hohe der angelegten Spannung verzeichne
Ergebnisse wurden mit anderen Polymer/L&sungsmittel-Systemen ermittelt, wobei die Zunahme der
Faserdurchmesser auf einen erhohten Volumenstrom durch grofRere elektrostatische Krafte
zurtickgefiihrt wurde.!*?#1%%%7) Der gegenteilige Effekt wurde beim Verspinnen von Polycaprolacton
(PCL) in Methanol/DCM (mit 0,06 % NaCl) registriert, da hier durch Erh6hung der Spannung kleinere
Fasern entstanden.™® Auch dieses Phianomen wurde vielfach beschrieben, wobei als Ursache eine
groRere Dehnung der Faser aufgrund der groReren elektrostatischen Krafte zugrunde gelegt
wurde."®* Aus den Veréffentlichungen lasst sich schlieRen, dass es bei Erhéhung der elektrischen
Feldstarke zu zwei kompetitiven Phanomenen, namlich einer Zunahme des Volumenstroms bei
gleichzeitig verstarkter Dehnung des Strahls, kommt. Die Flussrate muss dabei an die Feldstdrke
angepasst werden, da sonst ab einer kritischen Feldstarke der Volumenstrom am Taylor-Konus die
Flussrate Ubersteigt, wodurch mehr Losung abgezogen als nachgeliefert wird. In diesem Fall treten
wiederum FlieRinstabilitdten auf, die zu spharischen Auspragungen der Fasern oder gar

Stromungsabriss fiihren kénnen, %73
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Der Einfluss der Flussrate wurde von verschiedenen Gruppen untersucht, die stets eine Zunahme der
Faserdurchmesser mit steigendender Flussrate verzeichneten.'**”*! Dabei muss jedoch auch
berlicksichtigt werden, dass eine Anpassung der Spannung erforderlich ist, um den Taylor-Konus zu
stabilisieren.’® Die Flussrate ist also kein Parameter, um den Prozess aktiv zu kontrollieren,

sondern sollte den Ubrigen Prozessparametern angepasst werden.

Der Abstand zwischen Kapillare und Kollektor spielt eine entscheidende Rolle beim elektrostatischen
Spinnen, da er die Flugdauer der Faser vor der Ablage auf dem Kollektor bestimmt. Der Abstand
muss grol} genug sein, um das Austrocknen der Faser vor Erreichen des Kollektors zu ermdoglichen.
Dies ist besonders bei Losungen mit weniger fllichtigen Losungsmitteln, wie zum Beispiel wassrigen
Losungen, von Bedeutung.[“s] Ferner kann eine VergroRBerung des Abstands zu einer Verjlingung der
Fasern flihren, da sie langer den Kraften im elektrostatischen Feld ausgesetzt sind."™”") Die Feldstirke
verhalt sich invers zum Spinnabstand, wodurch bei VergroRerung der Distanz eine Anpassung der

Spannung erforderlich ist, um die Stabilitat des Taylor-Konus aufrecht zu erhalten.”®

Als leitfahige Kapillaren werden haufig einfache medizinische Kanilen eingesetzt. Untersuchungen
der resultierenden Faserdurchmesser unter Verwendung von Kaniilen mit unterschiedlichen
Innendurchmessern ergaben, dass die Faserdurchmesser tendenziell zunahmen, der Einfluss jedoch

meist nur gering oder vernachlassigbar war."’?*%"

Auch die Umgebungsbedingungen wie Temperatur und Luftfeuchtigkeit kénnen einen direkten
Einfluss auf die Vorgidnge beim elektrostatischen Spinnen haben. Dabei spielt vor allem die
Sensitivitdit des Polymer/Losungsmittel-System auf Veranderungen der Umgebung eine

.8 yersponnen Polyvinylpyrrolidon (PVP) aus Ethanol sowie

entscheidende Rolle. De Vrieze et a
Celluloseacetat (CA) aus 2:1 Aceton:Dimethylacetamid unter Variation der Luftfeuchtigkeit und
Temperatur. Die Faserdurchmesser von PVP nahmen mit zunehmender Luftfeuchtigkeit ab, was auf
die Wasseraufnahme der Losung aus der Umgebung zurilickgefiihrt wurde. Somit verlangsamte sich
der Trockenvorgang der Fasern und sie wurden langer im elektrischen Feld gedehnt. Bei CA
hingegen fiihrte die Luftfeuchtigkeitsaufnahme zur Verdiinnung des Losungsmittels, was das
Ausfallen von CA und somit die Assemblierung der Faser beschleunigte. In diesem Fall entstanden
dickere Fasern, da die Dauer der Dehnung durch die Luftfeuchtigkeit verkiirzt wurde. Fiir die
Temperatur wurden zwei kompetitive Phanomene beschrieben - zum einen beschleunigt die héhere
Temperatur die Trocknung der Faser, was die Dehnung reduziert, auf der anderen Seite kann sie
jedoch zur Reduzierung der Viskositdt und somit stiarkeren Dehnung der Losung fiihren. Es wurde

also gezeigt, dass der Einfluss der Umgebungsbedingungen stark von den physikalisch-chemischen

Eigenschaften der Losung abhangt.
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1.3.4.3 Zusammenfassung der Parameter beim elektrostatischen Spinnen

In Kapitel 1.3.4.1 und 1.3.4.2 wurden die wichtigsten Parameter beim elektrostatischen Spinnen
erortert. Die Einfllisse lassen sich in drei Kategorien einteilen: Es gibt Parameter, die zur Ausbildung
diinner Fasern beitragen und solche, die eine Zunahme der Faserdurchmesser bewirken. Die dritte
Kategorie besteht aus Parametern, die systemspezifisch sowohl eine Verdickung als auch eine
Verjlingung von Fasern herbeiflihren konnen. Hierbei treten kompetitive Phanomene auf, deren
resultierender Effekt hochgradig von den physikalisch-chemischen Eigenschaften des jeweiligen

Polymer/Losungsmittel-Systems abhédngt (Abbildung 16).

Abnehmender Faserdurchmesser
durch:

Zunehmender Faserdurchmesser
durch:

- Fliichtigkeit des Lésungsmittels - Polymerkonzentration der Lésung

- VergroBBerung des Spinnabstands - Erhdhung des Molekulargewichts

des Polymers

abnehmender Durchmesser
zunehmender Durchmesser

w

systembedingt variabel:

- VergroéBRerung des Kapillarendurchmessers

- elektrische Feldstarke
- Addition von Salzen

- Temperatur

- Luftfeuchtigkeit

Abbildung 16: Auswirkungen der verschiedenen Parameter auf die Faserdurchmesser bei elektrostatischen Spinnen.

1.4 Nassspinnverfahren

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in einem weiteren Ansatz rekombinante Seidenproteine auch
durch ein Nassspinnverfahren zu Mikrofasern verarbeitet. In Abbildung 17 ist der schematische
Aufbau eines typischen Nassspinnverfahrens gezeigt. Eine Spinnlésung wird durch eine Spinndise,
die eine oder mehrere Offnungen hat, in ein Fillbad extrudiert. Das Fallbad fiihrt zur Assemblierung
der Lésung in Filamente, die durch eine Rolle abgezogen werden. Haufig werden die Fasern vor dem
Trocknen in einem weiteren Schritt nachgestreckt, wobei die molekulare Ausrichtung der
Polymerketten in Faserachsenrichtung erhoht werden kann. Das Nachstrecken hat sich als
geeignetes Mittel erwiesen, um die Fasermechanik signifikant zu verbessern. Beim Nasspinnen von

Polyacrylnitril wurde beispielsweise gezeigt, dass die Fasern mit zunehmender Dehnrate kompakter
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und homogener wurden, wobei der Kristallisationsgrad zunahm und die Zugfestigkeit, der

Elastizitatsmodul sowie die Zéhigkeit gesteigert wurden.*s*!

Spinnlésung

Spinndiise Trocknen

Féllbad

Filamente

Nassspinnen

Nachstrecken

Abbildung 17: Schematische Darstellung eines Nassspinnverfahrens: Die Spinnlosung wird iiber eine Pumpe durch eine
Spinndiise ins Fadllbad extrudiert. Wahrend das Polymer ausfillt werden die entstehenden Filamente iiber eine Rolle
abgezogen und vor dem Trocknen in einem weiteren Schritt nachgestreckt.

|[184,185]

Neben der Verarbeitung nicht schmelzbarer synthetischer Kunststoffe wie Acry und

Aramid™®*¥ findet das Nassspinnverfahren vor allem bei der Verarbeitung von Biopolymeren

Anwendung. So wurden in der Vergangenheit unter anderem Fasern aus Cellulose,™'® Alginat,!**"

[191,192] [193,194] [195-197]

Chitosan, Kollagen sowie regeneriertem B. mori Fibroin und rekombinanter

[49,198]

Spinnenseide erfolgreich gesponnen.
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1.5 Zielsetzung

Die herausragenden Eigenschaften natirlicher Spinnenseide in Hinsicht auf ihre Mechanik und
Biokompatibilitdat sind bereits seit einigen Hundert Jahren bekannt. Die Herstellung artifizieller
Seidenproteine gelang jedoch erst in jlngster Vergangenheit durch den Einsatz neuer
biotechnologischer Verfahren. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Verarbeitung rekombinanter
Spinnenseidenproteine durch verschiedene Spinnverfahren mit einem Hauptaugenmerk auf
elektrostatisches Spinnen. Die Aufgabenstellungen, die im Rahmen dieser Arbeit bearbeitet werden

sollten, lassen sich in vier aufeinander aufbauende Bereiche unterteilen (Abbildung 18):

1. Voraussetzungen: Entwicklung einer Elektrospinnanlage und Herstellung geeigneter

Spinnlésungen

Fir das elektrostatische Spinnen rekombinanter Spinnenseidenproteine wurde zundchst ein
Anforderungsprofil erstellt (Spinnen flachiger, homogener Vliese und alignierter Fasermatten,
Kontrolle Gber Umgebungsbedingungen, Prozessiiberwachung, Flexibilitdt) auf dessen Basis eine
Anlage fiir das elektrostatische Spinnen konstruiert und gebaut werden sollte. Gleichzeitig sollten

bereits geeignete Spinnlosungen hergestellt und charakterisiert werden.

2. Verfahren: Elektrostatisches Spinnen von Vliesen und Garnen, sowie Nassspinnen von

Mikrofasern aus rekombinanten Seidenproteinen

Im zweiten Schritt sollte anhand der Elektrospinnanlage eine Prozessentwicklung durchgefiihrt
werden, um sowohl Vliese als auch Garne effizient (geringer Materialverlust) und reproduzierbar
herstellen zu konnen. Dabei sollten ebenfalls die synthetischen Polymere Polyamid 6 (PA6) und
Polycaprolacton (PCL) als Referenzsysteme prozessiert werden. In Voraussicht auf potentielle
Anwendungen sollte zudem ein Nachbehandlungsverfahren zur Stabilisierung der Seidenfasern
entwickelt werden. Ferner sollte in einem Parallelansatz ein Nassspinnverfahren eingesetzt werden,

um Mikrofasern aus wassrigen Seidenproteinldsungen herzustellen.

3. Analytik: Charakterisierung elektrostatisch gesponnener Garne und nassgesponnener

Mikrofasern

Im dritten Schritt sollten die Fasereigenschaften untersucht werden. Dabei sollte zunachst der
Einfluss der Nachbehandlung auf die strukturellen und morphologischen Eigenschaften
elektrostatisch gesponnener Seidenfasern untersucht werden. Dariiber hinaus sollten mechanische

Prifverfahren eingesetzt werden, um Proteingarne mit nassgesponnenen Mikrofasern und
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natirlicher Dragline-Seide vergleichen zu konnen. Ein Schwerpunkt sollte dabei auf die
Feuchtigkeitssensitivitdt der Fasern, als eines der Charakteristika natiirlicher Seidenfaden, gelegt

werden.
4. Anwendungen: Applikationsorientierte Versuche mit Vliesen aus rekombinanter Spinnenseide

AbschlieBend sollten auf Basis der gewonnenen Erkenntnisse Anwendungsgebiete erschlossen
werden. In Hinsicht auf medizinische Anwendungen sollte das Adhasion- und Proliferationsverhalten
von Fibroblasten in vitro untersucht werden. Ferner sollte als technische Applikation die Eignung der
Seidenvliese fiir Filteranwendungen getestet werden. Zu diesem Zweck sollten kommerzielle
Filtermaterialien mit Seidenproteinfasern elektrostatisch besponnen, und die daraus resultierende

Abscheiderate und Luftdurchlassigkeit untersucht werden.

Voraus-

! Elektrostatisches Spinnen @ Rekombinante Spinnenseide
setzung ! -
i - Anforderungsprofil U - Herstellung von Spinnlésungen

i - Anlagenkonstruktion - Charakterisierung von Spinnlésungen :
: - Anlagenbau i

Verfahren i elektrostatisches Verspinnen : Entwicklung einer ‘
prosessessssesssesseesoeesoeooeoooeooeoon | rekombinanter Spinnenseide zu iNachbehandlungsmethode;
: ' Parallelansatz: I Vliesen und Garnen : l izur Stabilisierung der Fasern

l Nassspinnen rekom- !
& binanter Spinnenseide |

| I'il MeOH  EtOH  2-Prop.

________________________________________________________________________________________

zu Mikrofasern

Charakterisierung
""""""""""""""" I - Sekundarstrukturanalyse
Charakt : :
: araxterisierung ; Veraleich -> Einfluss der Nachbehandlung
: B e e B ergleic : — " - morphologische Untersuchung
: . sung L “ P4 - mechanische Messungen
; -> Einfluss der terminalen Doménen : ; -> Einfluss der Luftfeuchtigkeit
-> Einfluss des Nachstreckens | L,  ->Vergleich mit natirlicher Dragline
Anwendungen Medizintechnische Anwendung: i Technische Anwendung:
Vliese fur Geweberekonstruktion iVIiese fur Filteranwendungen
Zellkulturexperimente ;AbscheideratelLuftdurchIéssigkeit

Abbildung 18: Unterteilung der Zielsetzung dieser Arbeit in aufeinander aufbauende Aufgabenbereiche.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Proteine und Polymere fiir die Faserherstellung

Protein/Polymer Hersteller Batch MW (kDa)
eADF4(C16) AM Silk, Martinsried, Deutschland 12SSP01_120710 48
eADF4(C32NR4) AM Silk, Martinsried, Deutschland 12SSP09_009_001_010 104
eADF3(AQ12) hergestellt am Lehrstuhl Biomaterialien 48
eADF3(AQ12NR3) hergestellt am Lehrstuhl Biomaterialien 60
eADF3(AQ24) hergestellt am Lehrstuhl Biomaterialien 95
Polyamid 6 (Nylon 6) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA MKBG2339 10
Polycaprolacton (CAPA®6506) Perstorp AB, Perstorp, Schweden 50

2.1.2 Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

1,1,1,3,3,3 Hexafluor-2-Propanol
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
2-Propanol (2 99,5 %)

Ameisensdure

Ammoniumpersulfat
Ammoniumsulfat

Bisacrylamid (Rotiphorese Gel 40)
Bromphenolblau
Calciumchlorid-Dihydrat
CellTiter-Blue

DifcoTM Agar noble

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Ethanol (96%)

Fetal Bovine Serum

Gentamicinsulfat

GlutaMAX

Glycidether 100

Alfa Aesar, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
BDH Prolabo, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
BDH Prolabo, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Promega, Madison, WI, USA

Becton Dickinson, Sparks, MD,USA
Biochrom, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland
GIBCO, Grand Island, NY, USA

Serva, Heidelberg, Deutschland
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Guanidinthiocyanat
Harnstoff

Lithiumbromid

Live/dead® test kit: viability/cytotoxicity

Marker Precision Plus Protein

Methanol
Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)

N'-Tetramethylethylenediamin

Osmiumtetroxid

Polyethylenglycol (PEG, 35 kDa)

Salzsdure

Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan

Uranylacetat

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
BDH Prolabo, Darmstadt, Deutschland
Alfa Aesar, Karlsruhe, Deutschland
Molecular Probes®, Eugene, OR, USA
BIO-RAD, Miinchen, Deutschland
VWR International, Radnor, PA, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

2.1.3 Gerdte

Gerat

Modell

Hersteller

AFM-Luftfeuchtigkeitssensor
Elektrospinnanlage
Feinwaage
Feuchtigkeitsregelung
Fluoreszenzmikroskop
Fluoreszenzspektrometer
Fluoreszenzspektrometer
FTIR-Mikroskop
FTIR-Spektrometer
Heizrlihrer

Kamera

Klimakammer fiir Bose
Kollektorzylinder
Kritischer Punkt-Trockner
Kritischer Punkt-Trockner
Lichtmikroskop
Lichtmikroskop

Lichtmikroskop

Humidity Sensing Cell
Eigenbau

Discovery

FR 400

DMI 30008
FluoroMax 3
FP-6500

Hyperion
Confocheck

RCT basic
Erlangshen ES500W
Eigenbau

Eigenbau

CPD-408

CPD-020

DM IL-LED
Olympus IX 71
DMI3000 B

Asylum Research, Santa Barbara, CA, USA
Universitat Bayreuth, Bayreuth, Deutschland
Ohaus, Pine Brook, NJ, USA

Mytrom, Heilbad Heiligenstadt, Deutschland
Leica, Wetzlar, Deutschland

Horiba, Unterhaching, Deutschland

Jasco, Essex, England

Bruker, Ettlingen, Deutschland

Bruker, Ettlingen, Deutschland

IKA, Staufen, Deutschland

Gatan, Pleasanton, CA, USA

Universitat Bayreuth, Deutschland
Universitat Bayreuth, Deutschland

BAL-Tec, Balzers, Liechtenstein

BAL-Tec, Balzers, Liechtenstein

Leica, Wetzlar, Deutschland

Olympus, Tokyo, Japan

Leica, Wetzlar, Deutschland
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Luftbefeuchter
Luftdurchlassigkeitsprufgerat
Lyophille
Mikromanipulator
Mikrotom

Mikrozentrifuge

Ofen

PH-Meter

Photometer

Photometer
Plattenlesegerat
Plattformschittler
Rasterelektronenmikroskop
Rasterelektronenmikroskop
Rasterkraftmikroskop
Rasterkraftmikroskop
Reinstwasseranlage
Scherrheometer
SDS-Pufferkammer
Spannungsquelle
Spannungsquelle
Spritzenpumpe
Sputtergerat

Sputtergerat
Standzentrifuge
Stromquelle fiir SDS
Tauchbeschichter
Thermogravimeter
Thermomixer
Transelektronenmikroskop
Transelektronenmikroskop
Trockenschrank
Uberkopfschiittler
Vortexer

Waage

Zentrifuge

Zugmaschine

Modell 5462
Akustron

ALPHA 1-2 LD plus
MP-285

EM UC6

Heraeus Fresco 17
OV-SS-00AB

Lab 850

Genesys 10

P 330

Mythras LB 940
Rotamax 120

LEO 1530

XL 30 ESEM
Nanowizard |
MFP3D

Q-POD

AR-G2

Hoefer SE250 GE
Voltcraft VLP 1405 Pro
Voltcraft PPS-11360
Pump 33

208HR

S150A

Sorvall RC6 Plus
Blue Power 500
WPTL5-0.01
TGA/SDTA 861e
Comfort

Zeiss CEM 902
JEM-2100

Haraeus Function Line
Intelli-Mixer RM-2S
VV3540

ALC-3100.2
Haraeus Multifuge 1S-R
ElectroForce® 3200

ets®, Glenside, PA, USA

Thwing-Albert, West Berlin, NJ, USA

Christ GmbH, Osterode am Harz, Deutschland
Sutter Instrument, Novato, CA, USA

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
MTI Corporation, Richmond, CA, USA
Schott instruments, Mainz, Deutschland
Thermo Scientific, Bonn, Deutschland
SERVA, Heidelberg, Deutschland

Berthold GmbH, Bad Wildbad, Deutschland
Heidolph GmbH, Schwabach, Deutschland
Zeiss, Jena, Deutschland

Philips, Hamburg, Deutschland

JPK Instruments AG, Berlin, Deutschland
Asylum Research, Santa Barbara, CA, USA
Millipore (Merck), Darmstadt, Deutschland
TA Instruments, New Castle, DE, USA

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland
Conrad Electronic AG, Hirschau, Deutschland
Conrad Electronic AG, Hirschau, Deutschland
Harvard, Edenbridge, GroRbritannien
Cressington Scientific, Watford, England
Edwards, Crawley, England

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
SERVA, Heidelberg, Deutschland

MIT, Richmond, CA, USA

Mettler-Toledo, GieRen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland

JEOL Itd., Tokyo, Japan

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
ELMI, Riga, Lettland

VWR International, Radnor, USA

Acculab, Goéttingen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Bose, Bloomington, Minnesota, USA
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2.1.4 Sonstige Materialien

Material

Spezifikation

Hersteller

Aluminiumklebeband
Becherglaser
Carbon-Klebescheiben
Dialyseschlauch
Diamantmesser
Glassubstrate fiir AFM
Kanulen

Kleber

Laborflaschen
Labortticher
Leitfahige Haftaufkleber
Messzylinder
Mikroreaktionsgefalle
Nagellack

Cantilever

Parafilm

Petrischalen

Pipetten

Probenrahmen, Zugmessung

REM-Probentrager
Rihrfische
Skalpelle

Spritzen
TEM-Objekttrager
Tragernetz fir TEM
Vliesprobentrager
Wageschalchen
Well-Platten

Zentrifugenréhrchen

Scotch Brand

@12 mm
Spectra/Por 1 (6 - 8 kDa)
Ultra 358

18G, 20G, 22G
UHU plus endfest 300

Kimtech Science

0,5/1,0/2,0 ml

Superstay 7, strong

NSC35

M

1000/200/20/10/2,5 pL

Eigenanfertigung

Injekt F 1 ml, 50 ml

Pioloform-Kupfernetz

CellCrown™12

96, 24, 6 -well-plate
15/50 ml

3M, St. Paul, MN, USA

VWR International, Radnor, PA, USA

Agar Scientific, Stansted, England

Spectrum Labs, Rancho Dominguez, CA, USA
Diatome, Biel, Schweiz

GeSiM, GroRerkmannsdorf, Deutschland
Terumo, Leuven, Belgien

UHU, Baden-Baden, Deutschland

Duran Group, Mainz, Deutschland
Kimberly-Clark, Dallas, TX, USA

Plano, Wetzlar, Deutschland

VWR International, Radnor, PA, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Maybelline, New York City, NY, USA
MikroMasch, Sofia, Bulgarien

Bemis, Neenah, WI, USA

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Universitat Bayreuth, Bayreuth, Deutschland
Agar Scientific, Stansted, England

VWR International, Radnor, PA, USA

B. Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland
B. Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland
Agar Scientific, Stansted, England

Plano, Wetzlar, Deutschland

Scaffdex, Tampere, Finnland

VWR International, Radnor, PA, USA

Nunc, Langenselbold, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
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2.1.5 Fibroblasten fiir Zellkulturexperimente

Name Herkunft Bemerkung ATCC Nr. Hersteller
M-MSV-BALB/3T3* BALB/3T3 Moloney sarcoma CCL163.2 European Collection of Cell
Embryo Virus transformiert Cultures, Salisbury, England

2.1.6 Computerprogramme

Programm

Hersteller

Adobe Creative Suite 3

Creo Parametric 2.0

EndNote X4

Finite Element Method Magnetics FEMM 4.2
FMOM

Gatan Digital Micrograph software 1.70.16
Gimp 2.6

IGOR Pro 6.1

Imagel 1.42q

itools Engineering Studio

Leica Application Suite V4.3

Microsoft Office 2007

NanoPhotometer Pearl

Office Professional 2010

OPUS Software

OPUS/QUANT

Origin 8.1 G SR4

ProtParam

Rheology Advantage Data Analysis V.5.7.0

Rheology Advantage Instrument Control V.5.7.0

SF Dampfdruck 3.0
Spectra Manager 2.08.04
Wintest 4.1

Adobe, San Jose, CA, USA

PTC, Needham, MA, USA

Thomson Reuters, New York City, NY, USA
David Meeker, Waltham, MA, USA

Prof. Dr. Jirgen Dankert, HAW, Hamburg, Deutschland
Gatan, Pleasanton, CA, USA

Spencer Kimball & Peter Mattis, Berkeley, CA, USA
WaveMetrics Inc., Lake Oswego, OR, USA

National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA
Eurotherm, Ashburn, VA, USA

Leica, Wetzlar, Deutschland

Microsoft, Redmond, WA, USA

SERVA GmbH, Heidelberg, Deutschland

Microsoft, Redmond, WA, USA

Bruker AXS Inc., Madison, WI, USA

Bruker AXS Inc., Madison, WI, USA

OriginLab, Northampton, MA, USA

Swiss Institute of Bioinformatics, Lausanne, Schweiz
TA Instruments, New Castle, DE, USA

TA Instruments, New Castle, DE, USA
Software-Factory, Schifferstadt, Deutschland

Jasco, Tokyo, Japan

Bose, Eden Prairie, MN, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Konstruktion mittels CAD (Computer-Aided Design)

Zur Konstruktion einer Elektrospinnanlage wurde das 3D CAD-Programm Creo Parametric 2.0
verwendet. Die Methode CAD ist ein Sammelbegriff flir das rechnerunterstiitze Konstruieren und
wird vor allem im Maschinenbau, in der Elektrotechnik und in der Architektur eingesetzt. Bei der
Konstruktion der Anlage wurde zunachst auf Basis eines Anforderungsprofils die MindestgroRe der
bespinnbaren Fliche als Randbedingung definiert (0,5 m?) und die Gesamtgeometrie der Anlage
darauf aufbauend entwickelt. Um die Anlage fiir nachtragliche Umbauten flexibel zu gestalten wurde
flir die Rahmenkonstruktion ein Profilsystem (Profil 8, 40x40 mm) von ITEM (Solingen,
Deutschland) verwendet, da dieses System aufgrund seiner flexiblen Verbindungstechnik die
Moglichkeit bietet, Teile nachtraglich einfach umzuplatzieren oder anzubauen. Fir die Konstruktion
des Grundgeriists wurden die ProfilbemaRungen als CAD-Dateien von ITEM bezogen und die
Profillangen in Creo Parametric 2.0 angepasst. Das CAD-Modell der Anlage wurde erstellt, indem
zunachst auf Basis maRstabsgetreuer Skizzen einzelne Bauteile konstruiert und anschlieRen in
Baugruppen zu einem Gesamtgeflige zusammengefasst wurden. Teile, die kommerziell bezogen
wurden (Mikroskopkamera, Spritze) oder deren Male erst beim Aufbau durch die Werkstatten
(Elektronik- und Mechanikwerkstatt, Universitat Bayreuth) definiert wurden (Hochspannungsquelle,
2-D-Plotter), wurden nachtraglich in der Konstruktion angepasst, um fiir die Anlagendokumentation
ein malistabsgetreues Modell zu erhalten. Elektronische Bauteile wie die Mikroskopkamera, die
Hochspannungsquellen und Elektromotoren wurden malistabsgetreu nachkonstruiert, jedoch ohne
Bericksichtigung des Innenlebens. Um Abbildungen der Bauteile und Gesamtkonstruktion zu
erstellen, wurden Aufnahmen des CAD-Modells durch Rendern mit Photolux bei maximaler Qualitat
erstellt (Reflexionstiefe: 4, Lichtbrechungstiefe: 6, Genauigkeit: 500, Anti-Aliasing Qualitat: hoch,

Schatten Genauigkeit: hoch).

2.2.2 Herstellung von Spinnldsungen

Im Rahmen der Arbeit wurden Losungen fiir das elektrostatische Spinnen von eADF4-Proteinen und
synthetischen Polymeren sowie fiir das Nassspinnen von eADF3-Proteinen hergestellt. Sofern nicht
anders gekennzeichnet, sind alle Konzentrationen in Massenkonzentration (weight per volume: w/v)

angegeben.
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2.2.2.1 Organische Losungen fiir das elektrostatische Spinnen

Fir das elektrostatische Spinnen wurden die Spinnenseidenproteine eADF4(C16) und
eADF4(C32NR4), sowie die kommerziell bezogenen synthetischen Polymere Polycaprolacton und
Polyamid 6, zu unterschiedlichen Konzentrationen (6, 8, 10, 12 % w/v) in Hexafluor-2-Propanol
(HFIP) geldst. Um lange Lagerungszeiten der Losungen zu vermeiden, wurden fiir die Experimente
jeweils maximal 1 ml pro Losung hergestellt, versponnen und erst bei Bedarf wieder eine neue
Losung angesetzt. Dabei wurde die erforderliche Menge Protein/Polymer mit einer Feinwaage in
Wageschalchen abgewogen und in 1 ml- oder 2 mI-Mikroreaktionsgefalle (iberfiihrt. Anschlielend
wurden entsprechende Mengen HFIP in die MikroreaktionsgefalRe pipettiert und diese mit Parafilm
abgedichtet, um dem Ausdampfen von leichtflichtigem HFIP vorzubeugen. AnschlieBend wurden
die Losungsansidtze mindestens zwei Tage in einem Uberkopfschiittler bei Raumtemperatur
geschwenkt, um sicherzustellen, dass sich die Proteine/Polymere komplett gelost hatten. Die klaren

Losungen wurden bis zur Verarbeitung im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert.

2.2.2.2 Wassrige Losungen fiir das Nassspinnen

Im Rahmen der Betreuung einer Diplomarbeit™® wurde aufbauend auf einer etablierten Standard-
Arbeitsanweisung (Lehrstuhl Biomaterialien, Universitat Bayreuth, SOP-Nr. 6-1-2) eine Methode zu
Herstellung wassriger Spinnenseidenproteinlésungen entwickelt und weiterfiihrend von Aniela
Heidebrecht (Lehrstuhl Biomaterialien, Universitat Bayreuth) optimiert. Die Proteine eADF3(AQ12),
eADF3(AQ12NR3) und eADF4(AQ24) wurden dabei zunachst in 6 M Guanidinthiocyanat (GdmSCN) in
Konzentrationen von 2,0 - 2,5 % w/v gel6st und anschlieRend bei Raumtemperatur Gber Nacht
gegen 50 mM Tris/HCI Puffer mit 100 mM NaCl bei pH 8 dialysiert. Dabei wurden Dialyseschlauche
mit einer Molekulargewichtdurchldssigkeit von 6-8 kDa und ein Puffervolumen von 5 | verwendet.
Ein Teil der Proteine fiel wahrend des ersten Dialyseschritts aus. Die geldste Fraktion wurde durch
anschlieRende Zentrifugation (8500 rpm, 30 min, 20 °C) und Entnahme des Uberstands vom
prazipitierten Protein entfernt. Es folgten drei weitere Dialyseschritte gegen 50 mM Tris/HCl Puffer
mit 100 mM NaCl bei pH 8. Dabei wurde jeweils ein Puffervolumen von 5 | bei einer Dauer von ca. 5
Stunden eingesetzt. Um die Konzentration der Losungen zu erhdhen, wurden sie anschlieRend fiir
ca. 6 Stunden gegen 20 % w/v Polyethylenglycol (PEG, MW: 35 kDa) in wassriger Losung dialysiert.
Auf diesem Weg konnten Proteinkonzentrationen von bis zu 15 % w/v in wassriger Losung erreicht

werden. Die Losungen wurden bis zur Verarbeitung im Kiihlschrank bei 4 °C gelagert.
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Die Konzentrationen wurden durch UV-Absorptionsspektroskopie (Photometer: P 330, SERVA)
ermittelt. Proteine absorbieren elektromagnetische Strahlung im UV-Bereich unter Anregung der
aromatischen Seitenketten ihrer Aminosauren sowie der Peptidbindungen und der prosthetischen
Gruppen. Den Hauptbeitrag zur UV-Absorption in Proteinspektren liefern Tryptophan und Tyrosin.
Phenylalanin und Cystein weisen hingegen eine vergleichsweise geringe Absorption auf. Anhand der
bekannten Proteinsequenzen konnte die Berechnung der molaren Absorptionskoeffizienten
verschiedener rekombinanter Spinnenseidenproteine mit dem Online-Tool ProtParam (Swiss
Institute of Bioinformatics) durchgefiihrt werden. Da die Absorption A(A) bei einer festgelegten
Wellenldnge linear von der Konzentration der absorbierenden Substanz abhangt, konnte die
Proteinkonzentration ¢ nach dem Lambert-Beer’schen Gesetz unter Kenntnis des jeweiligen molaren
Absorptionskoeffizienten g(A) folgendermalien berechnet werden (d = Schichtdicke in der Kivette):

_ A
T gA)d

[Formel 1]

Zu Bestimmung der Proteinkonzentration in wassrigen Losungen wurde das UV-Spektrum im
Wellenldangenbereich von 230 - 340 nm aufgenommen und bei der Auswertung nach Formel 1 die

Absorption bei 280 nm eingesetzt.

2.2.3 Rheologische Untersuchung

Die Bestimmung der dynamischen Viskositdt 1 der Spinnlésungen erfolgte durch Messungen mit
einem Scherrheometer (AR-G2, TA Instruments) im Rotationsmodus unter Verwendung einer
Kegel/Platte-Geometrie (Abbildung 19). Fir die Messungen wurde jeweils ein Probenvolumen von

200 pl (erforderliches Mindestvolumen: 140 pl) aufgetragen und es wurden vier Messungen pro

Losung durchgefihrt.

Scherrate (2,86 - 286,4 1/s) /-D

Ldsung

Radius (20 mm)

Kegelwinkel (0,5°%)

I
Spalt (11 ym)

Abbildung 19: Schematischer Messaufbau beim Kegel/Platte-Rotationsversuch. Die Spitze des Kegels ist begradigt und
der Abstand der Schlifffliche von der Platte ist die Spaltbreite (11 um).
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Bei den Versuchen wurde das stationare FlieRverhalten bei 25 °C in einem Scherratenbereich von
2,86 - 286,4 1/s gemessen, wobei pro Dekade 10 Messpunkte mit einer Messdauer von jeweils 60 s
aufgenommen wurden. Die Eigenschaften der Geometrie und die verwendeten Messparameter sind

in Tabelle 3 angegeben:

Tabelle 3: Geometrische Angaben und Messparameter bei der Durchfiihrung rheologischer Rotationsversuche.

Geometrie Messparameter: schrittweise logarithmisch steigende Scherrate
Material @ Kegel <« Kegel Spalt Scherrate Messdauer/Punkt  Punkte/Dekade Temp.
Stahl 40 mm 0,5° 11 um 2,86 -286,41/s 60s 10 20°C

Die Scherrate y ist vom Achsenabstand r, der Winkelgeschwindigkeit w und der beim r auftretenden
Spalthéhe h abhiangig, welche sich durch r und den Kegelwinkel a ausdriicken lasst. Bei kleinen

Winkeln im Bogenmal’ kann der Tangens des Winkels durch den Wert des Winkels ersetzt werden,

wodurch sich eine Scherrate ergibt, die (iber den gesamten Spaltradius konstant ist:!?*

y(r) = D2 =2 [Formel 2]
h rtana a

Der Parameter, der durch das Gerdt gemessen werden kann, ist das Torsionsmoment T, das
aufgrund des FlieBwiderstandes der Probe bei der Rotation auftritt. Es kann durch die Summe der
Torsionen infinitesimaler Flissigkeitsringe der Breite dr mit radialem Abstand r zur Rotationsachse
ausgedriickt werden und ist das Produkt aus der Schubspannung 7, der Kontaktflaiche 2 mrdr und
dem Achsenabstand r. Durch Integration liber den gesamten Kegelradius R kann das resultierende

Torsionsmoment T wie folgt berechnet werden:**

T = fOR 2aritdr = §1l'R31,' [Formel 3]

Somit kann aus dem gemessenen Torsionsmoment die Schubspannung T ermittelt werden:!

3T

T = ) [Formel 4]

Auf Basis der vom Rheometer ermittelten Schubspannungswerte bei bekannter Scherrate wurden

im Rahmen dieser Arbeit zwei Auswertungsverfahren eingesetzt - der Ansatz nach Ostwald und de
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Waele, sowie die Auswertung nach Newton. Um zu untersuchen, inwiefern das FlieRBverhalten der
Spinnlésungen dilatant (scherverdickend) oder strukturviskos (scherverdinnend) ist, wurden die

FlieRkurven nach dem Potenzgesetz von Ostwald und de Waele gefittet.

t=k-y™ [Formel 5]

Dabei wurde die Scherratenabhangigkeit der Schubspannungen t durch den Konsistenzindex k, und
den FlieBindex m modelliert. Der Konsistenzindex ist zwar temperaturabhangig, jedoch im
Gegensatz zur Viskositdat unabhangig von der Scherrate. Der FlieRindex hingegen ist nicht von der

[202]

Temperatur abhangig. Die FlieRindizes wurden im Rahmen dieser Arbeit als MaR der

Scherverdickung herbeigezogen, wobei folgende GesetzmiRigkeiten gelten:'**?

- strukturviskoses Fluid: m<1
- newtonsches Fluid: m=1
- dilatantes Fluid: m>1

Ausgehend von der Annahme, dass es sich bei den Spinnlésungen um newtonsche Fluide handelt
wurde das Potenzgesetz von Ostwald und de Waele vereinfacht, indem der FlieBindex m = 1 gesetzt

wurde und der Konsistenzindex die dynamische Viskositit 7 darstellte:?*?

== [Formel 6]
n =7 orme

Die Kurven wurden mit dem Computerprogramm Rheology Advantage Data Analysis V.5.7.0 gefittet

und die ermittelten Kennwerte entnommen.

