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Summary

Summary

Chitosans are a diverse group of biopolymers, which are widely used in different fields of
application for years. They are appreciated and used especially because of their antimicrobial
effects combined with their biocompatible properties. However, details of the correlation
between their physical-chemical characteristics and biological effects (e.g. antimicrobial

effect) have not been fully understood yet.

In the following thesis the antimicrobial properties were examined with mold fungi as well as
with gram-positive and gram-negative bacteria. Furthermore, the biocompatibility was proven
with a plant assay and the physical-chemical properties of chitosan were systematically

investigated.

The results of the investigations on mold fungi and bacteria allow the conclusion that chitosan
has no antifungal capacities. Furthermore the mold fungi are able to use the chitosan as
carbon resource. Certainly, chitosans operated as an inhibitor to the group of bacteria. They
acted biostatical and bactericide, which led to a structural membrane damage of E. coli.
However, there was no indication of a different effect on gram-positive bacteria compared to
gram-negative bacteria. The effect of chitosans is presumably more affected by bacteria and
their adaptation to the environment rather than by the composition of the membrane structure.
It was shown that the marine gram-negative bacteria V. fischeri was less affected in the
occurrence of luminescent than the bacteria E. coli (gram-negative) and B. subtilis (gram-
positive) in their dehydrogenase activity. The biocompatibility is guaranteed unrestricted as
long as the pH is neutral to alkaline. Chitosans will form micelles or aggregates under these
pH conditions, which significantly reduces their bioavailability. Effects in eukaryotic test
systems under acetic pH conditions demonstrated, that the chitosan significantly disturbed the
growth of the plant L. minor. Additionally, no growth recovery was observed even several

weeks after the treatment.

No influence of the molecular weight of the Chitosans on inhibition effects could be found for
the correlation of the physical-chemical properties with all EC values over all experiments.
On the other hand it could be shown that the degree of acetylation (and additionally combined
with the amount of acetylated units) and the pattern of acetylation might influence the impact

of chitosan on biological effects. A low degree of acetylation or a low-numbered pattern of
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Summary

acetylation inhibited the growth of bacteria most clearly, whereas a high degree of acetylation
or a high-numbered pattern of acetylation inhibited the growth of L. minor most effectively.
Complete biocompatibility can probably be achieved by adaption of these characteristics of

chitosan.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Chitosane stellen eine sehr variable Gruppe von Polymeren dar, die seit Jahren nahezu
universell in diversen Anwendungsgebieten eingesetzt werden. Vornehmlich werden sie
aufgrund ihrer antimikrobiellen Wirkung und ihrer gleichzeitig biokompatiblen Eigenschaften
geschitzt und verwendet. Eine genaue Zuordnung der physikalisch-chemischen Parameter der
Chitosane zu den jeweiligen Effekten, wie z.B. antimikrobielle Wirkung, war bislang nicht

moglich.

In dieser Arbeit wurden die antimikrobiellen Eigenschaften an verschiedenen
Schimmelpilzen, sowie grampositiven und gramnegativen Bakterien, untersucht. Auflerdem
wurde die Biokompatibilitit an Pflanzen erforscht und eine systematische Analyse der

physikalisch-chemischen Eigenschaften der Chitosane durchgefiihrt.

Aus den Untersuchungen an Bakterien und Schimmelpilzen ging hervor, dass keine
fungiziden Eigenschaften der Chitosane festgestellt werden konnten. Vielmehr stellte sich
heraus, dass die untersuchten Pilze die verwendeten Chitosane als Kohlenstoffquelle
verwenden konnten. In der Gruppe der Bakterien erwies sich Chitosan hingegen als sehr
effektiv und wirkte sowohl bakteriostatisch als auch bakterizid, was zur Zerstérung der
Membranstruktur von E. coli fihrte. Eine differenzierte Wirkung auf grampositive und
gramnegative Bakterien konnte bei direktem Vergleich nicht bestétigt werden. Die Wirkung
der Chitosane ist daher nicht auf die Zellwandbeschaffenheit zuriickzufiihren, sondern scheint
cher durch die Bakterien selbst und ihre Anpassung an ihre individuellen Lebensbedingungen
bestimmt zu werden. So zeigte sich, dass das marine gramnegative Bakterium V. fischeri in
seiner Leuchtleistung durch Chitosane weit weniger beeintrachtigt wurde als E. coli oder
B. subtilis  in ihrer Dehydrogenaseaktivitit. Die Biokompatibilitdt ist hingegen
uneingeschrinkt gewéhrleistet, solange der pH-Wert sich im neutralen oder basischen Bereich
befindet. Unter diesen pH-Bedingungen kommt es zur Mizellbildung und Aggregation der
Chitosane, so dass ihre Bioverfiigbarkeit stark eingeschrinkt ist. In Studien zum Einsatz von
Chitosanen in eukaryotischer Testsystemen mit niedrigeren pH-Werten (unterhalb des
neutralen Bereichs), zeigte sich jedoch, dass es auch dort zu Wachstumsstérungen kommen
kann. Das Wachstum von L. minor wird empfindlich durch Chitosan beeintréchtigt, welches

sich auch nach mehrwdchigen Experimenten nicht wieder normalisiert.
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Zusammenfassung

