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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
iiber diese Systeme zu erhalten. Durch Druck wird im Gegensatz zu temperaturab-
hingigen Messungen nur Volumenarbeit am System verrichtet. Fiir die Anderung der

GiBBs-Energie A G zwischen dem Anfangsdruck py und dem Enddruck p ergibt sich: [

p

AG:/V@ (1.1)

Po

Dabei werden nur Dichtednderungen beobachtet, die kinetische Energie der Teilchen
wird nicht beeinflusst. Gem#f dem Prinzip von LE CHATELIER werden Zustinde, die
ein kleineres Volumen einnehmen, unter Druck bevorzugt. Die Druckabhéngigkeit der

Gleichgewichtskonstanten (VAN'T HoOFFsche Reaktionsisotherme) K wird wie folgt be-

OolnK AV
( o )T—‘ﬁ (12

AV bezeichnet die Anderung des Volumens bei der Reaktion, R ist die ideale Gaskon-

schrieben: 2!

stante und 7" die Temperatur. Analog kann durch Druck auch das Aktivierungsvolumen

einer chemischen Reaktion A V# beeinflusst werden: [

”
(8lnk) _ _AV (13)
op ) r RT

k ist die Geschwindigkeitskonstante der Reaktion.



2 Einleitung

Druck ist vergleichsweise ein milder Parameter. Es werden bis zu einem Druck von
circa 10 kbar keine kovalenten Bindungen gebrochen oder Bindungswinkel veréndert;
allerdings verstéarkt Druck Wasserstoftbriickenbindungen und schwécht elektrostatische
sowie hydrophobe Wechselwirkungen. Druck hat beispielsweise Einfluss auf die Struk-
tur und Dynamik von Molekiilen, da durch die Anderung des spezifischen Volumens die
Hydratation und die Packungsdichte des Systems beeinflusst werden. Zudem ist mit
Druck die Stabilisierung energetisch héher liegender Konformere méoglich, die experi-
mentell nur schwer zugénglich sind. Die Hochdruckforschung ist dariiber hinaus von
grofler Bedeutung fiir das Verstdndnis von Lebensformen, die unter extremen Bedin-
gungen leben. *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.®! In der tiefsten Stelle des Ozeans, dem
Marianengraben mit 11000 m Tiefe, herrscht sogar ein maximaler Druck von 1.1 kbar.
Zusétzlich miissen einige Organismen in der Tiefsee, die an hydrothermalen Quellen le-
ben (sogenannte ,schwarze und weifle Raucher®), Temperaturen bis 100 °C bewdéltigen.
In der Pharmaindustrie gelten diese Extremophile als potenzielle Kandidaten fiir neue
Wirkstoffe. ') Ein weiteres Forschungsgebiet, das Untersuchungen unter hohen Driicken
durchfiihrt, widmet sich der Biochemie von préabiotischen Molekiilen und somit der Ent-
stehung des Lebens. ! 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 langer haltbar
zu machen, da durch Druck Mikroorganismen abgetotet werden, wéahrend die Konsis-
tenz, der Geschmack, das Aroma und die Nahrstoffe nicht beeintrichtigt werden. 3]
Bei der Weinherstellung verhindert Druckapplikation auf Traubenmost die Bildung von
Hefen und Schimmel ohne die Eigenschaften des Weins zu verdndern. ™ GroBtechnisch
wird Druck unter anderem fiir die ldngere Haltbarkeit von Kise, Konfitiiren, Krus-

15717 Fiir andere Lebensmittel gibt

tentieren, Fruchtsiften und Guacamole eingesetzt. |
es bereits zahlreiche Studien, wie die Auswirkung hoher hydrostatischer Driicke auf
Getreidemahlprodukte oder die Hochdruckbehandlung marinierter Gefliigelfleischpro-

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-Rontgen-Kleinwinkelstreuung Aussagen iiber
Strukturdnderungen sowie Wechselwirkungen zwischen den Molekiilen erlauben. Im ers-
ten Projekt werden stimuli-sensitive Polymere auf der Basis von Acrylamidderivaten
druckabhéngig untersucht. Es ist bekannt, dass diese Polymere ein besonderes tempe-
raturabhéngiges Phasenverhalten zeigen und damit einhergehend ihre Grofle und die
Starke ihrer Hydratation variieren konnen. Daher sollen neben den thermo-responsiven
auch die piezo-responsiven Eigenschaften erforscht werden. Das zweite Projekt beschéf-
tigt sich mit hochkonzentrierten Proteinlésungen. Hier wird der Einfluss von Druck auf
die Wechselwirkungen zwischen den Teilchen untersucht werden. Dadurch wird ein
besseres Verstdndnis von zelldhnlichen Konzentrationen unter hohen hydrostatischen
Driicken erhalten, wie sie beispielsweise in Organismen im Lebensraum der Tiefsee vor-
zufinden sind. Das dritte Projekt widmet sich dem druckabhéngigen Phasenverhalten
von Lipidmischungen, da Lipidmembranen zu den biologischen Molekiilen gehéren, die
die stérkste Drucksensitivitéit aufweisen. Insbesondere bizellare Systeme aus Zwei- und
Fiinf-Komponenten-Mischungen stehen hierbei im Fokus dieser Arbeit, die als Matrix

fiir die Untersuchung von membranassoziierten Proteinen und Peptiden dienen sollen.






Experimentelle Methoden )

2 Experimentelle Methoden

2.1 Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie

Die FOURIER-Transform-Infrarotspektroskopie (FTIR-Spektroskopie) ist eine leistungs-
starke Methode zur Analyse von Molekiilschwingungen. 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
iiber die Sekundéarstrukturelemente sowie das Aggregationsverhalten getroffen werden
konnen. Bei Lipidmembranen kénnen mit Hilfe der FTIR-Spektroskopie Phaseniiber-
ginge beobachtet werden. In den Polymerwissenschaften liefert diese Methode wichtige
Erkenntnisse iiber das Hydratisierungsverhalten sowie Konformationsdnderungen von
Molekiilen. Im Folgenden werden kurz die Grundlagen der FTIR-Spektroskopie vor-
gestellt, die fiir die Untersuchung der Systeme in dieser Arbeit notwendig sind. Eine
tiefer gehende Beschreibung dieser vielseitig einsetzbaren Methode wird in der Literatur

ausfiihrlich dargestellt. 2030

2.1.1 Grundlagen

Die IR-Spektroskopie gehort zum Bereich der Schwingungsspektroskopie und umfasst
einen Wellenléingenbereich zwischen 0.8 pm und 1000 pm. % Dabei werden drei Teil-
bereiche unterschieden: Im nahen Infrarot (NIR) zwischen 0.8 pm und 2.5 pm werden
hauptséchlich Oberschwingungen beobachtet, im mittleren Infrarot (MIR) zwischen
2.5 pm und 50 pm treten Grundschwingungen auf und im fernen Infrarot (IR) zwischen
50 pm und 1000 pm kommen Geriistschwingungen vor. Gemessen wird die Transmis-
sion T (T'=(1/1p)-100 %) oder Extinktion E bzw. Absorption A (E=lg(1/7T)) der
einfallenden Strahlung als Funktion der Wellenzahl 7 = 1/X. Die Wellenzahl ist dabei
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proportional zur Energiedifferenz der Schwingungsniveaus bei den jeweiligen Ubergéin-

gen. Voraussetzung fiir IR-Aktivitét ist die Anderung des elektrischen Dipolmomentes
fies wihrend des Schwingungsvorgangs um eine Auslenkung r: 139
8//_1:61
or

£0 (2.1)

Die Auslenkung um eine Gleichgewichtslage (Ar = r-ry) wihrend einer Schwingung

wird zum Beispiel durch das HOOKEsche Gesetz beschrieben:
Fria = —kAr (2.2)

F ek bezeichnet die riicktreibende Kraft und £ ist die Kraftkonstante (Federkonstan-
te), die als Ma$ fiir die Stérke einer chemischen Bindung angesehen werden kann. Eine
Integration von Gleichung 2.2 liefert die potenzielle Energie F, des schwingenden Sys-
tems und wird durch das Modell des harmonischen Oszillators beschrieben (Abbildung
2.1, links). 130

Epot = %k’ - Ar? (2.3)

Eine quantenchemische Betrachtung durch Losen der SCHRODINGER-Gleichung zeigt,

dass nur bestimmte Energieeigenwerte angenommen werden kénnen: 3!

1 h [k 1
EU = hVo <U + 5) = % ; (U + 5) (24)

v ist die Schwingungsquantenzahl und kann die Werte 0,1,2,3... annehmen. v definiert
die Eigenschwingung des Systems und p ist die reduzierte Masse, die fiir ein zweiato-

miges Molekiil mit den Massen m; und my wie folgt beschrieben wird:

mq - Mo
= — 2.5
h= (2.5)
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A A
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Abbildung 2.1: Energieiiberginge im harmonischen Oszillator (links) und anharmo-
nischen Oszillator (rechts). )

Ein weitergehendes Modell zur Beschreibung einer Schwingung gibt der anharmonische
Oszillator wieder, der durch Anwendung des empirischen MORSE-Potenzials V yjorse(7)
die Pauli-Abstoflung bei Stauchung der Bindung sowie die Dissoziation der Bindung
bei groBen Abstinden beriicksichtigt (Abbildung 2.1, rechts). Fiir Vygorse(r) gilt: !

VMorse (7') = De [1 - efa(rfre)}Q (26)

1 aQVMorse k
a = \/2De ( Or2 )r—re ~ 2D, (2.7)

D, ist die spektroskopische Dissoziationsenergie (De:Do—i—%hyO), Dy die chemische
Dissoziationsenergie, a die Tiefe des Potenzials und r, der Atomabstand im Potenzial-

minimum. Fiir die Energieeigenwerte ergibt sich demnach folgender Zusammenhang;:

1 hed, 1\°
E, =0 Z) s - 2,
v T Ve (”+2) YeuD, (“+2) (28)

Die Schwingungsmuster mehratomiger Molekiile sind sehr komplex, da sie aus der Uber-
lagerung (Linearkombination) der einzelnen Atomschwingungen mit gleicher Frequenz

bestehen. Die Anzahl dieser sogenannten Normalschwingungen (Eigenschwingungen)
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ist abhéngig von der Anzahl der Atome im Molekiil sowie dessen geometrischen Auf-
bau. *" Es wird dabei zwischen Valenzschwingungen, bei denen die Auslenkung entlang
der Bindungsachse erfolgt, und Deformationsschwingungen, bei denen sich der Bin-
dungswinkel periodisch verindert, unterschieden. Fiir lineare Molekiile mit N Atomen
existieren 3N-5 Normalschwingungen mit N-1 Valenz- und 2N-4 Deformationschwin-
gungen; fiir nicht-lineare Molekiile treten 3N-6 Normalschwingungen auf, die sich auf

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

Spektrenaufnahme

Die Detektion der Schwingungsspektren erfolgt heutzutage mit leistungsfahigen FTIR-
Spektrometern. Diese bieten gegeniiber herkémmlichen IR-Spektrometern mit disper-
siven Elementen den Vorteil den gesamten Frequenzbereich simultan zu vermessen.
Ermoglicht wird dies mit Hilfe eines sogenannten MICHELSON-Interferometers (Abbil-

dung 2.2), bei dem alle Wellenlingen gleichzeitig erfasst werden. [2%:30)

Interferometer Y fester
beweglicher Spiegel Spiegel

I <—>I <—>I ® Lichtquelle
Strahlteiler

1
x=h  lx=m2 |

Probe
' Spektrum
optische Wegdifferenz x WN\I\A/V\NM

Detektor

Intensitat /(x)

Interferogramm

Abbildung  2.2: Aufbau eines FTIR-Spektrometers mit MICHELSON-
Interferometer. °!

Die Hauptkomponenten des MICHELSON-Interferometers bestehen aus einem halb-
durchléssigen 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, wéhrend der andere auf den beweglichen Spiegel
gelenkt wird. Ist der Abstand des beweglichen und des festen Spiegels vom Strahlteiler
gleich grof; interferieren die beiden Teilstrahlen konstruktiv am Strahlteiler, was zu
einer maximalen Intensitdt der Strahlung fiithrt. Die optische Wegdifferenz z 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 Intensitét fithrt. Die Intensitét des IR-
Spektrums in Abhéngigkeit der Wegdifferenz I(z) kann durch einen kosinusférmigen

Verlauf beschrieben werden: 3%
- / 20 (7) R (#) T (#) [1 + cos (277)] / A () [1 + cos (2m52)] di - (2.9)
0 0

Iy ist die Intensitét des einfallenden Strahls, T'(7) bezeichnet die Transmission und
R(7) die Reflektivitét des Strahlteilers. Fiir die Interferogramm-Funktion F(z) folgt

unter Beriicksichtigung der Intensitéit I(co) bei groBer optischer Weglénge: 3

Flz) = I (x)—I(00) = / A () cos (2r5) di (2.10)
0
Durch FOURIER-Transformation von Gleichung 2.10 wird die spektrale Intensitéit als
Funktion der Wellenzahl A(#) erhalten:

4/F cos (2rvx) dx (2.11)
0

Auf Grund der instrumentellen Begrenzung der optischen Weglinge = kommt es zu
Abbrucheffekten am Rand des Interferogramms, die durch sogenannte Apodisations-
funktionen unterdriickt werden kénnen. Eine haufig verwendete Funktion ist die HAPP-

GENZEL-Funktion Dyg(z): 2

0.54+ 04605 (72 ) [a] < Ty
Dy (z) = = (2.12)

0 |z| > Zmax
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Tmax Dezeichnet die maximale Wegdifferenz des beweglichen Spiegels, bei der die HAPP-
GENZEL-Funktion langsam gegen Null lduft. 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 Durchfithrung schneller ki-
netischer Messungen maoglich ist (Multiplex-/FELLGETT-Vorteil). 2% Ein verbesser-
tes Signal/Rausch-Verhéltnis wird dadurch erreicht, dass keine Blenden oder Spalte
verwendet werden, die den Energiedurchsatz verringern (Lichtleitwert-/JACQUINOT-
Vorteil).[2%3% Zudem wird durch den Einsatz eines Lasers als internen Kalibrierstan-
dard eine sehr hohe Prézision der Wellenzahlen erreicht. Diese ist nétig, da wéhrend

der Messung eine Mittelung iiber 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 fiir ein Schwingungsmuster einer bestimmten Gruppe ist.
Beispiele sind unter anderem die Amid-I-Bande, die zwischen 1600 cm™ und 1700 cm™
auftritt und die Schwingung einer Carbonylgruppe beschreibt oder die symmetrischen
und asymmetrischen Streckschwingungen von CH,-Gruppen, die im Bereich von ca.
2850 cm™ und 2920 cm™ zu finden sind. Letztere werden oft fiir die Untersuchung des
Phasenverhaltens von Lipidsystemen oder der Konformationsédnderung von Polymeren
herangezogen. Dabei wird die Verschiebung (engl.: shift) des Bandenmaximums (engl.:
peak) in Abhéngigkeit 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 fiir die Schwingung der Car-
bonylgruppe in einer gewissen chemischen Umgebung, Konformation oder beispielswei-
se bei Proteinen in einem bestimmten Sekundérstrukturelement ist. Die Anderung der
Form der Amid-I-Bande in Abhéngigkeit diverser physikalisch-chemischer Parameter
geht damit auf die Anderung dieser Subbandenanteile zuriick, die spektral nicht aufge-
16st werden konnen. Um diese aus der iiberlagerten 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 zunéchst der untersuchte spektrale Bereich zur besseren Vergleichbarkeit
sowie zu einer quantitativen Auswertung auf die Fldche 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

d?A(v) i N2 ~
— _/ (27ix)” I (z) cos (2nvx) da (2.13)

Aus den Positionen der Minima des Derivativspektrums lassen sich die Subbanden
genauer zuordnen. Da durch die Wichtungsfunktion (27iz)? auch das spektrale Rau-
schen verstarkt wird, wird das Ergebnis der 2. Ableitung mit einer SAVITZKY-(GOLAY-
Funktion geglittet.?¥ Bei der FOURIER-Selbstentfaltung erfolgt die Verstirkung der
einzelnen Subbanden dadurch, dass das gemessene Spektrum als Faltung mit einer
Funktion wiedergegeben wird, die charakteristisch fiir die Linienbreite einer IR-Bande
ist. Meist wird dazu eine LORENTZ-Funktion verwendet: 3%

N 2

Ay =Y a— T (2.14)
i=1

~0

71'2(1;_1/1)2

A? ist die maximale Absorption der Bande i, 79 ist die Wellenzahl fiir A? und -,

die Halbwertsbreite der Bande auf halber Hohe (engl.: half-width at half-maximum,
HWHM). Wird die LORENTZ-Funktion in Gleichung 2.10 eingesetzt, ergibt sich fiir

das Interferogramm: 3132

o0

1
F(z) = /AZ- () cos (2moz) dv = §A§% cos (2r2x) e 2™ (2.15)
0

Die Stéarke des exponentiellen Abfalls wird durch 7; bestimmt; je breiter die Bande
ist, desto schneller erfolgt der Abfall der FOURIER-Transformierten. Daher wird das
Interferogramm F(z) mit einer ansteigenden Exponentialfunktion multipliziert, um

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

(]

’ 1 o (s ’
F(z)=F(z)-e*™ 7" = éA‘?% cos (2nix) e 2 (% “’) (2.16)
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Da mit dieser Methode auch das spektrale Rauschen verstiarkt wird und Abschneide-
effekte am Rand des Interferogramms auftreten, wird Gleichung 2.16 mit einer Apo-
disationsfunktion D(x) multipliziert.?*3!32 Fiir die anschliefende inverse FOURIER-
Transformation ergeben sich die Halbwertsbreiten (HWHM) der Subbanden nach Ent-
faltung zu (v; - +).®!) Das Verhéltnis der Halbwertsbreiten der Original- und der

entfalteten Bande wird als Verstarkungsfaktor der Auflosung K bezeichnet:

K=" (2.17)

Y

Typische Werte fiir K, die einen guten Kompromiss zwischen Verstirkung der Ban-
den und Unterdriickung des spektralen Rauschens bieten, liegen zwischen 1.8 und 2.5
bei einer HWHM von 8 cm™ bis 15 cm™.[2 Stimmen die Anzahl sowie die Lage der
jeweiligen Subbanden aus der FSD sowie der 2. Ableitung {iberein, kann eine Funkti-
onsanpassung (Subbanden-/Curve-Fitting) dieser Banden vorgenommen werden. Dazu
stehen mehrere Moglichkeiten zur Auswahl. Die Subbanden kénnen zum einen mit Hilfe
einer GAUB-Funktion G () beschrieben werden:

G () 2A 111_26—41112(%)2

2.18
Yo ™ ( )

7y bezeichnet die Wellenzahl am Intensitéts-Maximum, v, die Halbwertsbreite (HWHM)
der Bande und A ist Bandenfliche. Zum anderen ist es auch méglich, eine LORENTZ-

Funktion L (©) zu verwenden:

oA 1
b= ™o 1+4[(Z — ) /70l (219)

In dieser Arbeit wurde eine pseudo-VOIGT-Funktion Vpseudo (7) verwendet, die eine

gewichtete Funktion aus einer GAUS- und einer LORENTZ-Funktion darstellt: 7

Voseudo (7) = [+ L (7) + (1 = f) - G (7) (2.20)

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

tung einer GAUS- und einer LORENTZ-Funktion, die fiir die Funktionsanpassung jedoch
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weniger geeignet ist. 27

Hochdruck-FTIR-Spektroskopie

Fiir FTIR-Messungen unter hohen hydrostatischen Driicken haben sich Diamantstem-
pelzellen als niitzliches Werkzeug etabliert (Abbildung 2.4).135%3 Der Druck wird gene-
riert, indem eine Schraube gegen eine Stahlfeder gedreht wird. Die Druckiibertragung
auf die Diamanten erfolgt iiber einen Hebelarm auf eine Stahlplatte, die mit den Dia-
mantstempeln verbunden ist. Es werden brilliant-geschliffene Diamanten des Typs Ila
mit einem Oberflichendurchmesser von circa 0.6 mm verwendet.* Mit diesen Diaman-
ten kann ein spektraler Bereich zwischen 38500 cm™ und 2500 cm™ sowie 1800 ecm™ und
50 cm ! genutzt werden. B8 Zwischen den Diamantstempeln befindet sich ein Abstands-
halter aus rostfreiem Stahl, der unter Druck flieft und die Probenfliissigkeit gegen die
Diamanten abdichtet. Zur Druckbestimmung wird eine geringe Menge eines Druckin-

dikators zur Probe hinzugefiigt. Zum einen eignet sich Bariumsulfat (BaSOy,), das eine

charakteristische, symmetrische Sulfatstreckschwingung bei etwa 983 cm™ aufweist.
Die Druckabhingigkeit der Wellenzahl dieser Bande lisst sich wie folgt ausdriicken: %!
p=2.097- A +0.031 - (AD)? (2.21)

Zum anderen kann a-Quarz verwendet werden, das charakteristische Schwingungsban-
den bei etwa 801 cm™, 780 cm™ und 695 cm™ besitzt. Fiir die Druckindikation kénnen
die druckabhingigen Verschiebungen der Banden bei 695 cm™ sowie 801 cm™ verwendet

werden. 9 Fiir Erstere gilt folgender Zusammenhang:
p = 1.2062 - Av + 0.015054 - (AD)2 (2.22)
Die Bande bei 801 ecm™ zeigt folgende Druckabhingigkeit:

p=1.168 - Av +0.0158 - (AD)* — 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 hiingt von der chemischen Umgebung sowie von
der Temperatur ab. Eine Erhéhung der Temperatur fiithrt zu einer bathochromen Verschiebung der
Wellenzahlen.
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2.1.2 Experimentelles

Die temperaturabhingigen Messungen wurden mit Hilfe eines Nicolet 5700-Spektro-
meters (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) durchgefithrt. Es wurde ein
MCT-Detektor (HgCdTe, Quecksilber-Cadmium-Tellur) verwendet, der mit fliissigem
Stickstoff gekiihlt wurde. Die temperierbare Messzelle ist in Abbildung 2.3 abgebildet.
Die Probe wurde zwischen zwei runden Calciumfluoridfenstern (Mafe: 25 x 4 mm, Pike
Technologies, Madison, WI, USA) gefiillt, die durch einen Abstandshalter aus Mylar-
folie mit einer Stédrke von 50 pm und einem Innendurchmesser von 10.5 mm getrennt
wurden. Das Probenvolumen liegt typischerweise zwischen 10 pL und 20 pL. 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) gespiilt. Die Aufnahme der Spektren erfolgte mit
dem Softwarepaket ,OMNIC 7.3 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Um
ein moglichst gutes Signal/Rausch-Verhéltnis zu gewéhrleisten, wurden 256 Spektren
pro Messpunkt mit einer spektralen Auflssung von 1 cm™ aufgenommen. Der gemessene
Wellenzahlbereich erstreckte sich zwischen 4000 cm™ und 1100 cm™, wobei die Ban-
denpositionen mit zwei signifikanten Dezimalstellen ermittelt wurden. Die Apodisation

wurde mit Hilfe einer HAPP-GENZEL-Funktion (Gleichung 2.12) durchgefiihrt. 2

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 druckabhéngigen Spektren wurden mit Hilfe eines Nicolet MAGNA 550-Spektro-
meters (Nicolet Instrument, Offenbach, Deutschland) durchgefiihrt, wobei ein mit fliis-
sigem Stickstoff gekiihlter MCT-Detektor verwendet wurde. Als Druckzelle diente eine
Diamantstempelzelle (P-Series, High Pressure Diamond Optics, Tucson, USA) mit Typ
[Ta-Diamanten, die einen Oberflichendurchmesser (Durchmesser der Deckfldche des Ke-
gelstumpfes) von 0.6 mm besitzen (Abbildung 2.4).#% Als Abstandshalter zwischen den
Diamanten wurde ein Dichtungsring aus rostfreiem Stahl mit einer Stédrke von 50 pm,
einem Auflendurchmesser von 12.5 mm sowie einem Innendurchmesser 0.45 mm ver-
wendet. Typische Probenvolumina lagen zwischen 7 ul. und 10 pL, wobei das effektive
Volumen zwischen den Diamanten nur etwa 10 nL betrug. Als Druckindikator wurde
BaSO, verwendet, das eine charakteristische, drucksensitive Schwingung der Sulfat-

L aufweist. Die Druckgenauigkeit kann so auf 4+ 150 bar

gruppe bei ungefahr 983 cm-
(15 MPa) bestimmt werden (siehe Kapitel 2.1.1).1% Es wurden Spektren in einem
Wellenzahlbereich zwischen 4000 cm™ und 650 cm™ aufgenommen, wobei zwischen
den einzelnen Messungen eine Equilibrierungszeit von 15 min eingehalten wurde. Alle

weiteren Messparameter waren analog zu den temperaturabhingigen 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 zunéchst um den Beitrag des
spektralen Rauschens sowie des Losungsmittels der jeweiligen Proben korrigiert. Um
eine Vergleichbarkeit der Spektren zu gewéhrleisten, wurde eine Normierung auf die
Flidche durchgefiihrt. Eine quantitative Aussage iiber eine Bandenverdanderung 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. Fiir die Anpassung der Subbanden

wurde eine pseudo-VOI1GT-Funktion verwendet (siehe Kapitel 2.1.1).