2.2.4 Fourier-Transformations-Infrarotspektroskopie (FT-IR)

Um die Sekundarstruktur der eADF4-Proteine zu untersuchen, wurde eine Fourier-Transformations-
Infrarotspektroskopie durchgefiihrt. Dabei werden durch elektromagnetische Strahlen kovalente
Bindungen der Molekiile zu Schwingungen angeregt und die dabei auftretende charakteristische
Absorption wird mit einem Michelsen-Interferometer aufgezeichnet. Durch eine Fourier-
Transformation wird eine spektrale Zerlegung des Interferenzmusters vorgenommen, wodurch das
Signal/Rausch-Verhéltnis stark verbessert und die Messdauer verkirzt werden kann.!?%! In Abbildung

20 ist zu Ubersicht ein Ausschnitt des Spektrums elektromagnetischer Strahlung aufgefiihrt.
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> 14000 cm™' 14000 - 4000 cm™’' 4000 - 400 cm ™’ 400 -4 cm™ <4cm”

ultraviolettes und nahes Infrarot mittleres Infrarot fernes Infrarot Mikrowellen
sichtbares Licht

Elektronenibergéange | Molekilschwingungen | Molekilschwingungen : Molekillschwingungen : molekulare Rotation

Abbildung 20: Ausschnitt des Spektrums elektromagnetischer Strahlung mit Einteilung in Wellenzahlenbereiche und
deren molekulare Anregungsmechanismen (Abbildung nach Literaturquelle)[m].

Fir die Sekundarstrukturanalyse von Proteinen ist insbesondere der mittlere Infrarotbereich von
Interesse, da im Bereich von 1700 - 1600 cm™ (Amid I-Bande) die C=O-Streckschwingung der
Peptidbindung absorbiert. Die Sekundarstruktur der Proteine entsteht durch Ausbildung
unterschiedlich starker Wasserstoffbriicken an ihren Peptidbindungen, was wiederum einen
direkten Einfluss auf die C=0-Streckschwingung und die damit verbundene Energieabsorption hat.
Durch eine Fourier-Selbstentfaltung (Fourier self-deconvolution: FSD) kénnen die der resultierenden
Amid I-Bande zugrundeliegenden Einzelschwingungen ermittelt und ihren Sekundarstrukturen
zugeordnet werden.”® Im Rahmen dieser Arbeit wurden kontaktfreie FT-IR-Messungen mit einem
Hyperion-Mikroskop (Bruker) durchgefiihrt und mit dem Computerprogramm OPUS ausgewertet.
Dabei wurde die Transmission der Strahlung durch trockene eADF4-Vliese im Wellenzahlenbereich
von 4000 - 800 cm™ mit 60 Einzelmessungen fiir jedes Spektrum gemessen und gemittelt. Um die
Verlasslichkeit der Daten zu gewahrleisten wurden pro Probe drei Spektren aufgenommen, die
jeweils dreimal mittels FSD ausgewertet wurden. Fir die FSD wurde zundchst eine
Grundlinienkorrektur durchgefiihrt, dann wurden die Kurven Uber 5 Punkte geglattet und eine
Rauschunterdriickung von 0,3 (herstellerspezifische Einheit) durchgefiihrt. AnschlieRend wurde der
Frequenzbereich von 1705 - 1590 cm™ ausgeschnitten und eine weitere Grundlinienkorrektur
vorgenommen. Im ndchsten Schritt wurden die Wellenzahlen der zu erwartenden
Schwingungsbanden nach der Methode von Hu et al.”*® eingegeben (Tabelle 4) und die der Amid I-
Bande zugrundeliegenden Kurven nach dem local least square-Verfahren mit GauB- und Levenberg-

Marquardt-Algorithmen interpoliert.
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Tabelle 4: Wellenzahlen bei der Ermittlung von Sekundarstrukturanteilen - die Wellenzahlen der ersten Spalte wurden
vorgegeben und auf deren Basis eine FSD durchgefiihrt. Die resultierenden Banden konnten entsprechend der zweiten
Spalte den Strukturen in Spalte drei zugeordnet werden.

vorgegebene Wellenzahl (cm'l) Wellenzahlenbereich Zuordnung
1611 1605-1615 Tyrosin Seitenketten
1619 1616-1621 B-Faltblatter
1624 1622-1627 B-Faltblatter
1630 1628-1637 B-Faltblatter
1640 1638-1646 Random Coils
1650 1647-1655 Random Coils
1659 1656-1662 a-Helices
1666 1663-1670 B-Schleifen
1680 1671-1685 B-Schleifen
1691 1686-1696 B-Schleifen
1698 1697-1703 B-Faltblatter

Im letzten Schritt wurden die ermittelten Einzelspektren mit dem Computerprogramm Origin 8.1
integriert und die Flachen zugehoriger Strukturen addiert. Die Sekundarstrukturanteile ergeben sich
aus dem Quotienten der addierten Integrale und der Summe aller beteiligten Kurvenintegrale. Die
Banden der Tyrosin Seitenketten (1605 - 1615 cm™) machten einen Anteil von ca. 5 % aus und

wurden bei der Interpretation der Daten vernachlassigt, da sie keine Sekundarstruktur darstellen.

2.2.5 Mikroskopie

2.2.5.1 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Zur Untersuchung der Fasermorphologie wurde eine rasterelektronenmikroskopische Untersuchung
durchgefihrt. Bei der Rasterelektronenmikroskopie wird ein Elektronenstrahl, Gblicherweise im
Hochvakuum, Gber eine Probe gerastert. Durch einen Detektor erfolgt eine ortsaufgeldste Abbildung
von Sekundarelektronen und riickgestreuten Elektronen, aus der sich ein hochaufgeltstes Abbild der
untersuchten Probe ergibt. Eine Grundvoraussetzung zur Erlangung von Bildern mit ausreichendem
Kontrast ist die Leitfahigkeit der zu untersuchenden Probe. Um die Leitfahigkeit von biologischen
Materialien zu erhéhen, werden die Proben meist mit einer diinnen Edelmetallschicht versehen. Im

Rahmen dieser Arbeit wurden elektrostatisch gesponnene Fasern bei Raumbedingen getrocknet und
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anschlieRend mit Carbon-Klebescheiben (Agar Scientific) auf REM-Objekttragern (Agar Scientific)
fixiert. Zusatzlich wurde an den Randbereichen der Objekttrager leitfahiges Aluminiumklebeband
(3M) angebracht. Die Beschichtung der Proben und Bedienung des REMs erfolgte durch Johannes
Diehl, Lehrstuhl Biomaterialien, Universitat Bayreuth. Die Probenbeschichtung (Schichtdicke ca.
2 nm) wurde mit einem Sputtergerat (Cressington Scientific) durch ein Platinplasma durchgefihrt.
AnschlieBend wurden die Proben in einem LEO 1530 REM (Zeiss) bei einer Spannung von 3 kV

untersucht.

Vliesproben, die fiir Zellkulturexperimente eingesetzt wurden und Fibroblasten enthielten, wurden
zundchst mit einem Balzers CPD 020 (Leica) in Kohlenstoffdioxid kritischer Punkt getrocknet und
anschlieRend wie bereits beschrieben auf REM-Objekttragern fixiert. Die Proben wurden dann in
einem Sputtergerdt (Edwards) mit Gold beschichtet und in einem FEI/Philipps XL 30 ESEM
(Environmental scanning electron microscope) bei einer Spannung von 15 kV untersucht. Das ESEM
hat den Vorteil, dass ein niedrigeres Vakuum als beim konventionellen REM eingesetzt werden kann,
was insbesondere fiir die Betrachtung von Zellen interessant ist, da dadurch deren Morphologie

besser erhalten bleibt.

2.2.5.2 Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy: AFM)

Aufgrund ihres geringen Durchmessers und der kleinen Widerstandskrafte konnten elektrostatisch
gesponnene Einzelfasern nicht mit der Bose Electroforce Zugmaschine gemessen werden (kleinste
Kraftmessdose: 0,49 N). Um dennoch einen Einblick in die Mechanik einzelner elektrostatisch
gesponnener Faser zu bekommen wurde ein Prifverfahren auf Basis von Rasterkraftmikroskopie
eingesetzt. Das Rasterkraftmikroskop (engl.: Atomic Force Microscope: AFM) ist ein spezielles
Rastersondenmikroskop, welches sich zur Messung atomarer Krafte (pN) und zur mechanischen
Abtastung von Oberflichen eignet. Das Messprinzip beruht auf dem Einsatz einer geeichten
Blattfeder (Cantilever), an deren Ende eine Nadel mit nanoskopischem Spitzenradius fixiert ist.
Durch einen piezoelektrischen Scanner wird die Position der Spitze an der Oberfliche der Probe
koordiniert. Tritt die Spitze in Wechselwirkung mit der Oberflache, so kommt es zu einer Auslenkung
der Feder. Diese Auslenkung wird Gber einen Laserstrahl registriert, der an der Blattfeder reflektiert
wird und anschlieBend auf eine Fotodiode trifft (Abbildung 21, A). Sind die Federkonstante und die
optische Sensitivitdt bekannt, so ldsst sich aus der gemessenen Federdeformation die einwirkende

Kraft bestimmen.
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Im Allgemeinen unterscheidet man zwischen abbildender und kraftspektroskopischer
Rasterkraftmikroskopie. Letztere wird im Kontakt-Modus betrieben, wobei die Nadel direkt auf die
Probenoberflache gedriickt wird (Abbildung 21, B). Dabei wird die Kraft gemessen, welche die Probe
der mechanischen Belastung durch die Nadel entgegensetzt. Somit kdnnen Riickschlisse auf die
mechanischen Eigenschaften der Probenoberflache gewonnen werden. Im Gegensatz dazu werden
abbildende Messungen meist ohne oder nur mit geringem Kontakt zwischen Spitze und Probe im
intermittierenden Modus durchgefiihrt (Abbildung 21, C). Beim intermittierenden Modus wird die
Feder durch externe Anregung in eine Schwingung nahe ihrer Resonanzfrequenz versetzt. Durch
physikalische Wechselwirkungen zwischen der Nadel und der Oberfliche &ndert sich die
Resonanzfrequenz, wobei sich auch die Schwingungsamplitude dndert und eine Phasenverschiebung
zwischen Anregung und Schwingung auftritt. Abrastern eines vorgegebenen Flachenareals fihrt
dann zur linienweisen Erstellung eines Bildes, welches im Computer zu einem Gesamtbild
zusammengesetzt wird. Somit kdnnen kontaktfrei und dadurch probenschonend Oberflachen

abgebildet und physikalische Wechselwirkungen untersucht werden.

A Fotodiode | ;g B C

Kontakt intermittierend
Cantilever \J spitze / J

Probe

IS FT Al IS

Abbildung 21: Messprinzip beim AFM (A) und schematische Darstellung der zwei Hauptbetriebsmodi: Kontaktmodus (B)
und intermittierender Modus (C).

Um elektrostatisch gesponnene Einzelfasern mechanisch zu priifen wurde ein MFP3D AFM (Asylum
Research) in Kombination mit einem optischen IX 71 Lichtmikroskop (Olympus) verwendet. Die
Messungen wurden von Benedikt Neugirg, Physikalische Chemie |1l, Universitdt Bayreuth
durchgefiihrt. Die trockenen Fasern wurden zunachst auf Glassubstrate (GeSiM) mit definierter
Strukturierung (rechteckige Furchen, Tiefe: 2 um; Breite: 20 um) Ubertragen (siehe auch Kapitel
3.3.4). Mit einem Mikromanipulator (MP-285, Sutter Instrument) wurden aufliegende
Fasersegmente festgeklebt (Kleber: UHU Plus endfest 300), so dass freihdngende Faserbereiche fir

die definierte mechanische Deformation vorlagen. Da die Tiefe der Furchen das MalR an maoglicher
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Deformation in vertikale Richtung begrenzt und zusatzlich bei lateraler Deformation die
Randbedingungen optisch beobachtet werden kdénnen, wurden die Fasern senkrecht zur Faserachse
in der Substratebene deformiert. Bei solchen Messungen ist eine sorgfaltige Kalibrierung (optische
Sensitivitdit und Federkonstante) des Cantilevers als Kraftsensor entscheidend. Die optische
Sensitivitdt wurde, wie in der Literatur beschrieben, unabhangig sowohl in vertikaler als auch in
lateraler Richtung kalibriert.”®” Die vertikale Federkonstante wurde (ber das thermische
Rauschen®® und die Sader-Methode!?® kalibriert und tiber die geometrischen MaRe der Feder aus
REM-Aufnahmen berechnet. Die laterale Federkonstante wurde aus drei Verfahren gemittelt:
Ableitung aus den Werten der vertikalen Federkonstante, Berechnung aus den Cantilever-

k7 und Anwendung der torsionalen Sader-

Abmessungen auf Grundlage der Balken-Mechani
Methode™®. Um Schwankungen zu minimieren wurde fir alle Messungen derselbe Cantilever
(MikroMasch) mit einer lateralen Federkonstante von 202 + 14 N/m verwendet. Bei den
Experimenten wurden zundchst die Querschnitte der Fasern und das betreffende freihdngende
Fasersegment im intermittierenden Modus abgebildet. AnschlieBend wurde die Spitze des
Cantilevers neben der Fasermitte (halber Weg zwischen den festgeklebten Faserenden) positioniert
und so gesenkt, dass sich das Spitzenende 1 um unterhalb der Oberkante der Faser befand. Im
Anschluss wurde die Spitze senkrecht zur Faserausrichtung gefahren und dabei die Kraft Fuqe
gemessen, die wahrend des Biegens, Dehnens und ReiRens der Faser auftrat. Die Auswertung
erfolgte unter Verwendung des Computerprogramms IGOR Pro (WaveMetrics) durch Fitten der

ermittelten Kraft-Dehnungskurven auf Basis eines Modells von Heidelberg et al.”**:

192E1 8EA 3
13 AZMitte + L3 AZMitte [Formel 7]

FMitte -

Die Querschnittsfliche A und das Flachentragheitsmoment / konnten aus den Faserquerschnitten
abgeleitet und berechnet werden. Die Formel beinhalten zwei mechanische Komponenten — eine
lineare und eine kubische Abhdngigkeit der Kraft von der lateralen Deformation A zy;4+.. Beide
Komponenten sind abhadngig vom Elastizitdtsmodul E und der Faserldnge L. Die lineare Komponente
beinhaltet das Flachentragheitsmoment / und reprasentiert die Kraftkomponente der elastischen
Biegung der Faser, welche insbesondere bei Deformationen kleiner dem Faserradius ins Gewicht
fallt. Mit zunehmender Deformation dominiert schlieflich die kubische Komponente, die unabhangig
vom Flachentrdagheitsmoment, jedoch abhéngig von der Querschnittsflache A ist. Sie beschreibt die
Kraft, die aufgrund der Dehnung der Faser auftritt. Anhand dieser Auswertung konnte der
Elastizitditsmodul ermittelt werden und fiir groRe Deformationen eine Abschatzung der effektiven

Zugfestigkeit, Bruchdehnung und Zahigkeit berechnet werden. Um eine kontrollierte Luftfeuchtigkeit
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einstellen zu koénnen, wurden die Versuche in einer Luftfeuchtigkeitszelle (Asylum Research)
durchgefiihrt. Die Luftfeuchtigkeit wurde lber einen Zustrom von feuchtem und trockenem Helium

angepasst. Die Versuche wurden bei 10, 30 und 80 % r.H. durchgefiihrt.

2.2.5.3 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die Transmissionselektronenmikroskopie wurde eingesetzt, um die Adhasionsmechanismen von
Fibroblasten auf eADF4-Vliesen zu untersuchen. Die Methode ist eng verwandt mit der
Rasterelektronenmikroskopie (Kapitel 2.2.5.1), wobei der Elektronenstrahl bei der TEM eine
ausreichend diinne Probe durchdringt und die Elektronen detektiert werden, die durch die Probe
hindurchdringen.”*” Die Methode eignet sich besonders gut fiir biologische Proben, da deren
Hauptbestandteile Wasserstoff, Stickstoff und Sauerstoff Elektronen aufgrund ihrer niedrigen

Kernladungszahl nur geringfiigig ablenken und sie deshalb verhaltnismaRig dick sein diirfen.!?**!

Fiir die TEM-Untersuchungen mussten die Proben zunachst fixiert werden. Die Fixierung wurde von
Kristin Schacht, Lehrstuhl Biomaterialien, Universitdt Bayreuth, durchgefiihrt. Dazu wurden die
Proben aus dem Zellkulturmedium entnommen und im Fixiermittel (80 mM HEPES, 3 mM CaCl,,
2,5% Glutaraldehyd, pH 7,3) fir 20 min bei 37 °C inkubiert. Im nachsten Schritt wurde das
Fixiermittel ersetzt und die Proben zunachst 30 min bei Raumtemperatur, und anschlieffend nach
weiterem Austausch des Fixiermittels 60 min bei 4 °C inkubiert. Nach zwei 5-10 minitigen
Waschschritten mit Fixiermittel wurden die Proben zur Kontrastierung fiir 60 min in wassrige 1 %ige
Osmoniumtetroxidlosung gegeben. AnschlieBend wurden die Proben dreimal mit destilliertem
Wasser gewaschen und schlieBlich in 1 % DifcoTM Agar Noble (Becton) eingebettet (die Agarose
wurde zum Verflissigen in einer Mikrowelle aufgekocht). Nach dem Ausharten wurde die Agarose in
kleine Teile geschnitten, die zur Kontrastierung (iber Nacht bei 4 °C in wadssriger 1 %iger
Uranylacetatlosung gelagert wurden. Die Dehydrierung wurde mittels Konzentrationsgradienten in
Ethanol (30 %, 50 % je 20 min bei 4 °C und 70 %, 90 % sowie 2 x 100 % je 20 min bei -22 °C) mit
anschlieRender Propylenoxidspiilung (2 x fir 20 min bei -22 °C) durchgefiihrt. Das Propylenoxid
wurde danach im Abzug verdampft und die Agarosebléckchen fir 7 h mit Glycidether 100 (Serva)
infiltriert. AnschlieBend wurden dinne Schichtschnitte (60 - 70 nm) mit einem Ultra 35°
Diamantmesser (Diatome) auf einem EM UC6 Ultramikrotom (Leica Microsystems) vorgenommen.
Die Schnitte wurden auf Pioloform-Kupfernetzen (Plano) platziert und mit Uranylacetat und

Bleicitrat gefarbt. AnschlieRend konnten die Proben mit einem JEM-2100 TEM (JEOL) bei einer
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Spannung von 80 kV untersucht werden (Kamera: Erlangshen ES500W, Gatan; Software: Digital

Micrograph Software 1.70.16, Gatan).

2.2.6 Zugversuche

Um die mechanischen Eigenschaften von eADF4-, PCL und PA6-Garnen sowie nassgesponnener
eADF3-Fasern und natlrlicher A. diadematus Dragline zu untersuchen, wurden Spannungs-
Dehnungskurven mit einer Electroforce 3200 Zugmaschine (Bose) durchgefiihrt. Beim klassischen
Zugversuch wird eine Probe mit definierter Lange L, und Querschnittsfliche A, kontinuierlich
gedehnt und dabei die Kraft F gemessen, die wahrend der Deformation AL von der Probe
aufgenommen wird. Die dabei auftretende Spannung o: und Dehnung &; kdnnen wie folgt berechnet

werden (das E im Subskript steht flir Engineered):

F
Op = — [Formel 8]
A
AL
E=— [Formel 9]
Lo

Bei dieser Form der Auswertung werden die Dehnung und Spannung auf Basis der urspriinglichen
Lange und Querschnittsfliche der Probe berechnet. Dabei wird jedoch nicht die Verjingung des
Querschnitts wahrend der Messung beriicksichtigt. AuBerdem wird eine Langenzunahme der Probe
wahrend der Messung immer auf die urspriingliche Lange bezogen, wobei die bereits aufgebrachte
vorhergehende Ldangenzunahme vernachlassigt wird. Diese Effekte fallen jedoch vor allem bei
groRBen Dehnungen ins Gewicht. Deshalb wurden die Kraft-Deformationskurven im Rahmen dieser
Arbeit nach der Methode der wahren Spannung und Dehnung ausgewertet.”™ Fiir die Berechnung
der wahren Spannung wird dabei von einem konstanten Probenvolumen wahrend der Messung
ausgegangen, weshalb fir den Querschnitt A und die Lange L der Probe in einem beliebigen Stadium

der Messung gilt:

A-L=A4,'Ly [Formel 10]

Es folgt also unter Einbezug von Formel 8 fiir die Berechnung der wahren Spannung a,,:

F F L
Ow=4=1T"1= op(1+ &) [Formel 11]
o Lo
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Die wahre Dehnung kann als Summe infinitesimal kleiner Dehnungen de betrachtet werden, die
durch Langenanderungen dL der aktuellen Probenlange L zum Zeitpunkt der Langendnderung

zustande kommen:

dL
de = T [Formel 12]

Durch Integration von Formel 12 mit der urspriinglichen Lange L, und der finalen Liange L; als
Randbedingungen ergibt sich fiir die wahre Dehnung €,

LpdL L Lo+AL
g, = [de= LOFT =In (i) =lIn (%) =In(1+¢&g) [Formel13]

Diese Auswertung von Kraft-Deformationskurven nach der wahren Spannung und Dehnung wurde in
der Literatur vielfach zur Bestimmung mechanischer Eigenschaften von Spinnenseide eingesetzt und
fand auch im Rahmen dieser Arbeit Anwendung.?***® Fiir die Zugversuche wurden trockene
Garne/Fasern zunachst in ca. 1 cm lange Segmente geschnitten und mit Nagellack (Maybelline) auf
lasergecuttete Rahmen (Spaltbreite: 2 mm) geklebt (Abbildung 22). Die Proben wurden bis zur
Messung bei Raumtemperatur gelagert. Fir die Zugmessungen wurden die fixierten Fasern in die
Klemmbacken der Zugmaschine eingespannt und die Stege der Rahmen durchtrennt. Bei den
Kraftmessungen wurden zwei verschiedene Kraftmessdosen (Nennkraft: 0,49 N und 2,45 N)
verwendet, die jeweils auf Basis der zu erwartenden maximalen Kraft beim Materialversagen
ausgewahlt wurden. Die Kraft-Deformationskurven wurden im Computerprogramm Wintest 4.1
(Bose) mit einer Auflésung von 2 Messpunkten pro Sekunde aufgezeichnet und fir die weitere

Auswertung mit Excel (Microsoft) als Datenpunkttabellen exportiert.

£ (%) e (%)

Motor ¢ unbelastete Probe gerissene Probe
Probe

Spalt: 2mm II/
N\

Rahmen Kleber

Faser/Garn

Kraftmessdose

Fixierung auf Rahmen Anbringung in Zugaufbau Zugversuch

Abbildung 22: Vorgehensweise bei Zugversuchen: Zunichst wurden die Fasern/Garne auf Rahmen geklebt und
anschlieBend in den Klemmbacken der Zugmaschine fixiert. Nachdem die Stege des Rahmens durchtrennt wurden,
konnten die Proben durch einen Motor gedehnt und die dabei auftretende Kraft bis zum Bruch gemessen werden.
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Die Zugversuche wurden unter definierten Feuchtigkeitsbedingungen durchgefiihrt. Zu diesem
Zweck wurde eine Kammer gebaut, die den Messaufbau umschlieft und mit einer
Luftfeuchtigkeitsregelung (Mytrom) definierte Messbedingungen geschaffen. Die Luftfeuchtigkeit
wurde dabei durch einen Ultraschall-Luftbefeuchter erhéht und durch Zustrémen von trockenem
Stickstoff reduziert. Die Feuchtigkeitsmessung erfolgte durch zwei Sensoren, die jeweils im Abstand
von ca. 2 cm gegeniberliegend an der eingespannten Probe positioniert waren, wobei der zweite
Sensor lediglich zur Kontrolle eingesetzt wurde. Die Abweichung der beiden Sensoren betrug im
equilibrierten Zustand maximal 2 %. Fiir Versuche, die unter dynamischen Feuchtigkeitsbedingungen
durchgefihrt wurden, wurde die Luftfeuchtigkeit am Computer (iber die Software iTools Engineering

Studio aufgezeichnet.

Im Rahmen der Arbeit wurden vier verschiedene Prifverfahren eingesetzt (Abbildung 23). Zur
Ermittlung mechanischer Kennwerte wie Zugfestigkeit, Bruchdehnung, Elastizitdatsmodul und
Zahigkeit wurde ein quasistatischer Zugversuch durchgefiihrt (Kapitel 3.3.2.). Ferner wurden
dynamische Zugversuche eingesetzt, um das Relaxations- (Rechteck), sowie Ermiidungsverhalten
(Dreieck) der Garne/Fasern zu untersuchen (Kapitel 3.3.5). Um das Superkontraktionsverhalten der
Proben zu beurteilen wurden sie in einem weiteren Versuch im entspannten Zustand fixiert und ihre

mechanische Reaktion auf dynamische Luftfeuchtigkeitsanderungen untersucht (Kapitel 3.3.6).

A Rampe . A Rechteck A Dreieck £

£ £ E1 S

3 3 % £

m] o (m] a

Zeit Zeit Zeit Zeit

quasistatischer Zugversuch dynamische Zugversuche Luftfeuchtigkeitseinfluss
- lineare Deformationsrampe - dynamischer Deformation - keine Deformation
- konstante Luftfeuchtigkeit - konstante Luftfeuchtigkeit - dynamische Luftfeuchtigkeit
- zerstérendes Verfahren - nicht zerstérendes Verfahren - nicht zerstérendes Verfahren

Abbildung 23: Uberblick iiber mechanische Priifverfahren, die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt wurden,.

Die individuell verwendeten Messparameter sind im Ergebnisteil bei den jeweiligen Versuchen

aufgefihrt.
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2.2.7 Zellkulturexperimente

Um das Wachstumsverhalten von Fibroblasten auf eADF4(C16)-Vliesen mit unterschiedlichen
Faserdurchmessern zu untersuchen, wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Aldo Leal-Egaia (Lehrstuhl
Biomaterialien, Universitdt Bayreuth) Adhédsions- und Proliferationsexperimente anhand der
Mausfibroblastenzelllinie M-MSV-BALB/3T3 (European Collection of Cell Cultures) durchgefiihrt. Zu
diesem Zweck wurden die nachbehandelten Vliese auf ringférmige Rahmen (CellCrown Inserts,
Scaffdex) gespannt und in unbehandelten Zellkulturplatten (Nunc) fixiert. Die Zellkulturplatten
bieten eine ungeeignete Adhasionsgrundlage fir Fibroblasten, so dass bei den Versuchen davon
ausgegangen werden konnte, dass die Zellen ausschlieBlich auf den Vliesen wuchsen. Als
Positivkontrolle wurden analog Fibroblasten auf behandelten Zellkulturplatten (Nunc) kultiviert, die
den Zellen eine sehr gute Adhasionsgrundlage bieten. Die Adhasion ist flir M-MSV-BALB/3T3 Zellen
eine Grundvoraussetzung fiir ihr Uberleben und ihre Proliferation. Zellen die nicht adhirent sind

sterben innerhalb weniger Stunden.

2.2.7.1 Zellkulturmedium und Inkubationsbedingungen

Als Kulturmedium wurde DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Biochrom) verwendet.
Zusatzlich wurde dem Medium 10 % v/v FBS (Fetal Bovine Serum, Biochrom) zugegeben, um die
Proliferation aufgrund der enthaltenen Proteine und Wachstumsfaktoren zu beglinstigen.
L-Glutamin spielt in der Zellkultur eine wichtige Rolle bei der Energieerzeugung sowie zur Synthese
von Nukleinsduren und Proteinen. In Losung neigt es jedoch zur Zyklisierung, wobei Ammoniak
freigesetzt wird. Um zu verhindern, dass toxisches Ammoniak entstand, wurde 1 % v/v GlutaMAX
(GIBCO) beigegeben. GlutaMAX enthalt eine stabilisierte Dipeptidform von L-Glutamin, namlich
L-Alanyl-L-Glutamin, die auch bei ldngeren Inkubationszeiten stabil bleibt und kein Ammoniak
freisetzt. AuRerdem wurden 0,1 % v/v des Breitbandantibiotikums Gentamicinsulfat (Sigma-Aldrich)
zugegeben, welches das Wachstum einer Vielzahl sowohl gramnegativer als auch grampositiver
Mikroorganismen inhibiert. Somit wurde sichergestellt, dass es zu keiner Bakterienkontamination im
Medium kam. Die Zellen wurden fir alle Versuche bei einer Temperatur von 37 °C, einer

Luftfeuchtigkeit von 95 % und einem CO,-Gehalt von 5 % unter Riihren im Brutschrank inkubiert.
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2.2.7.2 Zelladhdsionsversuch

Bei einem Adhasionsversuch wird die Fahigkeit von Zellen untersucht, auf einer gegebenen
Substratoberflaiche zu adharieren. Ob eine Oberfliche zum Zellbewuchs geeignet ist hangt
malgeblich von drei physikochemische Faktoren ab: die chemischen, die morphologischen und die
mechanischen Oberflécheneigenschaften.[219] Im Rahmen dieser Arbeit wurden eADF4-Vliese mit
unterschiedlichen Faserdurchmessern als Wachstumssubstrate eingesetzt und auf diese Weise die

morphologischen Adhasions- und Proliferationsbedingungen fiir Fibroblasten variiert.

Fir die Adhasionsversuche wurden nachbehandelte Vliese auf CellCrown Inserts fixiert (Fldche:
0,79 cm?) und in unbehandelte 24-Well Zellkulturplatten gegeben. Im Folgenden wurde zunéchst
1 ml Kulturmedium (Kapitel 2.2.7.1) und anschlieRend eine konzentrierte Zellsuspension zugegeben.
Die Vorkultur der Zellsuspension wurde von Dr. Aldo Leal-Egaiia angesetzt. Bei der Zugabe der Zellen
wurde die Menge so gewahlt, dass durch Zellsedimentation eine theoretische Zelldichte von ca.
100.000 Zellen/cm? auf der Vliesoberfliche auftrat. Nach 4 h Inkubationszeit wurden zwei
Waschschritte mit PBS-Puffer (Sigma-Aldrich) durchgefiihrt, um tote und nicht adharente Zellen zu
entfernen. Fir die analytische Auswertung der Experimente wurden anschlieBen 10 % v/v CellTiter-
Blue (Promega) zugegeben und die Kultur fir weitere 2,5 h inkubiert. Wahrend dieser Zeit kam es
durch die Fibroblasten zur Metabolisierung des im CellTiter-Blue enthaltenen Resazurins, welches
blau und nicht fluoreszierend ist. Dabei entstand Resorufin, was wiederum bei einer Anregung mit
Licht der Wellenlange A., = 530 nm zur Fluoreszenz mit einer Wellenlange A., = 590 nm fihrt. Je
mebhr vitale Zellen in der Kultur waren, desto mehr Resorufin wurde also hergestellt. Die quantitative
Analyse erfolgte durch Fluoreszenzmessungen in einem Mytras LB 940 Plattenlesegerat (Berthold)
mit einer Messdauer von 0,5 s und unter Verwendung von F530- und F600-Filtern fiir die Anregung
und Emission der Strahlung. Bei der Auswertung wurde die Fluoreszenzintensitidt der Kulturen in
behandelten Zellkulturplatten als Positivkontrolle und somit 100 % definiert und die Messwerte der

Kulturen auf eADF4-Vliesen anteilsmalig darauf referenziert.

2.2.7.3 Zellproliferationsversuch

Beim Proliferationsversuch wurde das Wachstumsverhalten der Zellen Uber sechs Tage, also lber
mehrere Teilungszyklen, untersucht. Die verwendeten Fibroblasten bilden Monofilme, so dass das
Wachstum der Kultur durch die verfligbare freie Oberflache limitiert ist. Um zu verhindern, dass

unzureichend freie Vliesoberfliche die Proliferation der Zellen wahrend der Versuchsdauer
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inhibierte, wurden unbehandelte 6-Well Zellkulturplatten fiir gréRere CellCrown-Inserts (5,31 cm?)
als beim Adhéasionsversuch verwendet. Ferner wurde mit einer geringeren Anfangszelldichte (5000
Zellen/cm?) bei einem Volumen von 3 ml Kulturmedium gearbeitet. Nach der 4-stiindigen
Adhasionsphase wurde zweimal mit PBS-Puffer (Phosphatgepufferte Kochsalzlosung) gewaschen,
um nicht adhdrente und tote Zellen zu entfernen. Im weiteren Verlauf des Experiments wurde
taglich einmal mit PBS gewaschen und die Kultur fur 2,5 h in Medium mit 10 % v/v CellTiter-Blue
inkubiert. Anschliefend wurde, wie im Adhasionsversuch (Kapitel 2.2.7.2), die Resorufinfluoreszenz
als Indikator fir die Anzahl vitaler Zellen gemessen. Als Blank wurde die Intensitdt von Medium mit
10% v/v CellTiter-Blue ohne Zellen gemessen. Als Positivkontrolle wurde, wie bei den
Adhéasionsversuchen, die Fluoreszenzintensitit der Medien von Zellkulturen auf behandelten
Zellkulturplatten hinzugezogen. Auf Basis der taglich durchgefiihrten Fluoreszenzmessungen und
dem zeitlichen Verlauf der Intensitaten konnte das Wachstum der Kulturen auf unterschiedlichen

Substraten verfolgt werden.

Allgemein kann davon ausgegangen werden, dass die Zellen zunachst an der Vliesoberflache

adharieren, dann eine Adaptionsphase durchlaufen, in der sie ihren Metabolismus an das Medium
oy . i ax .
anpassen, und schlieBlich in der exponentiellen Phase proliferieren. Das Zellwachstum 2 n der

exponentiellen Phase ldsst sich mathematisch durch ein Monod-Modell erster Ordnung beschreiben,

indem die zeitabhangige Konzentration X(t) vitaler Zellen, die Inkubationsdauer t, sowie die

Proliferationsrate u und die Sterberate K, einbezogen werden:**

Z—): = X(t) . (ﬂ — Kd) [Formel 14]

Da es sich bei M-MSV-BALB/3T3 um eine immortalisierte Zelllinie handelt und die Versuchsdauer
relativ kurz war (6 Tage), wurde fir die Auswertung angenommen, dass die Sterberate K, relativ zur

Proliferationsrate u vernachldssigbar ist. So ergibt sich die vereinfachte Formel:

Ky << p- Z—):=M'X(t) [Formel 15]

Durch Integration kann die Formel wie folgt umgeschrieben werden:

1
de = f[ldt [Formel 16]
InX®)=pu-t+c [Formel 17]
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Als proportionales MaR fir die zeitabhdngige Konzentration der Zellen X(t) wurde im Rahmen dieser
Arbeit der zeitliche Verlauf der Fluoreszenzintensitdt verwendet. Die gemessenen Intensitaten /(t)
wurden dabei um den Wert der Blindprobe /; korrigiert. Um diese Werte mathematisch auswerten
zu kénnen, wurde Formel 17 wie folgt transformiert, wobei I, die Intensitdt am ersten Tag ist:

I(t)-1
In (TIBB) =u-t+c [Formel 18]

Fiir die Auswertung der gemessenen Kurven wurde Formel 18 verwendet. Zu diesem Zweck wurden
die Verlaufe der Fluoreszenzintensitaten aller Proben logarithmisch (iber die Zeit aufgetragen.
Anhand dieser Auftragung konnte der Zeitbereich des exponentiellen Wachstums als linearer
Kurvenverlauf identifiziert und in Excel (Mikrosoft) gefittet werden. Die Steigung der
entsprechenden Ausgleichsgeraden spiegelte die Proliferationsrate wieder, auf deren Basis
wiederum die Verdopplungszeit T, berechnet werden konnte. Dabei handelt es sich um die Zeit, die

eine Kultur braucht um ihre Anfangspopulation X, um Faktor zwei zu vergroRern:

X(Ty =2-Xp [Formel 19]
2:-Xo=Xg-etld [Formel 20]
Ty = mTZ [Formel 21]

Somit konnte auf Basis von Formel 18 und Formel 21 das Proliferationsverhalten der Zellen auf

unterschiedlichen Substraten charakterisiert werden.

2.2.8 Luftdurchldssigkeitsmessung

Um die Luftdurchldssigkeit kommerzieller Filtergewebe nach dem elektrostatischen Bespinnen mit
eADF4(C16)-Fasern zu untersuchen, wurden entsprechende Messungen mit einem Akustron
Luftdurchlassigkeitstester (Thwing-Albert) durchgefiihrt. Das Gerat erfiillt die Normen DIN 53887,
DIN 53120, ISO 9237 und ASTM D737-96 und eignet sich fiir einen Messbereich von 30 — 3000 I/m’s
bei einer Druckdifferenz von 200 Pa. Dabei wird die Probe zwischen zwei Membranen fixiert, die wie
bei einem Lautsprecher, mit Schwingspulen in Elektromagneten gekoppelt sind. Die untere
Membran wird durch den Elektromagneten aktiv in Schwingung versetzt und erzeugt somit eine

oszillierende Luftsdule, die durch die Probe gelangt und die Membran auf der anderen Seite der
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Probe in Vibration versetzt. Diese Schwingungen konnen anhand der resultierenden Induktion in der
Spule des Elektromagneten gemessen und somit Riickschlisse auf die Luftdurchladssigkeit der Probe
gezogen werden. Fiir die Messungen wurden Polyamidgewebe elektrostatisch besponnen und ihre
Luftdurchlassigkeit im trockenen Zustand gemessen. Dabei betrugen die gemessenen Flachen

jeweils 5x 12 cm.
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3 Ergebnisse
3.1 Konzeption und Umsetzung einer Anlage zum elektrostatischen Spinnen

3.1.1 Aufbau einer Anlage zum elektrostatischen Spinnen

Um ein moglichst breites Spektrum an Experimenten zu ermdéglichen wurde eine neue Anlage zum
elektrostatischen Faserspinnen konzeptioniert und etabliert (Abbildung 24, A). Aufbauend auf dem
Systemstandard (Spritzenpumpe, Kapillare und Hochspannungsmodul), sollte die Anlage primar flr
die Herstellung von einerseits groReren Vliesflichen sowie andererseits fir das Spinnen
ausgerichteter Fasern geeignet sein. Die Anlage wurde in Zusammenarbeit mit Anja Lauterbach am
Lehrstuhl fir Biomaterialien entworfen und von der Mechanikwerkstatt der Universitdat Bayreuth
gebaut. Zudem wurde von der Elektronikwerkstatt der Universitdt Bayreuth eine Software

entwickelt, durch die sich die komplette Anlage computersteuern lasst.

