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1 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Syntheseweg flir neue, modular aufgebaute
Surfmere zur Nanopartikel-Herstellung entwickelt. @-Aminosauren wie 11-Aminoundecan-
saure und 6-Aminohexansaure wurden erfolgreich zur zweistufigen Synthese von p-(11-
(Acrylamido)undecanoyloxy)phenyldimethylsulfoniummethylsulfat (AUPDS), p-(11-(Meth-
acrylamido)undecanoyloxy)phenyldimethylsulfoniummethylsulfat (MUPDS), p-(6-(Acryl-
amido)hexanoyloxy)phenyldimethylsulfoniummethylsulfat (AHPDS) und p-(6-(Malein-
imidio)undecanoyloxy)phenyldimethylsulfoniummethylsulfat (MIHPDS) (s. Abbildung 5-3
auf S. 36) eingesetzt. Die Synthesen flhrten zu Ausbeuten im Bereich von 70 % bis 80 %

und lieferten die Produkte in einer Reinheit von > 90 %.

Die Surfmere AUPDS und MUPDS besitzen grenzflachenaktive Eigenschaften und
senken die Oberflichenspannung der Luft/Wasser-Grenzflache auf 40,5 mN m™ (AUPDS)
und 58,5 mN m™ (MUPDS). Beide Molekiile bilden bei einer charakteristischen Konzen-
tration Mizellen in Wasser, wobei die kritische Mizellbildungskonzentration fir MUPDS mit
3,2 mmol L™ niedriger ist als die fir AUPDS mit 6,0 mmol L. Aus den Adsorptions-
isothermen der Molekule wurde ausserdem deren Platzbedarf an der Luft/Wasser-Grenz-
flache bestimmt. AUPDS und MUPDS beanspruchen mit 1,42 nm? und 1,69 nm? mehr
Flache als das bereits bekannte Surfmer p-(11-Undecenoyloxy-phenyl)dimethylsulfonium-
methylsulfat (UPDS) mit 1,05 nm?. Die Unterschiede in der Grenzflachenaktivitat und dem
Platzbedarf der untersuchten Molekile wurden auf das im Vergleich mit UPDS groRere

Volumen der Acrylamid- und Methacrylamid-Gruppen zurtckgefihrt.

Die chemische Reaktivitat von AUPDS und MUPDS wurde anhand von Umsetzungen der
Surfmere mit Ethanolamin, n-Butylhydrazid und dem Protein Streptavidin untersucht. Die
Aktivester-Verbindungen reagieren dabei in wassrigem, phosphat- oder boratgepufferten
Medium bei pH-Werten zwischen 7,5 und 8,5. Bei der Reaktion mit Streptavidin wurde
zusatzlich mittels Massenspektrometrie herausgefunden, dass bei einem pH-Wert von 8,5
bis zu flnf Acylierungen des Proteins stattfinden, wohingegen bei pH 7,5 nur bis zu vier
Molekile AUPDS mit einem Streptavidin-Monomer reagieren. Eine Verlangerung der
Reaktionsdauer von zwei auf 16 Stunden bewirkt ebenfalls eine verstarkte Acylierung.
Unter denselben Reaktionsbedingungen erfolgten beim Einsatz von MUPDS zwei bis drei
Acylierungen und bei Verwendung von MIHPDS nur ein bis zwei Acylierungen des
Streptavidins. Die Reaktivitat der Surfmere steigt also in der Reihenfolge MIHPDS <
MUPDS < AUPDS an.

Wie durch mikrobiologische Experimente gezeigt werden konnte, besitzt

unpolymerisiertes AUPDS sowohl gegen die gram-positiven Mikrococcus luteus als auch
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gegen die gram-negativen Eschericha coli Bakterien antibakterielle Aktivitat. Diese

Eigenschaft korreliert mit der Anwesenheit der Sulfonium-Gruppe der Surfmere.

Das Polymerisationsverhalten von MUPDS und AUPDS wurde ausfuhrlich untersucht.
AUPDS und MUPDS kénnen als polymerisierbare Tenside bei der Emulsions-
polymerisation von Methylmethacrylat (MMA) oder Styren (St) eingesetzt werden. Mit
beiden Comonomeren wurden unter Verwendung von 2,2’-Azobis-(2-Methylpropion-
amidin)dihydrochlorid (AIBA) als Initiator Polymer-Nanopartikel hergestellt. Der Einsatz
anderer Initiatioren wie Kaliumperoxodisulfat oder 2,2’-Azobis (2-Methyl-N-(2-hydroxy-
ethyl)propionamid) (,VA-086“) flihrte im System p(MMA-co-AUPDS) oder p(MMA-co-
MUPDS) entweder zu sehr niedrigen Umsatzen oder nicht zur Bildung von Partikeln. Das
besondere Verhalten des AIBA wurde durch die positive Ladung im initiierenden Radikal
wahrend des Kettenstarts und des Kettenwachstums erklart. Moglicherweise findet eine
elektrostatische AbstoBung zwischen dem wachsenden Oligoradikal und den Initiator-

Radikalen statt, durch die eine schnelle Radikal-Rekombination verhindert wird.

Die Copolymerisation von AUPDS und MMA zu p(MMA-co-AUPDS) wurde durch die 'H-
NMR Analyse der Emulsionspolymerisationsprodukte nachgewiesen. Ausserdem wurde
anhand von Elementaranalyse und durch Polyelektrolyttitration zwischen dem copoly-
merisierten AUPDS im Partikelinnern und auf der Partikeloberflache differenziert. Die
Titrationen lieferten das Ergebnis, dass 36 mol-% bis 62 mol % des eingesetzten AUPDS
oberflachengebunden vorlag. Dabei nahm die Wiederfindungsrate mit steigender AUPDS-
Konzentration der Ausgangsemulsion ab. Der mit der AUPDS-Konzentration ansteigende
Anteil von eingeschlossenen Surfmeren wurde mit der zunehmenden mizellaren Nuk-

leation wahrend des Polymerisationsvorgangs erklart.

Die Berechnung der Oberflachenladungsdichte auf den Partikeln aus den Daten der
Polyelektrolyttitration ergibt eine Flache von 1,24 nm? bis 0,70 nm? pro Aktivester-Gruppe.
Aus sterischen Abschatzungen des AUPDS-Flachenbedarfs wurde mit diesen Werten
eine Flachenbelegung von 29 % bis 51 % berechnet. Der Vergleich von berechneter
Oberflachenladungsdichte und den Ergebnissen der Tensiometrie zeigte jedoch, dass der
Flachenbedarf der Molekiile an der Luft/Wasser-Grenzflache groRer ist, als auf der Ober-
flache der Partikel.

Die Abhangigkeit der Partikelanzahl von der Surfmerkonzentration folgte fir den Konzen-
trationsbereich unterhalb der CMCpaupps der von SMITH und EWART beschriebenen
Proportionalitat von N o« ¢ aupps *°. Dagegen wurde fiir den Konzentrationsbereich ober-

halb der CMC eine Abhangigkeit nach der Funktion N o« ¢ aupps % ermittelt.

Die Kinetik der Copolymerisation von AUPDS und MMA folgt weitgehend dem Drei-
Phasen-Modell nach HARKINS. Fir die AIBA-initierte Polymerisation mit 0,5 mol-%
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AUPDS wurde eine konstante Partikelanzahl N, von 2,5- 10" L™ (iber den gesamten
beobachteten Reaktionszeitraum gefunden. Fir die Phase des Polymerisationsbeginns
wurde ein Anstieg der Brutto-Polymerisationsgeschwindigkeit beobachtet, darauf folgte
ein breites Maximum der Geschwindigkeit mit anschlielfendem Absinken zum Ende der
Polymerisation. Aus den Informationen der Partikelanzahlbestimmung und der Poly-
merisationsgeschwindigkeit wurde geschlossen, dass die wahrend der Nukleationsphase
gebildeten Partikel zuerst durch herandiffundierendes und polymerisiertes Monomer
wachsen. Wird kein weiteres Monomer nachgeliefert, sinkt die Polymerisations-
geschwindigkeit und die PartikelgréRe andert sich nicht mehr. Rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahmen zeigten, dass die hergestellien Partikel eine schmale

Grolienverteilung besalien.

Die Abfolge der beschriebenen Polymerisations-Phasen blieb auch gleich, wenn die
AUPDS Menge von 0,5 mol-% auf 1,2 mol-% erhoht wurde. Durch die grofere Surfmer-
Konzentration wurde die maximale Brutto-Polymerisationsgeschwindigkeit in der zweiten
Phase erhoht und die Partikelanzahl vergrofRert. Auch wenn MUPDS in gleicher Kon-
zentration statt AUPDS zur Emulsionspolymerisation eingesetzt wurde, blieben die

Parameter der Polymerisations-Kinetik weitgehend unverandert.

Der Einfluss der Surfmerkonzentration auf den Partikeldurchmesser und die daraus
berechnete Partikelanzahl wurde fir die Comonomersysteme p(MMA-co-AUPDS) und
p(St-co-AUPDS) untersucht. Im Surfmer-Konzentrationsbereich von 0,5 mmol L bis
50 mmol L' wurden p(MMA-co-AUPDS)-Partikel mit einem Durchmesser von 109 nm bis
167 nm hergestellt. Die Ergebnisse zeigten, dass die PartikelgroRe der p(MMA-co-
AUPDS)-Partikel mit steigender Surfmerkonzentration abnimmt. Diese Abnahme war
oberhalb der CMCaupps weniger stark als unterhalb. Dieses Verhalten wurde auf eine
zunehmende mizellare Nukleation oberhalb der Mizellbildungskonzentration zuriick-
geflihrt. Wurde Styren als Comonomer eingesetzt, entstehen im gleichen Konzentrations-

bereich Partikel mit mittleren hydrodynamischen Durchmessern von 58 nm bis 127 nm.

Die Aktivester-Funktionen der p(MMA-co-AUPDS)-Partikel wurden mit Ethanolamin, n-
Butylhydrazid, Flouresceinamin und Streptavidin umgesetzt. Die Umsetzung mit
Ethanolamin und n-Butylhydrazid wurde dabei qualitativ mit Mikroelektrophorese
nachgewiesen. Die Reaktion fihrte beim Einsatz von Ethanolamin zu Partikeln, die ein (-
Potential von -23 mV besalien, und bei der Verwendung von n-Butylhydrazid zu Partikeln
mit einem ¢-Potential von (0 £ 5) mV. Vom copolymerisierten Surfmer konnten 2,1 mol-%
bis 13,3 mol-% mit 6-Fluoresceinamin umgesetzt werden. Diese Menge an Surfmer
entspricht einem Gehalt von bis zu 9,6 umol reaktiven Aktivester-Gruppen pro 1g

Polymer.
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Die Umsetzung der partikelgebundenen Aktivester-Funktionen mit Streptavidin wurde
durch MALDI-TOF-MS Messungen belegt und durch Titration der Partikel mit Biotin-4-
Fluorescein quantifiziert. Auf 1 g p(St-co-AUPDS)-Partikel wurden bis zu 28 mg Strept-
avidin immobilisiert. Ausserdem wurde mit dem durch dynamische Lichtstreuung ge-
messenen Durchmesser die Gesamtoberflache der p(St-co-AUPDS)-Partikel berechnet.
Damit wurde abgeschatzt, dass ein Streptavidin Tetramer einen Bereich von
(160 = 20) nm? belegt. Die Oberflache der Partikel ist demnach nicht so dicht mit Strep-
tavidin bedeckt wie planare Substrate. Ein Tetramer Streptavidin belegt bei 2D-

Kristallisation eine Flache von 31 nm?2.

Die Langzeitstabilitat der Latices bezlglich der Hydrolyse der Aktivester-Gruppen wurde
kalorimetrisch untersucht. Die p(St-co-AUPDS)-Partikel wurden dazu mit dem durch eine
aromatische  Amin-Funktion nukleophilen Farbstoff Remazolblau titriert. Die
Endpunktsbestimmung erfolgte mit isothermaler Titrations-Mikrokalorimetrie. Die
Ergebnisse zeigen, dass sowohl bei einer Aufbewahrungstemperatur des Latex von 25 °C
als auch bei 6 °C eine Hydrolyse der Aktivester-Funktionen der p(St-co-AUPDS)-Partikel
stattfindet. Die Halbwertszeit der Hydrolyse konnte von 9 Tagen auf 65 Tage verlangert

werden, wenn die Partkel statt bei 25 °C bei 6 °C aufbewahrt wurden.

Mikrostrukturierungsversuche mit p(St-co-AUPDS)-Partikeln zeigten, dass die Aktivester-
Funktionen der Partikel auch nach dem Aufbringen auf eine Glasoberflache reaktiv gegen
Fluoresceinamin sind. Mit den Aktivester-Partikeln wurde daher zuerst eine Mikrostruktur
erzeugt, die dann im nachsten Schritt durch Umsetzung mit Fluoresceinamin unter
Fluoreszenzbedingungen sichtbar gemacht wurde. Die Partikel kbnnen aber auch zuerst
mit einem Stickstoff-Nukleophil umgesetzt und dann zur Strukturierung verwendet

werden.

Die Herstellung von Polymer-Nanopartikeln fiir die Biokonjugation wurde durch den
Einsatz der Aktivester-Surfmere stark vereinfacht, aufRerdem konnte wesentliche
Erkenntnisse zum Reaktions- und Polymerisationsverhalten der neuen Molekile

gewonnen werden.

2 Summary

Polymer beads and latex particles have become important tools in modern biotechnology
researchl’™", They are mainly used as solid phase carriers for handling proteins or
peptides. Their high surface area allows for many binding sites for immobilization of the
protein of interest. At the same time, they can also be used in fluid handling systems, e.g.

microdispensers which allow for relatively easy use.
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In order to bioconjugate with a protein, the particles must have a specific chemical
function on their surface that is capable of binding with a functional group present on the
protein molecule of interest. These functional groups must react chemically with each
other under mild conditions to ensure that the protein’s three-dimensional structure and

hence its biological activity are retained.

Several routes to produce polymer particles displaying a chemically reactive surface for
bioconjugation are in use today. Routes to polymer particles for bioconjugation with fewer
reaction steps and without the need to use particle stabilizing surfactants would be very
attractive. One way to achieve this is to use polymerizable surfactants or surfmers,
bearing specific chemical functional groups for bioconjugation. Even though there are
currently publications®'? that describe particle preparation by co-polymerization of

surfactant, little experimental work to date has been presented on this.

Nagai et al. opened a potentially attractive route by using surfmers bearing an activated
ester function!*®. They co-polymerized dialkylfumarates with undecenoyloxy-
phenyldimethylsulfonium methylsulfate (UPDS) on the surface of polystyrene particles
having a diameter of 4.2 ym. The resulting core-shell particles featured an activated ester-
group at the surface. Reaction of this group with 2-methoxyethylamine led to the formation

of an amide functional surface.

The present work describes a straightforward synthetic route to the new designed modular
active ester surfmers, p-(11-(Acrylamido)undecanoyloxy)phenyldimethylsulfonium methyl-
sulfate (AUPDS), p-(6-(Acrylamido)hexanoylyloxy)phenyldimethylsulfonium methylsulfate
(AHPDS) p-(11-(Methacrylamido)undecanoyloxy)phenyldimethylsulfonium methylsulfate
(MUPDS), p-(6-(N-Maleinimido)hexanoyloyloxy)phenyldimethylsulfonium methylsulfate
(MIHPDS) bearing activated ester groups. The choosen synthetic procedure proved to
require only relatively simple reactions and resulted in the target molecules with a high
yield. This synthetic route opens the way to a flexible choice of spacer length by choosing
a w-aminocarboxylic acid and an easy adaption for a large variety of polymerizable groups
by varying the polymerizable acid chlorides. Thereby, the limitation of the existing route to
the only known activated ester surfmer undecenoyloxyphenyldimethylsulfonium

[13]

methylsulfate’ ™, using a non-interchangeable alkenyl group with low reactivity was

overcome by an attractive alternative.

The stability of the p-phenyldimethyl sulfonium group containing molecules against
hydrolysis in aqueous media makes them useful for particle preparation by emulsion

polymerization.

The determination of the surface activity and the critical micelle concentration (CMC) for
MUPDS and AUPDS showed that AUPDS lowered the air-water surface tension to 40.5
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mN m™, whereas MUPDS was less surface active (58.5 mN m™). Micellation occurs at

surfmer concentrations of 3.2 and 6.0 mmol L™ for MUPDS and AUPDS, respectively.

The built-in activated ester of AUPDS and MUPDS showed sufficient reactivity in aqueous
solution against nitrogen-nucleophiles such as ethanolamine and n-butylhydrazide. The
surfmeres are also able to acylate the lysine groups of the protein streptavidine up to five

(AUPDS) or three times (MUPDS), which was determined using Mass-Spectrometry.

Mikrobiological experiments revealed the bactericidal effect of unpolimerized AUPDS.
This effect was demonstrated by using gram+ Mikrococcus luteus and gram- Echerichia
coli in growth inhibition experiments. It was supposed that the effect was evoked by the

positively charged sulfonium group of the surfmer molecule.

The copolymerization behaviour of AUPDS and MUPDS with the comonomers
methylmetacrylate (MMA) and styrene (St) was studied focused on the polymerization

kinetics and the composition of the copolymers.

First we examined the ability of differently charged initiators to start the copolymerization
between AUPDS or MUPDS and methylmetacrylate. The best results where obtained by
using AIBA. We supposed this was due to the fact that the resulting polymer particles and

the initiator are similarly charged.

The copolymerisation of AUPDS and MMA or St was clearly shown by 1H-NMR of the

resulting polymers.

The size of the resulting p(MMA-co-AUPDS) particles showed a clear dependence on the
surfmer concentration. AUPDS starting concentrations from 0.5 mmol L-1 to 50 mmol L-1
led to particles with an average hydroydynamic diameter from 161 nm to 109 nm. Both
scanning force and scanning electron microscopy proved a narrow size distribution of the
particle charges. The full width at half maximum of the distribution was approximately
30 nm.

The particles showed a (-potential in the range from 20 mV to 24 mV as analysed by
micro-electrophoresis which corresponded to the electrostatic stabilization by the
positively charged sulfonium group of the surfmer. The surfmer groups were differentiated
from initiator endgroups by polyelectrolyte titration and proved to be the determinating
charge containing species. Also the titration results quantified the molality of surfmer
groups on the particle surface to an amount of 48 pmol g” to 95 pmol g”. This corro-

spondes to an AUPDS recovery rate which ranged from 36 mol-% to 62 mol-%.

Complementary to the determination of the surface-bounded ester-groups the total
amount of copolymerized AUPDS was obtained by elemental analysis. The resulting data

pointed out that the average AUPDS recovery rate averages 82 mol-%. Considering the
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different recovery rates by the two methods, there has to be an effect that causes burying
of the surfmer in the cores of the particles. This effect could be caused by micellar

nucleation of the surfmer, when the copolymerization was carried out above the CMC.

Polymerization kinetics were examined by gravimetric analysis of the time dependent
monomer-to-polymer conversion. Therefore we copolymerized AUPDS and MMA initiated
by AIBA in an aqueous emulsion at 60 °C. In general, consistence was found with the

HARKINS three stage model of emulsion polymerization?'2*.

In the first stage an
increasing conversion rate was observed caused by an increasing particle nucleation. The
second stage was characterized by a maximum conversion rate up to 1 mmol s L. In

the last stage there was a declining conversion rate down below 1 mmol s L.

Further investigations of the nucleation process led to the result that the particle number N
in the polymerization process was nearly constant if an AUPDS concentration below the
CMCaupps Was used. If the surfmer concentration was increased above the CMCayueps

particle agglomeration in the first stage was observed.

The concentration dependent particle nucleation also fullfills the SMITH-EWART predictions
when the AUPDS concentration is below the CMCaupps. In this concentration range a
depencence in form of N o« ¢ aupps 083 characterizes the increase of the particle number
with the caupps. Above the CMC aupps the relation changes to N o« ¢ aupps °*® maybe due to

the rising micellar nucleation.

36 mol-% to 62 mol-% of the AUPDS employed in the emulsion polymerization with MMA
was copolymerized with the comonomer, and about 2.1 mol-% to 13.3 mol-% of these
surfmer molecules reacted with fluoresceineamine as a nucleophile. This corresponded to

a concentration of reactive sites of up to 9.6 ymol fluorescent dye per 1 g particles.

Further on the p(MMA-co-AUPDS) particles were reacted with ethanolamine and n-
butylhydrazide. The conversion of the surface bound activated esters was analyzed by
microelectrophoresis, and the observed (-potential shifts indicated the modification of the

particle surface.

Up to 28 mg streptavidin was immobilized per 1 g p(St-co-AUPDS) particles as deter-
mined by fluorescence titration with a fluorescent biotin derivate. The reaction was carried
out in a phosphate buffer with a pH of 7.5 and by shaking the reaction sample at room

temperature over night.

The prepared nanoparticles may be an interesting new tool in nanobiotechnology for
immobilization of amine-containing peptides or proteins. They exhibit a substantially larger

surface than commercial microparticles or microbeads and hence a dramatically in-
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creased binding capacity. The surfmer nanoparticles would therefore be of great value for

use in bioconjugative chemistry and especially for protein immobilization.

Probably even more important is the easy control of the density of reactive surface
functions on the nanoparticles simply by choosing a certain surfmer concentration in the
feed. A simple one stage emulsion polymerisation and easy purification routine directly

results in bioconjugative nanoparticles with a controlled binding surface.

The further exploitation of the interesting new class of surfmers for the preparation of
bioconjugative latexes may require a variation of the molecular constitution of the surf-
mers. The modular design of the presented surfmers offers an easy route for the opti-

mization of the spacer length or the polymerizable group.
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3 Einleitung

Kolloide sind heute in der modernen Biotechnologie wichtige Werkzeuge, mit deren Hilfe
Proteine immobilisiert, getrennt oder aktiviert werden!"”!. Um fiir diese Anwendung eine
grolRe Oberflache zur Immobilisierung von Biomolekllen bereitzustellen werden
Partikelsysteme mit Durchmessern vom Mikro- bis in den Nanometerbereich bendtigt.
Solche Partikel werden sowohl aus anorganischen Verbindungen wie Siliziumdioxid oder
Titandioxid als auch aus organischen Verbindungen hergestellt. Bei der Synthese der
Partikel werden hauptsachlich Fallungstechniken®2"1 anorganische Polykondensations-

Reaktionen®*" oder die radikalische Polymerisation®®'*? verwendet.

Die Partikelherstellung durch die Emulsionspolymerisation bietet dabei den Vortelil,
Nanopartikel aus einer gro3en Menge an unterschiedlichen Materialien herstellen zu

kdénnen.

Fur die kovalente Immobilisierung von Proteinen auf Oberflachen stehen verschiedene
Méglichkeiten zur Verfligung. Erstens koénnen Proteine Uber die Thiol-Funktion der
Aminosaure Cystein immobilisiert werden!"®. Zweitens werden Proteine durch den Einsatz
von aktivierten Estern oder von Aldehyden Uber die nukleophilen Seitenketten des
Arginins, oder des Lysins auf Oberflaichen gebunden®®. Zudem kdnnen Proteine auch

duch photochemische Reaktionen immobilisiert werden*.

Polymerpartikel besitzen jedoch nur in wenigen Fallen eine Oberflache, an der direkt nach
der Synthese eine Immobilisierung von stickstoffnukleophilhaltigen Proteinen stattfinden
kann. So koénnen zum Beispiel durch Emulsionspolymeriation von Styren und N-
Acryloxysuccinimid Partikel mit aktivierten Esterfunktionen hergestellt werden®®®. Die
derzeit haupséachlich angewendete Darstellung von Kolloiden fur die Biokonjugation
erfolgt aber vorrangig nach zwei anderen Strategien: Zum einen werden core-shell-
Systemel'*'®3%l aufgebaut und zum andern wird die nachtragliche Aktivierung der
funktionellen Gruppen auf der Partikeloberfliche angewendet. So kann beispielsweise
eine Carbonsaurefunktion auf der Partikeloberflache durch 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-
ethylcarbodiimid hydrochlorid (EDC) wunter Verwendung von N-Hydroxysuccin-
imidderivaten oder anderen Reagentien aktiviert werden!'*'*"* Der dadurch gebildete

Aktivester reagiert unter milden Bedingungen mit Stickstoff-Nukleophilen!'®*,

Beide Strategien besitzen Nachteile: So kann das zur Herstellung der core-shell-Systeme
verwendete Tensid die Partikeleigenschaften negativ beeinflussen, wenn eine Desorption
dieser Molekiile vom Partikelkern stattfindet*®'. Der Nachteil mehrstufiger Aktivierungs-
Strategien liegt in ihrem hohen Herstellungsaufwand und der nur bedingt kontrollierbaren

Oberflachendichte der aktivierten Gruppen. Die zunehmende Miniaturisierung, aber auch
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Parallelisierung in der molekularen Biotechnologie, erfordert aber anpassungsfahige und
optimierte Tragersysteme mit kontrollierbarer Oberflachendichte der funktionellen

Gruppen.

Zur Losung der bei der Emulsionspolymerisation auftretenden Probleme wie etwa der
Tensid-Desorption wurden Molekile synthetisiert, bei denen die Tensid-Eigenschaft mit
einer zweiten Funktion kombiniert wurde. Das Ziel war dabei, die Tensid-Gruppen in die
Polymerketten einzubauen. Dafiir wurden Inisurfs!*?**! (Wortschépfung aus Initiator und
Surfactant), Transsurfsi* (Transfer agents und Surfactant) und Surfmerel® 4450
(Surfactant und Momomer) entwickelt. Dabei stellen die Surfmere die am intensivsten

weiter verfolgte Variante dar.

Fir den polymerisierbaren Teil der Surfmere werden hauptsachlich Acryl-®"!, und Acryl-

amid-?, Methacryl-1'>*® Maleat-!"? und Styren-** Gruppen eingesetzt.

Bei den Tensid-Funktionen der Surfmere finden sich analog zu den unpolymerisierbaren
Tensiden anionische®, kationische!'** und nichtionische!®®*® Verbindungen. So wurden
beispielsweise Maleinsdurederivate, Sulfonate und Acrylate fir anionische Surfmere,
Pyridinium-Verbindungen fur kationische und monofunktionalisierte Oligoethylenglycol-

derivate fur die nichtionischen Tenside verwendet.

Die Emulsionspolymerisationen der Surfmere mit verschiedenen Comonomeren wie z.B.
Styren oder verschiedenen Acrylaten liefern Partikel mit Durchmessern von ca. 100 nm
bis zu einigen hundert Nanometern. Die Oberflache dieser Partikel muss aber weiterhin
mit Aktivierungsreagentien umgesetzt werden, um darauf Proteine immobilisieren zu

kdbnnen.

NAGAI et al. haben eine Syntheseroute untersucht, um durch Verwendung von Surfmeren
mit aktivierter Esterfunktion Partikel herzustellen, die mit Stickstoff-Nukleophilen reagieren

kénnent®9°7-621

Die copolymerisierten Aktivester-Surfmere auf der Partikeloberflache
kénnen dann z.B. mit 2-Methoxyethanamin weiter funktionalisiert werden. Bei der
Verwendung von p-(11-Undecenoyloxyphenyl)dimethylsulfoniummethylsulfat UPDS zur
Partikelherstellung ist man allerdings auf die Durchfiihrung eines mehrstufigen Prozesses
und eine sehr eingeschrankte Comonomer-Auswahl angewiesen. Ausserdem sind die
hergestellten Polymerpartikel mit 4,2 um Durchmesser grofler als die typischen Produkte

der Emulsionspolymerisation.

Ein Surfmer welches diese Nachteile Uberwindet, sollte daher eine moéglichst modular
augebaute Struktur besitzen, um durch Variation der polymerisierbaren Gruppe mit
verschiedenen Comonomeren verwendbar zu sein. Denn obwohl Surfmere seit ungefahr
20 Jahren bei der Emulsionspolymerisation eingesetzt werden, gibt es erst seit kurzer Zeit

Arbeiten, die sich der Vorhersage des Polymerisationsverhaltens dieser Verbindungen
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widmen®®! und so ist immer noch die Untersuchung von verschiedenen

Copoymersystemen notwendig, um dann das beste System auszuwahlen.

Ein Teil der oben beschriebenen Emulsionspolymerisationen unter der Verwendung von
Surfmeren lasst sich beispielsweise qualitativ gut durch das auf HARKINS®?
zurickgehende Drei-Stufen-Modell beschreiben. Die vorliegenden quantitativen
Untersuchungen zum Nukleationsmechanismus der Surfmer-Copolymerisationen zeigen
aber, dass eine grolle Varianz bei der Abhangigkeit der Partikelanzahl (N) von der
Surfmerkonzentration (cs) besteht’®.. So besteht bei der Emulsionspolymerisation von 2-
Sulfo-ethylmethacrylat mit Styren ein Zusammenhang von N = ci? 1 werden jedoch
Vinylacetat und ein anionisches Bernsteinsdure-Surfmer verwendet, wird N = ¢ 1
beobachtet.

Auch unter diesem  Gesichtspunkt der Polymerisationskinetik und des
Polymerisationsmechanismus ist die Untersuchung der Emulsionspolymerisation unter

Einsatz von Surfmeren ein bedeutendes Gebiet.

In dieser Arbeit wird eine neue Strategie zur vereinfachten Herstellung von
Polymerkolloiden fur die Biokonjugation vorgestellt, bei der Surfmere in der Emulsions-
polymerisation verwendet werden, die in ihrer Struktur sowohl eine aktivierte Ester-

n[18,20,58,66,67

funktio I enthalten als auch durch ihren modularen Aufbau die Anpassung an

ver-schiedene Copolymersysteme erlauben.

3.1 Aufgabenstellung

Die Aufgabenstellung dieser Arbeit besteht darin, einen flexiblen und einfachen
Herstellungsweg von Polymerpartikeln mit Aktivester-Oberflache zu entwickeln. Mit den

hergestellten Partikeln sollen dann Proteine immobilisiert werden kénnen.

Die Herstellung der Partikel soll durch den Einsatz von neuartigen polymerisierbaren
Tensiden (Surfmere) erfolgen, die eine Aktivester-Funktion enthalten. Zusatzlich sollen die
herzustellenden Surfmere so aufgebaut sein, dass ihre Polymerisations- und
Grenzflacheneigenschaften ohne Anderung des gesamten Syntheseweges an unter-

schiedliche Copolymersysteme angepasst werden kénnen.

Im Einzelnen umfal3t die Aufgabenstellung folgende Schritte:

1. Entwicklung eines Synthesewegs fur modulare Aktivester-Surfmere.
2. Untersuchung der Oberflachenaktivitat der Aktivester-Surfmere.

3. Untersuchung der Reaktivitat des aktivierten Esters mit kleineren organischen Moleku-

len und Proteinen.
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Erforschung des Polymerisationsverhaltens der Surfmere und deren Einsatz bei der

Emulsionspolymerisation.

Charakterisierung der hergestellten Polymerpartikel. Ermittlung der Copolymeri-

sationsverhaltnisse der Aktivester-Surfmere.
Versuche zur Immobilisierung von Proteinen auf den hergestellten Partikeln.

Untersuchungen zur Langzeitstabilitdt der Aktivester-Gruppen auf der Partikelober-

flache.

Weiterverarbeitung der Aktivester-Nanopartikel fir die Mikrostrukturierung von Ober-

flachen durch Mikrospotting auf verschiedenen Substraten.
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4 Methoden

4.1 Dynamische Lichtstreuung und Mikroelektrophorese

Die dynamische Lichtstreuung ist eine Methode mit der die Durchmesser von Partikeln in
Fliissigkeiten bestimmt werden kénnen®®. Das Messprinzip beruht darauf, dass das Licht
eines gepulsten Lasers an den Partikeln gestreut wird und aus der zeitlichen Veranderung
der Streulichtintensitat, die Diffusionsgeschwindigkeit der Partikel ermittelt wird. Das
Streulicht wird im Winkel von 90 ° beobachtet (siehe Abbildung 4-1). Dadurch, dass die
suspendierten Partikel in der Fllssigkeit der Diffusion unterliegen und in das beobachtete
Streuvolumen ein und aus diffundieren, andert sich die gemessene Streulichtintensitat 1.
Misst man | Uber einen l&angeren Zeitraum (einige 100 ms), I&sst sich der Mittelwert |

bestimmen.

Polarisator

Analysator

Rech
echner Korrelator Photomultiplier

Abbildung 4-1 Messaufbau zur PartikelgroRenbestimmung im Malvern Zetasizer® 4000
HSA ©9,

Die Messung von | zu einem beliebigen Zeitpunkt 7, liefert eine von | abweichende

Streulichtintensitat. Mit fortschreitender Zeit wird die Differenz zwischen | und | immer
kleiner — die aktuelle Streulichtintensitat nahert sich immer mehr dem statistischen
Mittelwert an. Die Zeit, die fur diese Annaherung benétigt wird hangt vom Durchmesser
der diffundierenden Partikel ab, wobei | umso schneller erreicht wird, je kleiner die
Partikel sind.
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Um die Zeitabhangigkeit der Streulichtintensitdt mathematisch beschreiben zu kénnen,
werden Korrelationsfunktionen verwendet, mit denen die Ahnlichkeit zweier Signale
quantifiziert werden konnen. Aus der berechneten zeitabhangigen Korrelationsfunktion
G einer Lichtstreumessung lasst sich mit (Gl. 1) der Durchmesser der Partikel ermitteln.

Dazu wird

(G)(r)= Y 1o @ 1)
i1

(G) =Korrelationsfunktion
I; =Intensitatsanteil der Partikelart i
r = Zeitintervall des Korrelators
D = translatorischer Diffusionskoeffizient
B (47rm\' sin®
A ) 2
m; =Brechungsindex der Losung

A, = Wellenlange des Lasers
O = Streuwinkel

die Exponentialfunktion G halblogarithmisch gegen die Zeit aufgetragen und linear
gefittet.

Aus der Steigung der linearen Funktion lasst sich der translatorische Diffusionskoeffizient
D ermitteln. Uber die STOKES-EINSTEIN Gleichung (Gl. 2) lasst sich mit diesem Wert der
hydrodynamische Partikeldurchmesser d, berechnen.

_ kT (Gl. 2)
3znD

h

k = BOLTZMANN -Konstante
T =Temperatur /K
n = Viskositat des Losemittels
d,, = hydrodynamischer Durchmesser

Der durch diese Methode berechnete mittlere intensitatsgewichtete Durchmesser wird
auch als ,z-Average" bezeichnet.

Der Intensitatsanteil der Partikelart i, |; lasst sich bei diesem Modell durch die MiE-
Theorie oder die RAYLEIGH-Approximation beschreiben. Letztere qilt fur Partikel mit einem

Durchmesser, der kleiner als = 1, /10 ist. In diesem Fall gilt fur die Streulichtintensitat

und den Partikeldurchmesser folgender Zusammenhang:
I, cdf (Gl. 3)
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Fir detaillierte Ausfuhrungen zur Theorie der Lichtsteuung und der MIE-Theorie sei an

dieser Stelle auf die Literatur”® verwiesen.