2.2 Rontgen-Kleinwinkelstreuung

Die Rontgen-Kleinwinkelstreuung (engl.: small-angle X-Ray scattering, SAXS) ist ei-
ne Streumethode zur Strukturbestimmung von Molekiilen in der Groéflenordnung von
einigen Angstrém bis zu hunderten Nanometern. Deshalb eignet sich diese Methode
insbesondere fiir die Untersuchung von Polymeren und Proteinen. Wahrend fiir die
Durchfiithrung einer Kristallstrukturanalyse die Fahigkeit des Molekiils vorausgesetzt
wird, geniigend grofle Einkristalle zu bilden, kénnen mit Hilfe der Kleinwinkelstreuung
Strukturen in Losung bestimmt werden. Obwohl mit SAXS daher im Gegensatz zur
Diffraktion an Kristallen keine atomare Auflosung erreicht werden kann, besteht der
entscheidende Vorteil dieser Methode darin, dass beispielsweise Proteine in ihrer natiir-
lichen Umgebung untersucht werden kénnen. Im Folgenden werden kurz die Grundlagen
der Rontgen—Kleinwinkelstreuung vorgestellt, die fiir die Untersuchung der Systeme in
dieser Arbeit mafigeblich sind. Eine weitergehende Beschreibung dieser leistungsstarken

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

dert  [30,47-56]

2.2.1 Grundlagen

Streuprozess

Das Prinzip des Streuprozesses bei der Rontgen-Kleinwinkelstreuung wird in Abbil-
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Detektor
,;7
gestreute gl
Strahlung _.-*"
K R
Streuwinkel I
ITS, E, 260 \
einfallende - 170)
Strahlung Probe

Abbildung 2.5: Geometrie des Streuprozesses. Die einfallende Strahlung wird unter
dem Streuwinkel, 26, gestreut. Die Richtungsénderung der gestreuten Strahlung wird
durch den Streuvektor ¢ angegeben. 3%

dung 2.5 dargestellt. Der einfallende Strahl ko mit der Energie E trifft als eine ebene,
monochromatische, elektromagnetische Welle mit der Wellenlénge A\ auf das Proben-

system. Der Betrag des Wellenvektors ko ist wie folgt definiert:

—

2
iyl = 21

- (2.24)

Fiir die Energie F ergibt sich:
Ey=hwy = — (2.25)

h ist das PLANCKsche Wirkungsquantum und c die Lichtgeschwindigkeit.

Die gestreute Strahlung breitet sich als Kugelwelle aus und wird unter dem Streuwinkel
20 im Raumwinkelelement AQ detektiert.® Somit gilt fiir den Streuvektor (Wellen-
vektoriibertrag) ¢:

7=k — ko (2.26)
Es wird vorausgesetzt, dass es sich bei der Streuung um einen elastischen, koharenten

Prozess handelt, sodass AE = 0, |k| = |[ky| und Ay = A; = A gilt. Fiir den Betrag des
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Streuvektors ¢ ergibt sich somit:

q=|ql = %sin (9) (2.27)

Intrapartikulidrer Strukturfaktor

In verdiinnten Systemen, bei denen angenommen wird, dass keine Wechselwirkungen
zwischen den Teilchen auftreten und somit keine Interferenzen zwischen den gestreuten
Partialwellen entstehen, ergibt sich die Gesamtstreuintensitit als Summe der Streuin-
tensitédten der einzelnen Teilchen. Da die Orientierungen der Teilchen in Losung auf
Grund der BROWNschen Molekularbewegung verschieden sind, gilt fiir die resultierende

Partikelstreukurve folgende Beziehung: "

< / (7) T dF > (2.28)

Vo

N, gibt die Anzahl der streuenden Teilchen wieder, <...> die Mittelung iiber alle
Orientierungen, |...]* das Betragsquadrat der Streuwelle, da die Streuintensitit zum
Amplitudenquadrat der Streuwelle proportional ist und p(7) ist die Elektronendichte
innerhalb des Teilchens am Ort 7.1 Da mit SAXS keine atomare Auflésung erreicht
werden kann, wird die Elektronendichte des streuenden Teilchens p,, als konstant an-
gesehen. Um jedoch einen Streuprozess beobachten zu kénnen, muss sich die Elektro-
nendichte des Teilchens von der Elektronendichte des Losungsmittels ps unterscheiden

(Kontrast). Fir Gleichung 2.28 ergibt sich somit:

2

I(q) = Ny (pp — Ps)2 < /eiq?df > (2.29)

P

Der Kontrastfaktor K wird dabei wie folgt definiert:
K =V, (p,— p.) (2:30)

V, gibt dabei das Volumen des Teilchens wieder.
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Fiir den Formfaktor F'(¢§), der nur von der dufleren Teilchengeometrie abhéngt, gilt:

1 -
F(q) = —/e‘quF (2.31)
Vo
Vp
Damit folgt fiir Gleichung 2.29:
I(q) = NyK*(|F (DI") = NoK* (P () = NpK*P (g) (2.32)

P(q) wird als intrapartikuldrer Strukturfaktor bezeichnet und ist der iiber alle Orien-
tierungen gemittelte Formfaktor eines Teilchens. Diese Mittelung kann iiber folgende

Beziehung ausgedriickt werden: "]

g\ sin (qr)
() = — (2.33)

Dadurch ist es moglich, den intrapartikulédren Strukturfaktor P(g) fiir verschiedene

Teilchengeometrien zu berechnen. 3051

GUINIER-Niherung

Mit Hilfe der GUINIER-N&herung ist es moglich, den sogenannten Gyrationsradius
(Streumassenradius) R eines Teilchens aus einer Kleinwinkelstreukurve bei kleinen
g-Werten zu berechnen. Er ist definiert als der quadratisch gemittelte Abstand aller

Streuzentren innerhalb eines Teilchens von dessen Schwerpunkt: %4751

frpf')dr

R% = fp— —/ r2di (2.34)
v

Bei kleinen ¢-Werten kann die Streuintensitidt [(g) ndherungsweise wie folgt ausge-

driickt werden:

I1(q) = 1(0) {1 - %QQR%;] ~ 1(0)e TR (2.35)
In/ (¢) = Inl (0) — ¢*R%/3 (2.36)

Die GUINIER-Niherung ist giiltig fiir ¢Rg<1. Eine Auftragung von In I(q) gegen ¢>
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GUINIER-Auftragung) liefert aus der Anfangssteigung —R2 /3 den Gyrationsradius
G

Re.13051]

Abstandsverteilungsfunktion
Mit Hilfe der Abstandsverteilungsfunktion p(r) ist es moglich, die GréBe und Form
eines Teilchens zu beschreiben. Sie ergibt sich aus der FOURIER-Transformation der

gemessenen Streukurve [ (¢q):15256]

o0

p(r) = 2%2 / I(q) qrsin (qr)dg (2.37)

0
Diese Funktion gibt die Haufigkeit an, Abstdnde von Streuzentren im Molekiil zwischen
r und (r+dr) zu finden. Dafiir miissen die Inhomogenitéten innerhalb eines Teilchens
klein sein. Eine Auftragung von p(r) gegen r liefert am Schnittpunkt mit der r-Achse
die maximale Grofle des streuenden Teilchen D,,,.. Der Gyrationsradius Rq ist mit der

Abstandsverteilungsfunktion iiber folgende Beziehung verkniipft:®7

:for2p (r)dr

RZ (2.38)

- 2zop(r)dr

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

chens treffen, die fiir verschiedene geometrische Kérper charakteristisch sind. 3951561

Interpartikulirer Strukturfaktor
Bei konzentrierten Losungen (¢ > 1 % w/w) miissen Wechselwirkungskrifte zwischen
den streuenden Teilchen beriicksichtigt werden. Diese werden durch den interpartikulé-

ren Strukturfaktor S(¢) zum Ausdruck gebracht. Fiir Gleichung 2.32 ergibt sich damit:

I(q) = N;K*P (q) S (q) (2.39)
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Fiir den interpartikuliren Strukturfaktor S(q) gilt:30°1
S(q)=1+4n NP7 2 py Sintan) (2.40)
= —_— ’r‘ T .
V ) qr

N,/ V bezeichnet die Teilchenzahldichte; g(r) ist die interpartikulédre Paarkorrelations-

funktion und wird durch FOURIER-Transformation von S(¢) erhalten:

/ stndar) (2.41)

“u\
—_

v
g9(r) = TN In e
g(r) gibt die Wahrscheinlichkeit an, ein Teilchen im Abstand 7 von einem zentralen
Teilchen zu finden. Fiir groe Werte von ¢ bzw. r, gehen S(¢) bzw. g(r) gegen einen
Wert von 1. Im Fall von nicht zentro-symmetrischen Teilchen wird der interpartikulére
Strukturfaktor S(q) durch den effektiven interpartikuldre Strukturfaktor Seg(¢q) ersetzt.

Fiir diesen gilt:[>*

Sut (q) = 1+ [};((‘2;9 (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 kénnen mit Hilfe der BRAGGschen Gleichung beschrieben werden: )
nA = 2dsin (0) (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 Wellenldnge A\. Wird Gleichung 2.27 mit der BRAGGschen Gleichung

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

== (2.44)

Neben der BrRAGGschen 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. Fiir einen Streuvektor 5j,j; im
reziproken Gitter gilt: [l

Shpy = ha* + kb* + 16 (2.45)

mit:

Sp s = h2a? + kK0 + Pc? (2.46)

h, k, | sind ganze Zahlen und werden als MILLER-Indices bezeichnet. a*, b*, ¢* sind die

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

1

h,k,l

Skl = - (2.47)

Fiir nicht-kristalline Systeme, wie beispielsweise homogene Lipiddispersionen, ist die
BRrAGGsche Gleichung auch erfiillt, da diese dhnlich wie ein Pulver als zuféllig orien-
tierte ,Mikrokristalle® angesehen werden konnen und somit eine periodische Ordnung

aufweisen. ) Fiir lamellare Strukturen gilt beispielsweise folgende Beziehung:

— =s5=n- 2.48
s=n (2.48)

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

q 2 N/
a4 _ . R+ k2 + hk 2.49

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

moglich, aus der Halbwertsbreiten des Peaks gpwnwm bei einem Streuvektorbetrag ¢

ungefihr die Anzahl der iibereinanderliegenden Schichten Ngenicny abzuschétzen: 61

Nschicht ~ (2~50)

JFWHM

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

Streuung beobachtet. [0%!
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2.2.2 Experimentelles

Die Hochdruckexperimente mittels Synchrotron-Rontgen-Kleinwinkelstreuung wurden
an externen Forschungsinstituten mit verschiedenen Hochdruckzellen durchgefiihrt. Die
Strahlungsquellen sowie die eingesetzten SAXS-Zellen werden im Folgenden néher be-

schrieben.

ESRF

Die SAXS-Messungen an der ESRF (European Synchrotron Radiation Facility, Gre-
noble, Frankreich) wurden an der Hoch-Brillanz-Beamline ID02 durchgefiihrt. %2 Die
Energie der Rontgenstrahlung betrug 12.4 keV, was einer Wellenlénge A von 0.1 nm

entspricht. Mittels zweier Undulatoren konnte ein Teilchenfluss von 4 - 10'* Photo-

1 2

nen s& mm™~ erzielt werden. Der verwendete Rontgenstrahl hatte eine Gréfle von
0.37 x 0.21 mm?. Die Streubilder wurden mit einem CCD-Detektor (engl.: charged-
coupled device) aufgenommen, der eine Belichtungsfliche von 100 mm? (2048 x 2048
Pixel, Pixelgrofie 80 x 80 um?) besall (FReLoN Kodak Detektor). Es wurde ein 4 x 4
Binning mit einer Bildrate von 10 Bildern s 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 Abhéingigkeit des gewiinschten ¢-Bereichs bei 1 m bzw.
5 m, was einem Streuvektorbetrag ¢ von 0.01 nm™ bis 2 nm™ bzw. 0.001 nm™ bis
0.95 nm™ 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). [6?!

DESY

Die Rontgen-Kleinwinkelstreuexperimente am DESY (Deutschen Elektronen-Synchro-
tron, Hamburg, Deutschland) erfolgten an der Beamline BW4 am HASYLAB (Ham-
burger Synchrotronstrahlungs-Labor).! Es wurde Rontgenstrahlung mit einer Ener-
gie vom 8.98 keV verwendet, was einer Wellenldnge A von 0.138 nm entspricht. Die
Wiggler lieferten einen Teilchenfluss von 6.5 - 10° Photonen s mm™. Der erzeugte

Réntgenstrahl hatte eine GrofSe von 0.4 x 0.4 mm?2. Die Belichtungsfliche des CCD-
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Detektors (MARCCD 165 Detektor) hatte einen Durchmesser von 16.5 cm (2048 X
2048 Pixel, PixelgréBe 79.1 x 79.1 um?). Die Dauer einer Messung betrug 20 min,
wobei vor jeder Messung dreimal ein Dunkelstrom aufgenommen wurde. Der Abstand

zwischen Probe und Detektor lag in Abhéngigkeit des gewiinschten ¢-Bereichs zwi-

1 1

schen 2.55 m und 12.4 m, sodass ¢-Werte zwischen 0.001 nm™ und 2 nm™ realisiert
werden konnten. Die Prozessierung der 2-dimensionalen Streubilder in 1-dimensionale

Streukurven erfolgte mit Hilfe der Software ,Fit2D«. 6%

Diamond

Am Diamond (Diamond Light Source, Didcot, UK) erfolgten die SAXS-Messungen an
der Beamline 122. Die Energie der Rontgenstrahlung betrug 18 keV, was einer Wel-
lenléinge A von 0.069 nm entspricht. Die Streubilder wurden mit einem CCD-Detektor
aufgenommen, der eine Belichtungsfliche von 254 mm x 289 mm (1475 x 1679 Pixel,
Pixelgrofe 172 x 172 um?) besafl (PILATUS 2M Detektor). Die Belichtungszeit der
Probe lag bei 15 s. Der Abstand zwischen Probe und Detektor betrug 5.2 m, sodass
ein ¢-Bereich zwischen 0.2 nm™ und 4.5 nm™ erfasst wurde. Die Prozessierung der
2-dimensionalen Streubilder in 1-dimensionale Streukurven erfolgte mit Hilfe der Soft-

ware , Fit2D«. [6%]

DELTA

Die SAXS-Messungen am DELTA (Dortmunder Elektronenspeicherring-Anlage, Dort-
mund, Deutschland) wurden an der Beamline BL9 durchgefiihrt. Die Energie der
Rontgenstrahlung betrug 10 keV, was einer Wellenldnge A von 0.124 nm entspricht.
Der typische Teilchenfluss am DELTA betrug 5 - 10° Photonen s* mm™. Die Belich-
tungsfliche des eingesetzten Detektors (MAR345 Image Plate Detektor) hatte einen
Durchmesser von 34.5 cm (2048 x 2048 Pixel, PixelgréBe 100 x 100 um?). Die Be-
lichtungszeit der Probe lag bei 20 min. Die Probe wies einen Abstand von 1 m zum
Detektor aus, sodass ein ¢g-Bereich von 0.3 nm™ bis 3.5 nm™ erreicht wurde. Die Pro-

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

Hilfe der Software ,,Fit2D.[6%)
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Verwendete Hochdruckzellen
Die erste Hochdruckzelle wurde im Arbeitskreis von Prof. Dr. Winter (Lehrstuhl fur
Physikalische Chemie I) an der Technischen Universitit Dortmund von Dr. Jiirgen

67.68] Sie besteht aus rostfreiem Stahl einer Ni-Cr-Co-Legierung

Woenckhaus gebaut. !
(NIMONIC 90) und ist fiir Driicke 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 Ila) mit einer Stdrke von 1 mm und einem
Durchmesser von 6 mm. %™ Der Probenhalter besteht aus einem Teflonring (PTFE,
Polytetrafluoroethylen), auf dessen Vorder- und Riickseite Mylar- bzw. Kaptonfolie ge-
klebt wird. Das Probenvolumen betrigt 25 L. 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 fir Experimentelle Physik I) an der Technischen Universitét Dort-
mund konstruiert. ™ Der Zellkérper (9 x 9 x 8 cm®) basiert auf rostfreiem Stahl einer
Ni-Cr-Legierung (INCONEL 718). Mit dieser Zelle kénnen Driicke 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 uL. Der groBe Vorteil dieser Zelle besteht in einer separaten Offnung
fiir den Probenwechsel. Auf diese Weise bleibt die Position der beiden Diamantfenster
unverdndert. 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 122 der Diamond Light Source.[™! Die
Zelle besteht aus rostfreiem, gehirtetem Stahl (17-4PH, H900 warmebehandelt) und ist
fiir Driicke bis 5 kbar (500 MPa) ausgelegt. Als Fenstermaterial wird Saphir verwendet.
Der Probenhalter besteht aus Teflon, auf dessen Vorder- und Riickseite Kaptonfolie ge-
klebt wird. Das Probenvolumen betréigt 20 pL. Der Druck wird mittels einer Software

gesteuert und mit einem Motor hydraulisch aufgebaut (Sitec-Sieber, Ziirich, Schweiz).
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Drucksprungexperimente koénnen mit Hilfe von pneumatischen Ventilen durchgefiihrt
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 Fliissigkeitsreservoir ermoglicht es zudem, varia-
ble Drucksprungamplituden zu vermessen, sodass sowohl ein plotzlicher Druckaufbau
als auch eine spontane Druckrelaxation in einem groflen Druckbereich durchgefiihrt

werden kénnen. [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 Lésungsmittelzusammensetzung auf das Losungsverhalten von
linearen Ketten und Mikrogelen bestehend aus den Homopolymeren PNiPAm und
PDEAm sowie deren Copolymere. FTIR-Messungen erméglichen dabei die Detekti-
on des Hydratisierungszustandes der Polymere. Korrespondierende SAXS-Messungen
im Fall der Mikrogele zeigen die Verdnderungen der Grofle und Struktur und geben so
weiteren Aufschluss iiber das Verhalten von stimuli-sensitiven Polymeren. Diese Studie
basiert auf der Kooperation mit dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Richtering (Lehrstuhl
fir 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 temperaturabhéngi-
ge Loslichkeit in Wasser (Thermoresponsivitét). 778 Oberhalb der unteren kritischen
Losungstemperatur (engl.: lower critical solution temperature, LCST) &ndert sich der

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

* Die in diesem Kapitel vorgestellte Studie wurde in den Referenzen "7 publiziert,
(Stand 24. April 2014).
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Turbiditédt der Polymerlésung oberhalb des Triibungspunktes zu beobachten ist. Einer
der Griinde fiir das grofle Interesse an PNiPAm ist die LCST von circa 32 °C, die nahe
an der Korpertemperatur liegt und somit fiir biologische und medizinische Untersu-
chungen von Bedeutung ist.[™8% Zudem ist die LCST iiber einen weiten Bereich un-
abhingig vom Molekulargewicht. ! Dieser ausgeprigte Riickgang der Hydratisierung
fiithrt iiblicherweise zu einer Phasentrennung zwischen Polymer und Losungsmittel. Die
Polymerketten gehen oberhalb von 32 °C von einem Zufallsknéuel in eine kollabierte,

kompakte Konformation iiber. Die Ketten aggregieren und fallen aus. 8
?fr 744"
O
< © MY
\(NH N\/
PNiPAmM PDEAmM

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

Die Phasenseparation kann jedoch durch chemische Vernetzung einzelner Ketten
wahrend der Synthese verhindert werden. Es entstehen dann sogenannte Hydrogele.
Die Reaktion dieser Gele beim Uberschreiten der LCST #uBert sich in einer Verrin-
gerung des Volumens, da Wasser aus dem Polymernetzwerk austritt. Daher wird bei
Gelen die Phaseniibergangstemperatur auch Volumenphaseniibergangstemperatur ge-
nannt (engl.: volume phase transition temperature, VPTT). Der Nachteil der Hydroge-
le liegt auf Grund ihrer Grofe in einer langsamen Antwort auf duflere Verdnderungen.
Durch die Synthese von sogenannten Nano- oder Mikrogelen mit hydrodynamischen
Radien, die im Bereich von 10 nm - 1 pm liegen, kann die Reaktion auf duflere Impulse
beschleunigt werden. #3584 Im Gegensatz zu linearen Ketten erfolgt der Phaseniibergang
nicht abrupt, sondern verlduft kontinuierlich.®>86 Dariiber hinaus sind die Mikrogele
kolloidal stabil¥"%8l und eignen sich daher unter anderem als vielversprechende Mate-

(89]

rialien in der Wirkstofffreisetzung!®”’ oder als temperatursensitive Stabilisatoren von
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Emulsionen. (]

Eine andere Eigenschaft von PNiPAm ist, dass es neben der Temperatur auch auf
andere Reize wie beispielsweise den pH-Wert, die Ionenstéirke oder die elektrische
Spannung reagiert.™9192] In dieser Arbeit ist neben der Temperatur insbesondere
der Druckparameter von Interesse. Es ist bekannt, dass hoher hydrostatischer Druck
dem Kollaps der Teilchen entgegenwirkt.® Durch Druck koénnen Hydrogele wieder
in den gequollenen Zustand iiberfithrt werden (Piezoresponsivitit). *+%! Piihse, Keerl
und Meersman konnten mit Hilfe der FTIR-Spektroskopie zeigen, dass lineare Polymer-
ketten aus PNiPAm durch hohen hydrostatischen Druck wieder rehydratisiert werden
konnen. 97 Bei einem #hnlichen 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. !