Um groRe Flachen moglichst homogen bespinnen zu koénnen verfligt die Anlage (iber eine
programmierbare X-Y-Steuerung der Spinnvorrichtung (Abbildung 24, B). Der Spinnkopf (bestehend
aus Spritze mit Kanlile, Spritzenpumpe und Mikroskopkamera) wird dabei wie bei einem Plotter liber
zwei Schienen bewegt. Der Bewegungsablauf wird lber die Software mit dem Ein- bzw. Abschalten
der Hochspannung synchronisiert. Die maximal bespinnbare Flache betragt 74 x 94 cm (0,7 m?). Die
Kandle ist mit der Hochspannungsquelle verbunden und wird von einer PVC-Rohre
(Innendurchmesser: 50 mm, AuBendurchmesser: 54 mm, Hohe: 50 mm) in radialer Richtung
abgeschirmt. An der Innenseite der Rohre befindet sich eine Ringelektrode (Breite: 10 mm), die mit
dem Potential der Kanile geladen ist (Abbildung 24, C). Um die Ausbildung des Taylor-Konus, sowie
FlieRinstabilitaten und Vertrocknungserscheinungen an der Kaniilen6ffnung im Detail beobachten zu

kénnen wurde eine Mikroskopkamera an einem Schwanenhals angebracht.

Fur das Verspinnen ausgerichteter Fasern wurde ein rotierender Zylinder (@ 14 cm) angebracht
(Abbildung 24, D, links). Dieser wird Uber einen Elektromotor angetrieben und kann Drehzahlen bis
zu 4500 rpm erreichen, wobei die resultierende Oberflichengeschwindigkeit 33 m/s betragt. Der
Zylinder besteht aus PVC, auf das zwei rundumlaufende Kontaktstreifen aus Aluminium geklebt sind.
Der erste Streifen (Breite: 1cm) wird Uber einen Schleifkontakt mit einer zweiten
Hochspannungsquelle verbunden. Uber einen querlaufenden Streifen (Breite: 2 mm) wird der zweite
Kontaktstreifen (Breite: 2 mm), der als Gegenelektrode fungiert, mit dem Schleifkontakt verbunden.
Um, mit Ausnahme der Gegenelektrode, alle kontaktierten Teile (Schleifkontakt, Querkontakt) als

unerwiinschte potentielle Faserattraktoren abzuschirmen, wurde auf den Zylinder eine PVC-
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Verschalung gesetzt (Abbildung 24, D, rechts). An der Oberseite der Verschalung befindet sich eine
kreisformige Offnung (Durchmesser: 45 mm), die exakt Uber der Gegenelektrode liegt und die
Ablage der Fasern an dieser Stelle ermdglicht. Aufgrund der Rotation des Zylinders entsteht an der
Offnung ein Luftsog, der die Ablage der Fasern auf dem Aluminiumstreifen begiinstigt. Um
kontrollierte Umgebungsbedingungen zu schaffen, ist die Anlage mit einer Luftfeuchtigkeitsregelung

(Mytron Feuchtigkeitsregler FR 400) ausgestattet.

X-Y-Plotter

Computergesteuert:

- Hochspannungsquelle
- X-Y-Plotter .
- Mikroskopkamera Mikroskopkamera

Spinnkopf

Abschirmung

Kantle

Ringelektrode -

Spinnkopf (Schnitt)

Zylinder
Aluminium- \ VeFSCI'@Jng

streifen R

Moto,

Hochspannungsquelle

Schleifkontakt

Manuelle Héheneinstellung des Kollektors Kollektor

Abbildung 24: CAD-Konstruktion der gesamten Elektrospinnanlage (A). Der Spinnkopf, die Spritzenpumpe und die
Mikroskopkamera sind an einem X-Y-Plotter angebracht, der die computergesteuerte Koordination liber dem Kollektor
ermaoglicht (B). Der Spinnkopf besteht aus der kontaktierten Kaniile sowie einer Abschirmung an deren Innenseite eine
Ringelektrode angebracht ist, die dasselbe Potential wie die Kaniile tragt (C). Um ausgerichtete Fasern herzustellen wird
ein rotierender Zylinder als Kollektor eingesetzt (D). Der Zylinder wird durch einen Elektromotor angetrieben und ist von
einer Verschalung umgeben, die als Feldabschirmung dient und den Einfluss der Luftstromung reduziert. Sie ist mit einer

Offnung versehen, die sich auf Hohe der Gegenelektrode befindet und die Ablagerung der Fasern auf dem Zylinder
ermoglicht.
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3.1.2 Einfluss der Abschirmungen und Elektrodengeometrie

Um eine kontrollierte Ablage der Fasern auf dem Kollektor zu gewahrleisten, wurden
Abschirmungen sowohl am Spinnkopf als auch am Kollektor angebracht (Abbildung 24, C, D). Die
Abschirmungen bestehen aus PVC und wirken im elektrischen Feld als Dielektrikum. Die obere
Abschirmung wurde so am Spinnkopf angebracht, dass die radiale Feldkomponente an der Kaniile,
und somit die nach aullen wirkende Kraft auf geladene Teilchen, reduziert wurde. Zu diesem Zweck
wurde an der Innenseite der Abschirmung eine Ringelektrode mit gleichem Potential wie das der
Kantlle angebracht, die die Ausrichtung des elektrischen Feldes in vertikale Richtung verstarken
sollte. Die Verschalung des Zylinders sollte den Einfluss von Luftverwirbelungen aufgrund hoher

Drehzahlen reduzieren und die gezielte Faserablage an der Gegenelektrode begiinstigen.

Um Riickschlisse auf den Einfluss der Abschirmungen zu ziehen, wurden drei Konstellationen
betrachtet und die jeweiligen elektrostatischen Felder simuliert. Abbildung 25 zeigt die untersuchten
Aufbauten und darunter die in der Praxis erzielten Ergebnisse. Im Hintergrund sind zur
Veranschaulichung die simulierten elektrischen Felder abgebildet, auf die nachfolgend genauer
eingegangen wird. Die Fasern wurden jeweils aus 10 % w/v eADF4(C16) in HFIP versponnen
(Spinnparameter: Drehzahl n = 4500 rpm, Spannung oben Uy = -20 kV, Spannung unten U, = 10 kV,
Flussrate V = 14 ul/min, Spinndauer t = 4 min, Spinnabstand d = 20 cm, Innendurchmesser der
Kantle d¢ = 0,8 mm, relative Luftfeuchtigkeit: 50 % r.H.). Auf den Zylinder wurde ein Streifen aus
schwarzem Papier geklebt, auf dem die abgelegten Fasern als weilRer Niederschlag gut sichtbar
waren und sich spater einfach abziehen lieBen. Der Anteil an Fasern, die sich am Kollektor
ablagerten, wurde bestimmt, indem die Fasermatten nach dem Verspinnen vom Papier abgezogen
und gewogen wurden. Die jeweilige Masse wurde mit der versponnenen Proteinmenge verglichen
und somit ein prozentualer Anteil an abgelagertem Material bestimmt. Beim Aufbau ohne
Abschirmungen lagerten sich 79 % des versponnenen Materials in Form von Fasern homogen Uiber
der gesamten Flache des Papiers ab (Abbildung 25, A). Durch Verschalung des rotierenden Zylinders
wurde zwar die Ablagerung der Fasern auf einen kleineren Bereich beschrankt, jedoch kam es hier
zu einem groRen Materialverlust, da nur 11 % der Proteinmasse auf dem Kollektor zu finden waren
(Abbildung 25, B). Eine deutliche Verbesserung konnte durch die Ringelektrode am Spinnkopf erzielt
werden (Abbildung 25, C), wobei sich 88 % des versponnenen Proteins in Form von Fasern auf einer

definierten Breite (ca. 3,5 cm) ablagerten.
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Faserablagerung: 88 %

Abbildung 25: Ubersicht iiber die drei getesteten Aufbauten und die resultierende Faserverteilung mit Angabe des
Proteinmassenanteils, der sich auf dem Kollektor anlagerte: Aufbau ohne Abschirmungen (A), Aufbau mit Verschalung
am Kollektor (B) sowie Aufbau mit Ringelektrode am Spinnkopf und Verschalung am Kollektor (C).

Faserablagerung: 79 % Faserablagerung: 11 %

Um insbesondere den positiven Effekt der Abschirmungen mit der zusatzlichen Ringelektrode am
Spinnkopf theoretisch nachvollziehen zu koénnen, wurden elektrostatische Feldsimulationen
durchgefiuhrt. Dabei wurde zur Vereinfachungen ein planares 2-D Modell des Spinnaufbaus
angenommen. Die Parameter (Spannung, Abstand, BemaRungen) wurden entsprechend dem
praktischen Versuch eingestellt. Abbildung 26 zeigt die farblich markierte Verteilung der Feldstarke
sowie die Feldvektoren (Pfeile) und Aquipotentiallinien (Konturen). Aus den Simulationen geht
hervor, dass die Verschalung des Zylinders nur einen geringfiigigen Einfluss auf das elektrische Feld
hat, der sich auf einen kleinen Bereich oberhalb der Gegenelektrode beschrdnkt (vergleiche
Abbildung 26, A und B). Durch Einbau der Abschirmung mit der Ringelektrode hingegen ist eine
deutliche Verdnderung der Feldverteilung zu erkennen (Abbildung 26, C). Die Feldstdarke nimmt im
mittleren Bereich zwischen den beiden Elektroden zu, wiahrend die Feldvektoren unterhalb der

Kanileno6ffnung in vertikaler Richtung umgelenkt werden.
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Elektrische Feldstéarke IEI, (Vim)
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Abbildung 26: Elektrostatische Feldsimulationen der drei verschiedenen Aufbauten: Aufbau ohne Abschirmungen (A),
Aufbau mit Verschalung am Kollektor (B), Aufbau mit Ringelektrode am Spinnkopf und Verschalung am Kollektor (C).
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Da vor allem die Richtung der Feldvektoren entscheidend fiir die Flugbahn der Fasern ist, wurden im
Folgenden die Feldstarkenprofile (von der Mittelachse der Kanile jeweils 10 cm nach links und
rechts) nahe der Kollektorelektrode (vertikale Abstande: 1 mm, 5 mm, 20 mm) betrachtet. Dabei
wurden die Feldvektoren in ihre vertikalen und horizontalen Komponenten E, und E, unterteilt und

die resultierenden Feldstarkenprofile fiir den Aufbau ohne Verschalung (Abbildung 27, A-C) und mit

Verschalung (Abbildung 27, D-F) aufgetragen.
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Abbildung 27: Unterteilung der Feldvektoren in vertikale und horizontale Komponenten E, und E; in unterschiedlichen
Abstdnden des Kollektors (1 mm, 5 mm, 20 mm). Schematische Darstellung des Kollektors ohne Verschalung mit den fiir
die Simulation verwendeten Profillinien (A) und den daraus resultierenden Diagrammen fiir die vertikal (B) und die
horizontal (C) gerichteten Feldstirkenprofile. Zum Vergleich: Aufbau mit Verschalung des Kollektors (D) sowie die
zugehdorigen Diagramme der vertikalen (E) und horizontalen Feldkomponenten (F).
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Aus den Kurven lasst sich schlieRen, dass die Verschalung des Kollektors weder in vertikaler
(vergleiche Abbildung 27, B und E), noch in horizontaler Richtung (vergleiche Abbildung 27, C und F)
einen malgeblichen Einfluss auf Richtung oder Starke des elektrischen Feldes hatte. Wie aus den
praktischen Versuchen hervorging, spielte vor allem die Ringelektrode am Spinnkopf eine
entscheidende Rolle bei der Fokusierung der Faserflugbahn. Diese Beobachtung konnte anhand der
Simulation erklart werden. Analog zu Abbildung 27 wurden auch hier die Feldstarkenprofile nahe der

Kantleno6ffnung, sowohl fir den Aufbau ohne (Abbildung 28, A-C) als auch mit Ringelektrode

(Abbildung 28, D-F), betrachtet.
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Abbildung 28: Unterteilung der Feldvektoren in vertikale und horizontale Komponenten E, und E;, in unterschiedlichen
Abstdanden der Kaniilen6ffnung (1 mm, 5 mm, 10 mm). Schematische Darstellung des Spinnkopfes ohne Abschirmung
mit den fiir die Simulation verwendeten Profillinien (A) und den daraus resultierenden Diagrammen fiir die vertikal (B)
und die horizontal (C) gerichteten Feldstdrkenprofile. Zum Vergleich: Aufbau mit Ringelektrode (D) sowie die
zugehorigen Diagramme der vertikalen (E) und horizontalen Feldkomponenten (F).
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In den Diagrammen der vertikalen Feldstarkenkomponente resultieren aus dem Einfluss der
Ringelektrode zwei zusatzliche Maxima, links und rechst des Peaks der Kaniile, welcher im Vergleich
zum Aufbau ohne Abschirmung um ca. 51 % (Distanz: 1 mm) an Intensitdt verliert (vergleiche
Abbildung 28, B und E). Entscheidend fur die Flugbahn der Fasern ist jedoch primar die horizontal
gerichtete Komponente des elektrischen Feldes, die durch die Ringelektrode an der Kaniile um ca.
63 % (Distanz: 1 mm) reduziert wird. Zudem kommt es im Abstand von ca. 1,5 cm links und rechts
der Kanile zu einem Richtungswechsel der Feldstarke hin zur Kanile. Dies bedeutet, dass die Faser
bei Erreichen dieses Radius eine Kraft nach innen erfdahrt, wodurch die Flugbahn der Faser nach

aulen begrenzt wird.

3.1.3 Einfluss der Rotationsgeschwindigkeit der Kollektorrolle

Der Einfluss der Rotationsgeschwindigkeit der Kollektorrolle auf die Faserorientierung wurde
untersucht, indem Fasermatten aus eADF4(C16) (10 % w/v in HFIP) unter Vorgabe unterschiedlicher
Drehzahlen (0, 1000, 2000, 4000, 4500 rpm) hergestellt und rasterelektronenmikroskopisch
analysiert wurden. Dabei wurden dieselben Prozessparameter wie in 3.1.2 verwendet. Der Grad der
Faserausrichtung wurde anhand der REM-Aufnahmen bestimmt (Abbildung 29, A-C), wobei die
Winkelausrichtung von jeweils 200 Fasern mittels einer Bildverarbeitungssoftware (Imagel 1.43u)
gemessen und in 10°-Intervalle eingeteilt wurde. Die daraus resultierende Haufigkeitsverteilung

stand in guter Korrelation mit einer Gaul3-Verteilung (Abbildung 29, D).
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Abbildung 29: Exemplarische REM-Aufnahmen von eADF4(C16) Fasermatten, die bei unterschiedlichen Drehzahlen
(Oberflichengeschwindigkeiten) gesponnen wurden: 0 rpm (0 m/s) (A), 1000 rpm (7.3 m/s) (B) und 4500 rpm (33.0 m/s)
(C). Haufigkeitsverteilung der Faserausrichtung von eADF4(C16)-Fasern bei unterschiedlicher Drehzahl des Zylinders (D).
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Aus den Versuchen ging hervor, dass die maximale Drehzahl von 4500 rpm mit einer
Oberflachengeschwindigkeit von 33 m/s am Zylinder erforderlich ist, um die mit diesem Aufbau
bestmogliche Faserausrichtung zu erhalten. Geschwindigkeiten, bei denen die Fasern etwa zu
schnell abgezogen und eventuell zum ReiBen gebracht wurden, konnten aufgrund der limitierten
Drehzahl nicht erreicht werden. Aus der Oberflachengeschwindigkeit von 33 m/s lasst sich qualitativ
aufgrund des hohen Grades an Faserausrichtung abschéatzen, dass die Fluggeschwindigkeit der Faser

ebenfalls in dieser GréRBenordnung liegen muss.

3.2 Herstellung elektrostatisch gesponnener Fasern

3.2.1 Einfluss der Spinnldsung auf die Fasermorphologie

Um den Einfluss der Spinnlosung auf die Faserbeschaffenheit zu untersuchen wurden jeweils zwei
unterschiedliche Proteine (eADF4(C16) und eADF4(C32NR4)), sowie zwei synthetische Polymere (PCL
und PA6) unter Variation der Konzentration (6, 8, 10, 12 % w/v) in HFIP gelost (Tabelle 5).
AnschlieBend wurden die Losungen rheologisch charakterisiert und elektrostatisch versponnen. Die
daraus resultierenden Fasern wurden morphologisch untersucht und der Zusammenhang zwischen

Viskositat und Faserdurchmesser betrachtet.

Tabelle 5: Eigenschaften der versponnenen eADF4-Proteine und Polymere

Molare Masse (g/mol) Dichte (g/cm’) Nettoladung bei pH 7
eADF4(C16) 48.00022Y 1.35%777T% 16
eADF4(C32NR4) 104.000 1.31342220% 32
PCL (Capa 6506) 50.0002%%24 1,122
PA6 100007252 1,14

* Fiir die Dichte wurde eine flr Proteine allgemein charakteristische Dichte angenommen

3.2.1.1 Rheologische Charakterisierung von Spinnlésungen

Die dynamische Scherviskositdt n der Losungen wurde in Abhdngigkeit der Scherrate y durch einen
Rotationsversuch (Kegel gegen Platte) gemessen. Der verwendete Kegel hatte einen Durchmesser
von 40 mm und einen Winkel von 0,5°. Die Spaltbreite betrug 11 um und es wurde bei einer

Temperatur von 20 °C gemessen. Die Scherrate wurde wahrend der Messungen schrittweise
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logarithmisch von 2,864 s auf 286,4 s erhoht, wobei die Messdauer der einzelnen Punkte jeweils

60 s betrug. Es wurden jeweils vier Messungen pro Probe durchgefiihrt (Abbildung 30).

—— HFIP 10 % wiv
6%wv ——12%whv
8 % wiv
A ] B ]
FW

) NUUBES 8
£ o1y i~ g 015
T 5
£ =
£ 0,014 £ 0,01+

P -

1E_3 T T T T T T T T T T T T T 1E_3 T T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
Scherrate (1/s) Scherrate (1/s)
C . D .
’P‘"

3 3
a 0,14 & 0,14
5 5
b =
£ 0,015 £ 0,01

e— —

1E-3 T T T T T T T T T T T T T 1E-3 T T T T T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
Scherrate (1/s) Scherrate (1/s)

Abbildung 30: FlieBkurven von eADF4(C16) (A), eADF4(C32NR4) (B), PCL (C) und PA6 (D) bei unterschiedlichen
Konzentrationen in HFIP.

Sowohl bei Seidenproteinlésungen als auch bei synthetischen Polymerlésungen konnte ein starker
Einfluss der Konzentration auf die Viskositdat gemessen werden. Mit steigender Konzentration kam
es bei allen Losungen zu einem Anstieg der Viskositat. Beim Vergleich der FlieBkurven von
Proteinlésungen und Polymerlésungen wird deutlich, dass die Proteinldsungen bei gleicher
Konzentration insgesamt deutlich geringere Viskositaten aufweisen. Im niedrigen Scherratenbereich
von ca. 3-8 s wurde bei allen FlieBkurven ein Anstieg der Viskositit gemessen, der mit
Dieser Effekt ist bei

zunehmender Scherrate wieder abfiel. Proteinlésungen anteilsmaRig

ausgepragter als bei Polymerlésungen. Um zu lberprifen, ob das Verhalten beispielsweise auf eine
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molekulare Ausrichtung in der Losung zurlickzufiihren ist, wurden exemplarisch fir 10 %ige
Losungen (w/v) aus eADF4(C16) und PA6 Rotationsversuche bei konstanten Scherraten von 4 s*,
8 s und 16 s tiber eine Dauer von 10 min durchgefiihrt. Dabei wurde fiir jede Messung eine neue,
nicht vorbelastete Probe verwendet. Die Messungen von eADF4(C16) in HFIP zeigten, dass es im
niedrigen Scherratenbereich (4 s™) zu einem starken Anstieg der gemessenen Viskositit mit der Zeit
kam, wahrend die Viskositat bei htheren Scherraten (8 s, 16 s™) zeitlich nur geringfiigig zunahm
(Abbildung 31, A). Ein ahnliches Verhalten ist aus den Messkurvenverlaufen von PA6-Losungen

ersichtlich (Abbildung 31, B).
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Abbildung 31: Ergebnisse der Rotationsversuche bei konstanten Scherraten von 4 s'l, 8 s und 16 s* fiir 10 % w/v
eADF4(C16) (A) und 10 % w/v PA6 (B). Um die konstanten Scherraten der urspriinglich gemessenen Scherratenrampe
anschaulich zuordnen zu kénnen sind die Ausschnitte der FlieBkurven im niedrigen Scherbereich in den Diagrammen
oben links abgebildet. Die farbigen Balken markieren die Scherraten, bei denen die neuen Messungen durchgefiihrt
wurden.

Daraus wurde gefolgert, dass das lokale Viskositdatsmaximum im Bereich niedriger Scherraten nicht
etwa auf strukturelle Effekte zuriickzufiihren, sondern ein zeitabhdngiges Phdanomen ist. Eine
mogliche Erkldarung dafiir ist, dass es an der Phasengrenze Lésung/Luft zum Austrocknen der Lésung
kommt und sich mit der Zeit ein diinner Protein/Polymer-Film zwischen Kegel und Platte bildet. Bei
niedrigen Scherraten kann der Film eine Verbindung zwischen Kegel und Platte bilden und
verursacht somit einen mechanischen Widerstand, der als scheinbare Zunahme der Viskositat
registriert wird. Bei hoheren Scherraten kommt es zum dauerhaften Abriss der getrockneten Schicht
und der mechanische Einfluss des Films ist flir die Messung nicht mehr signifikant. Unterstiitzt wird
diese Annahme dadurch, dass die scheinbare Viskositdtszunahme (also die Differenz aus dem
lokalen Maximum und dem darauffolgenden Minimum) sowohl bei eADF4(C16) als auch PA6 in

derselben GréBenordnung liegt (An¢ie = 0,015 Pas, Anyyone = 0,014 Pas), obwohl die absolute
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Viskositat von 10 % w/v PA6 um ca. Faktor fiinf groRer ist als die von 10 % w/v eADF4(C16). Dass der
Effekt bei der eADF4(C16)-Losung (iber einen breiteren Scherratenbereich auftritt kénnte eine

Indikation dafiir sein, dass die Proteinldsungen schneller austrocknen als die Polymerlésungen.

Unabhangig von den Beobachtungen bei niedrigen Scherraten wurde jedoch bei allen Messkurven
mit zunehmender Scherrate ein leichter Anstieg der Viskositdt gemessen. Um dieses scheinbar
strukturviskose FlieBverhalten zu quantifizieren, wurden die Kurven nach dem Potenzgesetz von

Ostwald und de Waele gefittet und so die Konsistenz- (k) und FlieBindizes (m) ermittelt (Tabelle 6).

Tabelle 6: Konsistenzindizes k und FlieBindizes m fiir Protein- (eADF4(C16), eADF4(C32NR4)) und Polymerlésungen (PCL,
PA6) mit unterschiedlichen Konzentrationen (w/v).

6% 8% 10 % 12%
eADF4(C16) k(Pas) | 0,013+0,004 0,035 + 0,001 0,057 £ 0,005 0,090 £ 0,005
m () 1,000 + 0,006 1,033 + 0,009 1,061 + 0,005 1,075 + 0,008
eADFA4(C32NR4) | k(Pas) | 0,061+0,016 0,089 £ 0,005 0,152 £ 0,004 0,249 £ 0,046
m () 0,979 £ 0,028 1,009 +0,017 1,044 +0,016 1,061 + 0,004
PCL k(Pas) | 0,155+0,008 0,328 0,015 0,513 £0,048 0,712 0,052
m() 1,036 + 0,003 1,051 + 0,003 1,040 £ 0,012 1,047 +0,010
PA6 k(Pas) | 0,085+0,003 0,177 £ 0,007 0,290 £ 0,032 0,527 £ 0,031
m () 1,033 £0,001 1,063 +0,010 1,069 + 0,021 1,064 + 0,006

Die Konsistenzindizes aller Losungen nehmen mit steigender

Konzentration zu und auch die

FlieBindizes steigen tendenziell an. Lésungen von 6 % w/v eADF4(C16) und eADF4(C32NR4) haben
FlieRindizes nahe 1,0 und kénnen unter Berlicksichtigung der Standardabweichung als newtonsche
Fluide betrachtet werden. Bei hoheren Konzentrationen weisen alle Losungen ein schwach
strukturviskoses FlieRBverhalten nahe dem newtonschen Verhalten auf. Fir die weitere Auswertung
wurden die Asymptoten der FlieBkurven bei hohen Scherraten als Kennwerte fiir die Viskositat

verwendet (Tabelle 7).

Tabelle 7: Asymptotische Werte der Viskositét 77 von Protein- (eADF4(C16), eADF4(C32NR4)) und Polymerlésungen (PCL,
PA6) mit unterschiedlichen Konzentrationen (w/v).

6 % 8% 10 % 12 %
eADF4(C16) 1 (Pas) 0,014 + 0,004 0,042 + 0,003 0,079 + 0,005 0,133 + 0,003
eADF4(C32NR4) | n (Pas) 0,054 + 0,008 0,100 +0,013 0,183 + 0,004 0,303 + 0,009
PCL 1 (Pas) 0,188 + 0,008 0,431+0,016 0,635 + 0,095 0,914 + 0,041
PA6 n (Pas) 0,101 + 0,004 0,247 + 0,004 0,417 £ 0,038 0,738 +0,024
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3.2.1.2 Einfluss der Konzentration auf die Faserdurchmesser

Die Konzentration der Losung stellt beim elektrostatischen Spinnen die beste Moglichkeit zur
gezielten Einstellung der resultierenden Faserdurchmesser dar. Um den Einfluss der Konzentration
bei der Faserherstellung zu untersuchen, wurden Vliese aus kiinstlichen Seidenproteinen

(eADF4(C16), eADF4(C32NR4)) sowie aus synthetischen Polymeren (PCL, PA6) versponnen und

mittels REM analysiert (Abbildung 32; Abbildung 33).
X XN
357/"’

%

L7\ N/

)

v%“?‘

)
4
1)

\
A

Abbildung 32: REM-Untersuchung elektrostatisch gesponnener Fasern aus unterschiedlich konzentrierten Losungen:
Versponnen wurden eADF4(C16) (A) und eADF4(C32NR4) (B) zu jeweils 6 % w/v (1), 8 % w/v (2), 10 % w/v (3) und 12 %
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Abbildung 33: REM-Untersuchung elektrostatisch gesponnener Fasern aus unterschiedlich konzentrierten Losungen:
Versponnen wurden PCL (A) und PA6 (B) zu jeweils 6 % w/v (1), 8 % w/v (2), 10 % w/v (3) und 12 % w/v (4).
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Im Allgemeinen konnte gezeigt werden, dass bei allen versponnenen Materialien im gewahlten
Konzentrationsbereich (6-12 % w/v) glatte Fasern mit runden Durchmessern hergestellt wurden,
welche mit steigender Konzentration zunahmen. Dennoch wurden deutliche Unterschiede zwischen
den Materialien beobachtet. Beim Verspinnen von 6 % w/v eADF4(C16) und 6 % w/v PCL wurden
sehr diinne Fasern mit spharischen Ausprdgungen generiert, die auf Stromungsinstabilititen am
Taylor-Konus zurtickzufiihren sind (Abbildung 32, A1 und Abbildung 33, Al). Aufgrund dieser
Beobachtung ist davon auszugehen, dass es hier bei weiterer Reduzierung der Konzentration zum

elektrostatischen Verspriihen der Losung kommt und keine Fasern mehr hergestellt werden kénnen.

Die Konzentrationsabhangigkeit der Faserdurchmesser ist bei den verschiedenen Materialien
unterschiedlich stark ausgepragt. Die GroRenverteilung der Durchmesser wurde anhand der REM-
Aufnahmen ausgewertet, indem mit einer Bildverarbeitungssoftware (Imagel) 1.43u) jeweils 300
Durchmesser pro Vlies vermessen und in Histogrammen in 20 nm Intervallen abgebildet wurden

(Abbildung 34; Abbildung 35).
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Abbildung 34: Histogramme der Durchmesserverteilung elektrostatisch gesponnener Fasern aus unterschiedlichen
Konzentrationen. Versponnen wurden eADF4(C16) (A) und eADF4(C32NR4) (B) zu jeweils 6 - 12 % w/v.
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Abbildung 35: Histogramme der Durchmesserverteilung elektrostatisch gesponnener Fasern aus unterschiedlichen
Konzentrationen. Versponnen wurden PCL (A) und PA6 (B) zu jeweils 6 - 12 % w/v.

Die Groenverteilung wurde mit zunehmender Konzentration breiter, das heiRt die Vliese wurden
inhomogener, wobei die Verteilung insbesondere bei Faserdurchmessern, die groRer als 400 nm
waren (10 % w/v, 12 % w/v eADF4(C32NR4) und 12 % w/v PCL), deutlich zunahm (Abbildung 34, B;
Abbildung 35, A). Losungen, bei denen die konzentrationsbedingte Durchmesserzunahme geringer

war (eADF4(C16) und PA6) fiihrten zu homogeneren Vliese (Abbildung 34, A; Abbildung 35, B).

Auf Grundlage der konzentrationsabhangigen Durchmessercharakterisierung konnte gezeigt
werden, dass sich die Losungen, unabhangig der Materialklasse (Protein/synthetisches Polymer),
beim Verspinnen sehr unterschiedlich verhalten. Im Vergleich zu eADF4(C16) und PA6 konnte mit
eADF4(C32NR4) und PCL ein erheblich groRerer Bereich an Faserdurchmessern eingestellt werden
(Tabelle 8). Durch Verspinnen niedriger Konzentrationen (6 % w/v) wurden mit allen Materialien,
ausgenommen eADF4(C32NR4), Fasern mit Durchmessern im Nanometer-Bereich hergestellt. Die
REM-Bilder von eADF4(C32NR4)-Fasern (6 % w/v) (Abbildung 32, B1) weisen keine sphérischen
Auspragungen auf. Es ist also davon auszugehen, dass eine weitere Reduzierung der Konzentration

und somit das Verspinnen von Nanofasern auch hier moglich ist.

64



Ergebnisse

Tabelle 8: Mittlere Faserdurchmesser d bei unterschiedlicher Spinnkonzentration.

6 % (w/v) 8 % (w/v) 10 % (w/v) 12 % (w/v)
eADF4(C16) d (nm) 36+24 81431 214+ 61 250+ 74
eADF4(C32NR4) d (nm) 113 +55 298 +76 532+101 723 +209
PCL d (nm) 24+9 108 + 46 223 +£102 547 +213
PA6 d (nm) 5732 125+ 39 230+ 108 293 +90

Um fir die mechanischen Messungen moglichst dhnliche morphologische Voraussetzungen zu
schaffen und so die Vergleichbarkeit zu gewahrleisten, wurden im weiteren Verlauf ausschlieflich
Fasern aus 10 % w/v eADF4(C16), PCL und PA6 gesponnen, da diese dieselbe GroRenordnung
aufweisen. Fir eADF4(C32NR4) wurde eine Konzentration von 7 % w/v verwendet, die beim
Verspinnen zu Fasern mit einem mittleren Durchmesser von 193 nm + 37 nm fiihrt und somit im

selben Bereich liegt.

3.2.1.3 Zusammenhang zwischen Viskositdt und Faserdurchmesser

Aus den bekannten molaren Massen, den rheologischen Messungen und der Charakterisierung der

Faserdurchmesser (Abbildung 36 A, B) konnten folgende Thesen aufgestellt werden:

- Unabhéngig der molaren Masse weisen die Losungen der synthetischen Polymere ein

hoéheres Viskositatsniveau auf (Abbildung 36, A):

Ncie Mc32nre < NpcLy Mpae

- Innerhalb der Materialklassen fihren Losungen aus Proteinen/Polymeren mit groRerem

Molekulargewicht zu einer héheren Viskositadt (Abbildung 36, A):

Nc1e < Mc32nr4» Mpas < NMpcL

- Trotz signifikant geringerer Viskositdt lassen sich aus Proteinlésungen bei gleicher
Konzentration &dhnliche oder grofRere Faserdurchmesser herstellen als aus den hier

verarbeiteten Polymerlésungen (Abbildung 36, B):

dci6~ dpas < dpcr, < de3znra
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- Innerhalb der Materialklassen flihren Lésungen mit hoherer Viskositdt (also héherem

Molekulargewicht) zu gréReren Faserdurchmessern (Abbildung 36, B):

dcie < desanrar dpas < dpcr,

Um die Zusammenhange zu visualisieren wurden in Abbildung 36, C die erzielten Faserdurchmesser

gegen die korrespondierende Viskositat aufgetragen.
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Abbildung 36: Zusammenfassung der Ergebnisse beim Verspinnen unterschiedlicher Protein- und Polymerlésungen:
konzentrationsabhdngige Faserdurchmesser (A), Viskositat (B), Faserdurchmesser in Abhangigkeit der Viskositat (C).

Im Diagramm lassen sich die Datenpunkte in zwei Bereiche einteilen — der steile Bereich, indem die
Protein-Punkte liegen, und der flacher verlaufende Bereich der synthetischen Polymere. Aus der
Systematik lasst sich folgern, dass bei der Proteinverarbeitung eine starkere Abhadngigkeit der
Fasermorphologie von der Viskositat der Losung besteht als bei den synthetischen Polymeren. Dabei
muss beachtet werden, dass bei Proteinlésungen zur Anderung der Viskositit wesentlich gréRere
Konzentrationsanderungen erforderlich sind als bei den Polymeren. Dieser Sachverhalt wird in der

Diskussion naher erortert.
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3.2.2 Nachbehandlung der Proteinfasern

Aufgrund ihrer Sekundarstruktur, die nach dem elektrostatischen Spinnen aus HFIP primar aus
o-Helices, Random Coils und B-Schleifen besteht, sind die rekombinanten Spinnenseidenfasern
zunichst wasserldslich.®? Um die Fasern fir Anwendungen wasserunldslich zu machen, miissen
durch Nachbehandlung kristalline Strukturen, bestehend aus B-Faltblattern, induziert werden. Als

Nachbehandlungsmittel wurden 2-Propanol, Ethanol und Methanol getestet (Tabelle 9).

Tabelle 9: Theoretische Eigenschaften der verwendeten Alkohole (Werte wurden mit SF Dampfdruck 3.0 ermittelt).

Molmasse (g/mol) Siedepunkt (°C) Dampfdruck bei 60 °C (bar)
Methanol 32,04 64,4 0,85
Ethanol 46,07 78,3 0,47
2-Propanol 60,10 82,2 0,39

3.2.2.1 Experimenteller Aufbau zur Ermittlung geeigneter Nachbehandlungsparameter

Das Eintauchen der eADF4-Vliese in die ausgewahlten einwertigen Alkohole eignete sich nicht als
Nachbehandlungsmethode, da sich dabei Kugeln formten und somit die Faserstruktur teilweise oder

ganzlich verloren ging (Abbildung 37).

thanol

Abbildung 37: eADF4(C16)-Vlies im unbehandelten Zustand (A) und nach dem Eintauchen in Methanol (B).

[67,228]

Eine wesentlich mildere Methode bietet das Bedampfen. Um zu evaluieren, welche

einwertigen Alkohole sich am besten fir die Nachbehandlung von kiinstlichen Seidenproteinfasern
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eignen, wurde anhand von eADF4(C16)-Fasern eine Versuchsreihe durchgefiihrt, bei der
Sekundarstrukturanderungen in Abhéngigkeit der Bedampfungszeiten mittels FTIR untersucht
wurden. Um dies unter kontrollierten Bedingungen durchfiihren zu kénnen, wurden drei gleiche
Glasbehdlter mit Halterungen und Druckausldassen versehen und mit jeweils 40 ml Flussigkeit
(2-Propanol, Ethanol, Methanol) befiillt. AnschlieRend wurden darin alignierte Fasermatten
(Faserdurchmesser: ca. 200 nm) in Rahmen angebracht (Abbildung 38) und die GefaRe in einen
vorgeheizten Ofen (60 °C) gestellt, so dass sich eine gesattigte Dampfatmosphare einstellen konnte.
Die Proben wurden dann nach definierten Bedampfungszeiten entnommen und an jeweils sechs
Stellen mittels FT-IR gemessen. Um den reinen Temperatureinfluss zu untersuchen, wurde als

Referenz eine weitere Fasermatte analysiert, die ohne Bedampfung bei 60 °C im Ofen verweilte.

Abbildung 38: Experimenteller Aufbau zur Ermittlung geeigneter Nachbehandlungsbedingungen: Drei Parallelansitze
(2-Propanol, Ethanol, Methanol) in Nachbehandlungsbehiltern (links) mit eingespannten alignierten eADF4(C16)-
Fasermatten.