Zetapotentialmessungen mit Mikroelektrophorese

Die Oberflachenladung ist neben dem Durchmesser eine weitere charakteristische Grolie
fur Partikel. Die Anwesenheit von Ladungen auf der Partikeloberflache kann
unterschiedliche Ursachen besitzen, beispielsweise das Vorhandensein ionischer
Tenside, ionischer Polymer-Endgruppen oder ladungstragender Funktionen in der

Polymerkette.

Aufgrund der Elektroneutralitdtsbedingung werden positive oder negative Ladungen durch
entsprechende Gegenionen kompensiert. Modelle fiir die Struktur einer solchen
elektrischen Doppelschicht an einer fest/flissig-Grenzflache stammen von HELMHOLTZ,
772 |m STERN-Modell (s. Abbildung 4-2) wird die

Doppelschicht noch weiter in eine innere- und dussere HELMHOLTZ-Schicht unterteilt.

STERN und GOUY-CHAPMAN
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Abstand zur Oberflache
Abbildung 4-2 Aufbau der elektrischen Doppelschicht an einer negativ geladenen

Festkdrperoberfliche in einem elektrolythaltigen System nach STERN'2" Bei ©® und ©
handelt es sich um hydratisierte Kationen und Anionen. © stellt ein nicht-hydratisiertes

Anion dar.
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Wobei die innere HELMHOLTZ-Schicht aus dehydratisierten Anionen und die aussere
HELMHOLTZ-Schicht aus hydratisierten Gegenionen bestehen. Auf diese beiden Schichten
folgt die diffuse Schicht, die bei relativer Bewegung der festen zur flissigen Phase
teilweise abgeschert wird. Zur quantitativen Beschreibung der Ladungsverhaltnisse an
Grenzflichen wird das ¢-Potential™"® verwendet, welches dem Potential an der
Grenzflache zwischen der diffusen Schicht und der &usseren HELMHOLTZ-Schicht

entspricht.

Messung des (-Potentials

MelRtechnisch ist das (-Potential von Partikeln durch die Mikroelektrophorese zuganglich,
bei der die Geschwindigkeit der Partikel wahrend ihrer Bewegung im elektrischen Feld
gemessen wird. Der Proportionalitatsfaktor von Geschwindigkeit v und Feldstarke E ist
dabei die elektrophoretische Mobilitat wg (Gl. 4).

V=g -E (Gl. 4)

Nach der experimentellen Bestimmung dieses Werts kann mit Hilfe der HENRY Gleichung

(Gl. 5) das ¢ -Potential berechnet werden, wenn fur den Korrekturfaktor f(x,)ein Wert
von 1,5 m™ angenommen wird. Dieser Korrekturfaktor gilt fiir groRe Partikel ( > 100 nm) in
polaren Medien!’".

_ & ¢ f(x,) (Gl. 5)

HE 671

¢ = Dielektrizitatskonstante des Mediums

¢ =¢ —Potential /V
f(x,) = Korrekturfaktor /(1/m)

n = Viskositat des Mediums /(Pa s)
An dieser Stelle muss allerdings darauf hingewiesen werden, dass der auf diese Weise
gewonnene Wert fur ¢ nur unter der Annahme gilt, dass die Abscherung der lonenwolke
um die Partikel im durchgefuhrten Experiment an der Grenzflache zwischen diffuser und
ausserer HELMHOLTZ-Schicht stattfindet (s. Abbildung 4-2). Zur experimentellen
Bestimmung des (-Potentials wird durch zwei gekreuzte Laser die Bewegungsrichtung

und Geschwindigkeit der Partikel in einem elektrischen Feld gemessen (s. Abbildung 4-3).
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10 mW He-Ne-Laser

StrahIWéhler[I:I:’

PM

Strahlteiler Filter

S e
Modulator

temp.kontrollierte
Elektrophoresezelle

Abbildung 4-3 Aufbau der verwendeten Mikroelektrophorese-Einheit’®® (Malvern®-
Zetasizer 4000HSA).

4.2 Polyelektrolyttitrationen

Durch die Titration von Partikeln mit Polyelektrolyt-Loésungen lasst sich die Menge der
Ladungen auf der Partikeloberflache bestimmen!”®. Dabei werden jeweils zu der auf der
Oberflache gebundenen Ladung entgegengesetzt geladene Polyelektrolyte verwendet.
Chemische Funktionen mit negativer Ladung, wie beispielsweise Carboxylat-Funktionen,
lassen sich mit Polydiallyldimethylammoniumchlorid (PDADMAC) titrieren. Fur positiv
geladene Funktionen wird haufig Natriumpolyethensulfonat (PES) verwendet. Der
wahrend der Titration ablaufende Austausch von elektrostatisch gebundenen, einzelnen
Gegenionen durch die Polyelektrolyte ist entropiegetrieben, da bei der Reaktion mehrere
Einzelionen, die in die wassrige Phase Ubergehen, durch ein Polyelektrolyt-Molekdl

ersetzt werden.

Der Titrationsendpunkt Idsst sich durch die Messung des (- oder des Strémungs-
Potentials wahrend der Zugabe des Titrants bestimmen. Das Strdmungspotental entsteht,
wenn durch mechanische Einwirkung das Dispersionsmittel die Hydrathidlle um die
Partikel abgeschert wird"™.

4.3 Tensiometrie und Bestimmung der Adsorptionsparameter

Als Oberflachenspannung bezeichnet man die Grenzflachenspannung von Flissigkeiten

und Festkorpern gegentber einer Gasphase oder der Luft.
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Die Messung der Surfmer-Losungen erfolgt nach der WILHELMY-Platten-Methode. Bei
dieser Messung hangt ein Platinplattchen an einem Wagebalken und wird senkrecht auf
die Flussigkeitsoberflache gesetzt. Die Benetzung der Platte durch die Fllssigkeit fuhrt zu

einer in Abbildung 4-4 sichtbar konisch verlaufenden Flussigkeits-Lamelle.

Waage|

Abbildung 4-4 Wilhelmy-Platten-Methode; hierbei ist z die Dicke, | die Lange der Platte,

und 6 der Randwinkel. Die Abbildung wurde der Literatur®® entnommen.

Das Gewicht der Flussigkeitslamelle G, ergibt sich aus der Differenz des Plattengewichtes

nach dem Aufsetzen auf die Flissigkeitsoberflache und dem an der Luft, durch:

G, =2(l+2z)ocosé. (Gl. 6)

Gleichung 6 kann vereinfacht werden, indem fir den Randwinkel 0 ° eingesetzt und durch
Auswahl entsprechend dunner Platten (z«l) der Wert flr z vernachlassigt werden kann, so

dass

G, = 2lo (Gl 7)

gilt. Durch Umformen der Gleichung nach ¢ kann die Oberflachenspannung bestimmt

werden®,

Bestimmung der Adsorptionsparameter

Die Messung von o in Abhangigkeit der Tensidkonzentration erlaubt die Bestimmung der
kritischen Mizellbildungskonzentration, wenn die Oberflaichenspannung gegen die
logarithmierte Konzentration des Tensids aufgetragen wird. Man beobachtet dabei ein
Absinken von ¢ bis zu einem konstanten Wert. Die Berechnung des Schnittpunkts der
beiden linearen Ausgleichsgeraden ergibt die Konzentration, bei der eine weitere Zugabe
von Tensid zur Loésung nicht zur weiteren Absattigung der Luft/Wasser-Grenzflache,
sondern zur Bildung von Mizellen fuhrt. Diese Konzentration nennt man die kritische
Mizellbildungskonzentration (CMC). Die CMC ist eine temperaturabhangige Kenngrolie

fir Tenside.
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Die Anwendung der GiBBS'schen Adsorptionsisotherme flr ionische 1:1 - Tenside erlaubt

es ausserdem, die Oberflachen-Konzentration, I's der untersuchten Tenside bei

Sattigung der Oberflache zu berechnen®'%2.

1 ( do (Gl. 8)
FS =
2RT\dIncs ),

I's = Oberflachenkonzentration des Tensids S/(mol/m?)

R=molare Gaskonstante /(JK™" mol™)
T =Temperatur /K
o= Oberflachenspannung /(N/m)
cs = Tensidkonzentration des Tensids S/(mol/L)

Aus den Werten fur I's lassen sich ausserdem mit

10" (Gl. 9)
~ NTg

as

ag = Flache des Tensids S /nm?
N = Avogadro Konstante /(1/mol)

die Flache berechnen, die ein Tensid an der Luft/Wasser-Grenzflache beansprucht®.

4.4 Matrix-unterstltzte Laser Desorptions/lonizations Flugzeit - Massenspektro-

metrie

MALDI-TOF-MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry) ist eine Analysenmethode mit der die Molekllmassen schwerer und/oder
schwerflichtiger Substanzen bestimmt werden kdnnen. Sie ist daher besonders geeignet,
um grof’e Biomoleklle wie Proteine oder Nukleinsduren, aber auch synthetische
Polymere zu identifizieren oder deren Struktur zu untersuchen. Vor allem in der
Proteinanalytik hat sich die MALDI-TOF-MS als besonders empfindliche und zeitsparende
Methode in den letzten Jahren etabliert!®*®,

Generell erfordern massenspekirometrische Methoden, dass die zu untersuchende
Substanz in einer lonenquelle ionisiert wird und die entstandenen lonen in das
Hochvakuum des Massenanalysators eingebracht werden. Hier kann dann das Masse-zu-

Ladungsverhaltnis und damit die Molekllmasse der freien lonen bestimmt werden.

Klassische lonisierungsmethoden, wie die ElektronenstoRionisierung bewirken, dass die

Substanzen einer mehr oder weniger starken Fragmentierung unterworfen werden. Dies
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kompliziert die Identifizierung und Charakterisierung unbekannter Verbindungen. In der
MALDI-TOF-Massenspektrometrie wird nun eine sehr schonende lonisierungsmethode
angewendet, bei der im Prinzip nur unfragmentierte lonen entstehen. Im Massenspektrum
treten dadurch lediglich (Quasi)-Molekilpeaks auf, aus denen die gesuchten Molekile

identifiziert werden konnen.

In der MALDI-Methode wird die zu untersuchende Substanz in eine Matrix eingebettet.
Dies geschieht vorzugsweise indem die im Uberschuss vorliegenden Matrixmolekiile und
der Analyt in geléster Form miteinander gemischt werden und danach das Lésungsmittel
entfernt wird. Matrix und Probe bilden im Idealfall eine kokristallisierte Schicht. Die Matrix
besteht meistens aus organischen niedermolekularen Molekilen (z.B. Sinapinsaure oder
Dihydroxybenzoesaure), die Lichtenergie einer bestimmten Wellenlange eines Lasers
absorbieren konnen. Wird nun das Probe/Matrix-Gemisch in der lonenquelle mit Laser-
Pulsen bestrahlt, werden die Matrixmoleklle angeregt und desorbieren explosionsartig.
Dabei reilen sie die Moleklle des Analyten mit in die Gasphase. Durch den Laserpuls
entsteht direkt Uber der Bestrahlungsstelle eine Wolke mit hoher Molekuldichte. Hier, so
wird vermutet, kénnen die thermisch angeregten Molekile des Analyten ihre
Uberschissige Energie (iber StoRreaktionen an die in Uberzahl vorliegenden
Matrixmoleklle abgeben. Auf diese Weise wird die Fragmentierung des Analyten

verhindert!®®,

Gleichzeitig besitzt die Matrix noch die Aufgabe die Molekiile des Analyten zu ionisieren.
Dies geschieht mittels chemischer lonisation, indem Protonen oder Alkaliionen von der
Matrix auf die Probenmolekille Ubertragen werden. Die gebildeten lonen werden
anschlief’end Uber ein angelegtes elektrostatisches Feld beschleunigt und besitzen so
eine ihrer Masse und Ladung entsprechende kinetische Energie. Direkt im Anschluss an
die lonenquelle schlieldt sich ein feldfreies Flugrohr an, welches die beschleunigten lonen
mit konstanter Endgeschwindigkeit durchfliegen. Am Ende des Flugrohrs treffen die lonen
auf einen Detektor mit dem die Flugzeit gestoppt wird. Aus der erhaltenen Flugzeit kann
schliellich die urspriingliche kinetische Energie und somit die Molekllmasse der lonen

ermittelt werden (GI. 10).
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m_2eU (Gl. 10)
z /2

m = Molekulmasse /(g/mol)
Z = Anzahl der Molekulladungen
U = Spannung /V
| = Flugrohrlange /m
t = Flugzeit /s
e = Elementarladung /C
Durch den eingesetzten Flugzeitmassenanalysator (TOF) besitzt diese massen-
spektrometrische Methode eine sehr hohe Empfindlichkeit, weil praktisch alle durch den
Laserpuls erzeugten lonen auf den Detektor treffen und nicht wie bei anderen
.scannenden Methoden" mit Massenanalysatoren, wie z.B. einem Quadrupol- oder
Sektorfeld-MS, nur ein Bruchteil dieser lonen detektiert werden kann. Die Empfindlichkeit
der MALDI-TOF-Massenspektrometrie liegt bei den meisten Proteinen routinemafig im
unteren Pikomolbereich. Ein weiterer Vorteil des Flugzeitmassenanalysators ist, dass er
theoretisch einen unbegrenzten Massenbereich besitzt und daher auch Molekiimassen

von 1000 Da bis tUber 100 kDa bestimmt werden kdonnen.

Die unfragmentierte lonisierung der Substanzen in Kombination mit dem Flugzeitmassen-
analysator erlaubt haufig, dass Gemische von Substanzen mit unterschiedlichen
Konzentrationen in einer Analyse parallel bestimmt werden kénnen, ohne dass vorher
eine Auftrennung der Gemischkomponenten (z.B. durch Chromatographie) erfolgen muss.

Dies bedeutet einen geringeren apparativen Aufwand und Zeitersparnis.

4.5 Rasterelektronenmikroskopie

Wie beim Transmissions-Elektronenmikroskop (TEM)  wird auch beim
Rasterelektronenmikroskop (REM) der Elektronenstrahl von einer beheizten Kathode als
Strahlungsquelle erzeugt®.. Im REM wird jedoch nicht das ganze Objekt ausgeleuchtet,
sondern der Elektronenstrahl wird auf einen kleinen Punkt an der Oberflache des Objekts
fokussiert. Die von diesem Punkt gestreuten Elektronen werden von einem Detektor
gesammelt. Das dabei entstehende Signal wird verstarkt und auf einer Bildréhre als Punkt
abgebildet. Ein Punkt auf dem Leuchtschirm der Bildrohre entspricht also einem Punkt auf
der Oberflache des Obijekts.

Mit Hilfe einer Ablenkeinheit wird ein elektrisches Feld Uber den Elektronenstrahl im
Mikroskop und Uber den Elektronenstrahl in der Bildréhre angelegt. Dadurch werden
beide Strahlen um einen genau definierten Betrag ausgelenkt; ein anderer Punkt auf dem

Objekt wird beleuchtet und auf der Bildrohre abgebildet. Ein Rastergenerator flhrt den
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Elektronenstrahl des Mikroskops Punkt flr Punkt Uber die Oberflaiche des Objekts
(deutsch: "rastern", engl.: "scanning") wobei auf dem Leuchtschirm ein Bild der
Oberflache entsteht. Ein VergroRerungseffekt entsteht dadurch, dass Uber dem
Elektronenstrahl der Bildrohre ein starkeres elektrisches Feld angelegt wird als Gber dem

Strahl im Mikroskop.

Um zu verhindern, dass sich das Praparat durch den Elektronenstrahl elektrisch aufladt,
wird die gesamte Oberflache mit einem didnnen Film einer leitenden Substanz (meistens
Kohlenstoff oder Gold) bedampft. Im Elektronenstrahl laden sich unbeschichtete Objekte
elektrisch auf und erzeugen Artefakte. Rasterelektonenmikroskope kénnen ein Bild der
Oberflache des Objektes erzeugen, weil die Ausbeute an Sekundarelektronen (SE) davon
abhangt, wie stark die abgebildete Flache relativ zum einfallenden Primarelektronenstrahl
(PE) geneigt ist. Dadurch entsteht ein Topographiekontrast: Mit zunehmender
Flachenneigung nimmt die Ausbeute an Sekundarelektronen und damit die Helligkeit der
Abbildung zu. Dieser Effekt beruht vor allem darauf, dass an stark geneigten Flachen
mehr Ruckstreuelektronen entstehen, die ihrerseits eine verstarkte Abstrahlung von

Sekundarelektronen verursachen.

4.6 Mikrokalorimetrie

Der von CALVET®? entwickelte Mikrokalorimeter erméglicht die Messung von
Warmestromen im Mikrowatt- und im Nanowattbereich bzw. die Bestimmung kleinster

Warmemengen im pJ- und mJ-Bereich.

Die Mikrokalorimetrie erweitert dadurch das Anwendungspektrum der Kalorimetrie auf
Reaktionen bei denen wenig Warme frei wird, auf Umsetzungen von Reaktionspartnern
mit hohen Molekulargewichten und Reaktionen in kleinen Reaktionsvolumina. Beispiele
sind Stoffwechseluntersuchungen an biologischen Systemen, Untersuchungen von
Polymorphieerscheinungen und Bestimmung von Loésungswarmen und Bindungs-

konstanten.

Die als ITC bezeichnete isotherme Titrations-Mikrokalorimetrie ermoglicht die Ermittlung
der Bindungskonstanten K, der Stochiometrie n der Bindungspartner und der
Enthalpiednderungen AH. Der isothermale Aufbau ermdglicht ausserdem die Berechnung

der Entropie S und der freien GIBBS'schen Reaktionsenthalpie AG.

Fir eine detaillierte Beschreibung der Methode sei an dieser Stelle auf die einschlagige

Literatur®**! hingewiesen.
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5 Ergebnisse und Diskussion

Im folgenden Kapitel werden die Strateigien und Ergebnisse der Surfmersynthese, der
Surfmerreaktivitats-Untersuchungen und der Polymerisationsversuche mit den
hergestellten Surfmeren geschildert. AnschlieBend folgen die Versuche zur

Immobilisierung von Aminen, Hydraziden und Proteinen.

5.1 Synthesestrategie fir potentielle Surfmermolekile

Die Struktur der Surfmere setzt sich aus drei Untereinheiten zusammen. Dabei handelt es
sich um einen polymerisierbaren Anteil, eine polare Gruppe und einem unpolaren Rest.
Um das Surfmer zur Biokonjugation einsetzen zu kénnen, muss eine dieser
Untereinheiten eine reaktive Funktion tragen. Im folgenden Abschnitt wird eine
Molekulstruktur  entwickelt bei der die Untereinheiten so ausgewahlt und
zusammengestellt werden, dass ein zur Partikelherstellung geeignetes Surfmer entsteht.

Die Synthese eines Surfmers mit einer reaktiven Aktivester-Funktion wurde 1995 von

58 Bei dem beschriebenen Molekiil handelt es sich um 10-

TAKAHASHI beschrieben
(Undecenoyloxyphenyl)dimethylsulfoniummethylsulfat (UPDS), welches durch die
Reaktion von 10-Undecensaure mit (4-Hydroxyphenyl)-dimethylsulfoniummethylsulfat

(PDS) und Dicyclohexylcarbodiimid hergestellt wurde (s. Abbildung 5-1).

/ o)
HO‘QS+ CHLOSORS +/\/\/\/\)]\
\ 7 OH

+1,2mol DCC )
in Acetonitril i CH30S8(0),0
1h0°C o ~
oh2ore /\/\/\/\)j\

- s 7 0

Abbildung 5-1 Synthese von UPDS aus (4-Hydroxyphenyl)-dimethylsulfoniummethyl-

sulfat und Undecenséure unter Verwendung von Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)®¥.

UPDS besitzt den Vorteil, dass die im Molekll vorhandene Dimethylsulfonium-Gruppe
zum einen zur Aktivierung der Esterfunktion beitradgt und zum anderen durch ihre positive
Ladung den ionischen Teil eines Tensids darstellt. Die Kombination dieser beiden
Eigenschaften in einer Struktureinheit ist bis jetzt nur mit PDS als Aktivierungsreagens

gelungen. Die Verwendung von Sulfo-N-Hydroxysuccinimid als ebenfalls ionisches
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Aktivierungsreagens ist fur Surfmere ungeeignet, da die aktivierten Ester wahrend der

Emulsionspolymerisation zum GroRteil hydrolysieren wiirden!".

Der Nachteil bei der Verwendung von UPDS als Surfmer ist die Schwierigkeit seine
Undecenoyl-Gruppe mit anderen Monomeren zu copolymerisieren. Die Ursache dieses
Verhaltens ist die geringe elektrostatische und mesomere Stabilisierung von Radikalen,
die aus terminalen Alkengruppen entstehen. Eine semiempirische Beschreibung dieses
Verhaltens wird durch die Q-und e-Werte!® erfasst. Wobei der Q-Wert ein MaR fiir die
Resonanzstabilisierung ist und der e-Wert die elektrostatische Stabilisierung quantifiziert.
Als Bezugswert des Systems wird fiir Styren e = -0,8 und Q = 1 angenommen®**’!. Durch
Bestimmung der Copolymerisationsparameter (s. a. S. 34 ff) kdbnnen die Wertepaare flr
weitere Substanzen ermittelt werden. Fir 1-Buten als Vertreter der terminalen Alkene
werden Werte von Q = 0,007 und e = —0,06 angegeben!®. Weitere Wertepaare fiir

syntheserelevante Monomere dieser Arbeit finden sich in Tabelle 5-1.

Tabelle 5-1 Die Q-e Werte von Monomeren, welche fur die Surfmersynthese und die

Copolymerisation in Frage kommen.

Monomer Q e
N-Octadecyl-Acrylamid 0,66 1,64
Acrylamid 0,23 0,54
Methacrylamid 0,4 -0,05
MMA 0,78 04
Acrylsaure 0,83 0,88
Acrylsauremethylester 0,45 0,64
t-Crotonsaure 0,017 0,89
Methacrylsaure 0,98 0,62
Styren 1 -0,8
UPDS 0,037 -0,45
Diethylfumarat 0,25 2,26
Methacrylsaure 0,88 3,76
n-Butyl-Maleinimid 0,86 3,69

NAGAI und TAKAHASHI I6sten dieses Problem der niedrigen Polymerisationsneigung indem

sie UPDS mit Dialkylfumaraten (DAF) polymerisieren. UPDS und Dialkylfumarate
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reagieren nach Initiierung mit AIBA oder AIBN zu einem alternierenden Copolymer. Mit
Q = 0,25 und e = 2,26 fiir Diethylfumarat werden fiir UPDS Werte von Q = 0,013 und e
= —0,45 berechnet.

Bei der Verwendung von UPDS als Surfmer ist man bisher auf das Comonomersystem
UPDS/DAF angewiesen, wobei die Copolymerisation von UPDS und DAF zur
Partikelbeschichtung auf der Oberflache von Polystyrolpartikeln (& = 4,2 ym) durch-
gefihrt wurde®. Um die Beschrankung auf das Comonomer-Paar UPDS/DAF
aufzuheben, sollte mit einer neuen Synthesestrategie der polymerisierbare Teil des UPDS
verandert werden. Das geplante Surfmer soll auflerdem modular aufgebaut sein
(Abbildung 5-2). Diese Anforderungen werden erfillt, wenn in der Surfmerstruktur ein
Stickstoffatom am Ende der Alkylkette substituiert wird. Dieses Atom kann Teil von
polymerisierbaren Amid- oder Imidfunktionen sein. Retrosynthetisch Idsst sich diese
Strukturveranderung durch den Einsatz von o—Amino- anstelle von o—Alkensauren
umsetzen. Die Aminofunktion lasst sich dann beispielsweise mit Saurechloriden oder

anderen Acylierungsreagentien umsetzen.

polymerisierbarer Rest Spacer Immobilisierung

Abbildung 5-2 Zielstrukturen der Aktivester-Surfmere bestehend aus polymerisierbarem
Rest, Spacer und Dimethylsulfoniumphenylester zur Immobilisierung von Biomolekdilen.
Varianten der polymerisierbaren Gruppen: a) Maleinsaureimid, b) Citraconsaureimid, c)

Acrylamid, d) Methacrylamid.

Synthetisch durchfuhrbar ist auch der Einsatz von o—Hydroxysauren bei der Herstellung
eines modularen Surfmers, allerdings wurde aus zwei Grinden auf deren Verwendung
verzichtet: Amide und Imide besitzen eine bessere Hydrolysestabilitat als die Ester der
analogen Sauren. Ausserdem ist von den w—Hydroxysauren mit (-CH,-), n>4 lediglich die

11-Hydroxysaure bei Fluorochem® (Derbyshire, UK) erhaltlich.
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Auf den Einsatz der homologen o-Mercaptosauren als Ausgangssubstanz fir die
Surfmere wurde auf Grund der Hydrolyseempfindlichkeit der zu synthetisierenden S-Thio-

ester!''9 yerzichtet.

Die Auswahl der w-Aminosauren hinsichtlich ihrer Alkylkettenlange wurde durch den
angestrebten Einsatz der daraus synthetisierten Moleklle als Tenside bestimmt. Fir die
Herstellung einer O/W-Emulsion sind Tenside mit einem HLB-Wert (,hydrophilic/lipophilic

(02 Zur Berechnung der HLB werden Systeme benutzt bei

balance®) von 8 bis 18 nétig
denen die Inkremente fur den hydrophilen und die Werte fir den hydrophoben Teil des
Tensids addiert werden. Zur Abschatzung der HLB flr die neuen Aktivester-Surfmere
(Abbildung 5-2) wurde in Ermangelung eines Inkrements fur die Dimethylsulfonium-

Funktion der Wert fur eine Dialkylammonium-Funktion verwendet.

Far kationische Tenside liegen die dazu benétigten Kettenlangen des Alkylteils im Bereich
von 10 bis 12 CH,-Gruppen. 11-Aminoundecansaure wurde daher flr die Synthese der
Surfmere ausgewahlt. Um die Auswirkungen einer kurzeren Alkylkette auf die
Oberflachenaktivitat von Sulfoniumsurfmeren zu untersuchen, wurde auch die Synthese
des 6-(Acrylamidohexanoyloxy)phenyldimethylsulfoniummethylsulfats (AHPDS) aus 6-

Aminohexansaure und Ayrylsaurechlorid durchgeflhrt.

Da es noch keine vollstandige Theorie zur Kinetik der Emulsionspolymerisation mit
polymerisierbaren Tensiden gibt®'% erfolgte die Wahl der polymerisierbaren Gruppe
des Surfmers nach Vergleich der Copolymerisationsparameter verschiedener
syntheserelevanter funktioneller Gruppen. Diese Parameter sind ein Maly fir das
Verhalten eines Monomerpaars My und M, bei der radikalischen Polymerisation. Werden

die Geschwindigkeitskonstanten k4, k12, koo und ky; wie folgt zugeordnet,

~M;+M, — 5~ M M]

~Mj +M,—12 5~ M, M}
~Mj +M,—2 5~M,M;

~Mj +M, —215 ~ M, M}

~M;" = aktives Kettenende mit Monomer i

M, =freies Monomer i

so erhalt man fur die Quotienten ry und r,die Gleichungen 11 und 12:
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» (Gl. 11)
r=—1"
K12
= K2 (Gl. 12)
ko

Fur den Fall My = Comonomer und M, = Surfmer, befindet sich der optimale Bereich fir ry
und r, nach SCHOONBROOD und ASUA® bei 0,5 < ry < 10 bzw. r, = 0 (< 0,3). Dies
bedeuted, zum einen, dass das Surfmer eine geringe Neigung zur Homopolymerisation
aufweisen sollte. Zum andern muss das Comonomer ausreichend schnell polymerisieren,
damit nicht bereits zu Anfang der Emulsionspolymerisation ein Grofteil des Surfmers

polymerisiert und im Kern der Partikel eingebettet wird.

Ein Vergleich der verfugbaren Copolymerisationsparameter von MMA und einiger
surfmerrelevanter Verbindungen in Tabelle 5-2 zeigt, dass sich ry sowohl fir Acryl- und
Methacrylamid als auch fir N-Alkyl-Acrylamide und N-Alkyl-Maleinimide im Bereich von
1,1 bis 4,1 befindet. Der Copolymerisationsparameter r, liegt flir die betrachteten
polymerisierbaren Amide zwischen 0,05 und 0,9. Der Wert von rq liegt damit fur alle
betrachteten Systeme im von ASUA und SCHOONBROOD geforderten Bereich®. Die Werte
fur ry liegen teils Uber, teils unter dem geforderten Wert von 0,3. Hier muss das

Experiment zeigen, ob gut stabilisierte Nanopartikel hergestellt werden kénnen.

Die Verhaltnisse der Copolymerisationsparameter fir Acrylamid, Methacrylamid, einiger
N-Alkyl-Acrylamide, und Styren sind den Copolymerisationsparametern mit MMA ahnlich
(s. Tabelle 5-2). Allerdings sind die Werte fur ry niedriger und fir r, gréler als bei der
Verwendung von MMA. Die Verwendung von Styren als Copolymer der Acrylamid- und
Methacrylamid-Surfmere sollte nach dieser Betrachtung von ry und r, etwas unglinstiger
als die Verwendung von MMA sein. Die Maleinimide sind, nach den Werten des als
Beispiel herangezogenen N-Hexyl-Maleinimid, ungeeignet fir die Copolymerisation mit

Styren, da r, mit -0,041 keiner als 0,5 ist.

Tabelle 5-2 Monomere aus deren Copolymerisationsparametern (ry und r,) die Eignung
von Acrylamid, Methacrylamid und N-Alkylamid-Derivaten bei der Surfmercopoly-

merisation abgeschatzt wurde.

Monomer 1 Monomer 2 r Iy [Lit.]

MMA Acrylamid 2,5-3 0,53-0,9  [104103]

MMA N-Methyl- 1,14 0,05 1041
Acrylamid

MMA N-Octadecyl- 41 0,42 [106]
Acrylamid

MMA Methacrylamid 1,39-1,65 0,4-0,49 [107-109]
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Monomer 1 Monomer 2 r Iy [Lit.]

MMA N-Hexyl- 1,9 0,1 [1o]
Maleinimid

Styren Acrylamid 1,05-1,49  0,2-1,3 (98]

Styren N-Octadecyl- 2,08 0,54 [98]
Acrylamid

Styren N-Octyl- 2,71 0,26 (98]
Acrylamid

Styren Methacrylamid 1,4 0,48 /1,42 [98]

Styren N-Hexyl- -0.041 0,09 (1]
Maleinimid

Im folgenden Teil der Arbeit wird sowohl die Synthese des nichtmodular aufgebauten
UPDS als auch die Herstellung der vier neuen modularen Surfmere AHPDS, AUPDS,
MUPDS und MIHPDS (s. Abbildung 5-3) beschrieben. Auf die Herstellung des Citracon-
saureimid-Surfmers (s. Abbildung 5-2b) wurde in dieser Arbeit zunachst verzichtet, um

zunachst synthetisch einfacher herstellbare Surfmere zu untersuchen.

I+
2 O
RJ\O

R =

\_° > P
HN-(CHp)s-  AHPDS HN-(CH,)1;- MUPDS

\\_/(O O
HN-(CH,),,- AUPDS [ﬁN‘(CHz)s' MIHPDS
O
Abbildung 5-3 Die vier neuen Surfmere, deren Synthese in dieser Arbeit beschrieben
wird: 6-(Acrylamidohexanoyloxy)phenyldimethylsulfoniummethylsulfat (AHPDS), p-(11-
(Acrylamido)undecanoyloxy)phenyldimethylsulfoniummethylsulfat AUPDS, p-(11-(Meth-
acrylamido)undecanoyloxy)phenyldimethylsulfoniummethylsulfat (MUPDS), und p-(6-
(Maleinimidio)undecanoyloxy)phenyldimethylsulfoniummethylsulfat (MIHPDS).
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5.1.1 Synthese von 11-(Undecenoyloxyphenyl)dimethylsulfoniummethyl-
sulfat

Durchfilihrung

2,7 g 11-Undecensaure (15,7 mmol) wurden in 200 mL Acetonitril geldst und zu einer
Losung aus 4 g (15 mmol) (4-Hydroxyphenyl)dimethylsulfoniummethylsulfat in 350 mL
Acetonitril gegeben. Nachdem die Mischung auf 0 °C abgeklhlt und gerihrt wurde,
erfolgte die Zugabe von 3,5g (17 mmol) Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) in 100 mL
Acetonitril. Nach 15 Minuten wurde das Kihlbad entfernt und die Lésung Uber Nacht bei
Raumtemperatur gertihrt. Der weille ausgefallene N,N‘-Dicyclohexylharnstoff wurde
abfiltriert und zweimal mit Acetonitril gewaschen. Die Losemittel der gesammelten Filtrate
wurden am Rotationsverdampfer entfernt und das verbliebene gelbe Ol wurde mit
Petrolether gewaschen, um verbliebenes DCC zu entfernen. Der verbliebene zahe
Feststoff wurde mit 30 mL Dichlormethan extrahiert. Die entstandene Lésung wurde durch
Zentrifugation vom ungeldsten (4-Hydroxyphenyl)dimethylsulfoniummethylsulfat getrennt.
Nachdem das Losemittel des Extrakts am Rotationsverdampfer entfernt worden war,
erfolgte die Trocknung des Rohprodukts am Olpumpenvakuum. Nach Umkristallisieren in

Essigsaureethylester verblieben 5,1 g (0,012 mol, 80 % Ausbeute) des weilten Produkts.

Die IR- und "H-NMR- Analysendaten stimmen mit den Literaturdaten®®® von NAGAI et al.

uberein.

5.1.2 Synthese von 11-Acryloylaminoundecansaure und 11-Methacryloyl-

aminoundecansaure

11-Acryloylaminoundecansaure und 11-Methacryloylaminoundecansaure wurden durch
Reaktion von 11-Aminoundecansaure mit Acryloylchlorid und Methacryloylchlorid herge-
stellt. Diese Synthesen wuden in Anlehnung an eine Vorschrift von MASHELKAR!''?
durchgefiihrt. Wobei analog zu einer Anleitung von GALLOT!'"® wéssrige Kaliumhydroxid-
Ldsung anstelle von Natriumhydroxid-Lésung verwendet wurde, um die Loslichkeit des -

Aminocarboxylats in der wassrigen Phase zu erhéhen.

Durchfilihrung

In einem 500 mL — Planflanschreaktor mit KPG-RUhrer, Kihler und zwei Tropftrichtern
wurden in 100 mL Kaliumhydroxid-Lésung (c =1,3mol L™ 15g (0,075 mol) ®-Amino-

undecansaure gelést. Nachdem die Temperatur der Lésung auf 0 °C eingestellt war,



38

wurden unter Rihren 6,8 g (0,075 mol) in 10 mL Dichlormethan geldstes Acrylsaure-
chlorid, innerhalb einer Stunde zugetropft. Bei der Zugabe des letzten Drittels der
Acrylsaurechlorid-Lésung wurde der pH-Wert gemessen. Durch Zugabe von
Kaliumhydroxid-Losung wurde der pH-Wert der Losung bei einem Wert > 9 gehalten. Die
Reaktionsldsung wurde noch 1 h geriihrt und dann mit Salzsaure (1 mol L™") auf einen pH-
Wert von 7,6 eingestellt. Die entstandene weile Suspension wurde dreimal mit 50 mL

Essigsaureethylester extrahiert, um die Acrylsaure und das Dichlormethan zu entfernen.

