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1 Einleitung

Anwendungen von Hochdruckuntersuchungen haben in den letzten Jahren einen rasan-

ten Aufschwung erfahren, da mit Hilfe dieses Parameters eine Vielzahl an Systemen

aus den unterschiedlichsten Disziplinen studiert werden kann, um neue Informationen

über diese Systeme zu erhalten. Durch Druck wird im Gegensatz zu temperaturab-

hängigen Messungen nur Volumenarbeit am System verrichtet. Für die Änderung der

Gibbs-Energie ∆G zwischen dem Anfangsdruck p0 und dem Enddruck p ergibt sich: [1]

∆G =

p∫
p0

V dp (1.1)

Dabei werden nur Dichteänderungen beobachtet, die kinetische Energie der Teilchen

wird nicht beeinflusst. Gemäß dem Prinzip von Le Châtelier werden Zustände, die

ein kleineres Volumen einnehmen, unter Druck bevorzugt. Die Druckabhängigkeit der

Gleichgewichtskonstanten (van’t Hoffsche Reaktionsisotherme) K wird wie folgt be-

schrieben: [2] (
∂lnK

∂p

)
T

= −∆V

RT
(1.2)

∆V bezeichnet die Änderung des Volumens bei der Reaktion, R ist die ideale Gaskon-

stante und T die Temperatur. Analog kann durch Druck auch das Aktivierungsvolumen

einer chemischen Reaktion ∆V 6= beeinflusst werden: [2]

(
∂lnk

∂p

)
T

= −∆V 6=

RT
(1.3)

k ist die Geschwindigkeitskonstante der Reaktion.
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Druck ist vergleichsweise ein milder Parameter. Es werden bis zu einem Druck von

circa 10 kbar keine kovalenten Bindungen gebrochen oder Bindungswinkel verändert;

allerdings verstärkt Druck Wasserstoffbrückenbindungen und schwächt elektrostatische

sowie hydrophobe Wechselwirkungen. Druck hat beispielsweise Einfluss auf die Struk-

tur und Dynamik von Molekülen, da durch die Änderung des spezifischen Volumens die

Hydratation und die Packungsdichte des Systems beeinflusst werden. Zudem ist mit

Druck die Stabilisierung energetisch höher liegender Konformere möglich, die experi-

mentell nur schwer zugänglich sind. Die Hochdruckforschung ist darüber hinaus von

großer Bedeutung für das Verständnis von Lebensformen, die unter extremen Bedin-

gungen leben. [3–7] Beispielsweise sind psychro- und piezophile Tiefseeorganismen in der

sogenannten Abyssalebene von circa 3000 m Tiefe einem mittleren Druck von 300 bar

bei einer Temperatur von 2 ◦C ausgesetzt. [8,9] In der tiefsten Stelle des Ozeans, dem

Marianengraben mit 11000 m Tiefe, herrscht sogar ein maximaler Druck von 1.1 kbar.

Zusätzlich müssen einige Organismen in der Tiefsee, die an hydrothermalen Quellen le-

ben (sogenannte
”
schwarze und weiße Raucher“), Temperaturen bis 100 ◦C bewältigen.

In der Pharmaindustrie gelten diese Extremophile als potenzielle Kandidaten für neue

Wirkstoffe. [10] Ein weiteres Forschungsgebiet, das Untersuchungen unter hohen Drücken

durchführt, widmet sich der Biochemie von präbiotischen Molekülen und somit der Ent-

stehung des Lebens. [3] In der Lebensmitteltechnologie gibt es bereits seit Jahren zahl-

reiche Hochdruckanwendungen, die unter dem Begriff
”
Pascalisation“ zusammengefasst

werden. Die Behandlung von Lebensmitteln mit Druck dient dazu, diese länger haltbar

zu machen, da durch Druck Mikroorganismen abgetötet werden, während die Konsis-

tenz, der Geschmack, das Aroma und die Nährstoffe nicht beeinträchtigt werden. [11–13]

Bei der Weinherstellung verhindert Druckapplikation auf Traubenmost die Bildung von

Hefen und Schimmel ohne die Eigenschaften des Weins zu verändern. [14] Großtechnisch

wird Druck unter anderem für die längere Haltbarkeit von Käse, Konfitüren, Krus-

tentieren, Fruchtsäften und Guacamole eingesetzt. [15–17] Für andere Lebensmittel gibt

es bereits zahlreiche Studien, wie die Auswirkung hoher hydrostatischer Drücke auf

Getreidemahlprodukte oder die Hochdruckbehandlung marinierter Geflügelfleischpro-

dukte. [18,19]

Da der Einfluss von Druck in vielen Forschungsbereichen immer noch unbekannt ist,
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werden in dieser Arbeit drei verschiedene Systeme studiert, die mit Hilfe der Hochdruck-

FTIR-Spektroskopie sowie der Hochdruck-Röntgen-Kleinwinkelstreuung Aussagen über

Strukturänderungen sowie Wechselwirkungen zwischen den Molekülen erlauben. Im ers-

ten Projekt werden stimuli-sensitive Polymere auf der Basis von Acrylamidderivaten

druckabhängig untersucht. Es ist bekannt, dass diese Polymere ein besonderes tempe-

raturabhängiges Phasenverhalten zeigen und damit einhergehend ihre Größe und die

Stärke ihrer Hydratation variieren können. Daher sollen neben den thermo-responsiven

auch die piezo-responsiven Eigenschaften erforscht werden. Das zweite Projekt beschäf-

tigt sich mit hochkonzentrierten Proteinlösungen. Hier wird der Einfluss von Druck auf

die Wechselwirkungen zwischen den Teilchen untersucht werden. Dadurch wird ein

besseres Verständnis von zellähnlichen Konzentrationen unter hohen hydrostatischen

Drücken erhalten, wie sie beispielsweise in Organismen im Lebensraum der Tiefsee vor-

zufinden sind. Das dritte Projekt widmet sich dem druckabhängigen Phasenverhalten

von Lipidmischungen, da Lipidmembranen zu den biologischen Molekülen gehören, die

die stärkste Drucksensitivität aufweisen. Insbesondere bizellare Systeme aus Zwei- und

Fünf-Komponenten-Mischungen stehen hierbei im Fokus dieser Arbeit, die als Matrix

für die Untersuchung von membranassoziierten Proteinen und Peptiden dienen sollen.
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2 Experimentelle Methoden

2.1 Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie

Die Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie (FTIR-Spektroskopie) ist eine leistungs-

starke Methode zur Analyse von Molekülschwingungen. Sie ist in der Chemie und den

Materialwissenschaften vielseitig einsetzbar. Beispielsweise eignet sich diese Methode

in der biophysikalischen Chemie zur Charakterisierung von Proteinen, da Aussagen

über die Sekundärstrukturelemente sowie das Aggregationsverhalten getroffen werden

können. Bei Lipidmembranen können mit Hilfe der FTIR-Spektroskopie Phasenüber-

gänge beobachtet werden. In den Polymerwissenschaften liefert diese Methode wichtige

Erkenntnisse über das Hydratisierungsverhalten sowie Konformationsänderungen von

Molekülen. Im Folgenden werden kurz die Grundlagen der FTIR-Spektroskopie vor-

gestellt, die für die Untersuchung der Systeme in dieser Arbeit notwendig sind. Eine

tiefer gehende Beschreibung dieser vielseitig einsetzbaren Methode wird in der Literatur

ausführlich dargestellt. [20–30]

2.1.1 Grundlagen

Die IR-Spektroskopie gehört zum Bereich der Schwingungsspektroskopie und umfasst

einen Wellenlängenbereich zwischen 0.8 µm und 1000 µm. [30] Dabei werden drei Teil-

bereiche unterschieden: Im nahen Infrarot (NIR) zwischen 0.8 µm und 2.5 µm werden

hauptsächlich Oberschwingungen beobachtet, im mittleren Infrarot (MIR) zwischen

2.5 µm und 50 µm treten Grundschwingungen auf und im fernen Infrarot (IR) zwischen

50 µm und 1000 µm kommen Gerüstschwingungen vor. Gemessen wird die Transmis-

sion T (T =(I /I 0)·100 %) oder Extinktion E bzw. Absorption A (E=lg(1/T )) der

einfallenden Strahlung als Funktion der Wellenzahl ν̃ = 1/λ. Die Wellenzahl ist dabei
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proportional zur Energiedifferenz der Schwingungsniveaus bei den jeweiligen Übergän-

gen. Voraussetzung für IR-Aktivität ist die Änderung des elektrischen Dipolmomentes

~µel während des Schwingungsvorgangs um eine Auslenkung r : [1,30]

∂~µel

∂r
6= 0 (2.1)

Die Auslenkung um eine Gleichgewichtslage (∆r = r -r0) während einer Schwingung

wird zum Beispiel durch das Hookesche Gesetz beschrieben:

Frück = −k∆r (2.2)

F rück bezeichnet die rücktreibende Kraft und k ist die Kraftkonstante (Federkonstan-

te), die als Maß für die Stärke einer chemischen Bindung angesehen werden kann. Eine

Integration von Gleichung 2.2 liefert die potenzielle Energie E pot des schwingenden Sys-

tems und wird durch das Modell des harmonischen Oszillators beschrieben (Abbildung

2.1, links). [1,30]

Epot =
1

2
k ·∆r2 (2.3)

Eine quantenchemische Betrachtung durch Lösen der Schrödinger-Gleichung zeigt,

dass nur bestimmte Energieeigenwerte angenommen werden können: [30]

Ev = hν0

(
v +

1

2

)
=

h

2π

√
k

µ

(
v +

1

2

)
(2.4)

v ist die Schwingungsquantenzahl und kann die Werte 0,1,2,3... annehmen. ν0 definiert

die Eigenschwingung des Systems und µ ist die reduzierte Masse, die für ein zweiato-

miges Molekül mit den Massen m1 und m2 wie folgt beschrieben wird:

µ =
m1 ·m2

m1 +m2

(2.5)



Experimentelle Methoden 7

De

Kern-Kern-Abstand r Kern-Kern-Abstand r
r0 r0

En
er

gi
e 

E
v

/ h
n

0

E
ne

rg
ie

 E
v

v = 0
1

6
7

5
4
3

2

8
9
10

v = 0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

1/2

0

5/2

13/2

9/2

17/2

21/2

Abbildung 2.1: Energieübergänge im harmonischen Oszillator (links) und anharmo-
nischen Oszillator (rechts). [30]

Ein weitergehendes Modell zur Beschreibung einer Schwingung gibt der anharmonische

Oszillator wieder, der durch Anwendung des empirischen Morse-Potenzials V Morse(r)

die Pauli-Abstoßung bei Stauchung der Bindung sowie die Dissoziation der Bindung

bei großen Abständen berücksichtigt (Abbildung 2.1, rechts). Für V Morse(r) gilt: [1]

VMorse (r) = De

[
1− e−a(r−re)

]2
(2.6)

mit:

a =

√
1

2De

(
∂2VMorse

∂r2

)
r=re

≈
√

k

2De

(2.7)

De ist die spektroskopische Dissoziationsenergie (De=D0+1
2
hν0), D0 die chemische

Dissoziationsenergie, a die Tiefe des Potenzials und r e der Atomabstand im Potenzial-

minimum. Für die Energieeigenwerte ergibt sich demnach folgender Zusammenhang:

Ev = ν̃e

(
v +

1

2

)
− ν̃e

hcν̃e

4De

(
v +

1

2

)2

(2.8)

Die Schwingungsmuster mehratomiger Moleküle sind sehr komplex, da sie aus der Über-

lagerung (Linearkombination) der einzelnen Atomschwingungen mit gleicher Frequenz

bestehen. Die Anzahl dieser sogenannten Normalschwingungen (Eigenschwingungen)



8 Experimentelle Methoden

ist abhängig von der Anzahl der Atome im Molekül sowie dessen geometrischen Auf-

bau. [30] Es wird dabei zwischen Valenzschwingungen, bei denen die Auslenkung entlang

der Bindungsachse erfolgt, und Deformationsschwingungen, bei denen sich der Bin-

dungswinkel periodisch verändert, unterschieden. Für lineare Moleküle mit N Atomen

existieren 3N -5 Normalschwingungen mit N -1 Valenz- und 2N -4 Deformationschwin-

gungen; für nicht-lineare Moleküle treten 3N -6 Normalschwingungen auf, die sich auf

N -1 Valenz- und 2N -5 Deformationschwingungen aufteilen.

Spektrenaufnahme

Die Detektion der Schwingungsspektren erfolgt heutzutage mit leistungsfähigen FTIR-

Spektrometern. Diese bieten gegenüber herkömmlichen IR-Spektrometern mit disper-

siven Elementen den Vorteil den gesamten Frequenzbereich simultan zu vermessen.

Ermöglicht wird dies mit Hilfe eines sogenannten Michelson-Interferometers (Abbil-

dung 2.2), bei dem alle Wellenlängen gleichzeitig erfasst werden. [20,30]

beweglicher Spiegel 

fester 
Spiegel 

Lichtquelle 

Interferometer 

Strahlteiler 

Probe 

Detektor 
Interferogramm 

Computer 

Spektrum 

x = l x = 0 x = l/2 
ZPD 

optische Wegdifferenz x 

In
te

ns
itä

t I
(x

) 

Abbildung 2.2: Aufbau eines FTIR-Spektrometers mit Michelson-
Interferometer. [30]

Die Hauptkomponenten des Michelson-Interferometers bestehen aus einem halb-

durchlässigen Strahlteiler sowie einem festen und beweglichen Spiegel, die senkrecht

zueinander angeordnet sind. Der einfallende Lichtstrahl wird durch den Strahlteiler
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aufgespalten und in zwei Richtungen abgelenkt. Ein Teil der Strahlung trifft auf den

festen Spiegel und wird dort reflektiert, während der andere auf den beweglichen Spiegel

gelenkt wird. Ist der Abstand des beweglichen und des festen Spiegels vom Strahlteiler

gleich groß, interferieren die beiden Teilstrahlen konstruktiv am Strahlteiler, was zu

einer maximalen Intensität der Strahlung führt. Die optische Wegdifferenz x ist dabei

gleich Null (engl.: Zero Path Difference, ZPD). Bei einer optischen Wegdifferenz, die

ungleich Null ist, schwingen die beiden Teilstrahlen nicht in Phase und interferieren

(teil-)destruktiv, was zu einer Verringerung der Intensität führt. Die Intensität des IR-

Spektrums in Abhängigkeit der Wegdifferenz I (x ) kann durch einen kosinusförmigen

Verlauf beschrieben werden: [30]

I (x) =

∞∫
0

2I0 (ν̃)R (ν̃)T (ν̃) [1 + cos (2πν̃x)] dν̃ =

∞∫
0

A (ν̃) [1 + cos (2πν̃x)] dν̃ (2.9)

I 0 ist die Intensität des einfallenden Strahls, T (ν̃) bezeichnet die Transmission und

R(ν̃) die Reflektivität des Strahlteilers. Für die Interferogramm-Funktion F (x ) folgt

unter Berücksichtigung der Intensität I (∞) bei großer optischer Weglänge: [30]

F (x) = I (x)− I (∞) =

∞∫
0

A (ν̃) cos (2πν̃x) dν̃ (2.10)

Durch Fourier-Transformation von Gleichung 2.10 wird die spektrale Intensität als

Funktion der Wellenzahl A(ν̃) erhalten:

A (ν̃) = 4

∞∫
0

F (x) cos (2πν̃x) dx (2.11)

Auf Grund der instrumentellen Begrenzung der optischen Weglänge x kommt es zu

Abbrucheffekten am Rand des Interferogramms, die durch sogenannte Apodisations-

funktionen unterdrückt werden können. Eine häufig verwendete Funktion ist die Happ-

Genzel-Funktion DHG(x ): [20]

DHG (x) =

 0.54 + 0.46 cos
(

πx
xmax

)
|x| ≤ xmax

0 |x| > xmax

(2.12)
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x max bezeichnet die maximale Wegdifferenz des beweglichen Spiegels, bei der die Happ-

Genzel-Funktion langsam gegen Null läuft. Der wesentliche Vorteil der FTIR-Methode

liegt, bedingt durch den oben beschriebenen Aufbau sowie der Anwendung mathe-

matischer Operationen, darin, dass ein einzelnes Spektrum innerhalb von wenigen

Sekunden aufgenommen werden kann, wodurch sogar die Durchführung schneller ki-

netischer Messungen möglich ist (Multiplex-/Fellgett-Vorteil). [20,30] Ein verbesser-

tes Signal/Rausch-Verhältnis wird dadurch erreicht, dass keine Blenden oder Spalte

verwendet werden, die den Energiedurchsatz verringern (Lichtleitwert-/Jacquinot-

Vorteil). [20,30] Zudem wird durch den Einsatz eines Lasers als internen Kalibrierstan-

dard eine sehr hohe Präzision der Wellenzahlen erreicht. Diese ist nötig, da während

der Messung eine Mittelung über einige hundert Einzelmessungen stattfindet (Connes-

Vorteil). [20,30]

Spektrenauswertung

Bei der Analyse eines IR-Spektrums wird meist ein bestimmter Teil des Spektrums be-

trachtet, der charakteristisch für ein Schwingungsmuster einer bestimmten Gruppe ist.

Beispiele sind unter anderem die Amid-I-Bande, die zwischen 1600 cm-1 und 1700 cm-1

auftritt und die Schwingung einer Carbonylgruppe beschreibt oder die symmetrischen

und asymmetrischen Streckschwingungen von CH2-Gruppen, die im Bereich von ca.

2850 cm-1 und 2920 cm-1 zu finden sind. Letztere werden oft für die Untersuchung des

Phasenverhaltens von Lipidsystemen oder der Konformationsänderung von Polymeren

herangezogen. Dabei wird die Verschiebung (engl.: shift) des Bandenmaximums (engl.:

peak) in Abhängigkeit verschiedener physikalisch-chemischer Parameter beobachtet.

Die Analyse der Amid-I-Bande erweist sich als komplexer, da sie aus einer Superposi-

tion von sogenannten Subbanden besteht, die spezifisch für die Schwingung der Car-

bonylgruppe in einer gewissen chemischen Umgebung, Konformation oder beispielswei-

se bei Proteinen in einem bestimmten Sekundärstrukturelement ist. Die Änderung der

Form der Amid-I-Bande in Abhängigkeit diverser physikalisch-chemischer Parameter

geht damit auf die Änderung dieser Subbandenanteile zurück, die spektral nicht aufge-

löst werden können. Um diese aus der überlagerten Gesamtbande zu extrahieren, sind

einige mathematische Operationen, wie die Bildung der 2. Ableitung oder die Fou-
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rier-Selbstenfaltung (engl.: Fourier Self Deconvolution, FSD), notwendig. [26,31–33]

Dazu wird zunächst der untersuchte spektrale Bereich zur besseren Vergleichbarkeit

sowie zu einer quantitativen Auswertung auf die Fläche normiert. Die Ermittlung der

Anzahl sowie der genauen Position der jeweiligen Subbanden erfolgt mit Hilfe der De-

rivativspektroskopie. Dazu wird die 2. Ableitung des Spektrums gebildet: [20,22,32]

d2A (ν̃)

dν̃2
=

∞∫
−∞

(2πix)2 I (x) cos (2πν̃x) dx (2.13)

Aus den Positionen der Minima des Derivativspektrums lassen sich die Subbanden

genauer zuordnen. Da durch die Wichtungsfunktion (2πix )2 auch das spektrale Rau-

schen verstärkt wird, wird das Ergebnis der 2. Ableitung mit einer Savitzky-Golay-

Funktion geglättet. [34] Bei der Fourier-Selbstentfaltung erfolgt die Verstärkung der

einzelnen Subbanden dadurch, dass das gemessene Spektrum als Faltung mit einer

Funktion wiedergegeben wird, die charakteristisch für die Linienbreite einer IR-Bande

ist. Meist wird dazu eine Lorentz-Funktion verwendet: [32]

A (ν̃) =
N∑
i=1

Ao
i

γ2
i

γ2
i (ν̃ − ν̃o

i )2 (2.14)

Ao
i ist die maximale Absorption der Bande i, ν̃o

i ist die Wellenzahl für Ao
i und γi

die Halbwertsbreite der Bande auf halber Höhe (engl.: half-width at half-maximum,

HWHM). Wird die Lorentz-Funktion in Gleichung 2.10 eingesetzt, ergibt sich für

das Interferogramm: [31,32]

F (x) =

∞∫
0

Ai (ν̃) cos (2πν̃x) dν̃ =
1

2
Ao
i γi cos (2πν̃oi x) e−2πxγi (2.15)

Die Stärke des exponentiellen Abfalls wird durch γi bestimmt; je breiter die Bande

ist, desto schneller erfolgt der Abfall der Fourier-Transformierten. Daher wird das

Interferogramm F (x ) mit einer ansteigenden Exponentialfunktion multipliziert, um

eine Bande mit geringer Halbwertsbreite zu erhalten. Aus Gleichung 2.15 folgt:

F
′
(x) = F (x) · e2πγ

′
x =

1

2
Ao
i γi cos (2πν̃oi x) e

−2πx
(
γi−γ

′)
(2.16)



12 Experimentelle Methoden

Da mit dieser Methode auch das spektrale Rauschen verstärkt wird und Abschneide-

effekte am Rand des Interferogramms auftreten, wird Gleichung 2.16 mit einer Apo-

disationsfunktion D(x ) multipliziert. [20,31,32] Für die anschließende inverse Fourier-

Transformation ergeben sich die Halbwertsbreiten (HWHM) der Subbanden nach Ent-

faltung zu (γi - γ
′
). [31] Das Verhältnis der Halbwertsbreiten der Original- und der

entfalteten Bande wird als Verstärkungsfaktor der Auflösung K bezeichnet:

K =
γi
γ′

(2.17)

Typische Werte für K, die einen guten Kompromiss zwischen Verstärkung der Ban-

den und Unterdrückung des spektralen Rauschens bieten, liegen zwischen 1.8 und 2.5

bei einer HWHM von 8 cm-1 bis 15 cm-1. [32] Stimmen die Anzahl sowie die Lage der

jeweiligen Subbanden aus der FSD sowie der 2. Ableitung überein, kann eine Funkti-

onsanpassung (Subbanden-/Curve-Fitting) dieser Banden vorgenommen werden. Dazu

stehen mehrere Möglichkeiten zur Auswahl. Die Subbanden können zum einen mit Hilfe

einer Gauß-Funktion G (ν̃) beschrieben werden:

G (ν̃) =
2A

γ0

√
ln2

π
e
−4ln2

(
ν̃−ν̃0
γ0

)2

(2.18)

ν̃0 bezeichnet die Wellenzahl am Intensitäts-Maximum, γ0 die Halbwertsbreite (HWHM)

der Bande und A ist Bandenfläche. Zum anderen ist es auch möglich, eine Lorentz-

Funktion L (ν̃) zu verwenden:

L (ν̃) =
2A

πγ0

· 1

1 + 4 [(ν̃ − ν̃0) /γ0]2
(2.19)

In dieser Arbeit wurde eine pseudo-Voigt-Funktion Vpseudo (ν̃) verwendet, die eine

gewichtete Funktion aus einer Gauß- und einer Lorentz-Funktion darstellt: [27]

Vpseudo (ν̃) = f · L (ν̃) + (1− f) ·G (ν̃) (2.20)

f ist hierbei der Wichtungsfaktor. Eine reine Voigt-Funktion ergibt sich aus der Fal-

tung einer Gauß- und einer Lorentz-Funktion, die für die Funktionsanpassung jedoch
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weniger geeignet ist. [27]

Hochdruck-FTIR-Spektroskopie

Für FTIR-Messungen unter hohen hydrostatischen Drücken haben sich Diamantstem-

pelzellen als nützliches Werkzeug etabliert (Abbildung 2.4). [35–43] Der Druck wird gene-

riert, indem eine Schraube gegen eine Stahlfeder gedreht wird. Die Druckübertragung

auf die Diamanten erfolgt über einen Hebelarm auf eine Stahlplatte, die mit den Dia-

mantstempeln verbunden ist. Es werden brilliant-geschliffene Diamanten des Typs IIa

mit einem Oberflächendurchmesser von circa 0.6 mm verwendet.∗ Mit diesen Diaman-

ten kann ein spektraler Bereich zwischen 38500 cm-1 und 2500 cm-1 sowie 1800 cm-1 und

50 cm-1 genutzt werden. [38] Zwischen den Diamantstempeln befindet sich ein Abstands-

halter aus rostfreiem Stahl, der unter Druck fließt und die Probenflüssigkeit gegen die

Diamanten abdichtet. Zur Druckbestimmung wird eine geringe Menge eines Druckin-

dikators zur Probe hinzugefügt. Zum einen eignet sich Bariumsulfat (BaSO4), das eine

charakteristische, symmetrische Sulfatstreckschwingung bei etwa 983 cm-1 aufweist.†

Die Druckabhängigkeit der Wellenzahl dieser Bande lässt sich wie folgt ausdrücken: [45]

p = 2.097 ·∆ν̃ + 0.031 · (∆ν̃)2 (2.21)

Zum anderen kann α-Quarz verwendet werden, das charakteristische Schwingungsban-

den bei etwa 801 cm-1, 780 cm-1 und 695 cm-1 besitzt. Für die Druckindikation können

die druckabhängigen Verschiebungen der Banden bei 695 cm-1 sowie 801 cm-1 verwendet

werden. [46] Für Erstere gilt folgender Zusammenhang:

p = 1.2062 ·∆ν̃ + 0.015054 · (∆ν̃)2 (2.22)

Die Bande bei 801 cm-1 zeigt folgende Druckabhängigkeit:

p = 1.168 ·∆ν̃ + 0.0158 · (∆ν̃)2 − 0.1660 (2.23)

∗ Die Klassifizierung der Diamanten erfolgt auf Grund der Menge ihrer Verunreinigungen. [44]
† Der genaue Wellenzahl bei einem Druck von 1 bar hängt von der chemischen Umgebung sowie von

der Temperatur ab. Eine Erhöhung der Temperatur führt zu einer bathochromen Verschiebung der
Wellenzahlen.
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2.1.2 Experimentelles

Die temperaturabhängigen Messungen wurden mit Hilfe eines Nicolet 5700-Spektro-

meters (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) durchgeführt. Es wurde ein

MCT-Detektor (HgCdTe, Quecksilber-Cadmium-Tellur) verwendet, der mit flüssigem

Stickstoff gekühlt wurde. Die temperierbare Messzelle ist in Abbildung 2.3 abgebildet.

Die Probe wurde zwischen zwei runden Calciumfluoridfenstern (Maße: 25 x 4 mm, Pike

Technologies, Madison, WI, USA) gefüllt, die durch einen Abstandshalter aus Mylar-

folie mit einer Stärke von 50 μm und einem Innendurchmesser von 10.5 mm getrennt

wurden. Das Probenvolumen liegt typischerweise zwischen 10 μL und 20 μL. Die Tem-

perierung der Zelle (Genauigkeit:± 0.2 ◦C) erfolgte in einem Stahlmantel, der mit einem

externen Wasserbad verbunden war. Die Equilibrierungszeit vor jeder Messung betrug

15 min. Der Probenraum wurde kontinuierlich mit trockener Luft (Adsorptionstrockner

Typ 15, Zander, Essen, Deutschland) gespült. Die Aufnahme der Spektren erfolgte mit

dem Softwarepaket
”
OMNIC 7.3“ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Um

ein möglichst gutes Signal/Rausch-Verhältnis zu gewährleisten, wurden 256 Spektren

pro Messpunkt mit einer spektralen Auflösung von 1 cm-1 aufgenommen. Der gemessene

Wellenzahlbereich erstreckte sich zwischen 4000 cm-1 und 1100 cm-1, wobei die Ban-

denpositionen mit zwei signifikanten Dezimalstellen ermittelt wurden. Die Apodisation

wurde mit Hilfe einer Happ-Genzel-Funktion (Gleichung 2.12) durchgeführt. [20]

Abbildung 2.3: Temperierbare Messzelle der FTIR-Spektroskopie. Die Probe befindet
sich zwischen zwei Calciumfluoridfenstern, die durch einen Abstandshalter separiert
werden.
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Die druckabhängigen Spektren wurden mit Hilfe eines Nicolet MAGNA 550-Spektro-

meters (Nicolet Instrument, Offenbach, Deutschland) durchgeführt, wobei ein mit flüs-

sigem Stickstoff gekühlter MCT-Detektor verwendet wurde. Als Druckzelle diente eine

Diamantstempelzelle (P-Series, High Pressure Diamond Optics, Tucson, USA) mit Typ

IIa-Diamanten, die einen Oberflächendurchmesser (Durchmesser der Deckfläche des Ke-

gelstumpfes) von 0.6 mm besitzen (Abbildung 2.4). [43] Als Abstandshalter zwischen den

Diamanten wurde ein Dichtungsring aus rostfreiem Stahl mit einer Stärke von 50 μm,

einem Außendurchmesser von 12.5 mm sowie einem Innendurchmesser 0.45 mm ver-

wendet. Typische Probenvolumina lagen zwischen 7 μL und 10 μL, wobei das effektive

Volumen zwischen den Diamanten nur etwa 10 nL betrug. Als Druckindikator wurde

BaSO4 verwendet, das eine charakteristische, drucksensitive Schwingung der Sulfat-

gruppe bei ungefähr 983 cm-1 aufweist. Die Druckgenauigkeit kann so auf ± 150 bar

(15 MPa) bestimmt werden (siehe Kapitel 2.1.1). [45] Es wurden Spektren in einem

Wellenzahlbereich zwischen 4000 cm-1 und 650 cm-1 aufgenommen, wobei zwischen

den einzelnen Messungen eine Equilibrierungszeit von 15 min eingehalten wurde. Alle

weiteren Messparameter waren analog zu den temperaturabhängigen FTIR-Messungen.