3.2.2.2 Einfluss einwertiger Alkohole auf die Proteinsekundarstruktur

Die Proteinsekundarstrukturanteile wurden ermittelt, indem die Proben nach definierten
Verweilzeiten in entsprechendem Dampf entnommen und FT-IR-Spektren aufgezeichnet wurden.
Die Messungen erfolgten kontaktfrei, wobei die Transmission der Strahlung im Wellenzahlenbereich
von 800 cm™ - 4000 cm™ gemessen wurde. Fir jedes Spektrum wurden 60 Einzelmessungen

vorgenommen und gemittelt. Aufgrund der definierten Primarstruktur der Seidenproteine sind die
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moglichen anzuregenden chemischen Bindungen und deren Absorptionswellenzahlen bekannt.
Unter Vorgabe der absorbierenden Wellenzahlen wurde im Amid I-Bereich (1600 cm™ — 1700 cm™)
eine Fourier-Selbstentwicklung (Fourier-self-deconvolution: FSD) durchgefiihrt bei der die, dem
resultierenden Spektrum zugrundeliegenden, Absorptionsbanden iterativ berechnet wurden. Die
Kurven wurden integriert und deren prozentualer Flachenanteil am Gesamtspektrum bestimmt.
Durch Zuordnung zu den entsprechenden Sekundarstrukturen und Summierung dieser Anteile
wurden schlieBlich die Sekundarstrukturanteile bestimmt. Anhand der FSD-Auswertung konnte eine
deutliche Veranderung der Amid I-Bande aufgrund der Nachbehandlung registriert werden

(Abbildung 39, A und B).
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Abbildung 39: FT-IR-Spektren der Amid I-Bande von eADF4(C16)-Fasermatten bei Nachbehandlung mit Ethanol: FSD
einer unbehandelten (A) und behandelten (B) Probe (nach 240 min). Zeitliche Verdnderung der Amid I-Band bei Ethanol-
Bedampfung (C).
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Im Vergleich zum Spektrum der unbehandelten Probe (Abbildung 39, A), bei dem vor allem die
Banden der a-helikalen Regionen, der B-Schleifen und der Random Coils dominieren, ist im
beispielhaften Spektrum der Ethanol-behandelten Probe (240 min, 60 °C) eine ausgepragte
Zunahme an kristallinen B-Faltblattstrukturen zu sehen, welche mit einer Abnahme der anderen
Strukturanteile einhergeht. Die Veranderung der Amid I-Bande mit der Behandlungsdauer in Ethanol

ist in Abbildung 39, C exemplarisch dargestellt.

Anhand der Auswertung konnte ein direkter Vergleich zwischen den eingesetzten Alkoholen erstellt
werden (Abbildung 40). Daraus geht hervor, dass bei allen drei Nachbehandlungsmethoden nach ca.
240 min eine Zunahme des B-Faltblattanteils von urspriinglich 11 % auf ca. 36 % induziert wurde. Bei
der Kontrolle, die nur eine Temperaturdanderung ohne Alkohol umfasste, kam es zu keinen

signifikanten Anderungen der Sekundarstruktur.
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Abbildung 40: Zeitabhdngige Proteinsekundarstrukturanalyse von eADF4(C16) nach Bedampfen mit Alkoholen
(2-Propanol, Ethanol und Methanol) bei 60 °C. Als Kontrolle wurde eine Messreihe bei 60 °C an Luft durchgefiihrt. Die
Sekundarstrukturanteile wurden mittels FSD berechnet und in B-Faltblatter (A), a-Helices (B), Random Coils (C) und B-
Schleifen (D) unterteilt.
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Die Kristallisation setzte bei den dampfbehandelten eADF4(C16)-Fasermatten zu unterschiedlichen
Zeitpunkten der Behandlung ein (Abbildung 40, A). Beim Bedampfen mit 2-Propanol kam es nach ca.
60 min zur Zunahme kristalliner Regionen, wahrend bei der Ethanol-Behandlung bereits nach 15 min
eine signifikante Anderung der Sekundarstruktur gemessen wurde. Bei Proben, die Methanoldampf
ausgesetzt waren, wurde bereits unmittelbar nach Beginn der Behandlung (ca. 1 min) eine deutliche
Umstrukturierung registriert. Analog zum Anstieg der B-Faltblattanteile nahmen die anderen
Strukturanteile ab (a-Helices: - 6,3 + 2,1 %, Random Coils: -8,0 + 0,7 %, B-Schleifen: -6,8 + 1,9 %)
(Abbildung 40, B, C, D).

3.2.2.3 Morphologische Stabilitat nachbehandelter Fasern in Wasser

Zur Uberpriifung, ob die veranderte Sekundarstruktur die wasserléslichen Fasern wasserunldslich
macht, wurden behandelte Proben befeuchtet und sowohl makroskopisch (Abbildung 41) als auch

rasterelektronenmikroskopisch (Abbildung 42) betrachtet.

A1

i B1 CH
A2 B2 C2 D2

Abbildung 41: Fotos elektrostatisch gesponnener Fasermatten aus eADF4(C16). Die Fasern wurden jeweils fiir 240 min
bei 60 °C in Luft (A), 2-Propanoldampf (B), Ethanoldampf (C) oder Methanoldampf (D) gelagert. Um die Loslichkeit der
Fasern zu testen wurden die trockenen Fasern (1) anschlieBend mit 10 ul Wasser befeuchtet (2).

Aufnahmen, die nach der Behandlung gemacht wurden zeigen, dass sich die Fasermatten je nach
Behandlungsmittel unterschiedlich stark zusammenziehen (Abbildung 41). Besonders stark trat dies

bei der Behandlung mit 2-Propanol auf (Abbildung 41, B1), wohingegen die Ethanol- und Methanol-

71



Ergebnisse

behandelten Proben weniger kontrahierten (Abbildung 41, C1, D1). Die Bestandigkeit der Proben
gegen Wasser wurde getestet, indem jeweils 10 pl VE-Wasser auf die Mitte der ca. 7 mm langen,
freihangenden Fasermatten pipettiert wurden. Das Ergebnis der Sekundarstrukturanalyse konnte
insofern bestatigt werden, als dass alle nachbehandelten Proben stabil waren (Abbildung 41, B2, C2,
D2), wahrend die unbehandelte Referenzprobe unmittelbar nach der Befeuchtung zu einem

einzelnen Faden verschmolz (Abbildung 41, A2).

Im Anschluss wurde die Referenzprobe bei Raumtemperatur getrocknet und die behandelten
Fasermatten (ber Nacht in VE-Wasser gelagert. Nach ca. 18 h in Wasser wurden auch die
behandelten Fasermatten getrocknet und mittels REM analysiert (Abbildung 42). Die Aufnahmen der
Referenzprobe vor und nach dem Befeuchten (Abbildung 42, A1, A2) zeigen, dass die Fasern
vollstéandig verschmolzen und sich ein Einzelfaden mit gleichméRig verteilten Poren bildete (mittlerer

Durchmesser von 50 vermessenen Poren: 55 nm + 20 nm).

Abbildung 42: REM-Untersuchung von elektrostatisch gesponnenen Fasern aus eADF4(C16). Die Fasern wurden jeweils
fiir 240 min bei 60 °C in Luft (A), 2-Propanoldampf (B), Ethanoldampf (C) oder Methanoldampf (D) gelagert. Um die
Loslichkeit der Fasern zu testen wurden die trockenen Fasern (1) anschlieBend iiber Nacht in Wasser gelagert und zur
Analyse wieder getrocknet (2).

Fiir eADF4-Fasermatten, welche mit Alkoholdampf nachbehandelt wurden, konnten auf Basis der

Untersuchungungen folgende Aussagen getroffen werden:

- Bei der Behandlung mit 2-Propanol wurden die Einzelfasern bandférmig und verschmolzen

an ihren Kontaktpunkten (Abbildung 42, B1).
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- Bei der Behandlung mit Ethanol und Methanol kam es ebenfalls zu leichten Vermelzungen
an den Kontaktpunkten der Fasern, die Fasermorphologie konnte jedoch erhalten werden

(Abbildung 42, C1, D1)

- Durch Lagerung der Proben fiir ca. 18 h in Wasser kam es zu keinen erkennbaren

morphologischen Veranderungen (Abbildung 42, B2, C2, D2).

Die Nachbehandlung mit einwertigen Alkoholen fiihrte also in allen Fallen zur Wasserunldslichkeit
der Vliese, wobei jedoch unterschiedliche morphologische Verdanderungen auftraten. Das
Bedampfen mit 2-Propanol fihrte zum Verschmelzen der Fasern, wahrend bei der Behandlung mit
Ethanol und Methanol vergleichbar positive Resultate erzielt wurden. Da das Verdampfen von
Methanol bei der Nachbehandlung ein gesundheitliches Risiko darstellt, mussten sdamtliche
Arbeitsschritte unter einem Laborabzug durchgefiihrt werden. Die Verwendung von Methanol ist
also insbesondere in Hinsicht auf eine industrielle Umsetzung kritisch zu hinterfragen. Da gezeigt
wurde, dass sich Ethanol in gleicher Weise eignet und wesentlich unproblematischer ist, wurde in

allen weiteren Versuchen ausschlieRRlich mit Ethanol nachbehandelt.

3.2.2.4 Optimiertes Nachbehandlungsverfahren

Aufbauend auf den Ergebnissen der Vorversuche (3.2.2.1) wurde die Nachbehandlungsmethode des
Bedampfens auf einen groRBeren Behadlter Ubertragen und experimentell optimiert. Der Behilter ist
mit drei Zu-/Abldufen ausgestattet. Durch zwei davon laufen Silikonschlduche, welche es
ermoglichen mittels zweier 60 ml-Spritzen Flussigkeiten in den Behdlter zu injizieren und auch
wieder abzusaugen. Der dritte Ablauf wird Uber einen Schlauch in ein Wasserbad gefiihrt und dient
dem Druckausgleich sowie der Kontrolle Uber die Dampfentwicklung im Behalter (sichtbar durch
aufsteigende Blasen im Wasserbad). Die Nachbehandlung der Proben erfolgt in mehreren Schritten:
Zunachst wird die Probe mittig im GefaR angebracht und dieses luftdicht verschlossen. Die beiden
Spritzen werden mit Wasser und Ethanol befillt und an die Schldauche angeschlossen. Anschlielend
wird das GefaR in einem Ofen platziert und fir ca. 20 min auf 60 °C temperiert (Abbildung 43, A).
Dieser Schritt ist bei der Nachbehandlung entscheidend, da die Probe vortemperiert sein soll, um die
morphologieschidigende Kondensation des Dampfes an der Probenoberfliche so weit wie moglich
zu reduzieren. Nun kann Ethanol aus der Spritze in das NachbehandlungsgefaR Gberfiihrt werden

(Bedampfungsdauer: 60 min) (Abbildung 43, B). Da Ethanol beim Bedampfen den natirlichen
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Weichmacher Wasser aus der Seidenstruktur verdrangt, wird der Probe im letzten Schritt wieder
Wasser zugefiihrt. Zu diesem Zweck wird Ethanol aus dem Gefal} gesaugt und stattdessen Wasser
eingefillt (Abbildung 43, C). Nach weiteren 60 min Bedampfungsdauer (Dampfdruck von Wasser bei
60 °C: 0,2 bar) kann das Wasser abgesaugt und der Behalter ge6ffnet werden. Um die Probe fir die

weitere Handhabung weich zu machen kann sie nun zusatzlich mit Wasser bespriiht werden.

A | ofenieoc B Ofen: 60°C C ‘Ofen: 60°C

Wasser-
bedampfung

=)

Ethanol-
bedampfung

=)

Abbildung 43: Schematische Darstellung der Nachbehandlung: Nach dem Vortemperieren wird Ethanol zugegeben um
die Faltung der Proteine in ihre stabile B-Faltblatt-reiche Form zu induzieren. AnschlieBend wird Ethanol entfernt und
Wasser zugefiihrt um die Probe fiir die weitere Handhabung weicher und somit unempfindlicher zu machen.

3.3 Mechanische Untersuchung von Protein-/Polymer-Garnen, natiirlicher Dragline und
nassgesponnenen Fasern

3.3.1 Vorgehensweise bei der Praparation und Charakterisierung von Garnen

Um die Eignung elektrostatisch gesponnener Fasern fiir potentielle Anwendungen zu beurteilen,
wurden mechanische Messungen durchgefiihrt. Der Fokus lag dabei auf dem Effekt der
Nachbehandlung sowie dem Einfluss der Luftfeuchtigkeit. Fiir die Zugversuche wurden ausgerichtete
Fasermatten aus eADF4(C16) (10% w/v) und eADF4(C32NR4) (7 % w/v) aus HFIP gesponnen
(Abbildung 44, A) und sowohl unbehandelt als auch nach der Ethanolbehandlung gemessen. Als
Vergleichssysteme wurden synthetische Polymere (PCL und PA6, 10% w/v aus HFIP) gesponnen und

das naturliche Vorbild, die Dragline-Seide von A. diadematus (aus adulter Spinne mit 3 cm/s
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gezogen), analog untersucht. Um sie in eine stabile kompakte Form zu bringen, wurden die
Fasermatten aus eADF4(C16), eADF4(C32NR4), PCL und PA6 handisch zu Garnen verdrillt, teilweise
nachbehandelt, und anschlieBend fiir die Zugversuche auf lasergeschnittene Plastikrahmen geklebt
(Abbildung 44, B). Der Grad des Verdrillens wurde bestimmt, indem die verschiedenen Garne
rasterelektronenmikroskopisch untersucht und deren Windungswinkel mit der Software Imagel

gemessen wurden. Die Winkel lagen alle im selben Bereich und betrugen ca. 35 £ 4°,

B Verdrillen
zu Garn

ausgerichtete gerissener
Fasern Spalt: 2mm Garn

=

(*" Aufkleben
auf Rahmen

Zugversuch

Abbildung 44: Vorgehensweise bei der Durchfiihrung mechanischer Messungen: Zundchst wurden ausgerichtete Fasern
gesponnen und die Fasermatten vom Substrat (schwarze Pappe) abgezogen (A). AnschlieBend wurden die Fasern
hdndisch zu Garnen verdrillt (ca. 30 cm lang), die dann in kurze Stiicke (ca. 1,5 cm) geschnitten und fiir den Zugversuch
auf Rahmen (Spaltbreite: 2 mm) geklebt wurden (B). Die Rahmen mit den Fasern wurden in der Zugmaschine fixiert, die
Stege der Rahmen getrennt und die Garne bis zum ReiBen gedehnt (C).

Fiir die Auswertung wurden die Fasern, zur Umrechnung der gemessenen Krafte in Spannungen,
gewogen und anhand der bekannten Materialdichte mit dem theoretischen Durchmesser einer
gleichschweren Einzelfaser gerechnet. Bei der Interpretation der aufgefiihrten Ergebnisse muss
beachtet werden, dass die ermittelten mechanischen Daten nicht die Materialeigenschaften an sich
reprasentieren, sondern ausschlieRlich als Kennwerte der Materialien in ihrer spezifischen

morphologischen Form zu verstehen sind.

In der ersten Messreihe wurden die Garne bis zum Materialversagen gedehnt (Abbildung 44, C). In
weiteren Versuchen wurden ergdanzend dynamische Belastungstests durchgefiihrt und das
Superkontraktionsverhalten bei statischer Deformation und variierender Luftfeuchtigkeit

untersucht.
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3.3.2 Zugversuche von Protein-/Polymer-Garnen und natiirlicher Spinnenseide

Der Einfluss der Luftfeuchtigkeit und Nachbehandlung auf die Mechanik der Seidenproteingarne
wurde anhand von quasistatischen Zugversuchen getestet (Deformationsrate: 0,005 mm/s, bzw.
Dehnungsrate: 0,25 %/s) und mit den Eigenschaften von PCL- und PA6-Garnen verglichen. Zudem
sollte anhand der, aus der Literatur bekannten, physikalische Eigenschaften dieser Polymere ein
Vergleich aufgestellt werden, der Aufschluss Uber den Effekt der Fasermorphologie auf die
gemessenen mechanischen Eigenschaften und somit Riickschliisse auf das Proteinsystem zuldsst.
Ergdnzend wurde die natlrliche Dragline-Seide von A. diadematus getestet, um insbesondere die
Feuchtigkeitssensitivitat der rekombinanten Seide mit ihrer natirlichen Vorlage vergleichen zu
kénnen. Die Dragline Fiden wurde mit einem rotierenden Zylinder aus einer adulten Spinne mit

einer Geschwindigkeit von 3 cm/s gezogen.

Die Zugkurven (Auswertung erfolgte nach wahrer Spannung und Dehnung, siehe Kapitel 2.2.6) von
behandelten und unbehandelten eADF4(C16)- und eADF4(C32NR4)-Garnen zeigen ein sehr dhnliches
Muster (Abbildung 45, A-D). Charakteristisch war bei allen Messungen der deutliche Einfluss der
Luftfeuchtigkeit sowohl auf die Zugfestigkeit als auch auf die Dehnbarkeit. Bei einer niedrigen
Luftfeuchtigkeit von 10 % r.H. waren die Proteingarne relativ sprode, wohingegen sie mit steigender
Luftfeuchtigkeit weicher und um ein Vielfaches dehnbarer wurden. Auffallig war hier vor allem die
Veranderung des Zugkurvenprofils. Im Gegensatz zu den Messungen bei niedriger Luftfeuchtigkeit
(10 % r.H., 30 % r.H.) kdnnen fir die Zugkurven bei 80 % r.H. zwei Phasen definiert werden. In der
ersten, kirzeren Phase kommt es zur Spannungsaufnahme, woraufhin in der zweiten Phase ein
langer Dehnungsbereich auftritt, indem die Fasern der Deformation nur noch wenig zusatzliche
Spannung entgegensetzen, bevor sie schlieRlich reiRen. Bei nachbehandelten Fasern kam es haufig
nochmals zu einem Spannungsanstieg, bevor das Material versagte (Abbildung 45, B). Die
Ethanolbehandlung hatte zudem fir beide Proteine bei hoher Luftfeuchtigkeit eine positive
Auswirkung auf die Zugfestigkeit, wahrend der Unterschied bei geringer Luftfeuchtigkeit nicht
signifikant war (Abbildung 45, C, D). Die Dehnbarkeit nahm im niedrigen Feuchtigkeitsbereich
(10%r.H., 30 % r.H.) durch die Behandlung tendenziell ab, wohingegen sie bei hoher
Luftfeuchtigkeit (80 % r.H.) deutlich zunahm.
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Abbildung 45: Reprdsentative Zugkurven (wahre Spannung und Dehnung) von Garnen aus eADF4(C16) (unbehandelt: A,
behandelt: B), eADF4(C32NR4) (unbehandelt: C, behandelt: D) bei unterschiedlicher Luftfeuchtigkeit (10, 30, 80 % r.H.).

Die Zugkurven der Polymergarne zeigten ein deutlich anderes Verhalten. Bei PCL bewirkte die

Steigerung der Luftfeuchtigkeit lediglich einen geringen Abfall der Zugfestigkeit bei tendenziell

sinkender Bruchdehnung (Abbildung 46, A). PA6 hingegen wurde mit zunehmender Luftfeuchtigkeit

deutlich weicher, jedoch nicht in dem Umfang wie eADF4-Proteine (Abbildung 46, B). Ahnlich wie bei

eADF4(C16) verhielt es sich bei den Messungen der natlirlichen Dragline. Bei geringer Abnahme der

Zugfestigkeit wurden die Faden mit zunehmender Luftfeuchtigkeit deutlich dehnbarer. Im Vergleich

zu den Garnen war der Spannungsbereich der natiirlichen Seide etwa 10fach erhéht (Abbildung

46, C). Bei der Betrachtung dieser Messungen ist zu beachten, dass es sich bei den Dragline-Proben

um Doppelfilamente handelte, was in den Zugkurven zum Teil anhand eines zweistufigen Bruches zu

sehen ist. Dies wurde beriicksichtigt, indem beide Filamentdurchmesser mikroskopisch vermessen

und ihre Querschnittsflachen fiir die Spannungsberechnung addiert wurden.
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Abbildung 46: Reprasentative Zugkurven (wahre Spannung und Dehnung) von Garnen aus PCL (A) und PA6 (B), sowie
eines Doppelfilaments der A. diadematus Dragline Seide (C) bei unterschiedlicher Luftfeuchtigkeit (10, 30, 80 % r.H.).

Um eine quantitative Aussage Uber das mechanische Verhalten der betrachteten Proben treffen zu
konnen wurde eine Versuchsreihe durchgefiihrt, bei der jeweils mindesten 20 Fasern gemessen
wurden. Messungen, bei denen sich die Fasern aus dem Kleber 16sten oder kein eindeutiger Bruch
auftrat, wurden verworfen. Zudem wurde darauf geachtet, dass die Schwankung der
Luftfeuchtigkeit unter 2 % lag. Da die Garne nicht immer absolut gerade, sondern zum Teil leicht
gebogen vorlagen, wurde bei der Bestimmung des effektiven Elastizitatsmoduls der Bereich
verwendet, indem die Spannungszunahme erstmalig sichtbar linear verlief. Somit konnte
gewadhrleistet werden, dass nicht etwa die Federharte einer gebogenen Faser als Elastizitatsmodul
missinterpretiert wurde. Es wird an dieser Stelle nochmals darauf hingewiesen, dass es sich bei den
hier aufgefiihrten Daten nicht um die physikalischen Eigenschaften der Materialien an sich handelt,
sondern um die mechanischen Eigenschaften, die aus den Materialeigenschaften und ihrer
morphologischen Beschaffenheit resultieren. Anhand der Ergebnisse kann sowohl der Einfluss der

Luftfeuchtigkeit als auch der Nachbehandlung nachvollzogen werden.
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Unter Abnahme der Zugfestigkeit sinkt sowohl bei den behandelten als auch den unbehandelten
eADF4(C16)-Proben der Elastizitaitsmodul, wobei sich die Nachbehandlung vor allem bei einer
niedrigen Luftfeuchtigkeit von 10 % r.H. bemerkbar macht, da die behandelten Fasern unter diesen
Bedingungen deutlich steifer sind (vergleiche Abbildung 47, A und B). Bei hoher Luftfeuchtigkeit
werden die Garne in beiden Féillen erheblich dehnbarer, was zu einer erhéhten Zahigkeit fiihrt.
Durch den gesteigerten Anteil kristalliner Regionen ist die Zahigkeitszunahme bei behandelten
Garnen aufgrund der Kombination aus erhohter Zugfestigkeit und Dehnbarkeit grofRer als bei

unbehandelten Garnen.
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Abbildung 47: Mechanische Eigenschaften von unbehandelten (A) und ethanolbehandelten (B) eADF4(C16)-Garnen
(Auswertung nach wahrer Spannung und Dehnung).

Die quantitative Auswertung unbehandelter und ethanolbehandelter eADF4(C32NR4)-Garne ergab
eine Analogie zu den Ergebnissen, die mit eADF4(C16) generiert wurden (Abbildung 48). Unter
Bericksichtigung der Standardabweichung lagen die Werte der Zugfestigkeit und Bruchdehnung
sowohl fiir behandelte und unbehandelte eADF4(C32NR4)-Garne, als auch in Anbetracht ihrer
Luftfeuchtigkeitssensitivitdat in derselben GroBenordnung wie bei eADF4(C16)-Garnen. Geringe

Unterschiede konnten beim gemessenen Elastizitdtsmodul registriert werden, da eADF4(C16) bei
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niedriger Luftfeuchtigkeit (10% r.H. und 30 % r.H.) unabhdngig von der Nachbehandlung einen
héheren Elastizitatsmodul hatte als eADF4(C32NR4), wahrend bei 80 % r.H. eADF4(C32NR4) steifer
war als eADF4(C16). In Hinsicht auf die Zahigkeit wurde gezeigt, dass eADF4(C32NR4)-Garne im
unbehandelten Zustand eine tendenziell hohere Zahigkeit aufweisen als unbehandelte eADF4(C16)-
Garne, jedoch nach der Ethanolbehandlung ein sehr &dhnliches Verhalten zeigen. Sowohl bei
eADF4(C16) als auch bei eADF4(C32NR4) wurde die mit Abstand hochste Energieaufnahme bei

nachbehandelten Proben in hoher Luftfeuchtigkeit gemessen.
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Abbildung 48: Mechanische Eigenschaften von unbehandelten (A) und ethanolbehandelten (B) eADF4(C23NR4)-Garnen
(Auswertung nach wahrer Spannung und Dehnung).

Um die mechanischen Daten der Seidenproteingarne zuverldssig interpretieren zu kénnen und
Rickschliisse auf den Einfluss der Morphologie zu ziehen, wurden Vergleichsmessungen mit den

beiden synthetischen Polymeren PCL und PA6 durchgefiihrt (Abbildung 49).

Bei PCL-Garnen ist ein geringfligiger Luftfeuchtigkeitseinfluss zu sehen. Unter Beriicksichtigung der
Standardabweichungen kann hier jedoch lediglich von einer Tendenz gesprochen werden, die sich
aufgrund der Kombination aus geringen feuchtigkeitsabhingigen Anderungen der Zugfestigkeit und

Bruchdehnung vor allem in der Zihigkeit bemerkbar macht. Es ist anzumerken, dass sich die
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Abnahme der Zahigkeit mit der Luftfeuchtigkeit gegenteilig zum mechanischen Verhalten der

Seidenproteingarne verhalt. Der Elastizitaitsmodul bleibt dabei konstant (Abbildung 49, A).

PA6-Garne hingegen weisen, wenn auch in geringerem MaRe, ein feuchtigkeitsabhangiges Verhalten
auf, das in Analogie zu den eADF4(C16)- und eADF4(C32NR4)-Garnen steht. Wahrend die
Zugfestigkeit geringfligig abnimmt kommt es zu einer deutlichen Steigerung der Bruchdehnung bei
gleichzeitiger Abnahme des Elastizitdtsmoduls. Die erhohte Bruchdehnung spiegelt sich in der

feuchtigkeitsabhdngigen Zunahme der Zahigkeit wieder (Abbildung 49, B).
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Abbildung 49: Mechanische Eigenschaften von PCL- (A) und PA6-Garnen (B) (Auswertung nach wahrer Spannung und
Dehnung).

Aus den ermittelten Daten ist ersichtlich, dass eADF4(C16), eADF4(C32NR4) und PA6 bei Variation
der Luftfeuchtigkeit dhnliche charakteristische Verhaltensmuster aufweisen. Die Messungen von PCL
hingegen ergaben ein davon abweichendes Muster, obwohl alle Proben morphologisch vergleichbar
waren. Daraus lasst sich schlielen, dass die feuchtigkeitsbedingte Variation der ermittelten Daten
primar auf die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Materialien zurickzufihren ist und

weniger ein morphologiespezifisches Verhalten darstellt.
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Im Vergleich zu eADF4(C16)- und eADF4(C32NR4)-Garnen liegen die Zugfestigkeit und der
Elastizitatsmodul des natiirlichen Spinnenseidenfadens um ein Vielfaches héher (Abbildung 50). Dies
spiegelt sich auch in der resultierenden Zahigkeit wieder. Der Einfluss der Luftfeuchtigkeit hingegen
weist klare Parallelen zu den Ergebnissen von eADF4-Proteinen auf. Mit zunehmender Feuchtigkeit
sinkt die Zugfestigkeit in vergleichbarer Relation wie bei behandelten Proteingarnen und auch die
Abnahme des Elastizitaitsmoduls findet in derselben GréRenordnung statt. Der Einfluss der
Luftfeuchtigkeit auf die Bruchdehnung ist tendenziell gleich, wobei der natirliche Seidenfaden bei
niedriger Luftfeuchtigkeit (10 % r.H., 30 % r.H.) erheblich dehnbarer ist als eADF4(C16)- oder
eADF4(C32NR4)-Garne. Grundlegend abweichend hingegen ist, dass die Zahigkeit des natirlichen
Systems feuchtigkeitsunabhangig konstant bleibt, wahrend bei den kinstlichen Proteinen eine

signifikante Zunahme der Zahigkeit durch die erhohte Luftfeuchtigkeit registriert wurde.
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Abbildung 50: Mechanische Eigenschaften der natiirlichen Dragline-Seide von A. diadematus (Auswertung nach wahrer
Spannung und Dehnung).

Reslimierend lassen sich aus den aufgefiihrten Beobachtungen folgende Thesen aufstellen:

- Das Proteinmolekulargewicht sowie die carboxyterminale Domdne NR4 haben keinen

signifikanten Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften der eADF4-Garne.

- Die Ethanolbehandlung der Proteingarne fiihrt bei niedriger Luftfeuchtigkeit (10 % r.H.) zu
einer Zunahme des effektiven Elastizitaitsmoduls sowie einer Abnahme der Bruchdehnung
und resultiert bei hoher Luftfeuchtigkeit durch gleichzeitige Zunahme der Zugfestigkeit und

der Bruchdehnung in einer wesentlich héheren Zahigkeit.

- Da das Verhaltensmuster von PCL trotz gleicher Morphologie maRgeblich von dem von
eADF4-Proteinen abweicht, ist davon auszugehen, dass die beobachteten Effekte aufgrund

der materialspezifischen physikalisch-chemischen Eigenschaften auftreten.
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- Das Verhaltensmuster von eADF4(C16)- und eADF4(C32NR4)-Garnen steht weitestgehend in
Analogie zu dem des natirlichen Seidenfadens, welcher jedoch wesentlich stabiler ist und

eine feuchtigkeitsunabhangige konstante Zahigkeit aufweist.

3.3.3 Herstellung und mechanische Charakterisierung nassgesponnener Proteinfasern

Das Nassspinnverfahren eignet sich zur Herstellung von Fasern mit Durchmessern im
Mikrometerbereich und 6ffnet somit ein zweites Feld potentieller Applikationen. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde erstmalig ein Verfahren entwickelt, welches eine Konzentrierung wassriger Loésungen
mittels Polyethylenglycol-Dialyse (PEG-Dialyse, siehe Kapitel 2.2.2.2), sowie das Verspinnen in ein
alkoholhaltiges Fallbad und das Nachstrecken als Mittel zur mechanischen Stabilisierung umfasst
(Abbildung 51). Die Methode wurde in Zusammenarbeit mit Martha Geffers ihm Rahmen einer
Diplomarbeit vertieft und schlielich von Aniela Heidebrecht (Lehrstuhl Biomaterialien, Universitat
Bayreuth) auf ein breites Spektrum verschiedener Proteine (ibertragen und weiterfiihrend optimiert.

Die Ergebnisse wurden im Journal Advanced Materials verdffentlicht.?>

Herstellung einer wassrigen Proteinlésung > Nassspinnen > Nachdehnen der Faser

Protein |6sen in 6M GdmSCN

—b>
\ 4 2
e
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(Dialyse gegen 50mM Tris/HCI, pH8,100mM NaCl) ’
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Abbildung 51: Vorgehensweise beim Nassspinnen: Herstellung einer konzentrierten Losung mittels PEG-Dialyse,
Nassspinnen in wassrig verdiinntes 2-Propanol und Nachdehnen im Streckbad. Rechts unten ist anhand von REM-
Aufnahmen der Einfluss des Nachstreckens auf die Fasermorphologie zu sehen: Die Fasern wurden diinner und glatter.

Bei den Versuchen mit verschiedenen rekombinanten Seidentypen stellte sich heraus, dass sich
insbesondere eADF3-Proteine zum Nassspinnen eignen, da sie ein besseres Losungsverhalten in

wassrigen Systemen aufwiesen und sich reproduzierbar nachstrecken lieRen. Der Schritt des
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Nachstreckens wurde in Analogie zum biologischen System entwickelt, da der Seidenfaden beim
natlirlichen Spinnprozess durch Abseilen oder Herausziehen von der Spinne ebenfalls nachgestreckt
wird. Dadurch kommt es zum einen zur Ausrichtung der kristallinen Bereiche und zum anderen wird
die Struktur verdichtet, was insgesamt zu einem hoéheren Grad an Kristallisation flihrt. In Tabelle 10
sind die mechanischen Werte von elektrostatisch gesponnenen eADF4-Garnen im Vergleich zu den
nassgesponnenen und um 600 % nachgestreckten eADF3-Fasern (bei eADF3(AQ12): 400 %) sowie
natlirlicher Spinnenseide, angegeben. Im Gegensatz zu den eADF4-Garnen, bei denen weder das
Molekulargewicht noch die carboxyterminale Domdane einen signifikanten Einfluss auf die
mechanischen Eigenschaften hatten, ist bei nassgesponnen eADF3-Fasern ein deutlicher Effekt zu
sehen. Durch Verdopplung des Molekulargewichts von eADF3(AQ12) auf eADF3(AQ24) kam es zu
einer Erhohung der Zugfestigkeit um ca. Faktor 4, was mit einer signifikanten Zunahme der
Dehnbarkeit und einer Verdopplung des Elastizitditsmoduls einherging. Durch Verdopplung des
Molekulargewichts konnte die Zahigkeit somit um ca. Faktor 5 verbessert werden. Vergleichbar
verhielt sich der Einfluss der carboxyterminalen Domane bei eADF3(AQ12)NR3. Auch hier kam es zu
einer signifikanten Verbesserung der mechanischen Eigenschaften, die unter Bericksichtigung der

Standardabweichung im Bereich der Fasermechanik von eADF3(AQ24) liegen.

Tabelle 10: Ubersicht iiber mechanische Eigenschaften (bei 30 % r.H.) von elektrostatisch gesponnenen eADF4-Garnen,
natiirlicher A. diadematus Dragline (DL), sowie nassgesponnenen eADF3-Fasern (U: ungestreckt, G: nachgestreckt).
(Zugfestigkeit o, Bruchdehnung &, Elastizitaitsmodul E, Zihigkeit Uy, ausgewertet nach wahrer Spannung und Dehnung).

o (MPa) £ (%) E (GPa) Ur (MJ/m?)
eADF4(C16) 62,9+4,3 7,5+1,0 1,16 £ 0,14 2,6+0,3
eADF4(C16) beh. 64,7 + 6,4 7,1+0,5 1,22+ 0,08 2,4+0,7
eADF4(C32NR4) 64,1+11,6 11,0+1,9 0,91+0,11 3,9+1,2
eADF4(C32NR4) beh. 64,0+9,7 85+1,9 1,20+ 0,22 1,9+0,2
A. diadematus DL 1058,7 £142,3 26,7+1,4 6,46 £ 1,28 155,9+31,6

U N U N U N U N
eADF3((AQ)12) 10+2 66+22 | 17+9 38+16 | 0,944 2+09 | 09+0,4 20+12
eADF3((AQ)24) 22+0,4 280+48 | 22+3 656 041 4+0.6 4+1 110+ 24
eADF3((AQ)12NR3) 32412 244423 | 10+3 64+11 | 2405 4+04 | 2+15  83+10

Aus den Ergebnissen wurde ersichtlich, dass das Molekulargewicht und die carboxyterminale
Domane essentiell zur mechanischen Stabilitat nassgesponnener Fasern beitragen, da langere

Proteinketten starkere intermolekulare Wechselwirkungen ausbilden und die carboxyterminale
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Domane einen positiven Einfluss auf die Vorassemblierung wahrend des Spinnens hat. Diese Effekte
wurden bei den Garnen nicht registriert, was vermutlich auf das starke Losungsmittel HFIP

zuriickzufihren ist, welches die Vorassemblierung inhibiert.

3.3.4 Mechanische Messungen elektrostatisch gesponnener Einzelfasern mittels AFM

Es wurde gezeigt, dass sowohl die Nachbehandlung, als auch die Luftfeuchtigkeit einen Einfluss auf
das mechanische Verhalten der rekombinanten Seidenproteine haben. Um dieses Verhalten an
Einzelfasern zu verifizieren, wurden in Zusammenarbeit mit Benedikt Neugirg (Physikalische
Chemie ll, Universitdt Bayreuth) mittels AFM mechanische Belastungstests an elektrostatisch
gesponnenen Einzelfasern (unbehandelt/behandelt) aus eADF4(C16) durchgefiihrt. Dazu wurde ein
Drahtgestell als Gegenelektrode verwendet, auf dem sich die Fasern freihdngend ablagerten. In
diesem Zustand wurden die Fasern zum Teil nach der in Kapitel 3.2.2.4 beschriebenen Methode
behandelt. Die ausgerichteten Fasern wurden mit einem strukturierten Glassubstrat abgenommen.
AnschlieBend wurden mit einem Mikromanipulator Klebertropfen auf die Kontaktstellen der Fasern
mit den Stegen des Substrats platziert, um die sie zu immobilisieren. SchlieBlich wurden die fixierten

Fasern unter definierter Luftfeuchtigkeit lateral belastet (Abbildung 52).

. \\\\

Fasern werden
auf Drahtgestell T T T
gesponnen -
Fasern liegen lose auf ~ Fasern werden Fasern werden
mit Kleber fixiert mit AFM lateral
Fasern werden belastet
auf Glassubstrat
Ubertragen

Abbildung 52: Praparationsmethode fiir AFM-Messungen an Einzelfasern: Fasern werden direkt auf zwei parallele
Drihte (Abstand 1 cm) gesponnen (und teilweise nachbehandelt) und anschlieRend auf ein strukturiertes Glassubstrat
ibertragen. Mit einem Mikromanipulator werden die lose aufliegenden Fasern fiir die lateralen Belastungsexperimente
mit Kleber fixiert und anschlieBend belastet.
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Es wird darauf hingewiesen, dass es sich hierbei nicht um einen klassischen Zugversuch handelte,
sondern um ein laterales Biegeexperiment (Kapitel 2.2.5.2), welches einen anderen Belastungsfall
darstellt. Die ermittelten Daten sind also nicht als Kennwerte des Materials zu betrachten, sondern

sollen durch internen Vergleich Aufschluss tiber die untersuchten Einflliisse geben.