Danach wurde die Losung mit Salzsaure versetzt bis ein pH-Wert von 5,0 erreicht war.
Dann wurde die Suspension erneut mit reichlich Essigsaureethylester (ca. je 150 mL)
extrahiert. Diese gesammelten Extrakte wurden mit Magnesiumsulfat getrocknet. Nach
dem Entfernen des Losemittels am Rotationsverdampfer verblieben 14,5 g (0,057 mol,

76 % Ausbeute) weildes, feinkristallines Produkt.

Die Herstellung von 11-Methacryloylaminoundecansaure erfolgte analog und lieferte eine

Ausbeute von 16,3 g (81 % Ausbeute) eines ebenfalls weil’en Feststoffs.

Analytik

11-Acryloylaminoundecanséure

IR (KBr, Angaben in cm™): 3305 (s NH), 2922, 2852 (s CH), 1696 (s C=0 ),1654 (s C=0
Amid 1), 1625 (m C=C) 1542 (m NH Amid 2).

'H-NMR (de-DMSO, Angaben in ppm): & = 1,2-1,3 (m H>?), 1,38-1,50 (m H**), 2,16 (t H'
J12=7,25Hz), 3,10 (m H™), ), 5,56 (dd H"? J1213 = 2,5 Hz, J11.12 = 11,5), 6,06 (dd H™ J;; 13
=17 Hz), 6,21 (dd H™).

11-Methacryloylaminoundecansaure

IR (KBr): 3320 (s NH), 2921, 2854 (s CH), 1701 (s C=0),1649 (m C=0 Amid 1), 1613 (m
C=C) 1531 (s NH Amid 2) 1477 cm™ (CH,-Deformation).

'H-NMR (ds-DMSO): & = 1,2-1,3 (m H*?), 1,39-1,45 (m H**°), 1,97 (s H" J145 = 1,5 Hz)
2,16 (tH' J;, = 7,25 Hz), 3,05 (m H'), 5,26 (d H'"), 5,59 (s H™).

5.1.3 Synthese von p-(11(Acrylamido)undecanoyloxy)phenyldimethylsul-
foniummethylsulfat (AUPDS) und p-(11(Methacrylamido)undecan-
oyloxy)phenylmethylsulfat (MUPDS).

4,29 (15,7 mmol) 11-Acryloylaminoundecansdure wurden in 150 mL Dichlormethan

geldst und zu einer Losung aus 4 g (15 mmol) (4-Hydroxyphenyl)dimethylsulfonium-
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methylsulfat in 350 mL Acetonitril gegeben. Nachdem die Mischung auf 0 °C abgekuhlt
und geruhrt wurde, erfolgte die Zugabe von 3,5 g (17 mmol) DCC in 100 mL Acetonitril.
Nach 15 Minuten wurde das Kuihlbad entfernt und die Ldésung Uber Nacht bei
Raumtemperatur gerihrt. Der weil’e ausgefallene N, N‘-Dicyclohexylharnstoff wurde
abfiltriert und zweimal mit Acetonitril gewaschen. Die Lésemittel der gesammelten Filtrate
wurden am Rotationsverdampfer entfernt und das verbliebene zahflissige gelbe Ol wurde
mit Petrolether gewaschen, um verbliebenes DCC zu entfernen. Nach Umkristallisieren
des Rohprodukts in Essigsaureethylester verblieben 6,0 g (12 mmol, 80 % Ausbeute) des
weillen Feststoffs AUPDS. MUPDS wurde in derselben Weise unter Verwendung von
11-Methacryloylaminoundecansaure (anstelle von 11-Acryloylaminoundecansaure) herge-
stellt (5,45 g, 0,011 mol, 71 % Ausbeute)

Analytik

AUPDS

C23H37NO;S, (503,67 Da) Angaben in % (m/m)
Berechnet, C 54,85H 7,40N 2,78S 12,73;
Gefunden C54,05H6,90N 2,71 S12,93

'H-NMR (dg-DMSO, Angaben in ppm): & = 1,20-1,42 (m H>""), 1,63 (m H'?), 2,63 (t H* 4
=7,5Hz), 3,10 (m H™), 3,27 (s H"), 3,38 (s H""), 5,56 (dd H'® J15.16 = 2,5 Hz, J14.15 = 14,5),
6,06 (dd H'® Ji416 = 17 Hz), 6,21 (dd H'*), 7,51 (d H® J,5 = 8,5 Hz), 8,14 (d H?)

IR (KBr, Angaben in cm™): 3310 (s NH), 3027 (m PhH), 2920, 2852 (s CH), 1756 (s C=0),
1654 (s C=0 Amid 1), 1628 (s C=C) 1588, 1479 (m Ph), 1537 cm™ (s NH Amid 2); 1589,
1498 (m Ph), 1525 cm™ (s NH Amid 2) (s. Abbildung 5-4)

MALDI-TOF-MS:
Matrix Sinapinsaure
[M]" = 392,5 Da

Exakte Masse AUPDS" = 392,2 Da
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Abbildung 5-4 IR-Spektrum von p-(11-Acrylamido)undecanoyloxy)phenyldimethylsul-
foniummethylsulfat (AUPDS) im KBr Pressling.

MUPDS

Elementaranalyse

C24H39NO;S, (517,7 Da) Angaben in % (m/m)
Berechnet C 55,68H 7,59N 2,71 S 12,39;
Gefunden C 55,60 H 7,63 N 2,98 S12,1

'H-NMR (dg-DMSO, Angaben in ppm): & = 1,20-1,45 (m H>'"), 1,64 (m H'?), 1,83 (s H'®)
2,63 (t H* J45= 7,3 Hz), 3,08 (m H™), 3,27 (s H"), 3,38 (s H""), 5,30 (s H"), 5,62 (s H",
7,51 (d H* J,5 = 8,5 Hz), 8,14 (d H?).

IR (KBr, Angaben in cm™): 3326 (s NH), 3025 (m PhH), 2918, 2852 (s CH), 1762 (s C=0),
1653 (s C=0 Amid 1), 1609 (s C=C) (s. Abbildung 5-5).

MALDI-TOF-MS:
Matrix Sinapinsaure
[M]" = 406,3 Da

Exakte Masse MUPDS = 406,2 Da
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Abbildung 5-5 IR-Spektrum von p-(11-(Methacrylamido)undecanoyloxy)phenyldimethyl-
sulfoniummethylsulfat (MUPDS) im KBr Pressling.

5.1.4 Synthese von 6-Acryloylaminohexansaure

6-Acryloylaminohexansaure wurde durch Reaktion von 11g (0,075 mol) 6-Amino-
hexansaure mit 6,65 g (0,075 mol) Acryloylchlorid hergestellt. Die Herstellung erfolgte
nach der Vorschrift flir 11-Acryloylaminoundecansaure (S. 37) mit einer Ausbeute von
10,8 g (0,058 mol, 78 %).

Analytik

'H-NMR (de-DMSO, Angaben in ppm): & = 1,22-1,32 (m H%), 1,39-1,52 (m H?**), 2,19 (t H’
Ji2=7,3 Hz), 3,10 (m H®), 5,56 (dd H" J;5 = 2,8 Hz, Js7 = 9,8), 6,08 (dd H® Jss = 17 Hz),
6,21 (dd H°).

IR (KBr, Angaben in cm™): 3287 (s NH), 3061 (m NH), 2947, 2862 (s CH), 1703 (s
C=0),1654 (s C=0 Amid 1), 1623 (m C=C) 1547 (m NH Amid 2) 1239 cm™'(m C-O).

5.1.5 Synthese von p-(6(Acrylamido)hexanoyloxy)phenyldimethylsulfon-
iummethylsulfat (AHPDS)

2,9 g 6-Acryloylaminohexansaure (15,7 mmol) wurden in 130 mL Acetonitril geldst und zu

einer LOsung aus 4,0 g (4-Hydroxyphenyl)dimethylsulfoniummethylsulfat (15 mmol) in
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300 mL Acetonitril gegeben. Nachdem die Mischung auf 0 °C abgekuhlt und gerihrt
wurde, erfolgte die Zugabe von 3,5 g Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) (17 mmol) in 100 mL
Acetonitril. Nach 15 Minuten wurde das Kihlbad entfernt und die Lésung Uber Nacht bei
Raumtemperatur gerihrt. Der weil’e, ausgefallene N,N‘-Dicyclohexylharnstoff wurde
abfiltriert und zweimal mit Acetonitril gewaschen. Die Losemittel der gesammelten Filtrate
wurden am Rotations-verdampfer entfernt und das verbliebene zéhe gelbe Ol wurde mit
Petrolether gewaschen, um verbliebenes DCC zu entfernen. Nach Umkristallisieren des
Rohprodukts in Essigsaureethylester verblieben 5,19 (75 % Ausbeute) des weilden

Feststoffs p-(6(Acrylamido)hexanoyloxy)phenyldimethylsulfoniummethylsulfat (AHPDS).

Analytik

'H-NMR (dg-DMSO, Angaben in ppm): & = ca 1,36 (m H®), 1,64 (m H7), 2,64 (t H* J,5=7
Hz), 3,16 (m H®), 3,28 (s H"), 3,38 (s H'?), 5,56 (dd H" J1011 = 2,5 Hz, Jg 10 = 9,5), 6,06 (dd
H" Jo11 = 17 Hz), 6,21 (dd H%), 7,51 (d H® J,5 = 8,8 Hz), 8,14 (d H?)

5.1.6 Synthese von p-(6-(Maleinimido)hexanoyloxy)phenyldimethylsulfon-
iummethylsulfat (MIHPDS)

1,5 g 6-Maleinimidohexansaure (7,1 mmol) wurden in 30 mL Acetonitril gelést und zu
einer Losung aus 1,9g (4-Hydroxyphenyl)dimethylsulfoniummethylsulfat (7 mmol) in
50 mL Acetonitril gegeben. Nachdem die Mischung auf 0 °C abgekuhlt und gertihrt wurde,
erfolgte die Zugabe von 2g DCC (9,5 mmol) in 100 mL Acetonitril. Nach 15 Minuten
wurde das Kihlbad entfernt und die Lésung tber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Der
weille ausgefallene N,N*-Dicyclohexylharnstoff wurde abfiltriert und zweimal mit Acetonitril
gewaschen. Die Ldsemittel der gesammelten Filtrate wurden am Rotationsverdampfer
entfernt und der verbliebene Feststoff wurde mit Petrolether gewaschen um verbliebenes
DCC zu entfernen. Nach zweimaligem Umkristallisieren des Rohprodukts in
Essigsaureethylester/Diisopropylether (5:1, v/v) verblieben 2,3 g (72 % Ausbeute) des
weillen Feststoffs p-(6(Maleinimido)hexanoyloxy)phenyldimethylsulfoniummethylsulfat
(MIHPDS).
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Abbildung 5-6 'H-NMR-Spektrum und Signalzuordnung von p-(6(Maleinimido)hexanoyl-
oxy)phenyldimethylsulfoniummethylsulfat (MIHPDS) in ds-Acetonitril.

Analytik

MALDI-TOF-MS

Matrix: Dihydroxy-Benzoesaure (DHB)
[M]" = 348,3 Da

Exakte Masse MIHPDS = 348,4 Da

'H-NMR (ds-Acetonitril, Angaben in ppm): & =1,36 (m H®), 1,58 (m H®), 1,70 (m H"), 2,59 (t
H* Js5= 7,5 Hz), 3,19 (s H"), 3,47 (t H® J;5= 7,0 Hz), 3,53 (s H'%), 6,76 (s H°), 7,42 (d H®
J23=9,1 Hz), 8,02 (d H?) s. Abbildung 5-6

IR (KBr, Angaben in cm™): 2933, 2857 (m CH,), 1755 (m C=0), 1703 (s N(C=0),), 1495
(w C=C, Ph) 696 (w. C-H Maleinimid), s. Abbildung 5-7
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Abbildung 5-7 IR-Spektrum eines KBr-Presslings von p-(6(Maleinimido)hexanoyloxy)-
phenyldimethylsulfoniummethylsulfat (MIHPDS).

5.1.7 Diskussion der Synthesen

Die Herstellung der Surfmervorstufen 11-Acryloylaminoundecansaure, 11-Methacryloyl-
aminoundecansaure und 6-Acrolylaminohexansaure war nach der modifizierten Methode
von MASHELKAR!"'? méglich. Die Ausbeuten der eigenen Synthesen waren mit 71 mol-%

bis 80 mol-% hoher als in der Literatur angegeben.

Auch die Veresterung der w-Acryloylaminocarbonsauren konnte mit dem DCC Ver-
fahren"" in guten Ausbeuten durchgefiihrt werden. Verbesserungspotential besteht u.a.
bei der Entfernung des nicht reagierten (4-Hydroxyphenyl)dimethylsulfoniummethylsulfats
aus dem Rohprodukt der Synthesen. Das Umkristallisieren der beiden Surfmere MUPDS
und AUPDS mit Essigsaureethylester kdnnte z.B. durch das Verwenden geeigneter
Lésemittelmischungen noch verbessert werden, da je nach Synthese bis zu drei
Umkristallisationen notwendig waren, um die den vorliegenden Analysedaten ent-

sprechende Reinheit zu gewahrleisten.

Auch bei der Synthese von MIHPDS stellt die Aufreinigung des Rohprodukts die groite
Herausforderung dar. Wie aus dem 'H-NMR-Spektrum (Abbildung 5-6) des Produkts
ersichtlich, lasst sich das MIHPDS lediglich in einer Reinheit von 80 % bis 90 %

gewinnen.

Alle synthetisierten Surfmere zeigten bei der Analyse folgende Eigenschaften, die fur die

Aktivester-Funktion charakteristisch sind:
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Die Streckschwingung der Carboxyl-Funktion des Aktivesters liegt zwischen 1755 cm™
und 1761 cm™. Die Absorption der Verbindungen in diesem Wellenzahlbereich wird durch
den induktiven Effekt (— |-Effekt) der Dimethylsulfoniumphenyl-Funktion erreicht®.

Die chemischen Verschiebungen der Protonen des aromatischen Systems liegen bei ca.
7,5 und 8,1 ppm was sich durch den induktiven und mesomerer Effekt (— M-Effekt) des

Dimethylsulfonium-Substituenten erklaren lasst.

Die Dimethylsulfonium-Funktion bewirkt ausserdem durch ihre positive Ladung, dass die
Aktivester-Surfmere im MALDI-TOF-Massenspekirum als unprotonierter Molekil-
ionenpeak auftreten. Allerdings wird trotz dieses Verhaltens weiterhin eine Matrix, wie
etwa Sinapinsaure oder 2,5-Dihydroxy-Benzoesaure, bendtigt, um die Surfmere mit
MALDI-TOF-MS untersuchen zu kénnen. Die Funktion der Matrix besteht in diesem Fall
nur darin, die Energie des Lasers aufzunehmen und so den Analyt unfragmentiert in die

Gasphase zu befordern.
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5.2 Grenzflachenaktivitat der Surfmere

Ausser fur den Fall des UPDS, finden sich in der Literatur keine Angaben zur
Oberflachenaktivitat von Sulfoniumsalzen. Deswegen wurde zunachst die Tensidwirkung
der potentiellen Surfmere AUPDS und MUPDS im Vergleich zu UPDS untersucht.

Um die Luft/Wasser-Grenzflachenspannung einer wassrigen Tensidldsung zu bestimmen,
wurde die WILHELMY-Methode (s. Kap. 4.3, S.25) angewandt. Weiterhin soll durch die
Messung der Oberflachenspannung in Abhangigkeit der Surfmerkonzentration die

kritische Mizellbildungskonzentration (CMC) und die Adsorptionsparameter I's und as

bestimmt werden.

5.2.1 Grenzflachenaktivitat von (Undecenoyloxyphenyl)dimethylsulfonium-
methylsulfat

NAGAI et al. bestimmten mit verschiedenen Methoden Werte fur die CMC von UPDS
zwischen 3 - 10° und 6,5 10° mol L' (Tabelle 5-3). Die Abweichung der einzelnen
MeRergebnisse wurde dabei durch die unterschiedlichen Bestimmungsmethoden
verursacht. Zum Vergleich wurde von dieser Arbeitsgruppe die CMC des
nichtpolymerisierbaren Undecanoxyphenyldimethylsulfoniummethylsulfats (LPDS) bestim-

mtt°8!,

Tabelle 5-3 Kritische Mizellbildungskonzentration (CMC) von UPDS, mit

unterschiedlichen Methoden bestimmt®®.,

Methode CMC /(mmol L™
Oberflachenspannung (WILHELMY-Methode) 4,1
Fluoreszenzspektrometrie!''®! 6,5
Elektrische Leitfahigkeit 3,0

5.2.2 Grenzflachenaktivitaitsmessungen der potentiellen Surfmere AUPDS
und MUPDS

Die Grenzflachenaktivitit von MUPDS und AUPDS wurde mit der Wilhelmy-
Plattenmethode bestimmt. Dazu wurden bei Raumtemperatur gesattigte Losungen der
beiden Surfmere hergestellt und mit einem 0,45 pm Membranfilter filtriert. Die Lésungen

wurden mit einem Titrator zu Reinstwasser gegeben.
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5.2.2.1 Berechnung und Diskussion der Surfmer-Adsorptionsparameter

AUPDS und MUPDS zeigen beide eindeutige Tensid-Eigenschaften, indem beide die
Oberflachenspannung an der Luft/Wasser-Grenzflache deutlich herabsetzen. Die
Veranderung der Oberflachenspannung von AUPDS- und MUPDS-LAsungen in
Abhangigkeit von der logarithmierten Surfmerkonzentration findet sich in Abbildung 5-8.
Fur beide Verbindungen zeigt sich zuerst eine lineare Abnahme von ¢ mit steigender
Surfmerkonzentration. Nach dem Erreichen der CMC lasst sich keine weitere Absenkung
von o feststellen. Bei MUPDS und AUPDS liegt dieser untere Grenzwert bei (58,5 + 0,5)
mN m™ und (40,5+ 0,5) mN m™.

75,00
7000 1 T Ty
65,00 -
60,00 -

55,00 -

o (mN m™

50,00 -
45,00 +

40,00 +

35,00 \\\\{ 5\\\\{ L1
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Abbildung 5-8 Abhangigkeit der Luft/Wasser-Grenzflachenspannung ¢ von der Surfmer-
konzentration caupps (%) und cmupps (+). Eingezeichnet sind ausserdem die
Ausgleichsgeraden aus deren Schnittpunkten die CMC berechnet wurde (CMCaupps = 6,0
mmol L™, R%aupps =0,9958, CMCuupps = 3,2 mmol L™, R3upps = 0,9909).

Fur die Steigungen der Ausgleichsgeraden, die fiir den Bereich von csyfmer ~ 0 bis

CMCsyrmer berechnet wurde, ergaben sich folgende Werte:

(d—”j - (578 +0,07)mNm"
dIncaupps )7

(d—"j ~ (4,48 +0,11)mNm"’
.

dIn¢pypps
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Aus diesen Werten lasst sich nach (Gl. 8) (s. S. 27) der Wert fir die GiBBS’sche

Adsorptionsisotherme I's berechnen. Mit Hilfe von (Gl. 9) (s.S. 27) lassen sich aus-

serdem die Flachen berechnen, die von den Surfmermolekiilen an der Luft-Wasser-

Grenzflache beansprucht werden. Die Ergebnisse fur agund T's sind in Tabelle 5-4 auf-

geflhrt und zeigen, dass AUPDS und MUPDS ca. 35 % und 60 % mehr Flache bean-
spruchen als UPDS.

Tabelle 5-4 Adsorptions-Parameter I'; und agvon UPDS, AUPDS und MUPDS an der
Luft/Wasser-Grenzflache (24 °C).

Surfmer [y ag
/(mol cm™) /(nm2)
UPDS 1,59 - 107 1,05
AUPDS 1,17 - 107° 1,42
MUPDS 0,98 - 107" 1,69

Dieses Ergebnis lasst sich méglicherweise durch die groReren Endgruppen der beiden
Surfmere AUPDS und MUPDS im Vergleich zur Allyl-Endgruppe des UPDS erklaren. Die
Acrylamid- und Methacrylamid-Endgruppen beanspruchen mehr Flache an der
Luft/Wasser-Grenzflache als die terminale Allyl-Funktion des UPDS. Dieser Ansatz wirde
auch erklaren, warum das, eine Methyl-Gruppe mehr enthaltende, MUPDS wiederum
mehr Platz als AUPDS bendétigt.

Diskussion der kritischen Mizellbildungskonzentration von p-(11(Acrylamido)-
undecanoyloxy)phenyldimethylsulfoniummethylsulfat und p-(11(Methacrylamido)-
undecanoyloxy)phenyldimethylsulfoniummethylsulfat

Durch Berechnung des Schnittpunkts der beiden Ausgleichsgeraden (s. Abbildung 5-8)
wurde die CMC von MUPDS und AUPDS zu 3,2 mmol L™ und 6,0 mmol L ermittelt. Die
kritische Mizellbildungskonzentrationen der neuen Surfmere stehen dabei im Verhaltnis
1,9 : 1 (AUPDS : MUPDS). Da sich die beiden Verbindungen nur durch eine zusatzliche
Methyl-Gruppe beim MUPDS unterscheiden, sollten sich die unterschiedlichen CMC-
Werte auf diesen Strukturunterschied zurlckfihren lassen. In der Literatur konnten
allerdings keine Vergleiche von CMC-Werten fur strukturanaloge Methacrylamid- und

Acrylamid-Tenside gefunden werden. Eine entsprechende Verringerung der CMC wird
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aber beobachtet, wenn der Alkylkette eines Tensids eine Methylengruppe hinzugefiigt
wird!"""). Die damit erhéhte Hydrophobie des MUPDS im Vergleich zum AUPDS macht
sich auch durch die schlechtere Wasserloslichkeit des MUPDS bemerkbar. Wahrend
AUPDS eine Wasserloslichkeit von >7 g L™ besitzt, lassen sich von MUPDS lediglich 2 g

L 16sen.

Tabelle 5-5: Kritische Mizellbildungskonzentration (CMC) von MUPDS und AUPDS, mit
der WILHELMY-Plattenmethode bestimmt (n =3).

Surfmer CMC /(mmol L)
MUPDS 3,2+0,2
AUPDS 6,0+0,2

Das Absinken der CMC durch Verldngern des hydrophoben Rests wird beim Ubergang
von UPDS zu AUPDS vermutlich durch einen anderen Effekt Uberkompensiert, da
AUPDS mit 6,0 mmol L™ eine héhere CMC als UPDS besitzt. Die Ursache eines solchen
Effekts kann das Einfigen der im Vergleich zur Alkyl-Gruppe polareren Amid-Gruppe
sein. In der Literatur '] findet sich die Angabe, dass die CMC bei den Kaliumsalzen
einiger Fettsduren ansteigt, wenn ein Wasserstoff einer Methylen-Gruppe durch eine
Hydroxy-Funktion ersetzt wird. Die bei den beiden Surfmeren vorhandene N-Alkylamid

Gruppe konnte einen ahnlichen Effekt hervorrufen.

Es lasst sich schliel3lich zusammenfassen, dass sich die Grenzflachen- und Adsorptions-
eigenschaften von AUPDS und MUPDS mit der GiBBS'schen Theorie der

Grenzflachenadsorption und der Mizellenbildung gut beschreiben lassen.

53 Surfmerreaktivitat

Neben der Grenzflachenaktivitat sollen die Surfmere auch die Eigenschaft besitzen,
Stickstoff-Nukleophile binden zu kénnen, um Farbstoffe, Proteine, Peptide und andere
Molekule auf den Partikeln zu immobilisieren. Durch den Einbau einer Aktivester-Funktion
in die Surfmere soll dieses Ziel erreicht werden. NAGAI et al. konnten beispielsweise durch
den Einbau einer Aktivester-Funktion 2-Methoxyethanamin (MOEA) auf Polystyrol-

Partikeln immobilisieren.

Ziel der im Folgenden beschriebenen Experimente ist, die Reaktivitat der neuen Surfmere
AUPDS und MUPDS gegenuber Stickstoff-Nukleophilen zu untersuchen. Zu diesem
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Zweck wurden die beiden Surfmere zunachst im unpolymerisierten Zustand mit folgenden

Verbindungen umgesetzt:

Ethanolamin

Mit dieser Verbindung kann eine Hydroxy-Funktion in das Molekil eingefligt werden.

n-Butylhydrazid

Mit dieser Verbindung ist es mdglich einen unpolaren Rest an das Surfmer zu binden.

Streptavidin

Dieses Protein enthdlt in seiner Monomer-Sequenz!''®'?% bis zu achtmal die
Aminosaure Lysin, Uber deren w-Amino-Funktion die Bindung mit dem Surfmer
erfolgen kann. Das Protein, welches ein Molekulargewicht von 13.000 Da besitzt,
bildet ein Tetramer® %121 ynd reagiert mit Biotin (Vitamin H, 244 Da) zu einem

stabilen Komplex.

5.3.1 Reaktivitat von AUPDS gegentiber Ethanolamin

Reaktionsgleichung

+ CH40S05 (Gl.13)
~

|
HokNWV\/\/\)OkO@

+HoN~ O

H,0 /16 h, 25°C

O @)

Hk N M N ~~_-OH
| H H
Durchfiihrung

Um die Reaktivitdt von AUPDS gegentber Ethanolamin zu Uberprifen, wurden 2 mL
wassrige AUPDS-Lésung (¢ = 0,1 mol L") mit 2 mL wassriger Ethanolamin-Lésung (c =
0,1 mol L") versetzt. Die Reaktionslésung wurde (iber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt,

wobei sich ein weiller Niederschlag bildete. AnschlieRend wurde die Lésung samt
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Niederschlag dreimal mit je 10 mL Essigsaureethylester extrahiert. Nachdem das
Losemittel der gesammelten und mit MgSO, getrockneten Extrakte mit dem
Rotationsverdampfer entfernt worden war, erhielt man 41 mg (0,14 mmol; 70 % Ausbeute)

eines weillen Feststoffs.

Analytik

IR (KBr): 3429 (s OH), 3303 (s NH), 3079 (s NH), 2921, 2851 (m CH), 1654, (m Amid | der
Acrylamid-Gruppe), 1644 (m, Amid | der 2-Hydroxy-ethylcarbamoyl-Gruppe), 1626 (w
C=C), 1546 (m Amid Il der 2-Hydroxy-ethylcarbamoyl-Gruppe und Acrylamid-Gruppe),
1059 cm™ (m —OH) s. Abbildung 5-9.

Transmission
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Abbildung 5-9 IR-Spektrum des Produkts der Reaktion von AUPDS und Ethanolamin, N-
[10-(2-Hydroxy-ethylcarbamoyl)-decyl]-acrylamid.

"H-NMR(de-DMSO): & = 1,24-1,46 (m H*™2), 2,04 (t H* Js5= 7,0 Hz), 3,07-3,14 (m H>™),
3,36 (m H'?), 5,56 (dd H"® J1516 = 2,5 Hz, J1415 = 14,5), 6,06 (dd H'® J1446 = 17 Hz), 6,21
(dd H™) ppm.

Diskussion der Ergebnisse zur Surfmerreaktivitdt gegen Ethanolamin

Die gemessenen IR-Daten belegen die Reaktion der Aktivester-Gruppe mit der Amin-
Gruppe des Ethanolamins durch das Auftreten von typischen Signalen einer Amid-
Funktion bei 3303 cm™, 3079 cm™, 1644 cm™ und 1546 cm™'?2. Diese Werte stimmen

ausserdem mit den von NAGAI gemessenen Wellenzahlen von 3320 cm™, 3090 cm™, 1640
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cm™ und 1550 cm™ fiir das Reaktionsprodukt aus UPDS und 2-Methoxyethylamin (MOEA)

gut Uberein.

Die Ergebnisse der 'H-NMR-Spektroskopie bestatigen zusétzlich, dass es sich beim
hergestellten Produkt um N-[10-(2-Hydroxy-ethylcarbamoyl)-decyl]-acrylamid handelt. Die
Auswertung des Spektrums wird hier lediglich durch die Uberlagerung der Signale der
Protonen H* und H'™ bei § = 3,07-3,14 beeintrachtigt.

Die Ausbeute der durchgeflhrten Reaktion betragt 70 %. Dieser Wert ist von Interesse,
da von NAGAI fiir die zum Vergleich herangezogene Reaktion von UPDS und MOEA keine

Ausbeute angegeben wird.

5.3.2 Reaktivitat AUPDS gegentber n-Butylhydrazid

Reaktionsgleichung

. CH;0805 (Gl. 14)

Durchflihrung

Um die Reaktivitat von AUPDS gegenliber n-Butylhydrazid zu Gberprifen, wurden 2 mL
wassrige, mit Phosphatpuffer (Cpposphat = 0,1 mol L'1) auf pH 8,0 eingestellte, AUPDS-
Lésung (c = 0,1 mol L") mit 2,5 mL ebenfalls gepufferter n-Butylhydrazid-Lésung (c =
0,1 mol L) versetzt. Die Lésung wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt, wobei
sich ein weilRer Niederschlag bildete. AnschlieBend wurde der Niederschlag
abzentrifugiert und dreimal mit je 10 mL Wasser gewaschen. Nachdem das Wasser im
Vakuum entfernt worden war, erhielt man 40 mg (0,5 mmol, 50 % Ausbeute) eines weil3en

Feststoffs.
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Analytik

IR (KBr): 3317 (s NH), 3079 (s, NH), 2927, 2852 (m CH), 1652 (m Amid | der Acrylamid-
Gruppe), 1626 (s C=0 N,N‘-Diacylhydrazid), 1601, 1574 (m C=0 Diacylhydrazid), 1539
(m Amid Il der Acrylamid-Gruppe), 1243 cm™ (m N,N‘-Diacylhydrazid).

'H-NMR (de-DMSO): § = 0,89 (t H' J;, = 6 Hz), 1,23 (m H®™), 1,4- 1,7 (m H?*"2), 2,07 (t
H* Js5 = 7,0 Hz), 3,08 (t H"® J1245 = 5,8 Hz), 3,36 (m H'?), 5,56 (dd H™ Ji516 = 2,5 Hz,
Jia1s = 14,5), 6,08 (dd H'® J14.16 = 17 Hz), 6,20 ppm (dd H').

Diskussion der Ergebnisse zur Surfmerreaktivitdt gegen n-Buthylhydrazid

Die Reaktion des AUPDS mit n-Butylhydrazid ergibt das gemischte N,N’-Diacylhydrazid,
N-[11-(N’-Butyryl-hydrazino)-11-oxo-undecyl]-acrylamid (s. (Gl. 14)). Das Reaktionspro-
dukt konnte anhand der IR- und NMR-Spektren identifiziert werden. Die Lage der Banden
im IR-Spektrum des Produkts stimmt mit den in der Literatur’'® fiir N,N‘-Diacylhydrazid

angegebenen Werten gut Gberein.

Durch die dhnliche chemische Umgebung der Protonen H** und H*® ergibt sich ein NMR—
Spektrum mit Gberlagerten und nicht eindeutigen Signalen im Bereich von 6 = 1,4 ppm bis

1,7 ppm. Die Zuordnung des Ubrigen Spektrums ist allerdings zweifelsfrei moglich.

Die hier durchgefiihrte Reaktion des Dimethylsulfoniumphenyl-Aktivesters bietet damit die

Madglichkeit, N,N‘-substituierte Hydrazide in wassriger Losung herzustellen.

5.3.3 Reaktion des Surfmers mit Streptavidin

Um die Reaktivitat der Surfmere gegenlber Proteinen zu untersuchen, wurden AUPDS,
MUPDS und MIHPDS in wassriger Losung mit Streptavidin umgesetzt (s. Abbildung
5-10). Die Analyse der Reaktionsprodukte erfolgte mit MALDI-TOF-MS.

\
/\/\/\/\/\ﬁ S+\ : |
ﬁN O/[ ] + BT
| H

SAv

W /’,{‘-"

C14H25NO > A=2382g/mol

Exact Mass: 239,2 -1 (NH; zu NH)
Abbildung 5-10: Reaktionsgleichung fir die Umsetzung von Streptavidin (SAv) mit
AUPDS. Nach der Acylierung einer Amino-Funktion erhéht sich das Molekulargewicht des

Streptavidins um 238,2 g/mol.
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Durchfiihrung

Zu 30 uL einer wassrigen Streptavidin-Lésung (Csav = 250 umol mL™") wurden 100 pL
Puffer-Lésung (s. Tabelle 5-6) und 10 pL Surfmer-Lésung (c = 8 pmol mL™) gegeben.
Nach 2 h Schitteln der Lésung bei Raumtemperatur wurden 50 yL entnommen und mit
Millipore ULTRAFREE-Centrifugation-Tubes (MWCO 10 kDa) aufgereinigt. Die verblie-
benen 50 yL Reaktionslésung wurden weitere 16 h geschittelt und danach ebenfalls

durch Zentrifugation aufgereinigt.

Tabelle 5-6 Pufferkonzentrationen fir die Untersuchung der Surfmerreaktivitdt gegen

Streptavidin. Die aufgeflihrten Surfmere wurden in getrennten Ansatzen umgesetzt.

pH Puffersystem Konzentration
/(mol L)

5,9 NaOH / KH,PO, 10

7,0 NaOH / KH,PO, 10

7,8 NaOH / KH,PO, 10

8,5 Borat-Puffer 10

Die aufgereinigten Reaktionslésungen wurden fir die Analyse mit MALDI-TOF-MS wie
folgt prapariert: Auf einem MALDI-TOF-MS Probentrager wurde zunachst 1 uL
Sinapinsaure-Losung (Csinapinsaure = 100 mmol L' in Acetonitril/Methanol/Wasser, v:v:v,
1:1:1) im Vakuum eingetrocknet. Auf die eingetrocknete Matrix wurde 1 pL aufgereinigte
Reaktionslosung getropft. Nach erneuter Vakuumtrocknung lie® man auf der Probe 1 uL
Sinapinsaure-Losung (C sinapinsaure = 40 Mg mL™" in Methanol/Wasser/Trifluoressigsaure
50:50:1) an der Luft eintrocknen.

Die interne Kalibrierung der Messungen erfolgte durch die Analyse einer Probe, bei der
anstelle der Reaktionslosung eine Lésung mit Cytochrom C (Mp.y” = 12360 Da, ¢ = 10
umol L") verwendet wurde (s. Abbildung 5-11). Ausserdem wurden der Matrixblindwert

und eine Streptavidin-Lésungen ohne Surfmerzusatz gemessen.
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Abbildung 5-11 MALDI-TOF-MS Spektrum des Blindwerts der Sinapinsaure-Matrix
(unten) und des Kalibranten Cytochrom C (oben). Neben dem [M+H]" Signal zeigt sich
auch das [M+2H]** Signal.

