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Motivation & Einleitung 1

1. Motivation:

Die vollstandige Kontrolle der Wirkstoffverteilung und -konzentration ist das Ziel
bei der Entwicklung von neuen Darreichungsformen. Im Idealfall kdnnen
Wirkstoffe gezielt zu ihrem Einsatzort dirigiert werden, um dort am betroffenen

Gewebe in gewlinschter Konzentration ihre Wirkung zu entfalten.

Verschiedene Faktoren sind fur den Einsatz der Wirkstoffe wichtig. Schwer
I6sliche Wirkstoffe mussen fur die Anwendung entweder dispergiert (z.B.
Nanosuspensionen!", -kristalle!!) oder inkorporiert in oder auf andere Strukturen
(z.B. Nanopartikel) eingesetzt werden. Im Fall von hydrophilen Wirkstoffen jedoch
muss die ungehemmte Freisetzung reduziert werden. Zusatzlich erhdhen sich die
Stabilitdt und die Dauer der Wirksamkeit durch die entsprechende Umhullung des
Wirkstoffs!.

Den Hauptnachteil der Nanopartikel stellt zum einen die Agglomeration wahrend
der Lagerung und Handhabung dar, durch die sich die Partikel zu grof3eren
Doméanen sammeln und somit ihre Eigenschaften verandern. Zum anderen kann
die Anreicherung von nicht zersetzbaren, hydrophoben Nanopartikeln (wie TiO»,
PTFE), wie sie im Einsatz flr Therapien von chronischen Erkrankungen auftritt, zu
Problemen flhren, da diese Partikel sich lange im Blutkreislauf aufhalten und das

Kleinhirn erreichen kénnent.

1.1 Polymer-gestiitzte Freisetzung

Eine Mdglichkeit, die Effizienz von Wirkstoffen zu steigern, stellt die Darreichung
der Wirkstoffe eingekapselt in Polymermatrices dar. Aus diesen kann der
Wirkstoffe gezielt freigesetzt werden, um so ein Uberschreiten der minimal
wirksamen Konzentration, siehe Abb. 1.1, zu gewahrleisten. Da eine erhdhte
Akkumulierung des Wirkstoffes®® Nebeneffekte verursachen kann, sollte ein
Uberschreiten der minimalen toxischen Konzentration verhindert werden. Dies ist
besonders wichtig in Fallen von Diabetis, Epilepsie, Asthma und Bluthochdruck,
wo durch eine Reduktion der Nebenwirkungen dem Patienten wahrend der

Anwendung erheblich geholfen werden kann.



2 Motivation & Einleitung

c(Wirkstoff)

Freisetzung nullter Ordnung

MTK

MWK

1. Zugabe |

Abb. 1.1: Darstellung des Konzentrationsfensters fir die nicht-toxische Applikation von
Medikamenten (Konzentration gegen die Zeit) mit der minimalen wirksamen
Konzentration (MWK) und der minimalen toxischen Konzentration (MTK). Die Pfeile

stellen Zugabe eines schnell abbaubaren Wirkstoffs dar®.

Fir das Design der Freisetzungssysteme bedeutet dies einen Spagat zwischen
einer moglichst einfachen Freisetzungsform, die jedoch effektiv Wirkstoffe an die
gewunschten Einsatzorte transferiert und einem moglichst nicht toxischen,
biokompatiblen Grundgerust, welches in einer passenden Geschwindigkeit
abhangig vom Symptom Wirkstoffe freisetzt!’). StandardmaRig wird dies durch

Diffusion geregelt.

Die Freisetzung des Wirkstoffs kann durch den Massentransport per Diffusion
gemall dem 1. Fick'sche Gesetz ausgedrickt werden. Dieses beschreibt den
Fluss J, die Anzahl an Teilchen dN, die innerhalb eines Zeitraum dt durch eine
Flache A diffundieren, siehe Gleichung 1.1. Der Fluss J kann auch als Produkt
des Diffusionskoeffizienten und des Konzentrationsgradienten in z-Richtung

(dc/dz) formuliert werden.

Gleichung 1.1: 1. Fick’'sche Gesetz der Diffusion flr den Massentransport.

_ dN _ Ddc
]_Adt_ dz
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Bei einer Freisetzung nullter Ordnung werden die abbaubaren Wirkstoffe
kontinuierlich und unabhangig von der Konzentration in der Matrix freigesetzt,

effektiver als es durch die Zugabe von Einzeldosen méglich ist®!,

Bisher lassen sich diese Typen von Freisetzungssystemen jedoch schlecht fur
Symptom-sensitive Freisetzung anwenden und auch ihre lokale Wirksamkeit ist
auf die manuelle Applikation begrenzt. Es ist daher von Bedeutung neue Matrices
zu entwickeln, die speziell diese Bedirfnisse adressieren. Eine
Herangehensweise an diese Probleme stellt die Nanowissenschaft dar. Sie
ermoglicht eine besser Kontrolle von Erkrankungen durch den Einsatz von
Dendrimeren, Partikeln, Mizellen oder Vesikeln als Transportsystem fur Wirkstoffe,
Kontrastmittel, Proteine oder DNA. AulRerdem konnen ,,aktive” Oberflachen die

Wundheilung, Regeneration und Biosensorik verbessern®!.

Eine Moglichkeit Lokal-spezifische, Target-spezifische und Symptom-sensitive
Freisetzung zu generieren, ist Stimuli-Responsivitat. Als Stimuli-responsive
Systeme werden Polymere bezeichnet, die aufgrund einer externen Stimulierung
eine abrupte Anderung ihrer physikalischen und chemischen Eigenschaften
erfahren’®. Andere Bezeichnungen fiir diese Art von Polymer sind ,,smarte*'%"]
oder intelligente!' wie auch Umgebungs-sensitive Polymere!™. Ihr Prinzip ist in

Abb. 1.2 dargestellt.
¢ (Wirkstoff)

x x 7 N
1. Stimuli | | t

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Stimuli-responsiven Freisetzung aus einer
Polymermatrix. Die Pfeile stellen den Stimulus dar, der die Freisetzung (graue Kurve) aus

der Matrix startet.
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Die Eigenschaftsanderungen dieser Polymermatrices durch einen Stimulus oder
auch Trigger konnen gezielt genutzt werden, um Wirkstoffe freizusetzen, solange
dieser Stimulus vorliegt, siehe Abb. 1.2. Wenn in Verbindung mit Auftreten eines
Symptoms, Targets oder Erreichen des Anwendungsortes ein bestimmter
Stimulus auftritt, sind Stimuli-responsive Systeme ideal geeignet, um den
Wirkstoffe zu dosieren und applizieren. Ziel dieser Arbeit ist es, durch neue
Freisetzungsmatrices einen Beitrag an die Palette der verschiedenen Stimuli-
responsiven Materialien zu leisten. In Folge werden die verschiedenen

Mechanismen der Stimuli dargestellt.

111 pH-sensitive Freisetzung

Das Ausniitzen von Anderungen des pH-Werts ist die einfachste Methode durch
chemische Trigger Freisetzung zu generieren. So lassen sich zum Beispiel am
einfachsten durch den Einbau von ionisierbaren Monomereinheiten entlang des
Polymerriickgrats pH-sensitive Systeme herstellen. Im ionisierten Zustand sorgen
die elektrostatischen Absto3ungen der Gruppen gleicher Ladung fur eine Quellung
des Polymers. Dabei kann die Triggerung im sauren Milieu durch Einbau von
protonierbaren Monomeren (wie Vinylcaprolactam oder verschiedene Acrylamide)
und im basischen Milieu durch Einbau von deprotonierbaren Monomeren (wie
Acrylsaure und Methacrylsaure) erfolgen. Weitere nicht ionisierbare Comonomere
(HEA) konnen die Starke der Quellung regulieren. Haufig werden fur den Aufbau

der Systeme Chitosane, Albumine und Gelatine!”! eingesetzt.

Fir die Freisetzung von Wirkstoffen ist besonders interessant, dass je nach
Bereich im Korperinneren ein bestimmter pH-Bereich vorliegt (Magen pH =1 - 3
bis pH = 5 - 8 im Darm) wodurch eine lokale Wirksamkeit der Systeme ebenso
moglich wie die spezielle Anpassung an den Transportweg notwendig ist. Target
oder Symptom-spezifisch kann der pH-Wert fur die Kur mancher Erkrankung
genutzt werden. So weist zum Beispiel Tumorgewebe ein sauren pH-Wert!"*1'% gn
der aulReren Hulle auf. Wahrenddessen liegen im Bereich von chronische Wunden
die pH-Werte zwischen 7,4 und 5,4 vor!'®.

Die Schwierigkeit bei der Anwendung dieser Systeme ist, dass fur das Abschalten

des Stimulus die Anderung des pH-Werts revidiert werden muss. Das kann nur
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bewerkstelligt werden, falls sich nach erfolgreicher Therapie der pH-Wert des
Targets verandert (im Fall von Tumoren/chronischen Erkrankungen) oder durch
den Transport innerhalb des Organismus dieser sich andert (Magen sauer, Ende
des Verdauungstrakts basisch). Andernfalls muss die Dosierung innerhalb der
Matrix so bemessen werden, dass Stimulus nur den Start der Freisetzung steuert

und das Ende durch ein Verarmen des Wirkstoffs eintritt.

1.1.2 Metabolit-sensitive Freisetzung

Der direkteste Ansatz Wirkstoffe Symptom-sensitiv frei zu setzen, stellt die
Metabolit-sensitive Freisetzung dar. In diesem Fall wird die Freisetzung direkt
durch einen aufgrund der Erkrankung vorliegenden Metaboliten ausgel6st. Ein
Vorteil dieses Freisetzungstypus stellt der Verlauf in Kaskaden dar. Ein Beispiel
fur ein Metabolit-sensitives System ist die Freisetzung von Insulin. Aufgrund des
fehlenden korpereigenen Insulins kann der Diabetiker den Glukosespiegel nicht
kontrollieren. In dem Metabolit-sensitiven Freisetzungssystem wird durch die
Umsetzung der Glukose durch im Netzwerk inkorporierte Glukoseoxidase der
Metabolit Glukonsaure gebildet. Durch diesen sinkt im Netzwerk der pH-Wert und
das pH-sensitive Netzwerk kann dann aufgrund der pH-Wertabsenkung Insulin
freisetzen, bis durch eine abnehmende Glukosekonzentration keine weitere

Glukonsaure mehr gebildet wird!""1.

Alternativ kann auch durch den Glukose-getriggerten Gel-Sol-Ubergang die
Freisetzung von Insulin ausgelost werden, siehe Abb. 1.3. Hierbei wird ein Insulin-
beladenes Gel durch die Verknupfung von Polymer-gebundener Glukose Uber
Concanavalin A, welches Glukose bindet, erzeugt. Unter Anwesenheit weiterer
Glukose wird der Verknupfungspunkt aus dem Gel gelost, ein Sol entsteht und

Insulin wird freigesetzt!'®,
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® Free glucose

-~

Gel L2 Polymer-bound glucose Sol

@CQuA
Abb. 1.3: Schematische Darstellung des Glukose-induzierten Gel-Sol-Ubergangs durch

das Auflésen der VerknlUpfungspunkte aus Concanavalin A (Con A) mittels Glukose

(glucose)™, der zur Glukose getriggerten Insulin Freisetzung angewendet werden kann.

Ein anderes Metabolit-sensitives System stellt die Anbindung von Antibiotika Uber
Linker, die durch Thrombin gespalten werden kénnen, in Polyvinylalkohole dar!™.
Thrombin wird in offenen Wunden gebildet und katalysiert als Protease bei der
Blutgerinnung die Spaltung von Arginin-Glycin-Bindungen im Fibrinogen zu Fibrin.
Dieser Effekt wird eingesetzt, um Netzwerke aufzubauen, die zum einen
Antibiotika enthalten und zum anderen durch Linker mit Arginin-Glycin-Bindungen
vernetzt vorliegen. Bei Anwesenheit von Thrombin durch offene Wunden werden

die Linker gezielt abgebaut und Antibiotika freigesetzt.

Insgesamt konnen durch Metabolit-sensitive Matrices extrem selektive Systeme
bereitgestellt werden, die sich durch groRe Symptom-Sensivitat auszeichnen. Um
an der richtigen Stelle aktiv zu werden, muissen sie jedoch lokal implantiert
werden. Ziel dieser Arbeit ist es dementsprechend Materialien bereitzustellen, die
eine ahnlich hohe Responsivitat zeigen, denen jedoch allgemeinere Mechanismen

fur die Triggerung zugrunde liegen.

113 Photokatalytisch stimulierte Freisetzung

Einen weiteren extrem empfindlichen und schnell umgesetzten Stimulus stellt die
Photokatalyse dar. Durch Anregung mit diskreten Wellenlangen im UV- oder
sichtbaren Bereich (VIS) werden bei verschiedenen Strukturelementen direkt
Veranderungen herbeigefuhrt, die die Materialeigenschaften verandern. Stellt die

Bereitstellung der Strahlung fur Oberflachen kein Problem dar, so ist es jedoch fur
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unzugangliche Stellen mdglich, durch optische Fasern die Stimulierung zu
erreichen!”). Verschiedene Struktureinheiten, wie Azobenzole, Triphenylmethan-
leucohydroxide, Nitrobenzyl-Gruppen und Cinnamate, dargestellt in Abb. 1.4,
konnen photokatalytisch getriggert werden. Durch UV-Strahlung untergehen
Azobenzole (A) eine trans-cis-Isomerie. UV-initiiert dissoziiert Triphenylmethan-
leucohydroxid (B) und wird hydrophiler. Dies kann ebenfalls durch die UV-
getriggert Abspaltung von Nitrobenzyl-Gruppen erreicht werden (C). AuRerdem
werden Cinnamate (D) durch UV-Bestrahlung per 2+2-Cycloaddition vernetzt?.
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Abb. 1.4: Reaktionsgleichungen UV-getriggerter Umwandlungen verschiedener, wichtiger

.

Struktureinheiten®®®: (A) Schaltung des trans-cis-Ubergangs eines Azobenzols, (B)
Dissoziation des Triphenylmethan-leucohydroxides, (C) Abspaltung der Nitrobenzyl-

Gruppe und (D) 2+2-Cycloaddition von Cinnamaten.

Wang et al. konnten unter Anwendung des UV-getriggerten trans-cis-Ubergangs
der Azobenzole aus 100 nm grof3en Liposomen den Fluoreszenzfarbstoff Calcein
deutlich erhoht freisetzen, siehe Abb. 1.5%". Méglich war dies, da die cis-
Konformation des Cholesterin-haltigen Azobenzols Stérstellen in der Lipid-
Doppelschicht verursacht. Durch Bestrahlung im sichtbaren Bereich wurden diese

Storstellen wieder versiegelt.
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Abb. 1.5: Schematische Darstellung der UV-getriggerten Freisetzung von Calcein
(Fluoreszenzfarbstoff) aus ca. 100 nm groRen Liposomen durch UV-induzierte
Umwandlung des trans-Azobenzols zum cis-lsomer ', Wobei das flissigkristalline
Cholesterin in trans-Konformation einen Diffusionskanal bildet, der durch VIS-Triggerung

wieder verschlossen werden kann.

Irie et al. konnten durch den Einbau eines Triphenylmethanleuco-Derivats in Poly-
N-isopropylacrylamid(PNIPAAmM)-Gele bei 32 °C unter UV-Bestrahlung eine
zehnfache Zunahme der Quellung beobachten!®. Ein solches System ware
pradestiniert flr eine erhohte Freisetzung im gequollenen Zustand, vorausgesetzt
der freizusetzende Wirkstoff wird nicht aufgrund von Dipol-Wechselwirkungen vom
Austritt gehemmt. Takagishi et al. nutzten die Erhdéhung der Hydrophilie fur die
erhohte Freisetzung von para-Toluensulfonat aus Kapseln aus Polyacrylsaure und
Polyethylenimin®®! unter UV-Anregung.

Die Freisetzung durch Abspaltung der Nitrobenzol-Gruppen kann nicht reversibel
durchgefuihrt werden. So konnten bereits Almutairi et al. Nilrot durch UV-
Triggerung schlagartig freisetzten®. Haag et al.*® bewiesen, wie durch die
Vernetzung terminaler Nitrobenzole (siehe Abb. 1.6) das hydrophile Bengalrosa in
Chloroform in hydrophobisiertes, hyperverzweigtes Polyglycerol eingelagert
werden konnte und mittels UV-Triggerung 80 % dieses Farbstoffs innerhalb von

60 s freigesetzt werden konnte.
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Abb. 1.6: Durch Grubbs-Katalysator (2te Generation) katalysierte Vernetzung der

Nitrobenzolderivate durch Ring-schlieRende Metathese-Reaktion!?..

Schartl et al. konnten die Freisetzung von Cyclodextrin durch die UV-getriggerte
Spaltung der Kapseln zeigen, die durch Vernetzung von Cinnamat

funktionalisierten Polyorganosilikat-Partikeln gebildet werden!?®!.

Spiropyrane, siehe Abb. 1.7, stellen eine weitere, wichtige Gruppe dar, die sich
photokatalytisch triggern lasst. So 6ffnet sich das hydrophobe, farblose Spiropyran
unter UV-Bestrahlung zum hydrophilen, farbigen Merocyanin?”!. Unter Bestrahlung

mit Licht kann diese Anderung der Struktur umgekehrt werden.

0,
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Abb. 1.7: Strukturformel der UV-getriggerten Umwandlung einer an Polyethylenoxid
(PEO) gebundenen Spiropyran-Einheit (SP) in das farbige, korrespondierende
Merocyanin (ME) 71,

Unter Anwendung des in Abb. 1.7 dargestellten Spiropyran setzten Matyjaszewski
et al?l UV-getriggert Coumarin aus Mizellen durch deren Auflésung frei.
Aulerdem konnte in Folge auch deren VIS-getriggerte Reformation unter
Coumarin-Aufnahme vollzogen werden. Dargestellt ist der Vorgang schematisch in
Abb. 1.8.
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Abb. 1.8: Schematische Darstellung der UV-getriggerten Freisetzung von Coumarin,
eines Farbstoffs, aus Mizellen von Spiropyran (SP) funktionalisierten Polyethylenoxid
(PEO) und die Neuausbildung der Mizellen durch VIS-Bestrahlung®"..

Generell ist es nicht moglich mit den photokatalytisch getriggerten Systemen eine
Symptom- oder Target-Sensitivitat zu erreichen. Da die Systeme fur die
Triggerung mit definierten Wellenlangen bestrahlt werden miussen, ist der
Wirkungsbereich, also die Lokal-Spezifitat, klar definierbar, auch wenn die
Bestrahlung durch Umwege, wie faseroptische Materialien durchgefuhrt wird. Die
notwendige UV-Bestrahlung der vorgestellten Systeme ist ein Punkt, der es

notwendig macht, schonendere Matrices zu entwickeln.

114 Temperatur-stimulierte Freisetzung

Die vielleicht bestuntersuchte Methode kontrollierte Freisetzung zu erreichen, ist
die Stimulierung der Freisetzung durch Temperaturanderungen. Sie stellt eine
einfache Moglichkeit dar, die Eigenschaften des Freisetzungssystems zu variieren.
Effektiv fur diesen Zweck ist das Ausnutzen der unteren kritischen
Lésungstemperatur (lower critical solution temperature, eng. LCST), siehe Abb.
1.9.

2 Phasen

LCST f-----°
1 Phase

A

()

Abb. 1.9: Schematische Darstellung des LCST und des Vorliegens der beiden

Komponenten in der Lésung als Diagramm (Temperatur T/ gegen Volumenfraktion ®) .
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Der LCST stellt die Temperatur dar, unterhalb der Polymer und Lésungsmittel in
allen Verhaltnissen als komplett mischbar vorliegen. Wenn der LCST fur eine
Ldsung beispielsweise Uberschritten wird, so tribt sich die zuvor klare Losung
abrupt ein. Der LCST wird deswegen auch als Trilbungspunkt bezeichnet!?®! 291130
Da die Hydrophobie des Polymers den LCST beeinflusst, kann dieser durch den
Einbau von hydrophoben Copolymeren abgesenkt werden, wahrend der Einbau

von hydrophilen Komponenten fiir eine Erhéhung des LCST sorgt?®"H132133],

Ein seit den 50er Jahren bekanntes und bestens erforschtes Polymer, welches
einen LCST in einem Bereich von ca. 32 °C aufweist, ist Poly-N-iso-
propylacrylamid (PNIPAAm) B4 Ein besonders interessanter Aspekt des
PNIPAAm fir die Anwendung in Freisetzungssystemen ist die Nahe der LCST zur
Korpertemperatur von 37 °C. Bekannt und publiziert sind unzahlige weitere
Systeme wie zum Beispiel: Poly-N,N-diethylacrylamid (PDEAAmM) mit einem LCST
von 25 — 32 °C!"® Poly-N-vinlycaprolactam (PVCL)P®7H38] mijt einem LCST von
25 — 35 °C, Poly-N,N-Dimethylaminoethylmethacrylat (PDMAEMA) mit einem
LCST von ca. 50 °CP, Polyethylenglykol (PEG), mit ca. 85 °CH*%*! gls LCST und
verschiedene Poly-N-(1-hydroxybutan-2-yl)acrylamid (PHBA) mit einem LCST von

ca. 25 °C*4,
0 07N U 0”0 Oo/gOHO/NH
AT TR 8 P
OH

PNIPAAm PDEAAm PVCL PDMAEMA PEGMA PHBA
Abb. 1.10: Darstellung der Wiederholungseinheit verschiedener Polymere mit LCST.