Abbildung 2.4: Diamantstempelzelle der Hochdruck-FTIR-Spektroskopie. Die Probe
befindet sich zwischen den beiden Diamanten auf den Diamantstempeln, die durch
einen Abstandshalter (Gasket) voneinander getrennt werden.
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Die Prozessierung der Daten erfolgte mit der Software
”
GRAMS/AI 9.1“ (Thermo Fis-

her Scientific, Waltham, MA, USA). Die Spektren wurden zunächst um den Beitrag des

spektralen Rauschens sowie des Lösungsmittels der jeweiligen Proben korrigiert. Um

eine Vergleichbarkeit der Spektren zu gewährleisten, wurde eine Normierung auf die

Fläche durchgeführt. Eine quantitative Aussage über eine Bandenveränderung konnte

durch die Analyse der einzelnen Subbanden, aus deren Superposition sich die gemes-

sene Bande ergibt, getroffen werden. Dazu wurden aus den normierten Spektren die 2.

Ableitung sowie die Fourier-Selbstentfaltung (FSD) gebildet, um die Anzahl sowie

die Position der jeweiligen Subbanden zu erhalten. Für die Anpassung der Subbanden

wurde eine pseudo-Voigt-Funktion verwendet (siehe Kapitel 2.1.1).

2.2 Röntgen-Kleinwinkelstreuung

Die Röntgen-Kleinwinkelstreuung (engl.: small-angle X-Ray scattering, SAXS) ist ei-

ne Streumethode zur Strukturbestimmung von Molekülen in der Größenordnung von

einigen Ångström bis zu hunderten Nanometern. Deshalb eignet sich diese Methode

insbesondere für die Untersuchung von Polymeren und Proteinen. Während für die

Durchführung einer Kristallstrukturanalyse die Fähigkeit des Moleküls vorausgesetzt

wird, genügend große Einkristalle zu bilden, können mit Hilfe der Kleinwinkelstreuung

Strukturen in Lösung bestimmt werden. Obwohl mit SAXS daher im Gegensatz zur

Diffraktion an Kristallen keine atomare Auflösung erreicht werden kann, besteht der

entscheidende Vorteil dieser Methode darin, dass beispielsweise Proteine in ihrer natür-

lichen Umgebung untersucht werden können. Im Folgenden werden kurz die Grundlagen

der Röntgen–Kleinwinkelstreuung vorgestellt, die für die Untersuchung der Systeme in

dieser Arbeit maßgeblich sind. Eine weitergehende Beschreibung dieser leistungsstarken

Methode sowie deren vielseitige Anwendung wird in der Literatur ausführlich geschil-

dert. [30,47–56]

2.2.1 Grundlagen

Streuprozess

Das Prinzip des Streuprozesses bei der Röntgen-Kleinwinkelstreuung wird in Abbil-
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Abbildung 2.5: Geometrie des Streuprozesses. Die einfallende Strahlung wird unter
dem Streuwinkel, 2θ, gestreut. Die Richtungsänderung der gestreuten Strahlung wird
durch den Streuvektor ~q angegeben. [30]

dung 2.5 dargestellt. Der einfallende Strahl ~k0 mit der Energie E 0 trifft als eine ebene,

monochromatische, elektromagnetische Welle mit der Wellenlänge λ0 auf das Proben-

system. Der Betrag des Wellenvektors ~k0 ist wie folgt definiert:

∣∣∣~k0

∣∣∣ =
2π

λ0

(2.24)

Für die Energie E 0 ergibt sich:

E0 = ~ω0 =
hc

λ0

(2.25)

h ist das Plancksche Wirkungsquantum und c die Lichtgeschwindigkeit.

Die gestreute Strahlung breitet sich als Kugelwelle aus und wird unter dem Streuwinkel

2θ im Raumwinkelelement ∆Ω detektiert. [30] Somit gilt für den Streuvektor (Wellen-

vektorübertrag) ~q:

~q = ~k1 − ~k0 (2.26)

Es wird vorausgesetzt, dass es sich bei der Streuung um einen elastischen, kohärenten

Prozess handelt, sodass ∆E = 0, |~k0| = |~k1| und λ0 = λ1 = λ gilt. Für den Betrag des
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Streuvektors ~q ergibt sich somit:

q = |~q| = 4π

λ
sin (θ) (2.27)

Intrapartikulärer Strukturfaktor

In verdünnten Systemen, bei denen angenommen wird, dass keine Wechselwirkungen

zwischen den Teilchen auftreten und somit keine Interferenzen zwischen den gestreuten

Partialwellen entstehen, ergibt sich die Gesamtstreuintensität als Summe der Streuin-

tensitäten der einzelnen Teilchen. Da die Orientierungen der Teilchen in Lösung auf

Grund der Brownschen Molekularbewegung verschieden sind, gilt für die resultierende

Partikelstreukurve folgende Beziehung: [30]

I (q) = Np

〈∣∣∣∣∣∣∣
∫
Vp

ρ (~r) ei~q~rd~r

∣∣∣∣∣∣∣
2〉

(2.28)

N p gibt die Anzahl der streuenden Teilchen wieder, <...> die Mittelung über alle

Orientierungen, |...|2 das Betragsquadrat der Streuwelle, da die Streuintensität zum

Amplitudenquadrat der Streuwelle proportional ist und ρ(~r) ist die Elektronendichte

innerhalb des Teilchens am Ort ~r. [30] Da mit SAXS keine atomare Auflösung erreicht

werden kann, wird die Elektronendichte des streuenden Teilchens ρp als konstant an-

gesehen. Um jedoch einen Streuprozess beobachten zu können, muss sich die Elektro-

nendichte des Teilchens von der Elektronendichte des Lösungsmittels ρs unterscheiden

(Kontrast). Für Gleichung 2.28 ergibt sich somit:

I (q) = Np (ρp − ρs)
2

〈∣∣∣∣∣∣∣
∫
Vp

ei~q~rd~r

∣∣∣∣∣∣∣
2〉

(2.29)

Der Kontrastfaktor K wird dabei wie folgt definiert:

K = Vp (ρp − ρs) (2.30)

V p gibt dabei das Volumen des Teilchens wieder.
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Für den Formfaktor F (~q), der nur von der äußeren Teilchengeometrie abhängt, gilt:

F (~q) =
1

Vp

∫
Vp

ei~q~rd~r (2.31)

Damit folgt für Gleichung 2.29:

I (q) = NpK
2
〈
|F (~q)|2

〉
= NpK

2 〈P (~q)〉 = NpK
2P (q) (2.32)

P(q) wird als intrapartikulärer Strukturfaktor bezeichnet und ist der über alle Orien-

tierungen gemittelte Formfaktor eines Teilchens. Diese Mittelung kann über folgende

Beziehung ausgedrückt werden: [30]

〈
ei~q~r
〉

=
sin (qr)

qr
(2.33)

Dadurch ist es möglich, den intrapartikulären Strukturfaktor P(q) für verschiedene

Teilchengeometrien zu berechnen. [30,51]

GUINIER-Näherung

Mit Hilfe der Guinier-Näherung ist es möglich, den sogenannten Gyrationsradius

(Streumassenradius) RG eines Teilchens aus einer Kleinwinkelstreukurve bei kleinen

q-Werten zu berechnen. Er ist definiert als der quadratisch gemittelte Abstand aller

Streuzentren innerhalb eines Teilchens von dessen Schwerpunkt: [30,47,51]

R2
G =

∫
Vp

r2ρ (~r) d~r∫
Vp

ρ (~r) d~r
≈ 1

Vp

∫
Vp

r2d~r (2.34)

Bei kleinen q-Werten kann die Streuintensität I (q) näherungsweise wie folgt ausge-

drückt werden:

I (q) = I (0)

[
1− 1

3
q2R2

G

]
≈ I (0) e−q

2R2
G/3 (2.35)

lnI (q) = lnI (0)− q2R2
G/3 (2.36)

Die Guinier-Näherung ist gültig für qRG<1. Eine Auftragung von ln I (q) gegen q2
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(Guinier-Auftragung) liefert aus der Anfangssteigung −R2
G/3 den Gyrationsradius

RG. [30,51]

Abstandsverteilungsfunktion

Mit Hilfe der Abstandsverteilungsfunktion p(r) ist es möglich, die Größe und Form

eines Teilchens zu beschreiben. Sie ergibt sich aus der Fourier-Transformation der

gemessenen Streukurve I (q): [51,52,56]

p (r) =
1

2π2

∞∫
0

I (q) qr sin (qr) dq (2.37)

Diese Funktion gibt die Häufigkeit an, Abstände von Streuzentren im Molekül zwischen

r und (r+dr) zu finden. Dafür müssen die Inhomogenitäten innerhalb eines Teilchens

klein sein. Eine Auftragung von p(r) gegen r liefert am Schnittpunkt mit der r -Achse

die maximale Größe des streuenden Teilchen Dmax. Der Gyrationsradius RG ist mit der

Abstandsverteilungsfunktion über folgende Beziehung verknüpft: [57]

R2
G =

∞∫
0

r2p (r) dr

2
∞∫
0

p (r) dr

(2.38)

Aus dem Verlauf der p(r)-Funktion lassen sich zudem Aussagen über die Form des Teil-

chens treffen, die für verschiedene geometrische Körper charakteristisch sind. [30,51,56]

Interpartikulärer Strukturfaktor

Bei konzentrierten Lösungen (c > 1 % w/w) müssen Wechselwirkungskräfte zwischen

den streuenden Teilchen berücksichtigt werden. Diese werden durch den interpartikulä-

ren Strukturfaktor S (q) zum Ausdruck gebracht. Für Gleichung 2.32 ergibt sich damit:

I (q) = NpK
2P (q)S (q) (2.39)
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Für den interpartikulären Strukturfaktor S (q) gilt: [30,51]

S (q) = 1 + 4π
Np

V

∞∫
0

r2 (g (r)− 1)
sin (qr)

qr
dr (2.40)

N p/V bezeichnet die Teilchenzahldichte; g(r) ist die interpartikuläre Paarkorrelations-

funktion und wird durch Fourier-Transformation von S (q) erhalten:

g (r) = 1 +
V

Np

1

4π2

∞∫
0

q2 (S (q)− 1)
sin (qr)

qr
dq (2.41)

g(r) gibt die Wahrscheinlichkeit an, ein Teilchen im Abstand r von einem zentralen

Teilchen zu finden. Für große Werte von q bzw. r, gehen S (q) bzw. g(r) gegen einen

Wert von 1. Im Fall von nicht zentro-symmetrischen Teilchen wird der interpartikuläre

Strukturfaktor S (q) durch den effektiven interpartikuläre Strukturfaktor S eff(q) ersetzt.

Für diesen gilt: [58,59]

Seff (q) = 1 +
[F (q)]2Ω
P (q)

(S (q)− 1) (2.42)

Streuung an (teil-)geordneten Systemen

Bei Systemen, die eine periodische Nah- und Fernordnung aufweisen, treten Reflexe in

der Streukurve auf. Diese entstehen durch Beugung an den Netzebenen eines Kristall-

gitters und können mit Hilfe der Braggschen Gleichung beschrieben werden: [30]

nλ = 2d sin (θ) (2.43)

mit n=1,2,3... . d bezeichnet den Netzebenenabstand im Kristallgitter. Die Wegdif-

ferenz zweier Strahlen, die an benachbarten Netzebenen reflektiert werden, ist dabei

das n-fache der Wellenlänge λ. Wird Gleichung 2.27 mit der Braggschen Gleichung

verknüpft, so kann der Abstand d zwischen zwei streuenden Teilchen bestimmt werden:

d =
2π

q
(2.44)

Neben der Braggschen Gleichung, die die Reflexion von Strahlung an Kristallgit-
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tern im realen Raum beschreibt, kann dieser physikalische Vorgang auch im reziproken

Raum durch die Laue-Gleichung dargestellt werden. Für einen Streuvektor ~sh,k,l im

reziproken Gitter gilt: [30]

~sh,k,l = h~a∗ + k~b∗ + l~c∗ (2.45)

mit:

s2
h,k,l = h2a∗2 + k2b∗2 + l2c∗2 (2.46)

h, k, l sind ganze Zahlen und werden als Miller-Indices bezeichnet. a∗, b∗, c∗ sind die

reziproken Gitterkonstanten eines Kristallgitters. Für den Betrag des Streuvektors gilt:

|~sh,k,l| =
1

dh,k,l
(2.47)

Für nicht-kristalline Systeme, wie beispielsweise homogene Lipiddispersionen, ist die

Braggsche Gleichung auch erfüllt, da diese ähnlich wie ein Pulver als zufällig orien-

tierte
”
Mikrokristalle“ angesehen werden können und somit eine periodische Ordnung

aufweisen. [60] Für lamellare Strukturen gilt beispielsweise folgende Beziehung:

q

2π
= s = n

1

d
(2.48)

mit n=1,2,3... . Bei hexagonalen Strukturen ergibt sich:

q

2π
= s = n

2√
3a

√
h2 + k2 + hk (2.49)

a ist die Gitterkonstante des hexagonalen Gitters. Bei einer lamellaren Phase ist es

möglich, aus der Halbwertsbreiten des Peaks qFWHM bei einem Streuvektorbetrag q

ungefähr die Anzahl der übereinanderliegenden Schichten N Schicht abzuschätzen: [61]

NSchicht ≈
q

qFWHM

(2.50)

Wenn die Lipiddispersion keine periodische Anordnung aufweist, wird nur eine diffuse

Streuung beobachtet. [60]
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2.2.2 Experimentelles

Die Hochdruckexperimente mittels Synchrotron-Röntgen-Kleinwinkelstreuung wurden

an externen Forschungsinstituten mit verschiedenen Hochdruckzellen durchgeführt. Die

Strahlungsquellen sowie die eingesetzten SAXS-Zellen werden im Folgenden näher be-

schrieben.

ESRF

Die SAXS-Messungen an der ESRF (European Synchrotron Radiation Facility, Gre-

noble, Frankreich) wurden an der Hoch-Brillanz-Beamline ID02 durchgeführt. [62] Die

Energie der Röntgenstrahlung betrug 12.4 keV, was einer Wellenlänge λ von 0.1 nm

entspricht. Mittels zweier Undulatoren konnte ein Teilchenfluss von 4 · 1013 Photo-

nen s-1 mm-2 erzielt werden. Der verwendete Röntgenstrahl hatte eine Größe von

0.37 × 0.21 mm2. Die Streubilder wurden mit einem CCD-Detektor (engl.: charged-

coupled device) aufgenommen, der eine Belichtungsfläche von 100 mm2 (2048 × 2048

Pixel, Pixelgröße 80 × 80 µm2) besaß (FReLoN Kodak Detektor). Es wurde ein 4 × 4

Binning mit einer Bildrate von 10 Bildern s-1 verwendet. Die Messzeiten lagen typi-

scherweise zwischen 0.05 s und 0.5 s, wobei vor jeder Messung dreimal der Dunkelstrom

des Detektors mit gleicher Messzeit aufgenommen wurde. Der Abstand zwischen dem

Detektor und der Probe lag in Abhängigkeit des gewünschten q-Bereichs bei 1 m bzw.

5 m, was einem Streuvektorbetrag q von 0.01 nm-1 bis 2 nm-1 bzw. 0.001 nm-1 bis

0.95 nm-1 entspricht. Die Prozessierung der Streubilder in 1-dimensionale Streukurven

erfolgte mit Hilfe einer auf MATLAB basierenden Software (
”
SAXSutilities“, entwickelt

von Dr. Michael Sztucki, Grenoble, Frankreich). [63]

DESY

Die Röntgen-Kleinwinkelstreuexperimente am DESY (Deutschen Elektronen-Synchro-

tron, Hamburg, Deutschland) erfolgten an der Beamline BW4 am HASYLAB (Ham-

burger Synchrotronstrahlungs-Labor). [64] Es wurde Röntgenstrahlung mit einer Ener-

gie vom 8.98 keV verwendet, was einer Wellenlänge λ von 0.138 nm entspricht. Die

Wiggler lieferten einen Teilchenfluss von 6.5 · 1010 Photonen s-1 mm-2. Der erzeugte

Röntgenstrahl hatte eine Größe von 0.4 × 0.4 mm2. Die Belichtungsfläche des CCD-
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Detektors (MARCCD 165 Detektor) hatte einen Durchmesser von 16.5 cm (2048 ×

2048 Pixel, Pixelgröße 79.1 × 79.1 µm2). Die Dauer einer Messung betrug 20 min,

wobei vor jeder Messung dreimal ein Dunkelstrom aufgenommen wurde. Der Abstand

zwischen Probe und Detektor lag in Abhängigkeit des gewünschten q-Bereichs zwi-

schen 2.55 m und 12.4 m, sodass q-Werte zwischen 0.001 nm-1 und 2 nm-1 realisiert

werden konnten. Die Prozessierung der 2-dimensionalen Streubilder in 1-dimensionale

Streukurven erfolgte mit Hilfe der Software
”
Fit2D“. [65]

Diamond

Am Diamond (Diamond Light Source, Didcot, UK) erfolgten die SAXS-Messungen an

der Beamline I22. Die Energie der Röntgenstrahlung betrug 18 keV, was einer Wel-

lenlänge λ von 0.069 nm entspricht. Die Streubilder wurden mit einem CCD-Detektor

aufgenommen, der eine Belichtungsfläche von 254 mm × 289 mm (1475 × 1679 Pixel,

Pixelgröße 172 × 172 µm2) besaß (PILATUS 2M Detektor). Die Belichtungszeit der

Probe lag bei 15 s. Der Abstand zwischen Probe und Detektor betrug 5.2 m, sodass

ein q-Bereich zwischen 0.2 nm-1 und 4.5 nm-1 erfasst wurde. Die Prozessierung der

2-dimensionalen Streubilder in 1-dimensionale Streukurven erfolgte mit Hilfe der Soft-

ware
”
Fit2D“. [65]

DELTA

Die SAXS-Messungen am DELTA (Dortmunder Elektronenspeicherring-Anlage, Dort-

mund, Deutschland) wurden an der Beamline BL9 durchgeführt. [66] Die Energie der

Röntgenstrahlung betrug 10 keV, was einer Wellenlänge λ von 0.124 nm entspricht.

Der typische Teilchenfluss am DELTA betrug 5 · 109 Photonen s-1 mm-2. Die Belich-

tungsfläche des eingesetzten Detektors (MAR345 Image Plate Detektor) hatte einen

Durchmesser von 34.5 cm (2048 × 2048 Pixel, Pixelgröße 100 × 100 µm2). Die Be-

lichtungszeit der Probe lag bei 20 min. Die Probe wies einen Abstand von 1 m zum

Detektor aus, sodass ein q-Bereich von 0.3 nm-1 bis 3.5 nm-1 erreicht wurde. Die Pro-

zessierung der 2-dimensionalen Streubilder in 1-dimensionale Streukurven erfolgte mit

Hilfe der Software
”
Fit2D“. [65]
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Verwendete Hochdruckzellen

Die erste Hochdruckzelle wurde im Arbeitskreis von Prof. Dr. Winter (Lehrstuhl für

Physikalische Chemie I) an der Technischen Universität Dortmund von Dr. Jürgen

Woenckhaus gebaut. [67,68] Sie besteht aus rostfreiem Stahl einer Ni-Cr-Co-Legierung

(NIMONIC 90) und ist für Drücke bis 4 kbar (400 MPa) und Temperaturen bis

80 ◦C ausgelegt. Als Fenstermaterial, das nach dem Poulter-Prinzip konstruiert wur-

de, dienen zwei flache Diamanten (Typ IIa) mit einer Stärke von 1 mm und einem

Durchmesser von 6 mm. [69–71] Der Probenhalter besteht aus einem Teflonring (PTFE,

Polytetraf luoroethylen), auf dessen Vorder- und Rückseite Mylar- bzw. Kaptonfolie ge-

klebt wird. Das Probenvolumen beträgt 25 µL. Der hydrostatische Druck wird mittles

kommerzieller Hochdruck-Spindelpumpen (Hochdruck-Pumpe, NovaSwiss, Effretikon,

Schweiz) generiert.

Die zweite Hochdruckzelle wurde von Dr. Christina Krywka im Arbeitskreis von Prof.

Dr. Tolan (Lehrstuhl für Experimentelle Physik I) an der Technischen Universität Dort-

mund konstruiert. [72] Der Zellkörper (9 × 9 × 8 cm3) basiert auf rostfreiem Stahl einer

Ni-Cr-Legierung (INCONEL 718). Mit dieser Zelle können Drücke bis 4 kbar (400 MPa)

ohne Probleme erreicht werden. Der Probenhalter besteht ebenso aus rostfreiem Stahl,

auf dessen beiden Seiten Folie aus Kapton bzw. Mylar geklebt wird. Das Probenvolu-

men liegt bei 55 µL. Der große Vorteil dieser Zelle besteht in einer separaten Öffnung

für den Probenwechsel. Auf diese Weise bleibt die Position der beiden Diamantfenster

unverändert. Der Druckaufbau erfolgt mit kommerziellen Hochdruck-Spindelpumpen

(Hochdruck-Pumpe, NovaSwiss, Effretikon, Schweiz).

Die Hochdruckzelle von Dr. Nick Brooks entstand aus einer Kollaboration zwischen

dem Imperial College London und der Beamline I22 der Diamond Light Source. [73] Die

Zelle besteht aus rostfreiem, gehärtetem Stahl (17-4PH, H900 wärmebehandelt) und ist

für Drücke bis 5 kbar (500 MPa) ausgelegt. Als Fenstermaterial wird Saphir verwendet.

Der Probenhalter besteht aus Teflon, auf dessen Vorder- und Rückseite Kaptonfolie ge-

klebt wird. Das Probenvolumen beträgt 20 µL. Der Druck wird mittels einer Software

gesteuert und mit einem Motor hydraulisch aufgebaut (Sitec-Sieber, Zürich, Schweiz).
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Drucksprungexperimente können mit Hilfe von pneumatischen Ventilen durchgeführt

werden, die durch ein elektronisches Signal der Beamline geregelt wurden, sodass der

Drucksprung und die Datenaufnahme synchronisiert werden und eine Messung inner-

halb einer Zeit von 5 ms realisierbar ist. Das mit Druckluft betriebene Ventil zwi-

schen der Hochdruckzelle und einem Flüssigkeitsreservoir ermöglicht es zudem, varia-

ble Drucksprungamplituden zu vermessen, sodass sowohl ein plötzlicher Druckaufbau

als auch eine spontane Druckrelaxation in einem großen Druckbereich durchgeführt

werden können. [67,68]
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Stimuli-sensitive Polymere

Das Ziel dieses Projektes besteht in einer umfassenden Untersuchung des Effektes von

Temperatur, Druck und Lösungsmittelzusammensetzung auf das Lösungsverhalten von

linearen Ketten und Mikrogelen bestehend aus den Homopolymeren PNiPAm und

PDEAm sowie deren Copolymere. FTIR-Messungen ermöglichen dabei die Detekti-

on des Hydratisierungszustandes der Polymere. Korrespondierende SAXS-Messungen

im Fall der Mikrogele zeigen die Veränderungen der Größe und Struktur und geben so

weiteren Aufschluss über das Verhalten von stimuli-sensitiven Polymeren. Diese Studie

basiert auf der Kooperation mit dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Richtering (Lehrstuhl

für Physikalische Chemie II) an der RWTH Aachen. Insbesondere durch die Zusam-

menarbeit mit Dr. Christian Hofmann konnte dieses Projekt erfolgreich abgeschlossen

werden.∗

3.1.1 Einleitung

Stimuli-sensitive weiche Materialien spielen eine wichtige Rolle in der Entwicklung von

sogenannten intelligenten Verbindungen (engl.: smart materials). Einer der bekanntes-

ten Vertreter ist Poly-(N -isopropylacrylamid) (PNiPAm) (Abbildung 3.1). Wie eine

Reihe weiterer N -alkyl-substituierter Polyacrylamide zeigt es eine temperaturabhängi-

ge Löslichkeit in Wasser (Thermoresponsivität). [76–78] Oberhalb der unteren kritischen

Lösungstemperatur (engl.: lower critical solution temperature, LCST) ändert sich der

Grad der Hydratisierung drastisch und das Polymer präzipitiert, das durch eine starke

∗ Die in diesem Kapitel vorgestellte Studie wurde in den Referenzen [74,75] publiziert,
(Stand 24. April 2014).



28 Ergebnisse und Diskussion

Turbidität der Polymerlösung oberhalb des Trübungspunktes zu beobachten ist. Einer

der Gründe für das große Interesse an PNiPAm ist die LCST von circa 32 ◦C, die nahe

an der Körpertemperatur liegt und somit für biologische und medizinische Untersu-

chungen von Bedeutung ist. [79,80] Zudem ist die LCST über einen weiten Bereich un-

abhängig vom Molekulargewicht. [81] Dieser ausgeprägte Rückgang der Hydratisierung

führt üblicherweise zu einer Phasentrennung zwischen Polymer und Lösungsmittel. Die

Polymerketten gehen oberhalb von 32 ◦C von einem Zufallsknäuel in eine kollabierte,

kompakte Konformation über. Die Ketten aggregieren und fallen aus. [82]

Abbildung 3.1: Strukturformeln von Poly-(N -isopropylacrylamid) (PNiPAm) und
Poly-(N,N -diethylacrylamid) (PDEAm)

Die Phasenseparation kann jedoch durch chemische Vernetzung einzelner Ketten

während der Synthese verhindert werden. Es entstehen dann sogenannte Hydrogele.

Die Reaktion dieser Gele beim Überschreiten der LCST äußert sich in einer Verrin-

gerung des Volumens, da Wasser aus dem Polymernetzwerk austritt. Daher wird bei

Gelen die Phasenübergangstemperatur auch Volumenphasenübergangstemperatur ge-

nannt (engl.: volume phase transition temperature, VPTT). Der Nachteil der Hydroge-

le liegt auf Grund ihrer Größe in einer langsamen Antwort auf äußere Veränderungen.

Durch die Synthese von sogenannten Nano- oder Mikrogelen mit hydrodynamischen

Radien, die im Bereich von 10 nm - 1 µm liegen, kann die Reaktion auf äußere Impulse

beschleunigt werden. [83,84] Im Gegensatz zu linearen Ketten erfolgt der Phasenübergang

nicht abrupt, sondern verläuft kontinuierlich. [85,86] Darüber hinaus sind die Mikrogele

kolloidal stabil [87,88] und eignen sich daher unter anderem als vielversprechende Mate-

rialien in der Wirkstofffreisetzung [89] oder als temperatursensitive Stabilisatoren von
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Emulsionen. [90]

Eine andere Eigenschaft von PNiPAm ist, dass es neben der Temperatur auch auf

andere Reize wie beispielsweise den pH-Wert, die Ionenstärke oder die elektrische

Spannung reagiert. [79,91,92] In dieser Arbeit ist neben der Temperatur insbesondere

der Druckparameter von Interesse. Es ist bekannt, dass hoher hydrostatischer Druck

dem Kollaps der Teilchen entgegenwirkt. [93] Durch Druck können Hydrogele wieder

in den gequollenen Zustand überführt werden (Piezoresponsivität). [94,95] Pühse, Keerl

und Meersman konnten mit Hilfe der FTIR-Spektroskopie zeigen, dass lineare Polymer-

ketten aus PNiPAm durch hohen hydrostatischen Druck wieder rehydratisiert werden

können. [95–97] Bei einem ähnlichen thermoreversiblen Polymer bestehend aus Poly(2-

dimethylamino-ethyl-methacrylat) wurde gezeigt, dass ein Druck von 100 bar (10 MPa)

einen Temperatureffekt von 1 K kompensieren kann. [98]

Eine besondere Möglichkeit, die Größe oder Hydratisierung von PNiPAm zu beein-

flussen, besteht in der Variation des Lösungsmittels. Durch die Zugabe von organischen

Lösungsmittels, wie zum Beispiel Methanol, zu wässrigen PNiPAm-Lösungen kann die

LCST deutlich herabgesetzt werden. Das Polymer fällt aus, obwohl PNiPAm in reinem

Methanol löslich ist. [99–102] Dieses Phänomen wird als Cononsolvency-Effekt bezeich-

net. Oft wird es auch als Wieder-Eintritts-Phasenverhalten (engl.: re-entrant phase

behaviour) beschrieben, da das Polymer durch weitere Zugabe von Methanol wieder

in Lösung gebracht werden kann. In wässriger Lösung fällt die LCST von PNiPAm bis

zu einem Stoffmengenanteil von Methanol von 20 mol% und steigt dann schnell wieder

bis zur Verdampfungstemperatur des Lösungsmittelgemisches an. Dieses Phänomen ist

nicht nur auf Methanol beschränkt, sondern ist auch für andere Alkohole [103,104] und

sogar aprotische Lösungsmittel bekannt. [105,106]

Ein weiteres stimuli-responsives Polymer aus der Gruppe der Acrylamidderivate ist

Poly-(N,N -Diethylacrylamid) (PDEAm) (Abbildung 3.1). Wie PNiPAm ist es ther-

moreversibel und besitzt eine LCST von circa 30 ◦C. [77] Trotz der strukturellen Ähn-

lichkeit zu PNiPAm ist das Phasenverhalten und die Kompaktheit der kollabierten

Teilchen oberhalb der LCST verschieden. [82,107] Diese Unterschiede haben ihren Ur-

sprung sehr wahrscheinlich im Fehlen des Wasserstoffatoms in der Amid-Gruppe, wo-

durch keine H-Brückenbindungen ausgebildet werden können. [107] Bei PDEAm tritt zu-
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dem kein Cononsolvency-Effekt auf. Durch Zugabe eines Cosolvens zu einer wässrigen

PDEAm-Lösung steigt die LCST kontinuierlich bis zu einer bestimmten Cosolvens-

Konzentration, ab der die Löslichkeit temperaturunabhängig wird.