Wie bei den mechanischen Messungen der Garne war auch bei den eADF4-Einzelfasermessungen
deutlich der Einfluss der Luftfeuchtigkeit zu sehen (Abbildung 53). Sowohl bei unbehandelten als
auch bei behandelten Fasern nahm mit steigender Luftfeuchtigkeit die Zugfestigkeit ab, wahrend die
Bruchdehnung insbesondere bei 80 % r.H. stark anstieg und der Elastizitatsmodul kleiner wurde.
Analog zu den Beobachtungen bei den Zugmessungen an eADF4-Garnen (Abbildung 47), hatte die
Zunahme der Luftfeuchtigkeit vor allem bei behandelten Proben einen stark positiven Effekt auf die
Zahigkeit. Im Gegensatz zu den Ergebnissen die mit eADF4-Garnen generiert wurden, bewirkte die
Nachbehandlung bei diesen Messungen jedoch keinen signifikanten Anstieg des Elastizitatsmoduls.
Obgleich die hier ermittelten Werte zahlenmaRig wesentlich héher sind, wurden auch in diesem

Versuch lGberwiegend dieselben Tendenzen beobachtet wie bei den Garnen.
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Abbildung 53: Ergebnisse aus lateralen Biegeexperimenten mittels AFM: Messungen an unbehandelten (A) und Ethanol-
behandelten (B) eADF4(C16)-Einzelfasern.
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3.3.5 Dynamische Belastungstest von Protein-/Polymer-Garnen

In der Mehrzahl potentieller Anwendungen ist davon auszugehen, dass das Material einer
dynamischen Belastung ausgesetzt ist. Um einen Eindruck Uber das materialabhangige
Ermidungsverhalten der Garne zu gewinnen, wurden dynamische Zugversuche mit eADF4(C16)-,
sowie PCL- und PA6-Garnen zum Vergleich durchgefiihrt. Dabei wurden zwei Falle simuliert

(Abbildung 54, B):
- Kontinuierlich lineare Be- und Entlastung (max. Dehnung: 5 %, Frequenz: 0,05 Hz, Zyklen: 11)

- Sprunghafte Be- und Entlastung (max. Dehnung: 4 %, Frequenz: 0,01 Hz, Zyklen: 4)

Aufgrund der bekannten Luftfeuchtigkeitssensitivitdit der Seidenproteingarne wurden samtliche
Messungen bei jeweils drei Luftfeuchtigkeiten durchgefiihrt (30, 60, 80 % r.H.). Im Gegensatz zu den
in Kapitel 3.3.2 und 3.3.4 aufgefiihrten Experimenten wurde hier nicht bei 10 % r.H. gemessen, da
eine Dehnung von 5 % bei Garnen aus rekombinanten Seidenproteinen unter diesen Bedingungen
bereits in der GroRenordnung der Bruchdehnung liegt. Stattdessen wurde eine zusatzliche
Luftfeuchtigkeit von 60 % r.H. eingeflihrt. Fiir jede Messung wurden neue und somit unbelastete

Proben verwendet.
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Abbildung 54: Schematische Darstellung dynamischer Zugversuche (A) sowie Belastungsschemen fiir dreieckige und
rechteckige Deformationsprofile unter Angabe der Messparameter (B) (ausgewertet nach wahrer Spannung und
Dehnung).
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Bei den linearen Belastungszyklen von eADF4(C16)-Garnen konnte abermals der starke Einfluss der
Luftfeuchtigkeit beobachtet werden. Aufgrund der in Kapitel 3.3.2 beschriebenen Reduzierung des
Elastizitatsmoduls sank mit zunehmender Luftfeuchtigkeit bei unbehandelten (Abbildung 55, A) und
behandelten eADF4(C16)-Garnen (Abbildung 55, B) die maximal bei 5 % Dehnung auftretende
Spannung. Aus den Messungen geht hervor, dass der ermidungsbedingte Spannungsabfall im
Verlauf von 11 Zyklen bei 30 % r.H. im Falle von behandelten eADF4(C16)-Garnen (Abfall um ca.
34 %) starker war, als bei unbehandelten (Abfall um ca. 19 %). Bei hoher Luftfeuchtigkeit hingegen
war der Spannungsabfall von unbehandelten Proben héher (Abfall bei 60 % r.H.: 38 %, 80 % r.H.:
31 %) als von behandelten Proben (Abfall bei 60 % r.H.: 14 %, 80 % r.H.: 0 %). Bei PCL (Abbildung 55,
C) und PA6 (Abbildung 55, D) wurden hingegen nur geringe Spannungsverluste (< 5 %) im Verlauf der
11 Zyklen registriert. Auch hier spiegelten sich die Ergebnisse aus Kapitel 3.3.2 wieder. So hatte die
Luftfeuchtigkeit bei PCL-Garnen nur einen sehr geringen Einfluss auf das mechanische Verhalten.
PA6 hingegen wurde durch Feuchtigkeitszufuhr weicher, wobei zwischen dem Verhalten bei

60 % r.H. und 80 % r.H. kein Unterschied mehr ersichtlich war.
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Abbildung 55: Zugkurven bei kontinuierlicher linearer Be- und Entlastung (11 Zyklen) und unter Variation der
Luftfeuchtigkeit: unbehandelter (A) und behandelter eADF4(C16)-Garn (B), PCL-Garn (C), PA6-Garn (D). Oben rechts ist
jeweils der Verlauf der bei 5 % Dehnung gemessenen maximalen wahren Spannung o,,,, aufgetragen.
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Neben dem Ermiidungsverhalten der Garne kann aus den Belastungszyklen die elastische Hysterese
abgeleitet werden (Abbildung 56). Fir die Auftragung wurde der jeweils 11. Zyklus verwendet, da
die Garne hier bereits auf die Belastung konditioniert waren und die Anderung der Spannung bei 5 %
Deformation nur noch gering war. Beim unbehandelten eADF4(C16)-Garn (Abbildung 56, A) ist die
Diskrepanz zwischen Be- und Entlastungsphase deutlich gréBer als beim behandelten eADF4(C16)-
Garn (Abbildung 56, B). Die Polymere hingegen weisen insgesamt engere Hystereseschleifen auf als

die Proteingarne (Abbildung 56, C, D).
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Abbildung 56: Mechanische Hysterese (Zyklus 11) von Garnen aus eADF4(C16) (A), behandeltem eADF4(C16) (B), PCL (C)
und PAG6 (D). Die Pfeile markieren die Richtung der Spannungs-Dehnungs-Kurven.

Der Flacheninhalt der Hysterese ist ein Mal fiir die Differenz der Energieaufnahme der Garne
aufgrund der Deformation und der Energieabgabe wahrend der Entspannung und wird als dissipierte
Energie bezeichnet. Die dissipierte Energie geht wahrend des Belastungszyklus irreversibel verloren,
obgleich die Probe ihren urspriinglichen Zustand einnimmt. Diese Materialeigenschaft wird als
pseudoelastisches Verhalten bezeichnet. Die dissipierte Energie wurde fir die Zyklen 8 - 11
berechnet und deren prozentualer Anteil an der maximal aufgenommenen Energie der Garne
bestimmt (Tabelle 11). Insbesondere bei eADF4(C16)-Garnen war ein stark pseudoelastisches
Verhalten zu beobachten, das sich mit zunehmender Luftfeuchtigkeit auspragte. Durch die
Ethanolbehandlung der eADF4(C16)-Garne wurde der Energieverlust in der Hystereseschleife
reduziert. Bei PCL konnte ebenfalls eine Zunahme der Dissipation mit Steigerung der Luftfeuchtigkeit

registriert werden, wahrend der Energieverlust bei PA6 relativ konstant blieb.
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Tabelle 11: Mittlere relative dissipierte Energie von Garnen aus eADF4(C16), behandeltem eADF4(C16), PCL und PA6 bei
unterschiedlicher Luftfeuchtigkeit (gemittelte Werte der Lastzyklen 8-11).

AEci6(%) AE 16, ben. (%) AEpc (%) AEpps (%)
30 % r.H. 37,16 + 0,08 18,18 +0,45 5,14 +0,08 19,91 0,69
60 % r.H. 54,67 0,50 28,77 + 0,20 17,19+0,15 20,56 + 0,30
80 % r.H. 58,39 + 1,54 51,15 + 1,40 23,63+ 0,04 18,11+0,22

Durch den Zugversuch mit sprunghafter Be- und Entlastung wurde das Relaxationsverhalten der

Garne untersucht (Abbildung 57). Die Dehnung betrug dabei 4 % und die Haltezeit 50 s. Aus den

Messungen wird ersichtlich, dass bei unbehandelten und behandelten eADF4(C16)-Garnen

(Abbildung 57, A, B) eine starkere Relaxation auftrat als bei den Polymeren (Abbildung 57, C, D).
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Abbildung 57: Sprunghafte Be- und Entlastung von Garnen aus eADF4(C16) (A), behandeltem eADF4(C16) (B), PCL (C)
und PA6 (D) bei unterschiedlicher Luftfeuchtigkeit. Oben rechts ist jeweils der Verlauf der bei 4 % gemessenen initialen
Spannung o, aufgetragen.
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Als MaR filir das Relaxationsverhalten wurde der relative Spannungsabfall bei statischer Dehnung
von 4 % (iber den Zeitraum von 50 s berechnet (Tabelle 12). Wahrend unbehandelte eADF4(C16)-
Garne bei hoherer Luftfeuchtigkeit eine tendenziell starkere Relaxation zeigten, konnte bei
behandelten eADF4(C16)-, sowie PCL und PA6-Garnen kein eindeutiger Effekt beobachtet werden.
Allgemein lasst sich sagen, dass die eADF4(C16)-Proben eine mehr als doppelt so ausgepragte

relative Relaxation aufweisen als die Polymerproben.

Tabelle 12: Mittlerer relativer Spannungsabfall von Garnen aus unbehandeltem und behandeltem eADF4(C16), PCL und
PAG6 bei unterschiedlicher Luftfeuchtigkeit und Relaxation iiber 50 s (gemittelte Werte der Lastzyklen 1-3).

Aoci6(%) Aoci6, beh. (%) A0p (%) AGpp6 (%)
30 % r.H. 56,7 +2,6 54,7 +2,2 22,2+0,5 26,9+2,2
60 % r.H. 66,4 +3,7 50,8+2,2 19,6 +0,5 219+15
80 % r.H. 64,2 +6,8 50,3+2,7 23,1+11 26,1+14

3.3.6 Superkontraktionsverhalten von Protein-/Polymer-Garnen und natiirlicher Seide

Von Spinnenseide ist bekannt, dass sie unter bestimmten Bedingungen durch
Feuchtigkeitsaufnahme superkontrahieren kann.>**? |n den folgenden Versuchen wurde zunichst
das Superkontraktionsverhalten der Dragline-Seide von A. diadematus experimentell nachgewiesen
und anschlieBend unter denselben Bedingungen eADF4(C16)- und eADF4(C32NR4)-Garne im
unbehandelten und behandelten Zustand gemessen. Fiir den Versuch wurden ausschlieBlich Proben
verwendet, die nach ihrer Herstellung bei einer Luftfeuchtigkeit von 30 % r.H. gelagert wurden. Die
Proben wurden in der Zugmaschine fixiert und bis zum ersten messbaren Spannungsanstieg
deformiert. Dieser Zustand wurde gehalten und die Luftfeuchtigkeit wurde zyklisch erhéht und
wieder reduziert, wobei die Spannungsreaktion der Proben gemessen wurde. Die maximalen
Befeuchtungs- und Trocknungsraten lagen im Bereich von ca. 1,6 % r.H./s. Dabei war insbesondere
die initiale Erhéhung der Luftfeuchtigkeit von Interesse, da in dieser Phase die Superkontraktion zu

erwarten war.

Beim natlrlichen Seidenfaden wurde eine starke mechanische Reaktion des Materials auf die
Luftfeuchtigkeitsdanderungen registriert (Abbildung 58, A). Wie bei den Zugmessungen in Kapitel
3.3.2 wurde auch hier das Doppelfilament der Dragline gemessen. GemaR der Erwartung fand bei

der ersten Feuchtigkeitszufuhr ab ca. 60 % r.H. ein Spannungsanstieg statt, der auf die mechanisch
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inhibierte Superkontraktion der Faser zuriickzufiihren war (Abbildung 58, B). Im darauffolgenden
Verlauf der Messungen kam es durch Senkung der Luftfeuchtigkeit zur Kontraktion, wahrend sich
der Faden durch Feuchtigkeitszufuhr entspannte. Insgesamt sank das Spannungsniveau im Laufe der

Be- und Entfeuchtungszyklen.
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Abbildung 58: Spannungsverlauf der Dragline-Seide von A. diadematus bei statischer Dehnung und zyklischer Variation
der relativen Luftfeuchtigkeit (A), sowie Detailansicht des Spannungsverlaufs bei erstmaliger Feuchtigkeitszufuhr (B).

Nachdem gezeigt wurde, dass sich der experimentelle Aufbau zum Nachweis der charakteristischen
Superkontraktion eignet, wurden analog Experimente mit eADF4(C16)- und eADF4(C32NR4)-Garnen
durchgefiihrt. Die mechanische Reaktion unbehandelter eADF4(C16)-Garne stand makroskopisch
betrachtet in sehr guter umgekehrter Korrelation zur Anderung der relativen Luftfeuchtigkeit
(Abbildung 59, A), wobei die Zu- und Abnahme der Spannung im zyklischen Verlauf konstant blieb.
Die Ausnahme bildete der initiale Zyklus, bei dem es unter Feuchtigkeitszufuhr ab ca. 42 % r.H. zu
einer Spannungszunahme kam, die in Analogie zur gemessenen Superkontraktion der natiirlichen
Seide steht (Abbildung 59, B). Nachbehandelte eADF4(C16)-Garne hingegen zeigten ein davon
deutlich abweichendes Verhalten (Abbildung 59, C). Zwar kam es auch hier generell beim Trocknen
zur Kontraktion und beim Befeuchten zur Entspannung, jedoch war die Spannungszunahme nicht
vollstandig reversibel, so dass es zu einem Ansteigen des Spannungsniveaus im Laufe der Messungen
kam. In Hinsicht auf die Superkontraktion fand zwar auch hier zu Beginn eine Spannungszunahme
mit zunehmender Luftfeuchtigkeit statt, wobei jedoch im Gegensatz zu unbehandelten eADF4-

Garnen, beim Erreichen der maximalen Luftfeuchtigkeit keine Relaxationsphase auftrat.
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Abbildung 59: Spannungsverlauf von unbehandeltem (A) und behandeltem (C) eADF4(C16)-Garn bei statischer Dehnung
und zyklischer Variation der relativen Luftfeuchtigkeit, sowie Detailansicht des Spannungsverlaufs von unbehandeltem
(B) und behandeltem (D) eADF4(C16)-Garn bei erstmaliger Feuchtigkeitszufuhr.

Um einen eventuellen Einfluss der carboxyterminalen Doméane auf das Superkontraktionsverhalten
zu untersuchen, wurden ebenfalls Experimente mit eADF4(C32NR4) durchgefiihrt (Abbildung 60).
Die Spannungsprofile dieser Messungen weisen ein hohes MaR an Ubereinstimmung mit den Kurven
von eADF4(C16)-Garnen auf. In unbehandeltem Zustand verhielt sich der Spannungsverlauf nahezu
invers proportional zur Luftfeuchtigkeitsdnderung (Abbildung 60, A) und das charakteristische lokale
Spannungsmaximum der Superkontraktion (ab ca. 55 % r.H.) trat hier ebenfalls bei erstmaliger
Befeuchtung auf (Abbildung 60, B). Auch bei eADF4(C32NR4)-Garnen hatte die Nachbehandlung mit
Ethanol den Effekt der Spannungszunahme wahrend des Messverlaufs (Abbildung 60, C). Bei initialer
Befeuchtung kam es zu einem Spannungsanstieg (ab ca. 65 % r.H.), der jedoch wie bei eADF4(C16)

nahezu Ubergangslos in die trocknungsbedingte Spannungszunahme liberging (Abbildung 60, D).
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Abbildung 60: Spannungsverlauf von unbehandeltem (A) und behandeltem (C) eADF4(C32NR4)-Garn bei statischer
Dehnung und zyklischer Variation der relativen Luftfeuchtigkeit, sowie Detailansicht des Spannungsverlaufs von
unbehandeltem (B) und behandeltem (D) eADF4(C32NR4)-Garn bei erstmaliger Feuchtigkeitszufuhr.

Um Ruckschliisse auf eventuelle hygroskopische Effekte der spezifischen morphologischen
Beschaffenheit der Garne ziehen zu kdénnen, wurden erganzend Messungen mit PCL- und PA6-
Garnen durchgefiihrt (Abbildung 61). Bei Betrachtung der Spannungsprofile von PCL bestétigte sich
das Ergebnis vorhergegangener mechanischer Prifverfahren, da auch hier nur ein geringer Einfluss
der Luftfeuchtigkeit registriert werden konnte. Zwar kam es ebenfalls zu einer inversen
Spannungsreaktion auf Luftfeuchtigkeitsdnderungen und einer irreversiblen Zunahme des
Spannungsniveaus, diese fiel jedoch vergleichsweise gering aus (Abbildung 61, A). Die initiale
Feuchtigkeitszufuhr fUhrte nur zu einer Spannungszunahme im unteren messbaren Bereich
(Abbildung 61, B). Bei PA6 konnte wiederum eine deutliche mechanische Reaktion auf die Variation
der relativen Luftfeuchtigkeit gemessen werden (Abbildung 61, C). Dabei kam es bei erstmaliger
Feuchtigkeitszufuhr zu einer irreversiblen Spannungszunahme (Abbildung 61, D). Auffillig war

hierbei, dass die Probe bei Uberschreiten einer Luftfeuchtigkeit von ca. 50 - 60 % r.H. nur noch
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unwesentlich relaxierte, was mit den experimentellen Beobachtungen der dynamischen

Zugversuche aus Kapitel 3.3.5 in Ubereinstimmung steht.
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Abbildung 61: Spannungsverlauf von PCL- (A) und PA6-Garn (C) bei statischer Dehnung und zyklischer Variation der
relativen Luftfeuchtigkeit, sowie Detailansicht des Spannungsverlaufs von PCL- (B) und PA6-Garn (D) bei erstmaliger
Feuchtigkeitszufuhr.

3.4 Anwendungen elektrostatisch gesponnener Spinnenseidenvliese

Im bisherigen Teil der Arbeit lag der Schwerpunkt primar auf der Prozessetablierung und der
Charakterisierung der resultierenden Fasern. Es konnte gezeigt werden, dass sich die rekombinanten
Seidenproteine eADF4(C16) und eADF4(C32NR4) in vergleichbarer Weise wie die Beispielpolymere
PCL und PA6 zu Fasern mit Durchmessern im Submikro- bis Nanometerbereich verspinnen lassen.
Was die Proteine fiir Anwendungen attraktiv macht ist vor allem ihre Biokompatibilitdt. Im
Folgenden wurde die Eignung von eADF4(C16)-Vliesen im Bereich der Medizintechnik (z.B. fur die

Geweberekonstruktion) sowie fir technischen Anwendungen im Bereich der Filtration untersucht.
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3.4.1 Maedizintechnische Anwendung von Spinnenseidenproteinvliesen

Das Wachstumsverhalten von Fibroblasten (BALB/3T3 Mausfibroblasten) wurde auf elektrostatisch
gesponnenen eADF4(C16)-Vliesen bei Variation der Faserdurchmesser untersucht (Nachbehandlung
erfolgte wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben) und die Ergebnisse wurden in Advanced Biomaterials
veroffentlich.”?®! Als Referenz wurden Fibroblasten auf behandelten Zellkulturplatten angezogen,
die eine sehr gute Adhasionsgrundlage bieten. Um den morphologischen Einfluss von eADF4(C16)-
Oberflachen auf die Zelladhasion beurteilen zu kdnnen, wurden zudem Parallelansdtze mit glatten
Filmen durchgefihrt, die aus 3 % w/v eADF4(C16) in HFIP gegossen wurden. Die Zelladhéasion- und
Proliferation wurde durch Zugabe von 10 % v/v CellTiter-Blue ins Ndhrmedium quantitativ bestimmt.
CellTiter-Blue enthalt Resazurin, welches nicht fluoresziert und von vitalen Fibroblasten zu
fluoreszierendem Resorufin metabolisiert wird. Anhand der Fluoreszenzintensitdat kann die Anzahl
lebender Fibroblasten relativ zu einer Referenz (hier: behandelte Zellkulturplatten) quantifiziert

werden.

Beim Adhéasionsversuch wurde die Kultur zunachst flr 4 Stunden angezogen und dann, nach Zugabe
von CellTiter-Blue, weitere 2,5 Stunden inkubiert. Da Zellen die nicht adharieren innerhalb weniger
Stunden sterben, wurde angenommen, dass bei den anschlieBenden Fluoreszenzmessungen nur
Resorufin gemessen wurden, welches auf den Stoffwechsel adharenter Fibroblasten zuriickzufiihren
war. Somit konnte das Adhdsionsverhalten untersucht werden, wobei ein signifikanter Einfluss der
Vliesmorphologie auf die Zelladhasion registriert wurde (Abbildung 62). Dickere Fasern erwiesen sich
im Vergleich zu dinneren als bessere Adhdsionsgrundlage, wahrend die Fibroblasten am

schlechtesten auf glatten Filmen adhérierten.
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Abbildung 62: Zelladhdsion von Fibroblasten auf eADF4(C16)-Vliesen mit unterschiedlichen Faserdurchmessern (wie
angezeigt), sowie zum Vergleich auf eADF4(C16)-Filmen. Als Referenz wurde eine behandelte Zellkulturplatte verwendet
und die Adhasion darauf als 100 % definiert. Alle Werte wurden aus jeweils 4 Ansadtzen gemittelt.
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Der Proliferationsversuch erfolgte analog zum Adhasionsversuch unter Verwendung von CellTiter-
Blue zur Quantifizierung vitaler Fibroblasten. Dabei wurden Uber einen Inkubationszeitraum von 6
Tagen einmal taglich Fluoreszenzmessungen durchgefiihrt. Bei Betrachtung der Wachstumskurven
(Abbildung 63, A) ist ein deutlicher Einfluss der Faserdurchmesser auf das Proliferationsverhalten
erkennbar. Die Fibroblasten vermehrten sich auf Vliesen mit diinneren Fasern langsamer als auf
Vliesen mit dicken Fasern, wohingegen die Zellproliferation auf Filmen deutlich schlechter war. Die
beste Wachstumsgrundlage boten die behandelten Zellkulturplatten (als Referenz gekennzeichnet).
Aus dem exponentiellen Bereich der Proliferationskurven wurden nach dem kinetischen Modell von

Monod (Kapitel 2.2.7.3) die Wachstumsraten und Doppelungszeiten berechnet (Abbildung 63, B)."?*
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Abbildung 63: Wachstumskurven von Fibroblasten auf eADF4(C16)-Vliesen mit unterschiedlichen Faserdurchmessern
(wie angezeigt), sowie zum Vergleich auf eADF4(C16)-Filmen (A) (die Werte wurden aus jeweils 4 Ansdtzen gemittelt).
Aus dem exponentiellen Bereich der Wachstumskurven wurde jeweils die Wachstumsrate und Dopplungszeit errechnet
(B). Aufgrund des geringen Wachstums auf Filmen konnte hier keine Wachstumsrate/Doppelungszeit ermittelt werden.

Das exponentielle Wachstum fand bei der Referenz zwischen Tag 1 und Tag 4 statt, wohingegen bei
Vliesen das Wachstum zwischen Tag 2 und Tag 5 als exponentieller Bereich herangezogen wurde.
Unter Berticksichtigung der zeitlichen Verzégerung, die fir eine langere Adaptionsphase der Zellen
steht, konnte gezeigt werden, dass durch Einsatz von Vliesen mit Faserdurchmessern um 680 nm
dhnlich gute Proliferationsbedingungen geschaffen wurden, wie bei der Positivkontrolle (Referenz).
Vliese mit diinnen Fasern (150 nm, 250 nm) wiesen hingegen deutlich niedrigere Wachstumsraten
auf. Die Dopplungszeit wurde aus den Wachstumsraten berechnet und verhalt sich reziprok

proportional.

Da Zelladhasion die Voraussetzung fir die Proliferation der Fibroblasten darstellt, war davon
auszugehen, dass die Ursache des durchmesserabhdngigen Wachstumsverhaltens in den

Adhasionsmechanismen der Zellen lag. Anhand von REM- und TEM-Aufnahmen adharenter
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Fibroblasten wurden zwei Adh&sionsstrategien beobachtet (Abbildung 64). Zum einen war zu sehen,
dass Zellen unter Einsatz von Filopodien und Lamellipodien an den Vliesoberflachen adharierten und
spreiteten (Abbildung 64, A, B). Dieses Verhalten wurde auch auf der glatten Oberflache der
behandelten Zellkulturplatten gesehen. Zum anderen kam es zur Zellmigration in die Vliese. Die
rasterelektronenmikroskopische Untersuchung zeigt Zellen, die unter Fasern liegen und somit
physikalisch verankert sind (Abbildung 64, C). Die Beobachtung konnte im Querschnitt der TEM-
Untersuchungen bestatigt werden. Hierbei war deutlich zu sehen, dass Teile der Zellen unter den

oberen Faserschichten lagen (Abbildung 64, D). Da die Faserzwischenraume bei Vliesen mit dickeren

Fasern groBer waren, wurde die Zellmigration hier beglinstigt.

der Vliesoberflaiche: =~ =
T ?

> Zellmigration
ins Vlies
. 8

Abbildung 64: Adhdsionsmechanismen von Fibroblasten auf eADF4(C16)-Vliesen (Faserdurchmesser ca. 480 nm):
Zellspreiten durch Oberflichenadhision von Filopodien/Lamellipodien (REM: A, TEM: B), Physikalische Verankerung
durch Migration ins Vlies (REM: C, TEM: D).

Es konnte also gezeigt werden, dass sich die Morphologie bei der Kultivierung von Fibroblasten auf
eADF4(C16)-Oberflachen als gutes Mittel zur Kontrolle Gber die Wachstumsrate eignet. Obgleich
eADF4(C16)-Filme eine schlechte Adhasions- und Proliferationsgrundlage bieten, so kénnen dennoch
elektrostatisch gesponnene eADF4-Fasern eingesetzt werden, um bessere Wachstumsgrundlagen

bereitzustellen.
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3.4.2 Technische Anwendung von Spinnenseidenproteinvliesen in der Filtration

Da beim elektrostatischen Spinnen im Vergleich zu anderen Spinnverfahren sehr diinne Fasern
generiert werden konnen, ist es eine potentielle Methode zu Herstellung von beispielsweise
Feinstaubfiltern (PartikelgrofRe: 300 nm - 10 um). Um die Eignung von eADF4(C16)-Vliesen fiir solche
Anwendungen zu untersuchen, wurden in Kooperation mit BSH (Bosch und Siemens Hausgerate
GmbH) kommerziell erhiltliche Polyamidgewebe (PA-Gewebe) als mechanisch stabiles Grundgerust
direkt mit eADF4(C16)-Fasern (Durchmesser: ca. 120 nm) besponnen (Abbildung 65, A). Um grolRRe
homogene Flachen zu spinnen wurde der X-Y-Plotter der Anlage verwendet, wobei der Spinnkopf
mit einer definierten Fahrgeschwindigkeit (iber ein vorprogrammiertes Raster bewegt wurde. Die
Vliese wurden anschlieBend, wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben, nachbehandelt. Die Vliesbelegung
wurde Uber die Fahrgeschwindigkeit des Spinnkopfes eingestellt, wobei anhand der Flussrate und
der gesamten besponnen Fliche eine mittlere eADF4(C16)-Belegung von 43 mg/m’ bei einer
Fahrgeschwindigkeit 1,3 mm/s und 130 mg/m2 bei 4 mm/s berechnet wurde. Die Zunahme der
Vliesdicke mit der errechneten Belegung ist beim Vergleich der REM-Aufnahmen von PA-Geweben,
die mit 43 mg/m?” (Abbildung 65, B) und 130 mg/m? (Abbildung 65, C) besponnen wurden, deutlich
zu erkennen. AulBerdem ist zu sehen, dass die Fasern nicht einfach auf dem PA-Gitter aufliegen,

sondern vermutlich aufgrund der Nachbehandlung an den Erhohungen der Maschen mit dem

Gewebe verschmolzen sind.

Abbildung 65: Besponnenes PA-Gewebe (A), Detailansicht von Polyamidgewebe bei einer eADF4(C16)-Vliesbelegung von
43 mg/mz (B) und 130 mg/mz (C) (in beiden Fallen nach der Ethanolbehandlung).

Der Einfluss der Vliesbelegung auf die Luftdurchlassigkeit der Filter wurde nach I1SO 9237 Standard
untersucht. Dabei wurde der Flachenstrom bei einem Differenzdruck von 200 Pa in Abhangigkeit der
eADF4-Vliesbelegung gemessen (Abbildung 66, A). Es wurden sowohl unbehandelte als auch

Ethanol-behandelte Vliese analysiert. Aus den Graphen geht hervor, dass der Flachenstrom mit
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zunehmender Belegung exponentiell abnimmt, wobei die Nachbehandlung die Luftdurchlassigkeit
nur geringfligig senkt. In einem weiteren Prifverfahren, das vom Projektpartner Mann & Hummel
durchgefuhrt wurde, konnte die Abscheiderate von Di-Ethyl-Hexyl-Sebacat Aerosol-Partikeln (0,3 —
3 um) gemessen werden (Abbildung 66, B). Die Maschenweite des PA-Gewebes betragt ca. 90 um
und ist somit ungeeignet fir die Filtration der feinen Partikel. Durch Belegung des Gewebes mit
43 mg/m2 eADF4(C16)-Fasern wurden Abscheideraten von ca. 40 % fir Partikel der GrofRe 0,3 um
und ca. 70 % fir Partikel der GroRe 3 um erreicht. Vliese, die ca. dreimal so stark mit eADF4-Fasern
belegt waren (130 mg/mz), hatten Abscheideraten von ca. 90 % fur Partikel der GréRe 0,3 um und
ca. 99 % fir Partikel der GréRe 3 um. Die Enddruckdifferenz AP betrug bei geringer Vliesbelegung
(43 mg/m?) vor der Filtration 67 Pa und nach der Filtration 74 Pa sowie bei relativ dichter Belegung

(130 mg/m?) vor der Filtration 264 Pa und nach der Filtration 281 Pa.
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Abbildung 66: Ergebnisse der Filteranalytik von elektrostatisch gesponnenen eADF4(C16)-Vliesen (Faserdurchmesser ca.
120 nm) auf Polyamidgewebe: Luftdurchldssigkeit (Fldchenstrom) in Abhangigkeit der Vliesbelegung (A). Abscheiderate
von Di-Ethyl-Hexyl-Sebacat Aerosol-Partikeln (0,3 um — 3 um) bei einer Vliesbelegung von 43 mg/m2 und 130 mg/m2 (B).

Anhand der Messungen konnte aufgefiihrt werden, dass durch geringen Materialaufwand von
eADF4(C16) (130 mg/m?) bereits Vliese mit hohen Abscheideraten hergestellt wurden, wobei das
PA-Gewebe primar als mechanisch stabiles Substrat fungierte. Die Ergebnisse der Untersuchungen
wurden in JoVE (Journal of Visual Experiments) publiziert®” und darauf aufbauend in
Zusammenarbeit mit BSH und der Firma Sandler AG der Prototyp eines Staubsaugerbeutels

hergestellt (Abbildung 67).

Der Staubsaugerbeutel ist so aufgebaut, dass zundchst groRe Partikel (> 2000 um) in einem
Stapelvlies aus schmelzgeblasenem Polyethylenterephthalat (PET) abgeschieden werden. Es folgt ein

schmelzgeblasenes PP-Spinnvlies, welches Partikel herausfiltert, die groRer sind als 500 um. Die
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Ergebnisse

beiden PP-Vliese wurden von der Sandler AG zur Verfligung gestellt. Auf der letzten Schicht werden
Feinpartikel (> 0,3 um) abgeschieden. Fir diese Schicht wurden die, im Rahmen der Arbeit
entwickelten, eADF4(C16)-Vliese auf PA-Gewebe eingesetzt. Die verschiedenen Schichten wurden
vom Kooperationspartner BSH nach den gangigen Standards konfektioniert und durch
Ultraschallschweillen zu einem Beutel verbunden. Somit konnte erstmalig unter Verwendung von

eADF4(C16) ein marktfertiges Filterprodukt hergestellt werden.

A B _
> 2000 um r |

(Polyethylenterephthalat)

S woJisynT

> 500 um ‘ 1,

Q 1 (Polypropylen)
%y

4
- - >0,3um e e e S f
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Abbildung 67: Prototyp eines Staubsaugerbeutels (A): Der Beutel ist aus mehreren Schichten mit unterschiedlichen
Abscheideraten aufgebaut (B).
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4 Diskussion

4.1 Etablierung eines Prozesses zum elektrostatischen Spinnen

Anhand der im Rahmen dieser Arbeit erstellten Konstruktion wurde eine Anlage zum Verspinnen
rekombinanter Spinnenseidenproteinlésungen gebaut. Die Grundlage bei der Erstellung des
Anforderungsprofils bildeten Erfahrungen, die beim Betrieb einer vereinfachten Vorgangeranlage

gesammelt wurden, sowie themenverwandte Veroffentlichungen anderer Gruppen.

4.1.1 Umgebungsbedingungen beim elektrostatischen Spinnen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die rekombinanten Spinnenseidenproteine eADF4(C16) und
eADF4(C32NR4) versponnen, die aus derselben repetitiven Aminosauresequenz aufgebaut sind und
sich lediglich durch ihr Molekulargewicht und die Anwesenheit einer carboxyterminalen Domane
unterscheiden. Im Zuge experimenteller Vorversuche zu dieser Arbeit wurde festgestellt, dass die
Faserdurchmesser trotz gleicher Spinnlésung und identischen Spinnparametern von Experiment zu
Experiment variierten. Als mogliche Ursache wurden Verdanderungen der relativen Luftfeuchtigkeit in
Betracht gezogen. Nezarati et al.”®® untersuchten anhand von Polyethylenglycol (PEG),
Polycaprolacton (PCL) und Polycarbonaturethan (PCU) den Einfluss der relativen Luftfeuchtigkeit auf
die Fasermorphologie beim elektrostatischen Spinnen. Es wurde gezeigt, dass es bei niedriger
Luftfeuchtigkeit (< 50 % r.H.) aufgrund verringerter elektrostatischer Entladung zum Faserbruch
kommen kann, wohingegen bei hoher Luftfeuchtigkeit (> 50 % r.H.) materialspezifische Effekte
auftraten. Beim hydrophilen PEG kam es durch Wasseraufnahme zum Faserbruch und Verlust der
Fasermorphologie. PCL hingegen wies nach dem Verspinnen Poren auf, die auf eine dampfinduzierte
Phasenseparation zuriickzufiihren sind. Vergleichbare Beobachtungen wurden auch beim
elektrostatischen Verspinnen von Polystyrol (PS) gemacht.”*” In anderen Publikationen wurde
hingegen eine Abnahme der Faserdurchmesser bei steigender Luftfeuchtigkeit beschrieben.%%*!
Nezarati et al.”*® folgerten, dass der Einfluss der Luftfeuchtigkeit sowohl auf die Hydrophobizitit der
Polymere, als auch auf die Mischbarkeit des Losungsmittels mit Wasser, sowie dessen Fliichtigkeit
zurlckzufiihren ist. Die Mischbarkeit mit Wasser wurde als Indikation fir die Wasseraffinitat des
Losungsmittels bei hoher Luftfeuchtigkeit betrachtet. In dieser Arbeit wurde HFIP als Losungsmittel
verwendet, welches aufgrund seiner polaren Eigenschaften ein hohes MaR an Léslichkeit in Wasser
aufweist, da seine hydrophilen Hydroxylgruppen Wasserstoffbriicken mit den umgebenden

Wassermolekiilen ausbilden.?®® Daraus lisst sich schlieBen, dass HFIP bei hoher Luftfeuchtigkeit
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schnell Wasser absorbiert, was wiederum die Fliichtigkeit reduziert und somit den Spinnprozess
beeintrachtigt, zumal der Trocknungsvorgang verlangsamt wird. Folglich wird der Losungsstrahl
langer im elektrischen Feld gedehnt und die Faser wird diinner. Mit dem Verdampfen des
Losungsmittels nimmt im weiteren Verlauf der Faserbildung der Einfluss der Polymer-, bzw.
Proteineigenschaften zu. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eADF4(C16) versponnen, flir das bereits
gezeigt wurde, dass es nach der Verarbeitung aus HFIP hydrophile Eigenschaften aufweist.®?
Aufgrund ihrer hydrophilen Peptidbindungen, haben eADF4-Proteine eine starke Affinitat zur
Luftfeuchtigkeitsaufnahme, was beim elektrostatischen Spinnen insbesondere aufgrund des groRen
Oberflachen-Volumen-Verhaltnisses der Fasern relevant ist. Ausgehend von diesen Erkenntnissen
wurde geschlussfolgert, dass sich das hier verwendete Protein/Losungsmittelsystem in hohem MaRe
feuchtigkeitssensitiv verhalt. Bestatigt wird diese Annahme unter Einbezug von Beobachtungen, die
beim elektrostatischen Spinnen anderer Seidenproteine gemacht wurden. Beim Verspinnen
wassriger Losungen aus B. mori Fibroin wurde beispielweise gezeigt, dass bei 60 % r.H. inhomogene
Fasern mit spharischen Auspragungen hergestellt wurden, wohingegen eine Luftfeuchtigkeit von
< 30% zu homogenen Fasern fiihrte, da hierbei der Trocknungsvorgang beschleunigt wurde.”” Mit
dem Einbau einer Luftfeuchtigkeitsregelung wurde folglich eine Grundvoraussetzung fiir die
Reproduzierbarkeit des Prozesses erfillt. Im Gegensatz zu den wassrigen B. mori Fibroin Losungen
musste die Verdampfungsgeschwindigkeit beim Verspinnen von eADF4-Proteinen aus HFIP nicht
beschleunigt, sondern verlangsamt werden, um zu schnelles Austrocknen an der Kanilenoéffnung zu
verhindern. Es wurde daher im Folgenden bei einer Luftfeuchtigkeit von 50 £ 5 % r.H. gesponnen, da
unter diesen Bedingungen in Hinsicht auf die Homogenitdt der Fasern gut reproduzierbare
Ergebnisse generiert werden konnten. Aufgrund der Klimatisierung des Labors auf 25 °C konnten

Temperatureinfliisse vernachlassigt werden.