Die Bereiche, die flrr die verschiedenen Systeme angegeben sind, resultieren aus
der Temperaturabhangigkeit des LCST vom Molekulargewicht und der
Polymerarchitektur*®44° Das Einbringen von Seitengruppen kann den LCST
dementsprechend beeinflussen. Ein Beispiel hierfur ist das Polyethylen-
glykolmethacrylat (PEGMA), flir welches je nach Lange der PEG-Seitengruppen
der LCST variiert. Unterhalb von zehn PEG-Gruppen am Polymerrickgrat ist der
LCST niedriger als der fiir reines PEGM"® und variiert dann auch wieder

entsprechend der unterschiedlichen Langen des PEG®®!,
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Ein weiteres Polymer mit LCST stellt das Blockcopolymer aus Polyethylenoxid
(PEO) und Polypropylenoxid (PPO), als Triblockcopolymer kommerziell unter dem
Namen Pluronics® oder Tetramer (Tetronics®) erhaltlich bei BASF, dar. Der LCST
variiert je nach Blocklange und statt des hydrophoberen PPO-Blocks kann auch
ein Polylactid-Block (PLA) oder Copolymer aus Milchsaure und Glykolsaure als
Polylactid-co-glycolid-Block (PLGA) eingesetzt werden. Am LCST untergehen
diese Polymere dem Sol-Gel-Ubergang, da die hydrophoberen Blécke aus der
Ldsung ausfallen und fur eine physische Verknupfung durch Verschlaufungen mit

anderen Polymerketten sorgen!"!.

Ein Einsatzgebiet fur Polymere mit LCST stellen Blockcopolymere mit einem
hydrophoben Polymerblock durch Anordnung um einen eingeschlossenen
Wirkstoff in Form von Mizellen dar. 1998 zeigten Chung et. al.*” die Einlagerung
von Pyren in PNIPAAmM-b-PS oder PNIPAAmM-b-CisHss und das Verhalten der
Blockcopolymere mit unterschiedlich langen hydrophoben Blocken. Die in Abb.
1.11 vorgestellte Struktur zeigt die Bildung der Mizellen Uber der kritischen
Mizellenbildungskonzentration (CMC), die oberhalb des LCST aufgrund des
Kollabierens der solvatisierten PNIPAAmM-Ketten agglomerieren. Der hydrophobe
Charakter der PNIPAAm-Phase konnte durch die Verteilung des hydrophoben
Pyren beobachtet werden. Unterhalb des LCST liegt das Pyren nur im
hydrophoben Kern vor, verteilt sich jedoch auch in die PNIPAAm-Hulle oberhalb
des LCST.

(a) PlP.ﬂAm-C1 3H35
%gz Nd__‘\"‘ above 2 above
e - ___eme LCST
—P
s 1 balow below
5 /z'\% cme LCST
LCST=27C LCST=32.6C

Abb. 1.11: Schematische Darstellung der Mizellenbildung oberhalb des CMC und die

Agglomeration der Mizellen oberhalb des LCST*"1.

Generell zeigte sich nur das Anbringen von kurzen hydrophoben Ketten als
vorteilhaft, da sich diese im Kern der Mizelle anlagern und den PNIPAAmM-LCST

nicht beeinflussen. Basierend auf diesem Aufbau sind verschiedene weitere



Motivation & Einleitung 13

Systeme entwickelt worden, die sich oberhalb des LCST entweder zum gezielten
Einlagern von Zellen®* eignen oder fiir die Freisetzung von eingelagerten

hydrophoben Wirkstoffen!>*>"],

Im Fall der Freisetzung von hydrophoben
Wirkstoffen kann dabei ausgenutzt werden, dass erst oberhalb des LCST der
hydrophobe Wirkstoff durch die dann hydrophobisierte Schale des PNIPAAmM

diffundieren kann.

Eine andere Einsatzmdglichkeit fur LCST-haltige Polymere stellen Hydrogele dar.
Dreidimensionale Netzwerke kdonnen entweder durch physikalische Verknupfung
wie Verschlaufungen der Polymere oder durch die kovalente Verknilpfung
ausgebildet werden. Kovalente Hydrogele kdnnen gequollen unterhalb des LCST
beladen werden. Wenn PNIPAAm vernetzt als Hydrogel vorliegt, kann durch das
Verknaulen der solvatisierten Polymerketten oberhalb des LCST und dem damit
verbundenen Volumenverlust, siehe Abb. 1.12, eingeschlossener Wirkstoff

schlagartig freigesetzt werden.

T<LCST &

=
el
528

& £ &

Abb. 1.12: Schematische Darstellung des Anquellens und Schrumpfens eines

dreidimensionalen Netzwerkes'®? gesteuert durch den LCST.

In der Folge kann dann der restliche eingeschlossene Wirkstoff>>** kontrolliert
nullter Ordnung freigesetzt werden. Beschrieben wurde dieser kombinierte
Freisetzungstyp von Okuyama et. al. fur Conetzwerke aus PNIPAAmM und
Butylmethacrylat (BMA)®®!. In Kombination mit Hydroxyethylmethacrylat (HEMA)
konnten Jones et al. die Freisetzung von antibakteriellen Zinktetraphenylporphyrin
zeigen®*¥ Beeinflusst werden kann die Freisetzungsrate durch den Grad der
Vernetzung der PNIPAAmM-Gele und die chemische Wechselwirkungen des

Wirkstoffs mit dem Polymer!*®H57]
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Eine andere Moglichkeit des Einsatzes fiur thermo-sensitive Polymere stellen die
Triblockcopolymere dar, die oberhalb des LCST gelieren. Kan et. al. konnten diese
Eigenschaft einsetzen um Ol-in-Wasser Emulsionen mittels PEG-b-PLGA-b-PEG
in Wasser herzustellen, die im Bereich von 20-30 °C gelieren. In die Oltropfen
konnte Paclitaxel, ein in der Chemotherapie eingesetztes Zytostatikum,
eingelagert werden, welches aus den stabilen Oltropfen gleichmaRig nullter
Ordnung austritt®®®!.

Neben dem Einsatz fur die Freisetzung stellt das "~"Tissue Engineering” ein
weiteres Einsatzgebiet flir Polymere mit LCST dar. Aufgrund des LCST lasst sich
zum einen die Adsorption/Desorption von Zellen PPHEOMONO2 kantrollieren, zum
anderen konnen Polymergele mit eingeschlossenen Zellen oberhalb des LCST als

Gertiist fiir den Aufbau von Zellstrukturen angewendet werden **! (Abb. 1.13).

\Q/ Injection into
wound / defect

Polymer/ Cell solution Polymer network / Cell solution
25°G 37°C

Abb. 1.13: Schematische Darstellung des Einschlusses von Zellen in einem

physikalischen Netzwerk oberhalb des LCSTs®™ fiir die Injektion an die gewiinschte
Stelle.

Die Eigenschaften der LCST-haltigen Materialien und ihre Anwendung sind bereits
sehr gut untersucht worden und waren bereits Gegenstand vieler
Veroffentlichungen. AulRerdem ist die Anwendung von LCST-haltigen Systemen
durch ihre Ld&slichkeit limitiert. Deswegen wurde bewusst nach einem anderen

Weg gesucht, Stimulus-sensitive Systeme zu entwickeln.

Im Gegensatz zur LCST stellt die obere, kritische Ldsungstemperatur (upper
critical solution temperature, engl. UCST) die Temperatur dar, oberhalb der
bestimmte Polymere in Losungen gehen oder im Fall von chemischen Netzwerken
eine erhohte Quellung vorliegt, sieche Abb. 1.14. Wahrend im Zeitraum 2005-2010
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ca. 330 Veroffentlichungen mit Polymersysteme den LCST betreffend publiziert
wurden, erschienen im gleichen Zeitraum nur 44 den UCST betreffende
Publikationen. Nur eine Verdffentlichung darunter betraf ein wassriges System(®?.

N

1 Phase
UCST |-~~~

2 Phasen

A

(0]
Abb. 1.14:. Schematische Darstellung des UCST und des Vorligens der beiden

Komponenten in der Lésung als Diagramm (Temperatur T/ gegen Volumenfraktion ®) .

Die beobachteten Effekte treten oberhalb des UCST auf, weil durch die
Temperaturerhohung des Losungsmittels die Wechselwirkungen (wie zum Beispiel
Wasserstoffbrickenbindungen) zwischen den verschieden Polymeren kollabieren
und die Beweglichkeit der Ketten ansteigt. Dadurch kann die Diffusion eines
Wirkstoffs erhoht werden. Exemplarisch konnte dies fur interpenetrierende
Netzwerke (IPN) aus Polyacrylsaure (PAA) und Polyacrylamid (PAAmM) gezeigt

werden!®469]

. Durch Grafting-to von B-Cyclodextrin auf das PAA konnte die
Eigenschaften des IPN verbessert werden. Durch den so erhaltenen UCST bei ca.
35 °C konnte Ibuprofen als Modelwirkstoff erfolgreich oberhalb dieser Temperatur
verstarkt freigesetzt werden®®. Die geringe Anzahl der Verdffentlichungen zeigt
bereits wie schwierig es ist, Systeme zu finden, die den UCST flr stimulierte

Freisetzung ausnutzen konnen.

Ein weiterer Temperatur-kontrollierter Effekt, der flr Freisetzungssysteme
angewendet werden kann und bedeutend leichter in Freisetzungsmatrices
integriert werden kann, ist die Glaslibergangstemperatur (Tg). Sie gibt die
Temperatur an, an dem die glasartigen ,,eingefrorenen* Polymerketten langsam
ihre Beweglichkeit durch die Erhohung der Temperatur wiedererhalten und sich in
zahflussige, Gummi-artige Substanzen verwandeln. Mit dem Ty geht die
Veranderung von Materialeigenschaften wie Harte und Elastizitat einher.
Ausserdem verandert sich durch die erhéhte Bewegung der Polymerketten, wie
Rotation und Translation, das freie Volumen, der Raum welchen das Polymer

zusatzlich zu dem Eigenvolumen beansprucht. Die Groe des freien Volumens



16 Motivation & Einleitung

beeinflusst direkt den Diffusionskoeffizienten. Ein grolieres, freies Volumen bietet
den Wirkstoffen in der Polymermatrix die Moglichkeit, schneller durch die Matrix zu

diffundieren.

Experimentell konnte fur verschiedene Matrialien durch Temperaturerhdhung ein
Anstieg des Diffusionskoeffizienten gezeigt werden. Fur die Diffusion des
Weichmachers Bis(2-ethylhexyl)phthalat in Polyvinylchlorid (PVC) erhoht sich der
Diffusionskoeffizient um den Faktor 7,7, fir PS und PMMA konnte sogar eine
Erhdhung des Diffusionskoeffizienten fur die Diffusion von verschiedenen

Fluoreszenzfarbstoffen um den Faktor 100 beobachtet werden!®®!.

Ein anderes Beispiel fur die Erhohung der Diffuison oberhalb des Tg4 stellen
chirale, amphiphile Polymerconetzwerkmembranen aus PHB-/-PDMS dar. Tobis!®®!
konnte fur diese die Zunahme der Diffusion von Orange G durch die PHB-Phase,
aufgrund des Wassers als Weichmachers, unterhalb des T4's von 62 °C bei 45 °C

eine Zunahme der Diffuision um den Faktor 1000 beobachten.

Fir die Freisetzungen aus den beschriebenen Tg-sensitiven Systemen ist die
Ldslichkeit in der Polymermatrix entscheidend. Im Fall von PMMA, PS und PVC
werden dementsprechend deshalb entweder hydrophobe Fluorezenzfarbstoffe
oder Weichmacher untersucht. Die Frage ist, ob hydrophilere Substanzen
uberhaupt diesen Effekt ausnitzen koénnen. Wie sich am Beispiel des
Polymerconetzwerk zeigte, mussen die Polymere flr die Diffuison von hydrophilen
Komponenten eine Aufnahmefahigkeit von Wasser besitzen. Im Rahmen dieser
Dissertation sollen deswegen neue Materalien auf ihre Fahigkeiten zur
Freisetzung unter Ausnutzung des erhohten freien Volumens oberhalb des Tg hin

untersucht werden.

1.1.5 Magnetisch stimulierte Freisetzung

Ein Vorteil, den die Triggerung durch das Schalten eines magnetischen Feldes
bietet, ist die Geschwindigkeit, mit der das Material auf die Veranderung des
Feldes reagiert und dass diese Veranderungen kontaktlos initiiert werden kénnen.
Im Vergleich dazu finden bei anders stimulierten Systemen die strukturellen
Veranderungen, wie Volumenveranderungen, unter der kinetischen Hinderung

durch das relativ langsame An- und Abquellen’® verzégert statt.



Motivation & Einleitung 17

Ein Hauptbereich fir den Einsatz von magnetisch getriggerten Systemen ist die
Anwendung fur die Veranderung der Materialeigenschaften  von
Polymernetzwerken beim Anlegen von einem homogenen, magnetischen Feld.
Die Anderung kann durch die lineare Ausrichtung superparamagnetischen
Nanopartikeln innerhalb des Netzwerks erreicht werden, da sich die Partikel,
aufgrund der Wechselwirkungen untereinander, als Dipole im Magnetfeld
ausrichten. Die Netzwerke kénnen dabei als Filme oder Partikel vorliegen!"!.

Eine andere Nutzungsart kann durch den Einsatz von inhomogenen,
magnetischen Feldern erreicht werden, da hier die Wechselwirkung der Partikel
mit dem magnetischen Feld dominiert. Das Anlegen sorgt so fur eine sofortige

Deformation, GroRenveranderung oder Agglomerieren des Kunststoffes!’®.

Werden magnetische Nanopartikel einem magnetischen Wechselfeld ausgesetzt,
so wird die Umgebung als Produkt der standigen Neuausrichtung der Partikel
entlang der Feldlinien erwarmt. Dieses induktive Heizen kann zur
Krebsbekampfung durch Erwarmen auf Temperaturen, bei denen das
Tumorgewebe abstirbt”?, eingesetzt werden. Zudem kann dieser Effekt auch zum
Erwarmen der Polymermatrix verwendet werden. Ausgenutzt wurde der Effekt bei
der Einlagerung von Magnetit in die Alginatschale Insulin-haltiger Partikel"®.. Unter
Anlegen eines magnetischen Wechselfeldes konnte eine 50-fache Erhdhung der

Diffusion erreicht werden, weil die erwarmte Alginatmatrix starker anquillt.

Ein anderes Einsatzgebiet fur die magnetischen getriggerte Erwarmung stellt der
Einsatz von magnetischen Partikeln in Kombination mit LCST-haltigem
Polymermaterial dar. Dies stellt die bereits angesprochene Kopplung zwischen
zwei verschiedenen Triggerungen dar. Durch Anlegen eines magnetischen
Wechselfeldes, wird die Polymermatrix erwarmt. Oberhalb des LCST treten dann
die in Kapitel 1.1.4 beschriebene Effekte auf, siche Abb 1.15°274],

Polymer T>LCST .
o —
Wirkstoff
T<LCST o o °

Abb. 1.15: Schematische Darstellung der magnetisch getriggerte Freisetzung von
Wirkstoff oberhalb des LCST.
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Grundsatzlich reprasentieren die bisher vorgestellten, magnetisch getriggerten
Systeme eine Steigerung der Freisetzung unter Einfluss des Magnetfeldes.
Dementgegen kann die Freisetzung durch Anlegen eines homogenen Magnetfelds
auch reduziert werden. Ein solches Freisetzungssystem kann durch die Synthese
von magneto-responsiven Nanoferroschwammen hergestellt werden!™.. Hierbei
kann uUber die PorengroRe eines Gelatinhydrogels, in dessen Grundgerust
magnetische Nanopartikel eingebettet sind, die Freisetzung reguliert werden. Wird
ein magnetisches Feld angelegt, ziehen sich die Poren des Schwamms

zusammen und die Diffusion wird abgesenkt.

Trotz der hohen Responsivitat, die magnetische Komponenten wie Magnetit zum
Beispiel aufweisen, liegt der Fokus eher auf der Nutzung des magnetischen
Stimulus fur die Erwarmung der Matrix, die dann aufgrund des eigenen LCST die
Freisetzung eines Wirkstoffes steuert. Oder die magnetische Triggerung wird zur

Hemmung der Diffusion von Wirkstoffen eingesetzt.

Aufgrund der Kombination von der hohen Responsivitdt und der grolen
Verflgbarkeit von superparamagnetischen Systemen, ist es unbedingt notwendig
den Blick auf den Aufbau und Einsatz von Systemen zu richten, die durch

magnetische Stimumli direkt als Freisetzungssystem getriggert werden kdnnen.
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2. Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit ist es, durch den Aufbau verschiedener, neuartiger Materialien,

das Portfolio an Stimuli-responsiven Freisetzungssystemen zu erweitern.

21 Untersuchung der Adressierbarkeit von Magnetitpartikeln in

amphiphilen Polymerconetzwerkpartikeln und Hydrogelen

Durch die photokatalytische Suspensionspolymerisation sollen Reaktor-gestitzt
magnetische, amphiphile Mikropartikel synthetisiert werden, um durch
homogenere Magnetitverteilung im Partikel ein besseres magnetisches Dirigieren
zu erreichen. lhre Struktur, die Grélkenverteilung, die Magnetit-Verteilung und die
Phasenseparation soll im Vergleich zum praparativ etablierten Mikro Set-Up
untersucht werden. Zusatzlich soll die chemische Zusammensetzung beider
Partikel fur Mikropartikel mit unterschiedlichem PHEA-Gehalt bestimmt werden.
Die Untersuchung der magnetischen Abtrennbarkeit soll letztendlich zeigen, ob fur
die amphiphilen Mikropartikel eine Einsatzmoglichkeit als magnetisch dirigierbares

Freisetzungssystem besteht.

Alternativ soll die Inkorporation von Magnetit in Hydrogele auf die Moglichkeit hin
untersucht werden, magnetisch triggerbare Hydrogele zu erzeugen. Durch
Einlagerung in 2 strukturell verschiedene Hydrogele (OHD und BOLA) soll
Magnetit unter der Ausbildung von Hydrogelen dispergiert werden. Dafur ist es
wichtig, die minimal notwendige Menge an Magnetit fur eine Destabilisierung zu
bestimmen. Strukturell soll die Magnetitverteilung innerhalb des Hydrogels vor,
wahrend und nach der magnetischen Triggerung untersucht werden. Zudem ist es
interessant, ob nach der Wiederstabilisierung des Hydrogels eine erneute

Triggerung moglich ist. Zusatzlich soll die Form der Verteilung bestimmt werden.

2.2 Thermisch induzierte Freisetzung durch amphiphile Core-Shell

Partikel als Temperatur-responsive Nanocontainer

Durch den Aufbau von Core-Shell-Partikeln mit Polyoxazolin-Schale und Polylysin-
co-leucin-Kern sollen Temperatur-responsive Nanocontainer entworfen werden,
die sich fur die Thermisch induzierte Freisetzung eignen. Daflr ist es wichtig den

Verzweigungsgrad und die Struktur des Kerns zu analysieren. Deswegen soll der
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Verzweigungsgrad von thermisch polymerisiertem Polylysin (TPL), Mikrowellen
assistiert polymerisiertem Polylysin (MWPL und MWPLH) sowie des
hydrophobisierten Polylysin-co-leucin (PLcL) analysiert werden. Zudem sollen

deren Molekulargewicht und deren hydrodynamischer Radius bestimmt werden.

Zusatzlich  sollen durch Mikrowellen assistierte Synthese verschiedene
Polyoxazolin-Schalen mittels lebender kationischer Ring-6ffnender Polymerisation
synthetisiert werden. Die aktiven Kettenenden sollen flr Grafting-to am PLcL zur
Ausbildung der Schale von Core-Shell-Partikeln eingesetzt werden. Alternativ soll
die Mdoglichkeit, PMeOx (20 Wiederholungseinheiten) per Grafting-onto mittels

Disuccinimidylcarbonat auf MWPL aufzupfropfen, untersucht werden.

Die erfolgreiche Ausbildung von Core-Shell-Systemen soll durch Strukturanalyse
wie GPC, 'H-NMR und DLS untersucht werden. AuRerdem soll die durch diese
erhaltene Oberflachenstrukturierung per AFM charakterisiert werden. Durch
Bestimmung der verschiedenen Beladungskapazitaten der Core-Shell-Partikel fur
Farbstoffe/Wirkstoffe in CHCI; und VE-Wasser im Vergleich zu reinem PLcL,
einem PLcL/PBuOx-Gemisch und funktionalisiertem thermisch, bzw. Mikrowellen
assistiert polymerisiertem Polylysin soll die Aufnahmefahigkeit der Nanocontainer

untersucht werden.