Interessant ist daher im Zusammenhang mit dem Cononsolvency-Effekt die Unter-

suchung von Copolymeren, die aus den Monomeren NiPAm sowie DEAm aufgebaut

sind. Die LCST dieser statistischen Copolymere liegt immer unterhalb der LCST der

jeweiligen Homopolymere. Das Minimum der Phasenübergangstemperatur wird für Co-

polymere beobachtet, die aus äquimolaren Einheiten aus NiPAm und DEAm aufgebaut

sind. [108] Die Ursache für diese synergistische Herabsetzung der LCST liegt womöglich

in einem idealen, strukturellen Aufbau, da NiPAm sowohl als Protonendonator sowie

-akzeptor fungieren kann, während DEAm nur H-Brücken über den Carbonylsauerstoff

aufbauen kann. Gestützt wird diese Begründung durch die Untersuchung von Copo-

lymeren, die aus NiPAm und N -isopropylmethacrylamid (NiPMAm) aufgebaut sind.

Hier steigt die LCST linear von einem Homopolymer zum anderen, da beide Einheiten

über ein freies Amid-Proton verfügen, über das sie H-Brücken bilden können. [109]

Die Ursachen für die verschiedenen stimuli-sensitiven Reaktionen sind bis heute Ge-

genstand verschiedener Diskussionen. Die Temperatursensitivität wird allgemein auf

das empfindliche Gleichgewicht zwischen der Energie der Wasserstoffbrückenbindun-

gen und der Entropie durch Freisetzung von Lösungsmittelmolekülen zurückgeführt,

da der Übergang vom gequollenen in den weniger hydratisierten Zustand endotherm

verläuft. Das Verständnis dieser Vorgänge ist wichtig, da PNiPAm oft auch als einfaches

Modellsystem für die Kältedenaturierung von Proteinen verwendet wird. [81,89,110]

Wird der Cononsolvency-Effekt mit einbezogen, so wird das Verständnis über die

stimuli-responsiven Reaktionen komplizierter, da sehr ähnlich aufgebaute Polyacrylami-

de, wie zum Beispiel das PDEAm, zwar eine LCST besitzen, aber keinen Cononsolvency-

Effekt zeigen. In der Literatur gibt es zwei verschiedene Ansätze für eine moleku-

lare Erklärung dieses Effektes. Der erste bezieht sich auf die Eigenschaften der ver-

schiedenen Lösungsmittelgemische. Für bestimmte Mischungsverhältnisse wird die Bil-

dung von Clustern angenommen, da verschiedene Anomalien für binäre Systeme, wie

Wasser/Methanol-Gemische, bekannt sind. [111] Diese Cluster werden als
”
schlechte“ Lö-

sungsmittel für PNiPAm angesehen. [91,112] Die andere mögliche Erklärung basiert auf
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der Annahme, dass direkte Wechselwirkungen zwischen Lösungsmittel und Polymer ei-

ne zentrale Rolle spielen. [113–115] Dieser Ansatz erscheint besonders vielversprechend, da

er möglicherweise das Fehlen des Cononsolvency-Effektes im Fall von PDEAm erklären

kann, da es im Vergleich zu PNiPAm kein Amid-Proton besitzt. [116–118]

Für die Detektion der direkten Wechselwirkungen zwischen Lösungsmittel und Po-

lymer hat sich die FTIR-Spektroskopie als eine sehr nützliche Methode herausge-

stellt. [95,97,109,119] Die Analyse der Amid-I’-Bande gibt Auskunft über die Hydratisierung

der Carbonyl-Gruppe des Polymers. Sie resultiert aus einer Superposition von verschie-

denen Subbanden und liegt je nach Art und Zusammensetzung des Polymers in einem

Wellenzahlbereich zwischen 1570 cm-1 und 1680 cm-1. [120–122] Subbanden bei höheren

Wellenzahlen beziehen sich auf eine hydrophobere Umgebung, das heißt, intramolekula-

re Wasserstoffbrückenbindungen zwischen dem Wasserstoff der Amid-Gruppe und dem

Sauerstoff der Carbonylgruppe, H-Brücken zu Methanol und freie, nicht gebundene Car-

bonylgruppen. Subbanden bei kleineren Wellenzahlen werden einem hydrophileren Be-

reich zugeordnet, das heißt, Carbonylgruppen, die über Wasserstoffbrücken mit einem

oder zwei Wassermolekülen verbunden sind. [95,108,121] Bei Mikrogelen stehen die beob-

achteten Effekte auf molekularer Ebene in direkter Beziehung zu der Größe und Kon-

formation des Polymers. Lösungsmittel-, temperatur- sowie druckabhängige Messun-

gen mittels dynamischer Lichtstreuung (engl.: dynamic light scattering, DLS), [85,123,124]

Neutronen-Kleinwinkelstreuung (engl.: small-angle neutron scattering, SANS) [125,126]

und Röntgen-Kleinwinkelstreuung (engl.: small-angle X-Ray scattering, SAXS) [74] kön-

nen darüber Aufschluss geben. Stieger hat mit Hilfe von SANS-Experimenten gezeigt,

dass PNiPAm nicht nur einen Übergang von einem geschwollenen in einen kollabierten

Zustand durchläuft, sondern dass gleichzeitig auch die interne Struktur des Mikrogels

verändert wird. Die kollabierten Teilchen werden dabei als Kugeln mit einer konstan-

ten Dichte charakterisiert. Im Gegensatz dazu besteht das Mikrogel im geschwollenen

Zustand aus einem inneren Kern mit konstanter Dichte, der durch eine äußere Schicht

mit radial abnehmender Dichte (engl.: fuzzy layer) umgeben wird. Die Abnahme der

Dichte wird dabei mit einem Gauß-Profil beschrieben. [126]
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3.1.2 Materialien und Methoden

Die Synthese der linearen Ketten sowie der Mikrogele erfolgte mittels einer radikali-

schen Emulsions-Polymerisation im Arbeitskreis von Prof. Dr. Richtering (Lehrstuhl

für Physikalische Chemie II) an der RWTH Aachen. Tabelle 3.1 zeigt die Bezugsquellen

der jeweiligen Chemikalien für die Synthese sowie die Lösungsmittel für die anschlie-

ßende Charakterisierung der Polymere.

Tabelle 3.1: Verwendete Chemikalien

Chemikalien Bezugsquelle

N -isopropylacrylamid (NiPAm) Sigma Aldrich

N,N -Diethylacrylamid (DEAm) Polysciences

Azo-bis-(isobutyronitril) (AIBN) Fluka

1,4-Dioxan VWR

deuteriertes Chloroform Sigma Aldrich

N,N
′
-methylen-bis-acrylamid (BIS) Merck

Kaliumperoxodisulfat (KPS) Merck

Natriumdodecylsulfat (SDS) Fluka

Deuteriumoxid (D2O) Sigma Aldrich

Aluminiumoxid (Al2O3) Sigma Aldrich

deuteriertes Methanol (CD3OD) Sigma Aldrich

NiPAm wurde umkristallisiert, während bei DEAm das stabilisierende Agens mit Hilfe

von Aluminiumoxid entfernt wurde. Für die Herstellung der linearen Ketten wurden

die Monomere in 1,4-Dioxan in den entsprechenden molaren Verhältnissen gelöst. Die

Lösung wurde entgast und auf 70 ◦C erhitzt. In 1,4-Dioxan gelöstes AIBN mit einem

molaren Verhältnis von 0.17 % bezogen auf den gesamten Monomergehalt wurde zu

der Lösung zugefügt. Nach 7 Stunden wurde das Gemisch abgekühlt und gegen Was-
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ser dialysiert. Das Endprodukt wird mittels Lyophilisieren erhalten. Die Reinheit des

Produktes sowie das Monomerverhältnis wurden in deuteriertem Chloroform durch

NMR-Spektroskopie bestimmt. Bei der Synthese der Mikrogele wurden die Monomere

zusammen mit dem Quervernetzer BIS (1.5 % w/w) und SDS in Wasser gelöst und

auf 70 ◦C erhitzt. Die Polymerisation wurde durch Zugabe von KPS (gelöst in Wasser)

eingeleitet und nach 6 Stunden beendet. [127] Anschließend wurde analog zu den linearen

Polymerketten verfahren.

Die temperaturabhängigen FTIR-Messungen wurden mit einem Nicolet 5700-FTIR-

Spektrometer durchgeführt, wobei die experimentellen Parameter verwendet wurden,

die in Kapitel 2.1.2 beschrieben werden. Das gemessene Temperaturintervall erstreckte

sich von 5 ◦C bis 40 ◦C, um einen möglichst breiten Bereich unterhalb und oberhalb der

LCST bzw. VPTT zu umschließen. Die Konzentration des jeweiligen Acrylamids betrug

bei allen FTIR-Messungen 3 % w/w. Die druckabhängigen FTIR-Messungen erfolgten

mit einem Magna 550-FTIR-Spektrometer. Es wurde bei ausgewählten Temperaturen

zwischen 10 ◦C und 40 ◦C bis zu einem Druck von 10 kbar (1 GPa) gemessen, um

so das Druckverhalten der verschiedenen Polymerzusammensetzungen oberhalb und

unterhalb ihrer jeweiligen Phasenübergangstemperatur zu untersuchen. Weitere expe-

rimentelle Details sind in Kapitel 2.1.2 zu finden. Die Untersuchung der Amid-I’-Bande

erfolgte mit Hilfe der Software
”
GRAMS 9.0“. Die Zuordnung der einzelnen Subbanden

ist in Tabelle 3.2 dargestellt und basiert auf bereits bekannten Daten aus der Lite-

ratur, die durch Vergleichsmessungen von Homo- und Copolymeren in verschiedenen

Lösungsmittelzusammensetzungen ergänzt wurden. [96,108,121] Dabei wurde auf Grund

der teilweisen Überlagerung der einzelnen Subbanden die Amid-I’-Bande in drei Be-

reiche unterteilt. Des Weiteren ist die genaue Position der jeweiligen Subbande in Fol-

ge der temperatur- und druckabhängigen Verschiebung des Übergangsdipolmomentes

während einer Messung nicht exakt bestimmbar ist. Daher kennzeichnet das erste Seg-

ment zwischen 1580 cm−1 und 1610 cm−1 den hydrophilen Bereich und wird starken

intermolekularen H-Brücken zwischen der Carbonylgruppe des Polymers und Wasser

zugeordnet, wobei mehrere H-Brücken ausgebildet werden können. Der zweite Bereich

wird als gemischt hydrophiler/hydrophober Teil bezeichnet. Zwischen 1618 cm−1 und
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1625 cm−1 sind starke Bindungen des Methanols zur Carbonylgruppe des Acrylamids

zu finden. Der Bereich zwischen 1620 cm−1 und 1630 cm−1 ist etwas komplexer und

umfasst neben intermolekularen Wasserstoffbrückenbindungen zum Wasser und/oder

Methanol auch intramolekulare Wechselwirkungen sowie
”
freie“ Carbonylgruppen, wie

sie beispielsweise verstärkt im PDEAm-Homopolymer vorliegen. Das hydrophobe Seg-

ment beinhaltet intramolekulare H-Brücken zwischen der Carbonylgruppe und dem

Amid-Proton (1638 cm−1 - 1650 cm−1) sowie intermolekulare Wechselwirkungen zwi-

schen Methanol und der C=O-Gruppe (1648 cm−1 - 1670 cm−1).

Tabelle 3.2: Zuordnung der einzelnen Bereiche der Amid-I’-Bande der verschiedenen
linearen Ketten und Mikrogele bei unterschiedlichen Lösungsmittelzusammensetzun-
gen. [108,121]

Bandenzuordnung Wellenlängenbereich / cm-1

Hydrophiler Bereich

Intermolekulare H-Brücken zwischen 1560 - 1615
der Carbonylgruppe und D2O

Gemischt hydrophiler / hydrophober Bereich

Intermolekulare H-Brücken zwischen 1618 - 1625
der Carbonylgruppe und CD3OD

Intermolekulare H-Brücken zwischen 1620 - 1630
der Carbonylgruppe und/oder D2O/CD3OD
z.T. auch intramolekulare Wechselwirkungen

Hydrophober Bereich

Intramolekulare H-Brücken zwischen 1638 - 1650
der Carbonylgruppe und dem Amid-Proton

Intermolekulare H-Brücken zwischen 1648 - 1670
der Carbonylgruppe und CD3OD

Die SAXS-Messungen wurden an der ESRF (ID02) sowie am DESY (Hasylab BW4)

mit den Hochdruckzellen von Woenckhaus [67] bzw. Krywka [72] durchgeführt. Die De-

tails der einzelnen Beamlines sowie der Messzellen sind in Kapitel 2.2.2 beschrieben. Die

Konzentration des Mikrogels betrug 0.5 % w/w. Es wurde in einem Temperaturbereich

zwischen 10 ◦C und 50 ◦C gemessen, um Bereiche unter- und oberhalb der VPTT im je-

weiligen Lösungsmittelgemisch abzudecken. Die druckabhängigen Messungen erfolgten
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in 100 bar Schritten (10 MPa) bis zu einem Maximaldruck von 2500 bar (250 MPa).

Die Datenprozessierung wurde durchgeführt, wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben. Eine

quantitative Beschreibung der Streukurven mittels einer Funktionsanpassung erfolgte

mit Hilfe eines von Stieger et al. beschriebenen Modells für Mikrogele. [126] Mit diesem

Modell ist es möglich, sowohl die Gesamtteilchenform als auch die interne, inhomogene

Struktur des Mikrogelnetzwerkes zu charakterisieren. Abbildung 3.2 zeigt die Struktur

eines Mikrogels im hydratisierten Zustand.

2ssurf 2ssurf rbox 

rtot 

rsemi 

rh 

Abbildung 3.2: Modell der Struktur eines Mikrogels im hydratisierten Zustand. rbox:
Radius des Kerns, r semi: Radius bei halber Dichte des Kerns, r tot: Gesamtradius, rh:
hydrodynamischer Radius, σsurf: kennzeichnet die diffuse Schicht. [126]

Ein stark quervernetzter Kern wird durch ein radiales Kasten-Profil rbox beschrieben.

Die Vernetzerdichte nimmt mit steigendem Abstand vom Kern ab und wird durch ei-

ne diffuse Schicht σsurf charakterisiert. Bei r semi ist die Dichte des Kerns bereits um

die Hälfte abgefallen. Die Gesamtgröße r tot ergibt sich aus r tot = rbox + 4·σsurf ; r tot

ist dabei etwas kleiner als der hydrodynamische Radius rh, der aus DLS-Messungen

erhalten wird. Mathematisch wird das Profil P inhom mit dem Formfaktor eines sphäri-

schen Teilchens beschrieben, dessen inhomogene Dichte mit einer radial abnehmenden
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Gauß-Funktion wiedergegeben werden kann:

Pinhom (q) =

[
3 [sin (qr)− qr cos (qr)]

(qr)3 · e−
(σsurfq)

2

2

]2

(3.1)

3.1.3 Ergebnisse Mikrogele

Die stimuli-sensitiven Mikrogele wurden neben der FTIR-Spektroskopie auch mit Hilfe

von Röntgen-Kleinwinkelstreuung druckabhängig untersucht. Dadurch ist es möglich,

den Grad der Hydratisierung direkt mit der Struktur und Größe der Teilchen zu kor-

relieren. Insbesondere das Druckverhalten des Cononsolvency-Effektes stand bei dieser

Untersuchung im Vordergrund.

FTIR-Spektroskopie

Mit Hilfe der FTIR-Spektroskopie wurden die Mikrogele bestehend aus den Homo-

polymeren PNiPAm und PDEAm sowie dem Copolymer PNiPAm/PDEAm (mola-

res Verhältnis 1:1) in Abhängigkeit der Temperatur und des Drucks in verschiedenen

Wasser/Methanol-Gemischen untersucht. Dabei wurde die Amid-I’-Bande untersucht,

da sie durch das H-Brückennetzwerk des Mikrogels Informationen über verschiedene

Hydratisierungszustände bereitstellt.

PNiPAm-Mikrogel

Die normierten Spektren im Bereich der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in Ab-

hängigkeit der Temperatur sind in Abbildung 3.3 dargestellt. Es wurde in einem Tem-

peraturbereich zwischen 5 ◦C und 40 ◦C gemessen, sodass sowohl der hydratisierte als

auch der kollabierte Zustand des Mikrogels eingeschlossen wurden. Aus dem Verlauf

der Spektren wird deutlich, dass mit zunehmender Temperatur eine hypsochrome Ver-

schiebung der Maxima erfolgt, was auf eine Zunahme der hydrophoben Strukturen im

Mikrogel schließen lässt. Zudem ist aus dem temperaturabhängigen Verlauf der Spek-

tren ein isosbestischer Punkt erkennbar, was ein gemeinsames Merkmal aller Mikrogel-

Spektren ist. Dies deutet auf ein Zwei-Zustandsmodell hin, das bei diesem System mit

dem hydratisierten bzw. kollabierten Zustand in Verbindung gebracht werden kann.

Eine quantitative Analyse der Amid-I’-Bande erfolgt durch eine Funktionsanpassung
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Abbildung 3.3: Normierte Spektren der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
D2O zwischen 5 ◦C und 40 ◦C. Der Verlauf der Spektren (Richtung der Temperatur-
erhöhung) wird durch die Pfeile verdeutlicht. Die blaue und rote Kurve kennzeichnen
das Spektrum bei 5 ◦C bzw. 40 ◦C.

Abbildung 3.4: Analyse der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels bei 5 ◦C. Die
normierte Gesamtbande (grau) wird durch drei Subbanden charakterisiert: hydrophiler
Bereich (blau), gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich (dunkelgrau), hydrophober
Bereich (rot). Die rote Linie repräsentiert die 2. Ableitung und die schwarze, gestrichelte
Linie das FSD-Spektrum.



38 Ergebnisse und Diskussion

5 10 15 20 25 30 35 40
0

10

20

30

40

50

60

 

 

An
te

il 
/ %

T / °C

Abbildung 3.5: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in D2O
in einem Temperaturintervall zwischen 5 ◦C und 40 ◦C (N hydrophober Bereich, �
gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler Bereich). Die gestrichelten
Linien zeigen die Temperaturen der korrespondierenden Druck-FTIR-Messungen an.

mit Hilfe von drei Subbanden, deren Fläche den relativen, prozentualen Anteil an der

Gesamtbande widerspiegeln (Abbildung 3.4). Die Zuordnung der einzelnen Subbanden

basiert auf der in Tabelle 3.2 aufgeführten Bereiche. Die Informationen, der genau-

en Bandenposition stammen aus der Bildung der 2. Ableitung sowie der Fourier-

Selbstentfaltung des normierten Spektrums. Wie in Abbildung 3.4 zu sehen, müssen

für eine eindeutige Bestimmung der Anzahl und Position der Subbanden die Minima

der 2. Ableitung mit den Maxima aus dem FSD-Spektrum übereinstimmen. Bei einer

Temperatur von 5 ◦C sind zwei Banden sehr scharf ausgeprägt, die dem hydrophilen

Segment im Spektrum zugeordnet werden. Der hydrophobe Bereich hingegen ist in die-

sem Zustand nur ganz schwach ausgebildet, sodass die Subbande bei einer Wellenzahl

von ca. 1650 cm-1 nur sehr klein ist. Eine temperaturabhängige Analyse der Flächenan-

teile der drei Subbanden ist in Abbildung 3.5 dargestellt. Hier ist klar zu sehen, dass der

hydrophobe Teil mit 10.1 % gegenüber dem gemischt hydrophilen/hydrophoben und

hydrophilen Bereich mit 43.6 % bzw. 46.2 % nur einen geringen Anteil ausmacht. Das
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bedeutet, dass das Mikrogel vollständig hydratisiert vorliegt. Die Bindungen des Amid-

Protons zur Carbonylgruppe (Bande bei 1650 cm-1) stammen höchstwahrscheinlich aus

dem Kern des Mikrogel, wo die Dichte der quervernetzten Ketten relativ hoch ist (vgl.

Modell von Stieger [126], Kapitel 3.1.2). Mit steigender Temperatur nimmt der Anteil

dieser Subbande kontinuierlich zu, während die Bande bei 1600 cm-1, der die starken

Bindungen zum Wasser zugeordnet werden, kleiner wird, was auf eine temperaturin-

duzierte Dehydratisierung des Mikrogels schließen lässt. Der Volumenphasenübergang

findet bei circa 32 ◦C statt und liegt damit in guter Übereinstimmung mit Daten aus

der Literatur. [79,80] Oberhalb der VPTT steigt der Anteil der Bande bei 1650 cm-1 auf

36.3 % an, während der Anteil des hydrophilen Bereichs auf 20.1 % bei 40 ◦C fällt.

Die gemischte Bande fällt zunächst kontinuierlich ab und steigt nach dem Phasen-

übergang wieder leicht an. Dies lässt darauf schließen, dass auch hier Wasser, das nur

eine H-Brücke zur Carbonylgruppe ausbildet, das System verlässt. Nach dem Phasen-

übergang dominieren die hydrophoben Anteile, aber das Mikrogel bleibt immer noch

leicht hydratisiert, da es im Gegensatz zu linearen Ketten kolloidal stabil ist und nicht

ausfällt.

Um den Einfluss von Druck auf verschiedene Zustände des Systems zu untersuchen,

wurden Druckmessungen bei 20 ◦C, 30 ◦C und 40 ◦C durchgeführt, wobei sich der

Druckbereich von 1 bar bis 10 kbar erstreckte. Die korrespondierenden FTIR-Spektren

sind in Abbildung 5.1 (siehe Anhang) zu sehen. Aus dem druckabhängigen Verlauf der

Spektren ist bereits zu sehen, dass diese im Gegensatz zur Temperaturmessung zu klei-

neren Wellenzahlen verschoben werden, was auf eine stärkere Hydratisierung des Mikro-

gels hindeutet. Die Funktionsanpassung der Subbanden erfolgte bei den Druckspektren

analog zu den temperaturabhängigen Messungen. Die Fitergebnisse der druckabhän-

gigen Messungen bei den jeweiligen Temperaturen sind in den Abbildungen 3.6 - 3.8

dargestellt. Bei einer Temperatur von 20 ◦C und Atmosphärendruck liegen die Anteile

der drei Segmente bei 13.8 % für den hydrophoben, bei 45.7 % für den gemischten

und bei 42.6 % für den hydrophilen Bereich, und stehen daher im Einklang zu den Er-

gebnissen aus den temperaturabhängigen Messungen. Mit Druckapplikation wird das

PNiPAm-Mikrogel bei dieser Temperatur noch stärker hydratisiert, was einem Anstieg

der hydrophilen Bande auf etwa 47 % bei einem Druck von circa 1 kbar zu entnehmen
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Abbildung 3.6: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in D2O
bei 20 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (N hydrophober Bereich,

� gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler Bereich).
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Abbildung 3.7: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in D2O
bei 30 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (N hydrophober Bereich,

� gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler Bereich).
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Abbildung 3.8: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in D2O
bei 40 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (N hydrophober Bereich,

� gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler Bereich).

ist, während der hydrophobe Anteil simultan abnimmt. Diese Werte bleiben über

einen großen Druckbereich hin konstant und ändern sich erst bei sehr hohen Drücken

(> 5 kbar) leicht, was auf eine mögliche Kompression des Mikrogels zurückgeführt wer-

den kann. Bei einer Temperatur von 30 ◦C befindet sich PNiPAm nahe am Übergang

zum kollabierten Zustand. Hier liegt der hydrophobe Anteil bereits bei 21.4 %, während

die Bande zum Wasser auf 37.8 % gesunken ist. Der Applikation von Druck folgt das

System mit einer spontanen Antwort. Es wird erneut eine Hydratisierung des Mikro-

gels beobachtet, die bei 2 kbar einen Plateauwert erreicht. Bereits bei einem Druck von

1 kbar beträgt der Anteil der hydrophilen Bande circa 44 %, was einem Wert in der

Temperaturmessung von etwa 20 ◦C entspricht. Damit ergibt sich eine Clayperonsche

Steigung dp/dT, die die Phasengrenzlinie zwischen dem gequollenen und kollabierten

Zustand angibt, von circa 100 bar K-1. Dieser Wert steht im Einklang mit einer Neutro-

nenreflektivitätsstudie, die die Druckabhängigkeit eines ähnlichen Polymers auf einer

adsorbierten Oberfläche behandelt. [98] Die Plateauwerte bei 30 ◦C entsprechen den

Resultaten bei 20 ◦C und zeigen damit, dass durch Druck eine Hydratisierung des Mi-
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krogels stattfindet, die durch den molekularen Aufbau auf Grund der Vernetzerdichte

begrenzt wird. Zudem steht dem Hydratisierungseffekt der Beitrag durch die druckin-

duzierte Kompression des Mikrogels gegenüber. Ein kleiner Unterschied besteht jedoch

bei der Druckmessung bei 40 ◦C. Auch hier erzeugt Druck eine Hydratisierung des

Systems, allerdings fallen die Plateauwerte für die Bande bei 1600 cm-1 etwas geringer

bzw. bei 1650 cm-1 höher aus als bei den Messungen unterhalb der VPTT. Offenbar

kann Druck den Temperatureffekt nicht vollständig umkehren, wie es bereits bei ersten

Messungen mit linearem PNiPAm unter Druck vermutet wurde. [95]

Um zusätzlich den Einfluss der Lösungsmittelzusammensetzung auf das PNiPAm-Mikro-

gel zu studieren, wurden die temperatur- sowie druckabhängigen FTIR-Messungen bei

verschiedenen Methanolkonzentrationen durchgeführt. Es ist bekannt, dass mit steigen-

dem Methanolgehalt (bis 20 mol%) die Phasenübergangstemperatur gesenkt wird, was

als Cononsolvency-Effekt bezeichnet wird. [99–102] Allerdings gibt es bisher noch keine

Studie zur Druckabhängigkeit dieses Verhaltens. In Abbildung 3.9 sind daher zunächst

die Ergebnisse für die temperaturabhängigen Messungen in 5 mol% Methanol darge-

stellt (korrespondierende, normierte Spektren in Abbildung 5.2). Aus dem Verlauf der

Banden wird das typische Verhalten des Mikrogels bei Temperaturerhöhung beobach-

tet. Das Mikrogel fällt aus, allerdings liegt die Phasenübergangstemperatur nicht mehr

bei 32 ◦C, sondern bei circa 26 ◦C. Der Einfluss des Methanols ist im Vergleich zu

reinem D2O auch in den jeweiligen Bandenanteilen erkennbar. So steigt der Wert der

hydrophoben Bande auf 13.5 %, da hier neben der Bindung des Amid-Protons auch die

H-Brücken des Methanols zur Carbonylgruppe vertreten sind. Dementsprechend sinkt

der Beitrag der hydrophilen Bande auf ≈ 39 % bei 5 ◦C und ≈ 19.5 % bei 40 ◦C, da

sich weniger Wasser im System befindet.

Die druckabhängigen Spektren bei 20 ◦C, 30 ◦C sowie 40 ◦C sind in den Abbildun-

gen 3.10 - 3.12 dargestellt. Die Startwerte bei einem Druck von 1 bar entsprechen

den Ergebnissen aus der korrespondierenden Temperaturmessung. Bei 20 ◦C ist zu er-

kennen, dass Druck erneut eine stärkere Hydratisierung des Mikrogels hervorruft. Die

Bande bei 1600 cm-1 steigt stark an und erreicht bei ca. 2 kbar einen Plateauwert von

45.1 %. Bei einem Druck von etwa 1 kbar liegt der Wert für die Bande bei ungefähr

40 %, was in etwa 10 ◦C in der Temperaturmessung entspricht und somit erneut die
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Abbildung 3.9: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
5 mol% CD3OD in einem Temperaturintervall zwischen 5 ◦C und 40 ◦C (N hydro-
phober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, hydrophiler Bereich).
Die gestrichelten Linien zeigen die Temperaturen der korrespondierenden Druck-FTIR-
Messungen an.
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Abbildung 3.10: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
5 mol% CD3OD bei 20 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 5.8 kbar (N
hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler
Bereich).