Ergebnisse und Diskussion zur Surfmerreaktivitat gegeniiber Streptavidin

Fur die Streptavidin-Losung ohne Surfmerzusatz nach 2 h Reaktion zeigt sich im
Massenspektrum (Abbildung 5-12 und Tabelle 7-1) ein Doppelsignal’ bei 12979 g mol™
und 13050 g mol™. Das Auftreten eines Signals bei 12979 g mol” entspricht der von
KARAS und HILLENKAMP bestimmten Masse des Kern-Streptavidins!® 2%, Nach
zweistlindiger Umsetzung mit AUPDS bei den pH-Werten 7,0, 7,8 und 8,5 treten in den
Massenspektren (s. Abbildung 5-12) zwei, drei und vier neue Doppelsignale im
Messbereich Uber 13000 g/mol auf. Die Auswertung der Spektren (s. Abbildung 5-12)
ergab, dass der Massen-Abstand von einem Doppelsignal zum nachsten (238,5 = 2)
g/mol betragt. Die Ubereinstimmung dieses Massenunterschieds mit der fiir die Reaktion
von AUPDS mit Streptavidin berechneten Differenz von 238,2 g mol™ (s. Abbildung 5-10)

belegt die Reaktivitat des Aktivesters mit den Amino-Gruppen des eingesetzten Proteins.

Neben der so bestatigten Reaktivitat des Aktivesters lassen die Massenspektren auch
vorsichtige Ruckschlisse auf die Zusammensetzung der Reaktionsprodukte zu. Diese
Quantifizierung ist bei der Auswertung der MALDI-TOF-MS-Daten zulassig weil die
untersuchten Stretptavidin-Reaktionsprodukte ein sehr &hnliches Desorptions- und

lonisierungsverhalten aufweisen sollten.

' Das Auftreten eines Doppelsignals konnte nicht vollstandig erklart werden. Mdoglicherweise

handelt es sich hier um teilweise oxidiertes Streptavidin.
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Das Massenspektrum der Reaktionsprodukte, die nach zweistindiger Umsetzung von
Streptavidin mit AUPDS bei einem pH-Wert von 8,5 gewonnen wurden, zeigt (s.
Abbildung 5-12), dass bis zu finf N-(11-Oxyundecyl)-acrylamid-Gruppen an Streptavidin

gebunden wurden.

AM _2382Da
Z

b JWJUMULJ%M |

12000 12500 13000 13500 14000 14500 15000

m/z

Abbildung 5-12 MALDI-TOF-MS Spektren der Reaktionsprodukte von Streptavidin und
AUPDS nach 2 h Reaktion bei pH 7 bis 8,5 (von a bis d: SAv ohne Surfmerzusatz (a), mit
AUPDS bei pH-Werten von 7,0 (b), 7,8 (c) und 8,5 (d). Der Abstand der vertikalen Linien
betragt jeweils 238,2 Da.

Das intensivste Signal dieses Spektrums tritt bei drei Ubertragenen Gruppen auf. Der
grofite Anteil des Streptavidins hat bei pH 8,5 demnach mit jeweils drei Molekilen AUPDS
reagiert. Wie aus Abbildung 5-12 ausserdem ersichtlich ist, reagiert der grof3te Anteil des
eingesetzten Proteins bei pH 7,8 mit zwei und bei pH 7,0 lediglich mit ein bis zwei
Molekilen des Surfmers. Die Anzahl der Acylierungen pro mol Streptavidin ist demnach

vom pH-Wert der Reaktionslésung abhangig.

Auch nach 16 h Reaktion findet sich in den Spektren die vorhergesagte Massendifferenz
der aufeinanderfolgenden Doppelsignale von (238,2 + 1,0) g/mol (s. Abbildung 5-13 und
Tabelle 7-2). Nach dieser Reaktionszeit reagieren bei pH 7,0 bis zu vier und bei pH 7,8
und 8,5 bis zu flinf Molekile AUPDS mit einem Molekul Streptavidin.

Die Auswertung der Spektren, der nach sechzehnstliindiger Reaktion erhalten Produkte
zeigt ausserdem, dass die Reaktionszeit einen Einfluss auf die Lage des Maximums der

Verteilung besitzt (s. Abbildung 5-13). Liegt dieses Maximum nach zwei Stunden Reaktion
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bei hdochstens zwei Acylierungen, so ist der grote Anteil des Streptavidins nach 16
Stunden bei einem pH-Wert von 7,0 dreimal acyliert. Eine Erhdhung des pH-Wertes geht
auch hier mit einer Verschiebung des Acylierungs-Maximums zu drei bis vier

Ubertragenen N-(11-Oxyundecyl)-acrylamid-Gruppen einher.

12000 12500 13000 13500 14000 14500 15000
m'z

Abbildung 5-13 MALDI-TOF-MS Spektren der Reaktionsprodukte von Streptavidin und
AUPDS nach 16 h Reaktion bei pH-Werten von 7 bis 8,5 (von unten nach oben: SAv ohne
Surfmerzusatz, SAv mit AUPDS bei pH 7,0, 7,8 und 8,5).

Die Auswertung der Ergebnisse dieser Reaktivitatsversuche zeigen zum einen, dass die
gewdahlten Reaktionsbedingungen flr die Reaktion von Aktivester-Surfmeren mit
Streptavidin geeignet sind. Zum anderen kénnen mit AUPDS bis zu funf Acylierungen an

Streptavidin vorgenommen werden.

Wird statt AUPDS, MUPDS mit Streptavidin umgesetzt, zeigt sich, dass dass mit dem
Methacrylamid-Surfmer nur zwei bis drei Acylierungen am Protein vorgenommen werden
kénnen (Abbildung 5-14 und Tabelle 7-3). Auch hier nimmt die Anzahl der Ubertragenen
Gruppen mit steigendem pH-Wert zu.
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Abbildung 5-14 MALDI-TOF-MS Spektren der Reaktionsprodukte von Streptavidin und
MUPDS nach 16 h Reaktion bei pH-Werten 5,9 bis 8,5. (von unten nach oben: SAv ohne
Surfmerzusatz, SAv mit AUPDS bei pH 5,9; 7,0; 7,8 und 8,5). Die Doppelsignale haben
einen Abstand von je 251 Da. Wie bei den MALDI-TOF-MS Ergebnissen der AUPDS-
Umsetzung stimmt der gemessene Signalabstand von (251 + 1) Da mit dem theoretisch

erwarteten Wert von 251,2 Da gut Uberein (s. Tabelle 7-3).

Mo
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Abbildung 5-15 MALDI-TOF-MS Spektren der Reaktionsprodukte von Streptavidin und
MIHPDS nach 16 h Reaktion bei pH-Werten von 5,9 bis 8,5 (von unten nach oben: SAv
mit AUPDS bei pH 5,9; 7,8 und 8,5).
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Die Analysen-Ergebnisse der Umsetzung von MIHPDS zeigen, dass mit diesem Surfmer
lediglich ein bis zwei Streptavidin-Acylierungen vorgenommen werden kdnnen
(s.Abbildung 5-15 und Tabelle 7-4).

Allerdings besteht ein Unterschied zwischen den Signalabstanden bei pH 7,0 und denen
bei pH 7,8 und pH 8,5. Wahrend man bei pH 7,0 einen mittleren Signalabstand von (194 +
5) Da fand, wurden fir die Analysen-Ergebnisse der Reaktion bei pH 7,8 und pH 8,5
Abstande von (208 + 8) Da und (211 + 4) Da berechnet. Der Wert von 194 Da stimmt

dabei gut mit dem erwarteten Wert von 193,1 Da Uberein.

Ein Signalabstand von 211 Da kann durch die Hydrolyse der Imid-Funktion des MIHPDS
hervorgerufen werden, da durch die Addition der Masse eines Wassermolekiils (18 Da) zu
den 193 Da des Surfmer-Rests genau eine Summe von 211 Da zustande kommt. Die hier
vermutete basenkatalysierte Hydrolyse von Imiden wird auch von MATSUI und AIDA flr
N-Alkylimide beschrieben!'?],

Die Reaktivitatsunterschiede zwischen den einzelnen Surfmeren kdnnen auf
verschiedene Ursachen zuruckgefuhrt werden. Als erste Maoglichkeit ist die
unterschiedliche Reaktivitdt der aktivierten Esterfunktionen denkbar. Diese Ursache
scheint aber wenig wahrscheinlich, da diese Funktion bei allen drei untersuchten
Molekilen gleich ist. Die Variation der Spacerlange und der polymerisierbaren Gruppe

kann keine Reaktivitatsveranderung des Aktivesters begrinden.

Die zweite denkbare Ursache sind sterische Effekte, die eine Reaktion der aktivierten
Ester-Funktion mit den Amin-Funktionen des Streptavidins beglinstigen oder verhindern.
Diese sterischen Effekte kdnnen im Fall der Surfmere nur von den unterschiedlich
volumindsen Spacer- und polymerisierbaren Gruppen herrihren. Dieser Erklarungsansatz
erscheint wahrscheinlicher, da das reaktivste Surfmer AUPDS auch die am wenigsten
voluminése Acrylamid-Funktion besitzt. Die Reaktivitatsunterschiede konnen aufgrund der

hier durchgefiihrten Experimente nicht vollstandig erklart werden.

Das wichtigste Ergebnis der Surfmer-Umsetzung mit Streptavidin ist die von MIHPDS
Uber MUPDS nach AUPDS zunehmende Reaktivitdt der Surfmere. Aus diesem Grund
konzentrieren sich die Untersuchungen zum Polymerisationsverhalten in Kapitel 5.5 auf
AUPDS.

5.4 Antibakterielles Verhalten der Surfmere

Oberflachen auf denen sich postitiv geladene Molekile oder lonen befinden, kénnen

antibakterielle Wirksamkeit zeigen!'®’. Bekannte antibakteriell ausgeriistete Oberflachen
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basieren auf der Verwendung von Silber-lonen!®® quaterndren Ammoniumsalzen!'?*

oder Triiodid-Komplexen!'?®.,

Da die in dieser Arbeit vorgestellten Aktivester-Surfmere eine positiv geladene
Dimethylsulfonium-Gruppe enthalten und auf Oberflachen eingesetzt werden sollen, war
es naheliegend auch die antibakteriellen Eigenschaften von AUPDS zu untersuchen. Bis
zur Verodffentlichung dieser Arbeit finden sich in der Literatur nur wenige Untersuchungen

zur antibakteriellen Wirkung von Sulfoniumsalzen!'?"-'?%,

Eine antibakterielle Wirkung der mit den Surfmeren hergestellten Latices wirde die
Méglichkeit bieten die Partikel auf unterschiedliche Oberflachen aufzutragen und so

antibakterielle Oberflachen auf einfachem Weg herzustellen.

Der Test auf antibakterielle Wirksamkeit wurde durch Einwirken einer AUPDS-Lésung auf
die Bakterien Mikrococcus luteus (gram+) und Escherichia coli (gram-) erhalten. Gram
negative und gram positive Bakterien unterscheiden sich dabei durch die Struktur ihrer
Zellwand. Bei beiden Bakterientypen bildet das Peptidglycan Murein den strukturierenden
Teil der Bakterienhulle. Wahrend diese Hulle bei gram-positiven Bakterien aus einer ca.
25 nm dicken, mehrlagigen Murein-Schicht besteht, besitzen gram-negative Bakterien
eine nur 3 nm dicke Murein-Membran die auflerdem noch von einer AulRenmembran

umgeben ist!".

Ein Polyvinylpyrrolidon (PVP)-Jod Komplex wurde bei den Tests als Vergleichssubstanz

mit bekannter Wirksamkeit eingesetzt.

Durchfiihrung

Die zellbiologischen Arbeiten flr den Test auf antibakterielle Wirksamkeit wurde von Dr.
Iris Trick (Fraunhofer IGB, Stuttgart) druchgeftihrt.

Als Medium flr die Bakterien-Kulturen wurden Agarplatten aus je 25 mL Agar in
Petrischalen hergestellt. Aus diesen Platten wurden in der Mitte Napfchen fir die
Testsubstanzen ausgestochen und die Bakterienkulturen in die Agarplatten geimpft
(Suspensions-Lebendzellzahl: M. luteus 3 - 10” Zellen mL™", E. coli 5 - 107 Zellen mL™).
Die Napfchen der Agarplatten wurden daraufhin mit 100 yL AUPDS-L6sung (¢ = 0,02 mol
L, pH 7,31 mit KOH eingestellt) beflllt. Ausserdem wurde zum Aktivitatsvergleich eine
weitere Agarplatte mit wassrigem PVP-lod (10 wt-% I,)-Komplex (c = 10g L™, pH = 7,0
eingestellt mit KOH) beflllt. Die befullten Agarplatten wurden 24 h bei 30 °C und 50%

relativer Luftfeuchtigkeit bebrutet.
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Nach dem Ende der Brutzeit wurde die Ausdehnung der Hemmhdfe um die
Prifsubstanznapfchen gemessen (s. Tabelle 5-7), um die bakteriozide Wirkung zu quanti-

fizieren.

Tabelle 5-7 Radius der Hemmhofe (ryy) und andere Charakteristika der Bakterienkulturen
nach 24 Stunden Brutzeit mit AUPDS und PVP-lod. Die Ausdehnung der Hemmhéfe ist

ein relatives Mal fir die antibakterielle Wirkung.

Bakterienart Untersuchte Substanz
PVP-lod AUPDS
E. coli deutlicher HH, farblos klar, deutlicher HH, farblos klar,

vollkommen zellfrei, ryjhn =3 mm  vollkommen zellfrei, rqp = 2 mm
M. luteus deutlicher HH, farblos klar, deutlicher HH, farblos klar,

vollkommen zellfrei, rpp =3 mm  vollkommen zellfrei, rqy =4 mm

Ergebnisse und Diskussion zur antibakteriellen Wirkung der Surfmere

Mit AUPDS wird sowohl bei M. luteus als auch bei E. coli eine bakteriozide Wirkung
beobachtet. Der Radius der Hemmhdofe (r yy) ist im Fall des Versuchs mit dem gram-
negativen E. coli kleiner als der Vergleichswert des PVP-lod Versuchs. AUPDS zeigt

jedoch beim gram-positiven M. luteus eine starker bakteriozide Wirkung als das PVP-lod.

Die bakteriozide Wirkung des AUPDS auf gram-positive und gram-negative Bakterien wird

wahrscheinlich durch die Dimethylsulfonium-Gruppe des Surfmers hervorgerufen.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch von KANAZAWA!'??! et al. berichtet, die bei polymerem 1-
(4-Vinyl-benzyl)-tetrahydro-thiopheniumtetrafluoroborat  eine antibakterielle ~ Wirkung
beobachtet haben. Wie bei den Tests mit AUPDS wurde mit der positiv geladenen
Thiophenium-Verbindung auf gram-positive Bakterien eine starkere Wirkung als auf gram-
negative Mikroorganismen beobachtet. Die unterschiedlich starke Wirkung auf gram-
positive und gram-negative Bakterien wird auf die unterschiedliche Zellwandstruktur der
beiden Mikroorganismen zuriickgefiihrt!'®. Die Murein-Wand der gram-negativen
Bakterien ist im Gegensatz zur AuRenwand der gram-positiven Bakterien durch die
Aullenmebranwand geschutzt und ist dadurch weniger sensibel gegen antibakterielle
Wirkstoffel"*.

KANAZAWA'?! et al. berichteten ausserdem, dass die Thionium-Polymere starker biozid

sind als die zugrunde liegenden Monomere. In diesem Zusammenhang ware es sehr
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interessant auch p(AUPDS) und p(MMA-co-AUPDS) zu untersuchen, da fir diese

Polymere eine gesteigerte Wirkung erwartet wird.

55 Polymerisationsverhalten der Surfmere

Nachdem im den vorangegangenen Kapiteln die Synthese, Charakterisierung und
Reaktivitat der Aktivester-Surfmere untersucht wurde, sollen in diesem Kapitel die
Polymerisationseigenschaften dieser Verbindungen untersucht werden. Dafir wurden
sowohl die Homopolymerisations- als auch die Copolymerisations-Eigenschaften
betrachtet. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollen Aufschluss darlber liefern, ob
und unter welchen Bedingungen UPDS, AUPDS und MUPDS zur Herstellung von

Polymer-Nanopartikeln geeignet sind.

5.5.1 Homopolymerisationen

Bei einer radikalischen Emulsionspolymerisation mit zwei Monomeren kdnnen, abhangig
von den verwendeten Reaktanden, zwei unterschiedliche Reaktionen ablaufen: Erstens
die Copolymerisation der beiden Monomere und zweitens die Homopolymerisation der
beiden Monomere zu separaten Homopolymeren. Bei der Herstellung von Nanopartikeln
durch Emulsionspolymerisation ist die Homopolymerisation des Surfmers eine un-
erwiinschte Reaktion, da so das Surfmer entweder durch Einschluss im Partikelkern oder
durch Abtrennung des entstandenen Homopolymers wahrend der Aufreinigung des Latex
verloren geht. Im Extremfall fihren diese Prozesse zur Ausflockung der Partikel, weil auf
der Partikeloberflache nicht genligend Tenside flr eine ausreichende sterische oder

elektrostatische Stabilisierung zur Verfiigung stehen.

Ein Mal fir das Copolymerisationsverhalten eines Monomers 7 in Gegenwart eines
Comonomers 2 ist der Copolymerisations-Parameter r; (s. Gl. 11, S. 35). Fur UPDS liegt

dieser Wert bei 0,5 wenn DBF als Comonomer verwendet wird®®',

Um das Homopolymerisationsverhalten bei AUPDS zu untersuchen, wurde dieses
Surfmer mit AIBA unter Reaktionsbedingungen eingesetzt, welche fur Emulsions-

polymerisationen Ublich sind.

Durchfiihrung

Die Homopolymerisation wurde in einem 100 mL Dreihalskolben mit Ruckflusskinhler,
Magnetrihrstab und Argon-Zuleitung durchgefiihrt. Fir den Ansatz wurden 25 mL Wasser
durch wiederholtes Evakuieren und Belliften mit Argon entgast. 250 mg (0,5 mmol)

AUPDS wurden in 5 mL Wasser emulgiert und mit einer Spritze durch ein Septum in den
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Dreihalskolben injiziert. Nachdem die leicht milchige Emulsion auf 60 °C erhitzt worden
war, erfolgte die Zugabe von 10,6 mg AIBA (0,038 mmol). Nach zweistindiger Reaktion
und Riihren mit 400 U min™", wurde die entstandene klare Lésung auf Raumtemperatur
abgekuhlt, umgefillt und im Kuihlschrank aufbewahrt. Ein Aliqot der Ldésung wurde
unmittelbar nach der Herstellung mit flissigem Stickstoff eingefroren und
gefriergetrocknet. Der so erhaltene Feststoff wurde in TFA-d; geldst und mit "H-NMR-
Spektroskopie analysiert (s. Abbildung 5-16). AuRerdem wurden der mittlere hydro-

dynamische Partikeldurchmesser und das (-Potential der Partikel bestimmit.

b)

Abbildung 5-16 'H-NMR des Produkts der AIBA-initierten Homopolymerisation von
AUPDS in Wasser: a) pAUPDS (Loésemittel TFA-d,). b) Zum Vergleich wurde darunter das
'H-NMR-Spektrum von AUPDS dargestellt (L6semittel DMSO-ds). Die charakteristischen
Signale der Acryl-Protonen des AUPDS bei 5,5 ppm und 6 ppm treten im Spektrum des
pAUPDS nicht mehr auf.

Analytik

'H-NMR(dg-DMSO): & = 1,35-1,65 (m H>""), 1,63 (m H'?), 1,68 (m H'®), 1,89 (m H*), 2,8 (t
H™ Ji213 =6,25 Hz), 3,25-3,37 (s H'), 4,00 (s H"), 7,6 (d H® J, 5 = 8,5 Hz), 8,1 (d H?).
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Das Signal von H™ wird im Bereich von 1,9 ppm bis 2,1 ppm erwartet!®" und dort aber

von anderen Signalen Uberlagert.

Durch die Berechnung des Quotienten der relativen Signal-Integrale bei 8,1 ppm
(Aktivester) und bei 7,6 ppm (Abgangsgruppe des Aktivesters) wurde die Hydrolyse des
Aktivesters quantifiziert. Die Auswertung ergab, dass ca. 85 % des aktivierten Esters die

Polymerisation unhydrolysiert Giberstanden haben.

0,2 mL der hergestellten Polymerlésung wurde mit Wasser auf 3 mL aufgefiillt; und mit
dynamischer Lichtstreuung wurde ein mittlerer hydrodynamischer Durchmesser von
(17 £ 5) nm bestimmt. Mittels Mikroelektrophorese konnte ein (-Potential von (42 + 3) mV

bestimmt werden.

Ergebnisse

Das 'H-NMR-Spektrum (s. Abbildung 5-16) des Reaktionsproduktes zeigt, dass das
AUPDS unter den vorgegebenen Emulsionspolymerisationsbedingungen homopoly-
merisiert, weil die charakteristischen Signale der Acryl-Protonen bei 5,5 und 6 ppm im

Spektrum des Reaktionsprodukts nicht mehr auftreten.

Ausserdem sind die typischen Protonen-Signale bei 7,6 ppm und 8,1 ppm noch
vorhanden, was fir die Erhaltung des aktivierten Esters unter den gegebenen

Reaktionsbedingungen spricht.

Diskussion zur Homopolymerisation von AUPDS

Die Ergebnisse des Homopolymerisationsversuchs haben demnach gezeigt, dass AUPDS
in der Lage ist ein Homopolymerisat zu bilden. Dieses Ergebnis fiihrt zu der Forderung,
dass bei den folgenden Versuchen zur Partikelherstellung Comonomere gewahlt werden

mussen, deren Copolymerisation schneller als die Homopolymerisation erfolgt.

5.5.2 Core-shell Polymerisationen mit UPDS

UPDS wurde bis zur Veréffentlichung dieser Arbeit nur dazu verwendet, zusammen mit
Dialkylfumaraten eine Schale um Polystyren-Beads mit einem Durchmesser von 4,2 ym
zu polymerisieren®™. Der erste Schritt auf dem Weg zur Herstellung von Nanopartikeln mit
Aktivester-Oberflache war deshalb der Versuch, UPDS und Dibutylfumarat (DBF) auf der

Oberflache von Saatpartikeln zu polymerisieren.

Im Gegensatz zu AUPDS besitzt UPDS den Vorteil, unter Emulsionspolymerisations-

bedingungen kein Homopolymer zu bilden.
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Herstellung der Saatpartikel

In einem Planflanschreaktor mit Argonzuleitung, Kihler und Halbmondrihrer wurde in
250 mL Wasser und 1,0g Tween 80® durch abwechselndes Evakuieren und
Argondurchleiten der molekulare Sauerstoff entfernt. Nach der Zugabe von 18,13 g
Methylmethacrylat wurde die Mischung bei 300 U min™ geriihrt und auf 80 °C erhitzt.
Nachdem diese Temperatur erreicht war, wurden 321 mg 2,2’-Azobis [2-methyl-N-
(2hydroxy-ethyl) propionamid] (VA-086) zugegeben. Nach 4 h Reaktion wurde der
erhaltene Latex auf Raumtemperatur abgekuhlt. Durch ein Sieb mit der Maschenweite
von 315 um wurden grofere Agglomerate abgetrennt. Der Latex wurde anschlieRend

noch durch Ultrafiltration gereinigt.

Die dynamische Lichtstreuung lieferte fur die hergestellten Partikel einen mittleren
hydrodynamischen Durchmesser von (200 + 4) nm. Das (-Potential der Partikel betrug in
Phosphatpuffer (Cpnosphat = 0,01 mol L pH 7,0) (-53 £ 2) mV.

Durchftihrung der core-shell Polymerisation

36 mL der pMMA-Saatpartikel (Feststoffgehalt des Latex = 0,65 % (m/v), entspricht 234
mg) wurden in einem Dreihalskolben mit Kihler entgast und unter Rihren auf 5 °C
abgekuhlt. Innerhalb einer Stunde wurden zu diesem Latex 100 uL (0,44 mmol)
Dibutylfumarat zugegeben. Nach 1,5 h Rihren wurden der Mischung 191 mg (0,44 mmol)
in 4 mL Wasser gelostes UPDS zugefiigt und es wurde bei 5 °C weitere 5 h bei 700 U
min™ geriihrt, um den beiden Comonomeren Gelegenheit zu geben, die Oberflaiche der
Partikel zu belegen. Das (-Potential der so vorbehandelten Partikelsuspension betrug
(14 £ 2) mV.

Nach der Equilibrierungsphase wurde das Gemisch auf 80 °C erhitzt und es erfolgte die
Zugabe von 34 mg VA-086 in 1,0 mL Wasser. Die Reaktionsmischung wurde daraufhin
24 h bei 80 °C gehalten und danach auf Raumtemperatur abgekihlt. Ein Aliquot der
Reaktionsldsung wurde gefriergetrocknet und vom verbliebenen Feststoff wurde nach

Aufldsen in dg-Aceton ein 'H-NMR-Spektrum gemessen (Abbildung 5-17).

Der Rest des Latex wurde anschlieRend durch wiederholtes Zentrifugieren, Abtrennen

des Uberstands und anschlieBendes Dispergieren in Wasser gereinigt.

Die dynamische Lichtstreuung lieferte flir das Produkt der Umsetzung einen mittleren
hydrodynamischen Durchmesser von (205 + 4) nm. Das (-Potential der Partikel betrug in
Phosphatpuffer (Cpnosphat = 0,01 mol L") (-15 £ 2) mV.

Die gereinigte Latex wurde ebenfalls gefriergetrocknet. Der verbliebene Feststoff wurde in
ds-Aceton geldst und mit "H-NMR Spektroskopie analysiert (Abbildung 5-17 b).
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Abbildung 5-17: 'H-NMR-Spektrum der ungereinigten (a) und gereinigten (b) Produkte
der core-shell Polymerisation von DBF und UPDS auf pMMA Partikeln (Losemittel Ace-
ton-de). Die Signale des Phenyl-Protonen des Aktivesters bei 7,5 ppm und 8,2 ppm sind
im Spektrum (b) nicht vorhanden. Auf den pMMA-Partikeln ist daher mit 'H-NMR-
Spektroskopie kein UPDS nachweisbar.

Ergebnisse und Diskussion zur core-shell Polymerisation von UPDS auf pMMA-
Partikeln

Die Messergebnisse der dynamischen Lichtstreuung zeigen keine signifikante Zunahme
des Partikelradius nach Zugabe der beiden Comonomere und des Initiators. Bei der
Entstehung eines core-shell Systems wird erwartet, dass der Partikeldurchmesser durch

Polymerisation einer Schale um einen kugelférmigen Kern nach (Gl. 15) zunimmt.
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V. (Gl. 15)
v,

r, = Kugelradius nach core - shell - Polymerisation

r, = Kugelradius des Saatpartikels
V, = Kugelvolumen nach core - shell - Polymerisation
V, =Kugelvolumen des Saatpartikels

Dies ist bei dem beschriebenen Polymerisationsversuch mit pMMA-Partikeln und UPDS
nicht der Fall. Die Ergebnisse der dynamischen Lichtstreuung zeigen demnach, dal® nach

der Initiatorzugabe keine Bildung eines core-shell-Systems stattfand.

Das (-Potential der Saatpartikel betrug (-53 £ 2) mV und anderte sich nach Zugabe der
beiden Comonomere auf (+14 * 2)mV. Diese Anderung des Potentials wurde
warscheinlich durch die Adsorption von UPDS auf der Partikeloberflache hervorgerufen,

da dieses Surfmer eine positive Sulfonium-Gruppe besitzt.

Werden die mit UPDS und DBF belegten Partikel bei 80 °C mit dem Initiator umgesetzt
und anschliel3end gereinigt, liel3 sich fir die verbliebenen Partikel lediglich ein (-Potential
von (—15 £ 2) mV bestimmen. Wahrscheinlich reicht die auf der Oberflache der Partikel
verbleibende UPDS-Menge nicht mehr aus, um die Ladungsmenge der negativen lonen

auf der Partikeloberflache zu kompensieren.

Das 'H-NMR-Spektrum (Abbildung 5-17a) der Latex-Probe die unmittelbar nach der
Polymerisation entnommen wurde, zeigt die Signale fiur pMMA bei einer chemischen
Verschiebung von 3,6 ppm (-OCHs;) 1,53 ppm bis 1,95 ppm (-CH,-) und 0,87 ppm bis 1,28
ppm (-CH;3)!"®*". Uber die Integration der NMR-Signale der a-CH; Protonen des pMMA
I&sst sich ein Anteil von ca. 53 % syndiotaktischen (0,87 ppm), 39 % ataktischen (1,05
ppm) und 8 % isotaktischen (1,28 ppm) Triaden berechnen.

Ausserdem finden sich die Signale des aromatischen Anteils der Aktivester-Gruppe bei
8,29 ppm und 7,53 ppm. Daneben sind aber auch Signale bei 7,9 ppm und 7,2 ppm
vorhanden, die dem p-Phenoldimethylsulfoniummethylsulfat zuzuordnen sind. Bei dieser
Verbindung handelt es sich um ein Hydrolyse-Produkt des UPDS. Aus dem Quotienten
der integrierten Signale des Hydrolyseprodukts und des nicht hydrolysierten Aktivesters
I&sst sich abschatzen, dass wahrend der Polymerisation ca. 23 % des UPDS hydrolysiert

werden.

Die Signale des DBF treten bei chemischen Verschiebungen von 6,8 ppm, 4,2 ppm, 1,67,
1,45 und 0,94 ppm auf. Interessant ist hierbei der Vergleich des Spektrums der
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aufgereinigten Probe mit dem Spektrum der Probe, die direkt nach Versuchsende
entnommen wurde, da in den Spektren beider Proben die Signale des DBF auftreten. In
beiden Spektren ist Uberdies das Signal der Protonen der C=C-Doppelbindung (6,8 ppm)
zu beobachten. Dieses Ergebnis zeigt, dass DBF auf den Polymerpartikeln zwar

adsorbiert aber nicht polymerisiert wird.

Weiterhin treten im Spektrum (Abbildung 5-17a) die Signale der allylischen Protonen bei

4,9 ppm und 5,8 ppm auf. Das UPDS wurde demnach nicht co- oder homopolymerisiert.

Diese Interpretation des ersten Spektrums wird auch durch das zweite Spektrum
(Abbildung 5-17b) bestatigt, da sich hier lediglich die Signale des pMMA und schwache
Signale des DBF finden. Das unpolymerisierte UPDS wird demnach wahrend der

Aufreinigung der Partikel von der Partikeloberflache entfernt.

Das durchgefiihrte Verfahren ist also nicht geeignet, pMMA-Saatpartikel mit einer
Aktivester-Oberflaiche zu versehen. Demnach ist das Verfahren von NAGAI® nicht ohne

weitere Modifikationen auf Polymernanopartikel Ubertragbar.

Nachdem der hier beschriebene Versuch und weitere hier nicht naher ausgefihrte
Experimente mit AIBA als Initiator oder mit anderen Saatpartikeln, nicht zum gewtnschten
Ziel fuhrten, wurde die Entscheidung getroffen, die Struktur des Surfmers zu verandern,
um grundlegend das Polymerisationsverhalten des Surfmers zu verbessern. Dabei sollte
auch der Nachteil beseitigt werden, dass zur Herstellung von Aktivester-Oberflachen ein

weiteres Comonomer, wie z.B. DBF, bendétigt wird.

Die Losung dieses Problems soll durch die Verwendung von Surfmeren erreicht werden,
die unter Emulsionspolymerisations-Bedingungen copolymerisierbar sind. Die Surfmere
AUPDS und MUPDS besitzen aus diesem Grund eine Acrylamid oder Methacrylamid-

Funktion.

5.5.3 Copolymerisation von AUPDS und MUPDS mit Methylmethacrylat

Die Copolymerisationsversuche von AUPDS und MUPDS wurden als batch-Versuche
durchgefiihrt. Bei diesem Emulsionspolymerisations-Verfahren werden samtliche Edukte
miteinander gemischt, es wird eine Emulsion erzeugt und anschlielend wird die

Polymerisation durch Initiatorzugabe gestartet.

In diesem Kapitel wird zunachst der Einfluss des Initiators sowie der Surfmerkonzentration
auf das Copolymerisationsverhalten untersucht. Abschlielend werden kinetische
Untersuchungen vorgestellt, mit denen der zeitliche Verlauf der Copolymerisation naher

untersucht werden soll.
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5.5.3.1 Initiatorvergleich

Drei verschiedene Radikalbildner wurden bei einer batch-Polymerisation eingesetzt, um
die Copolymerisation der beiden Surfmere AUPDS und MUPDS mit MMA zu starten.

Dabei sollte untersucht werden, welcher Initiator hierfur am besten geeignet ist.

Bei den drei wasserléslichen Verbindungen handelt es sich um 2,2’-Azobis (2-methyl-
propion-amidinium) dihydrochlorid (AIBA), 2,2’-Azobis [2-Methyl-N-(2-Hydroxy-ethyl)pro-
pionamid] (VA-086) und Kaliumperoxodisulfat (KPS). Diese Verbindungen wurden
ausgewahlt, weil durch sie drei Ladungsmadglichkeiten eines Radikals vertreten sind: AIBA
besitzt eine Amidinium-Funktion, durch die die hieraus entstehenden Radikale positiv
geladen sind. Aus Kaliumperoxodisulfat entstehen Radikal-Anionen und die N-(2-
Hydroxyethyl)-2-butylamido-2-yl-Radikale, die sich beim Zerfall von VA-086 bilden, sind

ungeladen.

Durchfilihrung

Die Latexherstellung wurde in einem 100 mL Dreihalskolben mit Ruckflusskuhler,

Magnetrihrstab und Argon-Zuleitung durchgefihrt.

Tabelle 5-8: Umsatz, Partikelgrol3e JDLS und C-Potential, der durch Copolymerisation von

AUPDS oder MUPDS mit MMA hergestellten Polymerpartikel bei Verwendung

unterschiedlicher Initiatoren.

Probe Initiator Surfmer Umsatz JDLS C-Potential
1% nm /mV
PVM VA-086 MUPDS 0 k.P. -
PVA VA-086 AUPDS 0 k.P. _
PKM K2S20s MUPDS 21 265+ 3 28 +3
PKA K2S,0s AUPDS 2 101+ 3 28 £ 5
PAM AIBA MUPDS 47 133+ 2 23 £ 3
PAA AIBA AUPDS 89 130 + 2 21 + 2

k.P. = keine Partikelbildung

Fir die Ansatze (s. Tabelle 5-8) wurden in dieser Apparatur je 30 mL Wasser durch
wiederholtes Evakuieren und Bellften mit Argon entgast. 85,6 mg (0,17 mmol) AUPDS
oder 87,7 mg (0,17 mmol) MUPDS wurden in 2 mL Wasser geldst und mit einer Spritze
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durch ein Septum in den Dreihalskolben injiziert. Danach wurden 1,8 mL (17 mmol)
Methylmethacrylat zu der Surfmerldsung gegeben und durch Rihren bei 400 U min™
emulgiert. Nachdem die Emulsion auf 60 °C erhitzt worden war, erfolgte die Zugabe von
0,037 mmol Initiator. Nach 2 h Polymerisation bei dieser Temperatur und Rihren bei 400
U min™" wurde die entstandene Suspension auf Raumtemperatur abgekiihlt, umgefiillt und

im Kihlschrank aufbewahrt.