Nach der Charakterisierung des Temperaturverhaltens von GHE-MWPL, PLcL
und PLcL-g-PBuOx mittels DSC soll die Eignung fur Freisetzung per UV/VIS
mittels Freisetzungsprofile der verschiedenen Farbstoffe/Wirkstoffe aus den GHE-
MWPL und PLcL-g-PBuOx untersucht werden. Im Fall des PLcL-g-PBuOx soll
zusatzlich die Auswirkung einer substanziellen Verlangerung der PBuOx-Schale
untersucht werden. Zusatzlich soll im Vergleich zu den thermo-sensitiven PLcL-g-
PBuOxs die Freisetzung aus PLcL-g-PPhOx gleicher Schalendicke detektiert
werden. Des Weiteren soll die Eignung des PLcL-g-PBuOx als Freisetzungsmatrix
durch die erfolgreiche Freisetzung von Modellwirkstoffen, wie Acetylsalicylsaure

und Pyridoxin*HCI, untersucht werden.
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3. Ergebnisse & Diskussion
31 Magnetisch steuerbare, amphiphile Polymerconetzwerkpartikel
3.1.1 Einleitung - Magnetisch abtrennbare Freisetzungssysteme

Der Heilungsverlauf von Erkrankungen ist davon abhangig inwieweit die richtige
Dosierung des Wirkstoffs an die richtige Stelle gelangt. Eine Form der Umsetzung
fur dirigierbare Tragermaterialien ist die Synthese von superparamagnetischem
Magnetit und dessen Inkorporation in den Trager. Magnetit, Fe;Os in
Spinellstruktur, besitzt diese Eigenschaften bei sehr kleinem Durchmesser (ca. 10-
12 nm)"®l. Ab GréRen von 50 nm Durchmesser liegen die Nanopartikel nur noch
als paramagnetisches Material vor. Zusatzlich zur Agglomeration, die die
magnetischen Eigenschaften beeinflusst, neigt das Magnetit zur Oxidation zu
Maghemit (y-Fe»O3) im ersten und Hamatit (Rost, a-Fe;0O3) im zweiten
Schritt!’’8] Da Hamatit Giberhaupt keine magnetischen Eigenschaften mehr
besitzt, ist es aus diesem Grund ebenfalls wichtig, die Magnetit-Nanopartikel durch
unterschiedlichste Beschichtungen zu stabilisieren™. Als medizinisch interessante
Anwendung flir Magnetitnanopartikel ist die Hyperthermieanwendung von
Magnetit-Nanopartikeln bekannt. Dabei wird die Bekdmpfung des Tumors durch
Warme, die bedingt durch die Wechselwirkung der magnetischen Nanopartikel mit
einem magnetischen Hochleistungswechselfeld erzeugt wird, als Alternative zur

Chemotherapie untersucht!"8%.

Mit dem Fokus, die Freisetzung von Wirkstoffen mittels magnetischer Nanopartikel
zu ermdglichen, wurde die Selbstorganisation von amphiphilen Magnetit-haltigen
Mizellen untersucht. In verschiedenen Arbeiten wurde die Stabilisierung von
magnetischen Nanopartikeln (MNP) in Mizellen mittels des PEO-PPO-PEO
Triblockcopolymer (Pluronic PF127®) beschrieben. Aufgrund des LCST dieser
Polymere gelieren sie im Bereich der Korpertemperatur nach kurzer Zeit und
eignen sich fur die Freisetzung von Wirkstoffen aus einem magnetisch
dirigierbaren Polymergel®[821[831[841 - Alternativ wurden hydrophobe MNPs und
hydrophobe Wirkstoffe in zersetzbare Partikel (z.B. aus PLGA) im Mikrometer-1®°!
und Nanometerbereich!® eingelagert und nach Zersetzung freigesetzt.

Daneben gibt es auch Systeme, die durch MNP-haltige zersetzbare Schalen

gekennzeichnet sind. Hu et. al. konnten zum Beispiel die Freisetzung aus einem
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System mit Silikat/Polyvinylpyrollidon(PVP)-Kern demonstrieren, nachdem die
einkristalline Magnetitschale per hochfrequentem Magnetfeld zerstort wurde!®”.
Durch Umhullung von MNPs per layer-by-layer Technik mit Polyallylamin (PAH)
konnte dies auch fur Wirkstoff-haltige Dextrankapseln eingesetzt werden. Bei
Anlegen des Magnetfeldes zerbricht die Hulle und ein Auflésen der Mikrokapsel
kann beobachtet werden!®®. Generell kann die Freisetzung, wie in Kapitel 1.1.5
beschrieben, aus den verschiedensten MNP-haltigen Nano- und Mikropartikeln,

die einen LCST vorweisen, oberhalb des LCST erreicht werdent.

3.1.2 Einleitung - Amphiphile Polymerconetzwerke

Ein alternatives Material fur den Aufbau fur magnetisch steuerbare
Freisetzungssysteme stellen amphiphile Polymerconetzwerke (APCN) dar. Das
grolie Anwendungspotential der amphiphilen Polymerconetzwerke ist begriindet in
der Kombination der Eigenschaften zweier chemisch verschiedener, nicht
mischbarer Polymere in einem makroskopisch homogenen Material, welches

jedoch eine nanophasenseparierte Morphologie besitzt!®9°0H 911 [921931[94]

Dabei liegen beide Nanophasen kokontinuierlich nebeneinander vor, wobei die
eine Phase die andere vernetzt (Polymer A - linked by — Polymer B). Man
bezeichnet dies als segmentiertes Netzwerk. Neben der Nanophasenseparation

zeichnet die APCNs aulRerdem eine Quellbarkeit in sowohl hydrophoben wie auch

S[89],[95],[96],[97],[98],[99],[1 00]

hydrophilen Ldsungsmitteln au Diese Eigenschaft in

Verbindung mit der extrem grof3en inneren Oberflache zwischen hydrophilen und
hydrophoben Phasen haben sie in den Fokus der letzten 20 Jahre geruckt. Die
groldte wirtschaftliche Bedeutung besitzen APCNs flr die Herstellung von weichen
Kontaktlinsen. Hierbei sorgt die PDMS-Phase flr Sauerstoffdurchlassigkeit und

die Acrylatphase fiir den Feuchtigkeitstransport!'"l. Zusatzlich wurden die APCNs

[102]

fur weitere Anwendungen wie die Insulinfreisetzung Einsatz als

Phasentransfermatrix in  perfluorierten  Lésungsmitteln'®®!, als  optischer

[104],[105]

biochemischer Peroxidsensor pH-sensitive Freisetzungssysteme flr

Wirkstoffel'%®M1%71 - chirale Separation*?'%!  als Katalysatortrager fiir die

Aktivierung von Enzymen in superkriischem CO,!'%

oder organischen
Lésungsmitteln''% eingesetzt. Neben APCN-Membranen zeichnen sich auch per
Suspensionspolymerisation synthetisierte  APCN-Mikropartikel durch die oben

beschriebenen Eigenschaften aus!'"".
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Aufgrund der bereits beschriebenen Eigenschaften stellen APCN-Mikropartikel ein
vielversprechendes, potentielles Freisetzungssystem dar, falls der Transport der
APCN Mikropartikel zum gewlnschten Wirkungsort garantiert werden kann. Eine
Mdglichkeit dies zu erreichen stellt die Ausstattung mit superparamagnetischen
Ferriten dar. In frGheren Arbeiten wurde bereits Oleat beschichtete
Magnetitpartikel in APCN Partikel inkorporiert, um deren erschwerte Handhabung
im gequollenen Zustand aufgrund der geringen Dichteunterschiede zum
Ldsungsmittel, durch magnetische Steuerung zu vereinfachen und so den Einsatz
der APCN in versatilen Anwendungen zu erméglichen!''?. Dabei erwiesen sich die
so dargestellten APCN Mikropartikel als zu schlecht magnetisch steuerbar. Es
wurde vermutet, dass die inhomogene Verteilung des Magnetits als Agglomerate
an der Oberflache der APCN Partikel eine Ursache fur die schlechte Steuerbarkeit
darstellt. Deswegen wurde eine Verbesserung der Homogenisierung des
Magnetits innerhalb der ACPN Partikel angestrebt.

Zudem besteht fur die bisherige beschriebene Praparation der APCN Partikel per
Suspensionspolymerisation keine zuverldassige Methodik, die PHEA/PDMS
Zusammensetzung zu bestimmen, da die Standardmethode fir APCN
Membranen, die Bestimmung des Sol-Gel-Gehalts per Soxhlet-Extraktion nicht

méglich ist'*3!,

3.1.3 Synthesen

3.1.3.1 Darstellung Magnetit als ,,magnetischer Trigger*‘

Da die Qualitat der superparamagnetischen Magnetit-Nanopartikel zum einen
entscheidend ist fur die magnetische Triggerung des Systems und zum anderen
auch malgeblich fur die Homogenisierung und Verhinderung der Agglomeration
ist, wurde die Praparation der Magnetitpartikel auf Verbesserungspotentiale hin
untersucht. Magnetit (Fes04) wurde bereits!'™ fir die Inkorporation in APCN
Mikropartikeln nach einem modifizierten Koprazipitationsverfahren!'™ von
Eisen(ll)- Sulfat und Eisen(lll)-Chlorid (Verhaltnis 1:2) in Ammoniak basischer
Losung bei 80 °C unter starkem RuUhren dargestellt. Hauptaugenmerk bei der
Synthese liegt auf der Stabilisation der Magnetitnanopartikel durch Ols&ure,

welche aufgrund sterischer AbstoRung eine Agglomeration verhindert. Gleichzeitig
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gewabhrleistet die hydrophobe Umhullung des Magnetits, dass die Nanopartikel in
hydrophoben Losungsmitteln oder in der hydrophoben Monomermischung

stabilisiert werden und im wassrigen nicht mehr dispergiert werden kdnnen.

Als erste Anderung fir die Verbesserung der Magnetitqualitit wurde das
Eisensulfat durch Eisenchlorid ersetzt, um eventuelle Stérungen bedingt durch die
unterschiedlichen Gegenionen zu verhindern. Olsdure ist als schwacher
Emulgator nur bedingt in Wasser I6slich und liegt bei 80 °C geschmolzen als
eigene Phase vor. Die zweite Anderung bei der Synthese stellt daher die
Gegenwart von Aceton wahrend der Synthese dar, was fir eine bessere

Kompatibilisierung der Olsdure mit dem Wasser sorgen sollte.

Da die erfolgreiche Ausbildung der Magnetitnanopartikel bereits per
Rontgenbeugung  bestatigt  wurde!™,  wurden die Magnetitpartikel per
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) auf ihre Grof3e hin analysiert. In
Abb. 3.1.1 sind TEM-Aufnahmen des mit Oleats umhiillten Magnetit aufgefihrt,
wobei die Aufnahmen des bisher etablierten Ansatzes!''? (links) im Vergleich zu

den Partikeln nach der Verbesserung (rechts) abgebildet sind.

100 nm '

Abb. 3.1.1: TEM-Aufnahme des Oleat beschichteten Magnetits nach Entfernen des n-
Heptans. Links: Die bisher eingesetzten Magnetitnanopartikel''? (Koprazipitations-
verfahren ohne Aceton & mit Sulfat-Gegenionen); rechts: Die Magnetitnanopartikel des

verbesserten Ansatzes mit Aceton und Chlorid-Gegenionen.
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Bereits an der halbierten Gro3e des Mal3stabsbalkens des neuen Ansatzes in den
TEM-Aufnahmen (Abb. 3.1.1) wird deutlich, dass die Magnetitpartikel mit
kleinerem Durchmesser von unter 5 nm bis Uber 10 nm vorliegen, wahrend durch

den bisherigen Ansatz Partikel von 10 nm bis Uber 20 nm Durchmesser dargestellt

wurden!'"?],

Abb. 3.1.2: Aufnahme von Oleat beschichteten Magnetit in n-Heptan unter Einwirkung
des Magnetfeldes. Links: Die bisher eingesetzten Magnetithanopartikel abgetrennt aus
dem n-Heptan (ohne Aceton & mit Sulfat-Gegenionen synthetisiert)!''?; rechts: Die
Magnetitnanopartikel des verbesserten Ansatzes mit Aceton und Chlorid-Gegenionen, die

sich nicht vom n-Heptan abtrennen lassen.

Die erste Auswirkung der kleineren Dimension der Magnetit-Nanopartikel wird in
Abb. 3.1.2 ersichtlich. Wahrend das Magnetit des ursprunglichen Ansatzes (links)
noch komplett aus der n-Heptan Dispersion abgetrennt werden konnte, war dies
fur das modifiziert dargestellte Magnetit nicht mehr mdglich. Wie in Abb. 3.1.2
rechts ersichtlich ist, lag das Magnetit so gut dispergiert vor, dass es das n-Heptan
unter Anlegen eines Magnetfeldes entlang der Feldlinien stabilisierte. Aufgrund
der fast halbierten Dimensionen des Magnetits und der zusatzlich resultierenden
besseren Dispersion in n-Heptan, sollte es moglich sein, das Magnetit homogener
in die APCN Mikropartikel einzubauen. Um dies zu beweisen wurden magnetische

[112]

APCN Mikropartikel im urspriinglichen Mikro Set-Up und einem neuen Aufbau

mittels Planschliffreaktor dargestellt.
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3.1.3.2 Synthese von magnetischen APCN-Mikropartikeln im bekannten
Mikro Set-Up

Nachdem durch die modifizierte Synthese Oleat-beschichtetes Magnetit kleinerer
Dimension dargestellt werden konnte, wurde es nun auf einen homogeneren
Einbau in die APCN-Mikropartikel untersucht. Dafur wurde entsprechend einer
modifizierten Precursor Strategie[m] APCN-Mikropartikel mit inkorporiertem
Magnetit dargestellt, wobei das hydrophile Hydroxyethylacrylat (HEA) durch
Maskierung mit einer Trimethylsilyl-Schutzgruppe (TMS) mit dem hydrophoben
Vernetzer a,w-Dimethacryloxypropylpolydimethylsiloxan (PDMS-MAy)
kompatibilisiert wurde. Dadurch konnte die Separation der Phasen verhindert
werden. Durch UV-initiierte Suspensions-Copolymerisation wurden die Precursor-
Partikel  erhalten. Dabei  gewahrleistete  die = Geschwindigkeit  der
Synthesemethode, dass es nicht zu einer vorzeitigen Entmischung begrindet
durch die Hydrolyse von TMS-Gruppen kam!""""''2 Dyrch gezielte Abtrennung
der TMS-Gruppen per Hydrolyse in einem 1:1 Gemisch Methanol-Wasser wurden
in einem zweiten Schritt die anvisierten APCN-Partikel erhalten (Abb. 3.1.3).

) o)
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Abb. 3.1.3: Reaktionsgleichung flr die Darstellung der APCN-Mikropartikel PHEA-/-
PDMS.

Praperativ. wurden die Tropfchen der noch nicht polymerisierten APCN-
Mikropartikel durch Zugabe der Prapolymerisationsmischung von HEA, PDMS-
MA,, Initiator Irgacure 184 und Magnetit-Anteil in 0,1 M Phosphatpuffer bei einem
pH-Wert von 7 mittels dem Lutensol AT 25 (0, 1 Gew. %) suspendiert. Die
Prapolymerisations-mischung wurde innerhalb von 4 min per Vortex bei 40 Hz
dispergiert gefolgt von einer 12-minutigen photokatalytischen Polymerisation durch
eine  Osram Vitalux Niederdruckdampflampe in einem Eisbad unter

gleichmafigem mechanischem Ruhren (1000 U/min; sieche Abb. 3.1.4).
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Abb. 3.1.4. Abbildung des bekannten Mikro Set-ups fur die Darstellung der APCN
Mikropartikel PHEA--PDMS!""2,

Da die Zusammensetzung der PDMS und PHEA Phase in den APCN
Mikropartikeln bisher noch nicht bestimmt werden konnte, sollte zusatzlich zu der
homogeneren Inkorporation des Magnetits durch Variieren des PHEA-Anteils (50
und 70 Gew. %) untersucht werden, ob die APCN Mikropartikel in dem

eingestellten Verhaltnis erfolgreich erhalten werden kénnen.

Durch dieses Vorgehen wurden APCN Mikropartikel mit einer Inkorporation von
0,125 Gew. % des modifiziert synthetisierten Magnetit mit 50 und 70 Gew. %
PHEA prapariert. Als Ausbeute wurden wie in den vorherigen Arbeiten!''? ca. 70
% der APCN Mikropartikel in 2,5 min abgetrennt und in Kapitel 3.1.4

charakterisiert.

3.1.3.3 Synthese homogener, magnetischer APCN Mikropartikel im
Reaktor

Da die homogenere Verteilung des Magnetits im Fokus stand, um die
magnetische Steuerung zu verbessern, wurden in einem Planschliffreaktor
(Volumen 500 ml), dargestellt in Abb. 3.1.5, APCN-Mikropartikel hergestellt.
Dieser bietet durch seine flache Form an der Unterseite eine genligend grofRe
Oberflache fir die Polymerisation. Zusatzlich wurden fir die erfolgreiche Synthese
der magnetischen PHEA--PDMS APCN Mikropartikel im Scale-Up neben der

Grole des Reaktionsgefalles 4 Punkte modifiziert:
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1. Das Dispergieren wurde weiterhin mit dem Vortex durchgefihrt; jedoch wurde
die Monomermischung in 26 ml Phosphatpuffer in Falcontubes (50 ml Volumen)

vordispergiert und dann fur die Polymerisation mit weiteren 30 ml Puffer verdinnt.

2. Mechanisches Ruhren wahrend der Photopolymerisation wurde erreicht durch
einen Flugelrihrer (JUCHHEIM Laborgerate GmbH, Deutschland), der bei einer
Ruhrgeschwindigkeit von 115 U/min das Agglomerieren der Partikel vor der
vollstandigen Photopolymerisation verhindern sollte. Zusatzlich bot der

Flagelrihrer weniger scharfe Kanten als der urspringliche Ansatz.

3. Die Photopolymerisation innerhalb von 20 min wurde neben der Initiation durch
die Ultravitalux (300 Watt, Osram), siehe Abb. 3.1.5, zusatzlich mit 4
Leuchtstoffrohren (Typ LT 15 W/009 UV, Narwa GmbH, Deutschland) verstarkt.

4. Um die bei der Photoinitiation entstehende Hitze innerhalb der Suspension
abzufuhren, wurde fur ausreichende Kuhlung zum einen der Puffer auf 4° C
gekuhlt eingesetzt und zum anderen sorgte auf den Planschliffreaktor geleitete
Druckluft fur  zusatzliche Kuhlung der Reaktionsmischung wahrend der
Photopolymerisation.

Abb. 3.1.5: Abbildung des Planschliffreaktors mit Fligelrihrer. Unterhalb befindet sich die
Osram Vitalux Lampe. Die Narwa Leuchtstoffrohren sind an den Kanten der
Photopolymerisationskammer angebracht. Der Luftstrom zur Kuihlung wurde aus

Blickrichtung Gber den Reaktor geleitet.
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Um die Auswirkung des PHEA-Anteils auf die Zusammensetzung der beiden
Phasen im polymerisierten Partikel zu untersuchen wurden ebenfalls APCN
Mikropartikel mit 50 und 70 Gew. % PHEA-Anteil synthetisiert. Nach dem
Entschitzen des PTMSOEA durch Schutteln der Partikel in einem Wasser/MeOH-
Gemisch fur 4 Tage und regelmaRigem Wechseln der Losung werden mit 2,1 g
die 7-fache (0,3 g im Mikro Set-Up) Menge an PHEA--PDMS Mikropartikeln
erhalten. Der Aufbau und die Zusammensetzung der APCN-Mikropartikel wurden

in Kapitel 3.1.4 untersucht.

314 Charakterisierung der APCN Mikropartikel
3.1.41 GroRenverteilung der APCN Mikropartikel

Nachdem Synthese und Entschutzung der APCN Mikropartikel durchgefihrt
wurden, wurde die Struktur und GréRenverteilung der entstandenen Partikel
untersucht. Durch die Charakterisierung per Rasterelektronenmikroskop (REM)
wurde die Struktur der APCN Mikropartikel des Scale-Ups mit der des
urspringlichen Mikro Set-Ups verglichen. In Abb. 3.1.5 sind die REM-Bilder der
beiden entstandenen Mikropartikel dargestellt.

—— 50 pm — —— 50 pm —

Abb. 3.1.6: REM-Aufnahmen der Mikropartikel; links die Aufnahmen des Mikro Set-Ups,

rechts die des Reaktors .

In Abb. 3.1.6 sind die APCN-Mikropartikel beider Synthesen als gleichmafig
spharische Partikel mit vergleichsweise glatten und ebenmaRigen Oberflachen

dargestellt.
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Nachdem die beiden Praparationsmethoden aulderlich gleiche Partikel
bereitstellen, wurden die GroRenverteilungen der beiden Synthesen durch
Aufstellung einer GroRenverteilung untersucht. Daflr wurde eine reprasentative
Auswahl von 1000 Mikropartikeln in Lichtmikroskopie-Aufnahmen ausgezahit und

die Ergebnisse der GroRenverteilung in Abb. 3.1.7 abgebildet.
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Abb. 3.1.7: Links: Lichtmikroskopischer Vergleich der GroéRenverteilung von 1000 der
APCN PHEA-/-PDMS Mikropartikel (50 Gew. % PHEA). Der Mikro Set-Up (42 + 20 ym) ist
in Blau dargestellt und der Reaktor (48 £ 22 um) in Rot. Rechts: Lichtmikroskopischer
Vergleich der Volumenverteilung der APCN PHEA--PDMS Mikropartikel (50 Gew. %
PHEA). Der Mikro Set-Up ist in Blau dargestellt und der Reaktor in Rot.