Eine besondere Moglichkeit, die Grofle oder Hydratisierung von PNiPAm zu beein-
flussen, besteht in der Variation des Losungsmittels. Durch die Zugabe von organischen
Losungsmittels, wie zum Beispiel Methanol, zu wéssrigen PNiPAm-Lésungen kann die
LCST deutlich herabgesetzt werden. Das Polymer féllt aus, obwohl PNiPAm in reinem
Methanol 16slich ist. 192 Dieses Phinomen 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 Losung gebracht werden kann. In wéssriger Losung fillt die LCST von PNiPAm bis
zu einem Stoffmengenanteil von Methanol von 20 mol% und steigt dann schnell wieder
bis zur Verdampfungstemperatur des Losungsmittelgemisches an. Dieses Phanomen ist

(103,104

nicht nur auf Methanol beschriankt, sondern ist auch fiir andere Alkohole I und

sogar aprotische Losungsmittel bekannt. [10%-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.I" Trotz der strukturellen Ahn-
lichkeit zu PNiPAm ist das Phasenverhalten und die Kompaktheit der kollabierten
Teilchen oberhalb der LCST verschieden. 82197 Diese Unterschiede haben ihren Ur-
sprung sehr wahrscheinlich im Fehlen des Wasserstoffatoms in der Amid-Gruppe, wo-

durch keine H-Briickenbindungen ausgebildet werden kénnen. %7 Bei PDEAm tritt zu-
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dem kein Cononsolvency-Effekt auf. Durch Zugabe eines Cosolvens zu einer wéssrigen
PDEAm-Losung steigt die LCST kontinuierlich bis zu einer bestimmten Cosolvens-

Konzentration, ab der die Loslichkeit temperaturunabhéngig 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 Phaseniibergangstemperatur wird fiir Co-
polymere beobachtet, die aus dquimolaren Einheiten aus NiPAm und DEAm aufgebaut

sind. [108]

Die Ursache fiir diese synergistische Herabsetzung der LCST liegt woméglich
in einem idealen, strukturellen Aufbau, da NiPAm sowohl als Protonendonator sowie
-akzeptor fungieren kann, wihrend DEAm nur H-Briicken iiber den Carbonylsauerstoff
aufbauen kann. Gestiitzt wird diese Begriindung 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

iiber ein freies Amid-Proton verfiigen, iiber das sie H-Briicken bilden kénnen. 10

Die Ursachen fiir die verschiedenen stimuli-sensitiven Reaktionen sind bis heute Ge-
genstand verschiedener Diskussionen. Die Temperatursensitivitat wird allgemein auf
das empfindliche Gleichgewicht zwischen der Energie der Wasserstoffbriickenbindun-
gen und der Entropie durch Freisetzung von Losungsmittelmolekiilen zuriickgefiihrt,
da der Ubergang vom gequollenen in den weniger hydratisierten Zustand endotherm
verlauft. Das Verstédndnis dieser Vorgénge ist wichtig, da PNiPAm oft auch als einfaches

Modellsystem fiir die Kéltedenaturierung von Proteinen verwendet wird. [81:89-110]

Wird der Cononsolvency-Effekt mit einbezogen, so wird das Versténdnis iiber die
stimuli-responsiven Reaktionen komplizierter, da sehr dhnlich aufgebaute Polyacrylami-
de, wie zum Beispiel das PDEAm, zwar eine LCST besitzen, aber keinen Cononsolvency-
Effekt zeigen. In der Literatur gibt es zwei verschiedene Ansétze fiir eine moleku-
lare Erklarung dieses Effektes. Der erste bezieht sich auf die Eigenschaften der ver-
schiedenen Losungsmittelgemische. Fiir bestimmte Mischungsverhéltnisse wird die Bil-
dung von Clustern angenommen, da verschiedene Anomalien fiir bindre Systeme, wie
Wasser /Methanol-CGemische, bekannt sind. !') Diese Cluster werden als ,schlechte® Lo-

n. [91,112]

sungsmittel fiir PNiPAm angesehe Die andere mogliche Erklarung basiert auf
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der Annahme, dass direkte Wechselwirkungen zwischen Losungsmittel und Polymer ei-
ne zentrale Rolle spielen. [''3115] Dieser Ansatz erscheint besonders vielversprechend, da
er moglicherweise das Fehlen des Cononsolvency-Effektes im Fall von PDEAm erkléren
kann, da es im Vergleich zu PNiPAm kein Amid-Proton besitzt. 116-118]

Fiir die Detektion der direkten Wechselwirkungen zwischen Losungsmittel und Po-
lymer hat sich die FTIR-Spektroskopie als eine sehr niitzliche Methode herausge-
stellt. [95:97:109.119] Dje Analyse der Amid-I-Bande gibt Auskunft iiber 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™ und 1680 cm™.['20-122] Subbanden bei héheren
Wellenzahlen beziehen sich auf eine hydrophobere Umgebung, das heif$t, intramolekula-
re Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Wasserstoff der Amid-Gruppe und dem
Sauerstoff der Carbonylgruppe, H-Briicken zu Methanol und freie, nicht gebundene Car-
bonylgruppen. Subbanden bei kleineren Wellenzahlen werden einem hydrophileren Be-
reich zugeordnet, das heifit, Carbonylgruppen, die iiber Wasserstoffbriicken mit einem
oder zwei Wassermolekiilen verbunden sind.[?5108121] Bei Mikrogelen stehen die beob-
achteten Effekte auf molekularer Ebene in direkter Beziehung zu der Grofle und Kon-
formation des Polymers. Losungsmittel-, temperatur- sowie druckabhéngige Messun-

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

Neutronen-Kleinwinkelstreuung (engl.: small-angle neutron scattering, SANS)[125:126]
und Rontgen-Kleinwinkelstreuung (engl.: small-angle X-Ray scattering, SAXS)[™ kon-
nen dariiber Aufschluss geben. Stieger hat mit Hilfe von SANS-Experimenten gezeigt,
dass PNiPAm nicht nur einen Ubergang von einem geschwollenen in einen kollabierten
Zustand durchlduft, sondern dass gleichzeitig auch die interne Struktur des Mikrogels
verdandert 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 duflere Schicht

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

Dichte wird dabei mit einem GAUS-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
fiir Physikalische Chemie IT) an der RWTH Aachen. Tabelle 3.1 zeigt die Bezugsquellen
der jeweiligen Chemikalien fiir die Synthese sowie die Losungsmittel fiir die anschlie-

Bende 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 (D20) Sigma Aldrich
Aluminiumoxid (Al,O3) Sigma Aldrich

deuteriertes Methanol (CD;OD)  Sigma Aldrich

NiPAm wurde umkristallisiert, wihrend bei DEAm das stabilisierende Agens mit Hilfe
von Aluminiumoxid entfernt wurde. Fiir die Herstellung der linearen Ketten wurden
die Monomere in 1,4-Dioxan in den entsprechenden molaren Verhéltnissen gelost. Die
Losung wurde entgast und auf 70 °C erhitzt. In 1,4-Dioxan gelostes AIBN mit einem
molaren Verhéltnis von 0.17 % bezogen auf den gesamten Monomergehalt wurde zu

der Losung zugefiigt. Nach 7 Stunden wurde das Gemisch abgekiihlt und gegen Was-
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ser dialysiert. Das Endprodukt wird mittels Lyophilisieren erhalten. Die Reinheit des
Produktes sowie das Monomerverhéltnis 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 gelost und
auf 70 °C erhitzt. Die Polymerisation wurde durch Zugabe von KPS (gelost in Wasser)
eingeleitet und nach 6 Stunden beendet. '?”) AnschlieBend wurde analog zu den linearen

Polymerketten verfahren.

Die temperaturabhingigen FTIR-Messungen wurden mit einem Nicolet 5700-FTIR-
Spektrometer durchgefiihrt, 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 moglichst breiten Bereich unterhalb und oberhalb der
LCST bzw. VPTT zu umschlieen. Die Konzentration des jeweiligen Acrylamids betrug
bei allen FTIR-Messungen 3 % w/w. Die druckabhéingigen FTIR-Messungen erfolgten
mit einem Magna 550-FTIR-Spektrometer. Es wurde bei ausgewéhlten 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 Phaseniibergangstemperatur 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

96,108,121] Dabei wurde auf Grund

Losungsmittelzusammensetzungen ergénzt wurden.
der teilweisen Uberlagerung 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 druckabhéingigen Verschiebung des Ubergangsdipolmomentes
wéahrend einer Messung nicht exakt bestimmbar ist. Daher kennzeichnet das erste Seg-
ment zwischen 1580 cm™! und 1610 cm™! den hydrophilen Bereich und wird starken
intermolekularen H-Briicken zwischen der Carbonylgruppe des Polymers und Wasser
zugeordnet, wobei mehrere H-Briicken ausgebildet werden kénnen. Der zweite Bereich

1

wird als gemischt hydrophiler/hydrophober Teil bezeichnet. Zwischen 1618 cm™" und
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1625 cm~! sind starke Bindungen des Methanols zur Carbonylgruppe des Acrylamids
zu finden. Der Bereich zwischen 1620 cm™" und 1630 cm™! ist etwas komplexer und
umfasst neben intermolekularen Wasserstoftbriickenbindungen zum Wasser und/oder
Methanol auch intramolekulare Wechselwirkungen sowie ,freie“ Carbonylgruppen, wie
sie beispielsweise verstarkt im PDEAm-Homopolymer vorliegen. Das hydrophobe Seg-
ment beinhaltet intramolekulare H-Briicken zwischen der Carbonylgruppe und dem
Amid-Proton (1638 cm™! - 1650 cm™!) sowie intermolekulare Wechselwirkungen zwi-

schen Methanol und der C=0-Gruppe (1648 cm™! - 1670 cm ™).

Tabelle 3.2: Zuordnung der einzelnen Bereiche der Amid-I’-Bande der verschiedenen

linearen Ketten und Mikrogele bei unterschiedlichen Losungsmittelzusammensetzun-
[108,121]
gen.

Bandenzuordnung Wellenléingenbereich / cm™

Hydrophiler Bereich

Intermolekulare H-Briicken zwischen 1560 - 1615
der Carbonylgruppe und D,O

Gemischt hydrophiler / hydrophober Bereich

Intermolekulare H-Briicken zwischen 1618 - 1625
der Carbonylgruppe und CD30D
Intermolekulare H-Briicken zwischen 1620 - 1630

der Carbonylgruppe und/oder D,O/CD3;0D
z.T. auch intramolekulare Wechselwirkungen

Hydrophober Bereich

Intramolekulare H-Briicken zwischen 1638 - 1650
der Carbonylgruppe und dem Amid-Proton
Intermolekulare H-Briicken zwischen 1648 - 1670

der Carbonylgruppe und CD30D

Die SAXS-Messungen wurden an der ESRF (ID02) sowie am DESY (Hasylab BW4)
mit den Hochdruckzellen von Woenckhaus®” bzw. Krywka!™ durchgefiihrt. 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 Losungsmittelgemisch abzudecken. Die druckabhéngigen Messungen erfolgten
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in 100 bar Schritten (10 MPa) bis zu einem Maximaldruck von 2500 bar (250 MPa).
Die Datenprozessierung wurde durchgefiihrt, 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 fiir Mikrogele. 26 Mit diesem
Modell ist es moglich, sowohl die Gesamtteilchenform als auch die interne, inhomogene
Struktur des Mikrogelnetzwerkes zu charakterisieren. Abbildung 3.2 zeigt die Struktur

eines Mikrogels im hydratisierten Zustand.
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Abbildung 3.2: Modell der Struktur eines Mikrogels im hydratisierten Zustand. 7,qy:
Radius des Kerns, remi: Radius bei halber Dichte des Kerns, ri,: Gesamtradius, ry:
hydrodynamischer Radius, g kennzeichnet die diffuse Schicht. 126!

Ein stark quervernetzter Kern wird durch ein radiales Kasten-Profil ., beschrieben.
Die Vernetzerdichte nimmt mit steigendem Abstand vom Kern ab und wird durch ei-
ne diffuse Schicht oy, charakterisiert. Bei rym; ist die Dichte des Kerns bereits um
die Halfte abgefallen. Die Gesamtgrofle rio, ergibt sich aus riot = Thox + 4-Tgurt ; Ttot
ist dabei etwas kleiner als der hydrodynamische Radius ry, der aus DLS-Messungen
erhalten wird. Mathematisch wird das Profil P; nom mit dem Formfaktor eines sphéri-

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

2

3 [sin (qr) — grcos (qr)] e_("suéfq)Q

Pinhom (Q) = (qr)3

(3.1)

3.1.3 Ergebnisse Mikrogele

Die stimuli-sensitiven Mikrogele wurden neben der FTIR-Spektroskopie auch mit Hilfe
von Rontgen-Kleinwinkelstreuung druckabhéingig untersucht. Dadurch ist es moglich,
den Grad der Hydratisierung direkt mit der Struktur und Gréfle 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 Verhéltnis 1:1) in Abhéngigkeit der Temperatur und des Drucks in verschiedenen
Wasser/Methanol-Gemischen untersucht. Dabei wurde die Amid-I’-Bande untersucht,
da sie durch das H-Briickennetzwerk des Mikrogels Informationen iiber verschiedene

Hydratisierungszusténde bereitstellt.

PNiPAm-Mikrogel

Die normierten Spektren im Bereich der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in Ab-
héangigkeit 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 schlieflen ldsst. Zudem ist aus dem temperaturabhéingigen 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
D50 zwischen 5 °C und 40 °C. Der Verlauf der Spektren (Richtung der Temperatur-
erhohung) wird durch die Pfeile verdeutlicht. Die blaue und rote Kurve kennzeichnen

das Spektrum bei 5 °C bzw. 40 °C.
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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 reprasentiert die 2. Ableitung und die schwarze, gestrichelte
Linie das FSD-Spektrum.
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Abbildung 3.5: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in D,O
in einem Temperaturintervall zwischen 5 °C und 40 °C (A hydrophober Bereich, B

gemischt hydrophiler /hydrophober Bereich, @ hydrophiler Bereich). Die gestrichelten
Linien zeigen die Temperaturen der korrespondierenden Druck-FTIR-Messungen an.

mit Hilfe von drei Subbanden, deren Fliche den relativen, prozentualen Anteil an der
Gesamtbande widerspiegeln (Abbildung 3.4). Die Zuordnung der einzelnen Subbanden
basiert auf der in Tabelle 3.2 aufgefiihrten 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, miissen
fiir eine eindeutige Bestimmung der Anzahl und Position der Subbanden die Minima
der 2. Ableitung mit den Maxima aus dem FSD-Spektrum iibereinstimmen. Bei einer
Temperatur von 5 °C sind zwei Banden sehr scharf ausgeprigt, 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™ nur sehr klein ist. Eine temperaturabhingige Analyse der Flichenan-
teile der drei Subbanden ist in Abbildung 3.5 dargestellt. Hier ist klar zu sehen, dass der
hydrophobe Teil mit 10.1 % gegeniiber 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 vollstandig hydratisiert vorliegt. Die Bindungen des Amid-
Protons zur Carbonylgruppe (Bande bei 1650 cm™) stammen hochstwahrscheinlich aus
dem Kern des Mikrogel, wo die Dichte der quervernetzten Ketten relativ hoch ist (vgl.
Modell von Stieger!'?6l Kapitel 3.1.2). Mit steigender Temperatur nimmt der Anteil
dieser Subbande kontinuierlich zu, wihrend die Bande bei 1600 cm™, der die starken
Bindungen zum Wasser zugeordnet werden, kleiner wird, was auf eine temperaturin-
duzierte Dehydratisierung des Mikrogels schlielen ldsst. Der Volumenphaseniibergang
findet bei circa 32 °C statt und liegt damit in guter Ubereinstimmung mit Daten aus
der Literatur.[™%% Oberhalb der VPTT steigt der Anteil der Bande bei 1650 cm™ auf
36.3 % an, wihrend der Anteil des hydrophilen Bereichs auf 20.1 % bei 40 °C fillt.
Die gemischte Bande fallt zunéchst kontinuierlich ab und steigt nach dem Phasen-
iibergang wieder leicht an. Dies ldsst darauf schlieBen, dass auch hier Wasser, das nur
eine H-Briicke zur Carbonylgruppe ausbildet, das System verlisst. Nach dem Phasen-
iibergang dominieren die hydrophoben Anteile, aber das Mikrogel bleibt immer noch
leicht hydratisiert, da es im Gegensatz zu linearen Ketten kolloidal stabil ist und nicht

ausfallt.

Um den Einfluss von Druck auf verschiedene Zustéinde des Systems zu untersuchen,
wurden Druckmessungen bei 20 °C, 30 °C und 40 °C durchgefiihrt, wobei sich der
Druckbereich von 1 bar bis 10 kbar erstreckte. Die korrespondierenden FTIR-Spektren
sind in Abbildung 5.1 (siche Anhang) zu sehen. Aus dem druckabhéngigen Verlauf der
Spektren ist bereits zu sehen, dass diese im Gegensatz zur Temperaturmessung zu klei-
neren Wellenzahlen verschoben werden, was auf eine stiarkere Hydratisierung des Mikro-
gels hindeutet. Die Funktionsanpassung der Subbanden erfolgte bei den Druckspektren
analog zu den temperaturabhédngigen Messungen. Die Fitergebnisse der druckabhén-
gigen Messungen bei den jeweiligen Temperaturen sind in den Abbildungen 3.6 - 3.8
dargestellt. Bei einer Temperatur von 20 °C und Atmosphérendruck liegen die Anteile
der drei Segmente bei 13.8 % fiir den hydrophoben, bei 45.7 % fiir den gemischten
und bei 42.6 % fiir den hydrophilen Bereich, und stehen daher im Einklang zu den Er-
gebnissen aus den temperaturabhéngigen Messungen. Mit Druckapplikation wird das
PNiPAm-Mikrogel bei dieser Temperatur noch stérker 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 DoO
bei 20 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (A hydrophober Bereich,
B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @ hydrophiler Bereich).
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Abbildung 3.7: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in D,O
bei 30 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (A hydrophober Bereich,
M gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @ hydrophiler Bereich).
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Abbildung 3.8: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in D,O
bei 40 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (A hydrophober Bereich,
M gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @ hydrophiler Bereich).

ist, wihrend der hydrophobe Anteil simultan abnimmt. Diese Werte bleiben iiber
einen grofien Druckbereich hin konstant und &ndern sich erst bei sehr hohen Driicken
(> 5 kbar) leicht, was auf eine mogliche Kompression des Mikrogels zuriickgefiihrt wer-
den kann. Bei einer Temperatur von 30 °C befindet sich PNiPAm nahe am Ubergang
zum kollabierten Zustand. Hier liegt der hydrophobe Anteil bereits bei 21.4 %, wihrend
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 betrigt 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/d T, die die Phasengrenzlinie zwischen dem gequollenen und kollabierten
Zustand angibt, von circa 100 bar K. Dieser Wert steht im Einklang mit einer Neutro-
nenreflektivitatsstudie, die die Druckabhéngigkeit eines dhnlichen Polymers auf einer
adsorbierten Oberfliche behandelt. s 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 gegeniiber. Ein kleiner Unterschied besteht jedoch
bei der Druckmessung bei 40 °C. Auch hier erzeugt Druck eine Hydratisierung des
Systems, allerdings fallen die Plateauwerte fiir die Bande bei 1600 cm™ etwas geringer
bzw. bei 1650 cm™ héher aus als bei den Messungen unterhalb der VPTT. Offenbar
kann Druck den Temperatureffekt nicht vollstdndig umkehren, wie es bereits bei ersten

Messungen mit linearem PNiPAm unter Druck vermutet wurde. %%

Um zusétzlich den Einfluss der Losungsmittelzusammensetzung auf das PNiPAm-Mikro-
gel zu studieren, wurden die temperatur- sowie druckabhéngigen FTIR-Messungen bei
verschiedenen Methanolkonzentrationen durchgefiihrt. Es ist bekannt, dass mit steigen-
dem Methanolgehalt (bis 20 mol%) die Phaseniibergangstemperatur gesenkt wird, was

[99-102] Allerdings gibt es bisher noch keine

als Cononsolvency-Effekt bezeichnet wird.
Studie zur Druckabhéngigkeit dieses Verhaltens. In Abbildung 3.9 sind daher zunéchst
die Ergebnisse fiir die temperaturabhingigen 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 Temperaturerhohung beobach-
tet. Das Mikrogel fallt aus, allerdings liegt die Phaseniibergangstemperatur nicht mehr
bei 32 °C, sondern bei circa 26 °C. Der Einfluss des Methanols ist im Vergleich zu
reinem D50 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-Briicken 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 druckabhéngigen 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 stidrkere Hydratisierung des Mikrogels hervorruft. Die
Bande bei 1600 cm™ steigt stark an und erreicht bei ca. 2 kbar einen Plateauwert von
45.1 %. Bei einem Druck von etwa 1 kbar liegt der Wert fiir die Bande bei ungefiahr

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% CD30D in einem Temperaturintervall zwischen 5 °C und 40 °C (A hydro-
phober Bereich, B 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% CD30D bei 20 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 5.8 kbar (A
hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @ hydrophiler

Bereich).
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Abbildung 3.11: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
5 mol% CD30D bei 30 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (A

hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @ hydrophiler
Bereich).
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Abbildung 3.12: Subbandenanteile der Amid-I-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
5 mol% CD30D bei 40 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 4 kbar (A

hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @ hydrophiler
Bereich).
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CLAPEYRONsche Steigung von 100 bar K bekriftigt. Dieser Trend wird auch bei
den druckabhéngigen Messungen oberhalb der VPTT beobachtet. Bei 30 °C fillt der
Wert fiir die hydrophobe Bande von 38.3 % auf ~ 13 %, was ungefihr dem hydrati-
sierten Zustand von PNiPAm in Wasser entspricht. Dies deutet darauf hin, dass mit
Druck Methanol das System verlidsst und eine Hydratisierung mit Wassermolekiilen
erfolgt, da Druck zur einer Verstdirkung von H-Briicken fithrt, wéhrend hydrophobe
Wechselwirkungen geschwécht werden. Da Methanol im Gegensatz zu Wasser einen
hydrophoben Anteil durch die CHs-Gruppe besitzt, wird eine wasserbasierte Hydrati-
sierung bevorzugt. Ahnlich 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™ 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 benétigt, um einen signifikanten Anstieg im hydro-
philen Segment zu beobachten. Auch die Plateauwerte weichen geringfiigig von einem
vollstandig hydratisierten Zustand ab, da die Anteile der hydrophilen Bande unter 40 %
bzw. die hydrophobe Bande oberhalb von 15 % liegen. Dies ist ein Indiz dafiir, dass sich
Druck zwar antagonistisch zur Temperatur verhélt, jedoch kann Druck den Tempera-
tureffekt nicht vollstédndig kompensieren, wenn die Druckmessung bei einer Temperatur

stattfindet, die weit oberhalb der VPTT liegt.

Wird die Konzentration des Methanols auf 10 mol% verdoppelt, so fillt die Phaseniiber-
gangstemperatur auf 24 °C, wie es aus der Analyse der Subbanden (Abbildung 3.13)
hervorgeht. Der Ubergang verliuft mit steigender Methanolkonzentration nicht mehr
scharf wie in reinem Wasser, sondern ist stark verbreitert. Die Anfangswerte der je-
weiligen Anteile spiegeln die erhohten 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™ fiillt 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 Phaseniibergang
und gibt den Anteil der schwach gebundenen Wassermolekiile im Mikrogel wieder. Auch

bei dieser Konzentration wurden drei Druckmessungen durchgefiihrt, die den Einfluss
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Abbildung 3.13: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
10 mol% CD30OD in einem Temperaturintervall zwischen 5 °C und 40 °C (A hydro-
phober Bereich, B gemischt hydrophiler /hydrophober Bereich, @ hydrophiler Bereich).