Aus den Ergebnissen der gravimetrischen Feststoffgehaltsbestimmungen wurde nach (Gl.

16) der Umsatz berechnet.

U= mPonmer 100 (GI' 16)

Mytonomer+ Msurfmert Minitiator

U= Umsatz der Polymerisation /%
Myonomer=Masse des eingesetzten Monomers /g
Msurimer=Masse des eingesetzten Surfmers /g

Myniiator =Masse des eingesetzten Initiators /g

Ergebnisse

Bei Verwendung von VA-086 in der Emulsionspolymerisation, kommt es unter den

vorgegebenen Bedingungen nicht zur Bildung von Partikeln (s. Tabelle 5-8).

Auch der Einsatz von Kaliumperoxodisulfat flihrt in Kombination mit AUPDS lediglich zu
einem Umsatz von 2 mol-%. Wird statt AUPDS das Surfmer MUPDS verwendet steigt der
Umsatz der Polymerisation auf 21 % an. Die bei Verwendung von MUPDS und
Kaliumperoxodisulfat ~ hergestellten  Polymerpartikel  besitzen einen  mittleren

hydrodynamischen Durchmesser von (265 + 3) nm.

Die héchsten Umsatze liefern die Emulsionspolymerisationen, in denen MUPDS oder
AUPDS mit AIBA als Initiator eingesetzt wurde. Durch Verwendung dieses Initiators
konnten 47 % (MUPDS) oder 89 % (AUPDS) Umsatz erreicht werden. Die erhaltenen
Partikel besitzen einen mittleren hydrodynamischen Durchmesser von 133 nm oder

130 nm und ein positives (-Potential.

Die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung zeigt, dass die Durchmesser der bei
der Polymerisation PAA entstandenen Partikel einer gleichmaliigen Verteilung folgen
(Abbildung 5-18). Durch Ausmessen von 130 Partikeldurchmessern auf Abbildung 5-19

konnte eine genauere Aussage Uber die Verteilung der Durchmesser getroffen werden.
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Die Auswertung der Messungen ist in Abbildung 5-20 dargestellt. Das Maximum der

Verteilung liegt nach dieser Auswertung zwischen 70 und 80 nm.

Abbildung 5-18 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Partikel die durch
Emulsionspolymerisation von MMA, AUPDS und AIBA entstanden sind (Probe PAA). Der

mittlere hydrodrodynamische Durchmesser der Partikel liegt bei 130 nm.

Abbildung 5-19 Rasterelektronenmikroskopische-Aufnahme einer grélReren Partikel-
anzahl von PAA. Der mittlere Partikeldurchmesser liegt zwischen 70 nm und 80 nm (s.
Abbildung 5-20).
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Abbildung 5-20 Haufigkeitsverteilung der REM-Aufnahme von p(MMA-co-AUPDS)-
Partikeln (Probe PAA). Ausgewertet wurde die Abbildung von 130 Partikeln (s. Abbildung
5-19).

Diskussion der Ergebnisse zur Partikel-Herstellung mit verschiedenen Initiatoren

Der Umsatz der Emulsionspolymerisation mit Methylmethacrylat und MUPDS oder
AUPDS ist stark von der Art des eingesetzten Initiators abhangig. Wie schon eingangs
beschrieben, unterscheiden sich die verwendeten Initiatoren durch die Ladung des aus

ihnen entstehenden Radikals und ihrer Zerfallsgeschwindigkeit.

VA-086 besitzt dabei mit 1,27 - 10° s 4 die niedrigste Zerfallsrate (k4 bei 60 °C) der

drei Verbindungen. Der entsprechende Wert fir AIBA wird mit 4,03 -10° g 1133

angegeben, die Zerfallsrate von K,S,0g betragt 3,41 10° s [34

. Die niedrige Poly-
merisationsausbeute bei der Verwendung von VA-086 kdonnte demnach durch die niedrige
Zerfallsgeschwindigkeit und die dadurch geringere Menge an polymerisationsstartenden

Radikalen verursacht werden.

Die geringe Polymerausbeute der mit Kaliumperoxodisulfat initierten Experimente konnte
auf die Rekombination der Radikal-Anionen in Gegenwart der positiv geladenen
Aktivester-Surfmere zurlckgefuhrt werden. Méglicherweise wird das Kettenwachstum in
den positiv geladenen Mizellen durch die Peroxosulfat-Radikalanionen abgestoppt. Wird
stattdessen AIBA verwendet, kommt es zu einer Abstoung zwischen den positiv
geladenen monomergefillten Mizellen und den ebenfalls positiv geladenen Radikalen, die

aus dem Zerfall des AIBA entstehen.
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Ahnliche Effekte werden von NAGAIEY postuliert, der beobachtete, dass die
Copolymerisation von Undecenoyloxyphenyldimethylsulfoniummethylsulfat und Diethyl-
fumarat in Wasser schneller verlauft, wenn AIBA statt AIBN als Radikalstarter verwendet
wird. Der Unterschied der Reaktionsgeschwindigkeit wurde von NAGAI ebenfalls auf
vermindertes Radikal-quenching bei Verwendung des positiv geladenen Azoinitiators

zuruckgeflhrt.

Die Charakterisierung der Partikel mit dynamischer Lichtstreuung und Rasterelektronen-
mikroskopie lieferte unterschiedliche Partikeldurchmesser, wobei das Ergebnis der
dynamischen Lichtstreuung mit 130 nm Uber dem der REM-Auswertung mit 70 nm bis 80
nm liegt (s. Abbildung 5-20). Diese Reihenfolge ist einerseits durch die starke Gewichtung
grolerer Partikel bei der Lichtstreuung (Kapitel 2.1 S.21 ff.) begrindet, andererseits wird
durch die dynamische Lichtstreuung der mittlere hydrodynamische und durch Raster-
elektronenmikroskopie der harte Kugel-Durchmesser der Polymerpartikel bestimmt. Der,
verglichen mit dem REM-Durchmesser, fast doppelt so grolRe hydrodynamische
Durchmesser wurde auch durch eine mdgliche Quellung der Partikel in Wasser erklart.
Diese Quellung koénnte moglicherweise durch die Wasseraufnahme der hydrophile
Sulfonium-Bereiche im p(MMA-co-AUPDS) stattfinden.

5.5.3.2 Nachweis der Copolymerisation von Methylmethacrylat und den

Aktivester-Surfmeren

Nach der Auswahl des Initiators soll untersucht werden, ob die Surfmere mit
Methylmethacrylat copolymerisieren oder ob es lediglich zu einer Adsorption von AUPDS
und MUPDS auf der Oberflache der Partikel kommt.

Dazu wurden zwei AIBA initiierte Polymerisationen mit je 8 mol-% AUPDS oder MUPDS
und MMA durchgefihrt und die gefriergetrockneten Copolymere mit 'H-NMR-

Spektroskopie untersucht.

Durchflihrung

Die Latexherstellung aus MMA und AUPDS oder MUPDS erfolgte nach dem in Kapitel
5.5.3.1 beschriebenen Verfahren der Emulsionspolymerisation bei 60 °C, wobei zwei
Polymerisationen mit je 0,9 mL MMA, 17 mL Wasser und 341 mg AUPDS oder 350 mg
(0,68 mmol) MUPDS durchgefiihrt wurden. Die erhaltenen Polymere PA (AUPDS) und
PM (MUPDS) wurden durch wiederholte Zentrifugation und Dispersion in Wasser von

Monomerresten befreit.
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Nach Gefriertrocknung von Aliquoten der Proben PA und PM wurden je 30 mg des
verbliebenen weillen Polymers in einer 1:5 (v/v) Mischung aus d,-Trifluoressigsaure und
de-Aceton geldst und mittels "H-NMR-Spektroskopie untersucht (s. Abbildung 5-21).

Tabelle 5-9 Reaktionsbedingungen zur Herstellung der Copolymer-Proben PA und PM.

Probenbezeichnung Surfmer Comonomer Initiat
0,68 mmol 8,46 mmol or
PA AUPDS MMA AIBA
PM MUPDS MMA AIBA
Ergebnisse

Im Spektrum der Probe PA (Abbildung 5-21b und c) finden sich bei 8,1 ppm und 7,5 ppm
die charakteristischen Signale der Aktivester-Funktion. Ausserdem fehlen in dem
Spektrum die Signale bei 55 ppm und 6,5 ppm, die der Acryl-Endgruppe des
eingesetzten AUPDS zugeordnet werden konnen. Desweiteren |al3t sich das Signal bei
3,4 ppm in diesem Spektrum den Protonen der Dimethylsulfonium-Gruppe im p(MMA-co-
AUPDS) zuordnen.

a) pMMA (d, Aceton)

b) AUPDS (d, Dimethylsulfoxid)

__LL~AJMA_M;

¢) p(MMA-co-AUPDS), 6.3 mol-% AUPDS
(d, TFA/d, Aceton 1/5)

Abbildung 5-21 '"H-NMR-Spektren von a) p(MMA), b) AUPDS und c) p(MMA-co-AUPDS),
Probe PA. Im Spektrum von p(MMA-co-AUPDS) finden sich die Signale des pMMA und
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die Signale des Aktivesters bei 8,1 ppm und 7,5 ppm. Die 5,5 ppm und 6,5 ppm Signale

der Acryl-Gruppe des Surfmers treten in ¢) nicht auf.

& /ppm

Abbildung 5-22 "H-NMR-Spektrum von p(MMA-co-MUPDS), Probe PM. Im Spektrum
finden sich die Signale des pMMA und die Signale des Aktivesters bei 8,1 ppm und 7,5
ppm. Die 5,5 ppm und 6,5 ppm Signale der Acryl-Gruppe des Surfmers treten nicht auf.

Im Spektrum von PM (Abbildung 5-22) finden sich, wie fur die Probe PA, keine Signale
der Acrylamido-Protonen. Die Signale der Protonen des Aktivesters sind bei 7,5 ppm und
8,2 ppm auch im Spektrum der p(MMA-co-MUPDS)-Probe vorhanden.

Die Abwesenheit der sp?Protonen-Signale in den Spektren der Emulsionspolymer-
isationsprodukte zeigt, dass die beiden Surfmere unter den gewahlten Versuchs-
bedingungen polymerisiert wurden. Da davon ausgegangen werden kann, dass die
wasserloslichen Homopolymere aus AUPDS oder MUPDS bei der Aufreinigung des
Polymerisationsprodukts entfernt wurde, muss es sich bei dem entstandenen Produkt um
ein Copolymer aus MMA und AUPDS oder MUPDS handeln.

Aufgrund von Uberlagerung der Alkylprotonen-Signale des Surfmers (d 1,2-1,3 ppm) mit
den Signalen der (mm)-Methylprotonen des pMMA lasst sich durch Integration der
Copolymer-Spektren lediglich das Verhaltnis der syndiotaktischen und ataktischen

Triaden abschatzen. Dabei ergibt sich fir diese Relation ein Wert von 1,7:1 (rr:rm).
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Die VergroRerung des Bereichs der 'H-NMR-Spektren (s. Abbildung 5-23), in dem die
Protonen-Signale des Polymerriickgrats der Copolymere erscheinen (1,5 ppm bis 3,5

ppm), zeigt keine Signale die nicht auch in AUPDS oder pMMA auftauchen.

| -
b) LJ p(MMA-co-MUPDS) i W
i A_JUM

0 I 3:5 I 3I0 I 2:5 I 2:0 I 1I

4,

5
d/ppm

Abbildung 5-23 Detailansicht der 'H-NMR-Spektren von a) pMMA, b) p(MMA-co-
MUPDS) c¢) AUPDS und d) p(MMA-co-AUPDS). Die Ansicht des Bereichs der 'H-NMR-
Spektren in dem die Protonen-Signale des Polymerrickgrats der Copolymere (b und d)
erscheinen sollten (1,5 ppm bis 3,5 ppm), zeigt keine Signale die nicht auch in a) pMMA
oder c) AUPDS auftauchen.

Diskussion der Ergebnisse zur Surfmer-Copolymerisation mit MMA

Die Emulsionspolymerisation von MMA mit AUPDS oder MUPDS fihrt unter den
gewahlten Bedingungen der Emulsionspolymerisation (mit AIBA als Initiator) zu p(MMA-
co-AUPDS) oder p(MMA-co-MUPDS). Die beiden neuen Surfmere besitzen demnach
nicht nur die Eigenschaft Polymerpartikel elektrostatisch zu stabilisieren, sondern sind

auch Bestandteil des Polymergerusts.

Die Untersuchung der Copolymere mit 'H-NMR-Spektroskopie ergab ausser einer

Abschatzung der Taktizitatsverhaltnisse der pMMA Triaden keine weiteren Ergebnisse.

Ein grundlegendes Problem der NMR-Untersuchungen der Surfmer-Copolymere stellt
deren geringe Loéslichkeit im verwendeten Lésungsmittel (TFA/Aceton 1:5) und die damit
verbundene niedrige Signalintensitat dar. Hier konnten evtl. NMR-Untersuchungen bei
hoheren Temperaturen in anderen LoOsungsmitteln weiterhelfen, die Polymer-

charakteristika zu analysieren.
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5.5.3.3 Kinetik der Copolymerisation von MMA und AUPDS

Wahrend im vorangegangenen Unterkapitel die Copolymerisation der Aktivester-Surfmere
mit anderen Comonomeren und die quantitative Zusammensetzung der entstandenen
Polymerisate untersucht wurde, soll in diesem Kapitel die Copolymerisations-Kinetik
analysiert werden. Bei den beobachteten kinetischen Parametern handelt es sich um die

PartikelgroRe, die Polymerisationsgeschwindigkeit und den Polymerisations-Umsatz.

Experimentell wurde zur Bestimmung der Polymerisationsgeschwindigkeit die Brutto-
Polymerisationsgeschwindigkeit Rp (Gl. 17) ermittelt. Dazu wurde gravimetrisch die

zeitliche Abnahme der Monomerkonzentration cy,, bestimmt.

o _ (Gl. 17)
dt

Csy; = Gesamtkonzentration der Monomere M, /(mol L")
t = Polymerisationssdauer /s
Ry =Brutto - Polymerisationsgeschwindigkeit /(mol L's™)

Ausserdem sollte die Frage beantwortet werden, nach welcher Polymerisationsdauer die
Polymerisation beendet war. Ein Kriterium welches zur Beantwortung dieser Frage
herangezogen werden kann, ist die Anzahl der Aktivester-Gruppen bezogen auf die
Oberflache der Polymerpartikel. Dieser Wert kann von der Polymerisationsdauer
abhangig sein, wenn das Surfmer auf der Oberflaiche wahrend des Polymerisations-

verlaufs an- oder abgereichert wird

Experimentell soll diese Fragestellung durch Polyelektrolyttitration beantwortet werden.
Dazu werden zu unterschiedlichen Zeitpunkten Proben des Latex enthommen, mit
Inhibitor zur Verhinderung der weiteren Polymerisation versetzt und unpolymerisierte
Monomere entfernt. Schliesslich wurde mit einem anionischen Polyelektrolyt titriert, um
die Menge der positiv geladenen Aktivester-Gruppen auf der Partikeloberflache zu

bestimmen.

Durchflihrung

Die Latexproben fir die kinetischen Messungen wurden in einem 100 mL Dreihalskolben
mit Rickflusskiihler, Magnetriihrstab und Argon-Zuleitung hergestellt. Fiir zwei Ansatze
mit 1,2 mol-% und 0,5 mol-% AUPDS wurden in dieser Apparatur 50 mL Wasser durch
wiederholtes Evakuieren und Beluften mit Argon entgast. 167 mg (0,33 mmol) oder 71 mg
(0,14 mmol) AUPDS wurden in je 2 mL Wasser geldst und mit einer Spritze durch ein

Septum in den Dreihalskolben injiziert. Danach wurden 3 mL (28,1 mmol) MMA zu der
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Surfmerlésung gegeben und durch Riihren bei 400 U min' emulgiert. Nachdem die
Emulsion auf 60 °C erhitzt wurde, erfolgte die Zugabe von 10 mg 2,2’-Azobis(2-
amidinopropan)dihydrochlorid. In regelmaRigen Zeitabstanden wurde je 1 mL Reaktions-
I6sung mit einer Kanidle entnommen, in einen ausgewogenen Porzellantiegel gegeben
und sofort mit 0,1 mL wassriger Hydrochinon-Lésung (1,5 mg/mL) versetzt. Nach
zweistliindigem Trocknen der Latices bei 120 °C wurden die Proben abgekihlt, gewogen

und cyy, mit (Gl. 17) berechnet (s. Abbildung 5-24). Zusatzlich wurde fur ausgewahlte

Proben vor der Trocknung der Partikeldurchmesser (qd,,.) mittels dynamischer Licht-

streuung bestimmt.
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Abbildung 5-24 Graphische Darstellung der Zeitabhangigkeit von Umsatz (e) und
PartikelgroRe JDLS (x) bei der Copolymerisation von 98,8 mol-% MMA und 1,2 mol-%
AUPDS. Die Emulsionspolymerisation wurde bei 60 °C durchgefiihrt und mit AIBA initiiert.

Sowohl der vollstandige Umsatz (—) als auch der Endwert der PartikelgroRe (~) ist im

Diagramm eingezeichnet.

Zur Bestimmung des titrierbaren AUPDS-Gehalts der Partikel wurde die im vorherigen
Abschnitt beschriebene Copolymerisation von 1,2 mol-% AUPDS mit MMA erneut
durchgefiihrt. Zu den in Abbildung 5-24 aufgefiihrten Zeiten wurden je 6 mL Latex
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entnommen, mit 0,1 mL wassriger Hydrochinon-Ldsung (1,5 mg/mL) versetzt und auf 6 °C
gekuhlt. Die entnommenen Proben wurden je dreimal bei 6 °C zentifugiert und mit Wasser
redispergiert. Der Feststoffgehalt der Proben wurde bestimmt und nach Aliquotierung
erfolgte die Polyelektrolyttitration der Partikel mit PES-Lésung (¢ = 1 mmol L"; M,, =
5000 g mol™).

Ergebnisse und Diskussion zur Copolymerisationskinetik von MMA und AUPDS

Die Messung des Umsatzes in Abhangigkeit von der Reaktionszeit (s. Abbildung 5-24)
zeigt, dass die Copolymerisation von MMA mit 1,2 mol-% AUPDS innerhalb von ca. 20
Minuten bereits Uber 90 % Umsatz liefert. Nach 140 Minuten Reaktionsdauer werden
schlieflich (100 + 3) % Umsatz erreicht.

Auch der Partikeldurchmesser (JDLS) der dynamischen Lichtsteuung erreicht bereits nach

13 Minuten seinen Endwert von (114 £ 3) nm.

Betrachtet man die =zeitliche Entwicklung des Umsatzes ausgehend vom Poly-
merisationsstart, so zeigt sich bis t = 3 min ein linearer Zusammenhang in der Zeit /Um-
satz-Kurve. Danach folgt bis t = 13 min ein Zeitintervall mit ebenfalls linearer Korrelation,
allerdings mit grofierer Steigung der Funktion. Darauf folgt ein dritter Zeitbereich bei 13
min <t< 140 min mit geringerer Steigung in dem schlieBlich die vollstandige Poly-
merisation der Monomere erreicht wird. Noch deutlicher wird die Abfolge der drei Phasen,
wenn die Brutto-Reaktionsgeschwindigkeit Rp bei der Polymerisation mit 1,2 mol-%
AUPDS betrachtet wird (s. Abbildung 5-25).

Diese zeitliche Ableitung von cy,, besitzt ein Maximum mit 1mmols L™ bei einer

Polymerisationsdauer von 6 Minuten, vor dem die Nukleation stattfindet. Nach ungefahr
16 Minuten ist die Polymerisationsgeschwindigkeit auf unter 0,1 mmol s™ L' abgesunken

und die dritte Phase der Emulsionspolymerisation wird durchlaufen.

Wenn die AUPDS-Konzentration auf 0,5 mol-% abgesenkt wird, verringert sich auch der
Maximalwert fiir Rp auf 0,3 bis 0,5 mmol s L. Ausserdem dauert es ca. 30 Minuten bis
die zweite Phase abgeschlossen ist und die Polymerisationsgeschwindigkeit unter

0,1 mmol s L™ absinkt.
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Abbildung 5-25 Umsatz (U) (m, a) und Brutto-Polymerisationsgeschwindigkeit Rp (—, ")
fur die Emulsionspolymerisationen von MMA mit (a) 0,5 mol-% und (b) 1,2 mol-% AUPDS.

Bei (b) wird wahrend des Partikelwachstums ein groferer Wert fur Rp erreicht.

Die Intervallgrenzen der zeitabhangigen Funktion der Partikelgrofie fallen mit denen der
Umsatzfunktion zusammen: Im ersten Intervall lassen sich keine Partikelgréfien
bestimmen, dies gelingt erst zu Anfang des zweiten Intervalls, in dem ein JDLS von (50 %

5) mn gemessen werden konnte. Im dritten Intervall findet keine messbare Anderung des
Partikeldurchmessers statt. Zusatzlich wurde aus dem Umsatz und der PartikelgrofRe mit

(Gl. 18) die Partikelanzahl pro Latexvolumen (N.) berechnet.

0 (Gl. 18)
Ng=—"—
4 3
gﬂ' I’u d p
N, =Partikelanzahl /(L")
m =Feststoffgehalt des Latex /(gL™")
3

r, =Partikelradius /m

d , =Dichte des Polymers /(gm™)
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Abbildung 5-26 zeigt die zeitliche Entwicklung der Partikelanzahl N. bei der
Copolymerisation von MMA mit 1,2 mol-% AUPDS. N; sinkt zunachst im Zeitraum von 2
bis 8 Minuten von 12 -10" L™ bei 6 auf 6,6 - 10" L', wobei eine sprunghafte Abnahme bei
ca. 6 Minuten stattfindet. Am Ende der Polymerisation wurde eine Partikelanzahl von (6,4
+ 0,4) 10" L7 erreicht. Diese Abnahme von N, I&Rt sich durch das Auftreten von
Agglomeration erkaren. Mdglicherweise agglomeriert ein Teil der anfanglich gebildeten
Partikel im Verlauf der Polymerisation bei Einsatz von 1,2 mol-% AUPDS. Ein solches
Verhalten wurde beim Einsatz von nur 0,5 mol-% AUPDS nicht beobachtet. Die
Abbildung 5-26 zeigt, dass N. in diesem Fall (ber den gesamten Beobachtungszeitraum
von 2 Minuten bis 110 Minuten konstant bei (2,3 + 0,3) - 10'"® L™ blieb.
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Abbildung 5-26 Partikelanzahl N, fir Emulsionspolymerisationen von MMA mit 0,5 mol-%
(w) und 1,2 mol-% (a) AUPDS. Bei der Copolymerisation mit 1,2 mol-% AUPDS findet

wahrend der ersten 10 Minuten teilweise eine Agglomeration der Partikel statt.

Der hoéhere Surfmergehalt flhrte demnach bei Betrachtung des gesamten Be-
obachtungszeitraums zu kleineren Partikeln und einer grélkeren Partikelanzahl. Gleich-
zeitig wurde aber der anfangliche Anstieg von N, durch Agglomeration der Partikel
abgeschwacht.

Die drei identifizierten Polymerisationsintervalle werden auch in der Literatur?'2*'34-13]

beschrieben und gehen auf die Arbeiten von HARKINS®? zuriick. Bei den Intervallen
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handelt es sich um die Nukleations-, Wachstums- und Verarmungs-Phase der Emulsions-
polymerisation. In der ersten Phase werden Nukleations-Keime gebildet, die in der
zweiten Phase durch herandiffundierendes Monomer wachsen. In der dritten Phase wird
das restliche, in den gequollenen bestehenden Partikeln enthaltene Monomer

copolymerisiert.

Der Polymerisationsablauf und der Einfluss der Surfmerkonzentration sollten nach den
Ergebnissen der bisher erfolgten Messungen zur Polymerisationskinetik weitgehend dem

Ablauf einer Emulsionspolymerisation mit unpolymerisierbarem Tensid folgen.

Die Ergebnisse der Lichtstreuung und der Bestimmung von Rp kénnen mit diesem Modell
teilweise erklart werden: Die in der ersten Phase gebildeten Nukleationskeime sind zu
klein und treten in zu geringer Konzentration auf, um durch PCS-Messungen erfasst zu
werden. Erst wenn die Keime durch das Wachstum in der zweiten Phase eine Grofie von
ungefahr 50 nm und Konzentration von ca. 2 mg mL™" (iberschritten haben, lassen sie sich
durch die dynamische Lichtstreuung nachweisen. SchlieRlich bleibt der Partikel-
durchmesser in der letzten Phase der Polymerisation nahezu konstant, da lediglich der
Monomeranteil zur Polymerisation verbraucht wird, der vorher zur Quellung der Partikel

beigetragen hat.

Durch dieses Modell kann auch die konstante Partikelanzahl bei der
Emulsionspolymerisation mit 0,5 mol-% AUPDS und 99,5 mol-% MMA erkart werden, da
nach HARKINS nur in der Anfangsphase der Polymerisation Partikel gebildet werden

sollten, die dann durch herandiffundierendes Monomer wachsen.

Das Absinken der Partikelanzahl bei der Polymerisation mit 1,2 mol-% und die damit
verbundene Partikelagglomeration kann mit den zur Verfiigung stehenden Daten nicht
eindeutig erklart werden. Mdéglich ware eine Agglomeration der Partikel, die zuvor durch
mizellare Nukleation entstanden sind. Fur diese These spricht die Tatsache, dass bei
1,2 mol-% AUPDS die CMC dieses Surfmers gerade Uberschritten ist, wahrend sich

aufgrund der unterkritischen Konzentration bei 0,5 mol-% keine Mizellen bilden kénnen.

Rp durchlauft nach diesem Modell in der Nukleationsphase einen Anstieg auf einen
konstanten Wert, der einige Zeit gehalten wird, wenn die Polymerisation in den
monomergequollenen Partikeln fortschreitet. Wenn kein Monomer in die Partikel
nachgeliefert wird, sinkt die Rp bis das restliche in den Partikeln vorhandene Monomer

aufgebraucht ist.

Der Verlauf von Rp bei der Polymerisation mit 0,5 mol-% AUPDS (Abbildung 5-25)
entspricht diesem Modell, wenn auch in der zweiten Phase eher ein breites Maximum als

ein konstantes Plateau der Brutto-Polymerisationsgeschwindigkeit durchlaufen wird.
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Eine VergroRerung der Surfmerkonzentration auf 1,2 mol-% fiihrt dazu, dass in der
zweiten Phase in einem Zeitraum von 4 Minuten ein Maximum fir Rp durchlaufen wird.
Der Anstieg von ca. 0,5 mmol s™ L™ auf 1,0 mmol s™ L™ beim Ubergang von 0,5 mol-% auf
1,2 mol-% lasst sich durch die gréRere Zahl an aktiven Partikeln in der Wachstumsphase
erklaren. Hier ist die Brutto-Polymerisationsgeschwindigkeit direkt proportional zur

Tensidkonzentration'®,

Der Polymerisationsablauf und der Einfluss der Surfmerkonzentration folgen demnach
weitgehend den Gesetzen einer Emulsionspolymerisation mit unpolymerisierbarem

Tensid.

Ausserdem sollte die Frage beantwortet werden, nach welcher Polymerisationsdauer sich
der hochste Gehalt an Aktivester-Gruppen auf den Latexpartikeln befindet. Der mit
Polyelektrolyttitration bestimmte AUPDS-Gehalt der p(MMA-co-AUPDS) Partikel in
Abhangigkeit von der Reaktionszeit ist in Abbildung 5-27 dargestellt. Die nach 4 Minuten
entnommenen p(MMA-co-AUPDS)-Partikel, enthalten 34,5 ymol AUPDS pro 1 g Feststoff.
Das Maximum des mit PCD bestimmbaren AUPDS-Gehalts wird bei den Partikeln
bestimmt, die nach zwdlf Minuten Polymerisation entnommen wurden. Hier wurden
72,8 ymol AUPDS pro Gramm p(MMA-co-AUPDS) bestimmt. Nach diesem Maximum fallt
der titrierbare AUPDS-Gehalt bis auf einen Wert von 42 ymol pro Gramm ab, wenn die

Polymerisation 142 Minuten lang durchgefiihrt wurde.
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Abbildung 5-27 Zeitabhangigkeit der mit Polyelektrolyttitration bestimmten Surfmer-
menge einer Copolymerisation von 1,2 mol-% AUPDS mit MMA. Bei der Polyelektrolyt-
titration wird in erster Naherung nur der Surfmeranteil auf der Oberflache der Partikel

bestimmt.
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Auch bei der zeitabhangigen Entwicklung der titrierbaren AUPDS-Menge zeigt sich der
ebenfalls in drei Phasen einteilbare Verlauf: In der Nukleationsphase (0 Minuten bis 3
Minuten) wird auf der Oberflache der Partikelkeime weniger AUPDS copolymerisiert, als
in der darauf folgenden Wachstumsphase der Polymerisation. Dies lasst darauf schlief3en,
dass in der ersten Phase der Polymerisation entweder eine homogene Nukleation
stattfindet, bei der Uberwiegend MMA-Oligomere in der homogenen Phase der Emulsion
gebildet werden. Oder, dass mizellare Nukleation stattfindet bei der ebenfalls weitgehend

MMA homopolymerisiert wird.

Gegen Ende der Wachstumsphase nach 12 Minuten ist ein Grofteil der AUPDS—-Menge
bereits copolymerisiert und die weitere Fortsetzung der Reaktion flhrt lediglich dazu, dass
die letzten 10 % MMA auf der Oberflache der Partikel einpolymerisiert werden. Dadurch
sinkt der Anteil des titrierbaren AUPDS von 72 pymol/g um 55 % auf ca. 40 ymol/g bei
Erreichen des vollstandigen Umsatzes. Dies bedeuted, dall die Copolymerisation von
MMA mit 1,2 mol-% AUPDS bereits nach 15 bis 20 Minuten beendet werden kann um die

gréltmogliche Oberflachendichte von Aktivester auf der Partikeloberflache zu erhalten.

55.34 Kinetik der Copolymerisation von MMA mit MUPDS

Um den Einfluss der polymerisierbaren Gruppe des Surfmers auf die Kinetik der
Emulsionspolymerisation zu untersuchen, wurde nach der Copolymerisation von AUPDS
mit MMA die Copolymerisation von MUPDS ebenfalls mit MMA untersucht.

Durchfiihrung

Die Durchfiihrung erfolgte genauso wie bei der Copolymerisation von AUPDS mit MMA (s.
5.5.3.3, S. 62 ff.) beschrieben, aber unter Verwendung von 172 mg (0,33 mmol) MUPDS.
Wahrend der Emulsionspolymerisation wurden in regelmaRigen Zeitabstanden (s.

Abbildung 5-28) Proben entnommen, deren Feststoffgehalt und Partikeldurchmesser

(dp.s) bestimmt wurde.

Ergebnisse und Diskussion zur Copolymerisatonskinetik von MMA und MUPDS

Die Zeitabhangigkeit des Umsatzes und der PartikelgréRe sind in Abbildung 5-28
aufgetragen. Wie bei der Copolymerisation von MMA und 1,2 mol-% AUPDS (S. 77 ff.)
findet sich ein in drei Abschnitte gegliederter Verlauf der Polymerisation: Von der Zugabe
des Initiators bis zu einem Zeitpunkt von 1 bis 2 Minuten erfolgt die Nukleations-Phase,
die folgerichtig durch einen Anstieg der Brutto-Polymerisationsgeschwindigkeit Rp (s.
Abbildung 5-29) und ein Maximum der Partikelanzahl (s. Abbildung 5-30) gekennzeichnet

ist.
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Abbildung 5-28 Zeitabhangigkeit von Umsatz (e) und PartikelgroRe JDLS (x) bei der
Copolymerisation von MMA und mit 1,2 mol-% MUPDS. Sowohl der vollstandige Umsatz

(—) als auch der Endwert der PartikelgroRe () ist im Diagramm eingezeichnet.
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Abbildung 5-29 Zeitliche Anderung der Brutto-Polymerisationsgeschwindigkeit Rp fir die
Copolymerisation von MMA mit 1,2 mol-% MUPDS (—). Zum Vergleich sind die bereits in
Abbildung 5-25 gezeigten Daten fir 1,2 mol-% AUPDS (----) dargestellt.
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Abbildung 5-30 Zeitliche Anderung der Partikelanzahl (N,) fir die Copolymerisation von
MMA mit 1,2 mol-% AUPDS (¢) und 1,2 mol-% MUPDS (e).

Darauf folgt die Wachstumsphase, in der die gebildeten Partikel groRer werden und Rp
ein Maximum erreicht. Der Wert im Maximum ist mit 1,5 mmol L™ s hoher als bei der
Verwendung von AUPDS als Surfmer (1,0 mmol L™ s™). Ahnlich wie bei der Emulsions-
polymerisation mit AUPDS sinkt wahrend dieses Intervalls die Partikelanzahl von 10 - 10"

auf einen Wert von 5 - 10",

Nach 12 bis 16 Minuten ist die Wachstumsphase beendet und die dritte Phase der
Polymerisation setzt ein, bei der zum einen Rp kleiner wird und zum anderen Partikel-

gréfle und Anzahl konstant bleiben.

Unter dem Aspekt der Copolymerisationskinetik mit MMA bei einem Surfmergehalt von
1,2 mol-% verhalten sich AUPDS und MUPDS nahezu gleich. Mit MUPDS wird lediglich
wahrend der Wachstumsphase eine hohere Brutto-Polymerisationsgeschwindigkeit

erreicht.
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5.5.3.5 Einfluss der Surfmer-Konzentration auf die Partikelgrofi3e

Um zu untersuchen, in welchem Bereich der Durchmesser der p(MMA-co-AUPDS)-
Partikel beeinflusst werden kann, wurden Emulsionspolymerisationen mit 0,1 mol-% bis
10 mol-% AUPDS durchgefuhrt.

Bei der Emulsionspolymerisation mit nicht-polymerisierenden Tensiden wird ausserdem
durch die SMITH-EWART-Theorie ein potentieller Zusammenhang zwischen der Partikel-

anzahl und der Tensidkonzentration beschrieben. Nach dieser Theorie fiir die mizellare

3

Nukleation ist die Partikelanzahl proportional zu ¢ (GI. 19) 1224134137

. Die Bestimmung

der Partikelanzahl in Abhangigkeit der Surfmerkonzentration soll Aufschluss Uber das
Nukleations-Verhalten wahrend der Emulsionspolymerisation von AUPDS und MMA

geben.

(k C’J - (GI. 19)

k, = Zerfallskonstante des Initiators /s™
= Initiatorkonzentration / L

K = Wachstumsgeschwindigkeit eines Partikels /(m? s")
ag = Flachenbedarf eines Tensidmolekils /m?

¢ = Anzahl der Tensidmolekiile pro Volumen /L™

Um den Einfluss der Art des Comonomers auf den Partikeldurchmesser zu ermitteln,

wurden ausserdem Emulsionspolymerisationen mit AUPDS und Styren durchgefuhrt.