Beim Vergleich der Ergebnisse miteinander fallt auf, dass die Durchmesser, der im
Mikro Set-Up dargestellten Partikel, von 5-65 pm variieren und Uber 95 % der
Partikel einen Durchmesser unter 45 um besitzen. Der Scale-Up besitzt einen 20
% geringeren Anteil an Partikeln unter 45 pm. AulRerdem betragt der Anteil der
Partikel von 25-65 um 46,5 % und damit Gber 25 % mehr als im Mikro Set-Up. Des

Weiteren wurden im Reaktor sogar Partikel groRer als 75 uym erhalten.

Bei Betrachtung der durchschnittlichen GréRe der APCN-Mikropartikel fallt auf,
dass die Partikel des Mikro Set-Ups (42 + 20 ym) und des Ansatzes im Reaktor
(48 £ 22 pm) im gleichen GroRRenbereich vorliegen. Nachdem durch beide
Herstellungsmethoden annahrend gleiche Mikropartikel produziert werden
konnten, wurde im nachsten Schritt die Homogenitat der Magnetit-Nanopartikel

innerhalb der Mikropartikel untersucht.
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3.1.4.2 Magnetitverteilung innerhalb der APCN Mikropartikel

Nachdem die Betrachtung der Mikropartikel ergeben hatte, dass im Reaktor
ahnlich groRe Partikel vorlagen, wurden beide PHEA--PDMS Partikel auf die
homogenere Verteilung des Magnetits hin untersucht. Dafur wurden Querschnitte
von maximal 100 nm Dicke der in Epoxidharz eingebetteten Partikel mittels
Ultramikrotomie hergestellt und per Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
untersucht. Die PHEA--PDMS Partikel heben sich dunkelgrau vom
Einbettungsmittel ab aufgrund des hdheren Massenkontrasts des Siliziums.
Zusatzlich stechen die schwarzen Punkte hervor. Dabei handelt es sich um das

Magnetit, welches als Eisenoxid den groRten Massenkontrast besitzt.

In Abb. 3.1.8 sind sowohl TEM-Aufnahmen der Oberflaiche wie des
Partikelinneren der Partikel des Mikro Set-Ups abgebildet. In beiden Aufnahmen
zeigt sich, dass das Magnetit gleichmalig verteilt im Partikel als maximal 30 nm
grolde Agglomerate vorliegt. Der Hauptteil des Magnetits liegt jedoch als homogen
verteilter Nanopartikel von ca. 8-9 nm vor. Gleichzeitig wird deutlich, dass
durchaus Magnetit an der Oberflache vorliegt, sich jedoch kein Magnetit direkt auf
der Oberflache befindet. Solch oberflachlich angelagertes Magnetit konnte die

amphiphilen Kanale an der Oberflache stoéren.

Abb. 3.1.8: TEM-Aufnahmen der PHEA--PDMS APCN Mikropartikel des Mikro Set-Ups
(50 % PHEA). Auf der linken Seite ist der Rand des Partikelquerschnitts und auf der

rechten das Partikelinnere dargestellt. Magnetit erscheint schwarz.

Beim Vergleich der PHEA--PDMS Mikropartikel des Reaktors, dargestellt in Abb.
3.1.9, mit denen des Mikro Set-Ups fallt auf, dass wiederrum eine Verteilung des

Magnetits durch den ganzen Partikel vorliegt. Im Prinzip ist der einzige
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Unterschied zwischen beiden Strukturen der, dass die Agglomerate des Magnetits
im Randbereich der Partikel mit maximal 18 x 45 nm eine gréRere Dimension als

die Partikel des Mikro Set-ups besitzen.

Abb. 3.1.9: TEM-Aufnahmen der PHEA--PDMS APCN Mikropartikel des Reaktors (50 %
PHEA). Auf der linken Seite ist der Rand des Partikelquerschnitts und auf der rechten das

Partikelinnere dargestellt. Magnetit erscheint schwarz.

Im Vergleich zu anderen in der Literatur beschriebenen Systemen handelt sich bei
den hier aufgefuhrten APCN-Mikropartikel um ein System mit extrem geringem
Magnetitgehalt. Mori et. al. entwickelten zum Beispiel 60-300 nm grofRe Polystyrol
Nanopartikel, die durch Miniemulsion erzeugt wurden und nach der thermisch,
radikalischen Initiation bis zu 30 Gew. % Magnetit enthalten''®. Auch andere

n[""71181 heschreiben fiir  unterschiedliche Synthesemethoden

Literaturquelle
Magnetitgehalte von 0,5-30 Gew.%, die jedoch fast ausschlieRlich als
Agglomerate und selten fein dispergiert im Polymer auftreten. Alternativ wurden
bereits viele Falle beschrieben, in denen das Magnetit auf der Oberflache als

Agglomerat auftritt oder komplett den Partikel fiillt!"?.

Durch Optimierung der Oleat-Beschichtung des Magnetit kann dieses homogener
in die APCN Mikropartikel inkorporiert werden. Im Gegensatz zu den
vorangegangenen Arbeiten!''? (Agglomerat-Dimensionen ca. 50 x 100 nm) liegen
weniger Magnetit-Agglomerate vor und besitzen kleinere Dimensionen (maximal
18 x 45 nm Reaktor). AulRerdem konnte die hdhere Konzentration des Magnetits

im Randbereich des Partikelquerschnitts nicht mehr beobachtet werden.
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3.1.43 Strukturierung der Phasen der PHEA-/-PDMS Partikel

Entscheidend fur die Eigenschaften der amphiphilen Polymerconetzwerkpartikel
PHEA-/-PDMS ist die Verteilung der beiden Phasen durch den Partikel. Aufgrund
der unterschiedlichen E-Module der beiden Phasen PHEA und PDMS kann deren
Verteilung per Atomrasterkraftmikroskopie (atomic force microscopy - AFM)
untersucht werden. In friheren Arbeiten hat sich gezeigt, dass dabei die

Acrylatphase im Vergleich zum PDMS als harteres Material vorliegt!!' 13111,

Durch AFM-Aufnahmen kann auch eventuell auf der Oberflache vorliegendes
Magnetit identifiziert werden. Dies ist von Interesse, da die amphiphilen Kanale
blockiert werden kdnnen. Dadurch wirde die Diffusion der Stoffe durch die
Oberflache der Partikel gestort werden. Aufgrund der hdheren Harte wirde
Magnetit hell hervortreten.

In den AFM-Aufnahmen in Abb. 3.1.10 sind die Phasenseparationen der
Oberflachen beider Set-ups im Phasenmodus dargestellt. Die Phase des PHEAs

erscheint als ,,harteres* Material hellgelb und das ,,weichere” PDMS als rotbraun.

Abb. 3.1.10: AFM Aufnahmen (im Phasenmodus) der PHEA--PDMS Mikropartikel-
Oberflachen (50 Gew. % PHEA). Die Oberflache des linken Bilds gehdrt zum Mikro Set-
Up und die des rechten zum Reaktor. PHEA erscheint hell, PDMS dunkel.

Da keine extrem hellen Stellen im Phasenmodus hervortreten, kann davon
ausgegangen werden, dass kein Magnetit direkt auf der Partikeloberflache

vorliegt. Strukturell zeigen beide APCN Mikropartikel nicht die typischen
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nanophasenseparierten Strukturen fir Netzwerke mit einem PHEA:PDMS-
Verhaltnis von 50:50 Gew. %. Sie gleichen damit zwar den Strukturen, die in

112114 diese Strukturen treten

vorangegangenen Arbeiten beobachtet wurden
jedoch eigentlich fiir 40:60 PHEA:PDMS APCNs auft"'"l. Diinne, ca. 3-6 nm breite
Acrylatstege stellen fir diese Systeme die Matrix, in der die groReren PDMS-
Domanen (ca. 18-30 nm) eingelagert vorliegen!'". Fiir 50:50 APCNs wiirden
interkonnektive Phasen erwartet werden, die sich raumlich durch den gesamten

Partikel erstrecken.

Nachdem das gefundene Phasenverhaltnis auf der Partikeloberflache nicht dem
eines 50:50 PHEA-/-PDMS Netzwerkes entsprach, stellte sich die Frage, ob das
Phasenverhaltnis innerhalb des Partikels generell nicht stimmt oder ob die
Strukturen nur an der Oberflache vorliegen. Klassisch wird die Zusammensetzung
von APCN Membranen per Bestimmung des Sol-Gel-Gehalts durch Extraktion
bestimmt!'™®. Fiir die Partikel kann diese Analytik jedoch nicht angewendet
werden, da aufgrund der Bedingungen wahrend der Suspensionspolymerisation
die Moglichkeit besteht, dass Anteile des Sols von den Partikeln abgetrennt
werden. Deswegen wurde anschliel3end versucht, die Partikelzusammensetzung

auf anderem Weg zu bestimmen.

3144 Chemische Zusammensetzung der APCN Mikropartikelphasen

Wie schon beschrieben, wurden die APCN Partikel in einer
Suspensionspolymerisation hergestellt!'"".  Durch den dabei resultierenden
Kontakt mit Emulgator und Losungsmittel wahrend der Dispersion sowie
Polymerisation, ist es moglich, dass es zu einer groReren Phasenentmischung
kommt und eine Mizellenbildung mit abweichenden Monomerkonzentrationen
auftritt. Da auferdem innerhalb eines angestrebten Zeitraums nur 70 % der
Partikel magnetisch separiert werden konnen, ist es durchaus maoglich, dass die
abgetrennten Partikel eine andere Zusammensetzung besitzen als durch die
Prapolymerisation eingestellt wurde. Daher ist es von grof3tem Interesse, die
genaue Zusammensetzung der Partikel zu bestimmen. Aufgrund der schon
beschriebenen Reaktionsbedingungen war es nicht mdoglich, auf die
Zusammensetzung per Sol-Gel-Extraktion zurickzuschlie3en, wie das bereits im

Fall von APCN Membranen erfolgreich durchgefiihrt wurde!™?.
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Deswegen wurden die APCN Partikel mit einer alternativen Analytikmethode der
Fourier-transformierten Infrarotspektroskopie per abgeschwachten Totalreflexion
(ATR-FTIR) untersucht, die eine Ermittlung der Zusammensetzung der Partikel mit
einer Eindringtiefe von 0,5 pm ermdglicht. Zuerst wurden hierfir PHEA--PDMS
Membranen definierter Zusammensetzung, die von 0 Gew. % bis 100 Gew. %
PHEA reichte, nach bereits beschriebener Methodik!'"® synthetisiert. Mittels dieser
Membranen konnten fur verschiedene PHEA-Gehalte die entsprechenden
Extinktionen per ATR-FTIR bestimmt werden. Die Extinktionskurven sind in
Abb. 3.1.11 aufgetragen. Die schwarze Kurve steht fur 100 Gew. % PDMS
wahrend die hellgraue fir 100 Gew. % PHEA steht. Durch die verschiedenen
PHEA/PDMS-Zusammensetzungen ergibt sich dann der Schattierungsverlauf von

Schwarz nach Grau.
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Abb. 3.1.11: FT-IR Spektrum von PHEA-I-PDMS Membranen mit unterschiedlichem
PHEA-Gehalt (100% PHEA ist grau dargestellt und die Linie mit 0 Gew. % PHEA
schwarz). Die signifikanten Signale des PHEA (graue Linie) bei einer Wellenzahl von
1158 cm™, 1449 cm™ und 1720 cm™ und die signifikanten PDMS Signale (schwarze
Linie) bei 785 cm™, 1008 cm™ und 1258 cm™.

Die Hauptbanden des PHEA befinden sich bei einer Wellenzahl von 1730 cm™,
der Streckschwingung der Carbonyleinheit, bei 1449 cm™, der C-H-Deformations-
schwingung der Metheneinheiten und bei 1158 cm™, der asymmetrischen -C-O-

Streckschwingung der Esterbindung. Wie sich in Abb. 3.1.11 zeigt sind fast alle
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dieser Signale zumindest leicht Uberlagert von den Signalen des PDMS. Der
Grund hierfur ist das Vorhandensein der Methylacrylat-Endgruppe des PDMS-
MA;, Uber die das PHEA mit dem PDMS kovalent verknlpft wird. Dadurch liegen
selbst bei 100 % PDMS Signale in diesen Bereichen vor.

Die signifikanten Banden des PDMS konnten bei 1258 cm™, als symmetrische
Deformationsschwingungsbande der -Si-C-Bindung, bei 1008 cm™, der
asymmetrischen Streckschwingung des -Si-O-Einheit und bei 785 cm™, als
Streckschwingungsbande der —Si-C-Bindung, identifiziert werden. Tragt man die
so erhaltenen Extinktionen gegen die Konzentration des PHEA auf, so wird der in

Abb. 3.1.12 dargestellte Graph fur die verschiedenen Wellenzahlen erhalten.
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Abb. 3.1.12: Extinktion bei den Material-signifikanten Wellenzahlen von PHEA--PDMS
Membranen von unterschiedlichem PHEA-Gehalt aufgetragen gegen den enthaltenen
PHEA-Gehalt (von 30 bis 70 Gew. %).

Dabei fallt insbesondere auf, dass nur fur den Bereich zwischen 30 Gew. % und
70 Gew. % PHEA ein lineares Verhalten gefunden werden konnte und dass die
Extinktion fur die dementsprechend darunter, bzw. daruber liegenden
Konzentrationen abflacht, bzw. nicht linear ansteigt. Deswegen wurden die
angesprochenen Bereiche fur die lineare Regression nicht berucksichtigt. Um aus
den verschiedenen Steigungen die Konzentration des PHEA in den Partikeln zu

berechnen, wurde um sicher zu gehen, zuvor fur Stichproben die Extinktion der
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Membranen mit der durch Morser und Pistel zu Partikeln verarbeiteten
entsprechenden Membran verglichen. Da keine Abweichungen zu den
Extinktionen der Membranen bestanden, wurden als nachstes die Extinktionen der
APCN Mikropartikel aus beiden Synthese Set-Ups durch die Steigungen der
verschiedenen Wellenzahlen in Konzentrationen von PHEA umgerechnet. Die

Ergebnisse sind in Tab. 3.1.1 aufgefuhrt.

Tab. 3.1.1: Aufgrund der Material-signifikanten FT-IR-Signale berechnete PHEA —Gehalt
(in Gew. %) in den PHEA-/-PDMS Mikropartikeln (angesetzt auf 50 Gew. % und 70 Gew.

% PHEA).
Wellenzahl 50 Gew. % PHEA 70 Gew. % PHEA
[em™] Mikro Set-Up Reaktor Mikro Set-Up Reaktor
785 51+0,5 50+0,5 61+04 73+0,3
1007 54 +1,4 53+1,4 66 + 1,2 78 £1
1158 43 £ 1 43 £ 1 58+1,5 762
1258 61+3,2 58 + 3,3 72+ 3 86 +2,7
1449 50+0,5 52 +0,5 64 + 0,6 84 +0,8
1720 50+ 0,4 51+04 62+0,5 79+0,7
7] 51,3+1,9 51,5+1,3 63,3+2,2 785+4,5

In Tab. 3.1.1 sind die 2 Wellenzahlen (1158 cm™, die asymmetrische -C-O-
Streckschwingung der Esterbindung, und 1258 cm™, die symmetrische
Deformationsschwingungsbande der Si-C-Bindung) mit dem grof3ten Fehler rot
markiert. Dieser ergibt sich durch die gegenseitige starke Uberlagerung. Diese
Werte wurden daher nicht weiter berlcksichtigt. Bei Betrachtung des
Durchschnitts der restlichen Werte wird deutlich, dass sowohl der Mikro Set-Up,
wie auch der Reaktor im Fall der 50 Gew. %-haltigen APCN-Mikropartikel mit ca.
51 Gew. % PHEA in beiden Fallen ein ahnliches Ergebnis erzielt werden konnte.
Aulerdem bestatigt dieses Ergebnis auch, dass in diesem Fall die Mikropartikel in

den anvisierten Zusammensetzungen synthetisiert werden konnten.

Im Gegensatz dazu findet sich im Fall der Mikropartikel mit anvisiertem PHEA-
Gehalt von 70 Gew. % ein stark voneinander abweichendes Ergebnis. Wahrend
die durchschnittiche Zusammensetzung des Mikro Set-Ups bei 61-66 Gew. %
liegt, findet sich flr den Scale-Up eine Zusammensetzung von 74-83 Gew. %. Da
PHEA zum einen eine niedrigere Viskositat besitzt und zum anderen durch
madgliche verfrihte Entschitzung sich im Wasser |0st, ware eine Absenkung des

PHEA-Gehalts wie im Falle des Mikro Set-Ups erwartet worden. Die im Fall des
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Scale-ups auftretende Erhéhung des PHEA lasst sich dadurch nicht erklaren. Eine
weitere mogliche Erklarung fur die starke Abweichung der Messergebnisse kann
der Umstand liefern, dass die Extinktionen der Partikel mit 70 Gew. % am Rande
des linearen Bereichs liegen und damit starker Fehler behaftet sind. Somit ist die
ATR-FTIR nicht geeignet um APCN Mikropartikel mit hdherem PHEA-Gehalt zu
analysieren. Fir den Bereich von 40-60 Gew. % PHEA ist diese Analytikmethode
hervorragend geeignet die Zusammensetzung der APCN Partikel zu

charakterisieren.

Eine weitere Methode um die Zusammensetzung der PHEA-/-PDMS Mikropartikel
zu analysieren ist die Elementaranalyse (EA). Durch diese kénnen die Kohlenstoff-
(C) und Wasserstoff (H)-Gehalte in den Partikeln bestimmt werden. Aus diesen
lasst sich auf die PHEA:PDMS-Zusammensetzung schlie3en, da theoretisch eine
Erhdhung des PHEA-Gehalts in einem Anstieg des Kohlenstoffgehalts bei
gleichzeitiger Abnahme des Wasserstoffgehalts resultiert. Reines PDMS besteht
zu 35,7 Gew. % aus C und zu 8,2 Gew. % aus H, wahrend PHEA zu 50,8 Gew. %
aus C und 7,1 Gew. % aus H besteht.

Wie in Tab. 3.1.2 dargestellt wurden die C/H-Gehalte fir die verschieden
dargestellten PHEA--PDMS Mikropartikel unterschiedlicher Zusammensetzung
bestimmt. AuRerdem wurden die theoretisch berechneten C/H-Gehalte der PHEA-
I-PDMS Partikel aufgefuhrt. Es zeigt sich, dass der Unterschied von 20 Gew. %
PHEA in einem Unterschied von 0,22 Gew. % Wasserstoff resultiert. Da der
Fehler dieser Analytikmethode in etwa bei 0,4 Gew. % liegt, war der Unterschied
zu gering, um gemessen werden zu kdnnen. Daher wurden fur die Untersuchung

der Zusammensetzung nur die Kohlenstoffgehalte bertcksichtigt.

Tab. 3.1.2: Vergleich der berechneten C/H-Zusammensetzung mit der per
Elementaranalyse gefundenen Zusammensetzung der PHEA--PDMS Mikropartikel
(angesetzt auf 50 Gew. % und 70 Gew. % PHEA).

50 % PHEA 70 % PHEA
Element Mikro Mikro
kalk. Set-Up Reaktor kalk. Set-Up Reaktor
C 43,2 42 4 427 46,3 44 1 457
H 7.7 8,0 7.7 7.4 7,7 7.3

PHEA [%] 49 49,3 66,8 69,2




40 Ergebnisse & Diskussion

Der Kohlenstoffgehalt zwischen beiden Systemen unterscheidet sich um 3 Gew.
%. Daher ist eine exakte Aussage uber die Zusammensetzung nicht moglich, weil
der Fehler von 0,4 Gew. % in einer Abweichung von 2,7 Gew. % PHEA resultiert.
Die Ergebnisse der EA werden dementsprechend eher als Hinweis auf eine
Zusammensetzung angesehen. Fur die PHEA--PDMS Mikropartikel wird ein
Gehalt von 49 bzw. 49,3 Gew. % PHEA gefunden. Dieser Wert liegt in guter
Ubereinstimmung mit der ATR-FTIR und weist auf eine prazise Praparation der

anvisierten Zusammensetzung hin.

Im Fall des hoheren PHEA-Gehalts weist die EA auf ca. 67 Gew. % fur den Mikro
Set-Up, bzw. 69 Gew.% PHEA fur den Scale-Up hin. Beide Werte entsprechen in
der Tendenz ebenfalls den ATR-FTIR-Ergebnissen. Anscheinend liegen die

Partikel des Scale-Up naher an der anvisierten PHEA-Menge.

Eine weitere Moglichkeit der Bestimmung ist die thermogravimetrische Analyse
(TGA). Hierbei wurde die unterschiedliche Zersetzung der einzelnen
Komponenten utilisiert. Wahrend sich das PHEA zu 100 % unter Sauerstoff
abbaut, werden vom reinen PDMS-MA,; ca. 42 Gew. % als Siliziumoxide oder -
carbide (siehe Tab. 3.1.3) zurlckbehalten. Dementsprechend sollte ein
Gewichtsverlust von 71 % bei einem Gehalt von 50 Gew. % PHEA und 82,6 % bei
einem Gehalt von 70 Gew. % PHEA gefunden werden.