Die gestrichelten Linien zeigen die Temperaturen der korrespondierenden Druck-FTIR-
Messungen an.
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Abbildung 3.14: Subbandenanteile der Amid-I-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
10 mol% CD30OD bei 20 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 3.9 kbar (A

hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @ hydrophiler
Bereich).
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Abbildung 3.15: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
10 mol% CD30D bei 30 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (A

hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @ hydrophiler
Bereich).
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Abbildung 3.16: Subbandenanteile der Amid-I-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
10 mol% CD30OD bei 40 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 9.9 kbar (A

hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @ hydrophiler
Bereich).
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des Drucks unter- und oberhalb des Phaseniibergangs 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 stédrkere Hydratisierung des gequollenen Zustandes, sodass die
Bande bei 1600 cm™ auf iiber 40 % bei 4 kbar steigt. Im kollabierten Zustand bei
30 °C wird erneut ein geringer ,Mindest-Schwelldruck® (~ 200 bar) benétigt, bevor
Wasser in das Polymer gelangt. Erst dann steigt der hydrophile Bereich an bzw. das
hydrophobe Segment fllt ab. Interessanterweise ist auch eine schwache Hydratisierung
am Anstieg der gemischt hydrophilen /hydrophoben Bande erkennbar. Ein Vergleich der
Temperaturabhéngigkeit der Endwerte der jeweiligen Anteile zeigt, dass mit steigender
Temperatur der Hydratisierungseffekt durch Druckapplikation geringer ausfillt. 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

vollstéandig umkehren kann.

Wie bereits aus Triibungsmessungen bekannt ist, erreicht PNiPAm bei einer Konzentra-
tion von 20 mol% Methanol ein Minimum der Phaseniibergangstemperatur, die bei den
temperaturabhingigen FTIR-Messungen bei circa 20 °C liegt (Abbildung 3.17).[9-102
Eine weitere Erhchung des Methanolgehalts fithrt erneut zu einer Erhéhung der VPTT.
Der Phaseniibergang ist in dieser Losungsmittelzusammensetzung sehr breit. Die Fla-
chenanteile des hydrophilen Segments dndern sich nur geringfiigig. Stattdessen ist die
Anderung der Bande bei 1620 cm™ ein Indikator fiir die temperaturabhéingige Dehy-
dratisierung des PNiPAm-Mikrogels. Der hohe Methanolgehalt ist an der Bande bei
1650 cm™ 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 druckabhéngigen FTIR-Spektren, aus deren Verlauf diesmal
ein hypsochromer Shift zu beobachten ist (Abbildung 5.4). Die Subbande bei 1670 cm™,
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 Abhéngigkeit 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 fiihrt, die die H-Briicken des Methanols zur Carbonylgruppe bein-
haltet. Die gemischt hydrophile/hydrophobe Bande, die bei der temperaturabhéngigen
Messung gefallen ist, fallt unter Druck ebenso, was darauf hindeutet, dass schwach
gebundenes Wasser eine stirkere H-Briickenbindung eingeht und sich in der Bande
bei 1600 cm™ wiederfindet. Durch diese druckinduzierte Solvatisierung mit zwei Kom-
ponenten ist es auch nicht mehr moglich, 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 gréferen Wellenzahlen

verschieben.
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Abbildung 3.17: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
20 mol% CD3O0D in einem Temperaturintervall zwischen 5 °C und 40 °C (A hydro-

phober Bereich, B 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 (A

hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @ hydrophiler
Bereich).
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Abbildung 3.19: Subbandenanteile der Amid-I-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
20 mol% CD30OD bei 30 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (A

hydrophober Bereich, B 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 Lésungsmittelgemischen temperatur- sowie druckabhéingige FTIR-
Spektren aufgenommen. Es zeigt sich, dass PNiPAm im gesamten Temperaturbereich
zwischen 5 °C und 40 °C in Losung vorliegt und nicht ausfillt (Abbildung 3.20).
Die Auswertung der Amid-I-Bande wurde hier nur mit zwei Subbanden durchge-
fithrt, da das hydrophile Segment, das die Bindungen des Wassers zur Carbonylgrup-
pe beschreibt, in 100 mol% Methanol dementsprechend wegfillt. Dabei zeigt sich ein
70:30 Verhéltnis der beiden Banden bei ~ 1620 cm™ bzw. ~ 1650 cm™ | das in dem
untersuchten Temperaturbereich nur wenig fluktuiert. Zudem wurde die Abhéngigkeit
des Drucks bei zwei verschiedenen Temperaturen analysiert (Abbildungen 3.21 - 3.22).
Sowohl bei 20 °C als auch bei 40 °C fithrt Druck bis circa 1 kbar zu einem steilen
Anstieg der Bande bei ~ 1620 cm™. Diese charakterisiert starke H-Briicken des Me-
thanols zur Carbonylgruppe des Mikrogels und demonstriert somit erneut, dass Druck

die Bildung von starken Wasserstoftbriicken préferiert.
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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 (A hy-
drophober Bereich, B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich). Die gestrichelten
Linien zeigen die Temperaturen der korrespondierenden Druck-FTIR-Messungen an.
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Abbildung 3.21: Subbandenanteile der Amid-I-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
100 mol% CDsOD bei 20 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar
(A hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich).
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Abbildung 3.22: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels in
100 mol% CD3;0OD bei 40 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar
(A hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich).
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Den Einfluss des Methanols in Abhéngigkeit der Temperatur und des Drucks auf das
FTIR-Spektrum des Mikrogels zeigen die Verlaufe der 2. Ableitungen der jeweiligen
normierten Spektren. In Abbildung 3.23 sind die temperaturabhéngigen 2. Ableitun-
gen fiir das PNiPAm-Mikrogel bei verschiedenen Methanolkonzentrationen dargestellt.
Aus dem Vergleich der Spektren ist in Kombination mit den Messungen in reinem
Methanol eine genaue Zuordnung der Methanolsubbanden méglich. Diese sind bei den
Wellenzahlen von =~ 1670 cm™, ~ 1650 cm™ und = 1620 cm™ zu finden und stehen
fiir unterschiedlich starke H-Briicken zur Carbonylgruppe des Mikrogels. Zudem fallt
mit steigender Methanolkonzentration eine signifikante Anderung im hydrophilen Seg-
ment zwischen 1580 ecm™ und 1615 cm™ auf, die fiir die H-Briicken des Wassers zur

Carbonylgruppe stehen.
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Abbildung 3.23: Derivativspektren des PNiPAm-Mikrogels bei unterschiedlichen Me-
thanolkonzentrationen in Abhéngigkeit der Temperatur von 5 °C bis 40 °C . Der Verlauf
der Spektren wird durch die Pfeile verdeutlicht. Die blaue und rote Kurve kennzeichnen
das Spektrum bei der Anfangs- bzw. Endtemperatur.
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Um den Einfluss von Druck auf diese Systeme zu zeigen und damit das H-Briickenmuster
mit dem Cononsolvency-Effekt in Verbindung zu bringen, zeigt Abbildung 3.24 die
2. Ableitungen bei 5 mol% sowie 10 mol% Methanol und 40 °C in Abhingigkeit des
Drucks. Mit steigendem Druck bilden sich signifikante Minima im hydrophilen Seg-
ment aus, die eine Hydratisierung der beiden Systeme kennzeichnen. Es sind jedoch
keine druckinduzierten Minima bei 1650 ecm™ bzw. 1620 cm™ erkennbar, die auf ein H-
Briickenmuster der Carbonylgruppe zum Methanol hindeuten. Daraus lasst sich ablei-
ten, dass mit Druck eine Solvatisierung des Mikrogels hauptsdchlich mit Wasser erfolgt,
wahrend Methanol aus dem System verdrangt wird. Dadurch wird der Cononsolvency-

Effekt unter Druck aufgehoben und das Mikrogel geht wieder in Lésung.
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Abbildung 3.24: Derivativspektren des PNiPAm-Mikrogels bei unterschiedlichen Me-
thanolkonzentrationen in Abhéangigkeit des Drucks bei 40 °C . Der Verlauf der Spektren
wird durch die Pfeile verdeutlicht. Die blaue und rote Kurve kennzeichnen das Spek-
trum beim Anfangs- bzw. Enddruck.
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PDEAm-Mikrogel

Das zweite Mikrogel, das mit Hilfe der FTIR-Spektroskopie untersucht wurde, ist
PDEAm (Abbildung 3.1). Im Gegensatz zur PNiPAm besitzt es kein Amid-Proton,
sodass die Subbande im hydrophoben Segment nur schwach ausgeprégt ist. Diese wird
hauptséchlich durch Bindungen der Carbonylgruppe mit dem freien Elektronenpaar
des Stickstoffs gebildet sowie durch ,freie“ Carbonylgruppen, die jedoch nur im kol-
labierten Zustand eine signifikante Rolle spielen. Die temperaturabhéingigen Spektren
sind in Abbildung 3.25 zu sehen. Aus dem Verlauf ist analog zum PNiPAm-Mikrogel
eine Verschiebung zu grofleren Wellenzahlen zu beobachten, die auf einen Anstieg des
hydrophoben Segments hindeutet. Zusétzlich ist bei hohen Temperaturen eine Schulter
bei ~ 1570 cm™ zu erkennen, die in den hydrophilen Bereich fillt. Dies ist auf eine sehr
starke H-Briickenstruktur zuriickzufithren, die von mehreren H-Briicken des Wasser zur

Carbonylgruppe oder des freien Stickstoffelektronenpaars stammen kann.
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Abbildung 3.25: Normierte Spektren der Amid-I’-Bande des PDEAm-Mikrogels in

D50 zwischen 5 °C und 40 °C. Der Verlauf der Spektren wird durch die Pfeile verdeut-
licht. Die blaue und rote Kurve kennzeichnen das Spektrum bei 5 °C bzw. 40 °C.
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Abbildung 3.26: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PDEAm-Mikrogels in D,O
in einem Temperaturintervall zwischen 5 °C und 40 °C (A hydrophober Bereich, B
gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @ hydrophiler Bereich, O hydrophiler Be-
reich, Bande bei 1570 cm™). 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™ diesmal nicht zum hydrophilen Segment zusammengefasst,
sondern einzeln dargestellt, um die Besonderheit des temperaturinduzierten Kollaps
bei diesem Mikrogel darzustellen. Sie nimmt zunéchst, wie erwartet, bis zur Volumen-
phaseniibergangstemperatur von &~ 28 °C ab und steigt danach wieder leicht an, wéh-
rend das hydrophile Segment im gemessenen Temperaturbereich von 63.7 % auf 45.6 %
abfillt und der hydrophobe Bereich von 4.8 % auf 17.3 % ansteigt. Der gemischt hydro-
phile /hydrophobe Bereich éndert sich jedoch nicht signifikant. Eine Anwendung hoher
hydrostatischer Driicke auf dieses System fiihrt, wie schon beim PNiPAm-Mikrogel, zu
einer Hydratisierung des Systems. Die Analyse der jeweiligen Subbandenanteile zeigt,
dass sich das Polymer unterhalb seiner VPTT in Abhéngigkeit des Drucks nur wenig
andert. Es wird nur eine geringe Zunahme der Bande bei 1600 cm™ beobachtet, die
stellvertretend fiir die Zunahme der H-Briicken von Wasser steht. Bei einer Temperatur

von 30 °C, bei der sich PDEAm oberhalb des Phaseniibergangs befindet, findet eine
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Abbildung 3.27: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PDEAm-Mikrogels in DoO
bei 20 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (A hydrophober Bereich,
B gemischt hydrophiler /hydrophober Bereich, @ hydrophiler Bereich).
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Abbildung 3.28: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PDEAm-Mikrogels in D,O
bei 30 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (A hydrophober Bereich,
M gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @ hydrophiler Bereich).
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Umkehr des Temperatureffektes statt. Das hydrophile Segment steigt erneut auf iiber
60 % an, was auf eine vollstindige Hydratisierung hinweist, wihrend die hydrophoben
Wechselwirkungen unter Druck abnehmen. Im Gegensatz zu PNiPAm ist bei PDEAm
kein Einfluss von Methanol auf die Phaseniibergangstemperatur zu beobachten, das
heifit, es tritt bei diesem dhnlich aufgebauten Acrylamid kein Cononsolvency-Effekt
auf. Die Analyse der temperaturabhéngigen Spektren bei einem Stoffmengenanteil von
10 mol% Methanol zeigt, dass die VPTT ebenfalls bei ungefihr 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 %, wihrend
die beiden anderen Anteile, die die Bindungen zum Methanol reprisentieren, auf 8.3 %
beim hydrophoben bzw. 31.7 % beim gemischten Bereich ansteigen. Der temperatur-
abhingige Verlauf dhnelt dem in reinem D,O, wobei die Bande bei 1570 cm™ geringere
Endwerte aufweist. Dies deutet darauf hin, dass hier unter anderem H-Briicken 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% CD30OD in einem Temperaturintervall zwischen 5 °C und 40 °C (A hydro-
phober Bereich, B gemischt hydrophiler /hydrophober Bereich, @ hydrophiler Bereich,
O hydrophiler Bereich, Bande bei 1570 cm™). 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 (A
hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @ hydrophiler
Bereich).
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Abbildung 3.31: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des PDEAm-Mikrogels in
10 mol% CD30OD bei 30 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 9.5 kbar (A
hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @ hydrophiler
Bereich).
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Hoher Druck fiihrt auch bei diesem System in Kombination mit einem Loésungsmitte-
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-Briicken
des Wassers zur Carbonylgruppe des PDEAms hervorgerufen wird. Im Gegensatz dazu
sinkt der Anteil des hydrophoben Bereichs und somit der Einfluss der H-Briicken des
Methanols. Wie bei PNiPAm ist auch bei PDEAm eine CLAPEYRONsche Steigung von
100 bar Kt 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 Anderungen der
beiden Bereiche statt, was bedeutet, dass PDEAm unabhéngig von der Temperatur

vollstiandig 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 (A hy-
drophober Bereich, B gemischt hydrophiler /hydrophober Bereich).
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PNiPAm/PDEAm-Mikrogel

Das Copolymer, bestehend aus einem dquimolaren Verhéltnis der Homopolymere PNi-
PAm sowie PDEAm, die statistisch im Mikrogel eingebaut sind, verbindet die Eigen-
schaften der jeweiligen Einzelkomponenten. Ein typischer temperaturabhangiger Ver-
lauf der FTIR-Spektren ist in Abbildung 3.33 (links) zu sehen. Mit steigender Tempe-
ratur ist eine hypsochrome Verschiebung zu erkennen, die bei ~ 1627 cm™ einen isos-
bestischen Punkt aufweist. Dies lisst auf die Existenz von zwei Zustinden schlieflen,
die sich analog zu den beiden Homopolymeren in einem geschwollenen und kollabierten
Zustand duflern. Die Bildung von Differenzspektren bezogen auf das Spektrum bei 5 °C
zeigt diese Entwicklung ganz deutlich (Abbildung 3.33, rechts). Die Intensitét oberhalb
von 1627 cm™ nimmt stark zu, wihrend es unterhalb von 1627 cm™ zu einer Intensi-
tatsabnahme kommt. Dies verdeutlicht die Zunahme des hydrophoben Segments mit
steigender Temperatur und weist auf den Kollaps des Copolymers hin. Die quantitative
Analyse der Subbanden zeigt, dass mit steigender Temperatur der hydrophobe Bereich
kontinuierlich ansteigt und oberhalb der VPTT, die bei &~ 28 °C liegt, einen Wert
von 36.9 % erreicht (Abbildung 3.34). Im Vergleich zu den reinen Copolymeren liegen
die hydrophoben Anteile beim Copolymer zu Beginn héher, was auf eine giinstigere
Anordnung der H-Briicken zwischen dem Amid-Proton des PNiPAm-Anteils und einer
Carbonylgruppe hinweist. Nach dem Phaseniibergang sinkt der hydrophile Anteil auf
~ 20 % und liegt damit im Bereich des kollabierten PNiPAm-Mikrogels.
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Abbildung 3.33: Normierte Spektren der Amid-I-Bande des PNiPAm/PDEAm-

Mikrogels (links) sowie Differenzspektren (rechts) in DoO zwischen 5 °C und 40 °C.

Der Verlauf der Spektren wird durch die Pfeile verdeutlicht. Die blaue und rote Kurve
kennzeichnen das Spektrum bei 5 °C bzw. 40 °C.
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Abbildung 3.34: Subbandenanteile der Amid-I-Bande des PNiPAm/PDEAm-
Mikrogels in DyO in einem Temperaturintervall zwischen 5 °C und 40 °C (A hydro-
phober Bereich, B 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 vollsténdig hydratisierten und ei-
nem dehydratisierten Mikrogel einschlieSen. Bei 20 °C fiihrt 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 Phaseniibergangs liegt, fithrt ebenso zu einer
Hydratisierung des Mikrogels. Der hydrophile Anteil steigt hier auf 47 % an, wobei der
hydrophobe auf 11 % abfillt. Der gemischt hydrophile/hydrophobe Bereich dndert sich
im Wesentlichen nicht. Die einzelnen Fluktuationen basieren auf der Umorientierung
der schwachen H-Briicken des Wasser, die unter Druck verstéirkt werden. Das bedeutet,
dass die urspriinglich schwachen Wechselwirkungen des Wassers verstérkt werden und

im hydrophilen Segment auftauchen, was zu einer Abnahme dieser Bande fiihrt.
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Abbildung 3.35: Subbandenanteile der Amid-I-Bande des PNiPAm/PDEAm-
Mikrogels in DyO bei 20 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (A
hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @ hydrophiler
Bereich).
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Abbildung 3.36: Subbandenanteile der Amid-I-Bande des PNiPAm/PDEAm-
Mikrogels in DyO bei 30 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (A
hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @ hydrophiler
Bereich).
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Abbildung 3.37: Subbandenanteile der Amid-I-Bande des PNiPAm/PDEAm-
Mikrogels in DO bei 40 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 9.8 kbar
(A hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @ hydrophi-
ler Bereich).

Gleichzeitig werden neue druckinduzierte H-Briicken durch Wasser gebildet, die wie-
derum zu einem Ansteigen der Bande fiithrt. Bei einer Temperatur von 40 °C zeigt
sich erneut eine druckinduzierte Hydratisierung. Das hydrophile Segment steigt hier
allerdings nur auf 40.7 % an, wahrend der hydrophobe Anteil mit 13.8 % im Vergleich
zu der Druckapplikation bei 20 °C sowie 30 °C etwas hoher liegt. Dies verdeutlicht
wiederum, dass Druck den Temperatureffekt nicht vollstdndig aufheben kann, obwohl
auch hier eine Steigung an der Phasengrenze mit 100 bar K beobachtet wird. Bei
ungefdahr 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 fiihrt 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 lédsst sich auch in Methanolgemischen bei dem Copolymer
ein Zweizustandssystem erkennen (Abbildung 5.10). Die Subbandenanteile zeigen den

Einfluss des Methanols auf das H-Briickennetzwerk 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 fallt auf 21.1 % im kollabierten Zustand, wiahrend der hydrophobe Be-
reich auf iiber 41 % steigt. Dieser Bereich umfasst nicht nur die H-Briicken zum Amid-
Proton, sondern auch die schwachen H-Briicken des Methanols zur Carbonylgruppe, die
selbst im kollabierten Zustand vorhanden sind. Die gemischt hydrophile/hydrophobe
Bande ist in diesem Fall nicht sehr aussagekréftig, da sie neben schwachen Bindungen
zum Wasser auch H-Briicken zum Methanol beinhaltet. Die Abbildungen 3.39 - 3.41
zeigen die korrespondierenden druckabhéngigen FTIR-Messungen. Die Startwerte der
Subbanden bei den jeweiligen Temperaturen stimmen auch hier mit den entsprechen-
den Werten aus der temperaturabhiingigen FTIR-Messung iiberein. Bei 20 °C steigen
die beiden Banden bei 1600 cm™ und 1620 cm™ 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 dhnliches 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 Phaseniibergangs ist wieder das Phé-
nomen zu beobachten, dass Druck nicht zur einer vollstdndigen Hydratisierung fiihrt.
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% CD3;0D in einem Temperaturintervall zwischen 5 °C und 40 °C
(A hydrophober Bereich, B 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% CD30D bei 20 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und

10 kbar (A hydrophober Bereich, B 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 (A hydrophober Bereich, B 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% CD30D bei 40 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und

10 kbar (A hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @
hydrophiler Bereich).
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Eine Verdoppelung der Methanolkonzentration auf 10 mol% fiihrt zu einer Herabset-
zung der Volumenphaseniibergangstemperatur auf 18 °C. Der Verlauf der temperatu-
rabhingigen Spektren verhilt sich analog zu den Spektren bei einer Methanolkonzen-
tration von 5 mol% sowie in reinem DyO (Abbildung 5.11). Auch hier bestétigt der
gemeinsame Schnittpunkt bei 1627 cm™ das Zweizustandsmodell des Copolymers. Wie
schon beim PNiPAm-Mikrogel fithrt die Zugabe von Methanol zu einem breiteren Pha-
seniibergang. 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 fillt analog zum hydrophilen Segment,
wihrend 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% CD30D in einem Temperaturintervall zwischen 5 °C und 40 °C
(A hydrophober Bereich, B 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% CD30D bei 20 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und
10 kbar (A hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @
hydrophiler Bereich).
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Abbildung 3.44: Subbandenanteile der Amid-I-Bande des PNiPAm/PDEAm-
Mikrogels in 10 mol% CD30D bei 30 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und
10 kbar (A hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @
hydrophiler Bereich).
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Die Abbildungen 3.43 - 3.44 zeigen die Entwicklung der Subbandenanteile in Abhéngig-
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 ungefihr dem Hydratisierungsgrad des Mikrogels bei 5 °C und Atmosphérendruck
entspricht. Der Unterschied besteht, wie schon beim PNiPAm-Mikrogel, darin, dass bei
hohen Temperaturen, die weit oberhalb der VPTT liegen, ein Mindestdruck benétigt
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% CD3;0OD in einem Temperaturintervall zwischen 5 °C und 40 °C
(A hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler /hydrophober Bereich); die gestrichel-
ten Linien zeigen die Temperaturen der korrespondierenden Druck-FTIR-Messungen
an.

Zur Vervollstandigung der Studie wurde das Copolymer auch in reinem Lésungsmittel
in Abhéangigkeit 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
Veranderungen. Das Copolymer bleibt im gesamten Temperaturintervall in Losung und
fiallt nicht aus. Die Bande bei 1650 cm™ liegt bei ~ 70 %, die Bande bei 1620 cm™ bei
~ 30 %. Durch Druckapplikation werden stéirkere H-Briicken gebildet, sodass die Bande
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bei 1620 cm™ 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 (A hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler /hydrophober Bereich).

100 ———— —— 1 ————————————
80 | ]
60 “\A‘A—\A—A—A\k—,““‘\‘ ;
50 | ]

30 | .

Anteil / %

20 | -
10 -

0 I N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
p / kbar

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 (A hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler /hydrophober Bereich).
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Rontgen-Kleinwinkelstreuung

Die Untersuchung des Cononsolvency-Effekts unter hohen hydrostatischen Driicken
wurde mit Hilfe der Rontgen-Kleinwinkelstreuung am Mikrogel PNiPAm in verschie-
denen Methanolkonzentrationen bei Temperaturen zwischen 10 °C und 50 °C durch-
gefithrt. Dadurch konnte der Einfluss von Druck auf die Struktur und die Grofle des
Polymers im kollabierten und hydratisierten Zustand studiert werden. In Abbildung
3.48 sind reprasentative Streukurven des PNiPAm-Mikrogels in 10 mol% Methanol bei
30 °C in Abhéngigkeit des Drucks dargestellt. Alle Streukurven weisen einen Anstieg
bei kleinen g-Werten auf, der auf eine geringe Aggregation der Teilchen hindeutet. Die
Ursache liegt moglicherweise darin begriindet, dass wihrend der Synthese das oberfla-
chenaktive Tensid Natriumdodecylsulfat (SDS) verwendet wurde, das vor der Messung
entfernt wurde, da nur das Verhalten des reinen Polymers in verschiedenen Losungs-

mittelgemischen untersucht werden sollte.
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Abbildung 3.48: Reprisentative Streukurven des PNiPAm-Mikrogels in 10 mol%
Methanol in Abhéngigkeit des Drucks bei 30 °C.