Die Analyse des Molekulargewichts der Polymere mit Gelpermeationschromatogaraphie
(GPC) war nicht mdéglich da die hergestellten p(MMA-co-AUPDS)-Proben in Aceton,
Tetrahydrofuran oder anderen gebrauchlichen Ldsemitteln unléslich waren. Auch die
Hydrolyse der Aktivester mit Casiumhydroxid und die anschlieliende Methylierung der
Casiumcarboxylate mit Methyliodid!"*® scheiterte an der zu geringen L&slichkeit der

Polymere in Aceton oder N,N’-Dimethylformamid.

Durchflihrung

Die Durchfuhrung der Emulsionspolymerisation erfolgte nach der in Abschnitt 5.5.3.1
(S. 69ff.) beschriebenen Technik mit 10 mg AIBA fur 34 mL Emulsion. Die eingesetzten
AUPDS-Konzentrationen und die Bezeichnungen der Proben sind in Tabelle 5-10
aufgefiihrt. Durch Trocknen von Aliquoten der gereinigten Latices wurde der

Feststoffgehalt der einzelnen Proben bestimmt. Die Partikelgréfie der Polymerisate wurde
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mit dynamischer Lichtstreuung bestimmt und durch Einsetzen dieser Werte in (Gl. 18)

konnte die Partikelanzahl N, berechnet werden!"*4.,

Tabelle 5-10; AUPDS-Konzentrationen, Partikeldurchmesser dpls und berechnete

Partikelanzahlen N, fiir die Emulsionspolymerisationen PA 0 bis PA 12.

Probe CAUPDS 100* aDLS Nc

CauPDs /C MvA

/(mmol L™ 1% /nm (h
PA 0 0 601+30 (3,6+0,7) 10"
PA 1 0,5 0,1 161+4 (1,9+0,2)- 10"
PA 2 1,5 0,3 167+5 (1,7+0,2) 10"
PA 3 2,1 0,56 152+4 (1,7+0,2) 10"
PA 4 2,5 0,5 156 +4 (2,1+0,2) 10"
PA 5 4,0 0,8 142+3 (2,8+0,2) 10"
PA 6 5,0 1 132+5 (3,6+0,3) 10"
PA 7 7,5 1,5 123+4 (4,5+0,5)- 10"
PA 8 10,0 2 120+3 (5,0+0,5)- 10"
PA 9 15,0 3 116+4 (58+0,7)-10%
PA 10 25,0 5 113+3 (6,8+0,7)- 10"
PA 11 40,0 8,0 110+3 (8,2+0,8)- 10"
PA 12 499 10 109+4 (9,1+1,2)-10%

Ergebnisse

Die Auftragung des Partikeldurchmessers gegen caupps/Cuma zeigt, dass der Durchmesser
der Polymerpartikel mit steigender AUPDS-Konzentration abnimmt (Abbildung 5-31). Von
einer eingesetzten Konzentration von 0 % AUPDS bis zur CMC dieses Surfmers findet
man eine steilere Abnahme des Durchmessers als im Konzentrationsbereich oberhalb
dieses Wertes. Der CMCaupps (6,0 mmol L' s. S. 48ff.) entspricht ein caupps/Cuma-

Verhaltnis von 1,2 % bei den geschilderten Versuchs-bedingungen.



Ergebnisse und Diskussion 89

200

180 -

160 %%

o)
£ E 140 X
(&)
E X
120 | Xx |
% X X
100 -
80 T T T T T
0 2 4 6 8 10
CauPDS/CMmA
/(mol/mol)*100

Abbildung 5-31 Mittlerer hydrodynamischer Durchmesser JDLS der p(MMA-co-AUPDS)-

Partikel aufgetragen gegen das Surfmer/Comonomer-Verhaltnis caypps/Cuma. Die Partikel

wurden durch AIBA initiilerte Emulsionspolymerisation bei 60°C hergestellt.

Um das Polymerisationsverhalten besser beurteilen zu kdnnen, wurde ausserdem die
Partikelanzahl N. gegen die AUPDS-Konzentration aufgetragen (s. Abbildung 5-32). Das

Ergebnis ist hier ein durch die CMCaupps zweigeteilter Verlauf.
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4 >I<i<
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: . X
< >T<>f L
< 3 L7
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X
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10" +————r7 —————y ——
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¢, _ /(molL™)

AUPDS

Abbildung 5-32 Partikelanzahl N. der durch Emulsionspolymerisation mit AIBA
hergestellten p(MMA-co-AUPDS)-Partikel. Die kritische Mizellbildungskonzentration
(CMC) von AUPDS und der Bereich mit konstanter Partikelanzahl sind markiert.
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Unterhalb der kritischen Mizellbildungskonzentration bleibt die Partikelanzahl bis zu einer
AUPDS-Konzentration von 1,5 mmol L™ konstant. Zwischen dieser Konzentration und der
CMCaupps steigt die Partikelanzahl N, mit gréRer werdender Surfmerkonzentration.
Oberhalb der CMCaupps steigt die Partikelanzahl weiter an, die Steigung der
logarithmischen Funktion ist aber kleiner als unterhalb der Mizellbildungskonzentration
von AUPDS.

Nach der SMITH-EWART-Theorie sollte sich die mathematische Abhangigkeit der

Partikelanzahl von der Tensidkonzentration oberhalb der CMC durch eine Funktion der

3
Form N=K-c3 ppsdarstellen (s. (Gl. 19)). Um diese Vorhersage zu Uberprifen, wurde

durch die berechneten Werte der Partikelanzahl eine Funktion der Form
N =K - ¢ pps gelegt (s. Abbildung 5-33 und Abbildung 5-34). Der Wert fiir J wurde durch

die Methode der kleinsten Fehlerquadrate ermittelt. Unterhalb einer caupps von 10
mmol L ! besitzt J einen Wert von 0,63 + 0,05 (R?=0,9812) und oberhalb von 10 mmol L™
ergibt sich ein Wert von J = 0,38 + 0,01 (R*=0,9977).
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Abbildung 5-33 Potentieller Fit der Partikelanzahlen aus Abbildung 5-32 fiir caypps < 10
mmol L. Fiir die Ausgeichsfunktion ergibt sich N, = (9,6 +2,3)- ¢'0,23-09%) (R2=0,9812).
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Abbildung 5-34 Potentieller Fit der Partikelanzahlen aus Abbildung 5-32 fiir caupps = 10
mmol L™". Fiir die Ausgeichsfunktion ergibt sich N, = (2,8 £1,3)- ¢%3+001(R2=0,997).

Diskussion der Ergebnisse zur Beziehung von PartikelgréRe und Surfmer-

konzentration

Der Verlauf der Partikelanzahl gegeniber der caupps lasst sich mit den unterschiedlichen
Partikel-Nukleationsmodellen!'** 13" ynter- und oberhalb der CMC erkléren. Liegt die
Surfmerkonzentration unterhalb der CMC, so kann die Nukleation eines Partikels nur in
der homogenen wassrigen Phase der Emulsion stattfinden. Ein Anstieg der AUPDS-
Konzentration flhrt in diesem Konzentrationsbereich zur gesteigerten Bildung von
elektrostatisch abgeschirmten Nukleationskeimen. Durch Ergebnisse der kinetischen
Untersuchungen (s.5.5.3.3) im System p(MMA-co-AUPDS) konnte aullerdem das
Auftreten von Sekundarnukleation ausgeschlossen werden. Der Anstieg von N. unterhalb

der CMC wird demnach auf die steigende Anzahl von Nukleationskeimen zurtckgefuhrt.

Bei der Emulsionspolymerisation oberhalb der CMC kommt es verstarkt zur Nukleation
der Partikel in Mizellen!*>'""'*3] Dabei wird nach diesem Modell ein gréRerer Anteil des
Surfmers im Kern der Polymerpartikel eingebettet als bei der homogenen Nukleation und
es kommt zu einer verstarkten Bildung von Surfmer-Homopolymer. Die Partikelanzahl
steigt deshalb im Bereich oberhalb der CMCaupps langsamer mit caupps an als unterhalb

dieser Grenze.
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Nach der SMITH-EWART-Theorie muss der Exponent J der Ausgleichskurve mit der Form
N =K ¢, pps €inen Wert von % = 0,6 annehmen. Der Exponent besitzt unterhalb einer

Caurps Von 10 mmol L' einen Wert von 0,63 und oberhalb dieser Grenze (dem Giiltigkeits-
bereich der SMITH-EWART-Theorie) einen Wert von 0,38. Die Anderung der Ausgleichs-
kurven-Steigung fallt damit nahezu mit der CMCaupps zusammen. Die Partikelanzahl steigt
nach diesem Ergebnis oberhalb der CMCaypps langsamer mit steigender Surfmerkonzen-

tration, als aufgrund der Theorie erwartet.

Der Grund fiir diese Abweichung konnte die bei caupps = CMCayupps beobachtete Agglo-
meration der Nukleationskeime (s. Abbildung 5-26) sein, da dieses Phanomen nicht von
der SMITH-EWART-Theorie berlcksichtigt wird.

Der Wert fur J unterhalb der CMC lasst sich nach den in der zur Verfiigung stehenden
Literatur nicht abschlieBend beurteilen. Es sind bereits J-Werte im Bereich von 0,3 bis 1
fiir unterschiedliche Surfmer-Copolymere ermittelt worden!™. AsuA et al.'"* finden fiir die
Emulsionspolymerisation von MMA und einem anionischen Maleat-Surfmer einen Wert
von J = 0,46. GUILAUME et al.'"*! finden fiir ein Acrylamid-Surfmer / Styren / Butylacrylat-
System einen Wert von J = 1. Fur eine noch umfassendere Beurteilung der Veranderung
des Nukleationsverhaltens, waren zum Beispiel vergleichende Polymerisationen mit p-
(11(Propylamido)undecanoyloxy)phenyldimethylsulfoniummethylsulfat notwendig, weil da-
durch der Einfull der Surfmer-Copolymerisation wahrend der Nukleation von der reinen

Tensid-Wirkung des Surfmers getrennt betrachtet werden kénnte.

Warum die beiden Polymerisationen mit einer caupps < 1,5 mmol L' Partikel mit nicht
signifikant unterscheidbaren Durchmessern liefern, konnte nicht eindeutig erklart werden.
Eventuell werden bei diesen kleinsten verwendeten Konzentrationen =zuerst die
Monomertropfchen stabilisiert, bevor dann bei héheren Surfmer-Konzentrationen das

Surfmer in die koharente Phase Ubergeht.

5.5.3.6 Bestimmung der ionischen Gruppen auf der Oberflache von p(MMA-co-
AUPDS)-Partikeln

Alle in dieser Arbeit beschriebenen p(MMA-co-AUPDS) und mit Mikroelektrophorese
analysierten Nanopartikel besitzen ein positives (-Potential. Die Ursache dieses
Potentials missen positive Ladungen sein, die auf der Partikeloberflache fixiert sind.
Zunachst soll erortert werden, welche funktionellen Gruppen Uberhaupt auf der
Partikeloberflache vorkommen kdénnen. Zunachst sind dies die Seitengruppen der
Polymerketten, im Fall von p(MMA-co-AUPDS) also Methoxy-, Methyl-, und [(Undecanoyl-

oxy)-phenyl]-dimethylsulfonium-Gruppen. Ausserdem finden sich als Endgruppen der
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Ketten die Reste des verwendeten Initiators. Im Fall des verwendeten AIBA sind dies 2,2-

Dimethylethan-Amidinium-Gruppen.

Von diesen Gruppen besitzen die [(Undecanoyloxy)-phenyl]dimethylsulfonium-Gruppe (im
weiteren Text als Sulfonium-Gruppe bezeichnet) und die Amidinium-Funktion eine positive
Ladung. Das positive (-Potential der p(MMA-co-AUPDS)-Partikel kann daher von den
positiven Ladungen beider Gruppen verursacht werden. Die Messung des
Oberflachenpotentials ermdéglicht also keine getrennte Bestimmung beider Funktionen auf
der Oberflache.

Um die Menge der Sulfonium-Gruppen auf der Oberflache zu bestimmen, wird
ausgenutzt, dass der aktivierte Dimethylsulfoniumphenoxy-Ester basenkatalysiert bei
Raumtemperatur hydrolysiert werden kann'"®. Die entstandene Carbonséure I&sst sich
durch Deprotonierung in eine negativ geladene Carboxylat-Funktion Gberfihren. Wird die
Deprotonierung bei einem pH-Wert von 7,5 duchgefihrt, sind die Amidinium-Gruppen
weiterhin positiv geladen (pKsamiginum-cruppen=_ 11-12,5 ['*®"#") " Die positiv geladenen

Sulfonium-Gruppen werden so durch eine negative Gruppe ersetzt.

) H,0
_S+ /\
oE OH
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Abbildung 5-35 Methyl- und Aktivester auf der Oberflache von p(MMA-co-AUPDS)-
Partikeln. Beide Carbonsaureester konnen durch Hydroxid-lonen katalytisch hydrolysiert

werden.

Zur Bestimmung der Oberflachenladung der Partikel vor und nach der Hydrolyse wurde
die Methode der Polyelektrolyttitration eingesetzt. Dabei werden Ladungen auf

Oberflachen mit gegensatzlich geladenen Polyelektrolyten titriert. Die Endpunktsbestim-



94

mung des verwendeten Systems erfolgte Uber die Messung des Strdomungspotentials der
Partikel.

Mittels Elementaranalyse wurde ausserdem die gesamte in den Partikeln enthaltene

Surfmermenge bestimmt.

Durchftihrung

Durch Emulsionspolymerisation (Bedingungen s. 5.5.3.1) wurden p(MMA-co-AUPDS)-
Partikel hergestellt. Je 5 mL der gereinigten Latices wurde in 10 mL Phosphatpuffer (pH 8;
Cphosphat = 0,1 mol L'1) Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Die Polymerpartikel
wurden dann durch dreimaliges Zentrifugieren, Verwerfen des Uberstandes und
Redispergieren in Wasser gereinigt. AnschlieBend wurde gravimetrisch der

Feststoffgehalt bestimmt.

Die Polyelektrolyttitration der Partikel mit unhydrolysierter Aktivester-Gruppe wurde mit
300 yL Latex in 15 mL Phosphatpuffer (pH 7,0; C phosphat = 5 mmol L'1) und einer
PDADMAC-L6sung (c = 1,1 mmol L) als Titrant durchgefiihrt. Die Vergleichsmessungen
mit den der Hydrolyse unterworfenen Partikeln wurden mit Phosphatpuffer bei einem pH-

Wert von 7,5 (Cphosphat = 5 mmol L'1) mit einer PES-L6sung (¢ = 1 mmol L'1) durchgeflhrt.

Die Titration der emulgatorfrei hergestellten Partikel PA 0 wurde in Acetatpuffer (c =
5 mmol L") durchgefiihrt.

Erganzend wurde das (-Potential der Partikel in den zu titrierenden Losungen gemessen.

Die gereinigten Latices wurden direkt nach der Herstellung gefriergetrocknet. Der Gehalt
an copolymerisiertem AUPDS wurde mit Elementaranalyse durch Bestimmung des

Schwefelgehalts und "H-NMR Spektroskopie erhalten.

Ergebnisse und Diskussion zur Oberflachenstruktur der p(MMA-co-AUPDS)-
Partikel

Die Ergebnisse der Polyelektrolyttitrationen der Proben PA 0, PA 8 und PA 9 (s. Tabelle
5-11) zeigen, dass mit zunehmender AUPDS-Konzentration in der Eduktmischung der
Emulsionspolymerisation mehr positive Ladungen auf den Partikeloberflachen
copolymerisiert werden. Bei einem Einsatz von 1 mol-% AUPDS bei der Copolymerisation
konnten (48 + 4) ueq positiver Ladung pro Gramm Polymer bestimmt werden. Dieser Wert
steigt auf (95 = 8) peqg/g wenn 3 mol-% AUPDS eingesetzt werden. Ausserdem zeigt der
Vergleich der Ladungsmenge, dass sich nach Hydrolyse der Partikel mindestens genauso
viele negative Ladungen auf den Partikeln befinden, wie vor der Hydrolyse positive

Ladungen anwesend waren.
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Tabelle 5-11 Ergebnisse der Polyelektrolyttitration von p(MMA-co-AUPDS)-Partikeln mit
nicht hydrolysierter und hydrolysierter Aktivester-Funktion.

Probe Ladungsmenge, Ladungsmenge,
(mol-% AUPDS in der Eduktmischung) kationisch anionisch
vor Hydrolyse nach Hydrolyse
/(uealg) /(uealg)
PA O (0 %) 3 £ 15 24 + 3
PA6 (1 %) 48 + 4 67 £ 5
PA 8 (2 %) 71 = 5 80 + 17
PA9 (3 %) 95 + 8 121+ 12

Die Menge an positiven Ladungen auf den Partikeln muss zum Grof3teil von den
Sulfonium-Gruppen des AUPDS stammen, da die Ergebnisse der Titration des emulgator-
frei hergestellten Blindwerts zeigen, dass bei PA 0 lediglich (3 +1,5) yeqg' positive La-

dungen bestimmbar waren.

Die Titration der tber Nacht bei pH 8 behandelten Probe PA 0 ergab, dass sich auf der
Oberflache der AUPDS-frei hergestellten Partikel (24 + 3) yeq negative Ladungen
befinden. Dieser Blindwert wurde z.B. auf hydrolysierte Estergruppen des Methyl-
methacrylats zurickgefiihrt. Allerdings ist die Menge an Anionen, die auf den mit AUPDS
hergestellten Partikeln gebunden ist, fast um den Faktor 3 grofier als die Ladungsmenge

auf den hydrolysierten Partikeln der emulgatorfreien Polymerisation PA 0.

Die Ergebnisse der Titrationen lassen sich zusammengefasst mit folgendem Modell
beschreiben: Auf der Partikeloberflache eines unter Verwendung von AUPDS, MMA und
AIBA hergestellten Partikels befinden sich positiv geladene Sulfonium-Gruppen, ein
geringer Anteil Amidinium-Funktionen aus Initiator-Endgruppen und hydrolysierte oder
nicht hydrolysierte Methacrylsdureester. Wenn 1 mol-% AUPDS und 99 mol-% MMA bei
der Emulsionspolymerisation eingesetzt wurde, ist die titrierbare Ladungsmenge der
Kationen mindestens zu 90 % auf die Anwesenheit von Sulfonium-lonen zurtickzufihren.
Diese Aussage konnte durch Bestimmung der Amidinium-Ladungsmenge auf Emulgator-

frei herhestellten pMMMA-Partikeln gewonnen werden.
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Berechnung der Oberflachenladungsdichte

Aus den zusammengefiihrten Ergebnissen der Polyelektrolyttitration und der
dynamischen Lichtstreuung kann die Ladungsmenge pro Flacheneinheit der Partikel
berechnet werden. Dazu wird die Oberflaiche der Partikel aus dem mittleren

hydrodynamischen Durchmesser und dem Feststoffgehalt der Latices ermittelt.

Die Flache auf den Partikeln ist dabei durch einfache geometrische Berechnungen
zuganglich. Die Oberflache von n gleich groRen kugelformigen Partikeln lasst sich mit (Gl.
20) berechnen. Wird die Partikelanzahl n durch (Gl. 21) berechnet, so gelangt man unter
Verwendung der Partikeldichte o (Gl. 22) zur (Gl. 23) fur die Partikeloberflache O. Der in
dieser Gleichung einzusetzende Partikelradius r ergibt sich aus der Halfte des

Durchmessers dp, s der dynamischen Lichtstreuung.

O=n-4rz-r? (Gl. 20)
O = Oberflache von n Partikeln /(m3g™)

n = Partikelanzahl (g™")
r = Partikelradius /m

ne_V3 (GI. 21)
4.7-r3
V =Volumen der Partikel /(m3g™")

s=m (Gl. 22)
Vv

& =Dichte der Partikel /(gmL™")
m =Masse der Partikel /g

o=—= (Gl. 23)

Die berechneten Oberflachengroflen und Oberflachenladungsdichten sind in Tabelle 5-12
aufgefihrt. Der Vergleich der Ergebnisse zeigt, dass die AUPDS-haltigen Partikel
Oberflachen zwischen 35,5 m2 g™ und 40,4 m? g™ besitzen. Werden die Ladungsmengen
der positiven Sulfonium-Gruppen fir die Berechnung der Oberflachenladungsdichte
zugrundegelegt, ergeben sich fur die mit 1 % bis 3 % AUPDS hergestellten Partikel

Oberflachenladungsdichten zwischen 0,8 - 10" und 2,4 - 10'® Ladungen pro m?.
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Tabelle 5-12 OberflachengréfRe und Oberflachenladungsdichten der Polymerpartikel aus

PA 0, PA 6, PA 8 und PA 9. Als Ladungsmenge wurde die Menge an positiven Ladungen

eingesetzt, die mit Polyelektrolyttitration bestimmt wurde.

Probe Radius Ladungen Oberflache Ladungen Flache Belegung
pro Masse pro Flache pro Ladung der Flache
/nm l(ueq g™) /(m?g™) [(m™) /(nm?) (%)
PAO 350 3 6,7 3,3-10" 3,3 5'
PA 6 66 48 35,5 8,1-10" 1,24 292
PA 8 60 71 39,1 1,2-10" 0,92 39°2
PA 9 58 95 40,4 2,4-10" 0,70 512

1

Grundflache

Berechnet mit einem Flachenbedarf von 0,43 - 0,43 nm = 0,18 nm? fiir eine Amidinium-

2 Berechnet mit einem Flachenbedarf von 0,6 - 0,6 nm = 0,36 nm? fiir die AUPDS- Grundflache

Die Kalkulation des Kehrwerts der Oberflachenladungsdichte fiihrt zu der Flache, die

einer ladungstragenden Gruppe zur Verfugung steht. Fir die Sulfonium-Gruppen auf der
Partikeloberflache ergeben sich mit steigendem AUPDS-Gehalt Werte von 1,24 nm? bis
0,7 nm?. Durch Addition der Bindungsldngen wurde fiir die AUPDS-Funktion eine
Grundflache von 0,6 nm - 0,6 nm berechnet (s. Abbildung 5-36). Dieser Wert dient als

Minimalwert des AUPDS-Flachenbedarfs. Wenn dieser Minimalwert den Berechnungen

fur die Oberflachenbelegung zugrunde gelegt wird, ergibt sich das Bild, dass 29 % bis 51-

% der Partikeloberflache von den Surfmer-Resten eingenommen wird.

Im Vergleich dazu betragt die Oberflachenbelegung der tensidfrei hergestellten Partikel

PA 0 mit Initiatior-Endgruppen lediglich 5 %. Dabei wurde fur die Flache einer Amidinium-

Funktion anhand geometrischer Abschatzungen ein Wert von 0,18 nm? zugrundegelegt.
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0,6 nm * 0,6 nm = 0,36 nm?
Abbildung 5-36 Geometrisches Modell zur Berechnung des AUPDS-Flachenbedarfs auf
der Partikeloberflache. Die Ausdehnung des Molekils wurde anhand der Bindungslangen

und Kovalenzradien abgeschatzt.

Der Vergleich der berechneten Oberflachenladungsdichten zeigt zweierlei: Einerseits ist
die Oberflachenladungsdichte der mit AUPDS hergestellten Partikel 6- bis 10-mal gréRer
als die des Blindwerts, der lediglich durch die Amidinium-Reste des Initiators (AIBA)
stabilisiert wird. Andererseits ist der mit Polyelektrolyttitration bestimmte Anstieg des
Aktivester-Gehalts bei erhdhtem AUPDS-Einsatz in der Emulsionspolymerisation nicht
alleine auf eine vergrélerte Oberflache der Copolymere zurlckzuflhren, parallel zur
Vergrolkerung der Partikeloberflache steigt auch die Belegung der Partikeloberflache mit

Sulfonium-Gruppen von ca. 30 % auf 50 % an.

Der aus dem geometrischen Platzbedarf des AUPDS abgeschatzten Oberflachen-
belegung der Partikel stehen die Ergebnisse des tensiometrisch bestimmten Adsorptions-
parameter as gegenulber. An der Luft/Wasser-Grenzflache stehen einem AUPDS-Molekil
1,42 nm? zur Verfigung (s. Tabelle 5-4, S. 48). Verglichen mit diesem Wert waren die
Sulfonium-Gruppen auf der Oberflache von PA 6, PA 8 und PA 9 dichter gepackt als an
der Luft/Wasser-Grenzflache. Fir einen genauen Vergleich der AUPDS-Packungsdichte
an der fest/flissig-Grenzflache der Partikel und der Luft/\WWasser-Grenzflache misste as in
Abhangigkeit der Temperatur gemessen werden, da die Emulsionspolymerisation bei
60 °C stattfindet, die Adsorptionsparameter aber bei Raumtemperatur gemessen wurden.
Da die Oberflaichenspannung mit ansteigender Temperatur linear abnimmt!™®, steigt as
gleichzeitig an (s. Gl. 8 u. Gl. 9, S.27). Damit sind die fur Raumtemperatur geltenden

Werte fir as Mindestwerte.

Weiterhin besteht die Mdglichkeit, dass die Partikel eine sogenannte ,behaarte® Struktur

besitzen und sich Surfmermolekiile nicht nur auf einer Flache, sondern auch in den Raum
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um die Partikel ausdehnen. Solch eine Struktur wird beispielsweise von DE LAS NIEVES flr

die Copolymerisation von Styren und Natrium-Styrensulfonat gefunden!"*.,

Um die Struktur der Partikeloberflache detaillierter zu beschreiben, waren noch weitere

Untersuchungen (z.B. Réntgenkleinwinkelstreuung) erforderlich.

Vergleich der Polyelektrolyttitrations-Ergebnisse mit den Daten der Elementar-

analyse

Um die gesamte in den p(MMA-co-AUPDS)-Partikeln enthaltene Surfmermenge zu
bestimmen, wurde der Schwefelgehalt der Proben PA 1, PA 6 und PA 8 bis PA 11 durch
Elementaranalyse ermittelt. Da zwischen dem Schwefelgehalt der Partikel und der
Surfmer-Molalitdt ein linearer Zusammenhang besteht, kann aus den Ergebnissen der

Elementaranalyse die AUPDS-Molalitat baupps berechnet werden.

Um quantitativ zwischen der Gesamtmenge des copolymerisierten AUPDS und der
Menge der titrierbaren Aktivester-Gruppen auf der Partikeloberflache zu unterscheiden,

wurden zusatzlich die Daten der Polyelektrolyttitration in Tabelle 5-13 zusammengefasst.

Tabelle 5-13 Mit Polyelektrolyttitration und Elementaranalyse bestimmte AUPDS-
Wiederfindungsraten der hergestellten p(MMA-co-AUPDS)-Polymerpartikel. Mit caupps

sind die AUPDS-Konzentrationen zu Beginn der Emulsionspolymerisation angegeben.

Probe CauPDS WFRaupps WFRaupps
Polyelektrolyt- Elementaranalyse
Titration
/mol-% 1(%) 1(%)
PA O 0 - n.b.
PA 1 0,1 62 + 30 86 + 32
PA 6 1 51 £+ 5 49 z 2
PA 8 2 40 + 4 68 + 2
PA 9 3 38 + 8 70 £ 1
PA 10 5 36 + 3 73 £ 2
PA 11 8 82 + 6

! Partikel mit negativem ¢-Potential. Keine positiven Ladungen titrierbar.
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Um die Ergebnisse der Elementaranalyse graphisch zu vergleichen, wurde in Abbildung
5-37 die berechnete AUPDS-Molalitat (baupps) der Partikel gegen die maximal mdégliche
Molalitat (baurps max) aufgetragen. Dabei entspricht baupps mex der AUPDS-Molalitat bei
100-%iger Copolymerisation des AUPDS mit dem MMA. Anhand dieser Auftragung zeigt
sich ein linearer Zusammenhang zwischen baupps max UNd baupps. Aus der Steigung der

Ausgleichsgeraden ergibt sich eine mittlere Wiederfindungsrate fiur AUPDS von

(75 £ 5) mol-%.

600

450 -

300

b AuPDS /(umol g")

150

0 150 300 450 600

baupps max. /(pmMol 9-1)

Abbildung 5-37 Mit Elementaranalyse (x) und Polyelektrolyttitration (A) bestimmte
AUPDS-Molalitédt (baupps) der p(MMA-co-AUPDS)-Partikel, aufgetragen gegen die
maximal erreichbare AUPDS-Molalitat (baurps max)- FUr die Ausgleichsgeraden-Steigungen
ergeben sich 0,75 £ 0,05 mit R*=0,9926 (- - -) und 0,37 £ 0,03 mit R = 0,9949 (—). Die

Probenzuordnung ist in Tabelle 5-13 aufgefiihrt.

Die aus der Ausgleichsgeraden-Steigung berechnete mittlere Wiederfindungsrate von
AUPDS betragt bei den Ergebnissen der Polyelektrolyttitration (37 + 3) mol-%. Dieser
Wert ist kleiner als die elementaranalytisch bestimmte Wiederfindungsrate von 75 mol-%.
Der baurps max—abhangige Verlauf der AUPDS-Molalitat zeigt ausserdem, dass sich bei
den Proben PA 1 und PA 6 das gesamte copolymerisierte AUPDS auf der Oberflache der

Partikel befindet und dort mit den Polyelektrolyten bestimmt werden kann.
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Erst ab einer AUPDS-Konzentration von 2 mol-% AUPDS findet sich in den Partikeln mit
Elementaranalyse mehr AUPDS als auch titriert werden kann. Das bei diesen

Konzentrationen copolymerisierte AUPDS liegt demnach auch im Partikelinnern vor.

Ein Grund fur dieses wechselnde Copolymerisationsverhalten kann das Vorhandensein
von Mizellen ab einer AUPDS-Konzentration von 1,2 mol-% darstellen. Durch die
zunehmende mizellare Nukleation kommte es zum Einschluss groRerer Surfmermengen.
Diese Bildung von Homopolymerisaten des Surfmers wird auch fir die mizellare
Nukleation von Lauryl-Allyl-Glyzinat!™®® und Natrium 10-(4-Vinylphenoxy)-Decan-1-

sulfonat® berichtet.

5.5.4 Batch-Copolymerisation von AUPDS und MUPDS mit Styren

Um die Eignung der Aktivester-Surfmere zur Polymerisation mit anderen Comonomeren
zu testen wurden Copolymerisationsexperimente mit Styren und AUPDS unternommen.
Anhand der zur Verfligung stehenden Copolymerisationsparameter (s. Tabelle 5-2) Iasst
sich abschatzen, dass die Copolymerisation der Surfmere ausser mit MMA auch mit
Styren durchgeflhrt werden kann. AuRerdem wurde die Abhangigkeit der Partikelgrofie

von der Surfmerkonzentration untersucht.

Durchfiihrung

Die Emulsionspolymerisationen S 0 bis S7 wurden nach dem in Abschnitt 5.5.3.5
beschriebenen Verfahren durchgefihrt. Fir jede der acht Polymerisationen wurden 2 mL
Styren und 10 mg AIBA eingesetzt. Die zugegebenen Surfmermengen sind in Tabelle
5-14 aufgefihrt.

Zur Anfertigung eines 'H-NMR-Spektrums wurden die Partikel der Probe S 7 durch
Zentrifugieren und Redispergieren gereinigt, anschlielfend gefriergetrocknet und in CDCl;
| TFA-d; (1:15 v/v) geldst.

Tabelle 5-14 AUPDS-Konzentrationen caupps, mittlerer hydrodynamischer Partikel-

durchmesser dps und Partikelanzahl der mit AIBA initiierten Copolymerisation von

Styren und AUPDS.

Probe CAUPDS 100 -

CAUPDS /Cstyren doLs N

/(mmol L™) 1% /nm /L
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Probe CAUPDS 100 -
CAUPDS /Cstyren dpLs Nc
/(mmol L™ 1% /nm /L
SO 0 0 176 + 5 57-10"
S1 1,5 0,3 127+ 3 4,05 - 10"
S2 2,5 0,5 119+ 2 4,93 - 10"
S3 4.0 0,8 107+ 3 6,94 - 10'°
S4 7.4 1,5 104+ 3 7,79 10"
S5 15,0 3,0 93+ 3 1,14 - 10"
S6 24.9 5,0 69+ 4 3,07 - 10"
S7 421 8,5 58+ 3 5,87 - 10"
Ergebnisse

Alle durchgefiihrten Emulsionspolymerisationen S 1 bis S 7 mit Styren und AUPDS
fuhrten zur Bildung von Polymernanopartikeln mit mittleren hydrodynamischen
Durchmessern im Bereich von 58 nm bis 127 nm (s. Tabelle 5-14). Aus der Partikelgrél3e
und dem Feststoffgehalt der Suspension wurde ausserdem die Partikelanzahl N,
berechnet. Die Auftragung von log N. gegen log caurps (Abbildung 5-38) zeigt, dass die
Partikelanzahl mit zunehmender Surfmermenge ansteigt. Die Steigung des Trends nimmt

oberhalb der kritischen Mizellbildungskonzentration zu.

XA
XA

s

i

cmc

10° 107
c /(mol L™)

AUPDS
Abbildung 5-38 Log-Log Auftragung der Partikelanzahl N, gegen die AUPDS-
Konzentration caupps. Die kritische Mizellbildungskonzentration (CMC) des Surfmers ist

durch eine Linie markiert.
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Die Analyse der Polymerpartikel S 7 mit "H-NMR-Spektrometrie liefert das in Abbildung

5-39 gezeigte Spektrum mit folgender Zuordnung der Signale!"*":

'H-NMR (CDCIy/TFA-d+): § = 7,95-7,98 Phenyl-AUPDS, 7,4-7,5 Phenyl-AUPDS, 6,95-7,15

o-Phenyl-Styren, 6,4-6,7 m/p-Phenyl-Styren, 3,87 MeOSOs, 3,2-3,3 -S(Me,)", 2,72 —
C(O)NH-CH,, 1,75-2, a-H Styren, 1,3-1,6 p-H Styren.

10 8 6 4 2 0
5 /ppm

Abbildung 5-39 "H-NMR-Spektrum der gefriergetrockneten p(St-co-AUPDS)-Probe S 7.

Die Gruppe der —S(Me,)" Signale zwischen 3,2 ppm und 3,3 ppm besteht aus vier sich
Uberlagernden Einzelsignalen (3,294 ppm; 3,276 ppm; 3,248 ppm; 2,202 ppm), die
wahrscheinlich durch unterschiedliche Triaden des Copolymers hervorgerufen werden.
Eine genaue Zuordnung der Signale zu den einzelnen Triaden konnte nicht vorgenommen

werden.

Die Probe S 3 wurde ausserdem mittels Rasterkraftmikroskopie untersucht. Die ent-
standene Aufnahme (s. Abbildung 5-40) zeigt eine schmale Partikelgrofenverteilung. Die
aus den Bilddaten gewonnene PartikelgroRenverteilung lasst sich durch eine GAuUss-
Funktion mit einem Mittelwert x von 190 nm und einer Standardabweichung o von 32 nm

beschreiben (R = 0,92127, 150 ausgemessene Partikel).
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0 2 4 pum
Abbildung 5-40 Rasterkraftmikroskopische Aufnahme der p(St-co-AUPDS)-Partikel S 3.
Die Abbildung zeigt Partikel deren Verteilung sich mit einer GAUR-Funktion beschreiben
laRkt (R? = 0,92127, 150 ausgemessene Partikel). Der mittlere Durchmesser der Partikel
betragt 190 + 32 nm.