4.1.2 Einstellung des elektrischen Feldes beim elektrostatischen Spinnen

In Voraussicht auf potentielle Anwendungen sollten mit der Anlage zwei mogliche Spinnmodi
realisiert werden - das Verspinnen von Vliesen sowie von ausgerichteten Fasern. Vliese konnten auf
einfachem Weg durch Verwendung einer kontaktierten Metallplatte als Kollektor hergestellt
werden, wohingegen flr ausgerichtete Fasern ein rotierender Zylinder eingesetzt wurde. Die ersten
Versuche wurden diesbeziiglich mit einem einfachen Aufbau ohne Abschirmungen durchgefihrt,
wie er auch haufig in der Literatur beschrieben ist.2#2* Trotz des schmalen Kontaktstreifens auf
dem Zylinder legten sich die Fasern hierbei iber die volle Breite des Zylinders ab, was in Hinsicht auf

die beabsichtigte Biindelung der Fasern unerwiinscht war. Zudem wurde ein Materialverlust von
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Uber 20 % verzeichnet. Obgleich sich viele Publikationen mit der Parametrisierung des
elektrostatischen Spinnprozesses beschaftigen, so bleibt die Problematik des prozessbedingten
Materialverlusts meist unbehandelt. Theron et al.”*? verwendeten eine senkrecht zur Spinnrichtung
rotierende Scheibe die, analog zum hier verwendeten Zylinder, als Kollektor fiir ausgerichtete Fasern
eingesetzt wurde. Der Aufbau wurde von Weldon et al.”*® fir die Herstellung von medizinischem
Nahtmaterial Glbernommen, wobei bei hohen Drehzahlen der rotierenden Scheibe (Durchmesser:
28 cm, Drehzahl: 1200 rpm) ein signifikanter Materialverlust wahrend des Spinnens verzeichnet,
jedoch nicht quantifiziert wurde. Kim et al.”*” beobachteten dasselbe Problem und fiihrten es auf
Luftverwirbelungen zurilick, die bei hoher Drehzahl auftreten und die diinnen Fasern von ihrer
Flugbahn abbringen. Um das Problem zu beheben wurde in dieser Arbeit eine Verschalung Giber dem
Zylinder angebracht, die aufgrund ihrer dielektrischen Eigenschaften die Faserdeposition auf einen
kleineren Bereich reduzieren sollte. Dasselbe Prinzip wurde von Garrigues et al.”**! angewandt, um
eine definierte Faserablagerung zu erzielen, jedoch wurden auch dort nicht die Materialverluste
ermittelt. Durch Verschalung des Zylinders wurde das Problem der Luftverwirbelungen behoben und
dariiber hinaus noch ein positiver Effekt geschaffen, da an der Offnung ein Luftsog entstand, der die
Faserablage auf dem Zylinder begilinstigte. Dabei konnte zwar gezeigt werden, dass sich die
Ablageflache der Fasern auf einen engeren Bereich konzentrierte, jedoch wurde ein hoher
Materialverlust von fast 90 % verzeichnet. Um die theoretischen Hintergriinde der Faserablage
besser zu verstehen wurden elektrostatische Feldsimulationen durchgefiihrt. Obgleich in der
Literatur eine Simulation beschrieben ist, die neben dem elektrischen Feld auch die Vorgénge in der
Faser selbst untersucht,'**® lag der Fokus bei den hier durchgefiihrten Simulationen rein auf der
Modifikation des elektrostatischen Feldes, zumal dieses der beeinflussbare Parameter war. Anhand
der Feldsimulationen wurde gezeigt, dass die Verschalung das elektrische Feld nur geringfiigig
beeinflusst und somit kaum zur gezielten Ablagerung auf dem Kollektorstreifen beitragt. Eine
Moglichkeit, um den Prozess effizienter zu gestalten lag in der Fokussierung des elektrischen Feldes
an der Kaniile, um die Faserdeposition auf den Bereich des Kollektorstreifens zu konzentrieren. Arras
et al.?*”! zeigten, dass sich die Ablagefliche von elektrostatisch gesponnenen Fasern unter
Verwendung von plattenformigen Sekundarelektroden reduzieren lie. Die Elektroden wurden
parallel zur Kaniile angebracht und, wie auch die Kaniile, negativ geladen. Es konnte experimentell
nachgewiesen werden, dass die Biegeinstabilitdten der Fasern in horizontaler Richtung reduziert
wurden, was zu einer engeren Flugbahn fiihrte. Dasselbe Prinzip wurde in dieser Arbeit erfolgreich
angewandt und ebenfalls mittels elektrostatischer Feldsimulationen untersucht. Durch Einsatz einer
Ringelektrode an der Kaniile wurde die Faserdeposition auf die Offnung der Zylinderverschalung

fokussiert, was den Materialverlust auf ca. 12 % senkte. Anhand der Simulation konnte der positive
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Effekt durch Vergleich der Verlaufe der horizontalen und vertikalen Feldstarkenkomponenten ohne
und mit Ringelektrode erklart werden. Die Ringelektrode fiihrte nicht nur zur Fokussierung des
Feldes in horizontale Richtung, sondern bewirkte im Abstand von ca. 1,5 cm zur Kaniilenachse einen
vektoriellen Richtungswechsel der Feldstarke nach innen hin. Somit wurde fir die herabfliegende
Faser eine Barriere nach aullen geschaffen, die den Flugradius einschrankte und zu einer kleineren
Ablagefliche fihrte. Eine dhnliche Vorgehensweise wurde von Yang et al.?*® veréffentlicht, die eine
Ringelektrode zur Feldausrichtung beim elektrostatischen Spinnen mit mehreren Kanilen
verwendeten und das System ebenfalls anhand von Feldsimulationen beschrieben. Zwar sind die
berechneten Feldstadrken in guter Korrelation mit den hier aufgefiihrten Ergebnissen, jedoch wurden
in der Publikation keine Feldstarkenprofile gezeigt, welche in dieser Arbeit die Erklarungsgrundlage

fiir die in der Praxis beobachtete Fokussierung bilden.

4.1.3 Elektrostatisches Spinnen ausgerichteter Fasern

Im letzten Schritt der Parametrisierung des elektrostatischen Spinnprozesses wurde der Einfluss der
Rotationsgeschwindigkeit des Zylinders auf den Ausrichtungsgrad der Fasermatten untersucht. Die
Ergebnisse zeigen, dass beim Verspinnen einer 10 %igen eADF4(C16)-Losung aus HFIP eine
Oberflachengeschwindigkeit von 33 m/s erforderlich war, um einen hohen Grad an Ausrichtung zu
erzielen. Bisher publizierte Wickelgeschwindigkeiten zum elektrostatischen Spinnen ausgerichteter
Fasermatten lagen meist im Bereich von 2 m/s — 30 m/s, woraus sich schlieBen lasst, dass die
Spinngeschwindigkeit stark vom System abhingt.**#2*2>3] Dje hier verwendete Geschwindigkeit von
33 m/s ist also im Vergleich relativ hoch. Anhand der REM-Aufnahmen wurden jedoch auch bei
33 m/s keine Faserdefekte (Verjiingung oder Bruch) beobachtet, wie sie beispielsweise von Zussman
et al."*? beim Verspinnen von wissrigen Polyethylenoxidldsungen nachgewiesen wurden. Diese und
die Tatsache, dass die Fasern bei einer Wickelgeschwindigkeit von 29 m/s deutlich weniger
ausgerichtet waren, lassen die Annahme zu, dass eine Anndherung der Oberflachengeschwindigkeit
an die Endgeschwindigkeit der heranfliegenden Faser erreicht wurde. Reneker et al."** ermittelten
beim elektrostatischen Verspinnen von Polyethylenoxid aus Wasser anhand von stereographischen
Videoaufzeichnungen Strahlgeschwindigkeiten von 0.5-5m/s. Da sich diese Werte jedoch
ausschlieBlich auf den oberen Bereich des Strahls beziehen, wurde eine Abschatzung der

Faserendgeschwindigkeit v nach folgender Formel als zuverlassigste Methode beschrieben.!’#?

v = 4
- n-.p.dz

c-V [Formel 22]

Dabei gilt: p = Dichte, d = Faserdurchmesser, ¢ = Konzentration der Losung, V = Volumenstrom.
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Auf Grundlage dieser Formel ergibt sich fur das Verspinnen von 10 % w/v eADF4(C16) mit 14 ul/min
bei einem resultierenden Faserdurchmesser von 214 nm eine Faserherstellungsrate von ca. 500 m/s.
Tomaszewski et al. errechneten beim Verspinnen von Polyvinylalkol Fasergeschwindigkeiten von
iber 200 m/s.® Der Riickschluss auf die Geschwindigkeit der Faser ist jedoch nur dann berechtigt,
wenn die Bedingung erfiillt ist, dass ausschlieBlich ein Taylorkonus auftritt und somit eine Einzelfaser
versponnen wird. Unabhangig davon lasst die Berechnung jedoch eine Aussage U(ber die
versponnene Faserlange pro Zeit zu. In dieser Arbeit wurde mit einem relativ hohen Volumenstrom
gearbeitet, wobei immer mehrere Taylor-Konen gleichzeitig auftraten. Unter der Annahme, dass die
Wickelgeschwindigkeit von 33 m/s im Bereich der effektiven Fasergeschwindigkeit liegt und unter
Einbeziehung der errechneten Faserherstellungsrate von ca. 500 m/s, kann geschlossen werden,
dass im Mittel etwa 15 Fasern gleichzeitig versponnen wurden. Anhand der Beobachtungen, die bei
der Mehrfachstrahlbildung an der Kaniile gemacht wurden, kann davon ausgegangen werden, dass

dies in einer realistischen GréRenordnung liegt.

Auch wenn in diesem Prozess unter geringem Materialeinsatz grole Mengen an Fasern hergestellt
werden kénnen, so muss bei einer Hochskalierung des Verfahrens bedacht werden, dass es sich
bisher um einen diskontinuierlichen Prozess handelt. Es ware zwar moglich, den Radius des Zylinders
zu vergroRern und dadurch langere Fasermatten herzustellen, jedoch musste der Rotor zur
Fasermattenentnahme stets angehalten und wieder neu angefahren werden. Es wurden jedoch
bereits verschiedene Konzepte zur kontinuierlichen Herstellung ausgerichteter Faserbindel

verdffentlicht. Pan et al.?>

versponnen beispielsweise Fasern aus zwei gegensatzlich geladenen und
gegeniber platzierten Kanilen (entsprechend dem Schema aus Abbildung 68, A). Aufgrund ihrer
unterschiedlichen Ladung ziehen sich die Fasern an und orientieren sich zu einem ausgerichteten
Biindel, das im Anschluss von einer Rolle abgezogen wird. So konnten maximal 14,9 m/s Garn
hergestellt werden. Da dieser Prozess spater auch fir verschiedene andere Polymer/Losungsmittel-
Systeme eingesetzt wurde, ist davon auszugehen, dass sich auf diese Weise auch rekombinante
Spinnenseidenproteine verarbeiten lassen.’”>>**® Ein anderer kontinuierlicher Ansatz beschreibt das
elektrostatische Spinnen in ein Bad, indem die Fasern zunachst unausgerichtet schwimmen und sich
beim Herausziehen zu einem ausgerichteten Bindel formieren (entsprechend dem Schema aus
Abbildung 68, B).*”%% Djese Vorgehensweise wire insofern interessant, als dass die
rekombinanten Seidenfasern durch Verwendung eines Alkohol-Bads in einem Schritt versponnen
und nachbehandelt werden kénnten. Es wurde zwar gezeigt, dass das Eintauchen der Fasern in ein
Nachbehandlungsbad zum Morphologieverlust der Fasern fihrt, jedoch ware es denkbar, das Bad so

zu beheizen, dass die Fasern bereits vor dem direkten Kontakt mit der Flissigkeit aufgrund der

Dampfatmosphére stabilisiert werden.
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Abbildung 68: Kontinuierliche Verfahren zur Herstellung von Faserbiindeln: Gegenspinnen zweier unterschiedlich
geladener Fasern (A) oder Verwendung eines Bads, aus dem die Fasern als Biindel abgezogen werden (B).

4.2 Einfluss der Spinnlosung und der Nachbehandlung auf morphologische und
strukturelle Eigenschaften elektrostatisch gesponnener eADF4-Fasern.

4.2.1 Rheologische Charakterisierung der Spinnlésungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Spinnlésungen zunachst rheologisch charakterisiert, wobei die
Viskositat bei allen Losungen mit zunehmender Konzentration erwartungsgemal stieg. Das Fitten
der Kurven nach dem Potenzgesetz von Ostwald und de Waele zeigte, dass sich die Losungen
lediglich leicht scherverdickend verhalten, was jedoch mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht auf ein
strukturviskoses Verhalten, sondern auf das Ausdampfen des leicht fllichtigen HFIPs zurlickzufiihren
ist. Es kann also davon ausgegangen werden, dass es sich bei den Losungen um anndhernd
newtonsche Flissigkeiten handelt. Wassrige Seidenlésungen, die von der Spinne im natirlichen
System verwendet werden, verhalten sich hingegen (iber einen grolRen Konzentrationsbereich,
4hnlich wie eine Polymerschmelze, scherverdiinnend.'?*” Vergleichbare Beobachtungen wurden von
Keerl und Scheibel bei der rheologischen Charakterisierung wassriger Losungen des rekombinanten
Spinnenseidenproteins eADF3(AQ24NR3) gemacht, wobei anhand eines Strukturmodells gezeigt
wurde, dass das charakteristische scherverdiinnende Verhalten erst mittels Induktion kristalliner B-
Faltblattstrukturen durch Zugabe von Phosphat erreicht werden konnte.” Anhand von CD-
Messungen an selbstassemblierenden B-Faltblatt-ausbildenden Peptiden wurde nachgewiesen, dass

B-Faltblatt-Strukturen mit zunehmend konzentriertem HFIP bis zu 100% (bei reinem HFIP) verloren
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gehen, wobei a-helikale Strukturen stabilisiert werden.®%%3 HFIP bildet dabei aufgrund seiner
starken Interaktion mit den Peptidbindungen der Proteine eine stabile Solvathiille aus, die eine
Ausbildung von B-Faltblattern und somit eine scherinduzierte Aggregation verhindert.”?**! Somit kann
das newtonsche Verhalten und die Stabilitdt der Proteinlésungen in HFIP erklart werden. Ferner
wurde anhand eines in HFIP gelosten rekombinant hergestellten Seidenpeptids, welches auf der
Aminosauresequenz von N. clavipis basiert, gezeigt, dass unter Zugabe von Wasser die a-helikale
Struktur konserviert blieb, da die Strukturmotive in HFIP hochgradig abgeschirmt sind.?** Der
zugrundeliegende Mechanismus wurde zwar noch nicht vollstdndig erklart, basiert jedoch auf der
Stabilisierung von Wasserstoffbriicken der a-helikalen Bereiche, der Anordnung mizellenartiger
Strukturen um hydrophobe Oberflichen, sowie thermodynamischen und hydrophoben Effekten.?*
%71 Die aufgefiihrten Ergebnisse konnen auch zur Erklarung des, im Vergleich zu PCL- und PA6-
Losungen, niedrigen Viskositatsniveaus von eADF4-Proteinen in HFIP herangezogen werden. Von
Polymeren ist bekannt, dass bereits geringe Mengen in Losung zu einer starken Zunahme der
Viskositdt fiihren kdnnen, da sie eine Briicke zwischen mehreren FlieBebenen bilden und dadurch
einen mechanischen Widerstand darstellen.!*®® Je langer die Polymerketten also sind, desto groRer
wird der FlieRwiderstand.”?*>?’" Anhand dieses Modells kann erklirt werden, warum sowohl bei den
eADF4-Proteinen, als auch bei den Polymeren PCL und PA6 jeweils das groRere Molekulargewicht
zur hoéheren Viskositat fuhrte (Abbildung 69, A, B). Aufgrund der zuvor beschriebenen a-helikalen
Sekundarstruktur liegen die Proteine jedoch nicht als voll entfaltete Ketten in HFIP vor, sondern sind
kompakter als ein entfaltetes Polymer mit identischem Molekulargewicht in Lésung (Abbildung 69,
C). Infolgedessen ist die Beeintrachtigung der FlieRebenen also geringer, was die geringeren

Viskositatsniveaus bei eADF4-Proteinen erklart.

A , B | C gl

Abbildung 69: Schematische Darstellung gescherter FlieBebenen von Polymerlosungen: Molekiile mit geringem
Molekulargewicht (A) durchkreuzen weniger FlieRebenen als ldngere Molekiilketten (B) und bilden somit einen
geringeren FlieBwiderstand (Viskositédt). Die eADF4-Proteine (C) hingegen haben zwar ein groBes Molekulargewicht, sind
jedoch aufgrund ihrer Sekundarstruktur kompakter und kreuzen daher weniger FlieBebenen.

108



Diskussion

4.2.2 Einfluss der Eigenschaften der Spinnlésung auf die Fasermorphologie

Die Viskositdt gilt beim elektrostatischen Spinnen als am besten geeignetes Mittel, um die
resultierende Fasermorphologie zu kontrollieren.”’? In der Vergangenheit wurden verschiedene
Ansdtze zur Aufstellung systematischer Zusammenhdnge zwischen Verspinnbarkeit und der dazu
mindestens erforderlichen Konzentration/Viskositédt verfolgt, deren Giltigkeit sich jedoch meist auf
ein spezifisches Polymer/Lésungsmittel-System beschrankte.”>*’" Gupta et al.**® versponnen
elektrostatisch Polymethylmethacrylat (PMMA) aus N, N-Dimethylformamid (DMF) unter Variation
des PMMA-Molekulargewichts und zeigten eine lineare Korrelation zwischen der Nullscherviskositat
und dem Faserdurchmesser. Aus den Daten geht hervor, dass der Anstieg der Faserdurchmesser mit

der Viskositdt unabhdngig vom Molekulargewicht (im Bereich von 12 - 100 kDa) im selben Male
auftrat. Die Empfindlichkeit % der Faserdurchmesser d gegen Verdanderungen der dynamischen

Viskositat 1 betrug dabei 0,72 um/Pas. Um einen Vergleich anstellen zu kdnnen wurden im Rahmen
dieser Arbeit die Viskosititen aller Lésungen bei niedriger Scherrate (2,864 s™) gegen die
resultierenden Faserdurchmesser aufgetragen und jeweils die Steigung einer linearen Trendlinie
ermittelt (Tabelle 13). Interessant ist hierbei vor allem der Vergleich der Ergebnisse von eADF4(C16)-
mit eADF4(C32NR4)-L6sungen, da die beiden Proteine aus der identischen Aminosauresequenz

aufgebaut sind und somit der Einfluss des Molekulargewichts direkt nachvollzogen werden kann.

Tabelle 13: Empfindlichkeit der Faserdurchmesser d gegen Anderungen der Viskositit n der versponnenen Losung unter
Angabe des BestimmtheitsmaRBes der gefitteten Trendlinie.

g (um/Pas) BestimmtheitsmaR R’
eADF4(C16) 3,62 0,9532
eADF4(C32NR4) 3,78 0,9998
PCL 0,80 0,8453
PA6 0,67 0,8753

Die Empfindlichkeiten g von eADF4(C16)- und eADF4(C32NR4)-Losungen korrelieren sehr gut und

bestdtigen somit das Ergebnis von Gupta et al. insofern, als dass das Molekulargewicht keinen
signifikanten Einfluss auf die Viskositats-Faserdurchmesser-Abhangigkeit hat. Dennoch ist es ein
entscheidender Parameter beim elektrostatischen Spinnen, da mit gréBeren Molekiilen ein

wesentlich breiteres Durchmesserspektrum hergestellt werden kann als mit kleineren Molekiilen im
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selben Konzentrationsintervall. Bei PCL- und PA6-L6sungen liegt die viskositatsabhangige Zunahme
der Faserdurchmesser in der GrofRenordnung derer von PMMA in DMF. Da beim elektrostatischen
Spinnen neben der Viskositdt/Konzentration jedoch auch andere Eigenschaften der Losung wie
Leitfahigkeit, Ladungsdichte, Oberflachenspannung sowie Dipolmoment und dielektrische Konstante
eine entscheidende Rolle spielen,®® kann keine eindeutige Aussage getroffen werden, inwiefern die
Grolenordnungen als charakteristisch fiir Proteine oder Polymere angesehen werden kénnen. Es
wurde jedoch eine Systematik aufgezeigt, die, basierend auf rheologischen Untersuchungen,
zumindest innerhalb eines Losungsmittelsystems eine Prognose fir die resultierenden

Faserdurchmesser zulasst.

Ein weiteres Phanomen, das beobachtet wurde, ist das Auftreten von spharischen Auspragungen
beim Verspinnen von 6 % w/v eADF4(C16) und PCL. Die Ursache dafur liegt in einer Kontraktion des
Losungsstrahls, die aufgrund der Kapillarkraft der Oberflaichenspannung auftritt.2*! Dementgegen
wirken Verstrickungen der geldsten Polymerketten, welche den Strahl wahrend des Austrocknens
stabilisieren. Diese physikalischen Wechselwirkungen der Molekiile nehmen mit zunehmender
Molekillange zu, was dazu fiihrt, dass die Instabilitdt des Strahls mit steigendem Molekulargewicht
innerhalb einer Polymerklasse abnimmt.”””>?’® Demzufolge kann erklart werden, warum es beim
elektrostatischen Verspinnen von 6 %igen eADF4(C16)-Losungen zu spharischen Auspragungen
kommt, wohingegen eADF4(C32NR4) bei gleicher Konzentration homogene Faserdurchmesser
aufweist. Um den unerwiinschten Effekt zu vermeiden eignet sich die Stabilisierung der
FlieBbedingungen durch Erhéhung der Konzentration, da hierbei zum einen eine hdhere
Polymerdichte und somit Wechselwirkung erzeugt wird, und zum anderen das Austrocknen des
Strahls beschleunigt wird.?”” Durch Erhéhen der Konzentration auf 8 % w/v konnte aufgrund der
stabilisierten FlieBbedingungen auch bei eADF4(C16) und PCL die Bildung von sphérischen
Auspragungen verhindert werden, wobei die mittleren Faserdurchmesser zunahmen. Generell
erwies sich der Vergleich der erzielten Durchmesser mit Werten aus der Literatur als schwierig,
zumal nur wenige Quellen zur Verfligung standen und meist keine prdzisen Angaben zu den
Spinnparametern gemacht wurden. So konnte beispielsweise aus den REM-Untersuchungen einer

.78 entnommen werden, dass beim Verspinnen von PCL aus HFIP

Veroffentlichung von Polini et a
bei 40 % r.H. Faserdurchmesser von ca. 290 nm (3 % w/v), 320 nm (6 % w/v) und ca. 2 um (12% w/v)
generiert wurden, was sich nicht mit den Ergebnissen dieser Arbeit deckt und aufgrund der geringen
Durchmesserzunahme bei Verdopplung der Konzentration von 3 % w/v auf 6 % w/v fiir den Prozess

(279 stellten (ohne Angabe der Luftfeuchtigkeit) Fasern mit Durchmessern von

untypisch ist. Kim et al.
200 nm aus 10 % w/v PCL in HFIP her, was wiederum in relativ guter Korrelation mit den Werten

dieser Arbeit steht (223 + 102 nm). Beim Vergleich der Durchmesser elektrostatisch gesponnener
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Fasern aus PA6 mit einer Arbeit von Manis et al.[m], bei der verschiedene Konzentrationen PA6
(ohne Angabe der Luftfeuchtigkeit) aus HFIP versponnen wurden, traten signifikante Unterschiede
auf. Ahnlich unstimmig verhilt es sich bei Veréffentlichungen, die sich mit dem elektrostatischen
Verspinnen von Seidenproteinen aus organischen Lésungsmitteln befassen (Tabelle 14). Die starke
Variation der Ergebnisse bei Verwendung derselben Polymer/Losungsmittelsysteme zeigt die groRRe
Notwendigkeit einer detaillierten parametrischen Charakterisierung des elektrostatischen

Spinnprozesses.

Tabelle 14: Ubersicht {iber elektrostatisch versponnene Seiden aus organischen Losungsmitteln unter Angabe der
Konzentration c und der Faserdurchmesser d.

Seide Losungsmittel c d (nm)
Ayutsede et al.”*" B. mori Kokonseide FA 9% w/w 55+ 29
12 % w/w 63 +33
15 % w/w 99 + 58
Sukigara et al.™? B. mori Kokonseide FA 10 % w/w 57+23
12 % w/w 56+21
15 % w/w 65 + 27
19,5 % w/w 368 +179
Lee et al.”*? B. mori Kokonseide FA 8%* 205 30
9% * 235+10
10% * 305 +90
11%* 320+ 110
Wei et al.”* B. mori Kokonseide HFIP 8% w/w 1290 + 370
Zarkoob et al.’”*¥ B. mori Kokonseide HFIP 1,2 % w/v 25
nat. N. clavipes Dragline HFIP 2% w/v 100
Stephens et al.l?®! rek. N. clavipes Spidroin 1 HFIP 28 % w/v 300

* keine Angabe lber w/v oder w/w

4.2.3 Sekundarstrukturanalyse elektrostatisch gesponnener eADF4-Fasern

4.2.3.1 Einfluss der Verarbeitung auf die Proteinsekundarstruktur

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Nachbehandlungsmethode fiir rekombinante Seidenfasern
entwickelt, bei der die einwertigen Alkohole Methanol, Ethanol und 2-Propanol zur Induktion
kristalliner Strukturen eingesetzt wurden. Himmerich et al.12%l zeigten bereits, dass eADF4(C16)-

Filme, die aus HFIP gegossen wurden, durch Eintauchen in Methanol wasserunloslich wurden. Auf
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diesem Ergebnis aufbauend untersuchten SpieR et al.”® mittels FT-IR die Sekundirstrukturanteile
von eADF4(C16)-Filmen aus HFIP vor und nach der Behandlung mit Methanol. Beim Vergleich dieser
Ergebnisse mit den Daten der elektrostatisch gesponnenen Fasern ist zu sehen, dass der B-Faltblatt-
Anteil unbehandelter Filme ca. doppelt so hoch ist, wie der von unbehandelten elektrostatisch
gesponnenen Fasern (Tabelle 15).

Tabelle 15: Gegeniiberstellung der Sekundarstrukturanteile unbehandelter und methanolbehandelter Filme (getaucht)

und unbehandelter und methanolbehandelter elektrostatisch gesponnener Fasern (bedampft). Der Fehler betrédgt bei
den Messwerten der Filme 2 % (die Seitenketten tragen zur Amid | Bande bei, stellen aber keine Sekundarstruktur dar).

[53]

Filme Fasern
unbehandelt behandelt unbehandelt behandelt
B-Faltblatt-Anteil (%) 21,1 42,3 10,9+1,5 353+1,3
a-helikaler Anteil (%) 18,7 7,7 16,8+ 0,4 9,1+0,7
Random Coil-Anteil (%) 27,7 21,7 31,7+2,8 22,9+0,5
B-Schleifen-Anteil (%) 27,8 21,9 35,2+1,5 30,3+1,7
Seitenketten (%) 4,2 4,7 54+1,1 2,4+0,3

Im Gegensatz zu den Filmen, die Uber Nacht bei 30 % r.H. getrocknet wurden, fand der
Trocknungsvorgang der Fasern wahrend des elektrostatischen Spinnens bei 50 % r.H. statt. Obwohl
flir eADF4-Filme gezeigt wurde, dass eine hohere Luftfeuchtigkeit beim Austrocknen tendenziell zu
einer Zunahme an B-Faltblatt-Strukturen fihrt,””®”! wiesen die eADF4-Vliese jedoch trotz hdherer
Luftfeuchtigkeit einen niedrigeren Anteil kristalliner Strukturen auf. Ein weiterer Unterschied war
der Einfluss des elektrischen Feldes. Beim elektrostatischen Spinnen von A. pernyi Fibroin aus HFIP
wurde ein positiver Einfluss des elektrischen Feldes auf die Kristallinitdt der Proteine ermittelt. So
wurde durch Steigerung der Spannung eine Zunahme des B-Faltblatt-Anteils verzeichnet, der auf
eine verstirkte molekulare Ausrichtung zuriickgefiihrt wurde.”®®! Da jedoch in dieser Arbeit
elektrostatisch gesponnene Fasern einen geringeren kristallinen Anteil als Filme auswiesen muss
dafiir ein anderer Grund in Betracht gezogen werden. Im Gegensatz zu den Filmen, die lber Nacht
getrocknet wurden fand das Verdampfen des Losungsmittels beim elektrostatischen Spinnen
wesentlich schneller statt. Auf Basis der Oberflichengeschwindigkeit des Zylinders (33 m/s) und des
Elektrodenabstands (20 cm), sowie der Beobachtung, dass keine Verschmelzungen der Fasern zu
sehen waren, lasst sich eine Trockengeschwindigkeit von ca. 6 ms abschatzen, was die Annahme
legitimiert, dass hier die Ursache fiir die abweichenden Ergebnisse liegt. Es wird vermutet, dass das
langsame Austrocknen des Films die Faltung kristalliner Bereiche bei der Proteinassemblierung

beglinstigt, da die mobile Phase, in der eine Faltung der Molekdle stattfinden kann, langer ist. Beim
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elektrostatischen Spinnen hingegen ist die Ubergangsphase von Lésung zu Festkérper und somit die
Phase der Vorstrukturierung sehr kurz, was die Transformation der Proteinstruktur erschwert. Diese
Theorie erklart auch, warum bei héherer Luftfeuchtigkeit nach Vertrocknen der Filme ein erhdhter

|.12892%0] 7aiaten, dass die Wasseraufnahme von Seide ihre

kristalliner Anteil registriert wurde. Hu et a
Glaslibergangstemperatur herabsetzt, was zu einer Reduzierung der, fiir molekulare Bewegungen
erforderlichen, Energie fiihrt und eine Vorstrukturierung der Seidenproteine beginstigt. Durch
Dehydration der Struktur kann schlieRlich die Ausbildung kristalliner Bereiche induziert werden.
Gestitzt wird diese Theorie durch Beobachtungen, die bei der Verarbeitung von B. mori Fibroin aus
HFIP gemacht wurden. Wahrend bei Filmen ein Strukturanteil von 24,1 % B-Faltblatter auftrat,>?"
wurde bei elektrostatisch gesponnenen Fasern nur ein kristalliner Anteil von 16,9 % registriert.?*?
Auch Min et al.”®® zeigten, dass der kristalline Anteil bei elektrogesponnenen Fasern erheblich
geringer war als bei Filmen desselben Materials. Diese Ergebnisse stehen in guter Ubereinstimmung

mit der strukturellen Auswertung, die fiir eADF4(C16) durchgefiihrt wurde.

4.2.3.2 Einfluss der Nachbehandlung auf die Proteinsekundarstruktur

Die Nachbehandlung von Seidenproteinen unter Verwendung von einwertigen Alkoholen ist in der
Literatur vielfach beschrieben.?***? |n dieser Arbeit wurde die Nachbehandlung der Proteine
durch Bedampfen mit Methanol, Ethanol und 2-Propanol durchgefiihrt. Die Sekundarstrukturanalyse
von eADF4(C16) ergab eine zeitliche Abhangigkeit der Umstrukturierung, die vom jeweiligen
verwendeten Alkohol abhing. Unter Einwirkung von Methanol kam es bereits innerhalb der ersten
Minuten zur Strukturumanderung von amorphen Bereichen in B-Faltblatter, die bei Ethanol nach ca.
15 min und bei 2-Propanol nach ca. 60 min einsetzte. Diese Zeitabhangigkeit wurde auch von
anderen Gruppen bei der Nachbehandlung von B. mori Fibroin dokumentiert. Yan et al.* stellten
Filme aus B. mori Fibroin-Lésungen her, die anschlieBend in 60 % Methanol getaucht wurden. Es
wurde gezeigt, dass innerhalb der ersten zwei Minuten eine Zunahme von B-Faltblattern um 33 %
der Gesamtstruktur auftrat, was auf die stark dehydrierende Wirkung von Methanol zuriickzufiihren
ist und die Ergebnisse dieser Arbeit bestitigt. Nuanchai et al.*®” gossen Filme aus regeneriertem
B. mori Fibroin in wassriger Losung und behandelten diese durch Tauchen in Ethanol und Methanol
(je 80 %) fur 30, 60 und 90 min, wobei die Nachbehandlung nach ca. 30 min weitgehend erfolgt war.
Jeong et al.;?%% bedampften aus HFIP elektrostatisch gesponnene B. mori Fibroin-Fasern mit Wasser,
Methanol, Ethanol und 1-Propanol (bei 35 °C), wobei die Sekundarstrukturdnderung bei allen
Behandlungsagenzien nach ca. 30 min abgeschlossen war. Auch hier kam es in Gegenwart von

Methanol zu einem héheren Grad an Kristallisation als in Gegenwart von Ethanol. An anderer Stelle
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wurde der Grad der Nachbehandlung von B. mori Fibroin mit Ethanol und Methanol wiederum als

vergleichbar beschrieben.®**%

Bei der Nachbehandlung wird den Proteinen Wasser entzogen, welches durch Wasserstoffbriicken in
der Struktur gebunden ist und die Faltung in eine thermodynamisch stabilere B-Faltblatt-reiche Form
verhindert. Sowohl Methanol als auch Ethanol verfiigen tiber eine hydrophile Hydroxylgruppe, die
durch Ausbildung von Wasserstoffbriicken Wasser binden kann. Diese Eigenschaft ist bei der
Nachbehandlung entscheidend, da hierbei durch Dehydration hydrophobe Bedingungen geschaffen
werden, die dazu fihren, dass hydrophobe Seitenketten der Proteine wechselwirken und somit
B-Faltblatter ausgebildet werden.®® Der Unterschied der verwendeten Alkohole liegt lediglich in

der Lange der hydrophoben Kohlenwasserstoffkette, die jedoch die MolekiilgréBe ausmacht und

somit den Diffusionskoeffizienten D bestimmt, wie aus der Stokes-Einstein-Formel ersichtlich ist:!***
— kT Formel 23
= emnRy [Formel 23]

Dabei gilt: kg = Boltzmann-Konstante, T = Temperatur, 1 = Viskositdit des Mediums,

Ry = Molekdlradius. Diese Formel wurde fiir die Diffusion in Flissigkeiten aufgestellt und wird hier
zur Veranschaulichung gezeigt, da zu erwarten ist, dass der Alkohol primar durch die
wasserangereicherte amorphe Proteinphase diffundiert. Da fir die Nachbehandlung eine Diffusion
des Alkohols in die Proteinstruktur erforderlich ist, wird vermutet, dass die langere erforderliche
Behandlungsdauer mit Ethanol und 2-Propanol auf deren kleinere Diffusionskoeffizienten
zuriickzufihren ist. Ferner muss beachtet werden, dass die Nachbehandlungsmittel durch
Verdampfen bei konstanter Temperatur zugefiihrt wurden, wobei sich der Dampfdruck der Alkohole
unterscheidet. Bei 60 °C entwickelt Methanol einen Dampfdruck von 0,85 bar, Ethanol von 0,47 bar
und 2-Propanol von 0,39 bar (berechnet mit Software: SF Dampfdruck 3.0). Aus der theoretischen
Betrachtung und den Ergebnissen der Experimente ldsst sich schlieRen, dass mit Methanol aufgrund
des hoheren Dampfdrucks und Diffusionskoeffizienten schneller hydrophobe Bedingungen in der
Proteinstruktur geschaffen werden. Folglich dauert es bei Ethanol und 2-Propanol langer bis eine fir
die Kristallisation ausreichende Alkoholkonzentration in den Fasern erreicht wird. Chen et al.*%
zeigten, dass die Verdiinnung von Ethanol (40 %, 45 %) mit Wasser bei der Behandlung von B. mori

Fibroin Filmen zu einer Verzégerung der Kristallisation fiihrte. Die Autoren unterteilten die

Nachbehandlung in drei Phasen:

1. Lag-Phase: Ausbildung zunachst abgeschirmter intramolekularer B-Faltblatter zwischen

antiparallelen Proteinstrangen, die als Nukleus fiir die weitere Kristallisation fungieren.
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2. Exponentielle Phase: Schnelle Ausbreitung der kristallinen Struktur zwischen und entlang
der Molekiile. In dieser Phase wird aufgrund kinetischer Vorginge der Grolteil der

B-Faltblatt-reichen Strukturen ausgebildet.

3. Letzte Phase: Nur noch langsame Zunahme des Kristallisationsgrads durch Ausrichtung von
Proteinketten zur Bildung energetisch stabilerer B-Faltblatt-Strukturen und Einstellen des

thermodynamischen Gleichgewichts.

Dieses Modell kann zur Erkldarung der zeitlichen Verzogerung (Phase 1.) herangezogen werden, in
der bei Ethanol und 2-Propanol keine signifikante Zunahme an B-Faltblatt-Strukturen zu sehen war,
und erklart auch die darauf folgende schnelle Kristallisation (Phase 2.). Die zugrundeliegende Kinetik

[307]

der Ausbildung von B-Faltblattern wurde von Hu et al. anhand der thermisch induzierten

Kristallisation von B. mori Fibroin untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass die B-Faltblattformation

[308]

anhand des kinetischen Modells vom Avrami et al.”">, welches fiir die isotherme Kristallisation von

Polymeren entwickelt wurde, beschrieben werden kann:

Xzel(t) =1 — e(-Kt" [Formel 24]

Es gilt: XT¢!(t) = zeitabh. relativer Kristallisationsgrad, K = Kristallisationsrate, n = Avrami-Exponent.