Trotz dieses gemeinsamen Merkmals zeigen die Streukurven in Abhéngigkeit des Drucks

im mittleren und hohen g¢-Bereich signifikante Unterschiede. Der Verlauf der Streukurve
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bei einem Druck von 1 bar lasst auf eine sphérische Teilchenform schlieen. Das Mi-
nimum liegt bei einem ¢-Wert von etwa 0.135 nm™, das in erster Niherung auf einen
Durchmesser des Mikrogels von 46.5 nm schlieflen ldsst. Allerdings ist dieses Minimum
nicht scharf ausgeprégt, das auf zwei mogliche Ursachen zuriickzufiihren ist. Zum einen
kann eine Polydispersitiat 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 bestétigt werden. Dies bedeutet, dass das Mi-
krogel bereits bei Atmosphérendruck eine inhomogene Dichte aufweist. Diese Inhomo-
genitédt wird durch Druckapplikation verstarkt. Bereits bei 2000 bar ist kein Minimum
mehr erkennbar, sondern nur noch ein schwach ausgepriagter Wendepunkt sichtbar.
Mit steigendem Druck verschiebt sich das Minimum zu kleineren ¢-Werten, was auf
eine groflere Struktur des Polymers schlieflen ldsst. Ab einem Druck von etwa 1000 bar
verdndern sich die Streukurvenverldufe nicht mehr signifikant, sodass davon ausgegan-
gen werden kann, dass das PNiPAm-Mikrogel bereits seine maximale Grofle erreicht
hat. Eine aussagekriftige, quantitative Analyse der Messungen bietet das Modell von
Stieger, mit dem eine Funktionsanpassung (Fit) der temperatur- und druckabhingigen
Streukurven durchgefiihrt wurde.!'? Das Modell geht von einem Kern der Mikrogele
mit konstanter Dichte aus, der von einer &uffleren Schicht mit abnehmender Dichte um-
geben wird. Als Anpassungsparameter werden der Radius des homogenen Kerns 7,
und die Dicke der d&ufleren Oberflichenschicht des Mikrogels og,,f erhalten. Diese Dicke
bildet ein Viertel der &ufleren, inhomogenen Schicht, sodass sich der Gesamtradius 7.t
ZU Tior = Thox + 4 Osurt 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 Grole und Form der Mi-
krogele geeignet ist. Abweichungen der Anpassung von den experimentellen Daten sind
nur bei sehr kleinen ¢-Werten (¢ < 0.03 nm™) zu beobachten. Dies kann, wie bereits

erwihnt, auf eine geringe Aggregation der Teilchen zuriickgefithrt werden. Bei hohen

¥ Weitere druckabhingige Streukurven mit entsprechender Funktionsanpassung gemif dem Anpas-
sungsmodell fiir PNiPAm in 5 mol% bzw. 10 mol% Methanol sind im Anhang in den Abbildun-
gen 5.22 - 5.23 illustriert.
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Driicken weichen die berechneten Daten des Formfaktors im Bereich groflier ¢-Werte
(¢ > 0.2 nm™') von den experimentellen Streukurven ab. Dies ist darauf zuriickzufiih-
ren, dass sich die Streuintensitdt des Mikrogels in diesem Bereich nicht sehr stark vom
Losungsmittel unterscheidet, sodass der Fehler nach Abzug des Losungsmittelbeitrages
von der Streukurve relativ hoch ist. Dieser Effekt wird durch Druckapplikation ver-
starkt, da die Teilchen, wie spéter gezeigt wird, starker 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 zuriickzufithren. Die Anpassungsergebnisse zeigen, dass bereits bei At-
mosphérendruck die Form des Mikrogels nicht als eine harte Kugel beschrieben werden
kann. Fiir die diffuse, dulere Schicht von PNiPAm in 10 mol% Methanol bei einer
Temperatur von 30 °C ergibt sich fiir o4, ein Wert von 2.3 nm. Der Radius des Mi-
krogelkerns 7,0 betragt 29.4 nm, das zu einem Gesamtradius ry,; von 38.6 nm fiihrt
(Abbildung 3.50). Dieses Ergebnis steht in guter Ubereinstimmung zu den Messwer-
ten, die aus der dynamischen Lichtstreuung (DLS) erhalten wurden. Hier betrégt der
Wert fiir den hydrodynamischen Radius r, 42.0 nm (Abbildung 5.21). Durch Druck-
applikation findet ein starker Anstieg der Gesamtgrofle des Mikrogels 7, 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 Gesamtgrofle mit grofier

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 fiir das PNiPAm-
Mikrogel in 10 mol% Methanol bei 30 °C in Abhéngigkeit des Drucks (@ ¢, B 7pox,
A Usurf)-

Der anfingliche Abfall von 7, bei Anwendung von Druck auf das System ist dar-
auf zuriickzufithren, dass der duflere Teil des homogenen Kerns in die diffuse Schicht
iitbergeht. Nach der Bildung dieser druckinduzierten diffusen Schicht steigt 7,0, konti-
nuierlich von 24.8 nm bei 100 bar auf 28 nm bei 1500 bar an. o, 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 verlauft. Mit steigendem Druck wird zunéchst die diffuse Schicht
des Polymers beeinflusst, wihrend der innere Teil unberiihrt bleibt. Ab circa 300 bar
tritt auch eine Schwellung des Mikrogelkerns auf, die jedoch an der Zunahme der Ge-
samtgrofe 7,0, nur einen kleinen Teil ausmacht. Die Ursache fiir die Limitierung der
druckinduzierten Hydratisierung des inneren Bereiches des Mikrogels liegt am Gradien-
ten der Vernetzerdichte, die nach auBen hin abnimmt. '?8 o tréigt hingegen vierfach
zur Radiusgesamtgrofle ry,oc bei. Bei Driicken oberhalb von 1500 bar wird ein leichter
Riickgang von 7,0« beobachtet, der auf eine Kompression des Mikrogels zuriickgefiihrt

werden kann. Dabei ist mafigeblich die &uflere diffuse Schicht oy, verantwortlich. Die
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Kompression bei Druckapplikation auf Mikrogele wurde auch bei SANS-Messungen von
Liétor-Santos et al. beobachtet. "2’ Allgemein stehen sich bei Druckanwendungen auf
diese Art von Polymeren Hydratisierungs- und Kompressionseffekte gegeniiber, sodass
dies auch ein Grund dafiir ist, dass ab einem gewissen Druck ein Plateauwert fiir die
maximale Ausdehnung des Mikrogels beobachtet wird. Wie aus DLS-Messungen her-
vorgeht (Abbildung 5.21), liegt die Volumenphaseniibergangstemperatur (VPTT) des
PNiPAm-Mikrogels in 10 mol% Methanol bei 23.5 °C, das heifit, dass die signifikante
Groflendnderung zwischen 20 °C und 30 °C ablauft. Daher befindet sich das Mikrogel
in dieser Losungsmittelzusammensetzung bei 30 °C im kollabierten Zustand. Aber be-
reits geringe Driicke 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 fiir PNiPAm in 10 mol% Methanol bei 20 °C in Abhéngigkeit des Drucks

dargestellt.
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Abbildung 3.51: Fitergebnisse aus dem Stieger-Modell fiir das PNiPAm-Mikrogel in
10 mol% Methanol bei 20 °C in Abhéngigkeit des Drucks (@ 7¢, B Thox, A Tsurf)-

Bei Atmospharendruck betréigt der Radius ry fiir das hydratisierte Mikrogel 55.4 nm.

Bei Druckapplikation éndert sich die Gréfle 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 Grofle bei maximaler
Hydratisierung nicht mehr &ndert. Ein Vergleich der Groflen bei 20 °C und 30 °C zeigt,
dass fiir das kollabierte Mikrogel ein Druck von etwa 1000 bar benétigt wird, um die
GroBe des Mikrogels bei 20 °C und Atmosphérendruck zu erreichen, was einer Steigung
der Phasengrenzlinie im p, T-Diagramm geméfl der CLAPEYRONschen Gleichung von
100 bar K entspricht. Die maximale druckinduzierte Grofle des Mikrogels liegt bei
30 °C jedoch unterhalb der Messwerte bei 20 °C. Bei Driicken {iber 2000 bar ist wieder

eine geringe Kompression des Mikrogels zu beobachten.
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Abbildung 3.52: Fitergebnisse aus dem Stieger-Modell fiir das PNiPAm-Mikrogel in
10 mol% Methanol bei 40 °C in Abhéngigkeit des Drucks (@ 7ot, B Thox, A Tsurr)-

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 7 bei einem Druck von 1 bar liegt unterhalb des Wertes bei 30 °C, was zeigt,
dass der Volumenphaseniibergang bei 30 °C noch nicht abgeschlossen ist. Die Teilchen

besitzen keine diffuse duflere Schicht mehr, sondern zeigen eine homogene Dichte, die
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vergleichbar mit derjenigen eines sphérischen Partikels ist. Bei 30 °C wurde bei Druck-
applikation eine spontane Antwort des stimuli-sensitiven Systems beobachtet, die sich
in einer signifikanten Zunahme der Grofle der diffusen Schicht duflerte. Im Gegensatz
dazu zeigt sich bei 40 °C bis zu einem Druck von etwa 300 bar kaum eine messbare Ver-
anderung des Systems. Erst oberhalb dieses ,,Schwelldrucks® verdndert 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 druckabhéangigen 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 Gesamtgrofie 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 fallt der Einfluss des
Drucks auf den Schwellungsgrad des Mikrogels aus.
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Abbildung 3.53: Vergleich des Gesamtradius r = 7y, des PNiPAm-Mikrogels in
5 mol% Methanol bei verschiedenen Temperaturen in Abhingigkeit des Drucks.
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Abbildung 3.54: Vergleich des Gesamtradius r = ry; des PNiPAm-Mikrogels in
10 mol% Methanol bei verschiedenen Temperaturen in Abhéngigkeit des Drucks.
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Abbildung 3.55: Vergleich des Gesamtradius r = ry; des PNiPAm-Mikrogels in
20 mol% Methanol bei verschiedenen Temperaturen in Abhéngigkeit des Drucks.
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Um diese Aussage zu bestétigen, sind in den Abbildungen 3.53 - 3.55 der Gesamtradius
T'toy 1N verschiedenen Losungsmittelgemischen bei Temperaturen unter- sowie oberhalb
der VPTT in Abhéngigkeit des Drucks dargestellt. Wie schon den FTIR-Messungen
zu entnehmen ist, verringert eine Zugabe von Methanol die VPTT. Bei Temperaturen
unterhalb der Phaseniibergangstemperatur wird nur eine geringe druckinduzierte Quel-
lung des Mikrogels beobachtet, wihrend hohe Driicke eine leichte Kompression verursa-
chen. Ein starker Anstieg der Gesamtgrofle ¢ bei Druckapplikation ist bei denjenigen
Temperaturen zu erkennen, die nur wenig oberhalb der VPTT liegen. Diese Vergrofie-
rung wird iiberwiegend auf das Schwellen der Polymeroberfléche, das heifit, der diffusen
Schicht og,,¢ zuriickgefiihrt. Bei geringen Driicken ist die Gréfenzunahme des PNiPAm-
Kerns nur minimal, zeigt jedoch eine signifikante Steigerung bei héheren Driicken (vgl.
Abbildungen 3.50 - 3.52).% Ein druckbedingtes Quellen des Mikrogels wird auch bei
Temperaturen weit oberhalb der VPTT observiert. Es treten jedoch einige mafigebli-
che Unterschiede auf. Unterhalb von 500 bar tritt keine Quellung des Polymers auf.
Diese Besonderheit eines erforderlichen ,,Mindestschwelldrucks® ist bei allen Losungs-
mittelgemischen erkennbar, deren Temperatur weit oberhalb der VPTT liegt und mogli-
cherweise mit einer verédnderten Oberflichenmorphologie des Mikrogels im kollabierten
Zustand zusammenhéngt. Da PNiPAm hier eine homogene Dichteverteilung aufweist,
hat es auch eine wohldefinierte Grenzfliche zum Losungsmittel und damit eine gewisse
Oberflichenspannung im Gegensatz zu Temperaturen nahe des Volumenphaseniiber-
gangs, bei dem das Polymer nach wie vor leicht hydratisiert ist und somit noch iiber
eine ausgeprigte diffuse Auflenschicht verfiigt. Daher ist ein gewisser ,,Schwelldruck*
notwendig, der die Oberflichenenergie iiberwindet und zu einer signifikanten Schwi-
chung der hydrophoben Wechselwirkungen fiithrt. Oberhalb dieses Druckes steigt die
GroBe des Gels an und erreicht einen Plateauwert bei circa 1100 bar. Auch hier erfolgt
der iiberwiegende Anteil an der Gesamthydratisierung in der diffusen Schicht. Wie aus
Abbildung 3.52 zu erkennen ist, liegt die maximale Gesamtgréfie nach Druckapplika-
tion bei hohen Temperaturen zudem deutlich unterhalb der Werte bei Atmosphéren-

druck im hydratisierten Zustand. Bei Temperaturen von 40 °C und 50 °C in einer

! Die korrespondierenden Fitergebnisse fiir die iibrigen Temperaturen und Mischungsverhiltnisse des
Losungsmittels sind im Anhang in der Abbildung 5.24 dargestellt.
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20 mol%-igen Methanollosung (VPTT ~ 7.5 °C) hat PNiPAm im gesamten Druckbe-
reich nahezu die gleiche Grofie und verhélt sich somit dhnlich wie PNiPAm in 10 mol%

bei 40 °C.
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Abbildung 3.56: Gesamtgrofle 7. und diffuse Schicht og.r in Abhéngigkeit der Me-
thanolkonzentration (MeOD) bei 30 °C und unterschiedlichen Driicken (@ 7 1 bar,
® . 1000 bar, @ 7y 2000 bar, A og,f 1 bar, A ogyur 1000 bar, A ogys 2000 bar).

Die SAXS-Ergebnisse belegen, dass die Anwendung von hohen hydrostatischen Driicken
dem temperaturinduzierten Kollaps des Mikrogels entgegenwirkt, und stehen somit im
Einklang zu den druckabhéngigen FTIR-Messungen, die eine druckinduzierte Hydrati-
sierung des Polymers zeigen. ®! In dieser Studie ist zudem zu sehen, welchen Einfluss die
Losungsmittelzusammensetzung auf die Gréfie und Form des Mikrogels in Abhéngigkeit
des Drucks bei verschiedenen Temperaturen hat, um dadurch Aussagen iiber das druck-
abhéngige Verhalten des Cononsolvency-Effekts zu treffen. Dazu werden die Parameter
aus dem Anpassungsmodell in Abhéngigkeit des Methanolgehaltes verglichen. In Abbil-
dung 3.56 sind die Werte fiir r; und o, in Abhéngigkeit der Methanolkonzentration
bei 30 °C und drei verschiedenen Driicken dargestellt. Der Vergleich der Gesamtradien
Ttot el verschiedenen Driicken 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 Grofle des Mikrogel 7, mit steigender Methanolkonzentration zu
erkennen. Bei 1000 bar ist dieser Abfall immer noch vorhanden, allerdings nicht mehr
so ausgeprégt. Schliellich werden bei 2000 bar im untersuchten Konzentrationsbereich
annahernd die gleichen Werte fiir 7y, erhalten, sodass die Grofie des Mikrogels unab-
hingig von der Methanolkonzentration ist. Die Uberschneidung der Werte bei 1000 bar
und 2000 bar ist auf die Kompression der Teilchen zuriickzufiihren, die bei sehr hohen
Driicken die Hydratisierung iiberlagert. Auf Grund dessen ist der Gesamtradius 7ot
bei 2000 bar geringer als bei 1000 bar, solange das Polymer vollstdndig hydratisiert ist.
Bei einer Methanolkonzentration von 20 mol% ist selbst bei einem Druck von 1000 bar
immer noch ein durch das Lésungsmittel verursachtes Schrumpfen des Mikrogels zu er-
kennen, sodass hier der Wert fiir r; bei 2000 bar hoher liegt. Ein Vergleich der diffusen
Schicht in Abhéngigkeit der Methanolkonzentration zeigt, dass diese mit steigendem
Methanolgehalt kleiner wird und schlielich bei einer Konzentration von 20 mol% voll-
standig kollabiert. Dieser Trend wird selbst bei Druckapplikation beobachtet, jedoch
ist zu sehen, dass unter Druck der Wert fiir og,,s mit steigender Methanolkonzentration
nur leicht abnimmt und daher die Grofle der diffusen Schicht bei hohen Driicken als
unabhédngig vom Alkoholgehalt angesehen werden kann. Eine mogliche Erklarung fiir
diesen Effekt ist, dass bei hohen Driicken die Phaseniibergangstemperatur zu héheren
Temperaturen verschoben wird. Daher werden in den Abbildungen 3.57 und 3.58 7
und o, in Abhéngigkeit des Methanolgehaltes bei einem konstanten Druck von 1 bar
bzw. 2000 bar bei zwei verschiedenen Temperaturen dargestellt. Bei Atmosphérendruck
zeigen die Daten das erwartete Verhalten. Bei kleinen CD3;OD-Konzentrationen wird
ein signifikanter Abfall der Mikrogelgrole beobachtet, der auf den Kollaps der diffu-
sen Oberflachenschicht zuriickgefiithrt wird, da og,¢ bei 40 °C auf Null absinkt. Mit
steigendem Methanolgehalt geht der Wert fiir o, 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 gy nicht auf Null abfallt. Daher kann
konstatiert werden, dass eine Unterdriickung des Temperatureffektes bei hohen Me-
thanolgehalten durch Applikation von hohen hydrostatischen Driicken nicht stattfindet

bzw. der Cononsolvency-Effekt nicht mehr in Erscheinung tritt.
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Abbildung 3.57: Gesamtgrofle 7 und diffuse Schicht og.¢ in Abhéngigkeit der Me-
thanolkonzentration (MeOD) bei 1 bar und unterschiedlichen Temperaturen (@ 7o
30 °C, @ 70t 40 °C, A ogur 30 °C, A gy 40 °C).
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Abbildung 3.58: Gesamtgrofle 7, und diffuse Schicht oy, in Abhéngigkeit der Me-
thanolkonzentration (MeOD) bei 2000 bar und unterschiedlichen Temperaturen (@ 74
30 °C, @ 7ot 40 °C, A ooyt 30 °C, A ogyr 40 °C).
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Die Ursache fiir dieses Verhalten liegt in einer verdnderten, druckinduzierten Solvati-
sierung des Mikrogels. In einer kiirzlich verdffentlichten Neutronenreflektivitétsstudie
konnte an einem dhnlichen System dieser Effekt quantifiziert werden. Dabei wurde ei-
ne CLAPEYRONsche Steigung (dp/dT’) zwischen dem hydratisierten und kollabierten
Zustand von 100 bar K festgestellt, die in Ubereinstimmung mit den in dieser Ar-
beit durchgefithrten Hochdruck-SAXS- sowie Hochdruck-FTTR-Messungen fiir Metha-
nolkonzentrationen bis 10 mol% steht.®¥! Eine Erhohung der CDsOD-Konzentration
fithrt zu einer Konkurrenzsituation der Wasser- und Methanolmolekiile um die Solva-
tisierung des Mikrogels. Dies ist womdoglich auch die Erkléarung fiir 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 begiinstigt (Abbildung 3.55). Die Ursache liegt darin, dass die
Wasserstoffbriickenbindungen zu Wasser unter Druck verstédrkt werden, wohingegen
bei Methanol zusétzlich hydrophobe Wechselwirkungen eine Rolle spielen, die wahr-
scheinlich unter Druck geschwicht werden.!'?”) Zudem fithrt Druck zu einer Erhchung
der Anzahl an Wassermolekiilen, die andere Wassermolekiile umgeben, und verringert
die durchschnittliche Bindungsenergie. 3% Durch Druckperturbation der tetraedrischen
Symmetrie des Wasserstoftbriickennetzwerkes wird die Aktivierungsenergie fiir eine In-
sertion von Wasser in eine ungiinstigere, unpolare Umgebung geringer. Auf Grund
dessen resultiert durch Applikation hoher hydrostatischer Driicke das Eindringen von
Wassermolekiilen in das Innere von hydrophoben Doménen des kollabierten Polymers.
Dieses Verhalten dhnelt der druckinduzierten Entfaltung von Proteinen, bei der Wasser
in die Hohlrdume (engl.: cavities) gelangt und so eine Hydratisierung von hydropho-
ben Gruppen erfolgt. "3 Diese druckinduzierte Hydratisierung erfolgt bei Mikrogelen
allerdings nur solange, bis es den kollabierten Zustand verlassen hat und vollstéindig
solvatisiert ist. Eine weitere druckinduzierte Anderung der Konformation sowie des
Schwellungsgrades wird durch die Quervernetzer im Mikrogel eingeschriankt. Dadurch
wird ein Plateauwert bei der Hydratisierung beobachtet, im Gegensatz zur druckindu-
zierten Entfaltung von Proteinen, bei der eine weitere Hydratisierung von Sekundér- so-
wie Tertidrstrukturen stattfindet. Dies fithrt zu Unterschieden bei thermodynamischen

Parametern, wie beispielsweise Anderungen des Volumens, der Entropie, der Kompres-
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sibilitdat, der thermischen Expansion sowie der Warmekapazitdt beim Entfaltungspro-
zess, was die unterschiedliche Form sowie den Verlauf des p, T-Phasendiagramms dieser
beiden Systeme erklirt. 1327134

Hohe hydrostatische Driicke verstarken die Wasserstoftbriickenbindungen, die zwischen
der Carbonylgruppe vom PNiPAm und Wasser gebildet wird, wodurch urspriinglich
iiber eine H-Briicke 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 iibergehen. Diese druckbe-
dingte Hydratisierung auf Kosten der Bindung zum Methanol ist wahrscheinlich auch

die Ursache fiir den Verlust des Cononsolvency-Effekts bei hohen Driicken, sofern H-

Briicken des Methanols als essentiell fiir diesen Effekt betrachtet werden.
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3.1.4 Ergebnisse lineare Polymere

Die linearen Polymerketten wurden mit Hilfe der FTIR-Spektroskopie temperatur- und
druckabhéngig untersucht. Dabei ist vor allem das Verhalten der Copolymere in ver-
schiedenen Wasser/Methanol-Mischungen interessant. Das erste Copolymer besteht aus
dquimolaren Anteilen von DEAm und NiPAM (im Folgenden als 1:1 Copolymer be-
zeichnet). Beim zweiten Copolymer betrdgt das molare Verhéltnis zwischen DEAm und
NiPAm 3:1 (im Folgenden als 3:1 Copolymer bezeichnet). Die FTIR-Spektroskopie lie-
fert wichtige Erkenntnisse {iber das Phasenverhalten der jeweiligen Polymermischungen

in einem groflen 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 fiir komplexere Studien bilden. % Im Vergleich zu den Mikrogelen findet
der Phaseniibergang bei den linearen Ketten nicht kontinuierlich statt, sondern ist sehr
scharf ausgepragt. Der Verlauf der Spektren verhélt 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 D,O in Abhéingigkeit der Temperatur dargestellt. Aus dem Verlauf ist
eine Verschiebung der Spektren zu grofleren Wellenzahlen erkennbar, die mit der Aus-

bildung einer Schulter bei ~ 1645 cm™

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 grole 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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Abbildung 3.59: Normierte FTIR-Spektren der Amid-I’-Bande des 1:1 Copolymers
in Dy0O zwischen 5 °C und 40 °C. Der Temperaturverlauf der Spektren wird durch die
Pfeile verdeutlicht. Die blaue und rote Kurve kennzeichnen das Spektrum bei 5 °C bzw.