Diskussion der Ergebnisse zur Copolymerisation der Surfmere mit Styren

Die mit AIBA initiierte Emulsionspolymerisation von AUPDS und Styren lieferte Partikel
mit einem kleineren hydrodynamischen Durchmesser als beim Einsatz von MMA (s.
55.3.5). Dem zu Folge ist die berechnete Partikelanzahl bei gleicher AUPDS-

Konzentration niedriger als N, beim Einsatz von MMA.

Wie in den Uberlegungen zur Partikelnukleation im System p(MMA-co-AUPDS) (s.
5.5.3.3) gezeigt, wird die Partikelanzahl hauptsachlich in der Nukleationsphase der
Polymerisation determiniert. Eine differierende Partikelanzahl lasst sich daher auf ein

unterschiedliches Nukleationsverhalten von MMA und Styren zurickfihren.

Um die Partikelbildung wahrend der Emulsionspolymerisation zu beschreiben,
entwickelten HANSEN, UGELSTAD, FITCH und TsAl (HUFT-Theorie®*'*") das Modell der
homogenen Nukleation. Nach diesem Modell starten die in der wassrigen Phase
gebildeten Initiator-Radikale durch Reaktion mit dem dort vorhandenen Monomer die

Polymerisation. Durch das Wachstum der entstandenen Oligomere kommt es ab einer
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charakteristischen Kettenlange (j) zur Knauelbildung der Ketten und damit zur Bildung

einer Polymerphase.

Die Geschwindigkeit der Partikelentstehung wahrend einer emulgatorfreien Polymeri-

sation kann damit durch (Gl. 24) beschrieben werden.

d(:\\:cj (Gl. 24)
AJ_
TR
N, =Partikelanzahl /L™
N, = Avogadrosche Konstante /mol”’

K, . =Kettenwachstumsgeschwindigkeit in der wassrigen Phase /(L mol™” s )

paq
cyw =Monomerkonzentration in der wassrigen Phase /(mol L'1)

C,e = KonzentrationanRadikalen mit der Kettenlange j. /(mol L
Jerit

Die Konzentration der Oligomere mit der kritischen Kettenlange (j.it) kann dann numerisch
aus den Gleichungen fiir Kettenwachstum und —abbruch berechnet werden!"*!. Aus den
resultierenden Gleichungen ergibt sich, dass die Partikelzahl unter anderem ansteigt,

wenn
- die kritische Kettenlange j. kleiner wird,

- die Sattigungskonzentration des Monomers ¢, in der wéassrigen Phase erhoht wird

oder
- die Kettenwachstumsgeschwindigkeit in der wassrigen Phase k; . grofder wird.

Wird Styren anstelle von MMA homopolymerisiert, werden die Parameter jg, ¢,°* und Kp.aq
(s. Tabelle 5-15) niedriger. Deshalb sollte nach diesem Modell bei der Emulsions-
polymerisation von Styren eine niedrigere Partikelanzahl resultieren als bei Verwendung
von MMA. Der Vergleich mit dem Experiment'®?'*® zeigt aber, dass bei beiden
emulgatorfreien Polymerisationen (T = 80 °C , Initiator KPS) dieselbe Anzahl von Partikeln

entsteht.

Das Modell ist demnach noch unvollstandig und bericksichtigt nicht den Einsatz von
Tensiden, gibt aber dennoch die Grofienordnung der Partikelanzahl und einzelne Trends

befriedigend wieder.
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Tabelle 5-15 Die Nucleation beeinflussende Parameter von Styren und MMA. Die
Angaben entstammen der Literatur** und den darin angegebenen Quellen. k, .4 gilt fiir i

= 3, wobei i die Lange der Polymerkette bezeichnet.

Styren (70 °C) MMA

jcrit 5 10
c.*® /(mmol L™) 5,6 150
Kpaq /(L mol™ s") 480 1300

Die Ergebnisse der Copolymerisation von AUPDS und MMA oder Styren zeigen eine
hdhere Partikelanzahl bei Verwendung von Styren. Der mdgliche Grund fir dieses
Verhalten kénnte die im Vergleich mit MMA niedrigere kritische Kettenlange j.x des
Styrens sein. Dadurch bilden sich die phasenseparierten Nukleationspartikel friiher im
Polymerisationsprozess. Bei gleicher molarer Menge an eingesetztem Monomer bilden
sich so bei der Verwendung von Styren mehr Nukleationskeime als bei der Verwendung

von MMA.

Dies wilrde aber bedeuten, dass der Effekt einer Anderung von ¢,

und Kpaq
Uberkompensiert wird. Hier zeigen sich die Grenzen des HUFT-Modells, in dem die
elektrostatische Stabilisierung der Partikel nur durch die Initiator-Endgruppen stattfindet.
Ein Nukleations-Modell, welches polymerisierbare ionische Tenside bericksichtigt ist

bislang noch nicht fiir die Emulsionspolymerisation entwickelt worden.

5.6 Reaktionen an Aktivestersurfmer-Partikeloberflachen

Nachdem die Reaktivitdt der monomeren Surfmere mit Aminen untersucht wurde (s. 5.3),
soll in diesem Kapitel die Umsetzung von p(MMA-co-AUPDS) mit verschiedenen
aminhaltigen Molekllen betrachtet werden. Fir die Umsetzungen wurden Amine

ausgewahlt, mit denen die Polaritat der Partikeloberflachen verandert werden kann.

5.6.1 Umsetzung mit Ethanolamin und Butylhyadrazid

Durch die Umsetzung von Aktivester-Oberflachen mit Ethanolamin oder Butylhydrazid
sollen Partikel mit Hydroxy- und Alkyl-Oberflache hergestellt werden. Dazu wurden
p(MMA-co-AUPDS)-Partikel mit den Stickstoff-Nukleophilen unter verschiedenen
Bedingungen umgesetzt. Die Analyse der erhaltenen Partikeloberflachen erfolgte mit
Mikroelektrophorese, da die Anderung der oberflichennah gebundenen Funktionen auch

eine Anderung des (-Potentials verursacht.
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Durchfiihrung

Zur Umsetzung von p(MMA-co-AUPDS)-Partikeln mit Ethanolamin oder Butylhydrazid,
wurden 100 uL durch Zentrifugation und Dispergieren in Wasser gereinigter Latex PA 3
(Herstellung s. S. 87ff) mit 900 yL Ethanolamin oder Butylhydrazid-Lésung (¢ = 0,1 —
15 mmol L, s. Tabelle 5-16) versetzt und lber Nacht in EppendorfgefaRen geschiittelt.
Darlber hinaus wurde eine weitere Probe des Latex mit Natriumhydroxid-Lésung (c =
0,01 mol L") umgesetzt. Nach der Durchfiihrung der Reaktion wurden die Partikel
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Sediment in Wasser redispergiert.
Dieser Waschvorgang wurde zweimal wiederholt. Das (-Potential der Partikel wurde

mittels Mikroelektrophorese in Phosphatpuffer bei pH 7,0 bestimmt.

Ergebnisse

Die p(MMA-co-AUPDS)-Partikel, deren Aktivester-Funktionen hydrolysiert wurden
(s.Tabelle 5-16), besitzen unter den Messbedingungen der Mikroelektrophorese ein (-
Potential von — 38 mV. Dieses negative (-Potential wird durch die Ladungen der ent-

standenen Carboxylat-Funktionen hervorgerufen.

Tabelle 5-16 Bedingungen und Analyseergebnisse der Umsetzung von p(MMA-co-
AUPDS)-Partikeln (PA 3) mit Ethanolamin und Butylhydrazid.

Reaktionsmedium C Ethanolamin / Butylhydrazid C-Potential- ¢-Potential-
/(mol L) Ethanolamin’ Butylhydrazid'
/mV /mV
Natriumhydroxid-Losung 0 .38 + 22

(c=0,01 mol L™

Wasser 0,1 27 = 2 16 + 1
1,5 -30 £ 2 10+ 2
15 -34 + 2 3+ 2
Phosphatpuffer pH 7,5 0,15 10 = 1 10 £ 1
1,5 2+ 2 4 + 1
15 19+ 2 2+ 1
Phosphatpuffer pH 8,0 0,15 4+ 1 5+ 1

1,5 -10 = 1 0

I+
N
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Reaktionsmedium C Ethanolamin / Butylhydrazid Q-Potential- C-Potential—
/(mol L) Ethanolamin’ Butylhydrazid'
/mV /mV
15 23+ 2 5+ 2

' gemessen in Phosphatpuffer, pH 7,0 (Cphosphai=0,05 mol L™)

2 Umsetzung erfolgte nur mit Natriumhydroxid-Losung.

Fir die mit Ethanolamin umgesetzten Polymerpartikel ergeben sich je nach den
Reaktionsbedingungen Potentiale zwischen — 2 mV und — 34 mV. Der niedrigste Wert
dieser Messreihe wurde bei den Reaktionsprodukten gemessen, die aus der wassrigen
Umsetzung der Partikel mit der konzentriertesten Ethanolamin-Lésung (15 mmol L)
stammen. Bei diesen Reaktionsbedingungen werden demnach Partikel gewonnen, bei

denen die Aktivester-Funktionen auch in Carbonsaure-Funktionen umgewandelt werden.

Wird die Reaktion stattdessen mit einer 10-fach vedlnnteren Ethanolamin-Losung in
Phosphatpuffer bei einem pH-Wert von 7,5 durchgefuhrt, erhdlt man Partikel die ein -
Potential in der Nahe des Ladungsnullpunkts besitzen. Dieses Verhalten lasst sich
dadurch erklaren, dass die positiv geladenen Aktivester-Funktionen auf der
Partikeloberflache bei diesen Bedingungen wie beabsichtigt in ladungsneutrale 2-

Hydroxyethyl-Gruppen tberflhrt wurden.

Bei Butylhydrazid werden sowohl bei Reaktion in Wasser (Cautyinydrazia = 15 mmol L'1) als
auch in den verwendeten Puffern Partikel mit einem (-Potential von =5 mV bis + 5§ mV
erhalten. Bei der Reaktion der verdinnteren Hydrazid-Losungen mit den Partikeln in
Wasser werden Potentiale von 10 mV bis 16 mV gemessen, was durch noch auf der
Oberflache vorhandene Sulfonium-Gruppen erklart werden kann. Aus diesem Gund kann
auch nicht entschieden werden, ob bei den Versuchen in ungepuffertem Medium
Butylhydrazid kovalent auf der Partikeloberflache gebunden wurde oder ob sich die
Ladung der aus Hydrolyse entstandenen Carboxy-Funktionen und der Sulfonium-
Funktionen des vebliebenen Aktivesters zufallig kompensieren. Diese zufallige
Kompensation kann bei der Reaktion in pH 7,5 oder pH 8,0-Puffer ausgeschlossen
werden, da hier eine vollstdndige Hydrolyse der verbliebenen Aktivester stattfindet (s.
5.6.4.2).

Diskussion der Ergebnisse zur Umsetzung von p(MMA-co-AUPDS) mit Stickstoff-
Nukleophilen
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Aus den Ergebnissen der (-Potentialmessungen ergibt sich, dass die Umsetzung der
p(MMA-co-AUPDS-Partikel mit Ethanolamin bei einem pH Wert von pH 7,5 zur Reaktion
der Aktivester zum N-(2-Hydroxyethyl)amid fihrt. Die Reaktion der Aktivester mit
Butylhydrazid kann hingegen sowohl bei pH 7,5 als auch bei pH 8,0 durchgeflihrt werden.

5.6.2 Umsetzung mit 6-Fluoresceinamin

Durch die Umsetzung der p(MMA-co-AUPDS)-Partikel mit 6-Fluoresceinamin sollen
Polymerpartikel hergestellt werden, die an ihrer Oberflache fluoreszierende Gruppen
besitzen. Im Unterschied zu den rein qualitativen Ergebnissen der (—Potentialmessungen
kann die Menge der immobilisierten Moleklle einfach Uber die Messung der

Fluoreszenzintensitat bestimmt werden.

Durchfiihrung

Zur Immobilisierung von 4-Fluoresceinamin wurden p(MMA-co-AUPDS)-Partikel mit
einem titrimetrisch bestimmten AUPDS-Gehalt zwischen 6 uymol g’ und 204 umol g’

verwendet (s. Tabelle 5-17).

Tabelle 5-17 Zur Immobilisierung von Fluoresceinamin eingesetzte p(MMA-co-AUPDS)-
Partikel und der auf ihnen gebundene Farbstoff-Gehalt bryoresceinamin- Die AUPDS-Molalitat
baueps in den Partikeln wurde durch titrimetrische Bestimmung der Aktivester-Gruppen
ermittelt (s. Tabelle 5-13, S. 99).

Probe bauPps Drivoresceinamin Ausbeute
immobilisiert (bFIuoresceinamin /
bAUPDS)'100
/(umol/g) /(umol/g) 1%
PA Q' n.b. 0,1+0,08 -
PA 1 6+ 2 0,8+ 0,14 13,3 £ 2,1
PA 6 47 + 2 1,0 £ 0,16 21 + 0,3
PA 8 71+5 3,0+ 0,2 42 + 0,3
PA 10 139 + 12 84+ 04 6,0 £ 0,3
PA 11 204 + 14 96+ 0,6 47 + 0,3

' Die Probe PA 0 wurde mit der gleichen Fluoresceinamin-Menge umgesetzt wie PA 11.



110

Zunachst wurden aus den Stammlatices der Partikel-Suspensionen in Phosphatpuffer
(Cphosphat = 0,01 mol L™, pH 7,5) hergestellt, die einen Feststoffanteil von 0,25 Gew.-%
besitzen. Zu den so hergestellten und in lichtgeschitzten Eppendorfgefallen
gehandhabten Suspensionen, wurde ein zweifacher Uberschuss (berechnet anhand von

Waupps) einer wassrigen 6-Fluoresceinamin-Lésung (c = 25 umol L) gegeben.

Die Partikelsuspensionen wurden (ber Nacht bei Raumtemperatur geschittelt und
danach durch mehrfaches Zentrifugieren und Redispergieren der Partikel in Wasser
gereinigt. AbschlieRend wurden die Partikel in Phosphatpuffer (Cphosphat = 5 mmol L -1 pH

7,0) redispergiert und aliquotiert.

Ergebnisse

Die Ergebnisse der Fluoreszenzmessungen (s. Tabelle 5-17 und Abbildung 5-41) zeigen,
dass das 6-Fluoresceinamin auf den p(MMA-co-AUPDS)-Partikeln gebunden wird. Mit
steigender AUPDS-Molalitat in den Partikeln steigt auch die 6-Fluoresceinamin-Molalitat
von 0,8 ymol g™ auf 9,6 umol g”. Die berechnete sigmoidale Ausgleichsfunktion besitzt
einen oberen Grenzwert fiir von (9,6 + 0,6) umol g™ (R? = 0,9958).

104 .
e X
L
8 R
‘T@
5
£ 67
2
g 4
o o]
x X
0 T T T T T T T T T
0 50 100 150 200

-1
bauros /(HMol g7)

Abbildung 5-41 Verlauf der Fluoresceinamin-Molalitdt bgyeresceinamin iN Abhangigkeit der
Surfmer-Molalitat baypps in den untersuchten p(MMA-co-AUPDS)-Partikeln. Die p(MMA-
co-AUPDS)-Partikel mit unterschiedlicher Surfmer-Molalitdt wurden bei einem pH Wert
von 7,5 Uber Nacht mit 6-Fluoresceinamin-Losung umgesetzt. bryoresceinamin WuUrde durch
Fluoreszenzmessungen bestimmt. Die sigmoidale Ausgleichsfunktion besitzt einen
oberen Grenzwert von (9,6 + 0,6) umol g™ (R2 = 0,9958).
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Der Vergleich der Analyseergebnisse fir die Proben PA 10 und PA 11 zeigt allerdings,
dass ein Anstieg der titrierbaren AUPDS-Molalitat von 139 pmol g™ auf 204 pmol g keine

signifikante Veranderung der immobilisierten Farbstoffmenge nach sich zieht.

Die aus den Ergebnissen der Fluoreszenzmessungen und der AUPDS-Molalitat
berechneten Ausbeuten fur die Reaktion von 6-Fluoresceinamin mit AUPDS befinden sich

im Bereich zwischen 2,1 mol-% und 13,3 mol-%.

Diskussion der Ergebnisse zur Fluorescinamin-Immobilisierung

Die Ergebnisse der Immobilisierungsversuche bestatigen die Reaktiviat der
oberflachengebundenen Aktivester-Funktionen mit Stickstoff-Nukleophilen. Die Ausbeute
dieser Reaktion ist allerdings bei allen untersuchten p(MMA-co-AUPDS)-Partikeln
niedriger als 14 %. Diese niedrigen Ausbeuten kdonnen durch weitere Optimierung der

Reaktionsbedingungen sicherlich noch verbessert werden.

Der sigmoidale Verlauf der Fluoresceinamin-Molalitat in Abbildung 5-41 kdnnte durch die
immer dichter werdende Belegung der Partikeloberflache mit steigender AUPDS-Molalitat
begriindet sein (s. Tabelle 5-12). Zuerst steigt broresceinamin Mit der zunehmenden AUPDS-
Menge an um dann bei Erreichen einer dichten Packung von Aktivester-Gruppen einen
konstanten Wert anzunehmen. Zur Immobilisierung von 6-Fluoresceinamin auf AUPDS-
Partikeln ist es aufgrund des sigmoidalen Kurfen-Verlaufs nicht notwendig Partikel zu
erzeugen, die eine AUPDS-Molalitat > 200 pymol g™ aufweisen um die maximale Menge

an 6-Fluoresceinamin zu bindenl'*.
5.6.3 Immobilisierung von Streptavidin

Nachdem bewiesen wurde, dass die neuen Aktivester-Surfmere einerseits mit
Streptavidin reagieren und sie anderseits auf der Oberflache der Polymerpartikel
einpolymerisiert werden, soll in diesem Teil der Arbeit untersucht werden, ob das
Streptavidin durch die Aktivester-Funktion im Copolymerpartikel kovalent auf der

Partikeloberflache immobilisiert werden kann.

Um die Immobilisierung von Streptavidin zu untersuchen wurden p(St-co-AUPDS)-
Partikel hergestellt, gereinigt und bei einem pH-Wert von 7,5 mit Streptavidin umgesetzt.
Der auf den Partikeln immobilisierte Teil des Streptavidins wurde durch Titration mit
Biotin-4-Fluorescein quantifiziert''®'%51%¢]. Bej dieser Titration bildet das Biotin-4-
Fluorescein einen stabilen (Affinitatskonstante SAv/Biotin, K, = 2,5 10" L mol™ ** bzw.
bei immobilisiertem SAv, K,=1,1-10" (L mol”) ") fluoreszenzinaktiven 1:1-Komplex
mit je einem Streptavidin-Monomer. Bei einer Biotin-4-Fluorescein-Zugabe, die Uber den

Aquivalenzpunkt hinausgeht, kommt es zu einem Anstieg der Fluoreszenzintensitat.
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Durchfiihrung

Aus 100 mg (0,2 mmol) AUPDS, 10 mg (0,04 mmol) AIBA, 2,0 mL (17,2 mmol) Styren
und 30 mL Wasser wurden nach der Vorschrift in 5.5.3.1 (S. 69ff) zwei Polymerpartikel-
Suspensionen hergestellt und gereinigt. Je 10 uL dieser gereinigten Losungen wurden in
970 uL Phosphatpuffer (Cphosphat = 10 mmol L', pH 7,5) gegeben und nach Zugabe von 20
uL Streptavidin-Lésung (csay =13,4 umol L") 12 h bei Raumtemperatur geschiittelt.
Danach wurden die Polymerpartikel aus der Reaktions-Mischung durch Zentrifugation
abgetrennt und in Phosphatpuffer (cphosphat = 10 mmol L7, pH 7,0) dispergiert. Nach
zweimaligem Wiederholen des Zentrifugierens und Dispergierens wurde die
Partikelsuspension aliquotiert und mit Biotin-4-Fluorescein-Lésung (¢ = 1,34 umol L™)
titriert. Ausserdem wurde der Uberstand aus der Reaktion mit Streptavidin aliquotiert und
ebenfalls mit Biotin-4-Fluorescein titriert. Als Referenzprobe wurden dartiber hinaus 20 pL
Streptavidin-Lésung (csay =13,4 pmol L") titriert. Die Messung der einzelnen
Fluoreszenzintensitaten erfolgte parallel mit einem fur wellplates geeigneten

Fluoreszenzspektrometer.

Ergebnisse

Die Fluoreszenzmessungen (s. Abbildung 5-42) zeigen, dal} die Fluoreszintensitat der mit
Streptavidin umgesetzten p(St-co-AUPDS)-Partikel bis zu einem ngiotin-4-Fluorescein/Nsay Ver-
haltnis von 3:1 (mol/mol) konstant blieb. Wurde weiteres Biotin-4-Fluorescein zutitriert,
stieg die Fluoreszenzintensitat linear an. Fir die Titration der Streptavidin-Probe wurde
ein sehr ahnlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitat beobachtet. Der Anstieg der
Fluoreszenzintensitat mit Npiotina-Fiuorescein 1St bei der Streptavidin-Probe flacher als bei
Titration der mit Streptavidin umgesetzten p(St-co-AUPDS)-Partikel. Der Verlauf dieser
Titrationskurven wird durch die von Streptavidin ausgeléste Fluoreszenzléschung
hervorgerufen. Erst wenn alle Biotin-4-Fluorescein-Bindestellen des Proteins komplexiert
sind kommt es zu einem Anstieg der Fluoreszenzintensitdt. Das experimentell
bestimmbare molare Verhaltnis von Biotin-4-Fluorescein und SAv befindet sich dabei je
nach Reinheit und Denaturierungsgrad des Proteins im Bereich von 3:1 bis 4:1'%8. Der
Verlauf der Titrationskurve der mit Streptavidin umgesetzten p(St-co-AUPDS)-Partikel

belegt damit die Protein-Immobilisierung auf dem hergestellten Latex.
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Abbildung 5-42 Titrationskurven von p(St-co-AUPDS)-Partikeln mit Biotin-4-Fluorescein.
Die graphische Auswertung der Ausgleichsgeraden-Abstande ergibt, dald pro 1 g p(St-co-
AUPDS)-Partikel (28 £ 5) mg bzw. (500 + 90) nmol Streptavidin-Tetramer immobilisiert

werden.

Sowohl bei der Titrationskurve des Uberstands der Partikel-Umsetzung, als auch bei den
Fluoreszenzdaten der reinen Biotin-4-Fluorescein-Losung, wurde ein linearer Anstieg der
Fluoreszenzintensitat mit zunehmender Ngistin-4-Fluorescein DEObAachtet. Dieser Kurvenverlauf
zeigt, dal in der walirigen Phase des Latex, nach Umsetzung der Partikel mit SAv, kein

Protein mehr bestimmbar ist.

Die graphische Auswertung der Ausgleichsgeraden-Abstande ergibt, da® pro 1 g p(St-co-
AUPDS)-Partikel (28 = 5) mg bzw. (500 £ 90) nmol Streptavidin-Tetramer immobilisiert
werden.

Wenn zusatzlich mit Hilfe des Durchmessers von (106 £ 3) nm die Oberflache der p(St-
co-AUPDS)-Partikel Gber (Gl. 23) (s. S. 96) berechnet wird, erhalt man fiir die von einem

Streptavidin-Tetramer belegte Flache einen Wert von (160 + 20) nm?2.
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Abbildung 5-43 RASMOL® Darstellung der Quartérstruktur eines Streptavidin-Tetramers.

Diskussion der Ergebnisse zur Streptavidin-Immobilisierung

Von HENDRICKSON et al. wurde durch anormale Streuung von Synchrotron-Strahlung fiir
das Streptavidin-Tetramer (Abbildung 5-43) eine Ausdehnung von 5,4 nm x 5,8 nm x 4,8

nm bestimmt!'2",

Aus diesem Messergebnis kann man einen Flachenbedarf fiir ein SAv-Tetramer von
26 nm? bis 31 nm? bestimmen. Zusatzlich wurde von WANG durch 2D-Kristallisation von
Streptavidin bei einem pH-Wert von 8,0 ein Flachenbedarf von 33,61 nm? bestimmt!".
Wenn dieser Flachenbedarf zugrunde gelegt wird, ergibt sich mit einem Verhaltnis von
160 nm? pro Tetramer auf der Partikeloberfliche eine Belegung von ca. 21 %. Die
Streptavidin-Molekule sind demnach auf den Partikeln weniger dicht gepackt als bei der
2D-Kistallisation.

Tabelle 5-18 Vergleich unterschiedlicher Streptavidin-Beads und —Nanopartikel

(Literaturverweise auf ungeprifte Herstellerangaben).

Hersteller Produkt Durch-  Biotin-Bindekapazitat
messer
/um /(pmol mg™)
Active Motif (Carlsbad, USA) Catalog # 29009/29010 k.A. 4000
Eigene Herstellung p(St-co-AUPDS) 0,16 2000 * 360
Pierce (Rockford, USA) MagnaBind™ # 21344 1-4 1640(°°!

New England Biolabs, Inc. #S1420S 1 1000!"¢"
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Hersteller Produkt Durch-  Biotin-Bindekapazitat
messer
/um /(pmol mg™)
(Beverly USA)
Dynal (Oslo, Norwegen) Dynalbeads™ M-280 2,8 700-1000!"¢2
Novagen (Madison, USA) MagPrep™ # 70716-3 1 40063

Um die SAv-Menge und damit die Biotin-Bindekapazitat der Partikel bewerten zu kénnen,
wurde mit den Bindekapazitaten kommerziell verfigbarer Partikel verglichen (s. Tabelle
5-18). Der Vergleich zeigt, dass die p(St-co-AUPDS)-Partikel mit (2000 + 360) pmol mg™
Biotin-Bindekapazitat eine hohe Bindekapazitat besitzen, die lediglich von den ,Active

Motive“-Partikeln Ubertroffen wird.

5.6.4 Hydrolysestabilitat der Aktivester-Partikel auf p(St-co-AUPDS)-
Oberflachen

Neben der Untersuchung der Reaktivitat der Aktivester-Gruppen in p(MMA-co-AUPDS)-
und p(St-co-AUPDS)-Partikeln und ihrer Verteilung in und auf den Partikeln, ist die
Lagerfahigkeit der hergestellten Latices von entscheidender Bedeutung. Wobei diese

Eigenschaft durch die Hydrolysestabilitat der Aktivester gekennzeichnet ist.

Ausserdem spielt die Hydrolysestabilitdt dieser Gruppen eine wichtige Rolle bei der
Auswahl der geeigneten Reaktionsbedingungen, um den Aktivester mit einem Nukleophil

umzusetzen.

Im Folgenden soll daher sowohl die Lagerbestandigkeit der Latices bei verschiedenen
Temperaturen als auch die Hydrolyse der Aktivester bei unterschiedlichen pH-Werten

untersucht werden.

5.6.4.1 Stabilitat des Latex-Rohprodukts

Um die Reaktiosgeschwindigkeit der Aktivester-Hydrolyse an p(St-co-AUPDS)-Latices bei
unterschiedlichen Temperaturen zu bestimmen, wurden frisch hergestellte Polymer-
partikel zum einen bei Raumtemperatur (25 °C) und zum anderen bei 6 °C aufbewahrt
und in regelméRigen zeitlichen Abstidnden mit Remazolblau titriert'®. Die

Endpunktsbestimmung erfolgte dabei mit Isothermaler-Titrations-Mikrokalorimetrie (ITC).



116

Zur Validierung der ITC-Methode wurde ausserdem unpolymerisiertes AUPDS mit
Remazolblau titriert. Dadurch konnte die Reaktionsenthalphie der Hydrolyse-Reaktion

bestimmt werden und die Aktivester-Hydrolyse auf den Partikeln quantifiziert werden.

Durchfiihrung

Durch Emulsionspolymerisation (s. 5.5.3.1 S.69ff.) von 1,8 g (17,2 mmol) Styren und 101
mg AUPDS (0,2 mmol) in 30 mL Wasser mit 10 mg AIBA als Initiator, wurden p(St-co-
AUPDS)-Partikel bei 60 °C in 2 h hergestellt. Die so erhaltene Latexsuspension wurde
durch Zentrifugieren, Verwerfen des Uberstands und Redispergieren des Polymers in

Wasser gereinigt. Der Feststoffgehalt des gereinigten Latex betrug 4,6 wt-%.

Fur die Kalorimetrie-Messungen wurden zunachst 0,8 mL AUPDS-Lésung (pH 7,5;
Phosphatpuffer, Cprosphat = 0,01 mol L™ caupos = 199 pmol L") in ein 1mL
Edelstahlreaktionsgefal® gefullt und 25-mal mit 3 yL Remazolblau-Lésung (pH 7.5;
Phosphatpuffer, Cphosphat = 0,01 Mol L™ Cremazobiau = 6,09 mmol L) titriert. Die Titrant-

Zugabe erfolgte in Abstanden von 12 Minuten.
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Abbildung 5-44 Ergebnisse der Titration von AUPDS mit Remazolblau bei 25 °Cl'%. (A)
Gemessene Warme-Leistung P in Abhangigkeit der Zeit. (B) Aus (A) berechnete
Warmemenge qos pro mol Titrant, aufgetragen gegen das Konzentrationsverhaltnis von
Remazolblau und AUPDS.

Fur die Titration der p(St-co-AUPDS)-Partikel wurde eine Suspension mit einer Aktivester-
Konzentration von 760 pymol L™ in Phosphatpuffer (pH 7,5; Cphosphat = 0,01 mol L™ Caupps =
199 pmol L") hergestellt. 0,8 mL dieser Suspension wurden mit einer ebenfalls

phosphatgepufferten Remazolblau-Lésung (c = 10 mmol L") titriert. Dazu wurde in
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Abstanden von 13,5 Minuten 30-mal 4 uL Remazolblau zur vorgelegten Suspension titriert
(s. Abbildung 5-45).

Aus den erhaltenen Leistungs-Rohdaten der Titrationskalorimetrie wurden sowohl die
Warmemengen pro mol Titrant als auch die Titrationskurven berechnet. Aus der Form der
Titrationskurven lassen sich die Parameter (4H, K,) der beobachteten Bindungsreaktion

berechnen!®>1671,

Um die Temperaturabhangigkeit der Aktivesterhydrolyse zu untersuchen, wurden zwei
Aliquote des gereinigten Latex bei 25 °C in einem Wasserumlaufthermostaten, bzw. im
Klhlschrank bei 6 °C aufbewahrt. Innerhalb von 27 Tagen (s. Abbildung 5-46) wurden
beiden Aliquoten insgesammt 13 Proben entnommen, deren Aktivester-Konzentration
durch Titration mit Remazolblau bestimmt wurde. Die dazu verwendete Methode und die
eingesetzten Konzentrationen sind identisch mit der fir die Titration von p(St-co-AUPDS)

beschriebenen Parametern.
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Abbildung 5-45 Ergebnisse der Titration von p(St-co-AUPDS) mit Remazolblau bei 25 °C
['e4 (A) Gemessene Warme-Leistung P in Abhangigkeit der Zeit. (B) Aus (A) berechnete
Warmemenge qos pro mol Titrant, aufgetragen gegen das Konzentrationsverhaltnis von
Remazolblau und AUPDS.
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Ergebnisse und Diskussion zur mikrokalorimetrischen Untersuchung der

Aktivester-Hydrolyse

Die erhaltenen Daten der Titration von AUPDS und p(St-co-AUPDS)-Partikeln (s. Tabelle
5-19) zeigen, dass es sich bei der Reaktion der Aktivester-Funktion mit Remazolblau um

eine exotherme Reaktion handelt.

Tabelle 5-19 Reaktionsenthalpien AH, Affinitdtskonstanten K, und Konzentrationen der
reaktiven Aktivester-Gruppen c;. Die Werte wurden aus den mit ITC bestimmten

Warmemengen der Reaktion mit Remazolblau berechnet.

Probe Ka/(10*L mol™)  AH /(kJ mol")  cs/(umol L)
p(St-co-AUPDS)-Latex 9,6+0,9 -38,8 + 2,1 760 + 40
AUPDS 6,5+0,3 -32,1+14 199 + 12

Abbildung 5-44 zeigt die zeitabhangige Leistung P und die durch Integration und
Normalisierung berechnete Warmemenge qops fir die Titration von AUPDS mit
Remazolblau. Mit der Annahme, dass es sich bei der Reaktion der beteiligten
Verbindungen um eine 1:1-Reaktion handelt, kann fiir die Reaktionsenthalpie AH ein Wert
von —(32,1 + 1,2) kJ mol™ und fiir die Bindungskonstante K, ein Wert von 65000 + 3000

L mol ' berechnet werden.

Die analogen Berechnungen liefern fur die Titration der p(St-co-AUPDS)-Partikel eine
Reaktionsenthalpie AH von —(38,8 + 2,1) kJ mol™" und ein Wert fiir K, von (9,6 + 0,9) - 10*
L mol™ (s. Tabelle 5-19).

Die Ergebnisse der Titrationen, mit denen die zeit- und temperaturabhangige Hydrolyse
der Aktivester-Gruppen bestimmt wurde, sind in Abbildung 5-46 aufgefuhrt. Die
Ergebnisse zeigen, dass bei 6 °C und 25 °C eine Hydrolyse der Aktivester-Funktionen der
p(St-co-AUPDS)-Partikel stattfindet. Bei 25 °C wurde nach 9 Tagen 50 % der AUPDS-
Reste hydrolysiert. Wird der Latex dagegen bei 6 °C aufbewahrt, werden Uber den
gleichen Zeitraum 93 % der reaktiven Gruppen erhalten. Aus diesen Daten wurden
Halbwertszeiten der Aktivester-Menge von 9 Tagen fiir die Aufbewahrung bei 25 °C und

von 65 Tagen bei 6° C berechnet.
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Abbildung 5-46 Mit ITC bestimmte Konzentrationen der reaktiven Aktivester-Gruppen cs

auf p(St-co-AUPDS)-Partikeln bei Aufbewahrung des Latex bei 25 °C (¢) und 6 °C (X).

Die Korrelationskoeffizienten der linearen Ausgleichsgeraden betragen rg-c = 0,975 und
lo5°c = 0,910

Die Ergebnisse der ITC zeigen, dass die Zahl der Aktivester-Gruppen auf den
Polymerpartikeln durch Titration mit Remazolblau bestimmbar ist, und dass der gereinigte
Latex durch Aufbewahrung eine Haltbarkeit im Kuhlschrank von mehr als 13 Tagen

besitzt. Wahrend dieser Zeit werden lediglich 10 % des Aktivesters hydrolysiert.