Tab. 3.1.3: Thermogravimetrische Analyse des Gewichtsverlusts der unterschiedlichen
Zusammensetzungen der PHEA--PDMS Mikropartikel (angesetzt auf 50 Gew. % und 70
Gew. % PHEA) berechnet aus den Gewichtsverlusten der Reinsubstanzen PHEA und
PDMS.

50 % PHEA 70 % PHEA

Mikro Mikro
kalk. Set-Up Reaktor kalk. Set-Up Reaktor
% Abbau 71 727+16 66,5+1,6 82,6 80,5+35 835+2,1
% PHEA 51,2+1,1 46,8+11 68,2+3 70,8+ 1,8

Wie in Tab. 3.1.3 dargestellt wurde so fur die PHEA--PDMS Mikropartikel mit
anvisiertem PHEA-Gewichtsanteil von 70 %, ein Anteil von ca. 68 % gefunden fur
den Mirko Set-Up und 71 % im Fall des Scale-Ups. Dieses Ergebnis bestatigt,
dass beide Systeme nicht genau bei 70 % PHEA liegen, wobei der Scale-Up den
hoheren Gehalt an PHEA ermdglicht.
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Fiar die APCN Mikropartikel mit 50 Gew. % PHEA werden zum ersten Mal stark
voneinander abweichende Werte erhalten, die tendenziell nicht mit den
Ergebnissen von ATR-FTIR und EA Ubereinstimmen. Wahrend diese immer fur
beide Systeme gleiche Ergebnisse um ca. 50 Gew. % PHEA aufgewiesen haben,
konnte dies nur fur den Mikro-Set-Up bestatigt werden. Fur den Scale-Up wurden
in diesem Experiment immer geringere PHEA-Gehalte von ca. 47 Gew. %

gefunden.

Zusammenfassend konnte eine Alternative zur Extraktion fur die Charakterisierung
der APCN erfolgreich etabliert werden. Die Zusammensetzung der APCN
Mikropartikel mit 50 Gew. % PHEA konnte auf genau diese 50 Gew. % mittels
ATR-FTIR, EA und TGA charakterisiert werden. Bei beiden Systemen wurden 50
Gew. % PHEA erfolgreich eingestellt. Fur die Synthese mit hdherem PHEA-
Gewichtanteil von 70 % zeigte sich, dass die ATR-FTIR als
Charakterisierungsmethode nicht geeignet ist, da der Messbereich aufgrund
verschiedener Ursachen nicht mehr im linearen Messbereich (40-60 Gew. %) der
Extinktion lag. FUr die APCN Mikropartikel mit 70 Gew. % konnten aber durch die
EA und TGA bestimmt werden, dass mittels des Reaktors die 70 Gew. % PHEA

noch eher erreicht werden kdénnen als durch den Mikro Set-Up.

Die Oberflachenstruktur der APCN Partikel scheint daher von der Struktur fur
APCN Membranen mit 50 Gew. % PHEA abzuweichen!"!, obwohl insgesamt die
Zusammensetzung von PHEA und PDMS flr ein 50:50 APCN Netzwerk vorliegen.
Es wird vermutet, dass die Ursache in unterschiedlichen Wechselwirkungen der
beiden Phasen mit dem Reaktionsmedium bei der Suspensionspolymerisation,

insbesondere mit dem Tensid Lutensol AT 25, zu finden ist.

3.1.5 Magnetische Steuerung der APCN-Mikropartikel

Nach dem die Homogenisierung des Magnetits innerhalb der ACPN Partikel sowie
die Bestimmung der Partikelzusammensetzung erfolgreich durchgefuhrt worden
waren, lag der Fokus auf der magnetischen Steuerung der APCN Mikropartikel.
Dafur wurde verglichen, inwiefern die APCN Mikropartikel mit homogenerer
Magnetitverteilung in wassrigem Medium per Magnet gesteuert werden konnen.

Zuerst wurde untersucht, ob eine Beschleunigung der Sedimentation durch
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zusatzliche magnetische Steuerung erreicht werden kann. In Abb. 3.1.13 ist die

Sedimentation der Partikel ohne magnetische Steuerung dargestellt.

Abb. 3.1.13: Sedimentation der PHEA--PDMS APCN Mikropartikel mit 50 Gew. %

PHEA-Gehalt in wassrigem Medium ohne magnetische Steuerung.

Es wurde deutlich, dass der Hauptteil der Partikel innerhalb von 3 min
sedimentierte. Der bis dahin nicht abgetrennte Rest liegt nach 15 min noch
dispergiert vor. Durch magnetisches Steuern der Sedimentation, siehe Abb.

3.1.14, konnten die Partikel zu 100 % innerhalb von 3 min abgetrennt werden.

— D e
Abb. 3.1.14: Magnetische Steuerung der Sedimentation von PHEA--PDMS APCN
Mikropartikel mit 50 Gew. % PHEA-Gehalt in wassrigem Medium.

Die Abtrennungsgeschwindigkeit entsprach vorangegangenen Arbeiten und es
konnte damit keine Beschleunigung durch eine homogenere Magnetitverteilung
erreicht werden. In Anbetracht der nicht vorhandenen magnetische Steuerung
wurde von Untersuchungen der Freisetzung abgesehen. Um die magnetische
Steuerbarkeit der APCN Mikropartikel zu erhdhen, misste ein hoherer
Magnetitgehalt als 0,125 Gew. % eingebaut werden. Dies gestaltete sich jedoch
aufgrund der hohen Extinktion des Magnetits sehr schwierig fur eine
photokatalysierte Polymerisation. Alternativ kdnnte man natirlich erhéhte Mengen
von Magnetit auf der Oberflache anbringen, wodurch man sich jedoch die fur die
Freisetzung essentielle Oberflache ,,verstopfen* wirde.
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3.2 Magnetisch triggerbare Hydrogele & Pickering-Emulsionen

Neben der Anwendung zum magnetischen Steuern von APCN Mikropartikeln als
Freisetzungssysteme ist die sofortige Reaktion des Magnetits auf Veranderungen
des magnetischen Feldes ein Faktor, der es zusatzlich interessant macht fur den
Aufbau von Strukturen, die durch magnetische Triggerung eine Freisetzung
aufweisen. Deswegen war es im Rahmen dieser Arbeit die Absicht, das Konzept
der magnetischen Triggerung des Gel-Sol-Uberganges von Hydrogelen
umzusetzen. Eingelagertes Magnetit soll unter magnetischer Triggerung fur die
mechanische Zerstérung des Gels sorgen und somit ein Sol erzeugen, aus

welchem Wirkstoffe freigesetzt werden kdnnen.

3.21 Einleitung - Hydrogele

Die Bezeichnung Gel, als Kurzform fir Gelatine, stamm vom Lateinischen ,,gelu”
fur Eis ab. Gele liegen als koharente Strukturen vor, die aus einer Umwandlung
von einem Sol zu einem Gel gebildet werden. Innerhalb des Gels liegen
netzartige, dreidimensionale Strukturen mit einem unendlichen Molekulargewicht
vor, die mit Losungsmittel geflllt sind. Handelt es sich um Wasser, liegen
Hydrogele vor. Bei organischen Losungsmitteln sind es Organogelen. Die
rheologischen Eigenschaften liegen zwischen einer idealen Flussigkeit und einem
idealen Festkorper. Dies erklart ihre leichte Verformbarkeit sowie ihre Elastizitat
und resultiert in einer unendlich hohen Viskositat. Gele werden in vielen
alltaglichen Bereichen benutzt (Haargel, weiche Kontaktlinsen, Gelatine)!'*"!.

Strukturell sind verschiedene Formen bekannt, in denen Gele vorliegen

kdnnen!'?':
1. Geordnete lamellare Strukturen (z.B. Phospholipide und Seifen)
2. Kovalent gebundene Polymernetzwerke (z.B. APCN)
3. Physikalische Polymernetzwerke (z.B. Gelatine)
4. Teilweise ungeordnete Strukturen (dreidimensionale Netzwerke aus

Fasern agglomerierter niedermolekularer Sole)

Die im letzten Punkt erwahnten niedermolekularen Teilchen, aus denen eine Sol
besteht, werden auch als niedermolekulare Hydrogelatoren (low molecular weight

hydrogelators, engl., LMWH, Molekulargewicht < 2000 g/mol) bezeichnet. Bei
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ihnen handelt es sich im Gegensatz zu Polymernetzwerken, wie den APCNs
(kovalent verknupfte Hauptvalenzgele) um Nebenvalenzgele, die sich
untereinander aufgrund von Dipol-Dipol-Wechselwirkungen, Dispersionskrafte, H-
Brickenbindungen oder Coulomb-Krafte zu dreidimensionalen Netzwerken
zusammenlagern. Die Besonderheit der niedermolekularen Hydrogelatoren liegt in
der Eigenschaft, dass ihre Gele durch mechanische Beanspruchung oder

Erwarmen reversibel in Sole umgewandelt werden kénnen!'?2,

3.2.2 Einleitung - Magnetisch getriggerte Gele

In der Literatur sind verschiedene Methoden beschrieben, Magnetit oder andere
magnetische Komponenten in Hydrogele einzulagern. Generell wird der Hauptteil
der magneto-responsiven Hydrogele, sogenannte Ferrogele, gestellt durch
vernetzte Hauptvalenzgele, in deren Polymermatrix Magnetit oder anderen
ferromagnetischen Eisenoxiden (Maghemit oder sonstige Ferrite) eingelagert
werden!'®!. Dies kann zum einen durch das Dispergieren des Magnetit vor der
Vernetzung geschehen, wie bei der vorgestellten Synthese von magnetischen
APCN Mikro — und Nanopartikeln, durch Diffusion von Eisensalzen in die
Netzwerke und nachfolgender Herstellung der Eisenoxide im basischen Milieul'?
oder eben durch die Diffusion des Ferrofluids in das bestehende
Polymernetzwerk!'®l. Bei den Polymeren handelt es sich haufig um Wasser

(12611271 yerschiedene

|6sliche Ausgangstoffe, wie zum Bsp.: Polyvinylalkohol (PVA)
Polyacrylamide!'?®"'2°1  Hydroxypropylcellulose, Gelatine!™®. Eine erhéhte
Freisetzung kann in ihrem Fall nur indirekt durch magnetisch induzierte Warme

erzeugt werden, falls sie einen LCST aufweisen.

Ein anderer Ansatz stabile Ferrit-haltige Hydrogele zu erhalten ist das grafting-
from von der Ferritoberflache. Auf diese Art und Weise konnten per RAFT mit

Poly(2-methoxyethylmethacrylate)!'*"] Polystyroll'3"111321133]

und Poly(e-
caprolacton)*"M"32l133 ymhiilite  Ferritmicellen erstellt werden. Die Polymere
kdénnen auch per grafting-onto auf die Ferrite gepfropft werden!"**. Der Fokus
dieser Systeme liegt jedoch nicht auf dem magnetisch getriggerten Gel-Sol-
Ubergang sondern auf der Stabilisierung der Ferritnanopartikel oder der

Darstellung von Netzwerken mit den Ferriten als Verknipfungspunkt.
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Eine alternative Moéglichkeit Ferrite gut dispergiert in einem niedermolekularen Gel
zu stabilisieren, stellt das Gelieren von Bis(2-ethylhexyl)sulfosuccinat (AOT)
umhdalliten Ferrit mittels 2,6-Dihydroxynaphtalin  oder p-Hydroxyphenol in
verschiedenen organischen Losungsmitteln dar. Diese Systeme zeigen zwar bis
zu 50 Gew. % Aufnahmefahigkeit an Ferriten, eine magnetische Triggerung des
Gel-Sol-Ubergangs konnte nicht gezeigt werden. Unter Anlegen eines

Magnetfeldes kann lediglich ein Schrumpfen des Gels beobachtet werden!'3*1"3¢]

Blockcopolymere stellen eine weitere Moglichkeit dar, Ferrite sowohl im
organischen wie auch im wassrigen Losungsmittel zu stabilisieren. Lantermann et
al.l® konnten 2006 mittels Polystyrol-b-Poly(ethylen-stat-butadien)-b-polystyrol
Maghemit in Paraffindl stabilisieren. Das Organogel zeigte sich dabei je nach
Zusammensetzung von 40 °C - 90 °C stabil. Genauso wie magneto-responsive
Hydrogele aus mit Citrat umhallitem, stabilisiertem Maghemit durch Zugabe des
Triblockcopolymers Poly - (2-vinylpyridin) - b - poly(ethylenoxid) - b - poly
(glycidylmethylether-co-ethylglycidylether)'®® stabil bei unter 7 °C oder groRer
65 °C vorliegen. Ausgenutzt werden konnte dies zur indirekten magneto-
responsiven Triggerung des Gel-Sol-Ubergangs per magnetisch induzierter

Erwarmung der Matrix oberhalb der Gelierungstemperatur.

Eine weitere anorganische Methode der Ferritgeldarstellung ist 2010 beschrieben
worden. Durch Einlagerung von Maghemit an Laponit konnte ein stabiles Ferrogel
dargestellt werden. Auch hier liegt der Fokus auf der dauerhaften Stabilitat der

Matrix!"** und nicht der magnetischen Triggerung des Gel-Sol-Ubergangs.

Den zuvor beschriebenen Systemen ist gemein, dass das Anlegen eines
Magnetfeldes eine Stabilisation oder Ausrichtung der Polymermatrix zur Folge hat.
Auch die Schaltung des Gels zwischen Gel- und Solphase geschieht, wenn
uberhaupt, indirekt per Temperatur Uber das magnetisch induzierte Erwarmen. Im
Gegensatz dazu soll hier untersucht werden, ob es moglich ist durch Anlegen
eines magnetischen Feldes Hydrogele zu destabilisieren und ob diese bei

Entfernen des magnetischen Feldes ihre Stabilitat wieder zurlickgewinnen.

In Kombination mit bekannten Darstellungen von antibakteriellen Hydrogelen, wie
dem Antibiotika-basierten Vancomycin-Pyren-Hydrogel von Xu et al.*? dem

Protein-basierten Hydrogel von Schneider et al.'"*" oder dem Aminosaure-
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basierten Hydrogel von Das et al.l"? bietet die magnetische Schaltung des Gel-
Sol-Ubergangs des Hydrogels die Moglichkeit, den antibakteriellen Einsatz des

Antibiotikum als Sol direkt zu steuern.

3.23 Einleitung - Hydrogelator 1-(2-n-Hexyl)-2-hydroxy-6-naphthalin-

sulfonsaure Natriumsalz (OHD)

Die Darstellung von 1-(2-n-Hexyl)-2-hydroxy-6-naphthalinsulfonsdure Natriumsalz
(OHD), siehe Abb. 3.2.1, wurde von Bieser et al. 2005!'**! beschrieben. Durch die
Diazotierung von 2-Hexylanilin und der nachfolgenden elektrophilen Substitution
am Aromaten des 2-hydroxy-6-naphthalinsulfonsaure Natriumsalzes konnte in

einer 2-stufigen Synthese der Azogelator OHD erhalten werden.

OH

S,0 CE///J

HCI, NaNo2 5 C a’ N  oH
NH, N

U

N

NaOH, 5° C

o’s o

Na"
Abb. 3.2.1: Reaktionsgleichung der Darstellung von 1-(2-n-Hexyl)-2-hydroxy-6-

naphthalinsulfonsaure Natriumsalz (OHD).

OHD kann bei ca. 80 °C in Wasser bis zu Konzentrationen von tber 10 Gew. %
gelost werden ohne Kristallbildung. Wird die Losung des OHD abgekuhlt, bilden
sich ab 5 Gew. % stabile Hydrogele, die nach mehreren Monaten Lagerung keine

Veranderungen aufweisen.

AuBerdem zeigt OHD eine Oberflachen-induzierte Gelierung bei einem 1/50 der
minimalen Gelierungskonzentration. Ab einer Temperatur von 45 °C beginnt der
Ubergang zum Gel. OHD Gele sind von tiefroter Farbe und optisch transparent.
Gefriergetrocknete Gele, sogar mechanisch zerkleinerte, bilden durch
Wasserzugabe innerhalb von 48 h wieder ein Hydrogel aus. Die Gelierung ist
thermoreversibel. Aulierdem bildet OHD bei Lésungen mit Konzentrationen von

uber 10 Gew.-% stabile Gele aus, ohne dass es zur Kristallisation kommt. Dies



Ergebnisse & Diskussion 47

liegt an der strukturellen Balance zwischen der Alkylkette des
Benzylsubstituenten, die die Kristallbildung stort, und dem kristallisationsfahigen

Aromaten.

Durch verschieden Analytikmethoden wurde bestimmt, dass die OHD-Molekdle in
einer hierarchischen Selbstanordnung vorliegen Die durch NMR bestimmte
komplanare Stapelung konnte durch Kleinwinkel-Rontgenstreuung auf einen
Abstand von 5 A bestimmt werden. Zuséatzliche Wasserstoffbriickenbindungen

sorgen fur diese hoch orientierte Ausrichtung, die in Abb. 3.2.2 dargestellt ist.

beweghche \
Alkylkette
/I)l on steifer Kern :

geladene
Kopfgruppe

@ ~ 10-20 nm
Abb. 3.2.2: Schematische Darstellung der Selbstanordnung des OHD!"** bei Ausbildung

eines Gels.

In hydrophiler Umgebung orientiert sich der geladen Kopf nach aulen (siehe a in
Abb. 3.2.2), wahrend sich die steifen, aromatischen Kerne aneinander ausrichten.
Die hydrophoben Alkylketten lagern sich wiederum aneinander an und es bildet
sich eine OHD Doppelschicht aus. Die berechnete Lange, unter Vernachlassigung
des Natrium-Gegenions, von 18 A wird in etwa durch den per Réntgenbeugung
bestimmten Durchmesser der Doppelschicht von 40 A bestatigt. Diese
Doppelschichten lagern sich zu Fasern an (c¢), die sich in Bindeln von 10-20 nm
(per AFM bestimmt, d) Durchmesser organisieren. Die polaren Gruppen an der
Oberflache begrinden zum einen die schwache Stabilitdt des Gels und zum

anderen auch die schnelle Ruckbildung des Gels, da sich die Fasern genauso wie
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sie durch geringen Kraftaufwand schnell auseinander geschoben werden koénnen,

schnell wieder ausbilden konnen.

Als Uberstruktur bildet sich eine Honigwaben-Struktur aus den OHD-Biindeln, die
in Abb. 3.2.3 durch REM-Aufnahmen bestimmt werden konnte. Die Waben
erstrecken sich in der Lange von 100 ym bei einem Wabendurchmesser von 4-10

pMm mit Wanden von ca. 350 nm Dicke.

Abb. 3.2.3: Honigwaben-Struktur des OHD bestimmt per REM nach Gefriertrocknung fir

Gele mit 5 Gew. %%,

3.24 Einleitung - Hydrogelator Bolaamphiphil

Die Darstellung des niedermolekularen Hydrogelators Bolaamphiphil (BOLA)
wurde 1990 von Newkome et al."*’! beschrieben, siche Abb. 3.2.4. Durch eine
nukleophile Substitution wird im ersten Schritt in trockenem DMF bei 90 °C auf
a,w-Dibromohexadekan an beiden Enden Triethylmethanetricarboxylat-Natrium
angebunden. Im zweiten Schritt wird in DMSO bei 25 °C in Gegenwart von K,CO3

der Ester zum Amid mit Tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS) umgesetzt.
OH OH

OH
EtOOC COOEt HO

N
Br Et0OC Hosz ™o
2 Et00c- 0% Ho—/ NH o

HOL  on
N+ COOEt 3 k\ HN. /—OH
H,N oH

OH

B — e Y — —

OH
DMF, 90° C 25° C, K,CO3;, DMSO
HO

COOEt "o 92 9
B OH
r EtOOC™ o 0okt HO rgq N?COH
NHO
Ho/\JS OH
HO~™ OH

Abb. 3.2.4: Reaktionsgleichung der Darstellung von BOLA nach Newkome!"°!.
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BOLA bildet bei Konzentrationen von 0,1 Gew. % bis uber 10 Gew.% durch
Erhitzen und Abkuhlen innerhalb von 3 h stabile Hydrogele. Diese Hydrogele sind
thermoreversibel und sie werden durch Erhitzen auf Temperaturen Gber 45 °C
wieder zerstort. Die Gele sind leicht opak und thixotropisch und kdnnen auch
mechanisch sehr leicht zerstort werden. |Ihre Stabilitat als Hydrogel gewinnt BOLA
durch die Kombination aus hydrophober Alkylkette im Kern und den hydrophilen
Kugelenden. Eine Kiristallisation des hydrophoben Kerns wird durch die

Agglomeration der hydrophilen Enden gestort.