40 °C.

turbereich zwischen 5 °C und 40 °C ist in Abbildung 3.60 dargestellt. Der Verlauf der
Subbandenanteile zeigt, dass mit zunehmender Temperatur der hydrophobe Anteil von
10.1 % auf 33.5 % ansteigt, was eine Erhohung der Bindungen zwischen dem Amid-
Proton des PNiPAm-Anteils mit einer Carbonylgruppe beschreibt. Dies fithrt zu einer
Prazipitation der Ketten, wobei Wasser das System verlasst und zu einer Erhéhung der
Entropie fithrt, die die treibende Kraft des temperaturinduzierten Phaseniibergangs ist.
Die Phaseniibergangstemperatur liegt bei diesem Copolymer bei ungefidhr 21 °C. Ober-
halb der LCST liegt der Anteil der starken H-Briicken, die von Wasser gebildet werden
und im hydrophilen Segment lokalisiert sind, bei circa 21 %. Die gemischte Bande an-
dert sich zwischen dem Anfangs- und Endzustand im Wesentlichen nicht. Bei einer
Temperatur von 30 °C, bei der das Copolymer ausgefallen vorliegt, wurde das System
in Abhéngigkeit des Drucks untersucht. Die Spektren sind in Abbildung 5.15 zu sehen
und zeigen eine druckinduzierte Verschiebung der Spektren zu kleineren Wellenzahlen,

die diametral zu den Temperaturspektren verlaufen.
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Abbildung 3.60: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des 1:1 Copolymers in D,O
in einem Temperaturintervall zwischen 5 °C und 40 °C (A hydrophober Bereich, l

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 D,O
bei 30 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 9.9 kbar (A hydrophober Bereich,
M 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™, die starke H-Briicken der Car-
bonylgruppe zum Wasser beschreibt. Die N-H-Wasserstoffbriicken werden hingegen ge-
brochen, das durch das hydrophobe Segment wiedergegeben wird. Dieser Anteil fallt
von 32.1 % auf 17.2 % ab. Auch bei den linearen Ketten wird eine CLAPEYRONsche
Steigung von 100 bar K™ beobachtet. Bei einem Druck von circa 1 kbar weist das
Copolymer einen hydrophilen Anteil von iiber 35 % auf, was ungefiahr dem Hydratisie-
rungszustand des Copolymers bei 20 °C und 1 bar entspricht.

Eine Zugabe von Methanol hat einen drastischen Einfluss auf die Phaseniibergangs-
temperatur des 1:1 Copolymers. Die LCST fillt hier auf ungefihr 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™ auf 16.1 % ansteigt. In der
Literatur wird auch eine mogliche Clusterbildung zwischen Methanol und Wasser in
Betracht gezogen, die als ,schlechtes Losungsmittel® fiir PNiPAm und dessen Copo-
lymere angesehen werden und deshalb zu einem starken Abfall der LCST fiihren. !
Dies erklart allerdings nicht die Tatsache, dass der Cononsolvency-Effekt bei reinem
PDEAm, das dhnlich zu PNiPAm aufgebaut ist, nicht beobachtet wird. Hier wird in al-
len Methanolmischungen keine reduzierte Phaseniibergangstemperatur beobachtet. Die
Ursache muss demnach in der Wechselwirkung des Amid-Protons mit der Carbonyl-
gruppe liegen, die durch die Zugabe von Methanol zu Wasser begiinstigt wird. Die
hydrophobe Bande steigt hier von 16.1 % auf 25.9 % an, wihrend die hydrophile Ban-
de demgegeniiber von 42.4 % auf 28.7 % abfillt. Die druckabhéngigen FTIR-Messungen
wurden bei Temperaturen von 15 °C sowie 30 °C durchgefiihrt; 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 fiir 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 (A hydro-
phober Bereich, B gemischt hydrophiler /hydrophober Bereich, @ hydrophiler Bereich).
Die gestrichelten Linien zeigen die Temperaturen der korrespondierenden Druck-FTIR-
Messungen an.

le Segment von ungefihr 40 % erreicht, wihrend bei niedrigeren Temperaturen eine
spontane Antwort der stimuli-sensitiven Polymere auf Druck erfolgt. Der hydrophobe
Anteil betragt hier immerhin noch 15.3 %, was zeigt, dass selbst unter hohem Druck
eine erhebliche Anzahl an Wasserstoffbriickenbindungen des Amidprotons zu den Car-
bonylgruppen erhalten bleiben. Dies zeigt wiederum den stiarkeren Einfluss des Tempe-
ratureffektes, den Druck nicht vollstdndig 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 (A
hydrophober Bereich, B 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% CD30OD bei 30 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 9.7 kbar (A
hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @ hydrophiler
Bereich).
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Abbildung 3.65: Normierte Spektren der Amid-I’-Bande des 3:1 Copolymers in D,O
in einem Temperaturintervall zwischen 5 °C und 40 °C. Der Temperaturverlauf der

Spektren wird durch die Pfeile verdeutlicht. Die blaue und rote Kurve kennzeichnen
das Spektrum bei 5 °C bzw. 40 °C.

3:1 Copolymer

Das 3:1 Copolymer besteht nur zu einem Viertel aus dem Homopolymer PNiPAm, so-
dass der Einfluss und die Eigenschaften der PDEAm-Einheiten bei den temperatur-
sowie druckabhéngigen FTIR-Messungen iiberwiegen. In Abbildung 3.66 sind die rela-
tiven Anteile der Subbanden des 3:1 Copolymers in D50 in einem Temperaturbereich
zwischen 5 °C und 40 °C dargestellt. Hier wird eine temperaturabhéingige Verschie-
bung der Spektren zu grofleren Wellenzahlen beobachtet, die auf eine hydrophobere
Umgebung der Carbonylschwingung hindeutet. Gleichzeitig wird die Ausbildung einer
Schulter bei ~ 1570 cm™ registriert, die den Einfluss des PDEAm-Anteils im Copoly-
mer beim Ubergang in den kollabierten Zustand demonstriert (vgl. Abbildung 3.25).
Auch beim 3:1 Copolymer erfolgte die Quantifizierung der jeweiligen Subbanden auf
Basis der Bildung der 2. Ableitung sowie der F'SD der normierten Spektren. Die Amid-
I’-Bande wurde in drei Segmente gegliedert, deren temperaturabhéngiger Verlauf in
Abbildung 3.66 dargestellt ist. Bei einer Temperatur von 5 °C ist das System voll-

standig hydratisiert, wie an dem hohen Anteil der starken H-Briicken des Wassers mit



Ergebnisse und Diskussion 93

60 T T T T T T T T

Anteil / %

T/°C

Abbildung 3.66: Subbandenanteile der Amid-I'-Bande des 3:1 Copolymers in D,O
in einem Temperaturintervall zwischen 5 °C und 40 °C (A hydrophober Bereich, B
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™ ist hier nicht dargestellt.
Dieser féllt analog zu reinem PDEAm von 7.5 % auf 4.6 % bis zum Phaseniibergang
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-Briicken zu einer Carbonylgruppe, die von wenigen Wassermolekiilen
im kollabierten Zustand ausgebildet werden. Der Phaseniibergang 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 Ubergangstemperatur
von PNiPAm entspricht, bei der es zur Ausbildung der intramolekularen H-Briicken

kommt.

Der Einfluss von hohen hydrostatischen Driicken wurde bei 20 °C und 30 °C untersucht
(Abbildungen 3.67 - 3.68). Unterhalb der LCST fiithrt Druck zu einem Aufquellen der
Ketten. Der Wert fiir das hydrophile Segment steigt auf ungefahr 55 % bei 1.7 kbar
an und liegt damit hoher als bei der Temperaturmessung bei Atmosphéarendruck. Bei

30 °C befindet sich das System nur leicht oberhalb des Phaseniibergangs.
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Abbildung 3.67: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des 3:1 Copolymers in DO
bei 20 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (A hydrophober Bereich,
B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @ hydrophiler Bereich).
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Abbildung 3.68: Subbandenanteile der Amid-I’-Bande des 3:1 Copolymers in D,O
bei 30 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 10 kbar (A hydrophober Bereich,
B gemischt hydrophiler /hydrophober Bereich, @ hydrophiler Bereich).
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Eine Druckapplikation fiihrt 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 geschwécht werden, sinkt der Anteil der intramoleku-
laren H-Briicken auf unter 5 % ab. Auch bei diesem Copolymer wurde der Einfluss des
Losungsmittel auf das Phasenverhalten in Abhéngigkeit des Drucks sowie der Tem-
peratur untersucht. Die jeweiligen FTIR-Spektren sind im Anhang in den Abbildun-
gen 5.16 - 5.17 aufgefiihrt. Die Messungen wurden in 10 mol% bzw. 20 mol% Methanol
durchgefiihrt. Die Phaseniibergangstemperatur 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 fiir die-
ses Verhalten liegt am Anteil des eingebauten PNiPAm-Polymers, der auf Grund des
Cononsolvency-Effektes die Phaseniibergangstemperatur 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% CD30D in einem Temperaturintervall zwischen 5 °C und 40 °C (A hydro-
phober Bereich, B 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 (A
hydrophober Bereich, B 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 (A
hydrophober Bereich, B 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 (A

hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @ hydrophiler
Bereich).

Die Verlaufe der jeweiligen Subbandenanteile in Abhéngigkeit 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-Briicken des Methanols, die unter hohen hydrostatischen Driicken in
Anwesenheit von Wasser nicht préaferiert werden. Wie aus Abbildung 3.72 hervorgeht,
kann auch hier Druck nicht den temperaturbedingten Kollaps vollstandig kompensie-
ren, sofern die Druckanwendung bei Temperaturen durchgefiihrt 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 Loésungsmittelzusammensetzungen 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 abhéngig ist. Eine
Applikation von hohen hydrostatischen Driicken wirkt diesem Temperatureffekt mit
einer CLAPEYRONschen Steigung dp/dT von 100 bar K entgegen. Die druckindu-
zierte Solvatisierung des (kollabierten) Mikrogels ist allerdings auf Driicke bis circa
1.5 - 2 kbar beschrankt. Oberhalb dieses Bereiches ist der Hydratisierungsgrad unab-
héngig vom Druck, da Kompressionseffekte, der Einfluss der Temperatur und der Grad

der Vernetzung des Polymers diesem entgegenwirken.
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Abbildung 3.73: Schematisches p, T-Phasendiagramm des PNiPAm-Mikrogels.

Mit steigendem Methanolgehalt wird eine Verschiebung der Phasengrenzlinie mit unge-
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fahr gleicher Steigung erhalten. Die Volumenphaseniibergangstemperatur in Abhéngig-
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 hoheren Konzentration wird Methanol in das System
gedriickt, da der Anteil des Wassers signifikant abnimmt. Bei hohen Methanolgehal-
ten wird dann bis zum Siedepunkt des Losungsmittels nur eine Phase des Mikrogels

beobachtet.
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Abbildung 3.74: Schematisches T,c-Phasendiagramm des PNiPAm-Mikrogels.

Die iibrigen Mikrogele sowie linearen Ketten zeigen ein dhnliches Verhalten bei Druck-
applikation. Bei PDEAm ist jedoch auf Grund des Fehlens des Cononsolvency-Effektes
keine Abhéngigkeit der VPTT bzw. LCST von der Methanolkonzentration zu beob-
achten. Daher variiert der Phaseniibergang bei den Copolymeren in Abhéngigkeit 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 Grole des PNiPAm-Mikrogels hergestellt.

Ein druckinduziertes Quellen des Mikrogels geht mit einer Gréflenzunahme sowie einer
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Erh6hung der Hydratisierung einher. Um eine Umkehrung des Phasenverhaltens un-
ter Druck zu erzielen, darf der Vorgang der Druckanwendung nicht bei Temperaturen
durchgefiihrt werden, die sich weit oberhalb der VPTT bzw. LCST befinden, da Druck
in diesem Bereich den Temperatureffekt nicht vollstdndig umkehren kann. Druck fiihrt
zudem bei methanolabhingigen Messungen zu einer Authebung des Cononsolvency-
Effektes, da Methanol aus dem Polymersystem gedriickt wird und stattdessen die Aus-
bildung starker H-Briicken des Wassers zur Carbonylgruppe bevorzugt wird.
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3.2 Hochkonzentrierte Proteinlosungen

In diesem Projekt werden die Wechselwirkungen zwischen Proteinen in hochkonzen-
trierten Losungen unter hohen hydrostatischen Driicken mit Hilfe von Réntgen-Klein-
winkelstreuung am Beispiel des Modellproteins Lysozym untersucht. Die Ergebnisse
tragen dazu bei, das Crowding-Verhalten von Proteinen hinsichtlich ihrer Struktur und
Stabilitdt in dichtgepackten Systemen bei hohen Driicken besser zu verstehen, wie sie

beispielsweise in Zellen von Tiefsecorganismen vorkommen.’

3.2.1 Einleitung

In den letzten Jahren stieg das Interesse an der Erforschung von Proteinen in hochkon-
zentrierten Losungen stark an. Das Verhalten stellt nicht nur eine Herausforderung in
der Fliissigkeitstheorie der weichen kondensierten Materie dar, sondern ist auch Vor-
aussetzung fiir eine Reihe von biologischen und biotechnologischen Anwendungen. Aus
biologischer Sicht sind diese Untersuchungen notwendig, da sie das Ziel verfolgen, die
Situation in lebenden Zellen moglichst exakt nachzustellen. Daher wurden eine Rei-
he von Experimenten unter sogenannten Crowding- oder Confinement-Bedingungen
durchgefiihrt, welche die intrazellulire Umgebung widerspiegeln sollen. '3¢l Allgemein
versteht man unter dem Begriff Crowding (engl.: crowding - zusammendréingend) den
Volumenausschluss von Biomolekiilen in Anwesenheit einer groflen Anzahl von ande-
ren Makromolekiilen (Crowder-Molekiile). 37138l 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 eingeschriankte konformationelle Ausdehnung der Biomolekiile in einem
dichtgepackten System. Crowding und Confinement dndern daher die konformationel-
le Stabilitit sowie die biologische Aktivitdt von Proteinen. 7143 Die Kenntnis von
Protein-Protein-Wechselwirkungen in kondensierten fliissigen Phasen ist entscheidend
fiir das Verstédndnis der strukturellen sowie funktionellen Stabilitédt von Proteinen und
gibt einen molekularen Einblick in Prozesse wie Proteinkristallisation, -aggregation so-

wie -fibrillation. 1341447149 [ etztere spielt bei Krankheiten eine entscheidende Rolle, wie

§Die in diesem Kapitel vorgestellte Studie wird in der Referenz ['3%] publiziert (Stand 24. April 2014).
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beispielsweise der Bildung von Polymerfasern der Hamoglobinmolekiile bei der Sichel-
zellenanémie, der Aggregation von y-Kristallin beim grauen Star oder der Entstehung
von Amyloid-Fibrillen, wie sie bei Alzheimer, Parkinson, Creutzfeld-Jakob oder Typ-2-
Diabetes mellitus auftreten. 0151 Um diese Krankheiten zu bekampfen, miissen daher

Strategien entwickelt werden, die die Keimbildung von Proteinaggregaten verhindern.
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Abbildung 3.75: Temperatur-Konzentrations-Phasendiagramm von Lysozym. 192153

Die roten Punkte kennzeichnen die experimentellen Messpunkte in dieser Studie.

Die strukturellen Figenschaften von hochkonzentrierten Proteinlosungen sowie das
Phasendiagramm eines Proteins sind von zahlreichen Parametern wie Temperatur,
Druck, pH-Wert, Tonenstiarke oder Osmolytenkonzentration abhéngig. Das intermole-
kulare Wechselwirkungspotenzial als Funktion dieser Parameter ist bisher kaum er-
forscht. 193165 Insbesondere die Abhingigkeit 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 fliissig-kristallinen Koexistenzphase in dieser
Studie. Unter den gewéhlten Bedingungen ermdoglicht die langsame Kristallisationski-

netik des Proteins eine Untersuchung der Protein-Protein-Wechselwirkungen in einer
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hoch kondensierten fliissigen Phase. Eine Uberséttigung der Losung ist notwendig, um
die hohe Aktivierungsenergie der Kristallbildung des Lysozyms zu iiberwinden. Ab-
héngig von der Anfangskonzentration kann die Dauer fiir das Erreichen des thermo-
dynamischen Gleichgewichts in Abwesenheit von Kristallkeimen bis zu einem Monat
betragen. 160 Die Entstehung von BRAGG-Reflexen deutet dabei den Beginn der
Kristallisation an. Um die Struktur und das Wechselwirkungspotenzial der hochkon-
zentrierten Proteinlosungen zu bestimmen, wurden SAXS-Experimente bis zu einem
Druck von 3 kbar durchgefiihrt. Die Ergebnisse tragen zu einem besseren Versténdnis
des Druckeffektes auf das Phasenverhalten von kondensierten Proteinlésungen sowie
von Self-Crowding-Bedingungen bei, wie sie in dichtgepackten, biologischen Zellen zu
finden sind. Zudem wird das Hydratisierungsverhalten von Biomolekiilen unter extre-
men Bedingungen aufgezeigt, wie es beispielsweise in der Tiefsee vorherrscht, wo Driicke

im kbar-Bereich erreicht werden kénnen. '31]

Lysozym

Als Modellprotein fiir die Untersuchung von hochkonzentrierten Proteinlésungen wur-
de Hiithnereiweif-Lysozym verwendet (Abbildung 3.76). Es besitzt eine molare Masse
von 14.3 kDa und ist aus 129 Aminosduren aufgebaut. Darunter fallen 9 saure (7 Asp,
2 Glu) und 18 basische Aminosduren (11 Arg, 1 His, 6 Lys) sowie 6 Tryptophan-
Einheiten (Trp). Zur Sekundérstruktur zdhlen vier a-Helices, zwei 3;o-Helices sowie
zwei antiparallele S-Faltbléatter. Lysozym hat die Form eines Ellipsoids mit einer Gro-
e von 3 x 3 x 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 Proteinoberfliche verteilt sind. Die hohe Stabilitdt mit einer
Entfaltungstemperatur von circa 70 °C und einem Entfaltungsdruck von circa 7 kbar
verdankt Lysozym hauptséchlich seinen vier intramolekularen Disulfid-Briicken. Die
freie Standard-Entfaltungs-GiBBSenergie liegt bei circa 60 kJ mol™*. Die Funktion des
Lysozyms liegt in der enzymatischen Hydrolyse der 1,4-glykosidischen Bindung zwi-
schen N-Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsdure. Dadurch ist es in der Lage,
Zellwande von Bakterien zu zerstoren und fungiert somit in vielen Organismen als na-

tiirliches Antibiotikum.
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Abbildung 3.76: Hiihnereiweif}-Lysozym mit korrespondierender Elektronendichte-
verteilung geméf 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 fiir die Untersuchungen in diesem Projekt ein

ideales Modellprotein dar. 167169

DLVO-Potenzial

Bei der Messung von hochkonzentrierten Proteinlosungen mit Hilfe von Réntgen-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(¢) und dem Wechselwirkungspo-
tenzial V(1) basiert auf der Losung der ORNSTEIN-ZERNIKE-Gleichung, in welcher die
direkte Korrelationsfunktion ¢(¢) mit dem Strukturfaktor im reziproken Raum durch

folgende Beziehung gegeben ist: 17

$(0) = 1o (32)

n gibt die Teilchenzahldichte wieder. Abhéngig von der Art und Stédrke der Wech-
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selwirkung sowie der Teilchenzahldichte des Systems wurden verschiedene Annahmen
getroffen (engl.: closure relations), die diese Korrelation 1osen sollen.'™172 Bei der
random phase approzimation (RPA) besteht zwischen dem Strukturfaktor Sgpa und
der FOURIER-transformierten des Wechselwirkungspotenzials V (q) folgender Zusam-

menhang: [151:156,173]

-1

S(q) = So(q) |1+ ,%iTso (@) V (q) (3.3)

n gibt die Teilchenzahldichte wieder und S¢(¢) den Strukturfaktor des Referenzsystems,
der gemifl dem Harte-Kugel-Modell (engl.: empty core model) wie folgt ausgedriickt

werden kann: 174

(77 (3 - 772) B 2) . jl (QO') (34)

112
LD qo

So (q)

n ist der Volumenanteil und o der Durchmesser der Teilchen. j;(go) ist die sphérische

BesstELfunktion erster Ordnung.

Die RPA wird fiir mittelstark geladene Teilchen verwendet, die sich nur schwach ge-
genseitig beeinflussen. Bei stirkeren Wechselwirkungen mit einer moderaten Teilchen-
zahldichte kann die mean spherical approzimation (MSA) verwendet werden, die fiir

viele Wechselwirkungspotenziale eine analytische Losung besitzt: 0172

cmsa (1) = _ICBLTV (r) (3.5)

Allgemein kann die Wechselwirkung zwischen Proteinen in Abwesenheit von Salzen
oder bei sehr geringen Ionenstérken unter der Annahme, dass die Proteine eine harte,
sphérische Form annehmen, erfolgreich mit Hilfe des DLVO-Potenzials (DERJAGUIN-
LANDAU-VERWEY-OVERBEEK) beschrieben werden. [150:151,155-157,159,160,164,175-180] Dyje.
ses Modell beschreibt das Paarpotenzial V() als Summe eines Harte-Kugel-Potenzials
Vuk(r), eines repulsiven CoOULOMB-Potenzials V(r) sowie eines attraktiven YUKA-

wA-Potenzials Vv (r):

Vi(r)=Vak (r)+ Vo (r) + Vy (r) (3.6)



106 Ergebnisse und Diskussion

Der Term des Harte-Kugel-Potenzials Vg (r) beriicksichtigt, dass sich die Proteine

nicht durchdringen koénnen:

oo r<o
Vik (1) = (3.7)
0 r>o

o bezeichnet hier den Durchmesser des Proteins.

Der repulsive CouLoOMB-Term wird wie folgt beschrieben:

0 r S o
VC (T) == Z252 efn('rfa) (38)
4reper (140.5k0)2 ' o r>o

Z beschreibt die effektive Ladung des Proteins, e die Elementarladung, ¢, die Dielek-
trizitdtskonstante des Vakuums, €, die Dielektrizitatskonstante der Losung und « die
reziproke DEBYE-HUCKEL-Lénge.

Das YUKAWA-Potenzial beschreibt den attraktiven Teil des Gesamtpotenzials, wobei J

die Stirke des anziehenden Teils und d die Breite des Potenzials wiedergibt:

Vy (r) = - N (3.9)
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3.2.2 Materialien und Methoden

Als Protein wurde Hiithnereiweif-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 Porengréfie von 2 kDa aufwies,
sodass nur die Diffusion von Wasser moglich war. Die Dialysekassetten wurden nach der
Hydratisierung in Wasser mit einer Stammlosung von Lysozym mit der Konzentration
¢ = 80 mg mL? in 50 mM Bis-Tris-Puffer (Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutschland)
bei pH 7 befiillt und in einem Becherglas mit PEG-Losung (Polyethylenglycol, M =
35 kDa, Sigma Aldrich, Schnelldorf, Deutschland) definierte Zeiten geriihrt (Abbildung
3.77). Die relativ hohe Konzentration des Puffers ist notwendig, da sich sonst bei sehr
hohen Proteinkonzentrationen der pH-Wert der Losung rapide verringern wiirde. Zu-
dem hat Bis-Tris die Eigenschaft, den pH-Wert unter Druck stabil zu halten. 181,152
Die PEG-Lo6sung mit einer Konzentration von 20 % w/w wurde ebenfalls in 50 mM
Bis-Tris-Puffer gelost und auf einen pH-Wert von 7 eingestellt, sodass der osmotische

Druck nur durch die Konzentration der PEG-Losung hervorgerufen wurde.

Abbildung 3.77: Dialyseprozess in einer Dialysekassette zur Aufkonzentrierung der
Lysozymlésungen.