Der lineare Zusammenhang zwischen Reaktionszeit und Produkt-Konzentration weist
darauf hin, dal} es sich bei der Hydrolyse des Aktivesters um eine Reaktion nullter
Ordnung handelt. Bei diesen Reaktionen ist die Reaktionsgeschwindigkeit unabhangig
von der Konzentration der Edukte. Verglechbare Ergebnisse wurden von FITCH und
TARCHA zur Hydrolyse von Polyacrylestern auf der Oberfléche von Kolloiden gefunden!'®.
Die von ihnen untersuchte Hydrolyse von Polyacrylester-Kolloiden ist nullter Ordnung in
Bezug auf die Reaktion der Ester-Gruppen. Dieses Verhalten wurde durch ein Modell
erklart, bei dem sich eine Schale aus entstandenen Saure-Funktionen um den unhydro-
lysierten Kern der Partikel bildet. AuRerdem wurde die Hydrolyse-Kinetik mit dem
katalytischen Effekt der Saure-Gruppen auf den Partikeln erkart.

Bei den p(St-co-AUPDS)-Partikeln konnte sowohl ein katalytischer Effekt der o»-Amido-
Undecansaure-Gruppen als auch die Bildung einer Schale aus diesen Saurefunktionen

um den Partikelkern eine Reaktion nullter Ordnung hervorrufen.
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Neben der Aufbewahrungs-Temperatur, ist der pH-Wert ein wesentlicher Faktor fir die
Geschwindigkeit der Aktivester-Hydrolyse. Die Reaktion des AUPDS mit Wasser wird
durch Hydroxid-lonen oder Protonen katalysiert, wobei die basische Katalyse die Reaktion
starker beschleunigt als die saure. Der optimale pH-Wert zur Aufbewahrung des

Aktivesters liegt deswegen im leicht sauren Bereich.

Die gereinigte p(St-co-AUPDS)-Partikelsuspension, die in diesem Kapitel verwendet
wurde, besitzt einen pH-Wert von 6,3 + 0,2. Durch Absenken des pH-Werts auf pH 5,0
musste sich eine weitere Verbesserung der Hydrolysestabilitat erreichen lassen. Dieser
pH-Wert wird auch zur Aufbewahrung von 4-Fluorobenzolsulfonat-Aktivestern

empfohlent®®.

5.6.4.2 Abhéngigkeit der Hydrolysegeschwindigkeit des partikelgebundenen

Aktivesters vom pH-Wert der flissigen Phase

Fur die Reaktion von aminhaltigen Molekilen mit dem Aktivester der Surfmere ist ein ein
pH-Wert von 7,5 bis 8,5 optimal (s. 5.3.3). Neben dieser Reaktion zum Amid findet aber
auch die Hydrolyse des Dimethylsulfoniumphenyl-Esters zur Carbonsaure oder zum

Carboxylat statt.

Da die Hydrolyse des Aktivesters basenkatalysiert ist, 1auft diese Reaktion schneller ab je
groler der pH-Wert der Reaktionslésung ist. Um den optimalen pH-Wert und die optimale
Reaktionsdauer fir die Aminolyse des Aktivesters auf den Partikeln zu ermitteln, wurden
p(St-co-AUPDS)-Partikel bei pH-Werten zwischen 7 und 9 hydrolysiert. Die Messung des
C-Potentials in Abhangigkeit von der Hydrolysedauer erlaubt dann Rickschlisse auf die

pH-abhangige Hydrolysegeschwindigkeit.

Durchftihrung

p(St-co-AUPDS)-Partikel PS wurden bei pH 7,0, 8,0 und 9,0 im Phosphatpuffer (pH 7,0
und 8,0) oder Borat-Puffer (pH 9,0) hydrolysiert. Es wurden Ansatze bei einer
Hydrolysetemperatur von 6 °C und bei Raumtemperatur (23 °C - 24 °C) durchgefuhrt.
Innerhalb von 29 Stunden wurden je neun Proben entnommen (s. Abbildung 5-47 und
Abbildung 5-48), mit Wasser gewaschen und in Phosphatpuffer pH 7,0 (¢ = 5 mmol L)
redispergiert. Die (-Potentiale der Partikel wurden danach mit Mikroelektrophorese

gemessen.
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Abbildung 5-47 Zeitabhangigkeit des (-Potentials von p(St-co-AUPDS)-Partikeln bei
Aufbewahrung in Puffern mit einem pH-Wert von a) 9,0 b) 8,0 ¢) 7,0. Die Reaktion fand
bei (23,5 £ 0,5) °C statt.
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Abbildung 5-48 Zeitabhangigkeit des (-Potentials von p(St-co-AUPDS)-Partikeln bei
Aufbewahrung in Puffern mit einem pH-Wert von a) 9,0 b) 8,0 ¢) 7,0. Die Reaktion fand
bei (6 + 0,5) °C statt.
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Ergebnisse und Diskussion zur Aktivester-Hydrolyse bei verschiedenen pH-
Werten

Abbildung 5-47 und Abbildung 5-48 zeigen, dass das (-Potential der Partikel bei beiden
Hydrolysetemperaturen mit zunehmender Reaktionszeit abnimmt. Wahrend aber bei einer
Reaktionstemperatur von 6 °C die Hydrolyse im pH 7,0- und pH 8,0-Puffer die Potentiale
nach 29 Stunden lediglich auf (0 £ 6) mV abgesunken sind, zeigt sich bei allen anderen
Versuchen in diesem Zeitraum eine mehr oder weniger schnelle Abnahme des (-
Potentials auf —20 mV bis —50 mV. Die Hydrolyse des positiv geladenen Aktivesters fihrt

hier zu negativ geladenen Carboxylat-Funktionen.

Um eine mdglichst vollstandige Immobilisierung von Nukleophilen zu erreichen, werden
Reaktionsbedingungen bendtigt, bei denen der Aktivester moglichst lange unhydrolysiert
bleibt. Unter diesen Rahmenbedingungen sollten bei 6 °C und einem pH-Wert von 7 bis 8
die besten Bedingungen flir die Reaktion des Esters mit einem Stickstoff-Nukleophil

herrschen.

5.6.5 Mikro-Spotting von Surfmer-Partikeln auf Siliziumoberflachen

Die Mdglichkeit mit den Surfmer-Partikeln verschiedene Stickstoff-Nukleophile
immobilisieren zu kdénnen, macht sie interessant fir den Einsatz bei der Mikro-
strukturierung von Festkdrperoberflachen. Mikrostrukturierte Oberflachen werden zum
Beispiel bei der Analyse des Proteoms eingesetzt, um die verschiedenen Proteine gezielt

ni83.1641691721 |5 diesem Kapitel wird die

immobilisieren und bestimmen zu kdénne
Mikrostrukturierung von Glastragern durch Mikrospotten von Nanopartikel-Suspensionen
beschrieben. Die Glastrager werden vor der Mikrostrukturierung mit Polyelektrolyt-
schichten im layer-by-layer-Verfahrenl'>'®l beschichtet. Die schwach negativ geladene
Glasoberflache wird dazu mit einem kationischen Polyelektrolyten beschichtet. Auf der
jetzt positiv geladenen Oberflache kénnen wiederum negativ geladene Partikel oder eine
Schicht eines anionischen Polyelektrolyten immobilisiert werden. Die negativ geladene
Polyelektrolytschicht kann zur Beladung mit positiv geladenen Partikeln verwendet

werden.

Die zur Mikrostrukturierung verwendeten Partikel werden entweder vor oder nach dem
Spotten mit einem fluoreszierenden Farbstoff umgesetzt, um die erhaltene Struktur mit
einem Fluoreszenzreader aufnehmen zu kénnen. Die Versuche sollen zeigen, ob die
Partikel auch nach erfolgter Mikrostrukturierung geeignet sind, aminhaltige Moleklle zu

immobilisieren.

Teile der hier vorgestellten Ergebnisse sind bereits von KNECHT veréffentlicht worden!'"®!,
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Durchfiihrung

Zunachst wurden p(MMA-co-AUPDS)-Partikel mit 17 mL Wasser, 0,9 mL (8,4 mmol)
MMA und 214 mg (0,425 mmol) AUPDS hergestellt. Der Feststoffgehalt der hergestellten
und gereinigten Partikel PA 10 (s. Tabelle 5-13) wurde auf 1 % (m/v) eingestellt.

Fur die Spottingversuche wurde die Partikelsuspension in drei Ansatze geteilt:

PA 10 H: 1 mL der Partikel PA 10 wurden Uber Nacht bei Raumtemperatur mit 1 mL
Natriumhydroxid-Lésung (¢ = 1 mol L") umgesetzt, um die Aktivester-Gruppen der
Partikel zu hydrolysieren. Die Partikel wurden zur Reinigung dreimal abzentrifugiert
und in frischem Wasser redispergiert. Diese Probe dient als Blindprobe fiir die
unspezifische Adsorption von Fluoresceinamin.
PA 10 FA: 200 uL der Partikel PA 10 wurde mit 800 uL Phosphatpuffer pH 7,5 und
10 L einer Fluoresceinamin-Lésung (19,6 mmol L") vermischt und eine Stunde lang
bei Raumtemperatur umgesetzt. Die Partikel wurden zur Entfernung des
Uberschissigen Fluoresceinamins dreimal abzentrifugiert und in frischem Wasser
redispergiert. Diese Probe dient als Positivprobe fiir die Spotting-Versuche.
PA 10: Diese Charge der Partikel wurde ohne weitere Umsetzung zum Spotten
eingesetzt.
Alle drei Proben PA 10, PA 10 FA und PA 10 H wurden auf die polyelektrolyt-
beschichteten Silizium-Wafer gespottet (s. Tabelle 5-20). Es entstehen durch die vier
Nadeln des Arrayers vier identische Muster mit einer Abmessung von rund 950 um x 2150
Mm in einem Abstand von 9 mm. Die einzelnen Spots haben einen Durchmesser von (151
+6) um.

Tabelle 5-20: Ubersicht (ber die durchgefiihrten Immobilisierungsversuche von
Fluoresceinamin (FA) an mikrostrukturiert angelagerten p(MMA-co-AUPDS)-Nano-

partikeln auf Glasobjekttragern.

Bezeichnung Beschichtung Partikel Behandlung
auf Abbildung (Ladung)
5-49
Positivprobe: p(MMA-co-AUPDS)-Partikel,
A PDADMAC PA 10 FA (-) ) .
vor Strukturierung mit FA umgesetzt
PDADMAC+ p(MMA-co-AUPDS)-Partikel, nach
B PA 10 (+) . _
SPS Strukturierung mit FA umgesetzt
Blindwert: hydrolysierte p(MMA-co-
C PDADMAC PA 10 H (-) AUPDS)-Partikel, nach Strukturierung mit

FA umgesetzt
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Zur Umsetzung der Partikel PA 10 und des Blindwerts PA 10 H nach dem Spotten
wurden die mikrostrukturierten Glasobjekttrager mit wassriger Fluoresceinamin-Lésung
(16,9 pmol L in Phosphatpuffer pH 7,5) umgesetzt. Die Proben wurden hierzu in
Glasschalen gelagert und mit Aluminiumfolie verpackt. Nach einer Stunde wurden die
strukturierten und umgesetzten Glasobjekttrager fir eine Minute grindlich mit Wasser
gespult und mit Stickstoff trocken geblasen. Bis zur Auswertung mit dem Fluoreszenz-

Scanner wurden die Objekttrager im Dunkeln gelagert.

Ergebnisse

Die 16 Bit-Graustufendarstellung des Laser-Scanners GMS 418 (Fa. Affymetrix, USA)
zeigt die Intensitdt der detektierten Fluoreszenzstrahlung des Farbstoffs auf der
Probenoberflache. Die Helligkeit eines Spots steht im direkten Zusammenhang mit der
emittierten Fluoreszenzstrahlung. Zum Intensitatsvergleich werden Ausschnitte der 16 Bit-
Graustufendarstellung der Probenoberflachen als 256 Farben Bitmap dargestellt, da

hierbei vom Programm keine Farbverschiebung und Aufhellung durchgefihrt wird.

Die Bilder sind in der linken Spalte von Abbildung 5-49 dargestellt. Um die Kontraste zu
verstarken, wurden die Farben noch mit einem Bildbearbeitungsprogramm (Paint, Fa.

Mikrosoft) umgekehrt und in der rechten Spalte der Abbildung dargestellt.

Auf Probe B (Partikel PA 10) erkennt man schon auf dem Graustufenbild den Schriftzug
deutlich. Die Helligkeit der einzelnen Punkte ist jedoch unterschiedlich. Bei der Blindprobe
C handelt es sich um die hydrolysierten Partikel PA 10 H, die ebenfalls nach der
Strukturierung umgesetzt wurden. Hier erkennt man eine starkere Hintergrundfarbung und
somit einen geringeren Farbkontrast gegentber den Partikeln und kaum unspezifische

Anbindung an die strukturierte Oberflache.

Die vor der Strukturierung umgesetzten Partikel PA 10 FA zeichnen sich auf A deutlich

vom Hintergrund ab. Die Konzentration der einzelnen Spots ist sehr inhomogen.
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Abbildung 5-49 Ausschnitte aus dem 16 Bit-Graustufenbild der partikelbeschichten
Trager als 256 Farben Bitmap vor (linke Spalte) und nach der Farbumkehr (rechte
Spalte). Verwendet wurden die Partikel PA 10 FA (A), PA 10 (B) und PA 10 H (C). Der

Durchmesser der Spots betragt (151 + 6) um!'"®l.

Diskussion der Ergebnisse zum Mikro-Spotting von Aktivesterpartikeln

Durch das Mikro-Spotting von p(MMA-co-AUPDS)-Partikeln kénnen mikrostrukturierte
Oberflachen erzeugt werden. Die Aktivester-Gruppen auf den Polymerpartikeln bleiben

auch nach dem Anlagern auf eine Oberflache reaktiv.

Die Homogenitat der erzeugten Partikel-Beschichtungen ist noch nicht optimal. Eine
Verbesserung koénnte durch die Veranderung der Spotting-Parameter erreicht werden. So
konnte zum Beispiel der Feststoffgehalt der Partikelsuspension verringert, und

geleichzeitig die Anzahl der Stempelvorgange pro spot erhéht werden.
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6 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden die Oberflachen- und Polymerisationseigenschaften
von AUPDS und MUPDS untersucht. Fur die weitere Untersuchung des vorgestellten
Surfmer-Konzepts ware es interessant weitere polymerisierbare Tenside mit klrzeren
Alkyl-Spacern oder anderen poymerisierbaren Gruppen in Emulsionspolymerisation zu
verwenden. Zum Beispiel besitzen Maleinimid-""""! oder Citraconimid-Gruppen eine
geringe Neigung zur Homopolymerisation (r. = 0,1 s. Tabelle 5-2, S. 35) und sollten
deshalb ebenfalls zur Surfmersynthese geeignet sein. Die Verwendung von Molekilen mit
n-Hexyl- oder n-Butyl-Spacern kénnte einen umfassenderen Einblick in die Beziehungen
zwischen Polymerisationsverhalten und Surfmerstruktur liefern. Durch die kirzere Spacer-
Lange sollten diese Molekile polarer als AUPDS und MUPDS sein, und sich wahrend der
Emulsionspolymerisation starker an der Oberflache der polymerisierenden Nanopartikel

befinden.

Des weiteren ist die Synthese von Surfmeren mit Polyethylenglykol oder Oligolactidketten
vielversprechend (Abbildung 6-1). Durch die Polyethylenglykol-Kette kann méglicherweise
die unspezifische Adsorption von Proteinen vermindert werden, weil Polyethylenglykole
die unspezifische Adsorption von Proteinen auf Oberflachen reduzieren kénnen!'’®'8%.
Durch den Einsatz von Oligolactid-Einheiten kdnnen die immobilisierten Proteine kontrol-
liert freigesetzt werden, weil die Lactid-Kette unter physiologischen Bedingungen

abgebaut wird?",

Neben der Immobilisierung von Streptavidin ist auch die kovalente Anbindung von
weiteren Proteinen von gro3em Interesse. Protein G, ein Zellwandprotein, ist hier
beispielsweise ein lohnendes Molekul, da mit diesem Protein IgG-Antikdrper gebunden

werden kdnnen, die von diagnostischem Interesse sind!'®".

!
@ \im%OWvo@
.
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Abbildung 6-1 Acrylamid-Surfmere mit polaren Spacern. (a) Surfmer mit
Polyethylenglycol-Spacer. (b) Surfmer mit bioabbaubarem Oligolactid-Spacer.
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Auch die Immobilisierung eines Enzyms ware eine interessante Anwendung der Surfmer-
Partikel. Die enzymtragenden Partikel kénnten dann in ein Sandwich-Membranmodul!'®?!
eingebettet werden, um einen Enzymreaktor darzustellen. Durch die Verwendung der

Nanopartikel kann eine grofl3e Reaktionsoberflache erzeugt werden.

Neben dem Einsatz proteophober und abbaubarer Tensid-Spacer ware es eine reizvolle
Aufgabe, nach dem Vorbild der caged-compounds!'®® Surfmere zu synthetisieren. Bei
diesen Verbindungen handelt es sich um photolabil geschitzte Substanzen, die
Reaktionspartner fiir Biomolekile unter UV-Belichtung freisetzen. Wenn es gelingt eine
solche optisch schaltbare Verbindung in das Surfmergertist einzubauen, sollten sich damit
die partikelgebundenen Proteine durch Licht von den Nanopartikeln 16sen lassen. Damit
konnten die Surfmer-Partikel dann nicht nur zur Immobilisierung, sondern auch zur

kontrollierten Freisetzung von Proteinen verwendet werden.
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7 MALDI-TOF-MS-Daten

Tabelle 7-1 Ergebnisse der MALDI-TOF-MS-Analyse von Streptavidin nach zweistindiger
Umsetzung mit AUPDS. Dem Streptavidin zugeordnete Signale (M,) und die Differenzen

zweier Signale die sich durch eine Acylierung unterscheiden (A Mn+1 -My).

Probe M, A Mp+1 -Mp
/(g mol™) /(g mol™)
SAv 12978,3
13051,8 73,5
SAv + AUPDS 2 h, pH 7 12980,6
13216,9 236,3
13456,0 239,1
(13695,5) 239,5
SAv + AUPDS 2 h, pH 7,8 13214,6 236,3
13457,3 (242,7)
13695,1 237,8
13936,9 241,8
SAv + AUPDS 2 h, pH 8,5 (13214,8) (236,3)
13451,6 237,0
13688,4 236,8
13926,5 2381
(14169,7) (243,2)
Mittelwert (A M+1 -M,) 2385+ 2,0
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Tabelle 7-2  Ergebnisse der MALDI-TOF-MS-Analyse von Streptavidin  nach

sechzehnstundiger Umsetzung mit AUPDS. Dem Streptavidin zugeordnete Signale (M)
und die Differenzen zweier Signale die sich durch eine Acylierung unterscheiden (A Mp+1

“M,).

.Probe M, A Mp+q -Mp,
/(g mol™) /(gmol™)
SAv 12979,7

13050,4 70,7
SAv + AUPDS 16 h, pH 7 13216,8 2371
13454,6 237,8
13692,4 237,8
13931,5 2391

SAv + AUPDS 16 h, pH 7,8 (13220.1) (240.4)
13457,3 237,2
13694,7 237.,4
13934 ,4 239,7
14172,3 237,9

SAv + AUPDS 16 h, pH 8,5 (13219,1) (239,4)
13456,8 237,7
13694,8 238,0
13933,0 238,2
14170,4 237,4

Mittelwert (A Mp+1 -M,) 238,2+1,0
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Tabelle 7-3 Ergebnisse der MALDI-TOF-MS-Analyse von Streptavidin  nach

sechzehnstundiger Umsetzung mit MUPDS. Dem Streptavidin zugeordnete Signale (M)
und die Differenzen zweier Signale die sich durch eine Acylierung unterscheiden (A Mp+1

-My).

Probe M, A Mp+1 -Mp,
/(g mol™) /(g mol™)
SAv 12969,7
13004, 1
13038,4
SAv + MUPDS 16 h, pH 5,9 13192,5 250,3
13230,4 250,7
13256,7 242.8
SAv + MUPDS 16 h, pH 7 13186,0 247.4
13227,1 247,8
13477,7 250,6
13510,1 248,4
13549,2 253,7
SAv + MUPDS 16 h, pH 7,8 13254,6 250,5
13287,7 249,3
13469 252,5
13508,2 253,6
13539,3 251,6
13256,3 252,2
SAv + MUPDS 16 h, pH 8,5 13289,2 250,8
13472,4 250.9
13508,3 252,0
13545,4 256,2

SAv + MUPDS 16 h, pH 8,5 13723,3 250,9
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Probe M, A Mp+1 -Mp
/(g mol™) /(g mol™)
13756,6 248,3
13790,6 2452
13830,4 250,1
Mittelwert (A Mp+q -My) 250,4+2,4

Tabelle 7-4 Ergebnisse der MALDI-TOF-MS-Analyse von Streptavidin  nach
sechzehnstiindiger Umsetzung mit MIHPDS. Dem Streptavidin zugeordnete Signale (M,)
und die Differenzen zweier Signale die sich durch eine Acylierung unterscheiden (A M1
-M,).

Probe

Mn A Mn+1 -My,
/(g mol™) /(g mol™)
SAv 13000
13072
SAv + MIPDS 16 h, pH 5,9 13000
13072
SAv + MIHPDS 16 h, pH 7 13235 195
13256 (178)
13268 190
13391 190
13409 (206)
13456 200
Mittelwert pH 7 (A Mo+ -M,) 194 +5
SAv + MIHPDS 16 h, pH 7,8 13215 215
13289 211

13414 211
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Probe M, AMoss M.
/(g mol™) /(g mol™)

13485 197

Mittelwert pH 7,8 (A Mn.s -My) 208 + 8

SAv + MIHPDS 16h, pH 8,5 13214 214
13286 214
13422 208
13493 207

Mittelwert pH 8,5 (A My+1 -M,) 211 +4
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8 Materialien

Substanz Reinheit Hersteller

1%

11-Amino-undecansaure 98 Acros Organics (Geel, Belgien)
1-Amino-9,10-dioxo-4-[3-(2-sulfooxy- k.A. Acros Organics (Geel, Belgien)
ethansulfonyl)-phenylamino]-9,10-dihydro-
anthracen-2-sulfonsaure Dinatriumsalz, Rema-
zolblau
2, 5- Dihydroxybenzoesaure p.a. Fluka (Taufkirchen)
Trifluoressigsaure-d, 99,5 deutero (Karlsruhe)
2,2’-Azobis (2-Methyl-Propionamidin)-di- =98 Fluka (Taufkirchen)
Hydrochlorid
2,2’-Azobis [2-Methyl-N-(2hydroxy- >90 Wako Chemicals (Neuss)
ethyl)propionamid]
5/6-Aminofluorescein 95 Fluka (Taufkirchen)
6-Aminohexansaure > 99 Acros Organics
Aceton-dg 99 deutero (Karlsruhe)
Acetonitril’ 99,5 Fluka (Taufkirchen)
Acrylsaurechlorid stabilisiert mit 97,0 Fluka (Taufkirchen)
Thiodiphenylamin *
Agar Agar (M 17) Fluka (Taufkirchen)
Aluminiumoxid (Aktivitat 1) Typ 507 C neutral 99 Fluka (Taufkirchen)
Biotin-4-Fluorescein # 11570 k.A. Mo-Bi-Tec (Gottingen)
Casiumhydroxid 99 Fluka (Taufkirchen)
Calciumchlorid purum  Fluka (Taufkirchen)
Chloroform-d;4 99,8 deutero (Karlsruhe)
Dibutylfumarat 90 Acros Organics (Geel, Belgien)
Dichlormethan’ 99,5 Merck (Darmstadt)
Dicyclohexylcarbodiimid > 99 Fluka (Taufkirchen)
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Substanz Reinheit Hersteller
1%
Dimethylsulfoxid-dg 99 deutero (Karlsruhe)
Escherichia coli (Lebendzellzahl 5 - 10" Zellen Deutsche Sammlung von
mL™") DSMZ 498 Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH
(Braunschweig)
Essigsaureethylester 99,5 Fluka (Taufkirchen)
Ethanolamin =99 Fluka (Taufkirchen)
Kaliumdihydrogenphosphat 99,5 Merck (Darmstadt)
Kaliumhydroxid > 85 Merck (Darmstadt)
Kaliumperoxodisulfat* 99,0 Aldrich (Taufkirchen)
Magnesiumsulfat 98 Fluka (Taufkirchen)
Maleinimidohexansaure 98 Fluka (Taufkirchen)
Methacrylsaurechlorid stabilisiert mit 97 Fluka (Taufkirchen)
Thiodiphenylamin 3
Methylmethacrylat stabilisiert mit Hydrochinon? 99,0 Fluka (Taufkirchen)
Mikrococus luteus (Lebendzellzahl 3 - 10’ Deutsche Sammlung von
Zellen mL") DSMZ 348 Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH
(Braunschweig)
Natriumtetraborat Dekahydrat 99,5 Merck
Natriumhydroxid 97 Fluka (Taufkirchen)
n-Butylhydrazid > 08 Lancaster, Eastgate
PDADMAC p.a. Mutek (Herrsching)
PES-Ldsung p.a. Mutek (Herrsching)
p-Hydroxyphenyl- >90 %  Sanceler DSP; Sanshin
dimethylsulfoniummethylsulfate Chemical Industrial Co. Ldt.
PVP-Jod FhG IGB (Stuttgart)
Salzsaure konz. p.a. Fluka (Taufkirchen)
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Substanz Reinheit Hersteller
1%
Sinapinsaure 99 Fluka (Taufkirchen)
Streptavidin k. A. Boehringer Mannheim
(Mannheim)

Styren® 99,5  Fluka (Taufkirchen)
Tween 80° >90  Fluka (Taufkirchen)
Undecensaure 98 %  Aldrich (Taufkirchen)

! Getrocknet iiber Molsieb UOP A4, Fluka (Taufkirchen).
2 Gereinigt durch Ausschiitteln mit Natriumhydroxid-Lésung (10 %) und Wasser,

anschlief3end tber Calciumchlorid getrocknet und destilliert.
® Durch Destillation im Vakuum gereinigt.

* Zweimal im Wasser umkristallisiert.
® Aufgereinigt durch Schiitteln mit Natriumhydroxid-Lésung (10 %) und Destillation im
Vakuum. Direkt vor dem Einsatz wurde das Styren durch eine kurze Chromatographie-

saule mit Aluminiumoxid gereinigt.
Nur Wasser mit einem Leitwert von >18,0 MQ cm™ wurde verwendet.

Phosphatpuffer = 500 mL Kaliumdihydrogenphosphat-Lésung (0,1 mol L™) mit Natrium-
hydroxid-Lésung auf pH-Werte 7; 7,5 und 8 eingestellt. Die einzelnen Lésungen wurden

mit Wasser auf je 1 L aufgeflllt.
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9 Gerate

NMR-Spekroskopie

'H-NMR und *C-NMR-Spektren wurden mit einem Avance DPX 250 (250 MHz) NMR-
Spektrometer (Bruker, Billerica, USA) aufgenommen. Die Proben wurden dazu in
deuterierten Lésemitteln gelést. Um die gefriergetrockneten p(MMA-co-AUPDS)-Proben

zu I6sen wurde eine Mischung aus Aceton-ds / TFA-d4 (5:1) verwendet.

Die Integration der Signale bei 7,5-8,1 ppm (4 H, Phenyl-Gruppe des aktivierten Esters)
und bei 3,6 ppm (3 H, -OCH3; von MMA\) lieferte den prozentualen Anteil des Surfmers im
p(MMA-co-AUPDS).

IR-Spektroskopie

Infrarot-Spektren wurden mit einem Perkin Elmer (Shelton, USA) ,Spectrum 1000” FT-IR
Spektrometer aufgenommen. Die organischen Verbindungen wurden dazu mit

Kaliumbromid vermischt und zu Presslingen verarbeitet.

Elementaranalysen

Die Elementaranalysen (C, H, N, S) wurde mit einem ,Vario EL* (ELEMENTAL, Hanau,
Deutschland) Elementaranalysator durchgefuhrt. Dazu wurden je 4-20 mg der Proben

abgewogen, in Zinn-Folie verpackt und bei 1200 °C in Sauerstoffatmosphére verbrannt.

Bestimmung der antibakteriellen Wirksamkeit

Die verwendeten Bakterienstdmme wurden auf einem Standardnahrmedium folgender

Zusammensetzung kultiviert:
E. coli: Pepton aus Fleisch, 5,0 g, Fleischextrakt, 3,0 g auf 1000 ml Wasser. pH-Wert 7,0.

M. luteus: Pepton aus Casein, 5,0 g, Hefeextrakt, 2,5 g, Glucose, 1,0 g auf 1000 ml
Wasser. pH-Wert 7,0. Bei Bedarf wurde Agar, 15,0 g zur Verfestigung zugegeben.

Der Agardiffusionstest wurde folgendermallen durchgefiinrt: Die Proben wurden in
steigenden Konzentrationen von 1 mg mL™" bis 100 mg mL™" eingesetzt und dazu in

sterilem Wasser geldst.

Zur Vorbereitung der Tests wurde Agarmedium mit definierter Schichtdicke in
Petrischalen gegossen. Nach dem Erstarren des Nahrmediums wurden zylindrische

Lécher gestanzt, in die jeweils 100 uL der zu prufenden Flussigkeit pipettiert wurden. Die
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auf der gesamten Platte aufgebrachten Mikroorganismen wurden zum Wachstum
gebracht und nach mehreren Tagen die Bildung von sogenannten Hemmhofen
ausgewertet. Anhand der Bildung und der Durchmesser der Hemmhoéfe wurde auf

antimikrobielle Aktivitat geschlossen.

Messung der Partikelgré8e und des (-Potentials

Der mittlere hydrodynamische Partikeldurchmesser (z-Average), d, 3 wurde durch

Photonenkorrelationsspektroskopie mit dem Zetasizer HS 3000® (Malvern, Herrenberg,
Deutschland) bestimmt. Die Messung des (-Potentials erfolgte mit demselben Gerat im
Mikroelektrophorese-Modus, wobei die zu messenenden Partikel in Phosphatpuffer (pH =

7,0 Cphosphat = 5 mmol L '1) redispergiert vorlagen.

Oberfldchenspannungsmessungen

Die Oberflachenspannungsmessungen der Surfmerldsungen wurden mit dem
Tensiometer K12 der Firma Kriss, Hamburg durchgefiihrt. Die Messstation ist aus einem
Prozessor, alternativ auch aus einem PC, einer Feinwaage mit Platinplattchen, einem
temperierbaren automatisierten Probentisch mit Rihrer und einem Thermostat aufgebaut.
Die schrittweise Zugabe der gesattigten Surfmerlosung zu destilliertem Wasser erfolgte

mit einem Dosimat 765 (Metrohm, Herisau, Schweiz)

Die Steuerung und die Datenerfassung wurde lUber den PC mit dem Programm Kriss
K122 vorgenommen. Die Platinplatte, mit den Abmessungen 19,9 x 0,2 mm, wurde vor
Gebrauch durch Reinigung mit Wasser, Ethanol, Aceton und durch anschliel’endes
Ausglihen Uber einer Methanolflamme von den gesamten Verunreinigungen befreit. Pro

Probe werden 10 Messungen aufgenommen und der Mittelwert ausgegeben.

Massenspektrometrie

Es wurde ein MALDI-TOF-MS Massenspektrometer (modifiziertes HP-System 2025A der
Firma GSG-Analytics, Bruchsal, Deutschland) mit TLF-Einheit und LeCroy 9350 CM-
Ossziloskop verwendet. Die lineare Zweiparameter-Kalibrierung erfolgte intern durch

Verwendung von geeigneten Peptiden (Insulin, Cytochrom C etc.).

Fluoreszenzmessungen

Die Fluoreszenzintensitat von fluoreszierenden Partikelsuspensionen und Ldsungen

wurde mit dem Fluoreszenzreader “Spectra Fluor Plus” (Tecan, Crailsheim, Germany) bei
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einer Anregungswellenlange von 485 nm und einer Emissionswellenldnge von 535 nm
durchgefihrt.

Rasterelektronenmikroskopie

Ein hochauflésendes Rasterelektronenmikroskop “LEO 1500” (Leo, Cambridge, UK)

ausgestattet mit einer Gemini Saule wurde zur Abbildung der Polymerpartikel verwendet.

Polyelektrolyttitration

Die Polyelektrolyttitrationen wurden mit einem PCD 3 PH (Mitek, Herrsching,
Deutschland) Partikelladungsdetektor ausgestattet mit einem Titrino 702 SM Titrator
(Metrohm, Herisau, Schweiz) angefertigt. Die Titration der Probe erfolgte mit 1 mmol L™

PDADMAC- und NaPES-L6sungen, die ebenfalls von der Firma Mutek bezogen wurden.

Titrationskalorimetrie

Die Isothermale Titrations Kalorimetrie (ITC) wurde bei 25 °C mit einem Kalorimeter der
Firma Thermometrics AB (Jarfalla, Sweden) durchgefihrt. Das Gerat war ausgestattet mit
einer Titrationseinheit und einem Nanowatt-Verstarker (Typ 2277). Als Reaktionsgefal
wurde ein 1 mL Edelstahlgefal mit einem Propellerriihrer (Gold) verwendet. Die
Datenanalyse erfolgte mit der Software DIGITAM 4.1 der Thermometric AB (Jarfalla,

Sweden).

Mikro-Spotting von Siliciumwafern

Die Strukturierungsversuche wurden mit dem Pin-Ring Spotter GMS 417 (Affymetrix,
Santa Clara, USA) mit einer 4-fachen Nadel-Ring-Einheit durchgefiihrt. Der Abstand
zwischen den Standardnadeln mit einem Durchmesser von 125 pym betragt 9 mm. Der
Abstand zwischen den einzelnen Spots einer Nadel ist im Array-Modus beliebig
programmierbar. Es muss jedoch der mdgliche laterale Fehler der Pin-Ring-Einheit in der
x-y-Ebene von 10 ym beachtet werden, um ein Uberschneiden der einzelnen Spots zu
verhindern. Fir die Surfmerpartikel wurden entgegengesetzt zu ihrer Ladung SPS- oder
PDADMAC-Oberflachen erzeugt. Zur Strukturierung auf Silizium klebt man die

beschichteten Wafer mit einem wasserunldslichen Kleber auf die Glasobjekttrager.

Der Mikroarray-Laserscanner GMS 418 Array Scanner (Affymetrix, Santa Clara, USA)
arbeitet mit der konfokalen Technik. Ein Laserstrahl der Wellenlange A = 532 nm mit einer
Leistung P > 8 mW tastet die komplette Oberflaiche der mikrostrukturierten
Glasobjekttrager ab. Mittels bewegter konfokaler Linse wird das reflektierte langwelligere

Licht mit einem Photo Multiplier Tube detektiert. Hiermit erreicht man eine
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Nachweisgrenze des Fluorochromes ,,Cy3“ von weniger als einem Molekll pro ym?, die
Aufldsung betrédgt 10 ym pro Pixel. Die Bilder werden als 16 Bit Graustufenbilder
abgespeichert.

Die erstellten Muster und Punkte werden mit dem Programm analySIS (Soft Imaging

Systems, Berlin) am Computer ausgewertet.
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