44 Ergebnisse und Diskussion

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0

10

20

30

40

50

60

 

 

An
te

il 
/ %

p / kbar

Abbildung 3.11: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
5 mol% CD3OD bei 30 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (N
hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler
Bereich).
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Abbildung 3.12: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
5 mol% CD3OD bei 40 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 4 kbar (N
hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler
Bereich).
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Clapeyronsche Steigung von 100 bar K-1 bekräftigt. Dieser Trend wird auch bei

den druckabhängigen Messungen oberhalb der VPTT beobachtet. Bei 30 ◦C fällt der

Wert für die hydrophobe Bande von 38.3 % auf ≈ 13 %, was ungefähr dem hydrati-

sierten Zustand von PNiPAm in Wasser entspricht. Dies deutet darauf hin, dass mit

Druck Methanol das System verlässt und eine Hydratisierung mit Wassermolekülen

erfolgt, da Druck zur einer Verstärkung von H-Brücken führt, während hydrophobe

Wechselwirkungen geschwächt werden. Da Methanol im Gegensatz zu Wasser einen

hydrophoben Anteil durch die CH3-Gruppe besitzt, wird eine wasserbasierte Hydrati-

sierung bevorzugt. Ähnlich sieht das druckinduzierte Verhalten bei 40 ◦C aus. Wie an

den normierten Spektren zu sehen ist, tritt ein gemeinsamer Schnittpunkt der Spektren

bei circa 1630 cm-1 auf (isosbestischer Punkt), der ein Zweizustandsmodell zwischen

dem hydratisierten und kollabierten System nahelegt. Allerdings beginnt der Hydra-

tisierungsvorgang des Mikrogels nicht direkt nach Druckapplikation, sondern es wird

ein Mindestdruck von circa 300 bar benötigt, um einen signifikanten Anstieg im hydro-

philen Segment zu beobachten. Auch die Plateauwerte weichen geringfügig von einem

vollständig hydratisierten Zustand ab, da die Anteile der hydrophilen Bande unter 40 %

bzw. die hydrophobe Bande oberhalb von 15 % liegen. Dies ist ein Indiz dafür, dass sich

Druck zwar antagonistisch zur Temperatur verhält, jedoch kann Druck den Tempera-

tureffekt nicht vollständig kompensieren, wenn die Druckmessung bei einer Temperatur

stattfindet, die weit oberhalb der VPTT liegt.

Wird die Konzentration des Methanols auf 10 mol% verdoppelt, so fällt die Phasenüber-

gangstemperatur auf 24 ◦C, wie es aus der Analyse der Subbanden (Abbildung 3.13)

hervorgeht. Der Übergang verläuft mit steigender Methanolkonzentration nicht mehr

scharf wie in reinem Wasser, sondern ist stark verbreitert. Die Anfangswerte der je-

weiligen Anteile spiegeln die erhöhten Anteile der Methanolkonzentration wider. Der

hydrophobe Bereich steigt in diesem Temperaturbereich von 18.8 % auf 40.1 % an. Die

Differenz des Anteils der Bande bei 1600 cm-1 fällt hier deutlich geringer aus. Sie sinkt

von 27.5 % auf 17.1 %. Die Dehydratisierung wird hier zudem durch die gemischt hydro-

phile/hydrophobe Bande charakterisiert. Diese sinkt signifikant beim Phasenübergang

und gibt den Anteil der schwach gebundenen Wassermoleküle im Mikrogel wieder. Auch

bei dieser Konzentration wurden drei Druckmessungen durchgeführt, die den Einfluss
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Abbildung 3.13: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
10 mol% CD3OD in einem Temperaturintervall zwischen 5 ◦C und 40 ◦C (N hydro-
phober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, hydrophiler Bereich).
Die gestrichelten Linien zeigen die Temperaturen der korrespondierenden Druck-FTIR-
Messungen an.

0 1 2 3 4
0

10

20

30

40

50

60

 

 

An
te

il 
/ %

p / kbar

Abbildung 3.14: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
10 mol% CD3OD bei 20 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 3.9 kbar (N
hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler
Bereich).
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Abbildung 3.15: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
10 mol% CD3OD bei 30 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (N
hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler
Bereich).
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Abbildung 3.16: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
10 mol% CD3OD bei 40 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 9.9 kbar (N
hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler
Bereich).
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des Drucks unter- und oberhalb des Phasenübergangs aufzeigen sollen.

Aus den normierten Spektren ist bei allen Messreihen eine bathochrome Verschiebung

mit einem isosbestischen Punkt erkennbar, die auf eine druckinduzierte Hydratisierung

des Zweizustandssystems hindeutet (Abbildung 5.3). Unterhalb der VPTT bewirkt eine

Druckapplikation eine stärkere Hydratisierung des gequollenen Zustandes, sodass die

Bande bei 1600 cm-1 auf über 40 % bei 4 kbar steigt. Im kollabierten Zustand bei

30 ◦C wird erneut ein geringer
”
Mindest-Schwelldruck“ (≈ 200 bar) benötigt, bevor

Wasser in das Polymer gelangt. Erst dann steigt der hydrophile Bereich an bzw. das

hydrophobe Segment fällt ab. Interessanterweise ist auch eine schwache Hydratisierung

am Anstieg der gemischt hydrophilen/hydrophoben Bande erkennbar. Ein Vergleich der

Temperaturabhängigkeit der Endwerte der jeweiligen Anteile zeigt, dass mit steigender

Temperatur der Hydratisierungseffekt durch Druckapplikation geringer ausfällt. Der

hydrophobe Anteil steigt von ≈ 14 % bei 20 ◦C auf ≈ 18 % bei 40 ◦C an, was erneut

zeigt, dass Druck den temperaturbedingten Kollaps weit oberhalb der VPTT nicht

vollständig umkehren kann.

Wie bereits aus Trübungsmessungen bekannt ist, erreicht PNiPAm bei einer Konzentra-

tion von 20 mol% Methanol ein Minimum der Phasenübergangstemperatur, die bei den

temperaturabhängigen FTIR-Messungen bei circa 20 ◦C liegt (Abbildung 3.17). [99–102]

Eine weitere Erhöhung des Methanolgehalts führt erneut zu einer Erhöhung der VPTT.

Der Phasenübergang ist in dieser Lösungsmittelzusammensetzung sehr breit. Die Flä-

chenanteile des hydrophilen Segments ändern sich nur geringfügig. Stattdessen ist die

Änderung der Bande bei 1620 cm-1 ein Indikator für die temperaturabhängige Dehy-

dratisierung des PNiPAm-Mikrogels. Der hohe Methanolgehalt ist an der Bande bei

1650 cm-1 erkennbar, die von 30.3 % auf 52.9 % ansteigt. In diesem Konzentrations-

bereich wird eine druckbedingte Hydratisierung, die durch Wasser hervorgerufen wird,

limitiert. Das belegen die druckabhängigen FTIR-Spektren, aus deren Verlauf diesmal

ein hypsochromer Shift zu beobachten ist (Abbildung 5.4). Die Subbande bei 1670 cm-1,

die der Bindung zum Methanol zugeordnet werden kann, macht einen erheblichen Anteil

am hydrophoben Segment aus. Die Abbildungen 3.18 - 3.19 zeigen die Subbandenan-

teile bei 20 ◦C bzw. 30 ◦C in Abhängigkeit des Drucks. Es ist zu erkennen, dass Druck

diesmal nicht nur zu einem signifikanten Anstieg der hydrophilen, sondern auch der
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hydrophoben Bande führt, die die H-Brücken des Methanols zur Carbonylgruppe bein-

haltet. Die gemischt hydrophile/hydrophobe Bande, die bei der temperaturabhängigen

Messung gefallen ist, fällt unter Druck ebenso, was darauf hindeutet, dass schwach

gebundenes Wasser eine stärkere H-Brückenbindung eingeht und sich in der Bande

bei 1600 cm-1 wiederfindet. Durch diese druckinduzierte Solvatisierung mit zwei Kom-

ponenten ist es auch nicht mehr möglich, das Zweizustandsmodell des Mikrogels mit

einer Clapeyronschen Steigung zu charakterisieren, da die beiden Parameter Tempe-

ratur und Druck die FTIR-Spektren in die gleiche Richtung zu größeren Wellenzahlen

verschieben.
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Abbildung 3.17: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
20 mol% CD3OD in einem Temperaturintervall zwischen 5 ◦C und 40 ◦C (N hydro-
phober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, hydrophiler Bereich).
Die gestrichelten Linien zeigen die Temperaturen der korrespondierenden Druck-FTIR-
Messungen an.
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Abbildung 3.18: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
20 mol% CD3OD bei 20 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (N
hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler
Bereich).
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Abbildung 3.19: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
20 mol% CD3OD bei 30 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (N
hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler
Bereich).
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Um das Verhalten des PNiPAm-Mikrogels in reinem Methanol zu studieren, wur-

den analog zu den Lösungsmittelgemischen temperatur- sowie druckabhängige FTIR-

Spektren aufgenommen. Es zeigt sich, dass PNiPAm im gesamten Temperaturbereich

zwischen 5 ◦C und 40 ◦C in Lösung vorliegt und nicht ausfällt (Abbildung 3.20).

Die Auswertung der Amid-I’-Bande wurde hier nur mit zwei Subbanden durchge-

führt, da das hydrophile Segment, das die Bindungen des Wassers zur Carbonylgrup-

pe beschreibt, in 100 mol% Methanol dementsprechend wegfällt. Dabei zeigt sich ein

70:30 Verhältnis der beiden Banden bei ≈ 1620 cm-1 bzw. ≈ 1650 cm-1 , das in dem

untersuchten Temperaturbereich nur wenig fluktuiert. Zudem wurde die Abhängigkeit

des Drucks bei zwei verschiedenen Temperaturen analysiert (Abbildungen 3.21 - 3.22).

Sowohl bei 20 ◦C als auch bei 40 ◦C führt Druck bis circa 1 kbar zu einem steilen

Anstieg der Bande bei ≈ 1620 cm-1. Diese charakterisiert starke H-Brücken des Me-

thanols zur Carbonylgruppe des Mikrogels und demonstriert somit erneut, dass Druck

die Bildung von starken Wasserstoffbrücken präferiert.
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Abbildung 3.20: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
100 mol% CD3OD in einem Temperaturintervall zwischen 5 ◦C und 40 ◦C (N hy-
drophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich). Die gestrichelten
Linien zeigen die Temperaturen der korrespondierenden Druck-FTIR-Messungen an.



52 Ergebnisse und Diskussion

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

 

 

An
te

il 
/ %

p / kbar

Abbildung 3.21: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
100 mol% CD3OD bei 20 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar
(N hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich).
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Abbildung 3.22: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
100 mol% CD3OD bei 40 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar
(N hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich).
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DenEinflussdesMethanolsinAbḧangigkeitderTemperaturunddesDrucksaufdas

FTIR-Spektrumdes MikrogelszeigendieVerl̈aufeder2.Ableitungenderjeweiligen

normiertenSpektren.InAbbildung3.23sinddietemperaturabḧangigen2.Ableitun-

genf̈urdasPNiPAm-MikrogelbeiverschiedenenMethanolkonzentrationendargestellt.

AusdemVergleichderSpektrenistinKombinationmitden Messungeninreinem

MethanoleinegenaueZuordnungderMethanolsubbandenmöglich.Diesesindbeiden

Wellenzahlenvon ≈1670cm-1,≈1650cm-1und≈1620cm-1zufindenundstehen

f̈urunterschiedlichstarkeH-Br̈uckenzurCarbonylgruppedesMikrogels.Zudemf̈allt

mitsteigenderMethanolkonzentrationeinesignifikanteÄnderungimhydrophilenSeg-

mentzwischen1580cm-1und1615cm-1
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Abbildung3.23:DerivativspektrendesPNiPAm-MikrogelsbeiunterschiedlichenMe-
thanolkonzentrationeninAbḧangigkeitderTemperaturvon5◦Cbis40◦C.DerVerlauf
derSpektrenwirddurchdiePfeileverdeutlicht.DieblaueundroteKurvekennzeichnen
dasSpektrumbeiderAnfangs-bzw.Endtemperatur.
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UmdenEinflussvonDruckaufdieseSystemezuzeigenunddamitdasH-Br̈uckenmuster

mitdemCononsolvency-EffektinVerbindungzubringen,zeigtAbbildung3.24die

2.Ableitungenbei5mol%sowie10mol%Methanolund40◦CinAbḧangigkeitdes

Drucks. MitsteigendemDruckbildensichsignifikante MinimaimhydrophilenSeg-

mentaus,dieeineHydratisierungderbeidenSystemekennzeichnen.Essindjedoch

keinedruckinduziertenMinimabei1650cm-1bzw.1620cm-1
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erkennbar,dieaufeinH-

Br̈uckenmusterderCarbonylgruppezumMethanolhindeuten.Darausl̈asstsichablei-

ten,dassmitDruckeineSolvatisierungdesMikrogelshaupts̈achlichmitWassererfolgt,

ẅahrendMethanolausdemSystemverdr̈angtwird.DadurchwirdderCononsolvency-

EffektunterDruckaufgehobenunddasMikrogelgehtwiederinL̈osung.
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Abbildung3.24:DerivativspektrendesPNiPAm-MikrogelsbeiunterschiedlichenMe-
thanolkonzentrationeninAbḧangigkeitdesDrucksbei40◦C.DerVerlaufderSpektren
wirddurchdiePfeileverdeutlicht.DieblaueundroteKurvekennzeichnendasSpek-
trumbeimAnfangs-bzw.Enddruck.
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PDEAm-Mikrogel

Daszweite Mikrogel,das mitHilfederFTIR-Spektroskopieuntersuchtwurde,ist

PDEAm(Abbildung3.1).ImGegensatzzurPNiPAmbesitzteskeinAmid-Proton,

sodassdieSubbandeimhydrophobenSegmentnurschwachausgepr̈agtist.Diesewird

haupts̈achlichdurchBindungenderCarbonylgruppemitdemfreienElektronenpaar

desStickstoffsgebildetsowiedurch
”
freie“Carbonylgruppen,diejedochnurimkol-

labiertenZustandeinesignifikanteRollespielen.DietemperaturabḧangigenSpektren

sindinAbbildung3.25zusehen.AusdemVerlaufistanalogzumPNiPAm-Mikrogel

eineVerschiebungzugr̈oßeren Wellenzahlenzubeobachten,dieaufeinenAnstiegdes

hydrophobenSegmentshindeutet.Zus̈atzlichistbeihohenTemperatureneineSchulter

bei≈1570cm-1
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zuerkennen,dieindenhydrophilenBereichf̈allt.Diesistaufeinesehr

starkeH-Br̈uckenstrukturzur̈uckzuf̈uhren,dievonmehrerenH-Br̈uckendesWasserzur

CarbonylgruppeoderdesfreienStickstoffelektronenpaarsstammenkann.

Abbildung3.25:NormierteSpektrenderAmid-I’-BandedesPDEAm-Mikrogelsin
D2Ozwischen5

◦Cund40◦C.DerVerlaufderSpektrenwirddurchdiePfeileverdeut-
licht.DieblaueundroteKurvekennzeichnendasSpektrumbei5◦Cbzw.40◦C.
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Abbildung 3.26: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PDEAm-Mikrogels in D2O
in einem Temperaturintervall zwischen 5 ◦C und 40 ◦C (N hydrophober Bereich, �
gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, hydrophiler Bereich,# hydrophiler Be-
reich, Bande bei 1570 cm-1). Die gestrichelten Linien zeigen die Temperaturen der
korrespondierenden Druck-FTIR-Messungen an.

Eine Quantifizierung der jeweiligen Anteile ist in Abbildung 3.26 zu sehen. Hier wurde

die Bande bei 1570 cm-1 diesmal nicht zum hydrophilen Segment zusammengefasst,

sondern einzeln dargestellt, um die Besonderheit des temperaturinduzierten Kollaps

bei diesem Mikrogel darzustellen. Sie nimmt zunächst, wie erwartet, bis zur Volumen-

phasenübergangstemperatur von ≈ 28 ◦C ab und steigt danach wieder leicht an, wäh-

rend das hydrophile Segment im gemessenen Temperaturbereich von 63.7 % auf 45.6 %

abfällt und der hydrophobe Bereich von 4.8 % auf 17.3 % ansteigt. Der gemischt hydro-

phile/hydrophobe Bereich ändert sich jedoch nicht signifikant. Eine Anwendung hoher

hydrostatischer Drücke auf dieses System führt, wie schon beim PNiPAm-Mikrogel, zu

einer Hydratisierung des Systems. Die Analyse der jeweiligen Subbandenanteile zeigt,

dass sich das Polymer unterhalb seiner VPTT in Abhängigkeit des Drucks nur wenig

ändert. Es wird nur eine geringe Zunahme der Bande bei 1600 cm-1 beobachtet, die

stellvertretend für die Zunahme der H-Brücken von Wasser steht. Bei einer Temperatur

von 30 ◦C, bei der sich PDEAm oberhalb des Phasenübergangs befindet, findet eine
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Abbildung 3.27: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PDEAm-Mikrogels in D2O
bei 20 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (N hydrophober Bereich,

� gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler Bereich).
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Abbildung 3.28: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PDEAm-Mikrogels in D2O
bei 30 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (N hydrophober Bereich,

� gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler Bereich).
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Umkehr des Temperatureffektes statt. Das hydrophile Segment steigt erneut auf über

60 % an, was auf eine vollständige Hydratisierung hinweist, während die hydrophoben

Wechselwirkungen unter Druck abnehmen. Im Gegensatz zu PNiPAm ist bei PDEAm

kein Einfluss von Methanol auf die Phasenübergangstemperatur zu beobachten, das

heißt, es tritt bei diesem ähnlich aufgebauten Acrylamid kein Cononsolvency-Effekt

auf. Die Analyse der temperaturabhängigen Spektren bei einem Stoffmengenanteil von

10 mol% Methanol zeigt, dass die VPTT ebenfalls bei ungefähr 28 ◦C liegt. Der Einfluss

von Methanol auf die Anteile der jeweiligen Subbanden ist auch hier wieder zu erkennen.

Das hydrophile Segment startet im Vergleich zu reinem Wasser bei 57.9 %, während

die beiden anderen Anteile, die die Bindungen zum Methanol repräsentieren, auf 8.3 %

beim hydrophoben bzw. 31.7 % beim gemischten Bereich ansteigen. Der temperatur-

abhängige Verlauf ähnelt dem in reinem D2O, wobei die Bande bei 1570 cm-1 geringere

Endwerte aufweist. Dies deutet darauf hin, dass hier unter anderem H-Brücken zum

Wasser in dem kollabierten Zustand des Mikrogels eine zentrale Rolle spielen.
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Abbildung 3.29: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PDEAm-Mikrogels in
10 mol% CD3OD in einem Temperaturintervall zwischen 5 ◦C und 40 ◦C (N hydro-
phober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler Bereich,
# hydrophiler Bereich, Bande bei 1570 cm-1). Die gestrichelten Linien zeigen die Tem-
peraturen der korrespondierenden Druck-FTIR-Messungen an.
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Abbildung 3.30: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PDEAm-Mikrogels in
10 mol% CD3OD bei 20 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 9.8 kbar (N
hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler
Bereich).
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Abbildung 3.31: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PDEAm-Mikrogels in
10 mol% CD3OD bei 30 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 9.5 kbar (N
hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler
Bereich).
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Hoher Druck führt auch bei diesem System in Kombination mit einem Lösungsmitte-

lanteil des Methanol von 10 mol% zu einer Hydratisierung (Abbildungen 3.30 - 3.31).

Diese ist am Anstieg der hydrophilen Bande zu erkennen, die durch starke H-Brücken

des Wassers zur Carbonylgruppe des PDEAms hervorgerufen wird. Im Gegensatz dazu

sinkt der Anteil des hydrophoben Bereichs und somit der Einfluss der H-Brücken des

Methanols. Wie bei PNiPAm ist auch bei PDEAm eine Clapeyronsche Steigung von

100 bar K-1 festgestellt worden, die die Steigung der Phasengrenzlinie zwischen dem

gequollenen und dem kollabierten Zustand des Polymers charakterisiert. In reinem Me-

thanol finden im untersuchten Temperaturbereich keine wesentlichen Änderungen der

beiden Bereiche statt, was bedeutet, dass PDEAm unabhängig von der Temperatur

vollständig solvatisiert bleibt (Abbildung 3.32).
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Abbildung 3.32: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PDEAm-Mikrogels in
100 mol% CD3OD in einem Temperaturintervall zwischen 5 ◦C und 40 ◦C (N hy-
drophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich).
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PNiPAm/PDEAm-Mikrogel

DasCopolymer,bestehendauseinemäquimolarenVerḧaltnisderHomopolymerePNi-

PAmsowiePDEAm,diestatistischimMikrogeleingebautsind,verbindetdieEigen-

schaftenderjeweiligenEinzelkomponenten.EintypischertemperaturabḧangigerVer-

laufderFTIR-SpektrenistinAbbildung3.33(links)zusehen.MitsteigenderTempe-

raturisteinehypsochromeVerschiebungzuerkennen,diebei≈1627cm-1einenisos-

bestischenPunktaufweist.Diesl̈asstaufdieExistenzvonzweiZusẗandenschließen,

diesichanalogzudenbeidenHomopolymerenineinemgeschwollenenundkollabierten

Zustandäußern.DieBildungvonDifferenzspektrenbezogenaufdasSpektrumbei5◦C

zeigtdieseEntwicklungganzdeutlich(Abbildung3.33,rechts).DieIntensiẗatoberhalb

von1627cm-1nimmtstarkzu,ẅahrendesunterhalbvon1627cm-1zueinerIntensi-

ẗatsabnahmekommt.DiesverdeutlichtdieZunahmedeshydrophobenSegmentsmit

steigenderTemperaturundweistaufdenKollapsdesCopolymershin.Diequantitative

AnalysederSubbandenzeigt,dassmitsteigenderTemperaturderhydrophobeBereich

kontinuierlichansteigtundoberhalbderVPTT,diebei≈28◦Cliegt,einen Wert

von36.9%erreicht(Abbildung3.34).ImVergleichzudenreinenCopolymerenliegen

diehydrophobenAnteilebeimCopolymerzuBeginnḧoher,wasaufeineg̈unstigere

AnordnungderH-Br̈uckenzwischendemAmid-ProtondesPNiPAm-Anteilsundeiner

Carbonylgruppehinweist.NachdemPhasen̈ubergangsinktderhydrophileAnteilauf

≈
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Abbildung3.33: NormierteSpektrenderAmid-I’-BandedesPNiPAm/PDEAm-
Mikrogels(links)sowieDifferenzspektren(rechts)inD2Ozwischen5

◦Cund40◦C.
DerVerlaufderSpektrenwirddurchdiePfeileverdeutlicht.DieblaueundroteKurve
kennzeichnendasSpektrumbei5◦Cbzw.40◦C.
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Abbildung 3.34: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm/PDEAm-
Mikrogels in D2O in einem Temperaturintervall zwischen 5 ◦C und 40 ◦C (N hydro-
phober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, hydrophiler Bereich).
Die gestrichelten Linien zeigen die Temperaturen der korrespondierenden Druck-FTIR-
Messungen an.

Die korrespondierende Druckspektren wurden bei Temperaturen von 20 ◦C, 30 ◦C sowie

40 ◦C aufgenommen, die den Bereich zwischen einem vollständig hydratisierten und ei-

nem dehydratisierten Mikrogel einschließen. Bei 20 ◦C führt Druckapplikation zu einem

weiteren Aufquellen des Copolymers, wie am Verlauf der hydrophilen Bande erkennbar

ist. Diese erreicht bei circa 1.5 kbar einen Plateauwert von etwa 47 %, wohingegen

der hydrophobe Bereich sogar auf unter 10 % sinkt. Eine Druckapplikation bei einer

Temperatur von 30 ◦C, die am Ende des Phasenübergangs liegt, führt ebenso zu einer

Hydratisierung des Mikrogels. Der hydrophile Anteil steigt hier auf 47 % an, wobei der

hydrophobe auf 11 % abfällt. Der gemischt hydrophile/hydrophobe Bereich ändert sich

im Wesentlichen nicht. Die einzelnen Fluktuationen basieren auf der Umorientierung

der schwachen H-Brücken des Wasser, die unter Druck verstärkt werden. Das bedeutet,

dass die ursprünglich schwachen Wechselwirkungen des Wassers verstärkt werden und

im hydrophilen Segment auftauchen, was zu einer Abnahme dieser Bande führt.
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Abbildung 3.35: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm/PDEAm-
Mikrogels in D2O bei 20 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (N
hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler
Bereich).
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Abbildung 3.36: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm/PDEAm-
Mikrogels in D2O bei 30 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (N
hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler
Bereich).
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Abbildung 3.37: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm/PDEAm-
Mikrogels in D2O bei 40 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 9.8 kbar
(N hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophi-
ler Bereich).

Gleichzeitig werden neue druckinduzierte H-Brücken durch Wasser gebildet, die wie-

derum zu einem Ansteigen der Bande führt. Bei einer Temperatur von 40 ◦C zeigt

sich erneut eine druckinduzierte Hydratisierung. Das hydrophile Segment steigt hier

allerdings nur auf 40.7 % an, während der hydrophobe Anteil mit 13.8 % im Vergleich

zu der Druckapplikation bei 20 ◦C sowie 30 ◦C etwas höher liegt. Dies verdeutlicht

wiederum, dass Druck den Temperatureffekt nicht vollständig aufheben kann, obwohl

auch hier eine Steigung an der Phasengrenze mit 100 bar K-1 beobachtet wird. Bei

ungefähr 2.5 kbar wird ein Plateau erreicht, bei dem eine weitere Hydratisierung durch

die entgegenwirkende Kompression, die Begrenzung durch die Quervernetzer sowie den

Temperatureffekt verhindert wird.

Eine Zugabe von 5 mol% Methanol führt zu einer Herabsetzung der VPTT auf ≈ 24 ◦C

und liegt damit, wie schon in reinem Wasser, tiefer als beim PNiPAm-Mikrogel. Aus

dem Verlauf der Spektren lässt sich auch in Methanolgemischen bei dem Copolymer

ein Zweizustandssystem erkennen (Abbildung 5.10). Die Subbandenanteile zeigen den

Einfluss des Methanols auf das H-Brückennetzwerk in diesem Mikrogel. Das hydropho-
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be Segment liegt am Anfang der Messung bei 18.1 %, der hydrophile Teil hingegen bei

41.3 %. Letzterer fällt auf 21.1 % im kollabierten Zustand, während der hydrophobe Be-

reich auf über 41 % steigt. Dieser Bereich umfasst nicht nur die H-Brücken zum Amid-

Proton, sondern auch die schwachen H-Brücken des Methanols zur Carbonylgruppe, die

selbst im kollabierten Zustand vorhanden sind. Die gemischt hydrophile/hydrophobe

Bande ist in diesem Fall nicht sehr aussagekräftig, da sie neben schwachen Bindungen

zum Wasser auch H-Brücken zum Methanol beinhaltet. Die Abbildungen 3.39 - 3.41

zeigen die korrespondierenden druckabhängigen FTIR-Messungen. Die Startwerte der

Subbanden bei den jeweiligen Temperaturen stimmen auch hier mit den entsprechen-

den Werten aus der temperaturabhängigen FTIR-Messung überein. Bei 20 ◦C steigen

die beiden Banden bei 1600 cm-1 und 1620 cm-1 kontinuierlich mit Druck an. Diese zei-

gen erneut die druckbedingte Hydratisierung mit Wasser und erreichen Werte von 41 %

bzw. 44 %. Oberhalb der VPTT bei 30 ◦C ist ein ähnliches Verhalten zu beobachten.

Die hydrophile Bande steigt anfangs stark an und erreicht einen Endwert von 39.8 %

bei 9.5 kbar. Bei Temperaturen weit oberhalb des Phasenübergangs ist wieder das Phä-

nomen zu beobachten, dass Druck nicht zur einer vollständigen Hydratisierung führt.

Das hydrophile Segment liegt bei hohem Druck und einer Temperatur von 40 ◦C nur

bei 32.8 % und der hydrophobe Anteil bei 24.3 %. Die gemischt hydrophile/hydrophobe

Bande zeigt bei allen Druckmessungen nur einen leichten Anstieg.
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Abbildung 3.38: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm/PDEAm-
Mikrogels in 5 mol% CD3OD in einem Temperaturintervall zwischen 5 ◦C und 40 ◦C
(N hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophi-
ler Bereich); die gestrichelten Linien zeigen die Temperaturen der korrespondierenden
Druck-FTIR-Messungen an.
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Abbildung 3.39: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm/PDEAm-
Mikrogels in 5 mol% CD3OD bei 20 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und
10 kbar (N hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  
hydrophiler Bereich).
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Abbildung 3.40: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm/PDEAm-
Mikrogels in 5 mol% CD3OD bei 30 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und
9.5 kbar (N hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  
hydrophiler Bereich).
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Abbildung 3.41: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm/PDEAm-
Mikrogels in 5 mol% CD3OD bei 40 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und
10 kbar (N hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  
hydrophiler Bereich).
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Eine Verdoppelung der Methanolkonzentration auf 10 mol% führt zu einer Herabset-

zung der Volumenphasenübergangstemperatur auf 18 ◦C. Der Verlauf der temperatu-

rabhängigen Spektren verhält sich analog zu den Spektren bei einer Methanolkonzen-

tration von 5 mol% sowie in reinem D2O (Abbildung 5.11). Auch hier bestätigt der

gemeinsame Schnittpunkt bei 1627 cm-1 das Zweizustandsmodell des Copolymers. Wie

schon beim PNiPAm-Mikrogel führt die Zugabe von Methanol zu einem breiteren Pha-

senübergang. Der Anteil des hydrophilen Segments liegt zu Beginn der Messung nur

noch bei 34.2 % und nimmt kontinuierlich bis zu einem Wert von 19.4 % bei 40 ◦C ab.