Die Kristallisationsrate wird von der Temperatur und von Diffusionsvorgéngen sowie der
Nukleationsrate bestimmt, wohingegen der Avrami-Exponent vom Nukleationsmechanismus und
geometrischen Kristallwachstum abhangt.®?® Im Rahmen dieser Arbeit wurde die gemessene
relative Zunahme kristalliner Strukturen bei der Nachbehandlung von eADF4(C16) mit verschiedenen
Alkoholen nach der Avrami-Gleichung gefittet (Abbildung 70). Fir den Fit wurde der initiale

B-Faltblattanteil (10,9 %) Null gesetzt und der Endwert nach 240 min als 100 % definiert.
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Abbildung 70: Avrami-Fit der, durch FT-IR gemessenen, relativen Zunahme kristalliner B-Faltblatter: Ubersicht iiber die
gesamte Behandlungsdauer (A) und Detailansicht der Anfangsphase (B). Die Werte wurden jeweils aus 9 Datenpunkten
gemittelt und die Standardabweichung als Fehlerbalken angegeben.
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Durch Verwendung der Avrami-Gleichung konnten die Kristallisationsraten und Avrami-Exponenten
fur die unterschiedlichen Nachbehandlungssysteme ermittelt werden. Aus diesen Kennwerten lasst
sich die Halbwertszeit t;/, der Kristallisation wie folgt berechnen (Tabelle 16):

1
In2\n
ti2 = (%)n [Formel 25]

Tabelle 16: Auf Basis der Avrami-Gleichung berechnete Parameter fiir die Kristallisationskinetik bei der Nachbehandlung
von eADF4(C16) durch Bedampfen mit verschiedenen Alkoholen bei 60 °C.

K Loglo K n t1/2 (min) tgg% (mln)
2-Propanol 0,000006 -5,2 2,935773 53 94
Ethanol 0,005790 -2,2 1,670835 18 48
Methanol 0,314307 -0,5 1,185268 2 8

Hu et al.””! ermittelten bei der thermisch induzierten Kristallisation von B. mori Fibroin anhand von
FT-IR-Messungen Avrami-Koeffizienten von 1,57 (215 °C), 1,68 (210 °C) und 1,81 (205 °C). Es zeigte
sich jedoch, dass allein auf Basis dieser Werte keine eindeutigen Riickschliisse auf das geometrische
Wachstum kristalliner Regionen in der Struktur gezogen werden konnten. In Bezug auf die
Kristallisationsrate ist in Tabelle 16 ist eine signifikante Zunahme der Werte bei Abnahme des
Molekulargewichts des jeweiligen verwendeten Alkohols zu sehen. Ublicherweise bezieht sich der
Diffusionseinfluss der Kristallisationsrate auf die Diffusion von Molekilen, die aktiv an der
Kristallisation teilnehmen. Bei der Nachbehandlung von eADF4(C16) ist jedoch die Diffusion der
Alkohole der limitierende Faktor der Kristallisationsrate. Dies spiegelt sich ebenfalls in der starken
Abnahme der Halbwertszeiten der Kristallisation bei sinkendem Molekulargewicht der Alkohole
wieder. Auf Basis der gefitteten Kurven wurde ermittelt, dass die Nachbehandlungsdauer zum
Erreichen von 98 % der Sekundarstrukturtransformation bei 2-Propanol 94 min, bei Ethanol 48 min
und bei Methanol 8 min betragt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit Ethanol fiir 60 min bedampft,
was angesichts der theoretischen Behandlungsdauer von etwa 48 min in einem sinnvollen
Zeitbereich liegt. Die Auswertung gibt eine Indikation dafiir, dass sich das kinetische Verhalten der
B-Faltblatt-Formation durch das fir Polymere aufgestellte isotherme Modell nach Avrami
beschreiben lasst, wobei die Wahl des Nachbehandlungsmittels einen signifikanten Einfluss auf die

Kinetik der Kristallisation hat.
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4.3 Mechanische Eigenschaften von Garnen aus elektrostatisch gesponnenen Fasern

Im Rahmen dieser Arbeit wurde, basierend auf dem uniaxialen Zugversuch, ein Verfahren zur
Ermittlung und Beurteilung mechanischer Eigenschaften von Garnen aus elektrostatisch
gesponnenen Fasern eingesetzt. Dabei ist jedoch zu beachten, dass die eingefiihrte Methode in

einigen relevanten Punkten vom etablierten Standard fiir Faserzugversuche abweicht:

- Es wurden verdrillte Faserbiindel (Garne) gemessen, was bedeutet, dass einerseits die
Kraftaufnahme der Fasern nicht parallel zur Zugrichtung ist und andererseits die

Deformation des Garns nicht gleich der Dehnung der Einzelfasern entspricht.

- Zur Ermittlung der Spannung aus der Kraftkurve wurde auf Grundlage der Masse und Dichte
der Materialien ein theoretischer Querschnitt berechnet, der dem einer soliden Einzelfaser

mit idealer Dichte (also ohne Losungsmittelreste und Poren) entspricht.

- Da bei den Zugmessungen zum Teil groBe Deformationen auftraten wurde fiir die

Auswertung die wahre Spannung und wahre Dehnung berechnet.

Diese Spezifikationen missen vor allem beim Vergleich der angefiihrten Ergebnisse mit externen

Quellen berticksichtigt werden.

4.3.1 Beurteilung der mechanischen Messmethode anhand von Polymergarnen

Zhou et al.®*¥ stellten, in vergleichbarer Weise wie hier beschrieben, elektrostatisch gesponnene
Matten aus ausgerichteten N,N-Dimethylformamidfasern (DMF) her und untersuchten den Einfluss
des Verdrillens auf die mechanischen Eigenschaften der resultierenden Garne. Die Zugfestigkeit
sowie der Elastizitatsmodul stiegen mit dem Grad des Verdrillens um ein 4-5-faches. Der Effekt wird
damit begrindet, dass bei auftretender Deformation ein erhohter transversaler Druck im Garn
entsteht, der zu Reibung zwischen den Einzelfasern fiihrt und das Gleiten der Fasern reduziert. Das
fiihrt zu einer verbesserten Kraftiibertragung zwischen den Fasern, was die Widerstandsfahigkeit
des Garns gegen die mechanische Belastung verbessert. Ab einem gewissen Grad der Verdrillung ist
jedoch der Windungswinkel der Einzelfasern mit der Achse der Zugrichtung so grof}, dass die

longitudinale Kraftaufnahme der Einzelfasern zu gering ist und die Widerstandsfahigkeit des Garns
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abfillt. Dieses Verhalten wurde von Hearle®'**'? beschrieben und mathematisch modelliert. Yan et
al.”*® fanden bei Garnen aus elektrostatisch gesponnenem Polyacrylnitril (PAN) den, in Hinsicht auf
Zugfestigkeit und Elastizitatsmodul, idealen Windungswinkel bei ca. 35°. Es kann also davon
ausgegangen werden, dass die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Garne mit Windungswinkeln

von 35 t 4° eine mechanisch gilinstige Morphologie aufweisen.

Zunachst wurden Garne aus den semikristallinen Polymeren PCL und PA6 hergestellt und
mechanisch untersucht. Da in dieser Arbeit unter anderem die Feuchtigkeitssensitivitdt der
kiinstlichen Spinnenseidenfasern untersucht wurde, sollte anhand von PCL, welches nur geringfiigig
Wasser absorbiert,[m] verifiziert werden, ob mechanische Effekte auf die hygroskopischen
Eigenschaften der Proteine, oder etwa auf die Garnmorphologie zurlickzufiihren sind. Von PCL ist
bekannt, dass es aufgrund seiner Hydrophobizitdt und somit geringen Wasseraufnahmefahigkeit
keine signifikante mechanische Beeintrachtigung durch Feuchtigkeitsanderung erfahrt.F>31 Bej
PA6 kommt es hingegen aufgrund der Wechselwirkungen zwischen Wasser und den Amid-Gruppen
zur Erhéhung der Mobilitat der Molekilketten. Dies fiihrt zu einer Abnahme des Elastizitatsmoduls
und der Zugfestigkeit.®*” Folglich kann die Wasserabsorption dieser Materialien (Tabelle 17) als

Indikation fiir ihre mechanische Unbestandigkeit unter Feuchtigkeitseinfluss betrachtet werden.

Tabelle 17: Wasseraufnahmefahigkeit von Filmen und Vliesen aus PCL und PA6

Morphologie Medium Wasseraufnahme (%)
PCL Film (Querschnitt: 2 x 4 mm?) NaCl 0,154 M, pH 7,4 <0,5 B
PCL Vlies (Zracer 432 + 123 nm) Wasser 2,61
PAG Film (8 pm dick) 92 % r.H. 8,8 b1
PA6 Vlies (@paser €a. 400 nm) Wasser 7,4 B2

Es konnte gezeigt werden, dass anhand des hier vorgestellten mechanischen Messverfahrens die
Feuchtigkeitssensibilitdat der Materialien gemessen werden kann. Sowohl aus den statischen als auch
aus den dynamischen Zugkurven wurde ersichtlich, dass die Variation der Luftfeuchtigkeit
erwartungsgemal nur einen geringfligigen Einfluss auf das mechanische Verhalten von PCL hatte. In
Tabelle 18 sind zur Ubersicht mechanische Daten aus der Literatur angegeben, die an elektrostatisch
gesponnenen PCL-Fasern gemessen wurden. Tan et al.”?! fihrten beispielweise Zugmessungen an
PCL-Einzelfasern (@ 1,4 + 0,3 um) durch (Tabelle 18). Die Zugfestigkeit scheint zunichst erheblich
niedriger als die der hier ermittelte Wert, was sich jedoch nach Umrechnung in die wahre Spannung
relativiert, da sich aufgrund der hohen Dehnung ein Wert von ca. 120 MPa ergibt. Die wahre

Bruchdehnung betragt ca. 110 % und ist somit ca. doppelt so groR wie die der Garne. Da der
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Elastizitditsmodul in der Regel im niedrigen Deformationsbereich gemessen wird, kann davon
ausgegangen werden, dass sich der Wert mir der wahren Spannung/Dehnung als
Berechnungsgrundlage nicht signifikant andert. Er steht somit in guter Korrelation mit den Daten der
Garne. Jahani et al.’?? ermittelten eine Zugfestigkeit von ausgerichteten PCL-Fasermatten, die nach
Umrechnung in die wahre Spannung bei ca. 36 MPa liegt. Die wahre Bruchdehnung betragt ca. 41 %.
Unter Einbezug der Beobachtungen von Zhou et al.?™ kann die erhohte Zugfestigkeit der Garne auf
den bereits beschriebenen Effekt des Verdrillens zurlickgefiihrt werden, zumal der berechnete
Faktor (ca. 3) in der von Zhou et al. beschriebenen GroRenordnung liegt (ca. Faktor 4). Dies trifft
auch auf die Steigerung der Bruchdehnung zu. Beim direkten Vergleich der Daten muss zudem
bericksichtigt werden, dass bei der Verarbeitung unterschiedliche Losungsmittel eingesetzt wurden,
was einen Einfluss auf die Kristallinitdat des Polymers hat. HFIP fiihrt beispielsweise aufgrund seiner
hoheren Permittivitat zu einem starkeren Kristallisationsgrad als Chloroform, was sich wiederum in

den mechanischen Eigenschaften bemerkbar macht.**!

Tabelle 18: Vergleich der ermittelten wahren Zugfestigkeit o,,,,, Bruchdehnung &,,,, und des Elastizitaitsmoduls E von PCL
bei 30 % r.H. (diese Arbeit) mit Literaturwerten (engineered) von elektrostatisch gesponnenen PCL-Fasern (ohne Angabe
der Luftfeuchtigkeit).

Losungsmittel Fasern Omax (MPa) Emax (%) E (MPa)
diese Arbeit HFIP Garn 101+20  49,3+4,4  150+30
Tan et al.*?!! Chloroform/Methanol (3:1 w/w) einzeln* 40+10 200+100  120+30
Jahani et al.®® | Chloroform/DMF (9:1) Matte** 24,11 51,37

* Einzelfasern; ** Matten aus ausgerichteten Fasern

Beim elektrostatischen Spinnen von PA6 aus HFIP kommt es, dhnlich wie beim Schmelzspinnen®,

zur Ausbildung metastabiler y-Kristalle (pseudo-hexagonal mit Wasserstoffbriicken zwischen
parallelen verdrehten Ketten), welche durch nachtrigliche Temperaturbehandlung (150 °C) in
stabilere a-Kristalle (monozyklisch mit Wasserstoffbriicken zwischen antiparallelen planaren Ketten)
tberfuhrt werden konnen.®” Es wurde gezeigt, dass diese Umstrukturierung einen signifikanten
Einfluss auf die mechanischen Eigenschaften hat.”? Die kristallinen Eigenschaften mussen folglich
auch bei der Betrachtung der mechanischen Eigenschaften von PA6-Garnen beriicksichtigt werden.

113261 versponnen ebenfalls PA6 aus HFIP und ermittelten unter Verwendung des

Volpato et a
Nennquerschnitts die mechanischen Eigenschaften ihrer ausgerichteten Fasermatten (Tabelle 19).
Berucksichtigt man die hohe Dehnung durch Umrechnung in die wahre Spannung/Dehnung, so
ergibt sich fir die Zugfestigkeit ein Wert von ca. 22 MPa, welcher, dhnlich wie bei PCL, um ca. Faktor

4 kleiner ist als die Zugfestigkeit der PA6-Garne. Analog verhilt es sich beim Elastizitatsmodul. Somit
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trifft auch hier die Systematik der mechanischen Stabilisierung aufgrund des Verdrillens der

Fasermatten zu.

Tabelle 19: Vergleich der ermittelten wahren Zugfestigkeit o,,,,, Bruchdehnung ¢, und des Elastizitditsmoduls E von
PA6 bei 30 % r.H. (diese Arbeit) mit Literaturwerten (engineered) elektrostatisch gesponnener PA6-Fasern (ohne Angabe
der Luftfeuchtigkeit).

Losungsmittel Fasern Omax (MPa) Emax (%) E (MPa)
diese Arbeit HFIP Garn 81,1+5,4 20,0+£1,5 570+ 70
Volpato et al.®* HFIP Matte* 13,3+1,7 67+5 89,2 +19,2

* Matten aus ausgerichteten Fasern

Anhand der mechanischen Messungen konnte der Einfluss der Luftfeuchtigkeit auf das
Materialverhalten von PA6-Fasern nachvollzogen werden (Tabelle 20). Jia et al.*?” untersuchten das
mechanische Verhalten von PA6-Zugstdben (ISO-3167) und zeigten bei einer Feuchtigkeitsaufnahme
von ca. 1,2 % w/w (23 °C, 50 % r.H.) eine Abnahme des Elastizitditsmoduls um ca. 20 %. In einer
anderen Publikation derselben Gruppe wird angegeben, dass PA6 bei 30 % r.H (23 °C) ca. 1,1 % w/w
Wasser absorbiert, was in einem &hnlichen Bereich liegt wie die zuvor genannten 1,2 % w/w (bei
23°C, 50 % r.H.). Es kann also angenommen werden, dass auch die im Rahmen dieser Arbeit
getesteten PA6-Garne bei 30 % r.H. (25 °C) ca. 1,1 % w/w Wasser aufnehmen, was zu einer
Abnahme des Elastizitatsmoduls von ebenfalls 20 % fiihrt. Analoge Ergebnisse wurden auch von

Cossard et al.?*®

veroffentlicht. Obgleich der Feuchtigkeitsgehalt der Garne nicht bestimmt und
daher anhand der Literaturdaten abgeschatzt wurde, liegt der Feuchtigkeitseinfluss auf den

Elastizitatsmodul in allen Fallen in derselben GroRenordnung, was die Plausibilitat der Daten belegt.

Tabelle 20: Wahre Zugfestigkeit o, Bruchdehnung &, Elastizititsmodul E und Zdhigkeit U; elektrostatisch
gesponnener PA6-Garne bei Variation der Luftfeuchtigkeit.

Luftfeuchtigkeit Omax (MPa) Emax (%) E (MPa) Ur (MI/m?)
10 % r.H. 846+47 16,3+0,5 0,71+0,15 7,5+1,4
30 %r.H. 81,1+5,4 20,0+1,5 0,57 +0,07 8,7+0,7
80 % r.H. 69,6 + 4,6 28,8+ 1,9 0,3840,10 10,8 +1,1

2.
Carrascal et al.’?%

zeigten anhand von PA6/Glasfaser-Kompositen, dass der Einfluss der
Luftfeuchtigkeit auf die Mechanik bei Ubersteigen eines Feuchtigkeitsgehalts von ca. 3 % w/w nur
noch gering ist. Es wird vermutet, dass die Molekilketten aufgrund der Wasseraufnahme und der

damit verbundenen Lésung der intermolekularen Wasserstoffbriicken ab einem gewissen Grad der
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Hydration nur noch eine Anndherung an ihre maximale Mobilitdt erfahren. Ein Zeiteffekt der
Wasserabsorption wie er fiir PA6-Zugstibe (4 mm dick) dokumentiert wurde®®?”! kann bei den
Garnen ausgeschlossen werden, da fur PA6-Fasern (@ ca. 4 um) eine Equilibrierungszeit (95 % des
Maximalwertes) von nur 12 s gemessen wurde.®®" Die hier verwendeten Fasern waren zudem
wesentlich diinner und wurden fiir 2 min equilibriert, bevor sie gemessen wurden. Somit kann
erklart werden, warum bei den dynamischen Zugversuchen von PA6-Garnen zwar ein deutlicher
Unterschied zwischen 0,4, (30 % r.H.) und 0,,x (60 % r.H.) besteht, eine weitere Feuchtigkeitszufuhr

auf 80 % r.H. jedoch keine signifikante Anderung bewirkt.

Anhand des Literaturabgleichs der verwendeten Polymere wurde somit der Einfluss der hier
verwendeten Morphologie gezeigt (Erhohung der Stabilitdt durch Verdrillen der Fasern), sowie
methodenibergreifend das feuchtigkeitssensitive Verhalten der exemplarisch untersuchten
Polymere nachgewiesen. Unter Beriicksichtigung dieser Erkenntnisse werden im Folgenden die

mechanischen Daten der eADF4-Fasergarne diskutiert.

4.3.2 Mechanische Eigenschaften von eADF4(C16)-Garnen

4.3.2.1 Einfluss der Verarbeitungsmethode

Die mechanischen Eigenschaften von eADF4(C16)-Filmen wurden bereits von SpielR et al.”¥
untersucht. Die Messungen wurden bei einer Luftfeuchtigkeit von 41 % r.H. durchgefiihrt. Unter
Verweis auf die Abweichung der Umgebungsbedingungen werden die Daten mit den mechanischen

Eigenschaften der eADF4(C16)-Garne bei 30 % r.H. verglichen (Tabelle 21).

Tabelle 21: Zugfestigkeit o,,,,, Bruchdehnung &,,,,, Elastizititsmodul E und Zihigkeit U; von Filmen und Garnen aus
eADF4(C16) vor/nach Behandlung (die Filme wurden in Methanol getaucht und die Garne mit Ethanol bedampft).

% r.H. Omax (MPa) Emax (%) E (GPa) Ur (MJ/m?)
eADF4(C16)-Film, unbehandelt 41 42+4 2,9+0,1 2,4+0,3 0,77 £0,13
eADF4(C16)-Film, behandelt 41 52 43 1,8+0,3 3,340,5 0,30 £0,15
eADF4(C16)-Garn, 10 702476 6,8+1,1 1,30 £ 0,22 2,510,3
unbehandelt 30 62,9+4,3 75+10  1,16+0,14 2,6+0,3

80 157+15  37,6+10,1 0,20+0,09 42+0,9
eADF4(C16)-Garn, 10 811489 51+1,8  1,57+0,16 1,9+0,2
behandelt 30 64,7 +6,4 7,1+0,5 1,21+ 0,08 2,4+0,7

80 58,2+12,9  69,3+9,7  0,25+0,09 18,5+3,5
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Im Vergleich zu den eADF4(C16)-Garnen war die Zugfestigkeit der Filme um 33 % (unbehandelt) und
20 % (behandelt) niedriger, die Dehnbarkeit 61 % (unbehandelt) und 75 % (behandelt) geringer, der
Elastizitditsmodul 106 % (unbehandelt) und 172 % (behandelt) héher, sowie die resultierende

Zahigkeit 70 % (unbehandelt) und 88 % (behandelt) niedriger.

Es kann davon ausgegangen werden, dass die Ursache hierfir in der Verarbeitung und der
resultierenden morphologischen Form liegt. Von Polymerkompositen mit kristallinen Komponenten
ist bekannt, dass beim Faserspinnen gegenliber dem FoliengieBen wesentlich hohere Dehnraten
erreicht werden, was aufgrund der verbesserten Ausrichtung der Molekiile in den Fasern zur
héheren Zugfestigkeit fiihrt.**"! Auch die Seidenproteine sind aus kristallinen Bereichen aufgebaut,
die sich innerhalb einer amorphen Matrix ausrichten kénnen.'””! Da beim elektrostatischen Spinnen
zunachst groBe Scherkrafte im Taylorkonus auftreten und die Faser anschlieBend im elektrischen
Feld gedehnt wird, ist zu erwarten, dass dies die molekulare Ausrichtung der Proteine begiinstigt.
Somit lasst sich die héhere Zugfestigkeit, sowie Dehnbarkeit und Zahigkeit erkldaren. Gleichzeitig ist
das molekulare Gefiige im Film aufgrund des hoéheren Kristallisationsgrades (siehe Kapitel 4.2.3.1)
und seiner Unordnung steifer als die weniger kristalline, jedoch ausgerichtete Struktur in den Fasern.
Aus den Zugkurven der eADF4-Garne (Kapitel 4.3.2.3) ist ersichtlich, dass sowohl bei unbehandelten,
als auch bei nachbehandelten Garnen die Bruchdehnung bei niedriger Luftfeuchtigkeit zwischen
10 % r.H. und 30 % r.H. nur geringfligig zunimmt (Tabelle 21), was darauf schlieRen lasst, dass die
Wasserabsorption zu gering ist, um die Wasserstoffbriicken der Struktur ausreichend zu l6sen und
die notige Mobilitat der Molekiilketten zu bewirken. Es wird folglich vermutet, dass die Deformation
bei niedriger Luftfeuchtigkeit primar durch Dehnung ungeordneter Random Coil-Strukturen auftritt.
Auf Basis dieser Annahme lasst sich der hohere Elastizitditsmodul der Filme erklaren, bei denen die
Ketten ungeordnet vorliegen und bereits geringe Deformationen zum Bruch von Wasserstoffbriicken
fihren. Bei Fasern mit tendenziell ausgerichteten Strukturen tritt hingegen im niedrigen
Deformationsbereich zunachst eine gleichgerichtete Entzerrung der amorphen Regionen auf, bevor
es zum Bruch der Wasserstoffbriicken kommt. Dadurch treten im kleinen Deformationsbereich bei
Fasern geringere Krafte auf als bei Filmen, was sich im niedrigeren Elastizitditsmodul wiederspiegelt
(Abbildung 71). Zudem ist die Morphologie der Garne insofern mechanisch giinstig, als dass sich
Risse nur innerhalb einer einzelnen Faser ausbreiten kénnen und nicht wie beim Film die gesamte
Struktur betroffen ist. Anhand dieses Modells kénnen die mechanischen Unterschiede von Filmen
und elektrostatisch gesponnenen Fasern erklart werden. Um diese Hypothese experimentell
bestdtigen zu kénnen missen zukinftig weitere Versuchsreihen durchgefiihrt werden, bei denen
sowohl das mechanische Verhalten der Filme unter Variation der Luftfeuchtigkeit als auch die

kristalline Ausrichtung in Filmen und Fasern vor- und nach der Belastung untersucht werden.
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A ------- Wasserstoffbriicken
£ a-Helices
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Abbildung 71: Strukturverhalten bei Deformation von Filmen (A) und Fasern (B): Bei Filmen kommt es bereits im
niedrigen Deformationsbereich zu hohem mechanischen Widerstand durch Brechen von Wasserstoffbriicken,
wohingegen die molekular ausgerichtete Struktur von Fasern eine Elongation der amorphen Bereiche ermaoglicht.

4.3.2.2 Einfluss der Nachbehandlung und Luftfeuchtigkeit

Anhand der Zugkurven konnte der Einfluss der Nachbehandlung sowie der Luftfeuchtigkeit auf die
Mechanik von eADF4-Garnen nachvollzogen werden (Kapitel 3.3.2). Durch die Nachbehandlung kam
es bei eADF4-Garnen erwartungsgemal zu einer Zunahme des Elastizitditsmoduls aufgrund der
erhohten B-Faltblatt-Anteile. Als besonders interessant erwiesen sich jedoch vor allem die
gemessenen Bruchdehnungen. Hier zeigte sich, dass zwischen Messungen bei 10 % r.H. und 30 % r.H
sowohl bei unbehandelten als auch bei behandelten eADF4-Garnen nur eine geringe Zunahme der
Dehnbarkeit auftrat, wohingegen die Bruchdehnung bei 80 % r.H. um ein Vielfaches zunahm (Tabelle
21). Der signifikante Unterschied legitimiert eine strukturelle Fallunterscheidung des trockenen
(10 % r.H. und 30%r.H.) und feuchten (80 % r.H.) Zustandes. Plaza et al.**® untersuchten den
temperatur- und luftfeuchtigkeitsabhdngigen Glaslibergang von A. trifasciata Dragline anhand von
mechanischen Messungen. Sie zeigten, dass sich die mechanischen Eigenschaften bei konstanter

Temperatur und zunehmender Luftfeuchtigkeit zunachst nur schwach dnderten, und erst ab einer
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kritischen Luftfeuchtigkeit ein signifikanter Abfall des Elastizitatsmoduls auftrat, der auf die Storung
der Wasserstoffbriicken zwischen den Molekilketten zurlickgefiihrt wurde. Bei einer konstanten
Temperatur von 20 °C fand dieser Ubergang zwischen 70 % r.H. und 80 % rH. statt. Vergleichbare
Ergebnisse lieferte auch die Analyse von A. pernyi Seiden, was den Riickschluss zuldsst, dass es sich
hierbei um ein fir Seidenproteine charakteristisches Phanomen handelt.**? Die im Rahmen dieser
Arbeit ermittelten mechanischen Daten deuten darauf hin, dass bei eADF4-Fasern ein vergleichbarer
Glaslibergang stattfindet, der zur starken Abnahme des Elastizitdtsmoduls und Zunahme der

1.33% stellten fest, dass die kritische Luftfeuchtigkeit in dem Bereich

Bruchdehnung fihrt. Plaza et a
liegt, indem es zur fiir Spinnenseide charakteristischen Superkontraktion kommt. Auf diesen Punkt
wird im nachfolgenden Kapitel 4.3.2.3 naher eingegangen. In Hinsicht auf die Nachbehandlung sind

primar die folgenden beiden Beobachtungen von Interesse:

- Im feuchten Zustand kommt es bei unbehandelten Proben zu einem wesentlich stirkeren

Abfall der Zugfestigkeit als bei behandelten Proben.

- Die Zunahme der Bruchdehnung im feuchten Zustand ist bei behandelten Garnen signifikant

grofler als bei unbehandelten Garnen.

Dieses unterschiedliche Materialverhalten fihrte dazu, dass die Zahigkeit der nachbehandelten
eADF4-Garne um ein Vielfaches hoher war, als die der unbehandelten Proben. Die Beobachtungen
wurden anhand von AFM-Messungen an eADF4(C16)-Einzelfasern (Kapitel 3.3.4) bestatigt, obgleich
beachtet werden muss, dass die absoluten mechanischen Daten in ihrer GréRenordnung zum Teil
signifikant von denen der Zugmessungen an Garnen abwichen. Es wird darauf hingewiesen, dass die
Methode noch nicht vollstdndig etabliert ist und im Rahmen dieser Arbeit ausschlieflich als
zusatzliches Verfahren angewandt wurde, um eventuelle Effekte der Garn-Morphologie beurteilen
zu kénnen. Ein methodeninterner Vergleich unbehandelter und behandelter Fasern zeigt jedoch
eine hochgradige Analogie zu den Zugmessungen an eADF4-Garnen, was abermals bestatigt, dass
die beobachteten Effekte maligeblich auf die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Proteine

zurtickzufihren sind.

Um das Phdanomen der erhéhten Zugfestigkeit nach der Behandlung und bei 80 % r.H. zu erklaren,
wurde das Strukturmodell von Abbildung 71, B (Kapitel 4.3.2.1) fur den feuchten Zustand erweitert
und eine Fallunterscheidung fir die Belastung unbehandelter und behandelter Fasern aufgestellt
(Abbildung 73). Das Modell baut auf die vielfach beschriebene Beobachtung auf, dass Proteine bei
einem hohen Kristallisationsgrad intermolekulare B-Faltblatter ausbilden und somit eine gegen

Wasser stabile physikalische Vernetzung stattfindet.F733333¢ keten et al.”*” untersuchten die
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molekularen Vorgange bei mechanischer Belastung von B-Faltblattern anhand von dynamischen
Simulationen. Das Ziel der Untersuchungen lag darin, zu erklaren, warum Spinnenseide eine hohe
Zahigkeit aufweist, obwohl sie nur durch relativ schwache Wasserstoffbriicken vernetzt ist. Sie
flihrten die hohe Energiedissipation auf einen Haftgleiteffekt innerhalb der B-Faltblatter zurlick. Bei
ausreichend groRer Zugbelastung ausgerichteter B-Faltblatter kommt es zum Bruch von
Wasserstoffbriicken und die Ketten gleiten zundchst aneinander vorbei, bis sich versetzt neue
Wasserstoffbriicken ausbilden. Dieser Vorgang wiederholt sich, bis die Ketten komplett dissoziiert
sind, wodurch in Summe wesentlich mehr Wasserstoffbriicken gelost werden missen, als
urspriinglich an der Struktur beteiligt waren (Abbildung 72, A). Ferner zeigten sie, dass der Effekt
durch die Hohe und Lange der B-Faltblatter limitiert ist. Durch Stapelung vieler B-Faltblatter in die
Hohe tritt bei Belastung eine signifikante Beugung der Struktur auf, wodurch die Wasserstoffbriicken

reiBverschlussartig nacheinander brechen (Abbildung 72, B).

A Wasserstoffbriicke B
3-Strang
B-Faltblatt
Zug Zug
- -
Zug Zug
~J— -
-p =)
Haftgleiten Dissoziation Biegen Dissoziation

Abbildung 72: Verhalten bei Zugbelastung von B-Faltbldttern mit geringer Hohe (A) im Vergleich zu hoch gestapelten
B-Faltbldttern (B). (Abbildung vereinfacht nach Simulationsmodell von Keten et al.[337])

In Bezug auf die Lange der B-Faltblatter wurde gezeigt, dass die kooperative Kraftaufnahme von
Wasserstoffbriicken in Reihe nur Uber eine kritische Lange von ca. 4 Briicken funktioniert, da bei
langeren B-Faltblattern aufgrund der molekularen entropischen Elastizitat der Ketten lokale Defekte
auftreten.®* Auf Basis von AFM-Messungen an einer Proteindomane mit zwei verschieden groRen
Clustern aus Wasserstoffbriicken (2 und 6 Wasserstoffbriicken), wurde das Modell experimentell
bestatigt, da die Dissoziationsenergie bei 6 Wasserstoffbriicken nur ca. 1,5 mal so grofl8 war wie bei 2
Wasserstoffbriicken.®* Unter der Annahme, dass Wasserstoffbriicken in B-Faltblattern in Clustern
von 3-4 Briicken brechen, wurde eine Energiebarriere zum Ziehen eines 3-Stangs aus dem Faltblatt
von 9,64 kcal/Mol berechnet.?*® Diese Energie liegt weit unter der Energie, die erforderlich ware um
kovalente Bindungen (50-110 kcal/MoI)lm] der Proteinketten zu 16sen, was darauf schlieBen |asst,

dass das Materialversagen allein auf die Dissoziation von Wasserstoffbriicken zuriickgefiihrt werden
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kann, wobei sich zunéchst die Bereiche der a-Helices und B-Schleifen entfalten, bevor es schliefllich
zur Zerstorung kristalliner Strukturen kommt.2***? Anhand dieser Erkenntnisse lasst sich das
Strukturmodell flir den Belastungsfall an unbehandelten sowie nachbehandelten eADF4-Fasern
folgendermaRen aufstellen. Bei unbehandelten Proben findet aufgrund des geringen B-Faltblatt-
Anteils (10,9 £ 1,5 %) keine oder kaum eine intermolekulare Vernetzung kristalliner Strukturen statt.
Im Belastungsfall kénnen sich die amorphen Bereiche daher nur so weit entzerren, bis die
physikalischen Wechselwirkungen zwischen den Proteinketten der Belastung nachgeben und die
Molekiile dissoziieren. Diese Strukturdefekte breiten sich makroskopisch aus bis es zum ReiRen der
Faser kommt. Erst durch die Nachbehandlung wird eine stabile intermolekulare physikalische
Vernetzung durch den hohen Anteil an B-Faltblattern (35,3 + 1,3) induziert. Im Gegensatz zu den
Wasserstoffbriicken, die sich in den amorphen Bereichen ausbilden, sind die dichteren kristallinen
Strukturen gegen Wasser stabil und bleiben somit auch bei hoher Luftfeuchtigkeit erhalten. Durch
das stabile Netzwerk kommt es bei Zugbelastung zu einer grofReren Kraftaufnahme, die wiederum
dazu fahrt, dass sich amorphe Bereiche (Random Coils, a-Helices, B-Schleifen) weiter entzerren
konnen (Abbildung 73). Dieses Phanomen fiihrt makroskopisch zu einer groReren Bruchdehnung
und hoheren Zugfestigkeit nachbehandelter Proben, was anhand der Zugmessungen

nachbehandelter eADF4-Garne experimentell bestatigt wurde.
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Abbildung 73: Strukturmodell fiir den Belastungsfall unbehandelter (A) und nachbehandelter (B) eADF4-Fasern. Bei
unbehandelten Fasern besteht kaum/keine intermolekulare Vernetzung durch B-Faltbldtter, wahrend es bei
nachbehandelten Proben zur kristallinen Vernetzung und somit Stabilisierung der Gesamtstruktur kommt.
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Vergleichbare Ergebnisse wurden fiir die Ethanolbehandlung elektrostatisch gesponnener B. mori
Fibroin-Fasern veroffentlicht, wobei ebenfalls eine Zunahme der Bruchdehnung und Zugfestigkeit
verzeichnet wurde, jedoch ohne Angabe der Luftfeuchtigkeit. Bei Messungen unter Wasser kam es
im Vergleich zu trocken gemessenen Fasern analog zu den hier vorgestellten Ergebnissen zu einer
signifikanten Zunahme der Bruchdehnung unter Abnahme der Zugfestigkeit.?**! Zugmessungen, die
bei 50 % r.H. mit elektrostatisch gesponnenen B. mori Fibroinfasern durchgefiihrt wurden, zeigten
ebenfalls eine Zunahme der Zihigkeit und Zugfestigkeit mit dem Grad der Kristallinitit.*” Die
publizierten Daten erlauben die Annahme, dass die Mechanismen des vorgestellten Strukturmodells

auch fur andere Seidenproteine gilltig sind.

4.3.2.3 Vergleich von eADF4-Fasern mit natiirlicher Dragline-Seide

Bei natdirlicher Dragline-Seide wurden unter Einfluss von Feuchtigkeit zwei charakteristische
Phianomene beschrieben — Erweichung des Materials sowie Superkontraktion. Wie bereits erortert
(Kapitel 4.3.2.2) werden durch Absorption von Wasser die intermolekularen Wasserstoffbriicken der
amorphen Bereiche in Seidenproteinen gelést und die Molekiilketten werden mobiler.2*! Wasser
wirkt somit als natirlicher Weichmacher, was sich in den mechanischen Eigenschaften der Seide
wiederspiegelt.®***! Natirliche Dragline Seide ist in der Lage Wasser stark zu binden, was anhand
von Nephila Dragline demonstriert wurde, die nach dem Trocknen im Exsikkator noch einen
Wassergehalt von 6 - 7 % w/w aufwies.?*! Ferner wurde gezeigt, dass der Wassergehalt der Dragline
von Nephila senegalensis bei 80 % r.H. auf ca. 66 % w/w ansteigt, was die mechanischen

t.2*® |m Rahmen dieser Arbeit wurde die

Eigenschaften der Fasern deutlich beeinfluss
Feuchtigkeitssensitivitdit von eADF4-Garnen mit der des natirlichen Vorbilds, der Dragline von
A. diadematus, verglichen. Die mechanischen Eigenschaften, die hier fir A. diadematus Dragline
gemessen wurden (bei 30 % r.H.) stehen insbesondere in Hinsicht auf ihre Zahigkeit in guter
Korrelation zu den Werten, die von Gosline et. al®® beschrieben wurden (Tabelle 22). Keerl und
Scheibel® zeigten, dass die mechanischen Eigenschaften von A. diadematus Dragline stark von der
Abziehgeschwindigkeit der Seide aus der Spinndriise abhdngen, und fiihrten dieses Verhalten auf die
verbesserte molekulare Ausrichtung aufgrund erhoéhter Scherkrafte und des Nachdehnens zuriick.
Da die mechanischen Eigenschaften jedoch auch von Alter und Haltungsbedingungen (Erndhrung,
Umgebungsbedingungen etc.) der Spinnen abhangen, kdnnen Einfllisse wie Abziehgeschwindigkeit

und Luftfeuchtigkeit nur auf Basis von Messungen an einzelnen Tieren intern ermittelt werden.

Versuchsreihenlbergreifend koénnen jedoch Tendenzen verglichen werden, wobei Keerl und
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Scheibel® ebenfalls das Materialerweichen mit zunehmender Luftfeuchtigkeit beobachteten
(Tabelle 22). Madsen et al.”*" verwendeten bei der Gewinnung natirlicher A. diadematus Dragline,
wie auch im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt, eine Abziehgeschwindigkeit von 3 cm/s und fuhrten
Zugmessungen bei 50 % r.H. durch. Die mechanischen Daten stehen in sehr guter Korrelation zu den
hier ermittelten Werten. Vehoff et al.®?*® machten vergleichbare luftfeuchtigkeitsabhingige
Zugmessungen mit N. senegalensis Dragline und dokumentierten dasselbe Verhalten wie es hier fiir
A. diadematus Dragline aufgefiihrt wurde (Tabelle 22). Dabei stimmen sowohl der Trend als auch die
Grolenordnung der mechanischen Verdnderungen spezieslibergreifend (iberein, was eine deutliche
Indikation dafir ist, dass es sich bei der Feuchtigkeitssensitivitdt um ein charakteristisches Merkmal

von Dragline Seidenproteinen handelt.