Die Gelierung des relativ leichten BOLA (MG = 1052 g/mol) lasst vermuten, dass
die Ursache die Ausbildung von Uberstrukturen ist. Durch TEM-Aufnahmen von
angefarbten Proben konnte die Ausbildung von faserartigen Strangen mit einem
Durchmesser von 34-36 A und Langen von mehr als 2000 A bewiesen werden.
Durch Simulation wurde die in Abb. 3.2.5 dargestellte Raumausfillung des BOLA
mit einem End-zu-End Abstand von 29 A berechnet. Dieser Wert liegt in guter
Ubereinstimmung mit den gefundenen Dimensionen von 34-36 A und die
Abweichung von 5-6 A des End-zu-End Abstands werden Solvatisierungseffekten
der hydrophilen Endgruppen sowie der Dicke der Anfarbeschicht zugeschrieben.
Ebenso beschreibt Abb. 3.2.5 die Anordnung der knochenartigen BOLA Molekule
in einer alternierenden Schraube, in der die hydrophilen OH-Gruppen die
Aulenseite reprasentieren und die Alkylketten sich in der Mitte der Strange
aneinander anordnen. Die hydrophile Auflienschicht ermoéglicht aulerdem eine
Interaktion mit dem anwesenden Wasser durch Ausbildung von

Wasserstoffbriickenbindungen.
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gefundene
Dimensionen:

34-36 A

o
HODZ
o/ NH N?C%*L 29 A
NHO

Abb. 3.2.5: Schematische Darstellung des BOLA nebst berechneter Molekildimension
[145]

und Darstellung dessen Anordnung
Das Vorliegen der BOLA-Strange mit hydrophobem Kern konnte durch Anfarben
mit dem hydrophobem Fluoreszenzfarbstoff Chlortetracylin (CTC), welcher in
wassriger Losung l6slich und nichtfluoreszierend ist, und dem Auftreten von
Fluoreszenz bestatigt werden. CTC muss also im Kern des BOLA eingelagert
vorliegen. BOLA bildet Honigwaben férmige Uberstrukturen aus, die einen
Durchmesser von ca. 15 -20 um besitzen und sich Uber mehr als 100 um
erstrecken, siehe Abb. 3.2.6. Um diese Strukturen deutlich bestimmen zu kdnnen,

muss die minimale Gelierungskonzentration 10-fach Gberschritten werden.

Abb. 3.2.6: Honigwaben-Struktur des BOLA bestimmt per REM nach Gefriertrocknung fur
Gele mit 1 Gew. % Hydrogelator.

3.25 Ergebnisse — Magnetisch triggerbare Hydrogele

3.2.51 Einlagerung von Magnetit in OHD

Fur die Herstellung eines OHD Hydrogels wurden nach Bieser 5 Gew. % OHD
(typischer Ansatz = 100 mg) in einem Rollrandglas vorgelegt und mit 1,9 ml VE-
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Wasser versetzt. Nach Erhitzen tber 60 °C 16st sich das OHD orange-rétlich und
geliert dann beim Abkuhlen als durchsichtiges orange-rotliches Hydrogel aus. Fur
einen magnetisch triggerbaren Gel-Sol-Ubergang ist es wichtig, dass das Magnetit
gut dispergiert im VE-Wasser und in einer guten Wechselwirkung mit der OHD
Uberstruktur steht, so dass durch Anlegen eines magnetischen Feldes das Gel in

ein Sol Uberfuhrt werden kann.

Der einfachste Ansatz zur Dosierung von Magnetit fur die Hydrogele ist die
Zugabe des Magnetits in n-Heptan zu OHD mit nachfolgendem Entfernen des
Ldsungsmittels im Vakuum. So kann einfach die Menge an Magnetit dosiert
werden. Das OHD sollte durch seinen unpolaren Schwanz und den negativ
geladenen Kopf eine ahnliche Struktur wie das Oleat besitzen und dieses
austauschen koénnen oder eine Doppelschicht mit ihm ausbilden konnen. Beim
Erwarmen konnte das Magnetit nicht dispergiert werden. Es wurde vermutet, dass
der Grund die Unléslichkeit des OHD in n-Heptan ist. Dadurch wird ein Austausch

oder die Ausbildung einer Doppelschicht verhindert.

Da OHD Aceton I6slich ist, wurde das n-Heptan der Magnetitdispersion durch
Aceton ausgetauscht. Das Magnetit wurde per Magnet abgetrennt und das
uberstehende Losungsmittel abdekantiert und mehrmaliges mit Aceton
gewaschen. Nun wurde zu OHD 12,5 mg Magnetit (0,6 Gew. %) per Magnetit-
Aceton-Dispersion gegeben und dann im Vakuum das Lésungsmittel entfernt. Das
OHD l6ste sich vollstandig im Aceton. Nach Zugabe von VE-Wasser blieb das
Magnetit beim Erwarmen dispergiert und es entstand durch Einlagerung des
schwarz-braunen Magnetits eine intensiv orange-rote Losung (12,5 mg / 0,6 Gew.
% Magnetit, 5 Gew. % OHD), die beim Erkalten nicht geliert.

Es wurde deswegen der OHD-Anteil in weiteren Versuchen auf 6 Gew. % erhoht
(1,88 ml VE-Wasser 94 Gew. %). Beim Abkuhlen dieser Konzentration bildete sich
auch mit 0,6 Gew. % Magnetit stabile Hydrogele, siehe Abb. 3.2.8, in denen das
Magnetit dispergiert vorliegt.
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Abb. 3.2.8: Aufnahme eines OHD-Hydrogels mit 6 Gew. % OHD und 0,6 Gew. %
Magnetit.

3.2.5.2 Charakterisierung der magnetischen Triggerung von OHD

Nachdem die Inkorporation des Magnetits in ein OHD Hydrogel erfolgreich
durchgefuhrt werden konnte, wurde als nachstes untersucht, ob das Gel durch
Anlegen eines Magnetfeldes magnetisch geschaltet werden kann. Es wird
erwartet, dass durch die Anziehung, die das Magnetit erfahrt, die Uberstrukturen
des Gels zerstdrt werden und folglich ein Sol entsteht. Im ersten Schritt wurde bei
einem OHD-Gel mit 0,6 Gew. % Magnetit (12,5 mg) keine Reaktion des Systems
auf Anlegen eines Magnetfeldes beobachtet. Die Magnetitmenge wurde nun
graduell in 12,5 mg Schritten bei Beibehalten des gleichen OHD-Anteils (120 mg)
erhoht. Ab einem Gehalt von 50 mg (2,4 Gew. %) Magnetit beginnt das Hydrogel
bei Bewegungen des Magneten leicht zu zittern, aber ein FlieRen kann nicht
beobachtet werden. Die Krafte reichen noch nicht zur Bildung eines Sols aus. Ab
75 mg (3,6 Gew. %) Magnetit wird unter Anlegen des Magnetfeldes genugend
Hydrogel zerstort, so dass Teile des Sols zu flielen beginnen. Der Prozess ist
jedoch sehr langsam, deswegen wurde weiteres Magnetit zugegeben. Ab einer
Magnetitmenge von 100 mg (4,7 Gew. %) flie3t das Sol nach Entfernen des
Magneten zu Boden, siehe Abb. 3.2.9.

15s

45
Abb. 3.2.9: Magnetische Triggerung des Gel-Sol-Ubergangs eines OHD-Gels (5,8 Gew.

%) mit 4,7 Gew. % inkorporiertem Magnetit und die zeitabhangige Bewegung des Sols.



Ergebnisse & Diskussion 53

Der Idee des magnetisch schaltbaren Gels entsprechend misste das OHD-Sol
durch eine Ruhephase, wieder ein dreidimensionales Hydrogel ausbilden. Bekannt
ist von Bieser et al. ist die Reorganisation von mechanisch zerstorten,
gefriertrockneten OHD-Hydrogel-Bruchstlicken zu stabilen Hydrogelen. Deswegen
wurden die magnetisch ausgelésten OHD Gele Uber Nacht im Kuhlschrank

gelagert. Am nachsten Tag hatte sich das OHD Hydrogel wieder gebildet.

Um einen Aufschluss Uber die Strukturen der so praparierten OHD Hydrogele zu
erhalten, wurden diese in den verschiedenen Phasen — dem stabilen frisch
zubereiteten OHD Gel, dem OHD Sol nach magnetischer Triggerung und dem
wieder gebildeten OHD Gel - gefriergetrocknet. Die Proben wurden per REM
untersucht. Als erstes wurden die Strukturen des frisch praparierten OHD Gels

samt Magnetit untersucht.

In Abb. 3.2.10 ist die parallele Anordnung von ,,gewellten Seitenwanden oder
Fachern“, die ca. einen Abstand von 4 - 10 ym zueinander besitzen, zu erahnen.
Dieser Durchmesser wirde dem in Arbeiten von Bieser et al. beschriebenem
entsprechen!!. Die Wandstérken von 350 nm, die in den gleichen Arbeiten fiir
die Wande der Waben beobachtet wurden, konnten in diesen Strukturen nicht
bestatigt werden. Vielmehr liegen hier Wandstarken zwischen 0,5 — 1 ym vor. Es

wurde angenommen, dass das OHD der fehlenden Waben in die Facher

eingebaut wird.

-

20 pm —— . ) - ) [— 7 P p—

Abb. 3.2.10: REM-Aufnahme des frisch praparierten OHD-Xerogels (5,8 Gew.%) mit
4,7 Gew. % (100 mg) inkorporiertem Magnetit.

Wahrend in reinem OHD-Gel diese Durchmesser in einer Bienenwaben-férmig

angeordneten Struktur beobachtet werden, wirken diese Strukturen in
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Anwesenheit von Magnetit aufgebrochen. Es scheint so, als wirden durch die
Inkorporation des Magnetits die OHD-Wande senkrecht zu den gewellten Fachern

schwacher ausgebildet. Als Folge existieren nur vereinzelte Zwischenwande und

die Wabenstruktur geht verloren.

Abb. 3.2.11: REM-Aufnahme des OHD (5,8 Gew. %)/Magnetit (4,7 Gew. %) Xerogels
(Links: Rohrenverlauf von oben mit rot eingekreisten hellen Agglomeraten, rechts die

Roéhrenwand vergréRert) vor der magnetischen Triggerung.

In Abb. 3.2.11 liegen die Wabenstrukturen nicht mehr in eine Richtung orientiert
vor, wie das bekannt ist fiur reines OHD-Gel. Stattdessen wirken Agglomerate, die
aus den Strukturen hervortreten, wie Storstellen fir eine Ubergeordnete
Orientierung. Sie sind in Abb. 3.2.11 rot umrandet. Interessanterweise liegen die
Wanddicken im Bereich dieser Strukturen mit 350 nm im Bereich der Arbeiten von
Bieser et al.. Wahrend die umgebenden Uberstrukturen eine verhaltnismaRig
glatte Oberflache besitzen, treten hellere Agglomerate aus kugelférmigen
Bestandteilen aus der Wand hervor. Um sicherzustellen, dass diese Strukturen
sich durch die OHD-Wande ziehen, wurde die in Abb. 3.2.12 aufgefuhrte

Bruchkante naher betrachtet.
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——1pm ——

Abb. 3.2.12: REM Aufnahme der OHD (5,8 Gew. %) / Magnetit (4,7 Gew. %)

Hydrogelbruchkante (blau umkreiste, scharfe Bruchkante — rot umkreiste, schwammartige

Bruchkante) nach Gefriertrocknung.

Es zeigt sich in den REM-Aufnahmen in Abb. 3.2.12, dass 2 unterschiedliche
Formen im lyophilisierten OHD/Magnetit-Gel existieren: blau umrandete,
scharfkantige Bruchstellen und rot umrandete, schwammartige Bruchkanten. Es
ist bekannt, dass das pure OHD, begtinstigt durch die Aromaten, in einer extrem
regelmaldigen Stapelung vorliegt, welche Ursache fur die scharfe Bruchkante sein
konnte. Bei den schwammartigen Bruchkanten konnte es sich um das
eingelagerte Magnetit handeln. Unterstitzt wird diese Annahme dadurch, dass die
Dimension der Kugeln ca. 10 nm betragt. Dies ist exakt die Grofle des Magnetits.
In der Wand eingelagertes Magnetit konnte in diesem Fall eine Erklarung fur die

wieder beobachteten erhdhten Wandstarken von 0,44-1,2 um darstellen.

Durch einen Line-Scan im REM mit zusatzlicher energiedispersiven
Rontgenanalyse (EDX), siehe Abb. 3.2.13, an einer geeigneten Stelle wurden die
kugelférmigen Strukturen auf Eisen untersucht. In Abb. 3.2.13 stellt die grine
Linie bildlich den Verlauf der Analyse dar und entspricht exakt dem Verlauf der rot
dargestellten Eisengehaltsgrafik. Der Bildausschnitt betragt 20 pm. Die
Konzentrationen des Eisens, siehe die Grafik des Eisensignals, sind dort am
hdchsten, wo die kugelférmigen Strukturen vorhanden sind. Das bedeutet, dass
diese Strukturen durch das Magnetit verursacht werden. lhre Gegenwart in und
auf den Wandstrukturen deutet wie auch die erhdhten Wandstarken von 0,44-1,2
gm darauf hin, dass Magnetit in und auf das OHD-Hydrogelgerust eingebaut

werden kann.
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20 ym

Abb. 3.2.13: REM-Aufnahme eines OHD (5,8 Gew. %) / Magnetit (4,7 Gew. %) Xerogels
vor der magnetischen Triggerung und Bestimmung der Magnetitverteilung mittels
energiedispersiver Rontgenanalyse auf das Element Eisen (Magnetit) entlang eines Line-

Scans (grin).

Nach der Charakterisierung des OHD mit eingelagertem Magnetit wurde versucht,
das magnetisch getriggerte Sol ohne vorheriges Gelieren nach Lyophilisation zu
untersuchen. Es fiel sofort auf, dass dann die Proben nach der folgenden
Gefriertrocknung keinerlei Stabilitat mehr besitzen. Die im REM beobachteten
Strukturen gleichen daher einem ungeordneten Pulver. Diese Beobachtung stutzt
die These, dass das Magnetit gleichmafRig im OHD verteilt vorliegt und dass durch
magnetisches Auslésen des Hydrogels die Uberstrukturen, die das Xerogel

stabilisieren, zerstort werden.

Als letztes wurde die erneut gebildete OHD-Struktur nach dem magnetischen
Ausloésen, dem Wiedergelieren und der Gefriertrocknung per REM untersucht. In
Abb. 3.2.14 ist das Ergebnis dargestellt.
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———— 20 pm ———— |—70|.|m—<

Abb. 3.2.14: REM-Aufnahme des OHD (5 8 Gew. %)/Magnetlt (4 7 Gew. %) Xerogels

nach der magnetischen Triggerung und 24h Gelieren im Kuhlschrank.

In der linken Abbildung wird deutlich, dass die gewellten, parallel vorliegenden
Seitenwande mit Wandstarken von 600 nm nur noch im Ansatz mit Waben in
Verbindung gebracht werden kdonnen. Die senkrechten Verbindungen fallen fast
komplett weg. Bei VergroRerung des Ausschnitts wird deutlich (Abb.
3.2.14 rechts), dass dies an der Zunahme der Wabendimension bei gleich grof3en
Wandstarken von 1,4 pym liegt. Statt 4-10 um groRen Waben liegen hier 30-40 um
grolde Waben ahnliche Anordnungen vor. Anscheinend werden diese neu aus den
Bruchsticken der OHD Seitenwande zusammengesetzt. Auch ist zusatzlich die

Ausrichtung der Bruchstrukturen in einer Fernordnung geringer. Dies liegt vor allen

an den zuvor angesprochenen Stoérstellen durch die Magnetitstrukturen. Deutlicher
wird dies in der Abb. 3.2.15 (links), wo der Eindruck entsteht, dass die OHD-

Kanale in alle Richtungen ohne Uberordnung verlaufen.

Abb. 3.2.15: REM des OHD nach dem magnetlschen Auslosen und 24h Gelieren im
Kihlschrank. Links die Rohrenstrukturen. Rechts die Wand des OHD (5,8 Gew.
%)/Magnetit (4,7 Gew. %) Xerogels vergroRert.
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Links in Abb. 3.2.15, wird deutlich, dass das OHD nach dem magnetischen
Auslosen weiterhin glatt Wande bildet. Aul3erdem liegt das Magnetit immer noch
verteilt im OHD vor und nicht geballt als Anhaufung an einer Stelle. Zusatzlich sind
2-3 um grolRe Bruchstlcke des OHD zu erkennen, die auf den erneut glatten OHD
Wanden liegen. Nach dem Gelieren konnten die OHD (5,8 Gew. %) / Magnetit (4,7

Gew. %) Hydrogele beliebig oft wieder ausgeldst werden.

Es konnte erfolgreich gezeigt werden, dass durch die Einlagerung von Oleat
beschichtetem Magnetit in ein OHD-Hydrogel mittels der magnetischen Triggerung
der Gel-Sol-Ubergang gezielt gesteuert werden kann und das Konzept der
magnetischen Triggerung von Hydrogelen aus niedermolekularen Hydrogelatoren
erfolgreich eingesetzt werden kann. Die Sole gelieren bei Lagerung im Kuhlen
wieder und stehen dann wieder fur eine erneute magnetische Triggerung des Gel-

Sol-Ubergangs bereit.

3.2.5.3 Einlagerung von Magnetit in BOLA

Mit dem Beweis, dass eine magnetische Triggerung des Gel-Sol-Ubergangs
reproduzierbar moglich ist, wurde versucht dies mit dem nicht geladenen
Hydrogelator BOLA zu erreichen. BOLA ist bereits bei geringen Anteilen von 0,1
Gew. % in der Lage, Hydrogele auszubilden. Nachdem im Fall von OHD
erfolgreich Magnetit-haltige Hydrogele durch die Zugabe des Magnetits in Aceton
erhalten werden konnten, wurde nun versucht diese Methodik auf BOLA als
Hydrogelator anzuwenden. Fur die Herstellung eines BOLA Hydrogels wurden
nach bisherigen Kenntnissen 0,1 Gew. % BOLA (typischer Ansatz = 2 mgq) in
einem Rollrandglas vorgelegt und mit 2 ml VE-Wasser versetzt. Nach Erhitzen
uber 60 °C Iost sich das BOLA unter leichtem Schaumen farblos und geliert dann

beim Abkuhlen als durchsichtiges schwach weillliches Hydrogel aus.

Wie im Fall des OHD wurde Magnetit (100 mg in 1 ml Aceton) zu dem vorgelegten
BOLA hinzugegeben und das Losungsmittel im Vakuum eingeengt. Als nachstes
wurden 2 ml VE-Wasser zugeflugt und das BOLA unter Erwarmen geldst. Im Fall
von BOLA wird das Magnetit nicht durch den Hydrogelator homogenisiert, sondern
liegt nicht dispergiert am Boden des Rollrandglases vor. In einem ersten Versuch

die Dispergierbarkeit herzustellen, wurde die Menge an BOLA auf 1 Gew. %
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erhoht und weiter nach bekanntem Procedere vorgegangen. Die 10-fache Menge
an fur Gelierung notwendigem BOLA bedingt zwar die Ausbildung von extrem
stabilen Gelen, jedoch kann das Magnetit nicht dispergiert werden und liegt

weiterhin als Bodensatz vor.

Um auszuschliel3en, dass die Konzentration des Magnetits zu hoch ist fur das
vorhandene BOLA, wurde die Magnetitmenge reduziert. Da die Reduktion des
Magnetits auf 20 mg keine Verbesserung erbrachte, wurde als Fazit geschlossen,
dass BOLA das Magnetit nicht in gleichem Malie wie OHD stabilisieren kann.

Vermutlich kann das ungeladene BOLA das hydrophobe Magnetit nicht umhullen.

Statt die homogene Dispersion des Magnetit zu erreichen, wurde versucht, das
Magnetit in der Struktur des Hydrogels zumindest als Aggregat zu dispergieren.
Um dies zu erreichen, wurde die 100 mg Magnetit (4,7 Gew. %) in Aceton
dispergiert auf 0,1 Gew. % BOLA (2 mg) gegeben. Nach Entfernen des Acetons
wurden 2 ml VE-Wasser hinzugegeben und durch mehrmaliges, abwechselndes
Erhitzen und starkes Dispergieren (per Vortex, 40 Hz) das Magnetit bestmdglich
zerkleinert. Wahrend des Gelierens sank das Magnetit auf den Boden des
Rollrandglases ab. Daher wurde das Magnetit nach 3 h Stunden Gelieren durch
sehr vorsichtiges Schwenken unter der teilweisen Zerstérung des Hydrogels
dispergiert, um ein erneutes Sedimentieren des Magnetits zu verhindern. Nach 12
h Gelieren ist das BOLA-Hydrogel nicht ausreichend stabil und kollabiert beim
Umdrehen der Probe. Um dies zu verhindern wurde die BOLA Konzentration auf
0,2 Gew. % erhoht. So konnten stabile BOLA-Hydrogele mit 4,7 Gew. % Magnetit
hergestellt werden, siehe Abb. 3.2.16.

PR e

Abb. 3.2.16: Aufnahme des BOLA (0,2 Gew. %) / Magnetit (4,7 Gew. %) -Gels vor der

magnetischen Triggerung.
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3.254 Charakterisierung der magnetischen Triggerung von BOLA

Die magnetische Triggerung des BOLA Hydrogels stellt sich aufgrund der
unterschiedlichen Art von Verteilung des Magnetits im Hydrogel anders dar als im
Fall des OHD. In Abb. 3.2.17 ist dargestellt, wie ein stabiles BOLA Hydrogel durch
manuelles Anlegen eines Magnetfeldes destabilisiert wird. Durch den Magneten
werden die Magnetitagglomerate angezogen und bewegen sich durch das
Hydrogel, welches durch die Bewegung seine Stabilitat einblif3t und kollabiert.