Der gemischt hydrophile/hydrophobe Bereich fällt analog zum hydrophilen Segment,

während die hydrophoben Anteile auf 47.9 % anwachsen.
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Abbildung 3.42: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm/PDEAm-
Mikrogels in 10 mol% CD3OD in einem Temperaturintervall zwischen 5 ◦C und 40 ◦C
(N hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophi-
ler Bereich). Die gestrichelten Linien zeigen die Temperaturen der korrespondierenden
Druck-FTIR-Messungen an.
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Abbildung 3.43: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm/PDEAm-
Mikrogels in 10 mol% CD3OD bei 20 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und
10 kbar (N hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  
hydrophiler Bereich).

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0

10

20

30

40

50

60

 

 

An
te

il 
/ %

p / kbar

Abbildung 3.44: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm/PDEAm-
Mikrogels in 10 mol% CD3OD bei 30 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und
10 kbar (N hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  
hydrophiler Bereich).



70 Ergebnisse und Diskussion

Die Abbildungen 3.43 - 3.44 zeigen die Entwicklung der Subbandenanteile in Abhängig-

keit des Drucks. Bei beiden Temperaturen von 20 ◦C bzw. 30 ◦C ist eine druckinduzierte

Hydratisierung des Copolymers zu sehen. Die hydrophile Bande steigt auf 36.5 % an,

was ungefähr dem Hydratisierungsgrad des Mikrogels bei 5 ◦C und Atmosphärendruck

entspricht. Der Unterschied besteht, wie schon beim PNiPAm-Mikrogel, darin, dass bei

hohen Temperaturen, die weit oberhalb der VPTT liegen, ein Mindestdruck benötigt

wird, um eine Hydratisierung des Mikrogels einzuleiten. In diesem Fall liegt der Druck

bei circa 500 bar.
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Abbildung 3.45: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm/PDEAm-
Mikrogels in 100 mol% CD3OD in einem Temperaturintervall zwischen 5 ◦C und 40 ◦C
(N hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich); die gestrichel-
ten Linien zeigen die Temperaturen der korrespondierenden Druck-FTIR-Messungen
an.

Zur Vervollständigung der Studie wurde das Copolymer auch in reinem Lösungsmittel

in Abhängigkeit des Drucks sowie der Temperatur untersucht. Die korrespondierenden

FTIR-Spektren sind in Abbildung 5.12 dargestellt. Analog zu den beiden Homopoly-

meren zeigt auch das Copolymer bei der Analyse der Subbanden keine signifikanten

Veränderungen. Das Copolymer bleibt im gesamten Temperaturintervall in Lösung und

fällt nicht aus. Die Bande bei 1650 cm-1 liegt bei ≈ 70 %, die Bande bei 1620 cm-1 bei

≈ 30 %. Durch Druckapplikation werden stärkere H-Brücken gebildet, sodass die Bande
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bei 1620 cm-1 dementsprechend leicht ansteigt.
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Abbildung 3.46: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm/PDEAm-
Mikrogels in 100 mol% CD3OD bei 20 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar
und 9.3 kbar (N hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich).
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Abbildung 3.47: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm/PDEAm-
Mikrogels in 100 mol% CD3OD bei 30 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar
und 8 kbar (N hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich).
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Röntgen-Kleinwinkelstreuung

Die Untersuchung des Cononsolvency-Effekts unter hohen hydrostatischen Drücken

wurde mit Hilfe der Röntgen-Kleinwinkelstreuung am Mikrogel PNiPAm in verschie-

denen Methanolkonzentrationen bei Temperaturen zwischen 10 ◦C und 50 ◦C durch-

geführt. Dadurch konnte der Einfluss von Druck auf die Struktur und die Größe des

Polymers im kollabierten und hydratisierten Zustand studiert werden. In Abbildung

3.48 sind repräsentative Streukurven des PNiPAm-Mikrogels in 10 mol% Methanol bei

30 ◦C in Abhängigkeit des Drucks dargestellt. Alle Streukurven weisen einen Anstieg

bei kleinen q-Werten auf, der auf eine geringe Aggregation der Teilchen hindeutet. Die

Ursache liegt möglicherweise darin begründet, dass während der Synthese das oberflä-

chenaktive Tensid Natriumdodecylsulfat (SDS) verwendet wurde, das vor der Messung

entfernt wurde, da nur das Verhalten des reinen Polymers in verschiedenen Lösungs-

mittelgemischen untersucht werden sollte.
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Abbildung 3.48: Repräsentative Streukurven des PNiPAm-Mikrogels in 10 mol%
Methanol in Abhängigkeit des Drucks bei 30 ◦C.

Trotz dieses gemeinsamen Merkmals zeigen die Streukurven in Abhängigkeit des Drucks

im mittleren und hohen q-Bereich signifikante Unterschiede. Der Verlauf der Streukurve
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bei einem Druck von 1 bar lässt auf eine sphärische Teilchenform schließen. Das Mi-

nimum liegt bei einem q-Wert von etwa 0.135 nm-1, das in erster Näherung auf einen

Durchmesser des Mikrogels von 46.5 nm schließen lässt. Allerdings ist dieses Minimum

nicht scharf ausgeprägt, das auf zwei mögliche Ursachen zurückzuführen ist. Zum einen

kann eine Polydispersität der Teilchen einen solchen Effekt verursachen. Zum anderen

kann die Form der Teilchen von einer idealen Kugel abweichen. Letzteres konnte durch

eine detaillierte Analyse der Streukurven bestätigt werden. Dies bedeutet, dass das Mi-

krogel bereits bei Atmosphärendruck eine inhomogene Dichte aufweist. Diese Inhomo-

genität wird durch Druckapplikation verstärkt. Bereits bei 2000 bar ist kein Minimum

mehr erkennbar, sondern nur noch ein schwach ausgeprägter Wendepunkt sichtbar.

Mit steigendem Druck verschiebt sich das Minimum zu kleineren q-Werten, was auf

eine größere Struktur des Polymers schließen lässt. Ab einem Druck von etwa 1000 bar

verändern sich die Streukurvenverläufe nicht mehr signifikant, sodass davon ausgegan-

gen werden kann, dass das PNiPAm-Mikrogel bereits seine maximale Größe erreicht

hat. Eine aussagekräftige, quantitative Analyse der Messungen bietet das Modell von

Stieger, mit dem eine Funktionsanpassung (Fit) der temperatur- und druckabhängigen

Streukurven durchgeführt wurde. [126] Das Modell geht von einem Kern der Mikrogele

mit konstanter Dichte aus, der von einer äußeren Schicht mit abnehmender Dichte um-

geben wird. Als Anpassungsparameter werden der Radius des homogenen Kerns rbox

und die Dicke der äußeren Oberflächenschicht des Mikrogels σsurf erhalten. Diese Dicke

bildet ein Viertel der äußeren, inhomogenen Schicht, sodass sich der Gesamtradius rtot

zu rtot = rbox + 4 σsurf ergibt (vgl. Kapitel 3.1.2). In Abbildung 3.49 sind die expe-

rimentell gemessenen Streukurven von PNiPAm in 10 mol% Methanol bei 30 ◦C und

einem Druck von 1 bar bzw. 1000 bar zusammen mit dem Formfaktor, der sich aus

dem Anpassungsmodell ergibt, dargestellt.† Aus dem Verlauf der Anpassungsfunktion

wird deutlich, dass das Modell sehr gut zur Beschreibung der Größe und Form der Mi-

krogele geeignet ist. Abweichungen der Anpassung von den experimentellen Daten sind

nur bei sehr kleinen q-Werten (q < 0.03 nm-1) zu beobachten. Dies kann, wie bereits

erwähnt, auf eine geringe Aggregation der Teilchen zurückgeführt werden. Bei hohen

† Weitere druckabhängige Streukurven mit entsprechender Funktionsanpassung gemäß dem Anpas-
sungsmodell für PNiPAm in 5 mol% bzw. 10 mol% Methanol sind im Anhang in den Abbildun-
gen 5.22 - 5.23 illustriert.
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Drücken weichen die berechneten Daten des Formfaktors im Bereich großer q-Werte

(q > 0.2 nm-1) von den experimentellen Streukurven ab. Dies ist darauf zurückzufüh-

ren, dass sich die Streuintensität des Mikrogels in diesem Bereich nicht sehr stark vom

Lösungsmittel unterscheidet, sodass der Fehler nach Abzug des Lösungsmittelbeitrages

von der Streukurve relativ hoch ist. Dieser Effekt wird durch Druckapplikation ver-

stärkt, da die Teilchen, wie später gezeigt wird, stärker hydratisiert werden und damit

der Kontrast weiter verringert wird.
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Abbildung 3.49: Streukruven des PNiPAm-Mikrogels in 10 mol% Methanol bei 30 ◦C
und 1 bar (links) bzw. 1000 bar (rechts). Die rote Kurve zeigt den Verlauf des Fits aus
dem Modell von Stieger. [126]

Die Abwesenheit eines scharfen Minimums in der Streukurve ist auf die diffuse Schicht

des Mikrogels zurückzuführen. Die Anpassungsergebnisse zeigen, dass bereits bei At-

mosphärendruck die Form des Mikrogels nicht als eine harte Kugel beschrieben werden

kann. Für die diffuse, äußere Schicht von PNiPAm in 10 mol% Methanol bei einer

Temperatur von 30 ◦C ergibt sich für σsurf ein Wert von 2.3 nm. Der Radius des Mi-

krogelkerns rbox beträgt 29.4 nm, das zu einem Gesamtradius r tot von 38.6 nm führt

(Abbildung 3.50). Dieses Ergebnis steht in guter Übereinstimmung zu den Messwer-

ten, die aus der dynamischen Lichtstreuung (DLS) erhalten wurden. Hier beträgt der

Wert für den hydrodynamischen Radius rh 42.0 nm (Abbildung 5.21). Durch Druck-

applikation findet ein starker Anstieg der Gesamtgröße des Mikrogels r tot bis zu einem

Druck von 500 bar statt und erreicht ab etwa 1000 bar einen Plateauwert von 53 nm.

Dabei zeigt sich, dass der Anteil der diffusen Schicht an der Gesamtgröße mit größer

werdendem Druck steigt und bei 1000 bar einen Wert von 6.5 nm annimmt.
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Abbildung 3.50: Anpassungsergebnisse aus dem Modell von Stieger für das PNiPAm-
Mikrogel in 10 mol% Methanol bei 30 ◦C in Abhängigkeit des Drucks ( r tot, � rbox,
N σsurf).

Der anfängliche Abfall von rbox bei Anwendung von Druck auf das System ist dar-

auf zurückzuführen, dass der äußere Teil des homogenen Kerns in die diffuse Schicht

übergeht. Nach der Bildung dieser druckinduzierten diffusen Schicht steigt rbox konti-

nuierlich von 24.8 nm bei 100 bar auf 28 nm bei 1500 bar an. σsurf steigt dagegen bis zu

einem Druck von 500 bar stark an und bleibt dann konstant bei einem Wert von circa

6.5 nm. Die Ergebnisse zeigen, dass der Vorgang des druckinduzierten Aufquellens des

Mikrogels inhomogen verläuft. Mit steigendem Druck wird zunächst die diffuse Schicht

des Polymers beeinflusst, während der innere Teil unberührt bleibt. Ab circa 300 bar

tritt auch eine Schwellung des Mikrogelkerns auf, die jedoch an der Zunahme der Ge-

samtgröße rbox nur einen kleinen Teil ausmacht. Die Ursache für die Limitierung der

druckinduzierten Hydratisierung des inneren Bereiches des Mikrogels liegt am Gradien-

ten der Vernetzerdichte, die nach außen hin abnimmt. [128] σsurf trägt hingegen vierfach

zur Radiusgesamtgröße rbox bei. Bei Drücken oberhalb von 1500 bar wird ein leichter

Rückgang von rbox beobachtet, der auf eine Kompression des Mikrogels zurückgeführt

werden kann. Dabei ist maßgeblich die äußere diffuse Schicht σsurf verantwortlich. Die
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Kompression bei Druckapplikation auf Mikrogele wurde auch bei SANS-Messungen von

Liétor-Santos et al. beobachtet. [125] Allgemein stehen sich bei Druckanwendungen auf

diese Art von Polymeren Hydratisierungs- und Kompressionseffekte gegenüber, sodass

dies auch ein Grund dafür ist, dass ab einem gewissen Druck ein Plateauwert für die

maximale Ausdehnung des Mikrogels beobachtet wird. Wie aus DLS-Messungen her-

vorgeht (Abbildung 5.21), liegt die Volumenphasenübergangstemperatur (VPTT) des

PNiPAm-Mikrogels in 10 mol% Methanol bei 23.5 ◦C, das heißt, dass die signifikante

Größenänderung zwischen 20 ◦C und 30 ◦C abläuft. Daher befindet sich das Mikrogel

in dieser Lösungsmittelzusammensetzung bei 30 ◦C im kollabierten Zustand. Aber be-

reits geringe Drücke reichen aus, um das Mikrogel in den hydratisierten Zustand zu

bringen, wie es unterhalb der VPTT vorliegt. Als Vergleich sind in Abbildung 3.51 die

Fitergebnisse für PNiPAm in 10 mol% Methanol bei 20 ◦C in Abhängigkeit des Drucks

dargestellt.
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Abbildung 3.51: Fitergebnisse aus dem Stieger -Modell für das PNiPAm-Mikrogel in
10 mol% Methanol bei 20 ◦C in Abhängigkeit des Drucks ( r tot, � rbox, N σsurf).

Bei Atmosphärendruck beträgt der Radius r tot für das hydratisierte Mikrogel 55.4 nm.

Bei Druckapplikation ändert sich die Größe nur wenig und steigt bei 1500 bar auf einen
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Wert von 58.8 nm an. Die Begrenzung der Ausdehnung wird durch den Vernetzer

bestimmt, da Druck keine Bindungen brechen kann und sich die Größe bei maximaler

Hydratisierung nicht mehr ändert. Ein Vergleich der Größen bei 20 ◦C und 30 ◦C zeigt,

dass für das kollabierte Mikrogel ein Druck von etwa 1000 bar benötigt wird, um die

Größe des Mikrogels bei 20 ◦C und Atmosphärendruck zu erreichen, was einer Steigung

der Phasengrenzlinie im p,T -Diagramm gemäß der Clapeyronschen Gleichung von

100 bar K-1 entspricht. Die maximale druckinduzierte Größe des Mikrogels liegt bei

30 ◦C jedoch unterhalb der Messwerte bei 20 ◦C. Bei Drücken über 2000 bar ist wieder

eine geringe Kompression des Mikrogels zu beobachten.
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Abbildung 3.52: Fitergebnisse aus dem Stieger -Modell für das PNiPAm-Mikrogel in
10 mol% Methanol bei 40 ◦C in Abhängigkeit des Drucks ( r tot, � rbox, N σsurf).

Bei 40 ◦C befindet sich das PNiPAm in 10 mol% Methanol weit oberhalb der VPTT

und liegt daher im kollabierten Zustand vor. Dies belegen auch die Fitergebnisse, die

aus den Streukurven des Mikrogels erhalten wurden (Abbildung 3.52). Der Gesamtra-

dius r tot bei einem Druck von 1 bar liegt unterhalb des Wertes bei 30 ◦C, was zeigt,

dass der Volumenphasenübergang bei 30 ◦C noch nicht abgeschlossen ist. Die Teilchen

besitzen keine diffuse äußere Schicht mehr, sondern zeigen eine homogene Dichte, die
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vergleichbar mit derjenigen eines sphärischen Partikels ist. Bei 30 ◦C wurde bei Druck-

applikation eine spontane Antwort des stimuli-sensitiven Systems beobachtet, die sich

in einer signifikanten Zunahme der Größe der diffusen Schicht äußerte. Im Gegensatz

dazu zeigt sich bei 40 ◦C bis zu einem Druck von etwa 300 bar kaum eine messbare Ver-

änderung des Systems. Erst oberhalb dieses
”
Schwelldrucks“ verändert sich die Struktur

des Mikrogels von einem kollabierten Teilchen mit homogener Dichte zu einem leicht

geschwollenen Partikel mit inhomogener Dichte. Diese Beobachtung steht im Einklang

mit den Ergebnissen aus den druckabhängigen FTIR-Messungen (vgl. Abbildung 3.12

und 3.16). Auch hier wurde unterhalb eines Drucks von circa 300 bar bei 5 mol% bzw.

10 mol% Methanol bei einer Temperatur von 40 ◦C keine Hydratisierung festgestellt.

Die Gesamtgröße des Mikrogels bei 40 ◦C erreicht jedoch in diesem Druckbereich nicht

die Werte, die bei 20 ◦C bzw. 30 ◦C gemessen wurden. Dies zeigt eindeutig, dass Druck

nur bedingt den temperaturinduzierten Kollaps der Teilchen aufheben kann. Je wei-

ter die Temperatur von der VPTT entfernt liegt, desto geringer fällt der Einfluss des

Drucks auf den Schwellungsgrad des Mikrogels aus.

≈

Abbildung 3.53: Vergleich des Gesamtradius r = r tot des PNiPAm-Mikrogels in
5 mol% Methanol bei verschiedenen Temperaturen in Abhängigkeit des Drucks.
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≈

Abbildung 3.54: Vergleich des Gesamtradius r = r tot des PNiPAm-Mikrogels in
10 mol% Methanol bei verschiedenen Temperaturen in Abhängigkeit des Drucks.

≈

Abbildung 3.55: Vergleich des Gesamtradius r = r tot des PNiPAm-Mikrogels in
20 mol% Methanol bei verschiedenen Temperaturen in Abhängigkeit des Drucks.
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Um diese Aussage zu bestätigen, sind in den Abbildungen 3.53 - 3.55 der Gesamtradius

r tot in verschiedenen Lösungsmittelgemischen bei Temperaturen unter- sowie oberhalb

der VPTT in Abhängigkeit des Drucks dargestellt. Wie schon den FTIR-Messungen

zu entnehmen ist, verringert eine Zugabe von Methanol die VPTT. Bei Temperaturen

unterhalb der Phasenübergangstemperatur wird nur eine geringe druckinduzierte Quel-

lung des Mikrogels beobachtet, während hohe Drücke eine leichte Kompression verursa-

chen. Ein starker Anstieg der Gesamtgröße r tot bei Druckapplikation ist bei denjenigen

Temperaturen zu erkennen, die nur wenig oberhalb der VPTT liegen. Diese Vergröße-

rung wird überwiegend auf das Schwellen der Polymeroberfläche, das heißt, der diffusen

Schicht σsurf zurückgeführt. Bei geringen Drücken ist die Größenzunahme des PNiPAm-

Kerns nur minimal, zeigt jedoch eine signifikante Steigerung bei höheren Drücken (vgl.

Abbildungen 3.50 - 3.52).‡ Ein druckbedingtes Quellen des Mikrogels wird auch bei

Temperaturen weit oberhalb der VPTT observiert. Es treten jedoch einige maßgebli-

che Unterschiede auf. Unterhalb von 500 bar tritt keine Quellung des Polymers auf.

Diese Besonderheit eines erforderlichen
”
Mindestschwelldrucks“ ist bei allen Lösungs-

mittelgemischen erkennbar, deren Temperatur weit oberhalb der VPTT liegt und mögli-

cherweise mit einer veränderten Oberflächenmorphologie des Mikrogels im kollabierten

Zustand zusammenhängt. Da PNiPAm hier eine homogene Dichteverteilung aufweist,

hat es auch eine wohldefinierte Grenzfläche zum Lösungsmittel und damit eine gewisse

Oberflächenspannung im Gegensatz zu Temperaturen nahe des Volumenphasenüber-

gangs, bei dem das Polymer nach wie vor leicht hydratisiert ist und somit noch über

eine ausgeprägte diffuse Außenschicht verfügt. Daher ist ein gewisser
”
Schwelldruck“

notwendig, der die Oberflächenenergie überwindet und zu einer signifikanten Schwä-

chung der hydrophoben Wechselwirkungen führt. Oberhalb dieses Druckes steigt die

Größe des Gels an und erreicht einen Plateauwert bei circa 1100 bar. Auch hier erfolgt

der überwiegende Anteil an der Gesamthydratisierung in der diffusen Schicht. Wie aus

Abbildung 3.52 zu erkennen ist, liegt die maximale Gesamtgröße nach Druckapplika-

tion bei hohen Temperaturen zudem deutlich unterhalb der Werte bei Atmosphären-

druck im hydratisierten Zustand. Bei Temperaturen von 40 ◦C und 50 ◦C in einer

‡ Die korrespondierenden Fitergebnisse für die übrigen Temperaturen und Mischungsverhältnisse des
Lösungsmittels sind im Anhang in der Abbildung 5.24 dargestellt.
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20 mol%-igen Methanollösung (VPTT ≈ 7.5 ◦C) hat PNiPAm im gesamten Druckbe-

reich nahezu die gleiche Größe und verhält sich somit ähnlich wie PNiPAm in 10 mol%

bei 40 ◦C.
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Abbildung 3.56: Gesamtgröße r tot und diffuse Schicht σsurf in Abhängigkeit der Me-
thanolkonzentration (MeOD) bei 30 ◦C und unterschiedlichen Drücken ( r tot 1 bar,
 r tot 1000 bar,  r tot 2000 bar, N σsurf 1 bar, N σsurf 1000 bar, N σsurf 2000 bar).

Die SAXS-Ergebnisse belegen, dass die Anwendung von hohen hydrostatischen Drücken

dem temperaturinduzierten Kollaps des Mikrogels entgegenwirkt, und stehen somit im

Einklang zu den druckabhängigen FTIR-Messungen, die eine druckinduzierte Hydrati-

sierung des Polymers zeigen. [95] In dieser Studie ist zudem zu sehen, welchen Einfluss die

Lösungsmittelzusammensetzung auf die Größe und Form des Mikrogels in Abhängigkeit

des Drucks bei verschiedenen Temperaturen hat, um dadurch Aussagen über das druck-

abhängige Verhalten des Cononsolvency-Effekts zu treffen. Dazu werden die Parameter

aus dem Anpassungsmodell in Abhängigkeit des Methanolgehaltes verglichen. In Abbil-

dung 3.56 sind die Werte für r tot und σsurf in Abhängigkeit der Methanolkonzentration

bei 30 ◦C und drei verschiedenen Drücken dargestellt. Der Vergleich der Gesamtradien

r tot bei verschiedenen Drücken zeigt deutlich, dass Druck dem Cononsolvency-Effekt

entgegenwirkt bzw. ihn sogar ganz aufhebt. Bei einem Druck von 1 bar ist ein signi-
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fikanter Abfall der Größe des Mikrogel r tot mit steigender Methanolkonzentration zu

erkennen. Bei 1000 bar ist dieser Abfall immer noch vorhanden, allerdings nicht mehr

so ausgeprägt. Schließlich werden bei 2000 bar im untersuchten Konzentrationsbereich

annähernd die gleichen Werte für r tot erhalten, sodass die Größe des Mikrogels unab-

hängig von der Methanolkonzentration ist. Die Überschneidung der Werte bei 1000 bar

und 2000 bar ist auf die Kompression der Teilchen zurückzuführen, die bei sehr hohen

Drücken die Hydratisierung überlagert. Auf Grund dessen ist der Gesamtradius r tot

bei 2000 bar geringer als bei 1000 bar, solange das Polymer vollständig hydratisiert ist.

Bei einer Methanolkonzentration von 20 mol% ist selbst bei einem Druck von 1000 bar

immer noch ein durch das Lösungsmittel verursachtes Schrumpfen des Mikrogels zu er-

kennen, sodass hier der Wert für r tot bei 2000 bar höher liegt. Ein Vergleich der diffusen

Schicht in Abhängigkeit der Methanolkonzentration zeigt, dass diese mit steigendem

Methanolgehalt kleiner wird und schließlich bei einer Konzentration von 20 mol% voll-

ständig kollabiert. Dieser Trend wird selbst bei Druckapplikation beobachtet, jedoch

ist zu sehen, dass unter Druck der Wert für σsurf mit steigender Methanolkonzentration

nur leicht abnimmt und daher die Größe der diffusen Schicht bei hohen Drücken als

unabhängig vom Alkoholgehalt angesehen werden kann. Eine mögliche Erklärung für

diesen Effekt ist, dass bei hohen Drücken die Phasenübergangstemperatur zu höheren

Temperaturen verschoben wird. Daher werden in den Abbildungen 3.57 und 3.58 r tot

und σsurf in Abhängigkeit des Methanolgehaltes bei einem konstanten Druck von 1 bar

bzw. 2000 bar bei zwei verschiedenen Temperaturen dargestellt. Bei Atmosphärendruck

zeigen die Daten das erwartete Verhalten. Bei kleinen CD3OD-Konzentrationen wird

ein signifikanter Abfall der Mikrogelgröße beobachtet, der auf den Kollaps der diffu-

sen Oberflächenschicht zurückgeführt wird, da σsurf bei 40 ◦C auf Null absinkt. Mit

steigendem Methanolgehalt geht der Wert für σsurf auch bei 30 ◦C gegen Null, sodass

bei 20 mol% Methanol zwischen diesen Temperaturen kein Unterschied mehr besteht.

Anders sieht es bei einem Druck von 2000 bar aus, bei dem ein Temperatureffekt im ge-

samten Konzentrationsbereich sichtbar ist und σsurf nicht auf Null abfällt. Daher kann

konstatiert werden, dass eine Unterdrückung des Temperatureffektes bei hohen Me-

thanolgehalten durch Applikation von hohen hydrostatischen Drücken nicht stattfindet

bzw. der Cononsolvency-Effekt nicht mehr in Erscheinung tritt.
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Abbildung 3.57: Gesamtgröße r tot und diffuse Schicht σsurf in Abhängigkeit der Me-
thanolkonzentration (MeOD) bei 1 bar und unterschiedlichen Temperaturen ( r tot

30 ◦C,  r tot 40 ◦C, N σsurf 30 ◦C, N σsurf 40 ◦C).
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Abbildung 3.58: Gesamtgröße r tot und diffuse Schicht σsurf in Abhängigkeit der Me-
thanolkonzentration (MeOD) bei 2000 bar und unterschiedlichen Temperaturen ( r tot

30 ◦C,  r tot 40 ◦C, N σsurf 30 ◦C, N σsurf 40 ◦C).
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Die Ursache für dieses Verhalten liegt in einer veränderten, druckinduzierten Solvati-

sierung des Mikrogels. In einer kürzlich veröffentlichten Neutronenreflektivitätsstudie

konnte an einem ähnlichen System dieser Effekt quantifiziert werden. Dabei wurde ei-

ne Clapeyronsche Steigung (dp/dT ) zwischen dem hydratisierten und kollabierten

Zustand von 100 bar K-1 festgestellt, die in Übereinstimmung mit den in dieser Ar-

beit durchgeführten Hochdruck-SAXS- sowie Hochdruck-FTIR-Messungen für Metha-

nolkonzentrationen bis 10 mol% steht. [98] Eine Erhöhung der CD3OD-Konzentration

führt zu einer Konkurrenzsituation der Wasser- und Methanolmoleküle um die Solva-

tisierung des Mikrogels. Dies ist womöglich auch die Erklärung für die geringe druck-

induzierte Hydratisierung von PNiPAm bei 20 mol% Methanol, da der Wassergehalt

hier bereits signifikant reduziert ist, Druck aber die Solvatisierung mit Wasser im Ver-

gleich zu Methanol begünstigt (Abbildung 3.55). Die Ursache liegt darin, dass die

Wasserstoffbrückenbindungen zu Wasser unter Druck verstärkt werden, wohingegen

bei Methanol zusätzlich hydrophobe Wechselwirkungen eine Rolle spielen, die wahr-

scheinlich unter Druck geschwächt werden. [129] Zudem führt Druck zu einer Erhöhung

der Anzahl an Wassermolekülen, die andere Wassermoleküle umgeben, und verringert

die durchschnittliche Bindungsenergie. [130] Durch Druckperturbation der tetraedrischen

Symmetrie des Wasserstoffbrückennetzwerkes wird die Aktivierungsenergie für eine In-

sertion von Wasser in eine ungünstigere, unpolare Umgebung geringer. Auf Grund

dessen resultiert durch Applikation hoher hydrostatischer Drücke das Eindringen von

Wassermolekülen in das Innere von hydrophoben Domänen des kollabierten Polymers.

Dieses Verhalten ähnelt der druckinduzierten Entfaltung von Proteinen, bei der Wasser

in die Hohlräume (engl.: cavities) gelangt und so eine Hydratisierung von hydropho-

ben Gruppen erfolgt. [97,131] Diese druckinduzierte Hydratisierung erfolgt bei Mikrogelen

allerdings nur solange, bis es den kollabierten Zustand verlassen hat und vollständig

solvatisiert ist. Eine weitere druckinduzierte Änderung der Konformation sowie des

Schwellungsgrades wird durch die Quervernetzer im Mikrogel eingeschränkt. Dadurch

wird ein Plateauwert bei der Hydratisierung beobachtet, im Gegensatz zur druckindu-

zierten Entfaltung von Proteinen, bei der eine weitere Hydratisierung von Sekundär- so-

wie Tertiärstrukturen stattfindet. Dies führt zu Unterschieden bei thermodynamischen

Parametern, wie beispielsweise Änderungen des Volumens, der Entropie, der Kompres-
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sibilität, der thermischen Expansion sowie der Wärmekapazität beim Entfaltungspro-

zess, was die unterschiedliche Form sowie den Verlauf des p,T -Phasendiagramms dieser

beiden Systeme erklärt. [132–134]

Hohe hydrostatische Drücke verstärken die Wasserstoffbrückenbindungen, die zwischen

der Carbonylgruppe vom PNiPAm und Wasser gebildet wird, wodurch ursprünglich

über eine H-Brücke gebundenes Methanol zum Polymer bei Druckapplikation durch

Wasser substituiert wird. Als Folge wird eine Quellung des Polymers beobachtet, da

die hydratisierten Ketten in eine gestrecktere Konformation übergehen. Diese druckbe-

dingte Hydratisierung auf Kosten der Bindung zum Methanol ist wahrscheinlich auch

die Ursache für den Verlust des Cononsolvency-Effekts bei hohen Drücken, sofern H-

Brücken des Methanols als essentiell für diesen Effekt betrachtet werden.