Tabelle 22: Vergleich der hier ermittelten mechanischen Eigenschaften von A. diadematus Dragline mit Werten aus der
Literatur. Die jeweiligen Abziehgeschwindigkeiten bei der Fadengewinnung sind, sofern bekannt, in der ersten Spalte in
Klammern angegeben. (mechanische Parameter: Zugfestigkeit o, Bruchdehnung &,,,, Elastizititsmodul E, Zahigkeit
Uy, Bruchkraft Fg, Brucharbeit W5g)

r.H. (%) Opmax (MPa) Emax (%) E (GPa) Ur (MJ/m®)
A. diadematus (3 cm/s) 10 1108,1 + 35,1 24,2+1,3 8,65+0,78 152,6 £13,4
(diese Arbeit) 30 1058,7 +142,3 26,714 6,46 £ 1,28 155,9+31,6
80 855,3+98,1 43,1+6,7 1,00 £0,17 157,0+£19,4
A. diadematus
[349] ---* 1100 27 10 160
(Gosline et al.)
A. diadematus (20 cm/s) 30 1255,8 +317,2 26,7+3,9 ---* -k
(Keerl und Scheibel)**” 70 1147,7 + 186 30,8+3,8 o X
A. diadematus (3 cm/s)
50 1080 + 160 28 +4 6,9+1,22 ---*
(Madsen et al.) 1351]
rH%) | F(mN) Eman (%) E(GPa) Ws (W)
N. senegalensis 25 44,4 +2,7 18,9+2,0 10,5+0,6 40,6 +5,7
(Vehoff et al.)?* 44 40,3 3,6 24,2+2,8 7,8+0,4 46,0 £ 8,9
80 33,0+£3,1 34,6 £2,5 1,4+0,5 39,3+6,4

* nicht angegeben

Bei den eADF4-Garnen waren dieselben Trends zu sehen wie beim natirlichen Seidenfaden von
A. diadematus. Um den Umfang der mechanischen Reaktion der Proben zu veranschaulichen, sind in
Tabelle 23 die prozentualen Veranderungen, die durch die Luftfeuchtigkeitssteigerung von 10 % r.H.

auf 80 % r.H. auftraten, dargestellt.
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Tabelle 23: Prozentuale Zu- (+), bzw. Abnahme (-) mechanischer Werte bei Steigerung der Luftfeuchtigkeit von 10 % r.H.
auf 80 % r.H. (Anderung der Zugfestigkeit A09.55, Bruchdehnung Ag;,.50, des Elastizititsmoduls AE;, g, der Zihigkeit
AUT,IO-SO)'

A030.50 (%) Ag0.50 (%) AE1.50 (%) AUr,10.80 (%)
A. diadematus, Dragline -23 +44 -88 +3
eADF4(C16), unbehandelt -78 +82 -85 +40
eADF4(C16),behandelt -28 +93 -86 +90
eADF4(C32NR4),unbehandelt -62 +73 -67 +28
eADF4(C32NR4), behandelt -39 +90 -60 +89

Wenn auch die Tendenzen bei allen Proben erwartungsgemall gleich waren, so geht aus dem
Vergleich deutlich hervor, dass elektrostatisch gesponnene Garne wesentlich feuchtigkeitssensitiver
reagierten als die natiirliche Seide. Die Ursache dafiir liegt vermutlich primar an der Zuganglichkeit
der Sekundarstrukturelemente flir Wasser. AuRerdem ist im Gegensatz zu den eADF4-Garnen, die
jeweils ausschlieRlich aus einem Protein bestehen, die natiirliche Dragline-Seide aus mindestens
zwei Proteintypen (MaSP1 und MaSP2) aufgebaut, welche einen Kern bilden, der von einer Schicht
aus Lipiden, Glykoproteinen oder anderen Seidenproteinen ummantelt ist.*") Es wird vermutet, dass
die unpolaren Lipide die Feuchtigkeitszu- und abfuhr aufgrund ihrer hydrophoben Eigenschaften
beeintrachtigen. Bei eADF4-Garnen hingegen wird die Feuchtigkeitsaufnahme zusatzlich durch das

groRe Oberflachen-Volumenverhaltnis der Submikrofasern beschleunigt.

Das Superkontraktionsverhalten der A. diadematus Dragline sowie der eADF4-Garne wurde durch
kontinuierliches Bedampfen und Entfeuchten der Messkammer untersucht. Die Fasern wurden dazu
im entspannten Zustand fixiert und die Spannungsaufnahme aufgrund der Kontraktion gemessen.
Pérez-Rigueiro et al.?*? untersuchten das Superkontraktionsverhalten, indem sie Dragline-Faden
bekannter Lange in einer Zugmaschine so fixierten, dass die Faden zunachst lose durchhingen. Durch
Eintauchen in Wasser kam es zur kontrollierten Superkontraktion, das heift die Fiden zogen sich
zunachst zusammen bis sie die, aufgrund der Fixierung vorgegebene, Lange erreichten und brachten
im weiteren Verlauf durch die inhibierte Kontraktion eine messbaren Kraft an der Zugmaschine auf.
In diesem Zustand wurden sie getrocknet und anschlieBRend der Abstand in der Zugmaschine soweit
verringert bis keine Kraft mehr anlag. Der Vorteil dieser Methode gegeniiber dem einfachen Messen
der Langendnderung beim Eintauchen,®*® liegt darin, dass der Grad der Superkontraktion eingestellt
werden kann, da die Fasern aufgrund der einstellbaren Fixierungsabstande in ihrer Langenanderung
limitiert werden. Durch Zugmessungen, welche an unterschiedlich stark kontrahierten Fasern
durchgefihrt wurden, konnte somit der zunehmende Einfluss der Superkontraktion (Abnahme der

Steifigkeit) auf die mechanischen Fasereigenschaften gemessen werden. Um jedoch genauere
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Informationen iiber den Ubergang vom Ausgangszustand zum kontrahierten Zustand, sowie die
Feuchtigkeitssensibilitat nach der Superkontraktion zu erhalten, wird haufig die im Rahmen dieser
Arbeit angewandte Methode der dynamischen Luftfeuchtigkeitsanderung bei statischer
Deformation und gleichzeitiger Kraftmessung angewandt. Blackledge et al.”*" fihrten derartige
Versuche mit N. clavipes Dragline durch. Dabei kam es analog zu den hier vorgestellten
Messverlaufen von A. diadematus Dragline bei initialer Befeuchtung zu einer Spannungsaufnahme
der Fasern aufgrund von Superkontraktion, auf die eine zyklische Spannungszu- und abnahme mit
sinkender und steigender Luftfeuchtigkeit folgte. Die gemessene Kontraktionsspannung bei
N. clavipes-Seide betrug ca. 100 MPa, wahrend bei A. diadematus-Seide etwa 60 MPa gemessen
wurden. Die Werte reprasentieren in gutem MalRR den dokumentierten mechanischen Unterschied
der beiden Seidentypen von ca. Faktor 1,5, wodurch die Plausibilitdt der Messergebnisse bestatigt
wird.®*¥ Interessant war bei den Messungen an eADF4-Garnen vor allem der Einfluss der
Nachbehandlung. Bei unbehandelten Fasern setzte die Superkontraktion bei einer niedrigeren
Luftfeuchtigkeit ein als bei behandelten Fasern, was eine Indikation dafir ist, dass durch den
hoheren kristallinen Anteil die Glaslibergangstemperatur stieg. Diese Annahme wird durch
Literaturangaben gestiitzt, in denen vergleichbare Ergebnisse bei der Nachbehandlung von B. mori
Fibroin erzielt wurden.?*> Die zweite Beobachtung ist, dass es bei behandelten Proben zu einer
irreversiblen Spannungszunahme im Laufe der Be- und Entfeuchtungszyklen kommt. Das Phdnomen
kann unter Einbezug der aufgefiihrten Literaturangaben durch eine Erweiterung des aufgestellten
Strukturmodells fir unbehandelte und behandelte eADF4-Garne (Abbildung 73) folgendermalien
beschrieben werden. Aufgrund der Zugmessungen wurde geschlossen, dass die Nachbehandlung zu
einer intermolekularen physikalischen Vernetzung fiihrt, die stabil gegen Feuchtigkeitseinflisse ist.
Nach dem Strukturmodell von Blackledge et al.”*" kommt es durch Wasserzufuhr zur Mobilisierung
der Proteinketten. Aus der Literatur ist zu entnehmen, dass dadurch die Ausbildung, bzw.
Assemblierung von B-Faltblattern induziert wird.*>**® Somit kann gefolgert werden, dass es beim
Be- und Entfeuchten nachbehandelter eADF4-Garne zu einer Zunahme der intermolekularen
physikalischen Quervernetzung kommt. Durch Feuchtigkeitszufuhr erreichen die Molekiile die nétige
Mobilitat, um sich auszurichten und durch Dehydration wird das Material so verdichtet, dass die
Assemblierung zu intermolekularen B-Faltblattern stattfinden kann. Es wird vermutet, dass dieser
Mechanismus bei eADF4(C16) aufgrund der kiirzeren und daher beweglicheren Ketten beglinstigt
wird, weshalb der Effekt hier besonders ausgepragt war, wohingegen eADF4(C32NR4) aufgrund
seines Molekulargewichts und der kovalenten Bindung, vermittelt durch die carboxyterminale
Domaéne, wesentlich unflexibler ist. Gestitzt wird diese Theorie zusatzlich durch die Ergebnisse, die

aufgrund des Nachdehnens beim Nasspinnen erzielt wurden. Um die Fasern mechanisch zu
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stabilisieren mussten sie im feuchten Milieu nachgestreckt und beim Trocknen im gestreckten
Zustand gehalten werden. Es wird vermutet, dass in diesem Schritt, analog zum hier vorgestellten
Modell, eine Zunahme dicht gepackter intermolekularer kristalliner Strukturen induziert wird, wie
sie auch von An et al. beim Nachdehnen ihrer rekombinanten Spinnenseidenproteine verzeichnet
wurden.® Dabei spielt das Losungsmittel eine essentielle Rolle. Im Rahmen dieser Arbeit konnten
die mechanisch stabilsten Fasern beim Nassspinnen wassriger Proteinldsungen erzielt werden. Beim
natlirlichen Faserspinnprozess der Spinne wird ebenfalls eine wassrige LOsung versponnen, wobei es
bereits im Spinnkanal zu einer scherinduzierten Vorassemblierung der Proteinketten kommt.!?>3*7)
Du et al.’*® zeigten, dass eine Erhohung der Abzugsgeschwindigkeit beim Ziehen eines Dragline
Fadens aus der Spinne die Ausrichtung und GroRe kristalliner Bereiche im Proteinnetzwerk und
somit die mechanischen Eigenschaften verbessern kann. Aufgrund der in Kapitel 4.1.3 erorterten
Eigenschaften des beim elektrostatischen Spinnen verwendeten Protein/Losungsmittelsystems kann
geschlossen werden, dass es zwar zu einer molekularen Ausrichtung, jedoch nicht zu einer mit dem
natlirlichen System vergleichbaren Vorassemblierung kommen kann, da diese aufgrund des
Losungsmittels HFIP inhibiert wird. Das im Rahmen dieser Arbeit etablierte Nassspinnverfahren
fihrte zu wesentlich besseren Resultaten, da hier aufgrund des wassrigen Systems eine
Vorassemblierung der Proteinketten moglich war, wobei das Nachstrecken, wie bei der Spinne,
einen entscheidenden Beitrag zur mechanischen Stabilisierung der Fasern leistete. Aufbauend auf
diesen Versuchen wurde von Aniela Heidebrecht der Einfluss der nichtrepetitiven Domanen auf die
Vorassemblierung untersucht und es konnten erstmalig Fasern hergestellt werden, die eine

vergleichbare Zahigkeit wie die der natirlichen Dragline Seide von A. diadematus aufwiesen.?*!

Wenn auch die elektrostatisch gesponnenen Fasern aus HFIP den nassgesponnenen Fasern aus
wassrigen Losungen in ihren mechanischen Eigenschaften unterlegen sind, so 6ffnen sie dennoch
aufgrund ihrer submikro-/nanoskopischen Morphologie ein neues Anwendungsfeld fur

rekombinante Spinnenseidenproteine (Kapitel 4.4).

4.4 Potentielle Anwendungen elektrostatisch gesponnener Seidenproteinfasern

4.4.1 Medizinische Anwendungen

Von natirlicher Spinnenseide ist seit langem bekannt, dass sie biokompatibel ist und im Koérper
abgebaut werden kann.®>3? |n Kombination mit ihren exzellenten mechanischen Eigenschaften gilt

sie als ein ideales Material fur den Einsatz im medizinischen Bereich. Sie bietet eine attraktive
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Alternative zu synthetischen Polymeren, von denen bekannt ist, dass haufig nach Implantation
unerwiinschte Nebenreaktionen auftreten kdnnen. Vielseitig eingesetzt werden beispielsweise
Polyglykolsdure (PGA) und Polymilchsdure (PLA), wobei gesehen wurde, dass bei der Verwendung
dieser Materialien fir die Geweberekonstruktion eine Dedifferenzierung von koérpereigenen Zellen
auftreten kann. Dies hat zur Folge, dass der Wiederaufbau der extrazelluldren Matrix durch die
Zellen nicht im gewiinschten Umfang stattfindet.’*® Zudem kommt es hiufig zum Verlust der
mechanischen Eigenschaften, und es koénnen aufgrund der Degradation (z.B. bei PLA) saure
Abbauprodukte entstehen.?®® Ferner werden bioabbaubare Polymere im Kérper oft zu schnell
degradiert (1-2 Monate), um den Zellen lange genug als Stitzgewebe zur Herstellung einer
kérpereigenen extrazelluldren Matrix zu dienen.P®" Schifer-Nolte et. al.?®? stellten in vivo (Ratte,
pravertebrale Faszie) einen direkten Vergleich zwischen kommerziell erhaltlichen Geweben zur
Stabilisierung von Leistenbriichen und Geweben aus natirlicher Dragline Seide her. Sie
verzeichneten eine bessere Zellmigration bei Verwendung der Spinnenseidengewebe und zeigten,
dass der Abbau des Seidengewebes erst nach 4 Wochen einsetzte. Nach 4 Monaten war die
Spinnenseide komplett durch kdrpereigenes Gewebe ersetz worden. Beim Einsatz von gereinigtem
B. mori Fibroin hingegen wurden in der Literatur zum Teil negative Ergebnisse bezlglich der
Biokompatibilitdit beschrieben, was auf Rickstinde des Klebeproteins Sericin zuriickgefiihrt
wurde.®>*®® Fir eine medizinische Studie wurde Serum von neun Personen, die allergisch auf B.
mori Seide reagierten, entnommen und die Bindungsaktivitdt der Antikorper (IgE und 1gG) auf
verschiedene Polypeptide (Molekulargewicht: 14 - 70 kDa), die aus nativer B. mori Seide extrahiert
wurden, untersucht. Durch einen Westernblot wurde gezeigt, dass die allergenen Polypeptide
primar der Sericin-Fraktion zugeordnet werden konnen.®* Ferner wurde in vitro nachgewiesen,
dass die Aktivitdit von Makrophagen, die zuvor mit bakteriellen Lipopolysacchariden stimuliert
wurden, in Anwesenheit von Sericin stark zunahm, was ebenfalls als Indikation fiir die

Immunantwort im Organismus angesehen wird.*®!

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss der morphologischen Beschaffenheit von eADF4(C16)-
Vliesen auf das Wachstumsverhalten von Fibroblasten untersucht. Dabei wurde sowohl bei den

Adhésions- als auch bei den Proliferationsversuchen ein signifikanter Einfluss der Faserdurchmesser

[228] [366]

auf das Zellwachstum verzeichnet. Vergleichbare Ergebnisse wurden von Kumbar et al.
anhand von elektrostatisch gesponnenem Polylactid-co-Glycolid (PLGA) veroffentlicht. Sie
ermittelten die idealen Wachstumsbedingungen fiir Zellen auf Fasern mit Durchmessern im Bereich
von 350-1100 nm, was in sehr guter Korrelation zu den hier vorgestellten Ergebnissen steht. Anhand
der REM- und TEM-Untersuchungen wurde aufgefihrt, dass Fibroblasten auf eADF4(C16)-Vliesen

mit Faserdurchmessern von 480-680 nm durch Adhdsion an Fasern spreizten. Es konnte zudem eine
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Zellmigration in Vliese mit grollen Faserdurchmessern beobachtet werden, wobei sich Zellen durch
Filopodien physikalisch im Vlies verankerten und in die Vlieszwischenrdume wanderten. Dieses
Adhasionsverhalten wurde ebenfalls auf Vliesen aus B. mori Fibroin dokumentiert.®*”! Die schlechte

| 1368]

Zelladhasion auf glatten eADF4(C16)-Oberflichen wurde von Hardy et a auf die negative

Proteinladung zuriickgefiihrt, die die Anlagerung von Proteinen der extrazellularen Matrix inhibiert.

Aufgrund der hier gezeigten kontrollierbaren Zelladhasion wéaren beispielsweise Wundauflagen aus
diinnen Fasern (150 nm) denkbar, die wahrend der Heilung nicht ins Gewebe integriert werden, also
wieder abgezogen werden konnen, und aufgrund ihrer feinporigen Struktur eine gute Keimbarriere
darstellen.®* Die Fahigkeit der Proteine, schnell Feuchtigkeit aufzunehmen, und bei Anderung der
Umgebungsbedingungen wieder abzugeben (Kapitel 4.3.2.3), konnte bei Wundauflagen zur
Aufnahme von Wundexsudat auf der Unterseite und Abdampfen der Feuchtigkeit auf der Oberseite
genutzt werden. Ferner kdnnten dickere Proteinfasern (680 nm) fir die Geweberekonstruktion
eingesetzt werden, da sie den Zellen eine gute Wachstumsgrundlage bieten. Aufgrund der
mechanischen Untersuchungen an Garnen wird vermutet, dass die schichtweise orthogonale

Auftragung alignierter Fasern zu ausreichend stabilen Geweben fiir den Hautersatz fliihren kann.

4.4.2 Technische Anwendung in der Filtration

In dieser Arbeit wurden im Rahmen eines anwendungsorientierten Industrieprojekts eADF4(C16)-
Vliese auf ihre Eignung als Filtermedien geprift. In der Literatur wurde bereits gezeigt, dass
elektrostatisch gesponnene Polymerfasern vielfiltig fir Filtrationsanwendungen eingesetzt werden
konnen.B’ Kritisch wird hingegen betrachtet, dass derartige Fasern, wenn sie zu kurzen Fragmenten
brechen, lungengingig und im schlimmsten Falle biopersistent sein konnten.?’"! Andererseits
wurden bereits Ansatze verfolgt, um elektrostatisch gesponnene Faserfragmente aus
biokompatiblen Polymeren gezielt fiir Inhalationstherapien einzusetzen.®’? Da eADF4-Proteine aus
Aminosauren aufgebaut sind und somit vom Korper abgebaut werden koénnen, darf davon
ausgegangen werden, dass die Verwendung elektrostatisch gesponnener eADF4-Vliese im Vergleich

zu Vliesen aus synthetischen Polymeren gesundheitlich unbedenklich ist.

Auf Grundlage etablierter Verfahren zur Filteranalytik konnte gezeigt werden, dass bereits unter
geringem Materialaufwand von eADF4(C16) sehr gute Abscheideraten im Feinpartikelbereich bei
anwendungsgerechter Luftdurchlassigkeit erreicht wurden. Die Ergebnisse, welche in dieser Arbeit

mit elektrostatisch gesponnenen eADF4(C16)-Vliesen erzielt wurden, wiesen im Vergleich zu
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Polymervliesen mit dhnlicher Morphologie und Belegung insbesondere fir kleine Partikel (@ 0,3 pum)

erheblich bessere Abscheideraten auf (Tabelle 24).

Tabelle 24: Vergleich der hier ermittelten Abscheideraten von eADF4(C16)-Vliesen mit Ergebnissen, die anhand von
vergleichbaren Vliesen und Messparametern generiert wurden.

Material Faserdurchmesser | Belegung | Partikeldurchmesser | Abscheiderate
(nm) (8/m’) (rm) (%)
0,3 92,6 %
diese Arbeit eADF4(C16) 120 0,13
1 99,4%
0,3 74
Heikkila et al.*” PAG6 120 0,1
1 >90
0,3 ca. 60
Li & Frey®™ PAG 120 0,1
1 ca. 88

Im Folgenden sollen nun die zugrundeliegende Vorgange bei der hier angewandten Luftfiltration
zunachst theoretisch erortert und anschlieBen in den praktischen Zusammenhang mit den
dokumentierten Beobachtungen gebracht werden. Im Allgemeinen wurden fiir die Luftfiltration
neben dem einfachen GréRenausschluss folgende Abscheidemechanismen in der Literatur

beschrieben (Abbildung 74):5"

- Diffusion: Kleine Partikel (< 100 nm) kollidieren aufgrund ihrer brownschen Bewegung mit
Fasern und scheiden sich ab. Die Abscheiderate hangt bei diesem Mechanismus stark von

der Anstrémgeschwindigkeit ab.

- Interception: Partikel die sich einer Faser im Luftstrom in der GréBenordnung oder kleiner
ihres Radius ndhern, neigen zur Adhasion an der Oberflache. Der Effekt wird vor allem bei

Partikeln > 100 nm relevant und hangt stark vom Faserdurchmesser ab.

- Impaction: An der Kriimmung der Stromlinien in der Ndhe einer Faser verlasst ein Partikel
aufgrund seiner Tragheit die Stromung und kollidiert mit der Faser, wo er haften bleibt.

Dieser Effekt ist fiir Partikel in der GréRenordnung mehrerer hundert Nanometer relevant.

- Elektrostatische Anziehung: Durch Ladungen von Partikeln und/oder Fasern kann es

aufgrund von elektrostatischer Anziehung zur Partikelabscheidung kommen.
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Partikel Luftstrom

e
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Diffusion Interception Impaction elektrostatische Anziehung

Abbildung 74: Maogliche Abscheidemechanismen bei der Luftfiltration: Diffusion, Interception, Impaction und
elektrostatische Anziehung. (Abbildung wurde in Anlehnung an Quelle®™® angefertigt)

Auf Basis der physikalischen GesetzmaRigkeiten dieser Mechanismen konnte ein mathematisches
Modell erstellt werden, das die Abhangigkeit der Abscheiderate von der PartikelgroRe beschreibt
(Abbildung 75, A).B” Aus der Auftragung wird deutlich ersichtlich, welche Abscheidemechanismen
in welchem PartikelgréBenbereich dominieren. Ferner wurde der Einfluss der Faserdurchmesser des
Filters auf den Kurvenverlauf aufgefiihrt (Abbildung 75, B).”””) Im Rahmen dieser Arbeit wurden
Partikel im GroRenbereich von 0,3 - 3 um auf eADF4-Vliesen mit Faserdurchmessern von ca. 120 nm
abgeschieden. Der Messbereich der Partikeldurchmesser wurde in Abbildung 75, B gelb markiert.
Betrachtet man die Kurve, die fir Faserdurchmesser von 500 nm ermittelt wurde, so wird deutlich,
dass die Abscheiderate im Messbereich von > 0,3 um bereits sehr hoch und bei Partikeln > 0,6 um
bereits maximal ist. Dieses Verhalten beschreibt in sehr guter Weise die Kurven, die fir

Spinnenseidenvliese bei einer Belegung von 130 mg/m? gemessen wurden (Abbildung 66, B).
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Abbildung 75: Einteilung des Verlaufs der Abscheiderate in die, bei unterschiedlichen PartikelgroBen auftretenden,
Abscheidemechanismen (A) (Abbildung in Anlehnung an Quelle®™® angefertigt). Simulation der Abscheiderate bei
unterschiedlichen Faserdurchmessern (B) (Abbildung in Anlehnung an Quelle®®”! angefertigt).
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Daraus lasst sich schlielRen, dass die dominierenden Abscheidemechanismen der hier verwendeten
eADF4-Vliese primar Interception und Impaction waren. Ferner wurde aufgezeigt, dass eine
Vliesbelegung von 130 mg/m2 erforderlich ist, um diese typischen Filtereigenschaften zu generieren.
Das Ergebnis ist insofern interessant, als dass durch die dokumentierte Einstellbarkeit der
Faserdurchmesser nun unterschiedliche Abscheidemechanismen genutzt, und Filter gezielt auf
spezifische PartikelgroRen konditioniert werden kénnen. Da eADF4(C16) negativ geladen ist, treten
bei der Filtration elektrostatische Krafte auf, die ebenfalls einen positiven Einfluss auf die
Abscheideraten haben kénnen. Zudem ist es moglich, rekombinante Spinnenseidenproteine zu
modifizieren, um erwiinschte Eigenschaften zu generieren. So wurde beispielweise mit eADF4(k16)
ein positiv geladenes Aquivalent zu eADF4(C16) geschaffen, welches sich zur Abscheidung negativ

geladener Teilchen eignen wiirde. B’

Aus den Untersuchungen geht hervor, dass rekombinante Spinnenseide aufgrund ihrer im Rahmen
dieser Arbeit beschriebenen Eigenschaften ein vielversprechendes Material flr eine Vielzahl

potentieller technischer Filter-Anwendungen darstellt.
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5 Zusammenfassung

Im Laufe ihrer 400 Millionen Jahre langen Evolution haben Spinnen die Fdhigkeit entwickelt,
Seidenfaden herzustellen, die aufgrund einer einzigartigen Kombination aus Dehnbarkeit und
Festigkeit in der Lage sind, hohen mechanischen Belastungen Stand zu halten. Schon vor vielen
Hundert Jahren erkannten die Menschen, dass Spinnenseide nicht nur stabil, sondern auch
biokompatibel ist und verwendeten Spinnennetze beispielsweise als Wundabdeckungen. Mit der
Entwicklung moderner biotechnologischer Methoden wurde schlielRlich in den letzten Jahrzehnten
die Voraussetzung zur intensiven Erforschung der zugrundeliegenden Proteinstrukturen geschaffen,
und es gelang Spinnenseidenproteine des Abseilfadens (Dragline) von Araneus diadematus (A.
diadematus) rekombinant in Escherichia coli Bakterien herzustellen. Die Proteine kdnnen aus
verschiedenen LOsungsmitteln wie wassrigen Salzlosungen, Hexafluor-2-Propanol oder
Ameisensaure verarbeitet werden. Das Losungsmittel hat dabei einen groBen Einfluss auf die
Sekundarstruktur der Proteine nach der Prozessierung, wobei flr die Stabilitdt der Struktur in
Wasser insbesondere der Anteil kristalliner B-Faltblatter an der Gesamtstruktur entscheidend ist.
Um kristalline Strukturen zu induzieren, kénnen die hergestellten Formkdrper nachtraglich mit

einwertigen Alkoholen nachbehandelt werden.

Der Fokus der vorliegenden Arbeit liegt auf der Umsetzung eines Verfahrens zum elektrostatischen
Spinnen von Submikrofasern aus eADF4-Proteinen (engineered A. diadematus fibroin 4), wobei in
einem Parallelansatz zum Vergleich ein Nassspinnverfahren zur Herstellung von Mikrofasern aus
wassrigen eADF3-Losungen (engineered A. diadematus fibroin 3) angewendet wurde. Im Rahmen
der Arbeit wurde eine Elektrospinnanlage konstruiert und gebaut, die es einerseits ermdglicht
groRflachig homogen verteilte Vliese herzustellen, und die andererseits fir das Spinnen
ausgerichteter Fasermatten geeignet ist. Die entscheidenden Parameter zur Kontrolle des Prozesses
lagen dabei in der gezielten Orientierung des beim Verspinnen angelegten elektrischen Feldes, sowie
in den Eigenschaften der verarbeiteten Spinnlésungen. Durch den Einsatz einer Sekundarelektrode
am Spinnkopf sowie einer Verschalung am Kollektor gelang es, die Ablageflache der Fasern und
damit den Materialverlust beim Spinnen ausgerichteter Fasern signifikant zu reduzieren, was anhand
elektrostatischer Feldsimulationen theoretisch erklart werden konnte. Um einen moglichen Einfluss
des Molekulargewichts der rekombinanten Seide beim elektrostatischen Spinnen zu klaren, wurden
die Seidenproteine eADF4(C16) (Monomer: 48 kDa) und eADF4(C32NR4) (Dimer: 208 kDa)
verarbeitet. Zur Einstellung der morphologischen Vliesbeschaffenheit wurden unterschiedlich
konzentrierte Proteinlosungen aus Hexafluor-2-Propanol versponnen und die resultierenden

Faserdurchmesser mikroskopisch untersucht. Auf Basis rheologischer Untersuchungen konnte der
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systematische Einfluss des Proteinmolekulargewichts und der Konzentration auf die Viskositat der

Spinnlésungen und die resultierenden Faserdurchmesser nachvollzogen werden.

Um die eADF4-Fasern wasserunloslich zu machen, wurde im nachsten Schritt ein
Nachbehandlungsverfahren entwickelt, bei dem die empfindliche Morphologie der Vliese
konserviert wurde. Zu diesem Zweck wurden eADF4-Vliese mit Methanol, Ethanol und 2-Propanol
bedampft, wobei ein signifikanter Einfluss des Alkohols auf die erforderliche Behandlungsdauer
festgestellt wurde. Die zeitliche Zunahme von B-Faltblattern wurde mittels FT-IR gemessen und
konnte anhand eines mathematischen Modells fiir isotherme Kristallisation beschrieben werden.
Dabei wurde gezeigt, dass die Faltungskinetik bei der Nachbehandlung mit hoher Wahrscheinlichkeit
durch die Diffusion der Alkohole in die Struktur limitiert wird, weshalb niedermolekulare Alkohole

aufgrund ihrer geringeren molekularen GréRe zur schnelleren Kristallisation fiihrten.

Im Folgenden wurden ausgerichtete elektrostatisch gesponnene eADF4-Fasermatten zu Garnen
verdrillt und im unbehandelten sowie behandelten Zustand durch quasistatische und dynamische
Zugversuche mechanisch untersucht. Der Fokus lag dabei auf dem Einfluss der Nachbehandlung,
sowie der Luftfeuchtigkeit, wobei zum Vergleich natirliche Dragline und nassgesponnene Faden aus
eADF3(AQ12), eADF3(AQ12NR3) und eADF3(AQ24) einbezogen wurden. Ferner wurden, um den
Einfluss der Garnmorphologie auf die hygroskopischen Eigenschaften evaluieren zu kdnnen, die
Polymere Polycaprolacton und Polyamid 6 identisch zu eADF4-Proteinen verarbeitet und
mechanisch gemessen. Durch Vergleich des luftfeuchtigkeitsabhdngigen Verhaltens unbehandelter
und nachbehandelter eADF4-Garne mit der Mechanik natirlicher Dragline und nassgesponnener
eADF3-Fasern konnte auf Basis von gangigen Strukturmodellen natirlicher Seidenproteine der
Einfluss der Nachbehandlung und der Luftfeuchtigkeit auf das mechanische Verhalten der eADF4-
Garne auf molekularer Ebene beschrieben werden. Ferner wurde anhand von nassgesponnenen
eADF3-Proteinen die Bedeutung des wassrigen Losungsmittels und der scherinduzierten
Molekilausrichtung auf die Assemblierung mechanisch stabiler Fasern aufgefihrt (veroffentlich in

Advanced Materials, 2015)%%%.,

Obgleich elektrostatisch versponnene eADF4-Fasern den nassgesponnenen eADF3-Fasern
mechanisch unterlegen sind, konnte ihre Eignung fiir potentielle medizin- und filtertechnische
Applikationen experimentell nachgewiesen werden. Zu diesem Zweck wurde im Rahmen von
Zellkulturexperimenten das Adhdsions- und Proliferationsverhalten von Fibroblasten auf eADF4-
Vliesen mit unterschiedlichen Faserdurchmessern untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass sich das
Zellwachstum durch gezielte Einstellung der Faserdurchmesser signifikant beeinflussen ldsst

)[228]

(veroffentlich in Advanced Engineering Materials, 2012 . In Hinsicht auf Filteranwendungen
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wurden kommerziell erhaltliche Polyamidgewebe elektrostatisch mit eADF4-Vliesen besponnen und
die resultierende Luftdurchldssigkeit und Abscheiderate analysiert. Es wurde gezeigt, dass unter
geringem Materialeinsatz bereits sehr gute Abscheideraten mit anwendungsgerechter
Luftdurchlassigkeit erzielt werden konnten (verdffentlich in Journal of Visualized Experiments,
2013)®”. Anhand eines aus der Literatur bekannten Modells konnten die theoretisch
zugrundeliegenden Abscheidemechanismen identifiziert und somit die Grundlage fir eine gezielte

anwendungsadaptierte Filtergestaltung geschaffen werden.
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6 Summary

During 400 million years of evolution, spiders have developed the ability to produce silk threads,
which are able to withstand high mechanical forces due to a unique combination of strength and
ductility. Many hundreds of years ago, humans used orb webs for wound dressing, realizing that
spider silk is not only extraordinarily tough, but also biocompatible. With the development of
modern biotechnological methods in recent decades, the prerequisite for intensive investigations of
the underlying protein structures were created, and enabled the recombinant production of Araneus
diadematus (A. diadematus) dragline silk proteins in Escherichia coli bacteria. These proteins can be
dissolved in various solvents such as aqueous salt solutions, hexafluoroisopropanol or formic acid.
The solvent has a great influence on the secondary structure of the proteins after processing. In
particular, the proportion of crystalline B-sheets to the overall secondary structure is crucial for the
stability of the proteins in water. In order to induce crystalline structures, the processed proteins can

subsequently be treated with monohydric alcohols.

The main focus of this work was on developing an electrostatic spinning method to produce eADF4-
submicron fibers (engineered A. diadematus fibroin 4) from hexafluoroisopropanol, whereas in
parallel an approach of wet-spinning eADF3-microfibers (engineered A. diadematus fibroin 3) from
aqueous solutions was applied in comparison. In the first step, an electrospinning system was
designed and constructed allowing the production of large areas of homogeneously distributed
nonwoven mats as well as aligned fibers. The key parameter for optimization and control of the
process was a targeted orientation of the electrostatic field on one hand, and a variation of the
spinning dope properties on the other hand. By applying a secondary electrode at the spinning head
and shielding of the collector, the deposition area of the fibers and thus the loss of material during
aligned fiber spinning was significantly reduced, which was additionally explained by electrostatic
field simulations. In order to determine the influence of protein molecular weight on the resulting
fiber properties, spinning experiments were performed with eADF4(C16) (monomeric: 48 kDa) and
eADF4(C32NR4) (dimeric: 208 kDa). The morphological characteristics of electrospun nonwovens
were influenced by varying the spinning dope concentration, and the resulting fiber diameters were
examined microscopically. Based on rheological studies of the spinning solutions, the systematic

effect of molecular weight on the viscosity and the resulting fiber diameters could be determined.

To render eADF4 fibers insoluble in water, the next step was the development of a post-treatment
procedure, in which the sensitive fiber morphology was preserved. For this purpose eADF4-

nonwoven mats were vaporized with methanol, ethanol and 2-propanol, whereby a significant
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influence of the type of alcohol on the required treatment duration was observed. The temporal
increase in B-sheets was measured by FT-IR and could be described using a mathematical model for
isothermal crystallization. The results indicated that the folding kinetics of eADF4(C16) during vapor
treatment are limited by the diffusion of the alcohols into the protein structure, which explains why

low molecular weight alcohols lead to a faster crystallization.

For performance of quasi-static and dynamic tensile tests, aligned electrospun eADF4-fiber mats
were twisted into yarns and measured with or without previous treatment. Here, the main focus
was set on the influence of post-treatment and the surrounding humidity. In addition, natural
dragline and wet spun fibers of eADF3(AQ12), eADF3(AQ12NR3) and eADF3(AQ24) were included
for comparison. Furthermore, the synthetic polymers polycaprolactone and polyamide 6 were
processed and mechanically measured in the same manner as eADF4 to evaluate the influence of
the yarn morphology on the hygroscopic properties. By comparing the humidity-dependent behavior
of untreated and treated eADF4 yarns with the mechanical properties of natural dragline and wet-
spun eADF3-fibers it was possible to describe, on the basis of common structural models of natural
silk proteins, the influence of the treatment and humidity on the mechanical behavior of the eADF4
yarns on a molecular level. Moreover, the importance of the aqueous solvent and the shear-induced
molecular alignment on the assembly properties of mechanically stable fibers was shown, based on

wet-spun eADF3 proteins (published in Advanced Materials, 2015)%%%.,

Although electrostatically spun eADF4 fibers are mechanically inferior to the wet-spun eADF3 fibers,
their potential suitability for medical and filter technological applications has been experimentally
demonstrated. Therefore, the adhesion and proliferation behavior of fibroblasts on eADF4
nonwoven mats with different fiber diameters was examined. It was shown that cell growth can be
significantly influenced by adjusting the fiber diameters (published in Advanced Engineering
Materials, 2012)%% In terms of filter applications, eADF4 nonwovens were directly spun onto
commercially available polyamide fabrics and the resulting air permeability and retention rate were
analyzed. It was shown that already small amounts of spider silk nonwoven mats achieved very good
retention rates with application-appropriate air permeability (published in Journal of Visualized
Experiments, 2013)!*”). Based on a theoretical model, the underlying deposition mechanisms could

be identified, allowing targeted application-adapted filter development.
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