Durch die unterschiedliche Dauer des Osmoseprozesses konnten gezielt, auf eine scho-

nende und gleichméflige Weise, hohe Konzentrationen der Lysozymlosungen herge-

[183]

stellt werden. Die erzielte Konzentration in Abhéingigkeit der Dialysezeit ist in

Abbildung 3.78 dargestellt. Die Konzentration der jeweiligen Lysozymlosungen wurde
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mit Hilfe der UV-Vis-Spektroskopie bestimmt. Der Extinktionskoeffizient von Lysozym

€Lysozym bei einer Wellenlinge A von 280 nm betriigt 2.65 mL mg! cmt. (184

Die Rontgen-Kleinwinkelstreuexperimente wurden am Diamond an der Beamline 122
durchgefiihrt. Als Hochdruckzelle wurde die Zelle von Brooks verwendet (siche Kapitel
2.2.2). Alle Messungen wurden in einem Druckbereich zwischen 1 bar und 3 kbar bei
einer Temperatur von 20 °C durchgefiihrt. Die Messzeit betrug 15 s. Nach jeder Druck-
applikation wurde 15 min gewartet, um den Gleichgewichtszustand des Systems zu

gewihrleisten. Die Prozessierung der Daten erfolgte mit Hilfe der Software , Fit2D*. (6%

Die Funktionsanpassung der Daten zur Berechnung des Wechselwirkungspotenzials
wurde mit einer auf MATLAB-basierenden Routine durchgefiihrt, die auf der DLVO-
Theorie mittels mean spherical approziamtion (MSA) basierte. '™ Der effektive (Harte-
Kugel-) Durchmesser o wurde auf 2.99 nm gesetzt und die Proteinladung Z bei pH 7

betrug 8.1

Es wurde eine Breite des attraktiven Wechselwirkungspotenzials Vv (r)
mit d = 3 nm verwendet. '3 Zudem wurde die Druck- sowie Temperaturabhingigkeit

der Dielektrizitéitskonstante der Losung beriicksichtigt. [186)
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Abbildung 3.78: Konzentration ¢ der Lysozymlosung in Abhéngigkeit 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 Rontgen-Kleinwinkelstreuexperimente von Lysozym unter hohen hydrostatischen
Driicken wurden bei einer Temperatur von 20 °C iiber einen weiten Konzentrationsbe-
reich bis zu einer Konzentration von circa 370 mg mL™!, die damit ungefihr doppelt
so hoch ist, wie bei bisherigen Hochdruck-SAXS-Messungen unter diesen Bedingungen,

durchgefiihrt. 169
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Abbildung 3.79: Gyrationsradien Rg von Lysozym bei einer Konzentration von
8.57 mg mL™ in einem Druckbereich zwischen 1 bar und 3000 bar bei 20 °C.

Zur Charakterisierung der Gréfle und Struktur von Lysozym wurden zunédchst Mes-
sungen mit verdiinnten Losungen (8.57 mg mL™) unter hohen hydrostatischen Driicken
durchgefiihrt, 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 GroBle und Form des Pro-
teins wurden mit Hilfe der Paarabstandverteilungsfunktion p(r) sowie der GUINIER-
Auftragung bestimmt (Abbildung 3.79).5%1% Da Lysozym die Form eines Ellipsoids
annimmt, wird der intrapartikuldre Strukturfaktor P(q) des Proteins wie folgt beschrie-

ben: [51,187]
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dz (3.10)

P(q) =

2
jrlEEE )
1
2 (q\/a2 + 22 (b — a2)>

a und b beschreiben die Halbachsen des Ellipsoids; ji(z) ist die sphérische BES-

sELfunktion erster Ordnung.

Fiir den Gyrationsradius Rg ergibt sich somit:

2% + b2
R = \/% (3.11)

Wie aus Abbildung 3.79 hervorgeht, betrigt der Gyrationsradius Rg bei einem
Druck von 1 bar 1.48 nm und steht damit in guter Ubereinstimmung mit Werten
aus der Literatur.™1%8 Bis zu einem Druck von 3 kbar werden keine signifikan-
ten Anderungen des Gyrationsradius beobachtet, sodass davon ausgegangen werden
kann, dass das Lysozymmonomer nicht entfaltet ist, was ebenso konform mit friihe-
ren Hochdruck-FTIR-Messungen ist.['%%189 Die im Folgenden untersuchten Protein-
Protein-Wechselwirkungen bei hohen Konzentrationen treten daher nur zwischen nati-

ven, nicht entfalteten Lysozym-Moleliilen 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 gyo.r, der auf den repulsiven Protein-Protein-Wechselwirkungen
der positiv geladenen Lysozymmolekiile (Z = 8) basiert und im Bereich zwischen
0.48 nm™ und 0.8 nm™ liegt. Mit steigender Proteinkonzentration verschiebt sich der
Korrelationspeak linear zu hoheren ¢-Werten, was mit kleineren Abstdnden zwischen
den Teilchen in Zusammenhang gebracht werden kann (Abbildung 3.80, rechts). Wird
eine ¢'/3-abhingige Verschiebung von gyo: angenommen, die eine Naherung fiir stark
repulsive Systeme darstellt, so kann der interpartikuldre Abstand der Proteinmole-
kiile zu 27/ querr grob abgeschiitzt werden. 71531 Unter Beriicksichtigung dieses Zu-

L einer

sammenhangs entspricht eine Verschiebung von ¢y von 0.48 nm™ zu 0.8 nm-
Verringerung der Distanz von 13.1 nm auf 7.85 nm. Bei Proteinkonzentrationen iiber
~ 150 mg mL"! ist keine signifikante Erhéhung von qye, zu erkennen; qyo,, sinkt statt-

dessen sogar leicht. Dieses Verhalten deutet auf eine Verinderung in den intermole-
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kularen Wechselbeziehungen hin, wie beispielsweise dem Einsetzen der Bildung von
(dynamischen) Lysozymclustern. Bei der hchsten Konzentration (366 mg mL™") wird
eine partielle Kristallisation des Proteins sichtbar, deren BRAGG-Reflexe den Korre-
lationspeak iiberlagern, was typisch fiir die Bildung des fliissig-kristallinen Phasenko-

existenzgebietes in einer stark iiberséttigten Losung ist.

2.0 ——m———————1————1—— 1 —

366 mg mL"
—— 301 mgmL"
—— 234 mgmL"
126 mg mL”
—— 112mgmL" 0.8 | ° ¢ .
15 —— 87mgmL" - °

1 PR | IR I ST E—— |

0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 "0 50 100 150 200 250 300 350 400
g/nm’ c/mg mL”

Abbildung 3.80: Rontgen-Kleinwinkelstreukurven von Lysozymlosungen unterschied-
licher Konzentration bei 20 °C und einem Druck von 1 bar (links); Korrelationspeaks
qrorr N Abhéngigkeit der Lysozymkonzentration bei 20 °C und einem Druck von 1 bar
(rechts).

Typische druckabhingige SAXS-Kurven fiir eine Lysozymlosung der Konzentration
112 mg mL? bei 20 °C sind in Abbildung 3.81 (links) illustriert. Mit steigendem Druck
wird, nach anfénglicher Zunahme, eine druckinduzierte Verschiebung des Korrelati-
onspeaks zu kleineren Werten beobachtet. Die druckabhéngige Verschiebung von ¢y,

bei verschiedenen Konzentrationen ist in Abbildung 3.81 (rechts) dargestellt. Bis zu
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Abbildung 3.81: Rontgen-Kleinwinkelstreukurven einer Lysozymlésung der Konzen-
tration 112 mg mL™" bei 20 °C und unterschiedlichen Driicken. Zur besseren Ubersicht
sind die Streukurven vertikal verschoben (links); Korrelationspeaks qyo, in Abhéngig-
keit des Drucks bei 20 °C und verschiedenen Lysozymkonzentrationen (rechts).

einem Druck von 1 kbar ist ein relativ flacher Verlauf des Korrelationspeaks fiir Kon-
zentrationen bis circa 300 mg mL™" zu sehen. Ein starker Abfall von ¢y, bei hohen
Driicken wird nur fiir Konzentrationen unterhalb von 100 mg mL™. Allgemein wird bei
Druckapplikation durch die Kompression des Systems eine geringe Zunahme von ¢y,
erwartet. Der flache, druckabhéngige Verlauf des Peakmaximums mit anschlieBendem
Abfall bei sehr hohen Driicken kann auf Anderungen in den, durch das Losungsmittel
Wasser bedingten, intermolekularen Wechselwirkungen und auf die Bildung von (dy-
namischen) Clustern zuriickgefiihrt werden.®®1%% Einen tiefer gehenden Einblick in die
druckabhingigen, strukturellen Anderungen gewéhrt das attraktive Potenzial J, wie es
mit Hilfe der DLVO-Theorie ndherungsweise berechnet werden konnte.

In Abbildung 3.82 (links) ist das attraktive Potenzial J in Abhingigkeit des Drucks
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bei verschiedenen Lysozymkonzentrationen und einer Temperatur von 20 °C dargestellt.
Mit steigender Proteinkonzentration sinkt der Wert fiir J auf Grund starker repulsiver
Wechselwirkungen, da Lysozym, wie bereits erwidhnt, unter diesen Bedingungen eine
positive Nettoladung von 48 besitzt. Druckapplikation fiihrt zunéchst zu einer Erho-
hung der Repulsion, wie es aus der Abnahme des attraktiven Potenzials J zu sehen ist,
da mit gréflerem Druck die Dichte der Losung erhcht und der intermolekulare Abstand
verringert wird. Bei hoheren Driicken, zwischen 1500 bar und 2000 bar, steigt die At-
traktivitdt des Potenzial erneut an. Aus fritheren Studien mit geringer konzentrierten
Losungen wurde dieses nicht-lineare Verhalten mit einem Minimum von J auf den Kol-
laps der zweiten Hydratationshiille des Wassers und dem Eindringen von nicht iiber
H-Briicken gebundenen Wassermolekiilen in die erste Hydrathiille zuriickgefiihrt. [°)
Die Potenzialdnderungen in diesem Druckbereich sind demnach der Umorientierung

und Neuordnung der Wasserstruktur geschuldet. 9%

Interessanterweise wird das Minimum der J-Werte mit steigender Proteinkonzen-
tration breiter und verschwindet bei Konzentrationen iiber 200 mg mL™". Bei diesen
hohen Proteinkonzentrationen bleibt J bei Driicken oberhalb von circa 1500 bar nahe-
zu druckinsensitiv, was darauf hindeutet, dass die druckinduzierte Anderung in der
Wasserstruktur bei diesen hoch kondensierten Proteinlosungen weniger effektiv ist.
Es ist dabei zu beachten, dass fiir Konzentrationen oberhalb von 200 mg mL™' die
Funktionsanpassung der Streukurven nicht sehr genau ist und die Ergebnisse daher
mit Vorsicht zu betrachten sind (vgl. Abbildung 3.82, rechts). Tatséchlich erweist sich
das DLVO-Potenzial zur Charakterisierung von Protein-Protein-Wechselwirkungen bei
sehr hohen Konzentrationen als weniger geeignet, da zusétzliche Wechselwirkungsterme
(Hydratationsrepulsion, Wechselwirkungen von hydrophoben Fragmenten, Polarisati-
onsterme etc.) sowie die einsetzende Clusterbildung von Proteinmolekiilen moglicher-
weise eine entscheidende Rolle spielen. % 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 Ubergang von einem Monomer zu einem Cluster-dominierten Lo-

sungsbild gezeigt. 195197 Interessanterweise liegt der Konzentrationsbereich oberhalb
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Abbildung 3.82: Tiefe des attraktiven Potenzials J in Abhéngigkeit des Drucks bei
verschiedenen Lysozymkonzentrationen und einer Temperatur von 20 °C. Die durchge-
zogenen (gestrichelten) Linien dienen der optischen Fiihrung (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!, bei dem ein Maximum von gy (c) und das Verschwinden des Mini-
mums bei J(p) auftreten, nahe an der kritischen Konzentration (¢ ~ 230 mg mL™)
des fliissig-fliissig Koexistenzgebietes bei 5 °C, bei der eine Phasenseparation in eine
kondensierte und geloste Proteinlosung eintritt. Unter diesem Aspekt erscheint die An-
nahme der Bildung dynamischer Cluster in diesem Konzentrationsbereich bei 20 °C als

sinnvoll.

Eine Erhohung der Lysozymkonzentration auf 366 mg mL™! fithrt innerhalb der Zeit-
spanne des Experiments (circa 3 h) zu einer Nukleation sowie teilweiser Kristallbil-
dung der iibersittigten Losung. 1°5198201 Der g-Bereich, in dem bei dieser Messung

BRrAGG-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™! bei drei verschiedenen Driicken.

Reflexe folgt eine primitive tetragonale Einheitszelle (Raumgruppe P432,2) mit den
Abmessungen ¢ = b = 7.9 nm und ¢ = 3.8 nm, die mit Literaturdaten in Uberein-
stimmung stehen. 2°22%] Die Anwendung von hohen hydrostatischen Driicken fiihrt zu
einer anisotropen Komprimierung entlang der Achsen der Einheitszelle, das heifit, zu
einer Verkiirzung der a-Seite, wihrend die c-Seite nahezu unveréndert bleibt. 193 Die-
ses Verhalten wurde auch schon bei Druckuntersuchungen an reinen Lysozymkristallen
beobachtet. 2% Die Intensitit 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 Driicken auf die Struktur und das Protein-
Protein-Wechselwirkungspotenzial von hochkonzentrierten Lysozymlésungen, die bis zu

der doppelten kritischen Konzentration der fliissig-fliilssigen Koexistenzphase betragt,
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wurde mit Hilfe der Rontgen-Kleinwinkelstreuung in Kombination mit dem DLVO-
Ansatz aus der Fliissigkeitstheorie untersucht, wobei die héchsten Konzentrationen
mit Hilfe des Dialyseprozesses durch Anwendung von osmotischem Druck erreicht wur-
den. Unter den gewahlten Bedingungen waren die hochkonzentrierten Proteinlosun-
gen fiir Tage stabil gegen Kristallisationsprozesse. Nur bei einer Konzentration von
366 mg mL™! erfolgte eine partielle Kristallisation der metastabilen Losung innerhalb

des Zeitrahmens des Experiments.

Im Konzentrationsbereich unter 200 mg mL™ besteht beim Wechselwirkungspoten-
zial der dichtgepackten Lysozymlosungen durch Applikation hoher Driicke ein nicht-
linearer Zusammenhang, der durch die strukturellen Anderungen des Losungsmittels
hervorgerufen wird und bei Driicken zwischen 1.5 kbar und 2 kbar einsetzt. !9 Bei
diesen Bedingungen steigt die Koordinationszahl des Wassers signifikant an und fiihrt
zu einem Kollaps der zweiten Hydrathiille, was sich in einem verdnderten Wechselwir-

kungspotenzial bemerkbar macht.

Oberhalb von 200 mg mL" wird fiir J(p) kein Minimum mehr beobachtet und das
Wechselwirkungspotenzial erweist sich in dieser Konzentrationsregion als nur wenig
sensitiv gegeniiber Druck, da sich die l6sungsmittelbedingten Effekte auf die Protein-
Protein-Wechselwirkungen veréndert haben. Ausgehend von einer homogenen Vertei-
lung der Proteinmolekiile betragen die intermolekularen Absténde zwischen den Teil-
chen nur noch 5 nm bei 200 mg mL™?! bzw. 4 nm bei 366 mg mL™!. Dies entspricht
einer Hydrathiille, die nur noch aus vier bzw. einem Wassermolekiil aufgebaut ist. Bei
derart diinnen Wasserschichten werden die strukturellen Eigenschaften des Lésungsmit-
tels hauptséchlich durch Oberflicheneffekte (u.a. Elektrostriktion durch Hydratation
der Oberflichenladungen) der Proteinmolekiile verursacht, wihrend der Einfluss eines
im Uberschuss vorhandenen Losungsmittels 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 erhohten SAXS-Intensitét 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 ¢y, abgeleitet werden kann, was durch weitere
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(druckabhéngige) NSE-Messungen gestiitzt werden konnte.

Die Ergebnisse verdeutlichen zudem, dass Druck die Nukleation, Aggregation und
schlieflich die Kristallisation des Proteins in iiberséttigten, kondensierten Systemen
unterdriickt. Diese Beobachtungen sind daher von grofler Bedeutung fiir das Verstéind-
nis der hohen Stabilitdt von hochkonzentrierten Proteinldsungen, wie sie intrazellulér
bei Organismen in der Tiefsee vorherrschen, die hohen hydrostatischen Driicken bis
in den kbar-Bereich ausgesetzt sind.[*% In dichtgepackten Zellen, bei denen eine hohe
Proteinkonzentration (bis zu 300 mg mL™) 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 ausgewéhlter Lipidmischungen mittels Rontgen-Kleinwinkelstreuung studiert. Die
untersuchten Lipidsysteme wurden freundlicherweise vom Arbeitskreis von Herrn Prof.
Dr. Dr. Kalbitzer (Lehrstuhl fiir Biophysik, Universitiat Regensburg) zur Verfiigung
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 fiir die Untersuchung von Biomembra-
nen sowie membranassoziierten Biomolekiilen etabliert (Abbildung 3.84). Abhéngig
vom Mischungsverhéltnis der einzelnen Komponenten, der Gesamtkonzentration der
Lipide sowie der Temperatur zeigen diese bindren Phospholipidmischungen eine Viel-
zahl an verschiedenen Morphologien. 299210 Bei tiefen Temperaturen bildet das System
scheibenformige Mizellen, wobei sich die langkettigen DMPC-Molekiile bevorzugt in
der planaren Ebene der Doppelschicht und die kurzkettigen DHPC-Lipide an der ge-
kriimmten Seite am Rand der Aggregate anlagern.?'!l Auf Grund dessen werden diese

Lipidmischungen als bizellare Mischungen bezeichnet.

/P\
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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 fiir NMR-Studien herausgestellt, da dadurch die Ausrichtung von
hydrophilen sowie hydrophoben Makromolekiilen, wie membranassoziierten Proteinen

(211-216] Bjzellen bieten Proteinen eine wei-

und Peptiden, untersucht werden konnte.
testgehend kriimmungsfreie, membranéhnliche Struktur, sodass diese ihre enzymati-
sche Aktivitdt erhalten konnen, im Gegensatz zu den meisten mizellaren Systemen,
bei denen ein Verlust der Enzymaktivitit beobachtet wird.?'” Vor dem Hintergrund
der Tatsache, dass etwa 30 % aller Proteine an Membranen gebunden sind, erscheint
die bizellare Lipidmischung umso wichtiger.*'¥l Die Lipidzusammensetzung dieser Mi-
schungen wird typischerweise durch das molare Verhéltnis der lang- und kurzketti-
gen Lipide, @ = [DMPC] /[DHPC], und dem Gewichtsprozentanteil der gesamten Li-
pidsuspension charakterisiert.?"!] Das System, das in der Literatur am meisten un-
tersucht wurde, besitzt ein molares Verhiltnis von ¢ = 3.2 / 1. Hier gibt es ne-
ben Hochdruck-NMR-Studien bereits Untersuchungen mit FTIR-Spektroskopie und
Rontgen-Kleinwinkelstreuung unter hohen hydrostatischen Driicken. 21021 Kleinere
Bizellen mit einem molaren Verhéltnis von () = 0.5 bilden eine isotrope Losung, die
fiir die Untersuchung von membrangebundenen Peptiden geeignet sind.[?'?l

Eine weitere bindre 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 ldngere Alkyl-Kette. Im menschlichen Korper ist es
die Hauptkomponente spezieller Zellen in der Lunge (Pneumozyten Typ II). Als ,Sur-
factant” (grenzflachenaktiver Stoff) hat DPPC hier die Aufgabe, die Oberflachenspan-
nung so weit herabzusetzen, dass ein Kollaps der Lungenbléschen (Alveolen) verhindert

wird. [219]

Um den Einfluss von Druck und Temperatur auf eine moglichst biologisch dhnliche
Membran zu studieren, wurden die bindren 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 Mikrodoménen
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Abbildung 3.85: Strukturformel von 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
(DPPC).

[220-223] Dabei bilden gesittigte

in Zellmembranen nach, die reich an Cholesterin sind.
Lipide zusammen mit Cholesterin eine geordnete Phase (engl.: liquid ordered, 1,), die
sich innerhalb einer ungeordneten Phase (engl.: liquid disordered, 13), hauptséchlich

224-226] Dje Verwendung von Phospho-

bestehend aus ungesittigten Lipiden, bewegt. !
serin fithrt zu einer anionischen Lipidmembran. Allgemein spielen anionische Lipide
eine wichtige Rolle im Korper, da sie an zahlreichen biochemischen Prozessen beteiligt
sind. 22722 In diesem Projekt sollte der Einfluss von Druck und Temperatur mit-
tels Rontgen-Kleinwinkelstreuung auf diese Lipidklassen, die ein bizellares System aus

DMPC/DHPC bzw. DPPC/DHPC bilden, studiert werden. Das molare Verhéltnis der
lang- und kurzkettigen Lipide @) betrédgt bei allen Mischungen 1.

%, Il
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Cholesterin

HO%Z

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 fiir die SAXS-Messungen verwendeten Proben wurden im Arbeitskreis von Herrn
Prof. Dr. Dr. Kalbitzer (Lehrstuhl fiir Biophysik, Universitdt Regensburg) prépariert.
Die tiefgefrorenen Proben wurden aufgetaut und fiir 5 min bei 40 °C erwérmt. An-
schlieend erfolgte fiir 2 min mittels Vortexer eine intensive Durchmischung. Insgesamt

wurden vier Probensysteme verwendet:
e DHPCY/DMPC! (molares Verhiltnis 1:1), ¢ = 140 mM
e DHPC/DMPC/Cholesterin/SM** /PSTT
e DHPC/DPPC (molares Verhéltnis 1:1), ¢ = 140 mM
e DHPC/DPPCH /Cholesterin/SM/PS

Der verwendete Puffer setzte sich aus 50 mM Natriumphosphat (pH = 7), 0.1 mM
2,2-Dimethyl-2-silanpentan-5-sulfonsiaure (DSS), 0.2 mM Dioxan, 1 mM Natriumazid,
100 mM Natriumchlorid und 8 % D50 zusammen. Die Rontgen-Kleinwinkelstreuexperi-
mente wurden an der Beamline BL9 am DELTA in der Hochdruckzelle von Krywka
durchgefiihrt (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 durchgefiihrt. Nach
jeder Druckapplikation bzw. Temperaturerhchung wurde 5 min gewartet, um einen
Gleichgewichtszustand des Systems zu gewéhrleisten. Alle weiteren technischen Daten

sind in Kapitel 2.2.2 beschrieben.