Im Zusammenhang mit den physikalisch-chemischen Eigenschaften iiber alle Experimente
konnte kein Einfluss des Molekulargewichts auf inhibierende Effekte nachgewiesen werden.
In den Korrelationsberechnungen zeigte sich jedoch, dass der Acetylierungsgrad (auch
zusammen mit dem Anteil an acetylierten Einheiten) oder das Acetylierungsmuster einen
Einfluss haben konnten. Die Bakterien wurden iiberwiegend durch einen niedrigen
Acetylierungsgrad oder ein geringes Acetylierungsmuster inhibiert, wohingegen L. minor am
stirksten durch Chitosane mit einem hohen Acetylierungsgrad oder Acetylierungsmuster
inhibiert wurde. Biokompatibilitdit kann somit moglichweise durch Anpassung dieser

Parameter uneingeschrinkt erzeugt werden.
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Abkiirzungen und Konventionen

Abkiirzungen und Konventionen

0.5

1:2

BC-NMR
'H- NMR
A

ATCC
ATP

B. subtilis
BMELV
BN

BVL

C-6
CAMHB
CFU
CLSI
CMI
COS

D

D.E.R. 736
Da

DD
DMAE
DNA

Dp

DSM
DSMZ
ECxx

E. coli
EDTA
ERL 4206
Fa

FDA

FID
GlcN
GIcNAc
GPC/SEC
HEPES
1D
LB-Medium
LDso
LDH

L. minor
LOEC

M

Alle Dezimalzahlen werden in dieser Arbeit nach dem amerikanischen
System mit Punkt angegeben

Verhiltnisangaben entsprechen durchgehend dem chemischen Standard (d.h.
ein Verhiltnis 1:2 entspricht einem Teil der Komponente A auf insgesamt 2
Teile Gesamtlosung. Somit enthélt die Gesamtlosung zusétzlich einen Teil
Komponente B)

Nuclear Magnetic Resonance, Spektroskopie der Kohlenstoffisotops *C
Nuclear Magnetic Resonance, Spektroskopie der Wasserstoffisotops 'H
acetylierte Einheit, Kurzform bei Angabe der Primérstruktur

American Type Culture Collection

Adenosin-5-triphosphat

Bacillus subtilis

Bundesministerium fiir Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz
Brown Norway, Inzuchtrattenstamm

Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit
Kohlenstoffatom an Position 6 (Zahl variiert)

cation-adjusted Muller Hinton 11 broth

colony-forming unit

Clinical and Laboratory Standards Institute

Descriptions of fungi and bacteria

Chitosan-Oligosaccharide

deacetylierte Einheit, Kurzform bei Angabe der Primérstruktur
Dipropyleneglycoldiglycidylether

degree of acetylation

degree of de-acetylation

Dimethylaminoethanol

deoxyribonucleic acid

degree of polymerisation

Enumeration der DSMZ fiir Mikroorganismen und Medien

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

Effect concentration (bei einen Effekt von xx %)

Escherichia coli

Titriplex 11

Vinylcyclohexendiepoxid

fraction of acetylation

US Food and Drug Administration

Flammen-Ionisations-Detektor

Glucosamin

N-Acetylglucosamin

Gel Permeation Chromatography/Size Exclusion Chromatography
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-Ethansulfonsdure

Innendurchmesser

lysogeny broth-Medium

mittlere letale Dosis (Effekt bei 50 %)

Laktatdehydrogenase

Lemna minor

lowest observed effect concentration

Molar
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MDO
MES
M-H
MIC
Mn
My
N.A.
NADH
NH,-
NOEC
NSA
oD
ODy
OECD
oM

Pa

PD
pK-Wert
pKa

Ry,
RNA
RPMI
SL
TEA
TEA
Tris
UBA
Vdw
V. fischeri

membran derived oligosaccharides
2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure
Mark-Houwink-Strukturplot

Minimum inhibitory concentration

number averaged molecular weight

weight averaged molecular weight, Molekulargewicht
not available, nicht verfiigbar
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid

Aminogruppe

no observed effect concentration
Nonenylsuccininanhydrit

optische Dichte (gilt als Synonym fiir die Absorption)
optische Dichte bei x Nanometern

Organization for Economic Co-operation and Development
duflere Membran gram-negativer Bakterien

pattern of acetylation

Polydispersitit

negativer dekadischer Logarithmus der Gleichgewichtskonstante K
Séurekonstante

hydrodynamischer Radius

ribonucleic acid

Roswell Park Memorial Institute

Stammlosungen

Triethanolaminhydrochlorid

Triethanolaminpuffer

Trizma"base

Umweltbundesamt

Verfahrenstechnik der Wertstoffriickgewinnung
Vibrio fischeri (neu klassifiziert als Aliivibrio fischeri)

WST-1 Reagenz 4-[3-(4-Jodphenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolium]-1,3-benzol-

n
RSD

H,O
ddH,0
NaCl
NaOH
HCI
HAc
XM

Disulfonat
intrinsische Viskositit
relative Standardabweichung
Wasser
doppelt destilliertes Wasser
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Salzsdure
Essigsdure
Mittelwert
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