86 Ergebnisse und Diskussion

3.1.4 Ergebnisse lineare Polymere

Die linearen Polymerketten wurden mit Hilfe der FTIR-Spektroskopie temperatur- und

druckabhängig untersucht. Dabei ist vor allem das Verhalten der Copolymere in ver-

schiedenen Wasser/Methanol-Mischungen interessant. Das erste Copolymer besteht aus

äquimolaren Anteilen von DEAm und NiPAM (im Folgenden als 1:1 Copolymer be-

zeichnet). Beim zweiten Copolymer beträgt das molare Verhältnis zwischen DEAm und

NiPAm 3:1 (im Folgenden als 3:1 Copolymer bezeichnet). Die FTIR-Spektroskopie lie-

fert wichtige Erkenntnisse über das Phasenverhalten der jeweiligen Polymermischungen

in einem großen Temperatur- und Druckbereich.

FTIR-Spektroskopie

Die FTIR-Spektren der linearen Ketten der beiden Homopolymere PNiPAm sowie

PDEAm bei verschiedenen Methanolkonzentrationen sind in den Abbildungen 5.13 -

5.14 zu sehen. Obwohl diese nicht im Fokus der Untersuchung standen, wurden die

Messungen auf Grund der jeweiligen Zuordnungen der einzelnen Subbanden angefer-

tigt. Zudem konnten die Ergebnisse aus der Literatur reproduziert werden, sodass diese

die Basis für komplexere Studien bilden. [95,108] Im Vergleich zu den Mikrogelen findet

der Phasenübergang bei den linearen Ketten nicht kontinuierlich statt, sondern ist sehr

scharf ausgeprägt. Der Verlauf der Spektren verhält sich im Wesentlichen analog zu

den Mikrogelen.

1:1 Copolymer

In Abbildung 3.59 sind die normierten FTIR-Spektren der Amid-I’-Bande des 1:1 Co-

polymers in D2O in Abhängigkeit der Temperatur dargestellt. Aus dem Verlauf ist

eine Verschiebung der Spektren zu größeren Wellenzahlen erkennbar, die mit der Aus-

bildung einer Schulter bei ≈ 1645 cm-1 einhergeht. Dies bedeutet, wie schon bei dem

Mikrogel-Copolymer, eine Zunahme von hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den

Polymerketten. Die Amid-I’-Bande wird auch hier in drei große Subbanden unterteilt,

die einen hydrophilen, einen gemischt hydrophilen/hydrophoben sowie einen hydropho-

ben Anteil beschreiben.

Die Analyse der jeweiligen Segmente des 1:1 Copolymers in D2O in einem Tempera-
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Abbildung3.59:NormierteFTIR-SpektrenderAmid-I’-Bandedes1:1Copolymers
inD2Ozwischen5

◦Cund40◦C.DerTemperaturverlaufderSpektrenwirddurchdie
Pfeileverdeutlicht.DieblaueundroteKurvekennzeichnendasSpektrumbei5◦Cbzw.
40◦C.

turbereichzwischen5◦Cund40◦CistinAbbildung3.60dargestellt.DerVerlaufder

Subbandenanteilezeigt,dassmitzunehmenderTemperaturderhydrophobeAnteilvon

10.1%auf33.5%ansteigt,waseineErḧohungderBindungenzwischendemAmid-

ProtondesPNiPAm-AnteilsmiteinerCarbonylgruppebeschreibt.Diesf̈uhrtzueiner

Pr̈azipitationderKetten,wobeiWasserdasSystemverl̈asstundzueinerErḧohungder

Entropief̈uhrt,diedietreibendeKraftdestemperaturinduziertenPhasen̈ubergangsist.

DiePhasen̈ubergangstemperaturliegtbeidiesemCopolymerbeiungef̈ahr21◦C.Ober-

halbderLCSTliegtderAnteilderstarkenH-Br̈ucken,dievonWassergebildetwerden

undimhydrophilenSegmentlokalisiertsind,beicirca21%.DiegemischteBandeän-

dertsichzwischendemAnfangs-undEndzustandim Wesentlichennicht.Beieiner

Temperaturvon30◦C,beiderdasCopolymerausgefallenvorliegt,wurdedasSystem

inAbḧangigkeitdesDrucksuntersucht.DieSpektrensindinAbbildung5.15zusehen

undzeigeneinedruckinduzierteVerschiebungderSpektrenzukleineren Wellenzahlen,

diediametralzudenTemperaturspektrenverlaufen.
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Abbildung 3.60: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des 1:1 Copolymers in D2O
in einem Temperaturintervall zwischen 5 ◦C und 40 ◦C (N hydrophober Bereich, �
gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler Bereich). Die gestrichelte
Linie zeigt die Temperatur der korrespondierenden Druck-FTIR-Messung an.
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Abbildung 3.61: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des 1:1 Copolymers in D2O
bei 30 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 9.9 kbar (N hydrophober Bereich,

� gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler Bereich).
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Eine Aufspaltung der Amid-I’-Bande in drei Bereiche zeigt, wie schon beim Mikrogel-

Copolymer, eine Zunahme der Bande bei 1600 cm-1, die starke H-Brücken der Car-

bonylgruppe zum Wasser beschreibt. Die N-H-Wasserstoffbrücken werden hingegen ge-

brochen, das durch das hydrophobe Segment wiedergegeben wird. Dieser Anteil fällt

von 32.1 % auf 17.2 % ab. Auch bei den linearen Ketten wird eine Clapeyronsche

Steigung von 100 bar K-1 beobachtet. Bei einem Druck von circa 1 kbar weist das

Copolymer einen hydrophilen Anteil von über 35 % auf, was ungefähr dem Hydratisie-

rungszustand des Copolymers bei 20 ◦C und 1 bar entspricht.

Eine Zugabe von Methanol hat einen drastischen Einfluss auf die Phasenübergangs-

temperatur des 1:1 Copolymers. Die LCST fällt hier auf ungefähr 14 ◦C ab. Die Anteile

der jeweiligen Subbanden zeigen, dass erneut eine Wechselwirkung des Methanols mit

dem Polymer stattfindet, da die Bande bei 1650 cm-1 auf 16.1 % ansteigt. In der

Literatur wird auch eine mögliche Clusterbildung zwischen Methanol und Wasser in

Betracht gezogen, die als
”
schlechtes Lösungsmittel“ für PNiPAm und dessen Copo-

lymere angesehen werden und deshalb zu einem starken Abfall der LCST führen. [91]

Dies erklärt allerdings nicht die Tatsache, dass der Cononsolvency-Effekt bei reinem

PDEAm, das ähnlich zu PNiPAm aufgebaut ist, nicht beobachtet wird. Hier wird in al-

len Methanolmischungen keine reduzierte Phasenübergangstemperatur beobachtet. Die

Ursache muss demnach in der Wechselwirkung des Amid-Protons mit der Carbonyl-

gruppe liegen, die durch die Zugabe von Methanol zu Wasser begünstigt wird. Die

hydrophobe Bande steigt hier von 16.1 % auf 25.9 % an, während die hydrophile Ban-

de demgegenüber von 42.4 % auf 28.7 % abfällt. Die druckabhängigen FTIR-Messungen

wurden bei Temperaturen von 15 ◦C sowie 30 ◦C durchgeführt; beide Temperaturen

liegen oberhalb der LCST des Copolymers. Bei 15 ◦C wird erneut eine druckinduzierte

Hydratisierung des Copolymers beobachtet, die durch starke Bindungen des Wassers

zur Carbonylgruppe hervorgerufen wird. Die Bindungen zum Methanol werden unter

Druck hingegen nicht bevorzugt. Die Bande sinkt auf 10.4 % ab und ist damit mit dem

vollhydratisierten Zustand des 1:1 Copolymers in reinem Wasser vergleichbar (Abbil-

dung 3.59). Bei Temperaturen, die weit oberhalb der LCST liegen, ist der Einfluss des

Drucks limitiert. Erst bei einem Druck von 9.7 kbar wird ein Wert für das hydrophi-
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Abbildung 3.62: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des 1:1 Copolymers in
10 mol% CD3OD in einem Temperaturintervall zwischen 5 ◦C und 40 ◦C (N hydro-
phober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, hydrophiler Bereich).
Die gestrichelten Linien zeigen die Temperaturen der korrespondierenden Druck-FTIR-
Messungen an.

le Segment von ungefähr 40 % erreicht, während bei niedrigeren Temperaturen eine

spontane Antwort der stimuli-sensitiven Polymere auf Druck erfolgt. Der hydrophobe

Anteil beträgt hier immerhin noch 15.3 %, was zeigt, dass selbst unter hohem Druck

eine erhebliche Anzahl an Wasserstoffbrückenbindungen des Amidprotons zu den Car-

bonylgruppen erhalten bleiben. Dies zeigt wiederum den stärkeren Einfluss des Tempe-

ratureffektes, den Druck nicht vollständig kompensieren kann, wenn bei Temperaturen

weit oberhalb der Phasengrenze gemessen wird.
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Abbildung 3.63: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des 1:1 Copolymers in
10 mol% CD3OD bei 15 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 7.4 kbar (N
hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler
Bereich).
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Abbildung 3.64: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des 1:1 Copolymers in
10 mol% CD3OD bei 30 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 9.7 kbar (N
hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler
Bereich).
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Abbildung3.65:NormierteSpektrenderAmid-I’-Bandedes3:1CopolymersinD2O
ineinemTemperaturintervallzwischen5◦Cund40◦C.DerTemperaturverlaufder
SpektrenwirddurchdiePfeileverdeutlicht.DieblaueundroteKurvekennzeichnen
dasSpektrumbei5◦Cbzw.40◦C.

3:1Copolymer

Das3:1CopolymerbestehtnurzueinemViertelausdemHomopolymerPNiPAm,so-

dassderEinflussunddieEigenschaftenderPDEAm-Einheitenbeidentemperatur-

sowiedruckabḧangigenFTIR-Messungen̈uberwiegen.InAbbildung3.66sinddierela-

tivenAnteilederSubbandendes3:1CopolymersinD2OineinemTemperaturbereich

zwischen5◦Cund40◦Cdargestellt.HierwirdeinetemperaturabḧangigeVerschie-

bungderSpektrenzugr̈oßeren Wellenzahlenbeobachtet,dieaufeinehydrophobere

UmgebungderCarbonylschwingunghindeutet.GleichzeitigwirddieAusbildungeiner

Schulterbei≈1570cm-1registriert,diedenEinflussdesPDEAm-AnteilsimCopoly-

merbeimÜbergangindenkollabiertenZustanddemonstriert(vgl.Abbildung3.25).

Auchbeim3:1CopolymererfolgtedieQuantifizierungderjeweiligenSubbandenauf

BasisderBildungder2.AbleitungsowiederFSDdernormiertenSpektren.DieAmid-

I’-BandewurdeindreiSegmentegegliedert,derentemperaturabḧangigerVerlaufin

Abbildung3.66dargestelltist.BeieinerTemperaturvon5◦CistdasSystemvoll-

sẗandighydratisiert,wieandemhohenAnteilderstarkenH-Br̈uckendes Wassersmit
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Abbildung 3.66: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des 3:1 Copolymers in D2O
in einem Temperaturintervall zwischen 5 ◦C und 40 ◦C (N hydrophober Bereich, �
gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler Bereich). Die gestrichelten
Linien zeigen die Temperaturen der korrespondierenden Druck-FTIR-Messungen an.

48.2 % zu sehen ist. Der Anteil der Bande bei ≈ 1570 cm-1 ist hier nicht dargestellt.

Dieser fällt analog zu reinem PDEAm von 7.5 % auf 4.6 % bis zum Phasenübergang

ab, was den Austritt von Wasser aus dem Polymer beschreibt, und steigt dann auf

13.7 % an. Dieses atypische Verhalten steht im Einklang mit der Ausbildung von meh-

reren starken H-Brücken zu einer Carbonylgruppe, die von wenigen Wassermolekülen

im kollabierten Zustand ausgebildet werden. Der Phasenübergang liegt bei ≈ 27 ◦C,

der am Abfall der hydrophilen Bande zu sehen ist. Interessanterweise findet der An-

stieg des hydrophoben Segments erst bei 32 ◦C statt, was der Übergangstemperatur

von PNiPAm entspricht, bei der es zur Ausbildung der intramolekularen H-Brücken

kommt.

Der Einfluss von hohen hydrostatischen Drücken wurde bei 20 ◦C und 30 ◦C untersucht

(Abbildungen 3.67 - 3.68). Unterhalb der LCST führt Druck zu einem Aufquellen der

Ketten. Der Wert für das hydrophile Segment steigt auf ungefähr 55 % bei 1.7 kbar

an und liegt damit höher als bei der Temperaturmessung bei Atmosphärendruck. Bei

30 ◦C befindet sich das System nur leicht oberhalb des Phasenübergangs.
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Abbildung 3.67: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des 3:1 Copolymers in D2O
bei 20 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (N hydrophober Bereich,

� gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler Bereich).
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Abbildung 3.68: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des 3:1 Copolymers in D2O
bei 30 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (N hydrophober Bereich,

� gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler Bereich).
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Eine Druckapplikation führt hier zu einem starken Anstieg des Hydratisierungsgrades.

Ebenso wurde bei circa 1.7 kbar eine maximale Hydratisierung der Ketten erreicht,

die am Anteil des hydrophilen Segmentes abgelesen werden kann. Da die hydrophoben

Wechselwirkungen unter Druck geschwächt werden, sinkt der Anteil der intramoleku-

laren H-Brücken auf unter 5 % ab. Auch bei diesem Copolymer wurde der Einfluss des

Lösungsmittel auf das Phasenverhalten in Abhängigkeit des Drucks sowie der Tem-

peratur untersucht. Die jeweiligen FTIR-Spektren sind im Anhang in den Abbildun-

gen 5.16 - 5.17 aufgeführt. Die Messungen wurden in 10 mol% bzw. 20 mol% Methanol

durchgeführt. Die Phasenübergangstemperatur sinkt mit steigendem Methanolgehalt

auf 25 ◦C bzw. 22 ◦C und liegt damit deutlich oberhalb der des 1:1 Copolymers bei

vergleichbarer Methanolkonzentration (Abbildung 3.69 und 5.18). Die Ursache für die-

ses Verhalten liegt am Anteil des eingebauten PNiPAm-Polymers, der auf Grund des

Cononsolvency-Effektes die Phasenübergangstemperatur bestimmt und beim 3:1 Cop-

olymer nur 25 % ausmacht.
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Abbildung 3.69: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des 3:1 Copolymers in
10 mol% CD3OD in einem Temperaturintervall zwischen 5 ◦C und 40 ◦C (N hydro-
phober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, hydrophiler Bereich).
Die gestrichelten Linien zeigen die Temperaturen der korrespondierenden Druck-FTIR-
Messungen an.
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Abbildung 3.70: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des 3:1 Copolymers in
10 mol% CD3OD bei 10 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (N
hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler
Bereich).
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Abbildung 3.71: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des 3:1 Copolymers in
10 mol% CD3OD bei 20 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (N
hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler
Bereich).
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Abbildung 3.72: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des 3:1 Copolymers in
10 mol% CD3OD bei 30 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 3.7 kbar (N
hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler
Bereich).

Die Verläufe der jeweiligen Subbandenanteile in Abhängigkeit der Temperatur sind

analog zu den oben gezeigten Messungen der Mikrogele sowie des 1:1 Copolymers.

Sie zeigen den temperaturinduzierten Kollaps der Ketten, der durch Druckapplikation

wieder aufgehoben werden kann. Die Anteile der intramolekularen Wechselwirkungen

werden mit steigendem Druck geringer und sinken auf unter 5 % ab. In diesem Bereich

fallen auch die H-Brücken des Methanols, die unter hohen hydrostatischen Drücken in

Anwesenheit von Wasser nicht präferiert werden. Wie aus Abbildung 3.72 hervorgeht,

kann auch hier Druck nicht den temperaturbedingten Kollaps vollständig kompensie-

ren, sofern die Druckanwendung bei Temperaturen durchgeführt wurde, die nicht nahe

an der LCST liegen. Zudem ist bei diesen Temperaturen ein gewisser Mindestdruck

erforderlich, der eine Hydratisierung der Polymere erst einleitet.
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3.1.5 Zusammenfassung

In diesem Projekt wurde der Einfluss von Temperatur und Druck auf das Phasen-

verhalten stimuli-sensitiver Mikrogele sowie linearer Ketten aus PNiPAm, PDEAm

sowie deren Copolymere bei verschiedenen Lösungsmittelzusammensetzungen unter-

sucht. Es konnte gezeigt werden, dass die PNiPAm-basierten Polymere nicht nur ein

thermo-, sondern auch ein piezoresponsives Verhalten zeigen. Abbildung 3.73 zeigt das

p,T -Phasendiagramm des PNiPAm-Mikrogels bei verschiedenen Stoffmengenanteilen

an Methanol. Es ist zu sehen, dass bei hohen Temperaturen ein Kollaps des Mikro-

gels induziert wird, der stark von der Konzentration des Methanol abhängig ist. Eine

Applikation von hohen hydrostatischen Drücken wirkt diesem Temperatureffekt mit

einer Clapeyronschen Steigung dp/dT von 100 bar K-1 entgegen. Die druckindu-

zierte Solvatisierung des (kollabierten) Mikrogels ist allerdings auf Drücke bis circa

1.5 - 2 kbar beschränkt. Oberhalb dieses Bereiches ist der Hydratisierungsgrad unab-

hängig vom Druck, da Kompressionseffekte, der Einfluss der Temperatur und der Grad

der Vernetzung des Polymers diesem entgegenwirken.

Abbildung 3.73: Schematisches p,T -Phasendiagramm des PNiPAm-Mikrogels.

Mit steigendem Methanolgehalt wird eine Verschiebung der Phasengrenzlinie mit unge-



Ergebnisse und Diskussion 99

fähr gleicher Steigung erhalten. Die Volumenphasenübergangstemperatur in Abhängig-

keit des Stoffmengenanteils an Methanol ist in Abbildung 3.74 illustriert. Der Tiefpunkt

der Phasengrenzlinie liegt bei einem Methanolgehalt von 20 mol%. Bis zu diesem Stoff-

mengenanteil konnte eine druckinduzierte Solvatisierung des PNiPAm-Mikrogels mit

Wasser festgestellt werden. Bei höheren Konzentration wird Methanol in das System

gedrückt, da der Anteil des Wassers signifikant abnimmt. Bei hohen Methanolgehal-

ten wird dann bis zum Siedepunkt des Lösungsmittels nur eine Phase des Mikrogels

beobachtet.

Abbildung 3.74: Schematisches T,c-Phasendiagramm des PNiPAm-Mikrogels.

Die übrigen Mikrogele sowie linearen Ketten zeigen ein ähnliches Verhalten bei Druck-

applikation. Bei PDEAm ist jedoch auf Grund des Fehlens des Cononsolvency-Effektes

keine Abhängigkeit der VPTT bzw. LCST von der Methanolkonzentration zu beob-

achten. Daher variiert der Phasenübergang bei den Copolymeren in Abhängigkeit der

eingebauten PDEAm-Menge. Zudem wurde in dieser Studie aus der Kombination von

Hochdruck-FTIR- sowie Hochdruck-SAXS-Messungen eine Korrelation zwischen der

Struktur, dem Hydratisierungsgrad und der Größe des PNiPAm-Mikrogels hergestellt.

Ein druckinduziertes Quellen des Mikrogels geht mit einer Größenzunahme sowie einer
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Erhöhung der Hydratisierung einher. Um eine Umkehrung des Phasenverhaltens un-

ter Druck zu erzielen, darf der Vorgang der Druckanwendung nicht bei Temperaturen

durchgeführt werden, die sich weit oberhalb der VPTT bzw. LCST befinden, da Druck

in diesem Bereich den Temperatureffekt nicht vollständig umkehren kann. Druck führt

zudem bei methanolabhängigen Messungen zu einer Aufhebung des Cononsolvency-

Effektes, da Methanol aus dem Polymersystem gedrückt wird und stattdessen die Aus-

bildung starker H-Brücken des Wassers zur Carbonylgruppe bevorzugt wird.
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3.2 Hochkonzentrierte Proteinlösungen

In diesem Projekt werden die Wechselwirkungen zwischen Proteinen in hochkonzen-

trierten Lösungen unter hohen hydrostatischen Drücken mit Hilfe von Röntgen-Klein-

winkelstreuung am Beispiel des Modellproteins Lysozym untersucht. Die Ergebnisse

tragen dazu bei, das Crowding-Verhalten von Proteinen hinsichtlich ihrer Struktur und

Stabilität in dichtgepackten Systemen bei hohen Drücken besser zu verstehen, wie sie

beispielsweise in Zellen von Tiefseeorganismen vorkommen.§

3.2.1 Einleitung

In den letzten Jahren stieg das Interesse an der Erforschung von Proteinen in hochkon-

zentrierten Lösungen stark an. Das Verhalten stellt nicht nur eine Herausforderung in

der Flüssigkeitstheorie der weichen kondensierten Materie dar, sondern ist auch Vor-

aussetzung für eine Reihe von biologischen und biotechnologischen Anwendungen. Aus

biologischer Sicht sind diese Untersuchungen notwendig, da sie das Ziel verfolgen, die

Situation in lebenden Zellen möglichst exakt nachzustellen. Daher wurden eine Rei-

he von Experimenten unter sogenannten Crowding- oder Confinement-Bedingungen

durchgeführt, welche die intrazelluläre Umgebung widerspiegeln sollen. [136] Allgemein

versteht man unter dem Begriff Crowding (engl.: crowding - zusammendrängend) den

Volumenausschluss von Biomolekülen in Anwesenheit einer großen Anzahl von ande-

ren Makromolekülen (Crowder -Moleküle). [137,138] Ist nur eine Spezies, wie zum Beispiel

ein Protein, in einer sehr hohen Konzentration in einem begrenzten Volumen vorhan-

den, spricht man von Self-Crowding. Confinement (engl.: confined - begrenzt) bezieht

sich auf eine eingeschränkte konformationelle Ausdehnung der Biomoleküle in einem

dichtgepackten System. Crowding und Confinement ändern daher die konformationel-

le Stabilität sowie die biologische Aktivität von Proteinen. [139–143] Die Kenntnis von

Protein-Protein-Wechselwirkungen in kondensierten flüssigen Phasen ist entscheidend

für das Verständnis der strukturellen sowie funktionellen Stabilität von Proteinen und

gibt einen molekularen Einblick in Prozesse wie Proteinkristallisation, -aggregation so-

wie -fibrillation. [134,144–149] Letztere spielt bei Krankheiten eine entscheidende Rolle, wie

§Die in diesem Kapitel vorgestellte Studie wird in der Referenz [135] publiziert (Stand 24. April 2014).
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beispielsweise der Bildung von Polymerfasern der Hämoglobinmoleküle bei der Sichel-

zellenanämie, der Aggregation von γ-Kristallin beim grauen Star oder der Entstehung

von Amyloid-Fibrillen, wie sie bei Alzheimer, Parkinson, Creutzfeld-Jakob oder Typ-2-

Diabetes mellitus auftreten. [150,151] Um diese Krankheiten zu bekämpfen, müssen daher

Strategien entwickelt werden, die die Keimbildung von Proteinaggregaten verhindern.

Abbildung 3.75: Temperatur-Konzentrations-Phasendiagramm von Lysozym. [152,153]

Die roten Punkte kennzeichnen die experimentellen Messpunkte in dieser Studie.

Die strukturellen Eigenschaften von hochkonzentrierten Proteinlösungen sowie das

Phasendiagramm eines Proteins sind von zahlreichen Parametern wie Temperatur,

Druck, pH-Wert, Ionenstärke oder Osmolytenkonzentration abhängig. Das intermole-

kulare Wechselwirkungspotenzial als Funktion dieser Parameter ist bisher kaum er-

forscht. [153–165] Insbesondere die Abhängigkeit der Druckvariablen ist bislang wenig

verstanden und steht daher im Fokus dieser Untersuchung. Abbildung 3.75 zeigt das

Temperatur-Konzentrations-Phasendiagramm von Lysozym sowie die experimentellen

Messpunkte innerhalb der metastabilen flüssig-kristallinen Koexistenzphase in dieser

Studie. Unter den gewählten Bedingungen ermöglicht die langsame Kristallisationski-

netik des Proteins eine Untersuchung der Protein-Protein-Wechselwirkungen in einer
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hoch kondensierten flüssigen Phase. Eine Übersättigung der Lösung ist notwendig, um

die hohe Aktivierungsenergie der Kristallbildung des Lysozyms zu überwinden. Ab-

hängig von der Anfangskonzentration kann die Dauer für das Erreichen des thermo-

dynamischen Gleichgewichts in Abwesenheit von Kristallkeimen bis zu einem Monat

betragen. [145,166] Die Entstehung von Bragg-Reflexen deutet dabei den Beginn der

Kristallisation an. Um die Struktur und das Wechselwirkungspotenzial der hochkon-

zentrierten Proteinlösungen zu bestimmen, wurden SAXS-Experimente bis zu einem

Druck von 3 kbar durchgeführt. Die Ergebnisse tragen zu einem besseren Verständnis

des Druckeffektes auf das Phasenverhalten von kondensierten Proteinlösungen sowie

von Self-Crowding-Bedingungen bei, wie sie in dichtgepackten, biologischen Zellen zu

finden sind. Zudem wird das Hydratisierungsverhalten von Biomolekülen unter extre-

men Bedingungen aufgezeigt, wie es beispielsweise in der Tiefsee vorherrscht, wo Drücke

im kbar-Bereich erreicht werden können. [131]

Lysozym

Als Modellprotein für die Untersuchung von hochkonzentrierten Proteinlösungen wur-

de Hühnereiweiß-Lysozym verwendet (Abbildung 3.76). Es besitzt eine molare Masse

von 14.3 kDa und ist aus 129 Aminosäuren aufgebaut. Darunter fallen 9 saure (7 Asp,

2 Glu) und 18 basische Aminosäuren (11 Arg, 1 His, 6 Lys) sowie 6 Tryptophan-

Einheiten (Trp). Zur Sekundärstruktur zählen vier α-Helices, zwei 310-Helices sowie

zwei antiparallele β-Faltblätter. Lysozym hat die Form eines Ellipsoids mit einer Grö-

ße von 3 × 3 × 4.5 nm3. Der isolelektrische Punkt liegt bei einem pH-Wert von 11.1 vor.

Bei pH 7 weist Lysozym eine Nettolandung von + 8 auf, wobei die geladenen Grup-

pen statistisch auf der Proteinoberfläche verteilt sind. Die hohe Stabilität mit einer

Entfaltungstemperatur von circa 70 ◦C und einem Entfaltungsdruck von circa 7 kbar

verdankt Lysozym hauptsächlich seinen vier intramolekularen Disulfid-Brücken. Die

freie Standard-Entfaltungs-Gibbsenergie liegt bei circa 60 kJ mol-1. Die Funktion des

Lysozyms liegt in der enzymatischen Hydrolyse der 1,4-glykosidischen Bindung zwi-

schen N -Acetylglucosamin und N -Acetylmuraminsäure. Dadurch ist es in der Lage,

Zellwände von Bakterien zu zerstören und fungiert somit in vielen Organismen als na-

türliches Antibiotikum.
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Abbildung 3.76: Hühnereiweiß-Lysozym mit korrespondierender Elektronendichte-
verteilung gemäß der Struktur aus der Proteindatenbank (PDB, protein data bank,
2LYZ)

Da die Eigenschaften von Lysozym sehr weitreichend untersucht wurden und es rela-

tiv leicht isoliert werden kann, stellt es für die Untersuchungen in diesem Projekt ein

ideales Modellprotein dar. [167–169]

DLVO-Potenzial

Bei der Messung von hochkonzentrierten Proteinlösungen mit Hilfe von Röntgen-Klein-

winkelstreuung tritt in der Streukurve ein Korrelationspeak auf, der den Strukturfaktor

und damit die Wechselwirkungen zwischen den Proteinen der gemessenen Probe bein-

haltet. Die Beziehung zwischen dem Strukturfaktor S (q) und dem Wechselwirkungspo-

tenzial V (r) basiert auf der Lösung der Ornstein-Zernike-Gleichung, in welcher die

direkte Korrelationsfunktion c(q) mit dem Strukturfaktor im reziproken Raum durch

folgende Beziehung gegeben ist: [170]

S (q) =
1

1− nc (q)
(3.2)

n gibt die Teilchenzahldichte wieder. Abhängig von der Art und Stärke der Wech-
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selwirkung sowie der Teilchenzahldichte des Systems wurden verschiedene Annahmen

getroffen (engl.: closure relations), die diese Korrelation lösen sollen. [171,172] Bei der

random phase approximation (RPA) besteht zwischen dem Strukturfaktor S RPA und

der Fourier-transformierten des Wechselwirkungspotenzials V (q) folgender Zusam-

menhang: [151,156,173]

S (q) = S0 (q)

[
1 +

n

kBT
S0 (q)V (q)

]−1

(3.3)

n gibt die Teilchenzahldichte wieder und S 0(q) den Strukturfaktor des Referenzsystems,

der gemäß dem Harte-Kugel-Modell (engl.: empty core model) wie folgt ausgedrückt

werden kann: [174]

1

S0 (q)
= 1− 12η

(η (3− η2)− 2)

(1− η)4 · j1 (qσ)

qσ
(3.4)

η ist der Volumenanteil und σ der Durchmesser der Teilchen. j 1(qσ) ist die sphärische

Besselfunktion erster Ordnung.