3.3.3 Ergebnisse

In Abbildung 3.87 sind die druckabhéngigen Rontgen-Kleinwinkelstreukurven der bi-
niren Phospholipmischung DMPC/DHPC (@ = 1, ¢ = 140 mM) in einem Temperatur-

intervall zwischen 5 °C und 40 °C dargestellt. Es wurde in einem Druckbereich zwischen

91,2-Dihexanoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DHPC)

I11,2-Dimyristoyl- sn-glycero-3-phosphocholin (DMPC)
**Sphingomyelin (SM)
fTPhosphoserin (PS)
t1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DPPC)



122 Ergebnisse und Diskussion

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 zunéchst
auf eine Entmischung und damit auf eine Koexistenz der beiden Lipide hindeuten. Eine
genaue Analyse zeigt, dass die ersten drei BRAGG-Reflexe bei ¢g-Werten von 0.72 nm™,
1.45 nm™ und 2.18 nm™ auftreten (Abbildung 3.88). Diese stehen somit in einem Ver-
héltnis von 1:2:3 und beschreiben ein lamellares Lipidsystem, das auf die Bildung von
multilamellaren Vesikeln schliefen ldsst. Die Schichtdicke d einer Lipiddoppelschicht
inklusive angrenzender Wasserschicht betragt gemafl 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 bindren Mischung DMPC/DHPC deut-
lich groBer. 3% Konzentrationsabhiingige SANS- sowie *'P-NMR-Messungen haben ge-
zeigt, dass der Einbau von DHPC in die Lipiddoppelschicht von DMPC mit steigender
Konzentration von DHPC begiinstigt wird. 231232 Da in dem untersuchten System die
beiden Komponenten in einem &dquimolaren Verhéltnis stehen, steigt die Wahrschein-
lichkeit fiir den Einbau von DHPC. Zudem ist DHPC dafiir bekannt, eine ineinander
greifende Phase (engl.: interdigitated phase) zu bilden, die durch tiefe Temperaturen
und hohen Druck bevorzugt entsteht. 233 Dadurch erhoht sich die Dicke der Lipiddop-
pelschicht auf Grund des grofleren Wasseranteils in der multilamellaren Membran, da
durch den Einbau des kurzkettigen Lipids porenidhnliche Packungsdefekte entstehen,
die eine Diffusion von Wassermolekiilen in diese Hohlrdume erleichtern. 2°%2'% Geméaf
Gleichung 2.50 kann die Anzahl der Lipidschichten aus der Halbwertsbreite des BRAGG-
Reflexes naherungsweise bestimmt werden. Fiir eine DMPC/DHPC-Mischung bei 1 bar
und 5 °C betriagt der Wert fiir Ngepiene ungefahr 20 Einheiten.
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Abbildung 3.87: Rontgen-Kleinwinkelstreukurven der bizellaren Lipidmischung
DMPC/DHPC (molares Verhéltnis 1:1) in Abhéngigkeit 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: Rontgen-Kleinwinkelstreukurven der bizellaren Lipidmischung
DMPC/DHPC (molares Verhéltnis 1:1) in Abhéngigkeit der Temperatur von 5 °C
bis 40 °C.
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Abbildung 3.89: Rontgen-Kleinwinkelstreukurven der bizellaren Lipidmischung
DMPC/DHPC (molares Verhéltnis 1:1) in Abhéngigkeit 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 fiir ein bizellares System ist.*'%) Dieser Peak besitzt bei 25 °C

! was einem intrapartikuliren Abstand von 4.2 nm

ein Maximum bei ¢ ~ 1.50 nm"
entspricht. Dieser Wert steht in guter Ubereinstimmung mit Literaturdaten, die aus
SAXS-Messungen erhalten wurden.?'%232] Hier wurde ein d-Wert von 4.5 nm bzw.
4.82 nm fiir die Bizelle bei einem molaren Verhéltnis von @) = 2 bzw. ) = 3.2 er-
mittelt. Bei kleiner werdendem @-Wert sinkt allerdings auch die Grofle der Bizelle.
Durch den hohen Anteil an DHPC in der bindren 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). 23! Weiterhin wird deutlich, dass Druck die la-
mellare Phase begiinstigt, da sich mit steigendem Druck BRAGG-Reflexe ausbilden, die
eindeutig der lamellaren Phase zugeordnet werden kénnen. Mit steigender Temperatur
werden immer gréflere Driicke benétigt, um eine Umwandlung von der bizellaren in die
lamellare Phase zu induzieren. Wahrend bei 25 °C ein Druck von 1000 bar die lamellare
Phase erzeugt, ist bei 40 °C bereits ein Druck von 1500 bar fiir die Phasenumwand-
lung notwendig. Alle gemessenen Systeme sind reversibel, da nach Druckrelaxation die
Streukurve wieder in ihre urspriingliche Form iibergeht.

Interessanterweise zeigt eine zweite Probe, die aus derselben Stammlésung 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 Intensitéit bei ¢ ~ 1.5 nm™ mit steigender Temperatur ab-

nimmt, wihrend die Intensitéit bei ¢ ~ 2.3 nm™

steigt. Dieses Verhalten deutet auf
die Bildung einer nematischen Phase des bindren Lipidgemisches hin, die oberhalb der
Phaseniibergangstemperatur 7', von DMPC auftritt. Diese liegt bei 23.5 °C und kann
durch den Intensitétsabfall bei kleinen g-Werten beobachtet werden. 2% Dieses Verhal-

ten steht im Einklang mit fritheren Studien, bei denen die nematische Phase als eine

flexible, quasi-zylindrische, elongierte Mizelle charakterisiert wurde. [209-211,234]



126

Ergebnisse und Diskussion

0.5 [

I/ a.u.

0.0

T=5°C —— 1 bar
—— 500 bar
—— 1000 bar
—— 1500 bar
—— 2000 bar
B 1 bar 7

0.5

I/a.u.

T=15°C —— 1 bar
—— 500 bar
—— 1000 bar
—— 1500 bar
—— 2000 bar
— 1 bar 7

0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 35
q/nm’
0.5 T T T T T T T
| ‘ T=25°C ——  1bar
\\ \‘ —— 500 bar
04| \ —— 1000 bar 7
\ —— 1500 bar
\‘ | —— 2000 bar
5 03 1 [\l — 1 bar
©
=02}
01}
00}
) ) ) ) ) )
05 1.0 15 2.0 25 3.0 35
q/nm’
0.5 r— : r r T T
\ ! T=35°C — 1 bar
| —— 500 bar
04r| ~—— 1000 bar T
I\ —— 1500 bar
) —— 2000 bar
03} |

I/a.u.

— 1 bar 7

Abbildung

1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5
q/nm’

3.90:

1.0 T T T T T
?\ T=10°C —— 1 bar
\ —— 500 bar
08 |l —— 1000 bar
| —— 1500 bar
—— 2000 bar
.06 B 1 bar
3
@
= 04t
02
0.0 |
L L L L L L
0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 3.5
g/nm’
0.5 T T T T T T
T=20°C —— 1 bar
—— 500 bar
0.4 _\‘ ——— 1000 bar
| —— 1500 bar
W —— 2000 bar
L 03| — 1 bar
3 i
@

I/a.u.

I/a.u.

05— T T T T T

| T=30°C ——  1bar

i ~—— 500 bar
04| 1000 bar T

| —— 1500 bar

\ —— 2000 bar
03 | — 1 bar 7
02}
0.1}
0.0 |-

. . . . . .
0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 3.5
q/nm’

0.5 T T T T T T

| T=40°C — 1 bar

‘\ ——— 500 bar
0.4 —— 1000 bar

‘\ —— 1500 bar

L \ —— 2000 bar
03 I\ — 1 bar
02}
0.1+
0.0 |-

. . . . . .

Rontgen-Kleinwinkelstreukurven

1.0 15 2.0 25 3.0 3.5

der

5-Komponenten-

Lipidmischung DMPC/DHPC/Cholesterin/SM/PS in Abhéngigkeit 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: Rontgen-Kleinwinkelstreukurven — der  5-Komponenten-
Lipidmischung DMPC/DHPC/Cholesterin/SM/PS in Abhéngigkeit 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 gewihlt. Ein Uberblick der gemessenen Streukurven in einem Tempera-
turbereich zwischen 5 °C und 40 °C in Abhéngigkeit des Drucks ist in Abbildung 3.90
dargestellt. Ein Vergleich dieser Streukurven bei einem Druck von 1 bar in Abhéngig-
keit der Temperatur (Abbildung 3.91) zeigt keine lamellare Phasenbildung. Stattdessen
wird das fiir 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: Rontgen-Kleinwinkelstreukurven der bizellaren Lipidmischung
DPPC/DHPC (molares Verhéltnis 1:1) in Abhéngigkeit der Temperatur von 5 °C bis
50 °C.
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Abbildung 3.93: Rontgen-Kleinwinkelstreukurven  der  5-Komponenten-
Lipidmischung DPPC/DHPC/Cholesterin/SM/PS in Abhéngigkeit der Temperatur
von 5 °C bis 50 °C.
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Erst durch Druckapplikation ist eine geringe Ausbildung von BRAGG-Reflexe erkenn-
bar. Wiahrend bei 20 °C ein Druck von circa 1500 bar fiir die Bildung einer schwach
ausgepragten 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 dhn-
liches Phosholipidgemisch bestehend aus DPPC/DHPC in Abhéngikeit der Temperatur
untersucht. DPPC besteht im Vergleich zu DMPC aus um zwei CH,-Einheiten langeren
Ketten. Dadurch steigt die Phaseniibergangstemperatur auf 41.5 °C. Abbildung 3.92
zeigt die Rontgen-Kleinwinkelstreukurven von DPPC/DHPC in Abhéngigkeit der Tem-
peratur. Das Peakmaximum liegt bei 25 °C bei 1.25 nm™, was einer intrapartikuliren
Distanz der kiirzeren Seite von 5.03 nm entspricht und im Vergleich zu DMPC/DHPC
(4.2 nm), bedingt durch die ldngeren Acylketten, grofler ist. Auch bei diesem Sys-
tem ist eine Verbreiterung der Streukurve oberhalb der Phaseniibergangstemperatur
von DPPC zu beobachten, die auf die Bildung einer nematischen Phase hindeutet.
Das 5-Komponentensystem aus DPPC/DHPC/Cholesterin/SM/PS zeigt bei kleinen
g-Werten im Vergleich zur bindren Mischung keinen Intensitétsabfall, sodass durch
den Einbau von cholesterinreichen Doménen in die DPPC-Doppelschicht kein scharfer
Ubergang von der Gel- in die fliissig-kristalline Phase beobachtet werden kann (Abbil-
dung 3.93). Zudem findet auch bei dieser Raft-Mischung eine Verbreiterung der Streu-
kurven bei hoheren 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 Rontgen-Kleinwinkelstreuung in Abhéngigkeit
von Temperatur und Druck studiert. Es konnte gezeigt werden, dass das System aus
DMPC/DHPC in dquimolarer Zusammensetzung, abhéingig 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-

14uft mit einer inversen CLAPEYRONschen Steigung (d7'/dp = AV/AS) von 22 K kbar™
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und liegt damit etwas unterhalb der Steigung von 30 K kbar™, die fiir eine Mischung

mit einem molaren Verhiltnis Q von 3.2 gefunden wurde. 210
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Abbildung 3.94: p,T-Phasendiagramm der bindren Lipidmischung DMPC/DHPC
bei Q =1, ¢ = 140 mM.

Eine fiir biophysikalische Untersuchungen relevante Struktur ist das bizellare System,
das scheibenférmige Mizellen ausbildet, da es als Matrix fiir membranassoziierte Pro-
teine und Peptide verwendet werden kann. Dieses System ist iiber einen weiten Tem-
peraturbereich stabil und bildet sich in diesem molaren Verhéltnis spontan bei 20 °C.
Oberhalb der Schmelztemperatur der langkettigen Komponente entstehen hingegen
quasi-zylindrische, elongierte Mizellen. Daher kann durch Auswéhlen der entsprechen-
den Lénge der Phospholipidkette der fiir die jeweilige Untersuchung gewiinschte 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
dquimolaren Verhiltnis (¢ = 1) sehr gut geeignet ist, biologisch relevante Strukturen
temperatur- und druckabhéngig zu untersuchen. Dies konnte auch durch die druck-
bzw. temperaturabhéngigen Messungen der 5-Komponentensysteme, die als anionische

RAFT-Membran eine natiirliche Membran imitieren sollte, belegt werden. Die bizellare
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Struktur blieb auch hier iiber einen weiten Druck- bzw. Temperaturbereich stabil, so-
dass das System auch fiir die Untersuchung von Membransystemen von Extremophilen,

wie beispielsweise Tiefseeorganismen, genutzt werden kann.
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4 Zusammenfassung

Anhand der drei durchgefithrten Projekte konnte gezeigt werden, welchen vielseitigen
Einfluss hohe hydrostatische Driicke auf stimuli-sensitive Polymere sowie biologisch
relevante Molekiilsysteme nehmen kann.

Bei den auf Poly-(N-isopropylacrylamid) (PNiPAm)-basierenden Polymeren fiihrt
die Anwendung hoher hydrostatischer Driicke zu einer piezoresponsiven Reaktion des
Systems, die sich durch eine stiarkere Hydratisierung der Polymerketten duflert. Wah-
rend Temperatur zu einem Kollaps der Mikrogele bzw. linearen Ketten fiihrt, kann
Druck diesem Effekt entgegenwirken, solange dessen Applikation nicht weit weg ober-
halb der Volumenphaseniibergangstemperatur (VPTT) bzw. unteren kritischen Lo-
sungstemperatur (LCST) liegt. AufBlerhalb dieses Bereiches wird erst ein bestimmter
Schwellendruck benoétigt, 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 Phaseniibergangs
kolloidal stabil vorliegen, fithrt Druck zu einem Aufquellen des Systems, das sich in
einer signifikanten Zunahme der Grofle dulert. Die Kompensation des Temperaturef-
fektes verlduft dabei bis zu Driicken von ca. 1.5 kbar bis 2 kbar mit einer CLAPEY-
RONschen Steigung (dp/d T') von 100 bar K. 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 fiithrt die Anwendung hoher Driicke zudem zur Aufhebung des
Cononsolvency-Effektes, da bevorzugt starke H-Briicken des Wassers zur Carbonyl-
gruppe gebildet werden, wiahrend hydrophobe Wechselwirkungen geschwécht 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 Lysozymlosungen im metastabilen fliissig-fliissig und fliissig-kristallin Koexis-
tenzgebiet in Abhéngigkeit des Drucks mit dem DLVO-Ansatz aus der Fliissigkeits-
theorie untersucht. Bei Konzentrationen unterhalb von 200 mg mL™ wird ein nicht-
linearer Zusammenhang des Wechselwirkungspotenzials mit steigendem Druck beob-
achtet, der durch strukturelle Anderungen des Losungsmittels Wasser hervorgerufen
werden. Bei hoheren Konzentrationen, bei denen die Hydrathiille aus weniger als vier
Wassermolekiilen aufgebaut ist, zeigt das Potenzial ein vom applizierten Druck un-
abhéingiges 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 iiberséttigten kondensierten Losungen
zu unterdriicken. Die Untersuchungen von dichtgepackten Proteinlésungen unter hohen
hydrostatischen Driicken sind von grofler biologischer Bedeutung fiir das Verhalten von
Organismen, die extremen Bedingungen ausgesetzt sind, wie beispielsweise Lebewesen
in der Tiefsee.

Im letzten Projekt konnte aus den temperatur- sowie druckabhéngigen Untersuchun-
gen von DHPC/DMPC-basierten Lipidmischungen ein p, T-Phasendiagramm erstellt
werden, aus dem unterschiedliche morphologische Strukturen der bindren Lipidzusam-
mensetzung hervorgehen. Die biologisch relevante Phase stellt hierbei das bizellare Sys-
tem dar, da es als Matrix fiir membranassoziierte Proteine und Peptide verwendet wer-
den kann. Es konnte gezeigt werden, dass die Bizellen iiber 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) erméglichen. Eine Verschiebung der Phasengren-
zen im p, T-Phasendiagramm ist dabei unter Variation des DHPC/DMPC-Verhiltnisses

moglich.
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5 Anhang

5.1 Stimuli-sensitive Polymere
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Abbildung 5.1: Normierte FTIR-Spektren der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels
in D20 in Abhéngigkeit des Drucks bei verschiedenen Temperaturen. Der Verlauf der
Spektren wird durch die Pfeile verdeutlicht. Die blaue und rote Kurve kennzeichnen
das Spektrum beim Anfangs- bzw. Enddruck.
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Abbildung 5.2: Normierte FTIR-Spektren der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels
in 5 mol% CD3;0D in Abhangigkeit der Temperatur bzw. des Drucks bei verschiede-
nen Temperaturen. Der Verlauf der Spektren wird durch die Pfeile verdeutlicht. Die
blaue und rote Kurve kennzeichnen das Spektrum bei der Starttemperatur /-druck bzw.
Endtemperatur /-druck.
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Abbildung 5.3: Normierte FTIR-Spektren der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels
in 10 mol% CD30OD in Abhingigkeit der Temperatur bzw. des Drucks bei verschiede-
nen Temperaturen. Der Verlauf der Spektren wird durch die Pfeile verdeutlicht. Die
blaue und rote Kurve kennzeichnen das Spektrum bei der Starttemperatur/-druck bzw.
Endtemperatur /-druck.
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Abbildung 5.4: Normierte FTIR-Spektren der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels
in 20 mol% CD30OD in Abhingigkeit der Temperatur bzw. des Drucks bei verschiede-
nen Temperaturen. Der Verlauf der Spektren wird durch die Pfeile verdeutlicht. Die
blaue und rote Kurve kennzeichnen das Spektrum bei der Starttemperatur /-druck bzw.

Endtemperatur /-druck.
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Abbildung 5.5: Normierte FTIR-Spektren der Amid-I’-Bande des PNiPAm-Mikrogels
in 100 mol% CD50D in Abhéngigkeit der Temperatur bzw. des Drucks bei verschie-
denen Temperaturen. Der Verlauf der Spektren wird durch die Pfeile verdeutlicht. Die
blaue und rote Kurve kennzeichnen das Spektrum bei der Starttemperatur/-druck bzw.
Endtemperatur /-druck.
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Abbildung 5.6: Normierte FTIR-Spektren der Amid-I’-Bande des PDEAm-Mikrogels
in D20 in Abhéngigkeit des Drucks bei verschiedenen Temperaturen. Der Verlauf der
Spektren wird durch die Pfeile verdeutlicht. Die blaue und rote Kurve kennzeichnen

das Spektrum bei dem Start- bzw. Enddruck.
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Abbildung 5.7: Normierte FTIR-Spektren der Amid-I’-Bande des PDEA m-Mikrogels
in 10 mol% CD30OD in Abhingigkeit der Temperatur bzw. des Drucks bei verschiede-
nen Temperaturen. Der Verlauf der Spektren wird durch die Pfeile verdeutlicht. Die
blaue und rote Kurve kennzeichnen das Spektrum bei der Starttemperatur /-druck bzw.
Endtemperatur /-druck.
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Abbildung 5.8: Normierte FTIR-Spektren der Amid-I’-Bande des PDEAm-Mikrogels
in 100 mol% CD30D in Abhéngigkeit der Temperatur. Der Verlauf der Spektren wird
durch die Pfeile verdeutlicht. Die blaue und rote Kurve kennzeichnen das Spektrum
bei der Start- bzw. Endtemperatur.
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Abbildung 5.9: Normierte FTIR-Spektren der Amid-I’-Bande des PNiPAm/PDEAm-
Mikrogels in D,O in Abhéngigkeit der Temperatur bzw. des Drucks bei verschiede-
nen Temperaturen. Der Verlauf der Spektren wird durch die Pfeile verdeutlicht. Die
blaue und rote Kurve kennzeichnen das Spektrum bei der Starttemperatur/-druck bzw.

Endtemperatur /-druck.
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Abbildung  5.10:  Normierte = FTIR-Spektren der Amid-I'-Bande des
PNiPAm/PDEAm-Mikrogels in 5 mol% CD3OD in Abhéngigkeit der Tempera-
tur bzw. des Drucks bei verschiedenen Temperaturen. Der Verlauf der Spektren wird
durch die Pfeile verdeutlicht. Die blaue und rote Kurve kennzeichnen das Spektrum
bei der Starttemperatur/-druck bzw. Endtemperatur/-druck.
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Abbildung  5.11:  Normierte FTIR-Spektren der Amid-I'-Bande des
PNiPAm/PDEAm-Mikrogels in 10 mol% CD3;OD in Abhéngigkeit der Tempera-
tur bzw. des Drucks bei verschiedenen Temperaturen. Der Verlauf der Spektren wird
durch die Pfeile verdeutlicht. Die blaue und rote Kurve kennzeichnen das Spektrum
bei der Starttemperatur/-druck bzw. Endtemperatur/-druck.
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PNiPAm/PDEAm-Mikrogels in 100 mol% CD;OD in Abhéngigkeit der Tempe-
ratur bzw. des Drucks bei verschiedenen Temperaturen. Der Verlauf der Spektren wird
durch die Pfeile verdeutlicht. Die blaue und rote Kurve kennzeichnen das Spektrum
bei der Starttemperatur/-druck bzw. Endtemperatur/-druck.
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Abbildung 5.13: Normierte FTIR-Spektren der Amid-I’-Bande der linearen PNiPAm-
Ketten bei verschiedenen Methanolkonzentrationen in Abhéngigkeit der Temperatur
bzw. des Drucks bei verschiedenen Temperaturen. Der Verlauf der Spektren wird durch
die Pfeile verdeutlicht. Die blaue bzw. rote Kurve kennzeichnen das Spektrum bei der
Starttemperatur/-druck bzw. Endtemperatur/-druck.
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Abbildung 5.14: Normierte FTIR-Spektren der Amid-I’-Bande der linearen PDEAm-
Ketten bei verschiedenen Methanolkonzentrationen in Abhéngigkeit der Temperatur.
Der Verlauf der Spektren wird durch die Pfeile verdeutlicht. Die blaue bzw. rote Kurve
kennzeichnen das Spektrum bei der Starttemperatur bzw. Endtemperatur.
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Abbildung 5.15: Normierte FTIR-Spektren der Amid-I’-Bande des 1:1 Copolymers
bei verschiedenen Methanolkonzentrationen in Abhéangigkeit der Temperatur bzw. des
Drucks bei verschiedenen Temperaturen. Der Verlauf der Spektren wird durch die
Pfeile verdeutlicht. Die blaue bzw. rote Kurve kennzeichnen das Spektrum bei der
Starttemperatur/-druck bzw. Endtemperatur/-druck.
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Abbildung 5.16: Normierte FTIR-Spektren der Amid-I’-Bande des 3:1 Copolymers
bei verschiedenen Methanolkonzentrationen in Abhéngigkeit der Temperatur bzw. des
Drucks bei verschiedenen Temperaturen. Der Verlauf der Spektren wird durch die
Pfeile verdeutlicht. Die blaue bzw. rote Kurve kennzeichnen das Spektrum bei der
Starttemperatur /-druck bzw. Endtemperatur /-druck.
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Abbildung 5.17: Normierte FTIR-Spektren der Amid-I’-Bande des 3:1 Copolymers
bei verschiedenen Methanolkonzentrationen in Abhéangigkeit der Temperatur bzw. des
Drucks bei verschiedenen Temperaturen. Der Verlauf der Spektren wird durch die
Pfeile verdeutlicht. Die blaue bzw. rote Kurve kennzeichnen das Spektrum bei der
Starttemperatur/-druck bzw. Endtemperatur/-druck.
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Abbildung 5.18: Subbandenanteile der Amid-I'-Bande des 3:1 Copolymers in
20 mol% CD30D in einem Temperaturintervall zwischen 5 °C und 40 °C (A hydro-
phober Bereich, B 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% CD30D bei 20 °C in einem Druckintervall zwischen 1 bar und 9.6 kbar (A

hydrophober Bereich, B 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 (A

hydrophober Bereich, B gemischt hydrophiler/hydrophober Bereich, @ hydrophiler
Bereich).
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Abbildung 5.21: DLS-Messung des hydrodynamischen Radius 7, von PNiPAm in
10 mol% Methanol in Abhéngigkeit der Temperatur.
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Abbildung 5.22: Rontgen-Kleinwinkelstreukurven des PNiPAm-Mikrogels in 5 mol%
Methanol bei 40 °C und unterschiedlichen Driicken. Die rote Kurve zeigt den Verlauf

des Fits aus dem Modell von Stieger. '?S]
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Abbildung 5.23: Rontgen-Kleinwinkelstreukurven des PNiPAm-Mikrogels in
10 mol% Methanol bei 30 °C und unterschiedlichen Driicken. 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 fiir
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 Abhéngigkeit des Drucks (@ 7o, B Thox, A Osuf)-
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