Ganz rechts in Abb. 3.2.17 wird deutlich, wie das Magnetit sich lokal anhauft.

10

Abb. 3.2.17: Zeitliche Abtrennung des im BOLA (0,2 Gew. %) suspendierten Magnetit

(4,7 Gew.%) und das Fliel3en des Sols nach magnetischer Triggerung.

Nach weiteren 10 s ist auch der letzte Rest des Sols auf den Boden geflossen. Um
dem Gel ausreichend Zeit zu geben, sich wieder auszubilden, wurde das
BOLA/Magnetit in der Kuhle 12 h gelagert. Im Gegensatz zu OHD geliert BOLA
nicht im gleichen Ausmal, sondern entwickelt maximal eine Pudding-artige

Festigkeit.

Um die Eigenschaften des BOLA/Magnetit-Gels genauer zu untersuchen, wurden
wie im Fall des OHDs mittels REM-Aufnahmen die Strukturen des BOLA als
Xerogel untersucht. In Abb. 3.2.18 sind REM-Aufnahmen des BOLA/Magnetit-
Xerogels vor dem magnetisch getriggerten Gel-Sol-Ubergang dargestellt. In
vorherigen Arbeiten am Lehrstuhl von Marko Mduller und Felix Siedenbiedel konnte
gezeigt werden, dass bei BOLA-Xerogelen mit 1 Gew. % BOLA wie beim OHD
wabenartige Formen aus glatten Wanden mit einem Durchmesser von 15-20 um
auftreten, die sich rohrenartig durch das Gel erstrecken. Bei Betrachtung der
REM-Aufnahmen in Abb. 3.2.18 fallt auf, dass die dort vorliegende Anordnung
eine gewisse Regelmafigkeit aufweist. Réhren und Waben lassen sich dort nicht

finden. Auch ist die Konzentration an BOLA so gering, dass sich keine glatten
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Wande durch das BOLA ausbildeten. Stattdessen konnen die einzelnen BOLA-
Fasern erkannt werden. Diese Fasern scheinen in Abb. 3.2.18 (Links) eine
Struktur, wie beim OHD, aus parallelen Seitenwanden mit Querverknupfungen

auszubilden. Erschwert wird eine genauere Beschreibung, weil sich die dlinnen

Faden im REM statisch aufladen und sich dann bewegen.

3l]um—| S ; — 30 pm —f
Abb. 3.2.18: REM-Aufnahme des BOLA (0,2 Gew. %) / Magnetit (4,7 Gew.%)-Xerogels

vor der magnetischen Triggerung. Der griine Kreis markiert eventuelle Réhren.

In Abb. 3.2.18 (rechts), ist eine REM-Aufnahme abgebildet, die zeigt, wie sich
aus den einzelnen BOLA-Fasern massive Wande ausbilden kénnen. Im Bereich
dieser massiven Struktur (gruner Kreis) entsteht der Eindruck, als wirden dort die
Offnungen von Réhren in der GroRe von ca. 15-20 pym vorliegen. Dieses
Ausbilden von Wanden durch BOLA Fasern lasst sich noch deutlicher in Abb.
3.2.19 erkennen. Wahrend in der linken Abbildung Rohren im Durchmesser von
unter 10 um angedeutet sind, so zeigt die rechte Aufnahme eine hauptsachlich

unstrukturierte Anordnung der BOLA-Faden.
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— pm ——|
Abb. 3.2.19: REM-Aufnahme BOLA(0,2 Gew. %) / Magnetit (4,7 Gew.%)-Xerogels vor der

magnetischen Triggerung.

—— 7 pym —

Beim Untersuchen des gefriergetrockneten, getriggerten BOLA-Sols zeigte sich,
dass es wie das entsprechende, getriggerte OHD-Sol nicht stabil genug ist, beim
Lyophilisieren eine feste Struktur auszubilden. Im Weiteren wurde deswegen die
Struktur des nach 12 h Kihle nicht komplett wieder gelierten BOLA (0,2 Gew. %) /
Magnetit (4,7 Gew.%)-Xerogels per REM-Aufnahmen analysiert. In Abb. 3.2.20
sind die so entstandenen Strukturen sichtbar. Es wird deutlich, dass die geringe
Anordnung, die im nicht ausgelésten BOLA noch bestand, vollstandig
verschwindet. Aus den ca. 10-15 pym grof3en Bruchstiicken des BOLA setzt sich
ein Netzwerk zusammen, welches keine Ubergeordnete Orientierung aufweist.
Dies und der Umstand, dass sich das BOLA (0,2 Gew. %) / Magnetit (4,7 Gew.%)-

Sol wieder zu geschlossenen Flachen teilweise geliert, sorgte dafur, dass die

Xerogele stabilisiert werden.

. [y ] |—2I]um
Abb. 3.2.20: REM-Aufnahme des Sols mit BOLA(0,2 Gew. %) / Magnetit (4,7 Gew.%)

nach 24 h Lagerung bei 4 °C nach dem magnetischen Ausldsen.
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In einem vergrolRerten Ausschnitt — Abb. 3.2.21 — wird deutlich, dass sich
dreidimensionale Netzwerke aus den einzelnen 300 — 400 nm gro3en BOLA

Faden ausbilden.

l—ﬂprn—l ?_5I""_|

Abb. 3.2.21: REM-Aufnahme des Sols mit BOLA(0,2 Gew. %) / Magnetlt (4,7 Gew.%)

nach 24 h Lagerung bei 4 °C nach dem magnetischen Ausldsen.

Es konnte gezeigt werden, dass auch mit BOLA die einmalige magnetische
Triggerung des Gel-Sol-Ubergangs erfolgreich durchgefiihrt werden konnte. Diese
Triggerung ist deutlich sensitiver als im Fall des OHD, besitzt jedoch den
Schwachpunkt, dass eine Wiederholung aufgrund einer fehlenden Umkehrung
durch nicht ausreichende Gelierung nicht moglich ist. Dennoch waren die
Ergebnisse positiv und besitzen gentigend Potential flr zuklnftige Arbeiten, die
sich mit einer verbesserten Dispersion des Magnetits durch Zugabe einer zweiten
ionischen Komponente als Emulgator (wie zum Beispiel Disponil FES77)

beschaftigen.
3.2.6 Einleitung - Magnetit-Pickeringemulsionen

Im Verlauf der Magnetitherstellung fur Kapitel 3.1 wurde als Zufallsbeobachtung
entdeckt, dass in bestimmten Zusammensetzungen bei der Dispersion von Oleat-
beschichtetem Magnetit in n-Heptan in VE-Wasser das Gelieren der Mischung
eintritt. Innerhalb dieses Kapitels wird daher untersucht, wie die Strukturen dieser

Gele aussehen und ob sie sich fur Freisetzungssysteme eignen.

Fur die Erklarung des Hydrogels gibt es verschiedene Ansatze in der Literatur. Ein
wichtiger Umstand ist, dass das Magnetit mit Oleat hydrophobisiert wurde.
Insbesondere Oleate sind bekannt dafur, dass sie unter der geeigneten

Salzkonzentration als Agglomerat mit einem Makromolekil wie Proteinen,



64 Ergebnisse & Diskussion

Polysacchariden oder polyfunktionalen Amine (Ovalbumin!™®'%"l reine Aminel™*®),
Polysaccharide!™®) Hydrogele ausbilden. Ein anderer Aspekt ist, dass
angesauertes Magnetit aufgrund von ionischen Wechselwirkungen unter
Gegenwart von Tetramethylammoniumhydroxid thixotrope gelartige
Dispersionen!™® ausbilden kann, die durch mechanisches Scheren reversibel
zerstort werden!’". Bisher wurde fiir diese Systeme noch keine magnetische
Triggerung des Gel-Sol-Ubergangs beschrieben.

Ein weiteres Modell, welches die Stabilisation von Dispersionen beschreibt, ist die
Pickering-Emulsion. Sie wurde 1907 erstmals von Pickering beschrieben!'®?,
Aufgrund der Stabilisierung der Phasengrenze durch verschiedene Verbindungen
kénnen so stabile Ol-in-Wasser (O/W) oder Wasser-in-Ol (W/O) Emulsionen
prapariert werden. Ob sich dabei eine O/W oder W/O Emulsion ausbildet, ist dabei
abhangig vom Kontaktwinkel der eingesetzten Verbindung. Eher hydrophile
Partikel (Kontaktwinkel von 8 < 90° zum Bsp.: BaSO,, CaCOs; und SiOy)
stabilisieren bevorzugt O/W Emulsionen, wahrend hydrophobe Partikel (8 > 90°
zum Bsp.: PS, PTFE und hydrophobisierte SiO2) W/O Emulsionen préaferieren. Fiir
Magnetit sind solche W/O Pickeringemulsionen mit bis zu 96 Vol. % interner
Phase 2012 parallel zu den hier beschriebenen Arbeiten von Binks et al.
vorgestellt worden['®®. Auf die Ausbildung formstabiler Strukturen wurden diese
Systeme jedoch nicht untersucht. Dennoch legen diese Daten nahe, dass es sich
bei den gefundenen Hydrogelen um eine n-Heptan-in-Wasser-Pickeringemulsion
handelt, die durch hydrophobisiertes Magnetit stabilisiert wird. Im Folgenden
wurden nun die Zusammensetzung, die Struktur und die Moéglichkeit zur Nutzung

der Magnetit-Pickeringemulsionen als Freisetzungssystem untersucht.

3.2.61 Untersuchungen zu den Zusammensetzungsparametern der

stabilen Pickeringemulsion

Experimentell wurde gefunden, dass durch die Dispersion von 3,5 ml VE-Wasser
(83,1 Gew. % / 79,2 Vol. %), 0,9 ml Heptan (14,53 Gew. % / 20,4 Vol. %) mit 100
mg Magnetit (2,37 Gew. %, 0,4 Vol. %) per Vortex (40 Hz, 5 min) Form stabile

Emulsionen entstehen. Um den Einfluss des Magnetits genauer zu untersuchen,
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wurde dieses in verschiedenen Mengen von 20 mg (0,48 Gew. %) an
verschiedenen Zusammensetzungen mit 3,5 ml VE-Wasser und 0,9 ml n-Heptan
dispergiert. Wie auch in Abb. 3.2.22 dargestellt, sind die Emulsionen bis 0,8 Gew.
% nicht stabil und separieren sich innerhalb von einer halben Stunde. Ab 0,8 Gew.
% (33 mg) bis 1,44 Gew. % (60 mg) Magnetit bildet sich eine Emulsion, die sich
nicht mehr auftrennt, jedoch noch keine Formstabilitat aufweist. Wurde das
Magnetit auf Uber 1,44 Gew. % erhoht, so stabilisierte sich die Emulsion nach ca.
5 min und kann durch zu schnelles Umdrehen kollabieren.

Sofort fest

stabilisiert sich nach kurzer Zeit

2,37

1,44

Schaum, aber nicht stabil
Kein Auftreiben mehr, noch nicht fest

0,8
komplett abgetrennt

Flocken,
Auftreiben

Abb. 3.2.22: Schematische Darstellung ab wieviel Magnetit die Pickeringemulsionen
Stabilitat gewinnen, die durch Dispersion von 20 mg (0,48 Gew. %) /25 mg (0,6 Gew. %) /
30 mg (0,72 Gew. %) / 33 mg (0,8 Gew. %)/ 60 mg (1,44 Gew. %)/ und 100 mg (2,37
Gew. %)/) in 0,9 ml n-Heptan und 3,5 ml VE-Wasser erhalten wurden.

Beim Dispergieren von 100 mg Magnetit (2,37 Gew. %) stabilisiert sich die
Emulsion sofort ausreichend, so dass sie sich selber tragt, wenn das Rollrandglas
umgedreht wird, siehe Abb. 3.2.23.

Abb. 3.2.23: Darstellung der Form stabilen Magnetit Pickering-Emulsion mit 2,37 Gew. %
Magnetit (100 mg, 0,4 Vol. %), 0,9 ml n-Heptan (20,4 Vol. %, 14,53 Gew. %) und 79,2 Vol.
% (83,1 Gew. %, 3,5 ml) interner Phase (VE-Wasser).
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Die Emulsion besteht aus 100 mg Magnetit (2,37 Gew. %; 0,4 Vol. %), die
innerhalb den 0,9 ml n-Heptans (20,4 Vol. %, 14,53 Gew. %) ein Volumen von 3,5
ml (79,2 Vol. %, 83,1 Gew. %) an VE-Wasser stabilisiert.

In der Literatur finden sich nur Beispiele, die mit geringeren Magnetit-
Konzentrationen arbeiteten. Mittels eines FM200 Emulsifizierer (Fluko Equipment
Shanghai, China) werden bei 14,000 U/min fur 3 min Pickering-Emulsionen mit 0,6
Gew. % Oleat beschichtetem Magnetit in Dodekan mit VE-Wasser erzeugt, die
HIPE mit maximal 50 % interner Phase darstellen. Diese Systeme wiesen keine
Formstabilitat aufl'>*""** und auch strukturell wurde neben der Bestimmung der

emulgierten TropfengréfRen keine weitere Charakterisierung durchgefuhrt.

Um die genaue Form der hier beschriebenen Strukturen zu untersuchen, wurden
REM Aufnahmen der an der Luft getrockneten, wie auch lyophilisierten Magnetit-
Pickering-Emulsionen angefertigt. Als erstes wurde die noch nicht strukturstabile
Emulsion mit einem Magnetitgehalt von 1,2 Gew. % (50 mg) untersucht. Aufgrund
zu geringer Stabilitat wahrend des Lyophilisierungsprozess konnte nur das an der
Luft getrocknete Material per REM untersucht werden (Abb. 3.2.24). Die
Strukturen zeigen rund ausgehohlte Bruchsticke, die aus rauen Wanden

bestehen.

" L N S -
F——980 pm — —4pm —

Abb. 3.2.24: Ubersicht Struktur der an der Luft getrockneten nicht formstabilen Emulsion
mit 1,2 Gew.% Magnetit (50 mg). Rechts Fokussierung auf die raue Wandstruktur.

Bei Betrachtung der Dicke der Wande in den dargesteliten REM-Aufnahmen
(Abb. 3.2.25) wird deutlich, dass diese zwischen 200 — 700 nm variieren. Es kann
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ebenfalls erahnt werden, dass die Strukturen aus kleineren Agglomeraten

aufgebaut sind mit einer GréRenordnung um ca. 30 nm.

Abb. 3.2.25: Wandstruktur und -Dicke der luftgetrockneten Strukturen der nicht

formstabilen Emulsion mit 1,2 Gew. % Magnetit 50 (mg).

Wurde die Magnetitkonzentration auf 2,37 Gew. % erhoht, blieben beim Trocknen
an der Luft Strukturen erhalten, die in ihrer Form auf die erstarrte Emulsion
schlieen lassen. Bei Untersuchung der Strukturen (Abb. 3.2.26) fallt auf, dass

grofltenteils 7-90 um grofRe Hohlrdume, die aber auch gréfer als 100 um sind,

vorliegen und durch Kanale miteinander verbunden scheinen.

100 pm —— —— 90 pm ——
Abb. 3.2.26: Luft getrocknete Strukturen der Hohlrdume einer Pickeringemulsion mit 2,37

Gew.% Magnetit.

Bei genauerer Betrachtung der Wande der Tropfen in Abb. 3.2.27 wird deutlich,
dass die Wande nicht so grob beschaffen sind wie bei der nicht stabilen Emulsion.
AulBerdem scheinen die Wande recht gleichmalig aufgebaut zu sein mit einem

Dicke von ca. 1-4 uym.
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—4pym — ; T }-——-— - 2pm ---———i
Abb. 3.2.27: Luft getrocknete Strukturen der Hohlrdume einer Pickeringemulsion mit 2,37
Gew. % Magnetit. Links die Wandstarke am Berlhrungspunkt dreier Hohlrdume; rechts

die Wandstrukturen.

Da beim Trocknen der Emulsion an der Luft durch das Verdampfen des
Losungsmittels ein Schrumpfen der Struktur eintreten kann, wurde als nachstes
untersucht, welche Strukturen durch Lyophilisation erhalten werden. In Abb.
3.2.28 wird ersichtlich, dass neben Fragmenten der Emulsionswande auch noch
Kugeln von einem Durchmesser von ca. 57 pm stabil vorliegen. Diese sind durch
Brucken mit einer Dicke von 1 ym miteinander verbunden. Die Zwischenwande
des Magnetits liegen glatter vor als bei den an Luft getrockneten Strukturen.
Zusatzlich wurde an Bruchstellen das Innere der Wandstrukturen untersucht, siehe
Abb. 3.2.28 rechts. Die Wandstruktur scheint aus spharischen Bestandteilen
aufgebaut zu sein, die sich in regelmaRigen Strukturen durch die gesamte Wand
ziehen und ca. einen Durchmesser von 10 nm aufweisen. Es wird vermutet, dass
es sich hierbei um die einzelnen Magnetitpartikel handelt, die zwar per TEM als
noch kleiner charakterisiert wurden, jedoch mit ihrer Groflenordnung an der

Aufldsungsgrenze des REM liegen.
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F—— 60 ym — —— 800 nm —

Abb. 3.2.28: Lyophilisierte Strukturen der Pickeringemulsion mit 2,37 Gew.% Magnetit.

Rechts Bruchkante die Fullung der Wand mit ca. 10 nm spharischem Material offenbart.

Die vorher beobachteten Strukturen von groferer Dimension wirden gréleren
Hohlkugeln entsprechen und konnten nicht wieder gefunden werden. Da
ansonsten nur gewolbte Bruchstlcke, siehe Abb.3.2.29, mit Dicken von 15 nm
bis zu 266 nm gefunden wurden, wird vermutet, dass die Wande, die die gréReren

Hohlrdume umhullen, nicht stabil genug fur diese Art der Trocknung sind.

3|m1—| —— 700 nm —

Abb. 3.2.29: Lyophilisierte Strukturen von Bruchsticken der Pickeringemulsion mit
2,37 Gew. % Magnetit.

Ahnlich Strukturen, wie die in Abb. 3.2.28 Wand fiillenden Magnetit-Agglomerate,
sind in der Literatur fir das Ausbilden von Clustern oder das Gelieren von
Polymerlatices (40-800 nm) bekannt. Sie treten durch das Destabilisieren der
Dispersion durch Zugabe von Elektrolyten oder durch die Uberwindung der
repulsiven Krafte durch einen Energieeintrag mittels Scherung auf ['*°!1%610157] pie
Struktur der Gele wird durch das Agglomerieren von Fraktalen erklart.

Experimentell wurde die Dimension dieser Fraktale per Lichtstreuung bestimmit.
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Wahrend bei den Polymerlatices durch die Zugabe von Elektrolyten oder
Emulgatoren die Gelierung eintritt, wird vermutet, dass der teilweise Entzug des
Oleats im Fall der Magnetit-Pickeringemulsion ein Agglomerieren verursacht. Es
wird weiter angenommen, dass die Oleatanlagerung an der riesigen Grenzflache
der n-Heptan-Phase erst die Dispersion des VE-Wassers ermdglicht. Da das Oleat
die Magnetitpartikel vor der Koagulation untereinander schutzt, wurden als Folge
des teilweisen Oleat-Entzugs die Magnetitpartikel innerhalb der n-Heptan Phase
zumindest teilweise zu Fraktalen agglomerieren und die beobachteten fraktalen

Wandstrukturen ahnlich denen von Morbidelli et al. ausbilden.

Da die Oleatkonzentration fur die Stabilisierung der Magnetit-Pickeringemulsion in
diesen Uberlegungen entscheidend ist, wurde angenommen, dass durch eine
Zugabe von zusatzlichem Oleat die Magnetit-Fraktale aufgelést werden missten
und so die Beweglichkeit des Magnetits wieder voll erlangt werden sollte.
Deswegen wurde zu einer stabilen Pickeringemulsion mit 2,37 Gew. % Magnetit
zusatzlich 0,1 Gew. % Olséaure zugegeben. Als Folge verlor die Emulsion ihre
Stabilitat. Bei der Trocknung an der Luft waren die mit 0,1 Gew. % Olsaure
versetzten  Strukturen nicht mehr formstabil und zerflossen. Eine
Phasenseparation trat jedoch nicht ein. Es scheint als kann durch die erhdhte
Oleat-Konzentration die Beweglichkeit des Magnetits wirklich erhéht werden und
das Oleat vermittelt ein Gleiten zwischen verschiedenen Magnetit-Fraktalen. In
Abb. 3.2.30 liegen glattere Wande mit Dicke von ca. 300 nm zwischen den

Hohlraumen ahnlicher Grofie vor.

—— 90 pm ——i —— 4 pm ——1

Abb. 3.2.30: Luft getrocknete Strukturen der Hohlrdume innerhalb der ,,zerflieRenden

Emulsion* mit 2,37 Gew. % Magnetit und 0,1 Gew. % zusatzlichem Oleat.



Ergebnisse & Diskussion 71

Die Wande in Abb. 3.2.31 sind in Vergrolierung betrachtet deutlich glatter als die
Oberflache die der stabilen Magnetit-Pickeringemulsion mit 2,37 Gew. % Magnetit
— egal ob Luft- oder Gefriergetrocknet -. Auch hier wird vermutet, dass dies der
Einfluss des Oleats ist, das ein Gleiten der ansonsten starren Fraktale ermoglicht
und so fur die Ausbildung glatterer Strukturen sorgt. Die Fraktale sind noch
vorhanden, siehe Abb. 3.2.31 rechts. Es konnte nicht mehr auf die einzelnen
Partikel fokussiert werden und daher kann die Dimension der Partikel nur auf ca.