Die RPA wird für mittelstark geladene Teilchen verwendet, die sich nur schwach ge-

genseitig beeinflussen. Bei stärkeren Wechselwirkungen mit einer moderaten Teilchen-

zahldichte kann die mean spherical approximation (MSA) verwendet werden, die für

viele Wechselwirkungspotenziale eine analytische Lösung besitzt: [50,172]

cMSA (r) = − 1

kBT
V (r) (3.5)

Allgemein kann die Wechselwirkung zwischen Proteinen in Abwesenheit von Salzen

oder bei sehr geringen Ionenstärken unter der Annahme, dass die Proteine eine harte,

sphärische Form annehmen, erfolgreich mit Hilfe des DLVO-Potenzials (Derjaguin-

Landau-Verwey-Overbeek) beschrieben werden. [150,151,155–157,159,160,164,175–180] Die-

ses Modell beschreibt das Paarpotenzial V (r) als Summe eines Harte-Kugel-Potenzials

V HK(r), eines repulsiven Coulomb-Potenzials V C(r) sowie eines attraktiven Yuka-

wa-Potenzials V Y(r):

V (r) = VHK (r) + VC (r) + VY (r) (3.6)
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Der Term des Harte-Kugel-Potenzials V HK(r) berücksichtigt, dass sich die Proteine

nicht durchdringen können:

VHK (r) =

 ∞ r ≤ σ

0 r > σ
(3.7)

σ bezeichnet hier den Durchmesser des Proteins.

Der repulsive Coulomb-Term wird wie folgt beschrieben:

VC (r) =

 0 r ≤ σ

Z2e2

4πε0εr(1+0.5κσ)2
· e−κ(r−σ)

r
r > σ

(3.8)

Z beschreibt die effektive Ladung des Proteins, e die Elementarladung, ε0 die Dielek-

trizitätskonstante des Vakuums, εr die Dielektrizitätskonstante der Lösung und κ die

reziproke Debye-Hückel-Länge.

Das Yukawa-Potenzial beschreibt den attraktiven Teil des Gesamtpotenzials, wobei J

die Stärke des anziehenden Teils und d die Breite des Potenzials wiedergibt:

VY (r) =

 0 r ≤ σ

−Jσ e−(r−σ)/d

r
r > σ

(3.9)
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3.2.2 Materialien und Methoden

Als Protein wurde Hühnereiweiß-Lysozym (Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutschland)

eingesetzt. Die Aufkonzentrierung des Proteins erfolgte mittels Dialyse in einer Dialy-

sekassette (
”
Slide-A-Lyzer Dialysis Cassettes“, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA),

die ein Gesamtvolumen von 0.5 ml und eine molekulare Porengröße von 2 kDa aufwies,

sodass nur die Diffusion von Wasser möglich war. Die Dialysekassetten wurden nach der

Hydratisierung in Wasser mit einer Stammlösung von Lysozym mit der Konzentration

c = 80 mg mL-1 in 50 mM Bis-Tris-Puffer (Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutschland)

bei pH 7 befüllt und in einem Becherglas mit PEG-Lösung (Polyethylenglycol, M =

35 kDa, Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutschland) definierte Zeiten gerührt (Abbildung

3.77). Die relativ hohe Konzentration des Puffers ist notwendig, da sich sonst bei sehr

hohen Proteinkonzentrationen der pH-Wert der Lösung rapide verringern würde. Zu-

dem hat Bis-Tris die Eigenschaft, den pH-Wert unter Druck stabil zu halten. [181,182]

Die PEG-Lösung mit einer Konzentration von 20 % w/w wurde ebenfalls in 50 mM

Bis-Tris-Puffer gelöst und auf einen pH-Wert von 7 eingestellt, sodass der osmotische

Druck nur durch die Konzentration der PEG-Lösung hervorgerufen wurde.

Abbildung 3.77: Dialyseprozess in einer Dialysekassette zur Aufkonzentrierung der
Lysozymlösungen.

Durch die unterschiedliche Dauer des Osmoseprozesses konnten gezielt, auf eine scho-

nende und gleichmäßige Weise, hohe Konzentrationen der Lysozymlösungen herge-

stellt werden. [183] Die erzielte Konzentration in Abhängigkeit der Dialysezeit ist in

Abbildung 3.78 dargestellt. Die Konzentration der jeweiligen Lysozymlösungen wurde
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mit Hilfe der UV-Vis-Spektroskopie bestimmt. Der Extinktionskoeffizient von Lysozym

εLysozym bei einer Wellenlänge λ von 280 nm beträgt 2.65 mL mg-1 cm-1. [184]

Die Röntgen-Kleinwinkelstreuexperimente wurden am Diamond an der Beamline I22

durchgeführt. Als Hochdruckzelle wurde die Zelle von Brooks verwendet (siehe Kapitel

2.2.2). Alle Messungen wurden in einem Druckbereich zwischen 1 bar und 3 kbar bei

einer Temperatur von 20 ◦C durchgeführt. Die Messzeit betrug 15 s. Nach jeder Druck-

applikation wurde 15 min gewartet, um den Gleichgewichtszustand des Systems zu

gewährleisten. Die Prozessierung der Daten erfolgte mit Hilfe der Software
”
Fit2D“. [65]

Die Funktionsanpassung der Daten zur Berechnung des Wechselwirkungspotenzials

wurde mit einer auf MATLAB-basierenden Routine durchgeführt, die auf der DLVO-

Theorie mittels mean spherical approxiamtion (MSA) basierte. [179] Der effektive (Harte-

Kugel-) Durchmesser σ wurde auf 2.99 nm gesetzt und die Proteinladung Z bei pH 7

betrug 8. [185] Es wurde eine Breite des attraktiven Wechselwirkungspotenzials V Y(r)

mit d = 3 nm verwendet. [163] Zudem wurde die Druck- sowie Temperaturabhängigkeit

der Dielektrizitätskonstante der Lösung berücksichtigt. [186]
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Abbildung 3.78: Konzentration c der Lysozymlösung in Abhängigkeit der Dialy-
sezeit t bei 20 ◦C. Die Bestimmung der Konzentrationen erfolgte mittels UV-Vis-
Spektroskopie.
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3.2.3 Ergebnisse

Die Röntgen-Kleinwinkelstreuexperimente von Lysozym unter hohen hydrostatischen

Drücken wurden bei einer Temperatur von 20 ◦C über einen weiten Konzentrationsbe-

reich bis zu einer Konzentration von circa 370 mg mL-1, die damit ungefähr doppelt

so hoch ist, wie bei bisherigen Hochdruck-SAXS-Messungen unter diesen Bedingungen,

durchgeführt. [165]
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Abbildung 3.79: Gyrationsradien RG von Lysozym bei einer Konzentration von
8.57 mg mL-1 in einem Druckbereich zwischen 1 bar und 3000 bar bei 20 ◦C.

Zur Charakterisierung der Größe und Struktur von Lysozym wurden zunächst Mes-

sungen mit verdünnten Lösungen (8.57 mg mL-1) unter hohen hydrostatischen Drücken

durchgeführt, bei denen keine intermolekularen Wechselwirkungen auftreten. Dies diente

zur Kontrolle, dass sich das Protein in seiner nativen Konformation befindet und keine

Entfaltung bis zu einem Druck von 3 kbar eintritt. Die Größe und Form des Pro-

teins wurden mit Hilfe der Paarabstandverteilungsfunktion p(r) sowie der Guinier-

Auftragung bestimmt (Abbildung 3.79). [51,160] Da Lysozym die Form eines Ellipsoids

annimmt, wird der intrapartikuläre Strukturfaktor P(q) des Proteins wie folgt beschrie-

ben: [51,187]
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P (q) =

1∫
0

j1

(
q
√
a2 + x2 (b2 − a2)

)2

(
q
√
a2 + x2 (b2 − a2)

)4 dx (3.10)

a und b beschreiben die Halbachsen des Ellipsoids; j 1(x ) ist die sphärische Bes-

selfunktion erster Ordnung.

Für den Gyrationsradius RG ergibt sich somit:

RG =

√
2a2 + b2

5
(3.11)

Wie aus Abbildung 3.79 hervorgeht, beträgt der Gyrationsradius RG bei einem

Druck von 1 bar 1.48 nm und steht damit in guter Übereinstimmung mit Werten

aus der Literatur. [158,188] Bis zu einem Druck von 3 kbar werden keine signifikan-

ten Änderungen des Gyrationsradius beobachtet, sodass davon ausgegangen werden

kann, dass das Lysozymmonomer nicht entfaltet ist, was ebenso konform mit frühe-

ren Hochdruck-FTIR-Messungen ist. [160,189] Die im Folgenden untersuchten Protein-

Protein-Wechselwirkungen bei hohen Konzentrationen treten daher nur zwischen nati-

ven, nicht entfalteten Lysozym-Molelülen auf.

Abbildung 3.80 (links) zeigt die Streukurven bei verschiedenen Konzentrationen bei

einem Druck von 1 bar und einer Temperatur von 20 ◦C. Deutlich zu erkennen ist der

Korrelationspeak bei qkorr, der auf den repulsiven Protein-Protein-Wechselwirkungen

der positiv geladenen Lysozymmoleküle (Z = 8) basiert und im Bereich zwischen

0.48 nm-1 und 0.8 nm-1 liegt. Mit steigender Proteinkonzentration verschiebt sich der

Korrelationspeak linear zu höheren q-Werten, was mit kleineren Abständen zwischen

den Teilchen in Zusammenhang gebracht werden kann (Abbildung 3.80, rechts). Wird

eine c1/3-abhängige Verschiebung von qkorr angenommen, die eine Näherung für stark

repulsive Systeme darstellt, so kann der interpartikuläre Abstand der Proteinmole-

küle zu 2π/qkorr grob abgeschätzt werden. [147,153] Unter Berücksichtigung dieses Zu-

sammenhangs entspricht eine Verschiebung von qkorr von 0.48 nm-1 zu 0.8 nm-1 einer

Verringerung der Distanz von 13.1 nm auf 7.85 nm. Bei Proteinkonzentrationen über

≈ 150 mg mL-1 ist keine signifikante Erhöhung von qkorr zu erkennen; qkorr sinkt statt-

dessen sogar leicht. Dieses Verhalten deutet auf eine Veränderung in den intermole-
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kularen Wechselbeziehungen hin, wie beispielsweise dem Einsetzen der Bildung von

(dynamischen) Lysozymclustern. Bei der höchsten Konzentration (366 mg mL-1) wird

eine partielle Kristallisation des Proteins sichtbar, deren Bragg-Reflexe den Korre-

lationspeak überlagern, was typisch für die Bildung des flüssig-kristallinen Phasenko-

existenzgebietes in einer stark übersättigten Lösung ist.
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Abbildung 3.80: Röntgen-Kleinwinkelstreukurven von Lysozymlösungen unterschied-
licher Konzentration bei 20 ◦C und einem Druck von 1 bar (links); Korrelationspeaks
qkorr in Abhängigkeit der Lysozymkonzentration bei 20 ◦C und einem Druck von 1 bar
(rechts).

Typische druckabhängige SAXS-Kurven für eine Lysozymlösung der Konzentration

112 mg mL-1 bei 20 ◦C sind in Abbildung 3.81 (links) illustriert. Mit steigendem Druck

wird, nach anfänglicher Zunahme, eine druckinduzierte Verschiebung des Korrelati-

onspeaks zu kleineren Werten beobachtet. Die druckabhängige Verschiebung von qkorr

bei verschiedenen Konzentrationen ist in Abbildung 3.81 (rechts) dargestellt. Bis zu
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Abbildung 3.81: Röntgen-Kleinwinkelstreukurven einer Lysozymlösung der Konzen-
tration 112 mg mL-1 bei 20 ◦C und unterschiedlichen Drücken. Zur besseren Übersicht
sind die Streukurven vertikal verschoben (links); Korrelationspeaks qkorr in Abhängig-
keit des Drucks bei 20 ◦C und verschiedenen Lysozymkonzentrationen (rechts).

einem Druck von 1 kbar ist ein relativ flacher Verlauf des Korrelationspeaks für Kon-

zentrationen bis circa 300 mg mL-1 zu sehen. Ein starker Abfall von qkorr bei hohen

Drücken wird nur für Konzentrationen unterhalb von 100 mg mL-1. Allgemein wird bei

Druckapplikation durch die Kompression des Systems eine geringe Zunahme von qkorr

erwartet. Der flache, druckabhängige Verlauf des Peakmaximums mit anschließendem

Abfall bei sehr hohen Drücken kann auf Änderungen in den, durch das Lösungsmittel

Wasser bedingten, intermolekularen Wechselwirkungen und auf die Bildung von (dy-

namischen) Clustern zurückgeführt werden. [50,160] Einen tiefer gehenden Einblick in die

druckabhängigen, strukturellen Änderungen gewährt das attraktive Potenzial J, wie es

mit Hilfe der DLVO-Theorie näherungsweise berechnet werden konnte.

In Abbildung 3.82 (links) ist das attraktive Potenzial J in Abhängigkeit des Drucks
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bei verschiedenen Lysozymkonzentrationen und einer Temperatur von 20 ◦C dargestellt.

Mit steigender Proteinkonzentration sinkt der Wert für J auf Grund starker repulsiver

Wechselwirkungen, da Lysozym, wie bereits erwähnt, unter diesen Bedingungen eine

positive Nettoladung von +8 besitzt. Druckapplikation führt zunächst zu einer Erhö-

hung der Repulsion, wie es aus der Abnahme des attraktiven Potenzials J zu sehen ist,

da mit größerem Druck die Dichte der Lösung erhöht und der intermolekulare Abstand

verringert wird. Bei höheren Drücken, zwischen 1500 bar und 2000 bar, steigt die At-

traktivität des Potenzial erneut an. Aus früheren Studien mit geringer konzentrierten

Lösungen wurde dieses nicht-lineare Verhalten mit einem Minimum von J auf den Kol-

laps der zweiten Hydratationshülle des Wassers und dem Eindringen von nicht über

H-Brücken gebundenen Wassermolekülen in die erste Hydrathülle zurückgeführt. [160]

Die Potenzialänderungen in diesem Druckbereich sind demnach der Umorientierung

und Neuordnung der Wasserstruktur geschuldet. [190]

Interessanterweise wird das Minimum der J -Werte mit steigender Proteinkonzen-

tration breiter und verschwindet bei Konzentrationen über 200 mg mL-1. Bei diesen

hohen Proteinkonzentrationen bleibt J bei Drücken oberhalb von circa 1500 bar nahe-

zu druckinsensitiv, was darauf hindeutet, dass die druckinduzierte Änderung in der

Wasserstruktur bei diesen hoch kondensierten Proteinlösungen weniger effektiv ist.

Es ist dabei zu beachten, dass für Konzentrationen oberhalb von 200 mg mL-1 die

Funktionsanpassung der Streukurven nicht sehr genau ist und die Ergebnisse daher

mit Vorsicht zu betrachten sind (vgl. Abbildung 3.82, rechts). Tatsächlich erweist sich

das DLVO-Potenzial zur Charakterisierung von Protein-Protein-Wechselwirkungen bei

sehr hohen Konzentrationen als weniger geeignet, da zusätzliche Wechselwirkungsterme

(Hydratationsrepulsion, Wechselwirkungen von hydrophoben Fragmenten, Polarisati-

onsterme etc.) sowie die einsetzende Clusterbildung von Proteinmolekülen möglicher-

weise eine entscheidende Rolle spielen. [164] Dennoch wird die Bildung von Clustern bei

hohen Lysozymkonzentrationen in der Fachliteratur kontrovers diskutiert. [147,191–197]

Neutronenspinecho- (NSE) sowie Neutronen-Kleinwinkelstreuexperimente (SANS) ha-

ben jedoch die Existenz von dynamischen Clustern bei hohen Proteinkonzentrationen

bewiesen und den Übergang von einem Monomer zu einem Cluster-dominierten Lö-

sungsbild gezeigt. [195–197] Interessanterweise liegt der Konzentrationsbereich oberhalb
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Abbildung 3.82: Tiefe des attraktiven Potenzials J in Abhängigkeit des Drucks bei
verschiedenen Lysozymkonzentrationen und einer Temperatur von 20 ◦C. Die durchge-
zogenen (gestrichelten) Linien dienen der optischen Führung (links); Streukurven des
Lysozyms bei zwei Konzentrationen und einem Druck von 1 bar. Die durchgezogenen
Linien beschreiben die Funktionsanpassung nach dem DLVO/MSA-Modell (rechts).

von 200 mg mL-1, bei dem ein Maximum von qkorr(c) und das Verschwinden des Mini-

mums bei J (p) auftreten, nahe an der kritischen Konzentration (ckrit ≈ 230 mg mL-1)

des flüssig-flüssig Koexistenzgebietes bei 5 ◦C, bei der eine Phasenseparation in eine

kondensierte und gelöste Proteinlösung eintritt. Unter diesem Aspekt erscheint die An-

nahme der Bildung dynamischer Cluster in diesem Konzentrationsbereich bei 20 ◦C als

sinnvoll.

Eine Erhöhung der Lysozymkonzentration auf 366 mg mL-1 führt innerhalb der Zeit-

spanne des Experiments (circa 3 h) zu einer Nukleation sowie teilweiser Kristallbil-

dung der übersättigten Lösung. [158,198–201] Der q-Bereich, in dem bei dieser Messung

Bragg-Reflexe auftreten, ist in Abbildung 3.83 dargestellt. Aus der Indizierung dieser
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Abbildung 3.83: Bragg-Reflexe bei der Streukurve von Lysozym der Konzentration
366 mg mL-1 bei drei verschiedenen Drücken.

Reflexe folgt eine primitive tetragonale Einheitszelle (Raumgruppe P43212) mit den

Abmessungen a = b = 7.9 nm und c = 3.8 nm, die mit Literaturdaten in Überein-

stimmung stehen. [202–206] Die Anwendung von hohen hydrostatischen Drücken führt zu

einer anisotropen Komprimierung entlang der Achsen der Einheitszelle, das heißt, zu

einer Verkürzung der a-Seite, während die c-Seite nahezu unverändert bleibt. [163] Die-

ses Verhalten wurde auch schon bei Druckuntersuchungen an reinen Lysozymkristallen

beobachtet. [203] Die Intensität der Bragg-Reflexe nimmt unter Druck ab, was zeigt,

dass durch Druckapplikation die Kristallbildung retardiert wird. Diese Beobachtung

deutet darauf hin, dass die Bildung von Lysozymkristallen mit einer Volumenzunahme

des Systems verbunden ist.

3.2.4 Zusammenfassung

Der Einfluss von hohen hydrostatischen Drücken auf die Struktur und das Protein-

Protein-Wechselwirkungspotenzial von hochkonzentrierten Lysozymlösungen, die bis zu

der doppelten kritischen Konzentration der flüssig-flüssigen Koexistenzphase beträgt,



116 Ergebnisse und Diskussion

wurde mit Hilfe der Röntgen-Kleinwinkelstreuung in Kombination mit dem DLVO-

Ansatz aus der Flüssigkeitstheorie untersucht, wobei die höchsten Konzentrationen

mit Hilfe des Dialyseprozesses durch Anwendung von osmotischem Druck erreicht wur-

den. Unter den gewählten Bedingungen waren die hochkonzentrierten Proteinlösun-

gen für Tage stabil gegen Kristallisationsprozesse. Nur bei einer Konzentration von

366 mg mL-1 erfolgte eine partielle Kristallisation der metastabilen Lösung innerhalb

des Zeitrahmens des Experiments.

Im Konzentrationsbereich unter 200 mg mL-1 besteht beim Wechselwirkungspoten-

zial der dichtgepackten Lysozymlösungen durch Applikation hoher Drücke ein nicht-

linearer Zusammenhang, der durch die strukturellen Änderungen des Lösungsmittels

hervorgerufen wird und bei Drücken zwischen 1.5 kbar und 2 kbar einsetzt. [160] Bei

diesen Bedingungen steigt die Koordinationszahl des Wassers signifikant an und führt

zu einem Kollaps der zweiten Hydrathülle, was sich in einem veränderten Wechselwir-

kungspotenzial bemerkbar macht.

Oberhalb von 200 mg mL-1 wird für J (p) kein Minimum mehr beobachtet und das

Wechselwirkungspotenzial erweist sich in dieser Konzentrationsregion als nur wenig

sensitiv gegenüber Druck, da sich die lösungsmittelbedingten Effekte auf die Protein-

Protein-Wechselwirkungen verändert haben. Ausgehend von einer homogenen Vertei-

lung der Proteinmoleküle betragen die intermolekularen Abstände zwischen den Teil-

chen nur noch 5 nm bei 200 mg mL-1 bzw. 4 nm bei 366 mg mL-1. Dies entspricht

einer Hydrathülle, die nur noch aus vier bzw. einem Wassermolekül aufgebaut ist. Bei

derart dünnen Wasserschichten werden die strukturellen Eigenschaften des Lösungsmit-

tels hauptsächlich durch Oberflächeneffekte (u.a. Elektrostriktion durch Hydratation

der Oberflächenladungen) der Proteinmoleküle verursacht, während der Einfluss eines

im Überschuss vorhandenen Lösungsmittels in den Hintergrund tritt. Auf Grund des-

sen wird hier auch kein Minimum bei J (p) mehr erhalten. In diesem Gebiet steigt der

repulsive Anteil des intermolekularen Wechselwirkungspotenzials mit steigender Pro-

teinkonzentration auch nicht mehr an. Das Fehlen einer erhöhten SAXS-Intensität bei

q → 0 zeigt, dass keine irreversible Aggregation von Lysozym stattfindet. Vielmehr

wird von einer transienten (dynamischen) Clusterbildung der Proteine ausgegangen,

wie es auch aus dem Maximum von qkorr abgeleitet werden kann, was durch weitere
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(druckabhängige) NSE-Messungen gestützt werden könnte.

Die Ergebnisse verdeutlichen zudem, dass Druck die Nukleation, Aggregation und

schließlich die Kristallisation des Proteins in übersättigten, kondensierten Systemen

unterdrückt. Diese Beobachtungen sind daher von großer Bedeutung für das Verständ-

nis der hohen Stabilität von hochkonzentrierten Proteinlösungen, wie sie intrazellulär

bei Organismen in der Tiefsee vorherrschen, die hohen hydrostatischen Drücken bis

in den kbar-Bereich ausgesetzt sind. [3,5] In dichtgepackten Zellen, bei denen eine hohe

Proteinkonzentration (bis zu 300 mg mL-1) und makromolekulare Crowder mit einem

Volumenanteil von 30 % vorgefunden werden, ist Druck ein effektives Mittel, das einer

Proteinaggregation unter diesen Crowding-Bedingungen entgegenwirkt. [136,207,208]
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3.3 Lipidsysteme

In diesem Projekt wurde der Einfluss von Druck und Temperatur auf das Phasenverhal-

ten ausgewählter Lipidmischungen mittels Röntgen-Kleinwinkelstreuung studiert. Die

untersuchten Lipidsysteme wurden freundlicherweise vom Arbeitskreis von Herrn Prof.

Dr. Dr. Kalbitzer (Lehrstuhl für Biophysik, Universität Regensburg) zur Verfügung

gestellt.

3.3.1 Einleitung

Bizellare Lipidmischungen bestehend aus kurzkettigen 1,2-Dihexanoyl-sn-glycero-3-

phosphocholin (DHPC) und langkettigen 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin

(DMPC) haben sich als gutes Modellsystem für die Untersuchung von Biomembra-

nen sowie membranassoziierten Biomolekülen etabliert (Abbildung 3.84). Abhängig

vom Mischungsverhältnis der einzelnen Komponenten, der Gesamtkonzentration der

Lipide sowie der Temperatur zeigen diese binären Phospholipidmischungen eine Viel-

zahl an verschiedenen Morphologien. [209,210] Bei tiefen Temperaturen bildet das System

scheibenförmige Mizellen, wobei sich die langkettigen DMPC-Moleküle bevorzugt in

der planaren Ebene der Doppelschicht und die kurzkettigen DHPC-Lipide an der ge-

krümmten Seite am Rand der Aggregate anlagern. [211] Auf Grund dessen werden diese

Lipidmischungen als bizellare Mischungen bezeichnet.

Abbildung 3.84: Strukturformeln von 1,2-Dihexanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
(DHPC) und 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DMPC).
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Diese Mischungen sind von besonderem Interesse, da durch Anlegen eines Magnet-

feldes entweder spontan oder durch Zugabe von Lanthanoid-Ionen die Bildung einer

nematischen Phase induziert werden kann. Auf Grund dieser Eigenschaft hat sich das

System als ideal für NMR-Studien herausgestellt, da dadurch die Ausrichtung von

hydrophilen sowie hydrophoben Makromolekülen, wie membranassoziierten Proteinen

und Peptiden, untersucht werden konnte. [211–216] Bizellen bieten Proteinen eine wei-

testgehend krümmungsfreie, membranähnliche Struktur, sodass diese ihre enzymati-

sche Aktivität erhalten können, im Gegensatz zu den meisten mizellaren Systemen,

bei denen ein Verlust der Enzymaktivität beobachtet wird. [217] Vor dem Hintergrund

der Tatsache, dass etwa 30 % aller Proteine an Membranen gebunden sind, erscheint

die bizellare Lipidmischung umso wichtiger. [218] Die Lipidzusammensetzung dieser Mi-

schungen wird typischerweise durch das molare Verhältnis der lang- und kurzketti-

gen Lipide, Q = [DMPC] / [DHPC], und dem Gewichtsprozentanteil der gesamten Li-

pidsuspension charakterisiert. [211] Das System, das in der Literatur am meisten un-

tersucht wurde, besitzt ein molares Verhältnis von Q = 3.2 / 1. Hier gibt es ne-

ben Hochdruck-NMR-Studien bereits Untersuchungen mit FTIR-Spektroskopie und

Röntgen-Kleinwinkelstreuung unter hohen hydrostatischen Drücken. [210,215] Kleinere

Bizellen mit einem molaren Verhältnis von Q = 0.5 bilden eine isotrope Lösung, die

für die Untersuchung von membrangebundenen Peptiden geeignet sind. [213]

Eine weitere binäre Lipidmischung, die in dieser Arbeit als bizellares System verwen-

det wurde, besteht aus DPPC/DHPC (1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin,

Abbildung 3.85). DPPC besteht ebenso wie DMPC aus einer Cholin-Kopfgruppe, hat

jedoch eine um zwei Einheiten längere Alkyl-Kette. Im menschlichen Körper ist es

die Hauptkomponente spezieller Zellen in der Lunge (Pneumozyten Typ II). Als
”
Sur-

factant“ (grenzflächenaktiver Stoff) hat DPPC hier die Aufgabe, die Oberflächenspan-

nung so weit herabzusetzen, dass ein Kollaps der Lungenbläschen (Alveolen) verhindert

wird. [219]

Um den Einfluss von Druck und Temperatur auf eine möglichst biologisch ähnliche

Membran zu studieren, wurden die binären Mischungen um die drei Komponenten Cho-

lesterin, Sphingomyelin (SM) und Phosphoserin (PS) erweitert (Abbildung 3.86). Diese

Zusammensetzung, die als Lipid-Raft-Mischung bezeichnet wird, stellt Mikrodomänen
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Abbildung 3.85: Strukturformel von 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
(DPPC).

in Zellmembranen nach, die reich an Cholesterin sind. [220–223] Dabei bilden gesättigte

Lipide zusammen mit Cholesterin eine geordnete Phase (engl.: liquid ordered, lo), die

sich innerhalb einer ungeordneten Phase (engl.: liquid disordered, ld), hauptsächlich

bestehend aus ungesättigten Lipiden, bewegt. [224–226] Die Verwendung von Phospho-

serin führt zu einer anionischen Lipidmembran. Allgemein spielen anionische Lipide

eine wichtige Rolle im Körper, da sie an zahlreichen biochemischen Prozessen beteiligt

sind. [227–229] In diesem Projekt sollte der Einfluss von Druck und Temperatur mit-

tels Röntgen-Kleinwinkelstreuung auf diese Lipidklassen, die ein bizellares System aus

DMPC/DHPC bzw. DPPC/DHPC bilden, studiert werden. Das molare Verhältnis der

lang- und kurzkettigen Lipide Q beträgt bei allen Mischungen 1.

Abbildung 3.86: Strukturformeln von 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serin
(16:0 PS), N -palmitoyl-D-erythro-sphingosylphosphorylcholin (d18:1/16:0 SM) und
Cholesterin.
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3.3.2 Materialien und Methoden

Die für die SAXS-Messungen verwendeten Proben wurden im Arbeitskreis von Herrn

Prof. Dr. Dr. Kalbitzer (Lehrstuhl für Biophysik, Universität Regensburg) präpariert.

Die tiefgefrorenen Proben wurden aufgetaut und für 5 min bei 40 ◦C erwärmt. An-

schließend erfolgte für 2 min mittels Vortexer eine intensive Durchmischung. Insgesamt

wurden vier Probensysteme verwendet:

� DHPC¶/DMPC‖ (molares Verhältnis 1:1), c = 140 mM

� DHPC/DMPC/Cholesterin/SM∗∗/PS††

� DHPC/DPPC (molares Verhältnis 1:1), c = 140 mM

� DHPC/DPPC‡‡/Cholesterin/SM/PS

Der verwendete Puffer setzte sich aus 50 mM Natriumphosphat (pH = 7), 0.1 mM

2,2-Dimethyl-2-silanpentan-5-sulfonsäure (DSS), 0.2 mM Dioxan, 1 mM Natriumazid,

100 mM Natriumchlorid und 8 % D2O zusammen. Die Röntgen-Kleinwinkelstreuexperi-

mente wurden an der Beamline BL9 am DELTA in der Hochdruckzelle von Krywka

durchgeführt (siehe Kapitel 2.2.2). Die Messungen wurden in einem Druckbereich zwi-

schen 1 bar und 2 kbar bei Temperaturen zwischen 5 ◦C und 55 ◦C durchgeführt. Nach

jeder Druckapplikation bzw. Temperaturerhöhung wurde 5 min gewartet, um einen

Gleichgewichtszustand des Systems zu gewährleisten. Alle weiteren technischen Daten

sind in Kapitel 2.2.2 beschrieben.

3.3.3 Ergebnisse

In Abbildung 3.87 sind die druckabhängigen Röntgen-Kleinwinkelstreukurven der bi-

nären Phospholipmischung DMPC/DHPC (Q = 1, c = 140 mM) in einem Temperatur-

intervall zwischen 5 ◦C und 40 ◦C dargestellt. Es wurde in einem Druckbereich zwischen

¶1,2-Dihexanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DHPC)
‖1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DMPC)
∗∗Sphingomyelin (SM)
††Phosphoserin (PS)
‡‡1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DPPC)
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1 bar und 2000 bar gemessen. Es ist deutlich zu erkennen, dass bei Temperaturen un-

terhalb von 10 ◦C bei einem Druck von 1 bar Bragg-Reflexe auftreten, die zunächst

auf eine Entmischung und damit auf eine Koexistenz der beiden Lipide hindeuten. Eine

genaue Analyse zeigt, dass die ersten drei Bragg-Reflexe bei q-Werten von 0.72 nm-1,

1.45 nm-1 und 2.18 nm-1 auftreten (Abbildung 3.88). Diese stehen somit in einem Ver-

hältnis von 1:2:3 und beschreiben ein lamellares Lipidsystem, das auf die Bildung von

multilamellaren Vesikeln schließen lässt. Die Schichtdicke d einer Lipiddoppelschicht

inklusive angrenzender Wasserschicht beträgt gemäß Gleichung 2.48 8.7 ± 0.05 nm. Im

Vergleich zu einer reinen DMPC-Lipiddoppelschicht, die eine Schichtdicke von 6.2 nm

besitzt, ist die Dicke der lamellaren Phase der binären Mischung DMPC/DHPC deut-

lich größer. [230] Konzentrationsabhängige SANS- sowie 31P-NMR-Messungen haben ge-

zeigt, dass der Einbau von DHPC in die Lipiddoppelschicht von DMPC mit steigender

Konzentration von DHPC begünstigt wird. [231,232] Da in dem untersuchten System die

beiden Komponenten in einem äquimolaren Verhältnis stehen, steigt die Wahrschein-

lichkeit für den Einbau von DHPC. Zudem ist DHPC dafür bekannt, eine ineinander

greifende Phase (engl.: interdigitated phase) zu bilden, die durch tiefe Temperaturen

und hohen Druck bevorzugt entsteht. [233] Dadurch erhöht sich die Dicke der Lipiddop-

pelschicht auf Grund des größeren Wasseranteils in der multilamellaren Membran, da

durch den Einbau des kurzkettigen Lipids porenähnliche Packungsdefekte entstehen,

die eine Diffusion von Wassermolekülen in diese Hohlräume erleichtern. [209,210] Gemäß

Gleichung 2.50 kann die Anzahl der Lipidschichten aus der Halbwertsbreite des Bragg-

Reflexes näherungsweise bestimmt werden. Für eine DMPC/DHPC-Mischung bei 1 bar

und 5 ◦C beträgt der Wert für N Schicht ungefähr 20 Einheiten.
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Abbildung 3.87: Röntgen-Kleinwinkelstreukurven der bizellaren Lipidmischung
DMPC/DHPC (molares Verhältnis 1:1) in Abhängigkeit des Drucks von 1 bar bis
2000 bar bei Temperaturen von 5 ◦C bis 40 ◦C. Die jeweils letzte Messung bei 1 bar
zeigt die Streukurve nach Druckentspannung.
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Abbildung 3.88: Röntgen-Kleinwinkelstreukurven der bizellaren Lipidmischung
DMPC/DHPC (molares Verhältnis 1:1) in Abhängigkeit der Temperatur von 5 ◦C
bis 40 ◦C.
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Abbildung 3.89: Röntgen-Kleinwinkelstreukurven der bizellaren Lipidmischung
DMPC/DHPC (molares Verhältnis 1:1) in Abhängigkeit der Temperatur von 5 ◦C
bis 55 ◦C.
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Bei Temperaturen oberhalb von 10 ◦C zeigt die Lipidmischung ein breites Maximum,

das charakteristisch für ein bizellares System ist. [210] Dieser Peak besitzt bei 25 ◦C

ein Maximum bei q ≈ 1.50 nm-1, was einem intrapartikulären Abstand von 4.2 nm

entspricht. Dieser Wert steht in guter Übereinstimmung mit Literaturdaten, die aus

SAXS-Messungen erhalten wurden. [210,232] Hier wurde ein d -Wert von 4.5 nm bzw.

4.82 nm für die Bizelle bei einem molaren Verhältnis von Q = 2 bzw. Q = 3.2 er-

mittelt. Bei kleiner werdendem Q-Wert sinkt allerdings auch die Größe der Bizelle.

Durch den hohen Anteil an DHPC in der binären Mischung befinden sich die kurz-

kettigen Lipide nicht nur am Rand der Bizelle, sondern sind wahrscheinlich auch in

der flachen DMPC-Schicht eingebaut. Diese Art der Bizellen wird auch als gemischte

Bizelle bezeichnet (engl.: mixed bicell). [231] Weiterhin wird deutlich, dass Druck die la-

mellare Phase begünstigt, da sich mit steigendem Druck Bragg-Reflexe ausbilden, die

eindeutig der lamellaren Phase zugeordnet werden können. Mit steigender Temperatur

werden immer größere Drücke benötigt, um eine Umwandlung von der bizellaren in die

lamellare Phase zu induzieren. Während bei 25 ◦C ein Druck von 1000 bar die lamellare

Phase erzeugt, ist bei 40 ◦C bereits ein Druck von 1500 bar für die Phasenumwand-

lung notwendig. Alle gemessenen Systeme sind reversibel, da nach Druckrelaxation die

Streukurve wieder in ihre ursprüngliche Form übergeht.

Interessanterweise zeigt eine zweite Probe, die aus derselben Stammlösung hergestellt

wurde, bei tiefen Temperaturen (< 10 ◦C) keine Entmischung der Lipide (Abbil-

dung 3.89). Im gesamten Temperaturbereich zwischen 5 ◦C und 55 ◦C ist ein breiter

Peak zu erkennen, dessen Intensität bei q ≈ 1.5 nm-1 mit steigender Temperatur ab-

nimmt, während die Intensität bei q ≈ 2.3 nm-1 steigt. Dieses Verhalten deutet auf

die Bildung einer nematischen Phase des binären Lipidgemisches hin, die oberhalb der

Phasenübergangstemperatur T m von DMPC auftritt. Diese liegt bei 23.5 ◦C und kann

durch den Intensitätsabfall bei kleinen q-Werten beobachtet werden. [230] Dieses Verhal-

ten steht im Einklang mit früheren Studien, bei denen die nematische Phase als eine

flexible, quasi-zylindrische, elongierte Mizelle charakterisiert wurde. [209–211,234]
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Abbildung 3.90: Röntgen-Kleinwinkelstreukurven der 5-Komponenten-
Lipidmischung DMPC/DHPC/Cholesterin/SM/PS in Abhängigkeit des Drucks
von 1 bar bis 2000 bar bei Temperaturen von 5 ◦C bis 40 ◦C. Die jeweils letzte
Messung bei 1 bar zeigt die Streukurve nach Druckentspannung.
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Abbildung 3.91: Röntgen-Kleinwinkelstreukurven der 5-Komponenten-
Lipidmischung DMPC/DHPC/Cholesterin/SM/PS in Abhängigkeit der Temperatur
von 5 ◦C bis 50 ◦C.

Um die Eigenschaften von Druck und Temperatur auf eine biologisch relevante Mem-

bran zu untersuchen, wurde ein 5-Komponentensystem aus DHPC/DMPC/Choles-

terin/SM/PS gewählt. Ein Überblick der gemessenen Streukurven in einem Tempera-

turbereich zwischen 5 ◦C und 40 ◦C in Abhängigkeit des Drucks ist in Abbildung 3.90

dargestellt. Ein Vergleich dieser Streukurven bei einem Druck von 1 bar in Abhängig-

keit der Temperatur (Abbildung 3.91) zeigt keine lamellare Phasenbildung. Stattdessen

wird das für ein bizellares System typisch breite Maximum in der Streukurve beobach-

tet, das sich ab circa 25 ◦C noch verbreitert. Dies deutet wahrscheinlich auf die Bildung

einer nematischen Phase hin. Durch die hohe Anzahl an verschiedenen Komponenten

wird keine geordnete lamellare Phase gebildet.
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Abbildung 3.92: Röntgen-Kleinwinkelstreukurven der bizellaren Lipidmischung
DPPC/DHPC (molares Verhältnis 1:1) in Abhängigkeit der Temperatur von 5 ◦C bis
50 ◦C.
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Abbildung 3.93: Röntgen-Kleinwinkelstreukurven der 5-Komponenten-
Lipidmischung DPPC/DHPC/Cholesterin/SM/PS in Abhängigkeit der Temperatur
von 5 ◦C bis 50 ◦C.
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Erst durch Druckapplikation ist eine geringe Ausbildung von Bragg-Reflexe erkenn-

bar. Während bei 20 ◦C ein Druck von circa 1500 bar für die Bildung einer schwach

ausgeprägten lamellaren Phase notwendig ist, beginnt die Phasenumwandlung bei 40 ◦C

erst bei einem Druck von 2000 bar.

Neben dem allgemein bekannten bizellaren System DMPC/DHPC wurde auch ein ähn-

liches Phosholipidgemisch bestehend aus DPPC/DHPC in Abhängikeit der Temperatur

untersucht. DPPC besteht im Vergleich zu DMPC aus um zwei CH2-Einheiten längeren

Ketten. Dadurch steigt die Phasenübergangstemperatur auf 41.5 ◦C. Abbildung 3.92

zeigt die Röntgen-Kleinwinkelstreukurven von DPPC/DHPC in Abhängigkeit der Tem-

peratur. Das Peakmaximum liegt bei 25 ◦C bei 1.25 nm-1, was einer intrapartikulären

Distanz der kürzeren Seite von 5.03 nm entspricht und im Vergleich zu DMPC/DHPC

(4.2 nm), bedingt durch die längeren Acylketten, größer ist. Auch bei diesem Sys-

tem ist eine Verbreiterung der Streukurve oberhalb der Phasenübergangstemperatur

von DPPC zu beobachten, die auf die Bildung einer nematischen Phase hindeutet.

Das 5-Komponentensystem aus DPPC/DHPC/Cholesterin/SM/PS zeigt bei kleinen

q-Werten im Vergleich zur binären Mischung keinen Intensitätsabfall, sodass durch

den Einbau von cholesterinreichen Domänen in die DPPC-Doppelschicht kein scharfer

Übergang von der Gel- in die flüssig-kristalline Phase beobachtet werden kann (Abbil-

dung 3.93). Zudem findet auch bei dieser Raft-Mischung eine Verbreiterung der Streu-

kurven bei höheren Temperaturen statt, die erneut auf eine nematische Phasenbildung

hindeutet.

3.3.4 Zusammenfassung

In diesem Projekt wurde das Phasenverhalten von DMPC/DHPC- bzw. DPPC/DHPC-

basierten Lipidmischungen mit Hilfe von Röntgen-Kleinwinkelstreuung in Abhängigkeit

von Temperatur und Druck studiert. Es konnte gezeigt werden, dass das System aus

DMPC/DHPC in äquimolarer Zusammensetzung, abhängig von den untersuchten Pa-

rametern, verschiedene Morphologien aufweist. Das resultierende p,T -Phasendiagramm

ist in Abbildung 3.94 zu sehen. Es zeigt, dass mit Druck eine lamellare Phase induziert

werden kann. Die Phasengrenzlinie zwischen der bizellaren und lamellaren Phase ver-

läuft mit einer inversen Clapeyronschen Steigung (dT/dp = ∆V/∆S) von 22 K kbar-1
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und liegt damit etwas unterhalb der Steigung von 30 K kbar-1, die für eine Mischung

mit einem molaren Verhältnis Q von 3.2 gefunden wurde. [210]

nematisch

bizellar

lamellar

Abbildung 3.94: p,T -Phasendiagramm der binären Lipidmischung DMPC/DHPC
bei Q = 1, c = 140 mM.

Eine für biophysikalische Untersuchungen relevante Struktur ist das bizellare System,

das scheibenförmige Mizellen ausbildet, da es als Matrix für membranassoziierte Pro-

teine und Peptide verwendet werden kann. Dieses System ist über einen weiten Tem-

peraturbereich stabil und bildet sich in diesem molaren Verhältnis spontan bei 20 ◦C.

Oberhalb der Schmelztemperatur der langkettigen Komponente entstehen hingegen

quasi-zylindrische, elongierte Mizellen. Daher kann durch Auswählen der entsprechen-

den Länge der Phospholipidkette der für die jeweilige Untersuchung gewünschte Tem-

peraturbereich, in dem sich bizellare Strukturen bilden, festgelegt werden. Die Studie

hat daher gezeigt, dass das System aus DMPC/DHPC bzw. DPPC/DHPC in einem

äquimolaren Verhältnis (Q = 1) sehr gut geeignet ist, biologisch relevante Strukturen

temperatur- und druckabhängig zu untersuchen. Dies konnte auch durch die druck-

bzw. temperaturabhängigen Messungen der 5-Komponentensysteme, die als anionische

RAFT-Membran eine natürliche Membran imitieren sollte, belegt werden. Die bizellare
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Struktur blieb auch hier über einen weiten Druck- bzw. Temperaturbereich stabil, so-

dass das System auch für die Untersuchung von Membransystemen von Extremophilen,

wie beispielsweise Tiefseeorganismen, genutzt werden kann.
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4 Zusammenfassung

Anhand der drei durchgeführten Projekte konnte gezeigt werden, welchen vielseitigen

Einfluss hohe hydrostatische Drücke auf stimuli-sensitive Polymere sowie biologisch

relevante Molekülsysteme nehmen kann.

Bei den auf Poly-(N -isopropylacrylamid) (PNiPAm)-basierenden Polymeren führt

die Anwendung hoher hydrostatischer Drücke zu einer piezoresponsiven Reaktion des

Systems, die sich durch eine stärkere Hydratisierung der Polymerketten äußert. Wäh-

rend Temperatur zu einem Kollaps der Mikrogele bzw. linearen Ketten führt, kann

Druck diesem Effekt entgegenwirken, solange dessen Applikation nicht weit weg ober-

halb der Volumenphasenübergangstemperatur (VPTT) bzw. unteren kritischen Lö-

sungstemperatur (LCST) liegt. Außerhalb dieses Bereiches wird erst ein bestimmter

Schwellendruck benötigt, der die Hydratisierung einleitet. Die Ketten bzw. Mikroge-

le erreichen hier jedoch nicht den vollhydratisierten Zustand, wie er unterhalb der

Phasengrenze vorliegt. Bei den Mikrogelen, die selbst oberhalb des Phasenübergangs

kolloidal stabil vorliegen, führt Druck zu einem Aufquellen des Systems, das sich in

einer signifikanten Zunahme der Größe äußert. Die Kompensation des Temperaturef-

fektes verläuft dabei bis zu Drücken von ca. 1.5 kbar bis 2 kbar mit einer Clapey-

ronschen Steigung (dp/dT ) von 100 bar K-1. Oberhalb dieses Druckbereiches wird kein

signifikanter Druckeffekt mehr beobachtet, da der Temperatureffekt sowie die druck-

induzierte Kompression im Gleichgewicht mit dem Hydratisierungseffekt stehen. In

Methanolmischungen führt die Anwendung hoher Drücke zudem zur Aufhebung des

Cononsolvency-Effektes, da bevorzugt starke H-Brücken des Wassers zur Carbonyl-

gruppe gebildet werden, während hydrophobe Wechselwirkungen geschwächt werden

und Methanol aus dem Polymersystem getrieben wird. Erst bei hohen Methanolkon-

zentrationen erfolgt die Solvatisierung auch durch Methanol unter Druck.
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Im zweiten Projekt wurden die Protein-Protein-Wechselwirkungen von hochkonzen-

trierten Lysozymlösungen im metastabilen flüssig-flüssig und flüssig-kristallin Koexis-

tenzgebiet in Abhängigkeit des Drucks mit dem DLVO-Ansatz aus der Flüssigkeits-

theorie untersucht. Bei Konzentrationen unterhalb von 200 mg mL-1 wird ein nicht-

linearer Zusammenhang des Wechselwirkungspotenzials mit steigendem Druck beob-

achtet, der durch strukturelle Änderungen des Lösungsmittels Wasser hervorgerufen

werden. Bei höheren Konzentrationen, bei denen die Hydrathülle aus weniger als vier

Wassermolekülen aufgebaut ist, zeigt das Potenzial ein vom applizierten Druck un-

abhängiges Verhalten. Hier setzt bereits die Bildung von transienten (dynamischen)

Proteinclustern ein. Die Ergebnisse zeigen, dass Druck in der Lage ist, die Protein-

nukleation, -aggregation sowie -kristallisation in übersättigten kondensierten Lösungen

zu unterdrücken. Die Untersuchungen von dichtgepackten Proteinlösungen unter hohen

hydrostatischen Drücken sind von großer biologischer Bedeutung für das Verhalten von

Organismen, die extremen Bedingungen ausgesetzt sind, wie beispielsweise Lebewesen

in der Tiefsee.

Im letzten Projekt konnte aus den temperatur- sowie druckabhängigen Untersuchun-

gen von DHPC/DMPC-basierten Lipidmischungen ein p,T -Phasendiagramm erstellt

werden, aus dem unterschiedliche morphologische Strukturen der binären Lipidzusam-

mensetzung hervorgehen. Die biologisch relevante Phase stellt hierbei das bizellare Sys-

tem dar, da es als Matrix für membranassoziierte Proteine und Peptide verwendet wer-

den kann. Es konnte gezeigt werden, dass die Bizellen über einen weiten Temperatur-

sowie Druckbereich stabil bleiben und so die Untersuchungen (z.B. NMR-Messungen)

unter verschiedenen physikalischen Bedingungen sowie unterschiedlichen Lipidzusam-

mensetzungen (z.B. Raft-Mischungen) ermöglichen. Eine Verschiebung der Phasengren-

zen im p,T -Phasendiagramm ist dabei unter Variation des DHPC/DMPC-Verhältnisses

möglich.
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Abbildung5.1:NormierteFTIR-SpektrenderAmid-I’-BandedesPNiPAm-Mikrogels
inD2OinAbḧangigkeitdesDrucksbeiverschiedenenTemperaturen.DerVerlaufder
SpektrenwirddurchdiePfeileverdeutlicht.DieblaueundroteKurvekennzeichnen
dasSpektrumbeimAnfangs-bzw.Enddruck.
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Abbildung5.2:NormierteFTIR-SpektrenderAmid-I’-BandedesPNiPAm-Mikrogels
in5mol%CD3ODinAbḧangigkeitderTemperaturbzw.desDrucksbeiverschiede-
nenTemperaturen.DerVerlaufderSpektrenwirddurchdiePfeileverdeutlicht.Die
blaueundroteKurvekennzeichnendasSpektrumbeiderStarttemperatur/-druckbzw.
Endtemperatur/-druck.



Anhang 137

1680 1670 1660 1650 1640 1630 1620 1610 1600 1590 1580
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

  / cm-1~

 

 A
 /
 
a.
u.

normierte Spektren

PNiPAm-Mikrogel
10 mol% Methanol, p = 1 bar
T = 5 - 40 °C

1680 1670 1660 1650 1640 1630 1620 1610 1600 1590 1580
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

  / cm-1~

 

 A
 /
 
a.
u.

normierte Spektren

PNiPAm-Mikrogel
10 mol% Methanol, T = 20°C
p = 1 - 3900 bar

1680 1670 1660 1650 1640 1630 1620 1610 1600 1590 1580
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

  / cm-1~

 

 A
 /
 
a.
u.

normierte Spektren

PNiPAm-Mikrogel
10 mol% Methanol, T = 30°C
p = 1 - 10000 bar

1680 1670 1660 1650 1640 1630 1620 1610 1600 1590 1580
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

  / cm-1~

 

 A
 /
 
a.
u.

normierte Spektren

PNiPAm-Mikrogel
10 mol% Methanol, T = 40°C
p = 1 - 9900 bar

Abbildung5.3:NormierteFTIR-SpektrenderAmid-I’-BandedesPNiPAm-Mikrogels
in10mol%CD3ODinAbḧangigkeitderTemperaturbzw.desDrucksbeiverschiede-
nenTemperaturen.DerVerlaufderSpektrenwirddurchdiePfeileverdeutlicht.Die
blaueundroteKurvekennzeichnendasSpektrumbeiderStarttemperatur/-druckbzw.
Endtemperatur/-druck.
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Abbildung5.4:NormierteFTIR-SpektrenderAmid-I’-BandedesPNiPAm-Mikrogels
in20mol%CD3ODinAbḧangigkeitderTemperaturbzw.desDrucksbeiverschiede-
nenTemperaturen.DerVerlaufderSpektrenwirddurchdiePfeileverdeutlicht.Die
blaueundroteKurvekennzeichnendasSpektrumbeiderStarttemperatur/-druckbzw.
Endtemperatur/-druck.
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Abbildung5.5:NormierteFTIR-SpektrenderAmid-I’-BandedesPNiPAm-Mikrogels
in100mol%CD3
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Abbildung5.6:NormierteFTIR-SpektrenderAmid-I’-BandedesPDEAm-Mikrogels
inD2OinAbḧangigkeitdesDrucksbeiverschiedenenTemperaturen.DerVerlaufder
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Abbildung5.7:NormierteFTIR-SpektrenderAmid-I’-BandedesPDEAm-Mikrogels
in10mol%CD3
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Abbildung5.8:NormierteFTIR-SpektrenderAmid-I’-BandedesPDEAm-Mikrogels
in100mol%CD3ODinAbḧangigkeitderTemperatur.DerVerlaufderSpektrenwird
durchdiePfeileverdeutlicht.DieblaueundroteKurvekennzeichnendasSpektrum
beiderStart-bzw.Endtemperatur.
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Abbildung5.9:NormierteFTIR-SpektrenderAmid-I’-BandedesPNiPAm/PDEAm-
MikrogelsinD2OinAbḧangigkeitderTemperaturbzw.desDrucksbeiverschiede-
nenTemperaturen.DerVerlaufderSpektrenwirddurchdiePfeileverdeutlicht.Die
blaueundroteKurvekennzeichnendasSpektrumbeiderStarttemperatur/-druckbzw.
Endtemperatur/-druck.
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Abbildung 5.10: Normierte FTIR-Spektren der Amid-I’-Bande des
PNiPAm/PDEAm-Mikrogelsin5 mol% CD3ODin Abḧangigkeitder Tempera-
turbzw.desDrucksbeiverschiedenenTemperaturen.DerVerlaufderSpektrenwird
durchdiePfeileverdeutlicht.DieblaueundroteKurvekennzeichnendasSpektrum
beiderStarttemperatur/-druckbzw.Endtemperatur/-druck.
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Abbildung 5.11: Normierte FTIR-Spektren der Amid-I’-Bande des
PNiPAm/PDEAm-Mikrogelsin10 mol% CD3ODin Abḧangigkeitder Tempera-
turbzw.desDrucksbeiverschiedenenTemperaturen.DerVerlaufderSpektrenwird
durchdiePfeileverdeutlicht.DieblaueundroteKurvekennzeichnendasSpektrum
beiderStarttemperatur/-druckbzw.Endtemperatur/-druck.
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Abbildung 5.12: Normierte FTIR-Spektren der Amid-I’-Bande des
PNiPAm/PDEAm-Mikrogelsin100 mol% CD3ODin Abḧangigkeitder Tempe-
raturbzw.desDrucksbeiverschiedenenTemperaturen.DerVerlaufderSpektrenwird
durchdiePfeileverdeutlicht.DieblaueundroteKurvekennzeichnendasSpektrum
beiderStarttemperatur/-druckbzw.Endtemperatur/-druck.
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Abbildung5.13:NormierteFTIR-SpektrenderAmid-I’-BandederlinearenPNiPAm-
Kettenbeiverschiedenen MethanolkonzentrationeninAbḧangigkeitderTemperatur
bzw.desDrucksbeiverschiedenenTemperaturen.DerVerlaufderSpektrenwirddurch
diePfeileverdeutlicht.Dieblauebzw.roteKurvekennzeichnendasSpektrumbeider
Starttemperatur/-druckbzw.Endtemperatur/-druck.
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Abbildung5.14:NormierteFTIR-SpektrenderAmid-I’-BandederlinearenPDEAm-
KettenbeiverschiedenenMethanolkonzentrationeninAbḧangigkeitderTemperatur.
DerVerlaufderSpektrenwirddurchdiePfeileverdeutlicht.Dieblauebzw.roteKurve
kennzeichnendasSpektrumbeiderStarttemperaturbzw.Endtemperatur.
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Abbildung5.15:NormierteFTIR-SpektrenderAmid-I’-Bandedes1:1Copolymers
beiverschiedenenMethanolkonzentrationeninAbḧangigkeitderTemperaturbzw.des
DrucksbeiverschiedenenTemperaturen.DerVerlaufderSpektrenwirddurchdie
Pfeileverdeutlicht.Dieblauebzw.roteKurvekennzeichnendasSpektrumbeider
Starttemperatur/-druckbzw.Endtemperatur/-druck.
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Abbildung5.16:NormierteFTIR-SpektrenderAmid-I’-Bandedes3:1Copolymers
beiverschiedenenMethanolkonzentrationeninAbḧangigkeitderTemperaturbzw.des
DrucksbeiverschiedenenTemperaturen.DerVerlaufderSpektrenwirddurchdie
Pfeileverdeutlicht.Dieblauebzw.roteKurvekennzeichnendasSpektrumbeider
Starttemperatur/-druckbzw.Endtemperatur/-druck.
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Abbildung5.17:NormierteFTIR-SpektrenderAmid-I’-Bandedes3:1Copolymers
beiverschiedenenMethanolkonzentrationeninAbḧangigkeitderTemperaturbzw.des
DrucksbeiverschiedenenTemperaturen.DerVerlaufderSpektrenwirddurchdie
Pfeileverdeutlicht.Dieblauebzw.roteKurvekennzeichnendasSpektrumbeider
Starttemperatur/-druckbzw.Endtemperatur/-druck.
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Abbildung 5.18: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des 3:1 Copolymers in
20 mol% CD3OD in einem Temperaturintervall zwischen 5 ◦C und 40 ◦C (N hydro-
phober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, hydrophiler Bereich).
Die gestrichelten Linien zeigen die Temperaturen der korrespondierenden Druck-FTIR-
Messungen an.
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Abbildung 5.19: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des 3:1 Copolymers in
20 mol% CD3OD bei 20 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 9.6 kbar (N
hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler
Bereich).
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Abbildung 5.20: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des 3:1 Copolymers in
20 mol% CD3OD bei 30 ◦C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (N
hydrophober Bereich, � gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich,  hydrophiler
Bereich).
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Abbildung 5.21: DLS-Messung des hydrodynamischen Radius rh von PNiPAm in
10 mol% Methanol in Abhängigkeit der Temperatur.
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Abbildung 5.22: Röntgen-Kleinwinkelstreukurven des PNiPAm-Mikrogels in 5 mol%
Methanol bei 40 ◦C und unterschiedlichen Drücken. Die rote Kurve zeigt den Verlauf
des Fits aus dem Modell von Stieger. [126]
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Abbildung 5.23: Röntgen-Kleinwinkelstreukurven des PNiPAm-Mikrogels in
10 mol% Methanol bei 30 ◦C und unterschiedlichen Drücken. Die rote Kurve zeigt
den Verlauf des Fits aus dem Modell von Stieger. [126]
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Abbildung 5.24: Ergebnisse der Funktionsanpassung aus dem Modell von Stieger für
das PNiPAm-Mikrogel in 5 mol% Methanol (links) bei 20 ◦C (oben), 30 ◦C (mittig)
sowie 40 ◦C (unten) und in 20 mol% Methanol (rechts) bei 10 ◦C (oben), 40 ◦C (mittig)
sowie 50 ◦C (unten) in Abhängigkeit des Drucks ( r tot, � rbox, N σsurf).
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H. Walter, C. Schroer, B. Lengeler, P. Müller-Buschbaum, Review of Scientific

Instruments 2006, 77(8), 085106–1–085106–7.

[65] A. P. Hammersley, S. O. Svensson, M. Hanfland, A. N. Fitch, D. Häusermann,
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