10 nm abgeschatzt werden.

—— 400 nm —— nm ——

Abb. 3.2.31: Luft getrocknete Wandstrukturen einer Pickeringemulsion mit 2,37 Gew. %
Magnetit und 0,1 Gew. % Olsaure: links die glatte Wand mit der angedeuteten
Strukturierung; rechts der Berlhrungspunkt dreier Hohlrdume mit dem offengelegten

Inneren der Magnetitstrukturen.

Um zu untersuchen, wie weit sich das Aufldsen der Magnetit-Fraktale umsetzen
lieR, wurde der Oleat-Anteil erhdht. Ab einer Konzentration von 1 Gew. % Ols3ure,
konnte die Destabilisierung der Emulsion beobachtet werden. Innerhalb von 24 h
trat das Auftreiben der vollstdndigen hydrophoben Phase ein. Da auch in REM-
Aufnahmen von luftgetrockneten Proben dieser Strukturen keine Magnetit-
Agglomerate mehr mit Fraktalen entdeckt werden konnten, wurde angenommen,
dass dieser Anteil an Ols3ure ausreichte, die Fraktale komplett aufzulésen und die

Pickeringemulsion vollstandig zu destabilisieren.

Um die GroRen der einzelnen Magnetit umhdilliten Kugeln vor dem Abtrennen der
hydrophoben Phase als Momentaufnahme bestimmen zu kdnnen, wurde die
Probe direkt nach der Oleatzugabe in flissigem Stickstoff eingefroren und am

Hochvakuum 24 h getrocknet. Die so erhaltenen REM Aufnahmen sind in Abb.
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3.2.32 dargestellt. Neben einem geringen Anteil an Fragmenten sind Hohlkugeln

von 15 — 47 um vorhanden.

—— 50 pm — ' . k——-gm———f
Abb. 3.2.32: Lyophylisierte Strukturen der Pickeringemulsion mit 2,37 Gew.% Magnetit,

die mit 1 Gew. % zusatzlichem Oleat versetzt wurden.

Da anscheinend das hydrophobisierte Magnetit in Fraktalen die Wandstruktur
aufbaut und das dafur entzogene Oleat die Oberflache der Phasengrenze in n-
Heptan stabilisiert, wurde die Magnetitmenge auf 4,64 Gew. % verdoppelt, um zu
beobachten, welcher Effekt dabei eintritt. Wie in Abb. 3.2.33 erkenntlich liegen
auch hier Hohlkugeln ahnlicher Dimensionen vor, die durch Magnetitbrucken
verbunden sind. Auch die gefundenen Wandstarken mit ca. 500 nm liegen
durchaus in dem Bereich, der fur die Magnetit-Emulsionen mit 2,37 Gew. %

beobachtet wurden.

A
— 2 pm ——

—— 40 pm —

Abb. 3.2.33: Lyophilisierte Strukturen der Pickeringemulsion mit 4,64 Gew. % Magnetit,

rechts VergrélRerung einer Bruchkante.
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Einzig die Struktur der Phasengrenze schien ahnlich wie im Fall der erhdhten
Olsaureanteile glatter gestaltet zu sein. Dies |asst vermuten, dass der erhohte
Anteil von Magnetit dementsprechend auch mehr Oleat bei der Ausbildung von
Magnetit-Fraktalen, siehe Abb. 3.2.34, fur glattere Grenzflachen bereitstellen

kann.

300 nm ——1
Abb. 3.2.34: Spharische Partikel innerhalb der Wandstruktur der lyophilisierten Strukturen

der Pickeringemulsion mit 4,64 Gew. % Magnetit.

Obwohl die Ausbildung von Pickeringemulsionen mit Magnetit bisher schon
untersucht wurden, handelte es sich in den vorangegangenen und parallelen
Arbeiten bedingt durch den Fokus auf sehr geringe Konzentrationen von Magnetit
hauptsachlich um Untersuchungen der Phasenverhaltnisse und Volumen-
verteilungen innerhalb der Emulsionen. Hiermit konnte zum ersten Mal strukturell
eine Erklarung geliefert werden, dass Magnetit-Pickeringemulsionen mit hoher
Konzentration von Magnetit durch Ausbildung von Fraktalstrukturen sich
stabilisieren. Die erhaltenen Fraktalstrukturen ahneln den aus der Literatur

bekannten, gelierten Polymerlatices!'>*"%"],

3.2.6.2 Magnetisches Auslosen der Magnetit-Pickering-Emulsion

Verglichen mit den beiden Hydrogelen OHD und BOLA weicht die magnetische
Triggerung der stabilen Magnetit-Pickeringemulsion ab, da im Gegensatz zu den
Hydrogelen das Magnetit hierbei gleichzeitig die Struktur gebende Komponente
und die magnetisch ausldésende Komponente darstellt. In Abb. 3.2.35 ist
dargestellt wie eine formstabile Magnetit-Pickeringemulsion durch manuelles

Anlegen eines Magnetfelds destabilisiert wird. Durch den Magneten wird die
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Magnetit-Pickering-Emulsion entlang der Feldlinien angezogen und ausgerichtet.
Gleichzeitig bult die Magnetit-Pickeringemulsion dadurch ihre Stabilitat fast sofort
mit Anlegen des Feldes ein und kollabiert (Abb. 3.2.35, Mitte). Ganz rechts in
Abb. 3.2.35 wird deutlich, wie die Magnetit-Pickeringemulsion sich nach dem

Auslosen ansammelt.

Abb. 3.2.35: Auslésen der Magnetit-Emulsion mit 2,37 Gew. % Magnetit per Magnet.

Nach 15 min lasst sich die Pickeringemulsion bereits wieder Auslosen, da das
Magnetit nicht abgetrennt wird, sondern ausschliel3lich durch die Veranderung der

Form der Emulsion innerhalb des Rollrandglases die Formstabilitat verloren geht.

Genauere Untersuchungen der dynamischen Viskositat per Rotationsviskosimeter
zeigen fur ausgeloste wie auch frisch praparierte Magnetit-Pickeringemulsionen
eine dynamische Startviskositat von ca. 135 mPas, die jedoch innerhalb von 17
min durch die Scherung auf einen Wert von 22 mPas reduziert wird. Diese
Stabilitat reicht leider nicht an die von Ponton et. al. beschriebenen geladenen
Magnetitgele mit bis zu 7000 mPas (per Plattenrheometer)!’®® heran. Jedoch
liegen die Werte weit Uber den dynamischen Viskositaten, die reines Wasser (1
mPas), n-Heptan (0,4 mPas) oder zum Beispiel Honig (10* mPas) besitzen. Ein
Vergleich mit Honig zeigt, dass dieser sofort mit Umdrehen des Rollrandglases
herunterlauft, wohingegen die Magnetit-Pickeringemulsion bei 10-fach kleinerer
dynamischer Viskositat sich selber stabilisiert. Dies spricht dafur, dass die
gemessenen Werte nicht real sind und die Emulsion durch die Scherung zerstort

wird.

In einem Versuch, das magnetische Ausldésen der Magnetit-Pickeringemulsion flr
eine Freisetzung der Modellsubstanz Fluorescein-Natriumsalz auszunutzen, wurde
zunachst das n-Heptan durch eine biologisch fur den menschlichen Organismus
vertragliche Substanz substituiert. Als Surrogat wurde Paraffindl eingesetzt.

Oktadekan stellt eine nicht toxische, hydrophobe Alternative zu n-Heptan dar!™®.,
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Idee war es nun das Fluorescein-Natriumsalz aus der im Magnetit/Paraffindl
eingeschlossenen wassrigen Phase durch magnetisches Auslosen freizusetzen.
Obwonhl die Magnetit-Pickeringemulsionen auch mit Paraffindl formstabil sind und
sich magnetisch ausldsen lassen, erwiesen sie sich leider nicht als geeignet, um
das Fluorescein-Natriumsalz gezielt frei zu setzen. Auch ohne magnetisches

Auslosen diffundierte das Fluorescein aus der Emulsion.

Aufgrund der schnellen Triggerung mittels eines Magnetfeldes ist die Anwendung
von Magnetit-Pickeringemulsionen mit hoher Magnetit-Konzentration nach wie vor
interessant fur getriggerte Freisetzung. Anscheinend war jedoch die Hydrophilitat
des Fluorescein-Natriumsalzes zu gering um ein vorzeitiges ,,Leaching” zu
vermeiden. Fur eine erfolgreiche Umsetzung der Freisetzung aus der internen
Phase der Magnetit-Pickeringemulsion mussen zukunftig noch hydrophilere

Modelsubstanzen verwendet werden.

3.2.6.3 Einleitung - PHIPE Magnetit-Polymerschaum aus Magnetit

gestiitzten Pickeringemulsionen

Die Ausbildung von Pickeringemulsionen mittels hoher Konzentrationen von
Magnetit bietet noch eine weitere Mdoglichkeit fur das Erstellen einer interessanten
Struktur. Bei den Pickeringemulsionen handelt es sich um sogenannte Emulsionen
mit hoher interner Phase (engl. high internal phase emulsion, HIPE). Durch die
Polymerisation der externen kontinuierlichen Emulsionsphase!’™'® yvon HIPE
kénnen makroporése Polymerschidume, die sogenannten PolyHIPE (PHIPE)!®",
erhalten werden. lhren Namen haben sie durch die erste Patentanmeldung 1982
durch Unilever'®? erhalten. Seit dem wurde die Synthese von PHIPE in den
letzten Jahren intensiv auf die Variation der Hohlraumstrukturen und die

Maglichkeit zum Aufbau von Kompositsystemen hin untersucht.

Ein besonderes Merkmal der PHIPE ist die Notwendigkeit, vor jedweder
Polymerisation HIPE entweder aus einem hydrophoben Monomer (W/O) in
Wasser oder umgekehrt (O/W) auszubilden!'®®. Deshalb wird bevorzugt auf die
radikalische Polymerisation zugegriffen, da diese erst durch die Zugabe des
Initiators gestartet wird und im Gegensatz zur Polykondensation zum Beispiel die

Anwesenheit von Wasser kein Problem darstellt.
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Interessant sind die PHIPE besonders durch ihre Eigenschaften wie geringe
Dichte (> 2 g/cm®) und groRe interne Oberfliche (5 m?/g) aufgrund der hohen

Porositat!1%4

. Durch Mischung des Monomers mit hydrophoben Ldsungsmitteln
kann die Oberfliche auf Giber 350 m?%g gebracht werden. PHIPE zeigen starke
Absorptionsfahigkeiten aufgrund der Kapillarkrafte in den Hohlrdumen!'®?.
Abhangig vom Losungsmittel steigt die Aufnahme durch Quellung der
hydrophoben Polymerphase und wegen der kontinuierlichen Strukturen kdnnen
Ldsungsmittel sogar durch die Polymerphase gepumpt werden. Mechanisch heben
sich PHIPE aus Polystyrol von anders praparierten Polystyrolschaumen

hauptsachlich durch die groRere Druckstabilitat ab!'>?.

Nach Synthese der PHIPE konnte durch Einlagerung von Gold!"®- oder
Palladium!"-  Nanopartikeln in einem zweiten Schritt mit Nanopartikeln
ausgestattete Kompositmaterialien hergestellt werden. Ein anderer Ansatz ist die
Erzeugung von HIPE durch hydrophob modifizierte Nanopartikel. Auf diese Art
und Weise konnten in den letzten Jahren verschiedene PHIPE Systeme durch die
Inkorporation von verschiedenen Nanopartikeln wie zum Beispiel SiO,, TiO,!'"®"),

Carbonnanotubes!'®®  Mikrogelel'®”!

und hydrophobisierter  mikrofibrillarer
Cellulose!'™™ aufgebaut werden. 2011 konnte auf diese Art auch durch den Einsatz
von magnetischen Eisenoxidnanopartikeln PHIPE aus Polystyrol vernetzt durch

Divinylbenzol dargestellt werden!'""!.

Im Unterschied zu den oben vorgestellten formstabilen Magnetit-
Pickeringemulsionen, die auch wahrend der Trocknung an der Luft die
Hohlraumstrukturen stabilisieren konnen, wurden in der genannten Arbeit eine
geringere Konzentration an Magnetit (maximal bis zu 0,7 Gew. %, ca. 30 mg)
eingesetzt. Als Resultat befinden sich die Magnetitpartikel hauptsachlich an der
Oberflache der stabilisierten Wassertropfen in der Olmatrix. Bisher war die

Darstellung von hochgefullten PHIPE nicht bekannt.

3.2.6.4 Darstellung von PHIPE mit hochkonzentriertem Magnetitanteil

In der Literatur werden die hydrophoben Phasen der sogenannten Emulsionen mit
grofRer interner Phase aus VE-Wasser (high internal phase emulsions, engl. HIPE)

haufig durch Styrolmonomer mit Divinylbenzol als Vernetzer aufgebaut!' 2% Aus
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diesem Grund wurde versucht das n-Heptan direkt durch ein Mischung aus Styrol
(S) mit 10 Vol. % Divinylbenzol (DVB) auszutauschen. Dafur wurde die
Magnetitdispersion in n-Heptan direkt in 0,5 ml Styrol gegeben und im Vakuum
das n-Heptan entfernt, damit das Magnetit nicht austrocknen kann. Dies ist
notwendig, da das einmal getrocknete Magnetit nicht mehr dispergiert werden
kann. Nach dem Entfernen des n-Heptans im Vakuum wurde das eventuell
entfernte Styrol per Einwaage auf 0,8 ml aufgefullt und mit 0,1 ml DVB versetzt.
Um zu Uberpriufen, ob eine ahnliche Pickering-Emulsion mit S/DVB als hydrophobe
Komponente erzielt werden kann, wurde nach der Zugabe von 3,5 ml VE-Wasser

die Mischung per Vortex dispergiert.

Leider zeigt sich, dass der Austausch des n-Heptans mit S/DVB nicht zu einer
formstabilen Emulsion fuhrt und sich die Phasen nach einer 1 h fast vollstandig
separiert haben. Es wird angenommen, dass die Interaktion der Alkylketten der
Olsaure mit dem S/DVB nicht ausreicht und dadurch die Alkylketten des Oleats
nicht miteinander Wechsel wirken kénnen. Ohne die Wechselwirkungen bilden
sich keine stabilen Brucken zwischen den VE-Wassertropfen aus und die
Emulsion verliert ihre Stabilitat. Grund fur die geringe Wechselwirkung ist dabei
wahrscheinlich, dass die starren Aromaten des S/DVB nicht ausreichend mit den

beweglicheren Alkylketten des Oleats interagieren.

Um eine ahnlich gute Wechselwirkung des Oleats mit einem Monomer/Vernetzer-
Gemisch wie mit dem n-Heptan zu erreichen, wurde dies statt mit dem
Standardsystem S/DVB nun mit einem Gemisch aus n-Butylacrylat (BA) und
Triethyleneglykoldimethacrylat (TEGDMA) versucht. Generell ist die Darstellung
von PHIPE mit BA in Kombination mit Diethylenglycoldimethacrylat bereits

[173]

patentiert zur Darstellung von Materialien fur die Tintenaufnahme' "™, jedoch nicht

fur die Darstellung von PHIPE aus Pickering-Emulsionen.

BA soll dabei durch seine Butylkette fur eine verbesserte Solvatisierung des Oleats
sorgen, wahrend das TEGDMA die Vernetzung tbernimmt. Fir die Uberfiihrung
aus dem n-Heptan wurde in diesem Fall das TEGDMA vorgelegt, da dieses mit
170 °C bei 6,6 mbar den hoéheren Siedepunkt aufweist und im Gegensatz zu dem
BA (145 °C, 1 bar) nicht im Vakuum entfernt wird. Nachdem das Entfernen des n-
Heptans per Vakuum mittels der Waage vollstandig erreicht war, wurde das BA

hinzugegeben. Dann wurde das BA/TEGDMA Gemisch mit dem Magnetit unter
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Zugabe von 3,5 ml VE-Wasser dispergiert. Die Emulsion ist ausreichen formstabil
uber 24 h. Aufgrund der groReren Dichte des BA und TEGDMA betragt der
Magnetitanteil nur 2,26 Gew. %.

Um die Polymerisation der hydrophoben Phase aus dem Inneren und an der
Phasengrenze gleichzeitig zu starten, wurde zur BA/TEGDMA/Magnetit-Mischung
Ammoniumperoxodisulfat (APS) in wassriger Losung und das hydrophoben 2,2'-
Azobis(2-methylpropionitril) (AIBN) vor dem Dispergieren hinzugegeben. Der
Vorteil liegt in einer mdglichst formgetreuen Aushartung der Strukturen. Da das
AIBN erst unter erhdhter Temperatur zerfallt, wurde die Emulsion auf 65 °C erhitzt.
Nach 24 h wurde das Produkt getrocknet und die erhaltenen Strukturen im REM
analysiert. In Abb. 3.2.36 sind die Strukturen abgebildet, die bei der

Polymerisation mit 2,26 Gew. % Magnetit entstehen.
N 2 3 Y '
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Abb. 3.2.36: Strukturen der Hohlrdume einer PBA/PTEGDMA-Pickeringemulsion (9:1
Vol.%) mit 2,26 Gew. % Magnetit nach Polymerisation bei 60 °C.

Um die GroRenverteilung der Hohlrdume bei dem BA/TEGDMA-PHIPE mit
2,37 Gew. % Magnetit zu untersuchen wurden die Hohlraume verschiedener REM-
Aufnahmen ausgezahlt (300 Hohlraume). Bei Betrachtung der GrofRRenverteilung
fallt auf, dass die Durchmesser der Hohlraume sich von 42 ym bis zu 300 ym
gleichmallig verteilt erstrecken. Die Hohlraumwande erweisen sich als stark
gewellt und besitzen, siehe Abb. 3.2.37, eine Wandstarke die mit 200 nm bis zu 6
pm stark variieren kann. Eine mogliche Erklarung fur die die starke Wellung in der
Wandstruktur ware die Schrumpfung der hydrophoben Phase wahrend der

Polymerisation.
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Mag: 11000x 100pm einfach Mag: 2000x
HV: 1 kV WD: 10 mm P11 o =1 20.12.2012 SE HV: 1 kv WD: 10 mm

Abb. 3.2.37: Wandstrukturen der Hohlraume des PBA/PTEGDMA-Pickeringemulsion (9:1
Vol.%) mit 2,26 Gew. % Magnetit nach Polymerisation bei 60 °C.

Um strukturell zu untersuchen, wo das Magnetit in den Wandstrukturen verteilt
vorliegt und ob diese Verteilung gleichmalig ist, wurden REM-Aufnahmen mit
zusatzlicher energiedispersiven Rodntgenanalyse (EDX), siehe Abb. 3.2.38,
angefertigt. Der Line Scan auf das Element Eisen sollte Uber die Verteilung des
Magnetits Klarheit bringen. Der in Abb. 3.2.38 dargestellte Line Scan auf Eisen
zeigt, dass das Magnetit am Rand der Hohlrdume deutlich erhéht vorliegt. Diese
Rander stehen aus der Probe hervor und werden deswegen aufgrund der
besseren  Durchdringung der  Anregungsbirne des  Elektronenstrahls
uberproportional auf Eisen hin untersucht. Aufgrund der Instabilitat der
Hohlraumwande konnte nur ein extrem grof3er untypischer Durchmesser mit ca.
350 um untersucht werden. Das gefundene Ergebnis ist fir den Rest der Struktur
nur reprasentativ, falls das Eisen (und damit das Magnetit) gleichmaRig verteilt
vorliegt.
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Abb. 3.2.38: REM-Aufnahme des BA/TEGDMA-PHIPE mit 2,26 Gew. % Magnetit mit
EDX-Line Scan, der die Verteilung des Element Eisens anzeigt (589 um Bildausschnitt).

Dafur spricht auch, dass an beiden Seiten eines ca. 350 ym dicken Hohlraums an
den Randern jeweils die gleiche Intensitdt an gemessener Rontgenstrahlung
vorliegt. Es wurde daher davon ausgegangen, dass das Magnetit in den Wanden
der Hohlraume gleichmalig verteilt vorliegt und fur deren Stabilisierung eine

ahnliche Rolle spielt wie in der Magnetit-Pickeringemulsion.

Im Fall der lyophilisierten Proben konnte bei Verdopplung des Magnetit-Gehalts
festgestellt werden, dass durch die Erhdhung des Magnetit-Gehalts die
Wandstrukturen an der Oberflache geglattet wurden. Die Frage war nun, ob im Fall
der HIPE Schaume auch durch eine Erhéhung des Magnetitgehalts auf 4,52 Gew.
% im BA/TEGDMA eine Veranderung der Struktur auftritt. Deswegen wurde bei
gleichem Procedere die Menge des Magnetits auf 200 mg (4,52 Gew. % aufgrund
der groReren Dichte von BA/TEGDMA) erhoht und dann die entstandenen
Schaumstrukturen per TEM analysiert. In Abb. 3.2.39 werden die durch die
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Verdopplung des stabilisierenden Magnetits erhaltenen Strukturen der Hohlrdume

dargestellt.

Abb. 3.2.39: Strukturen der Hohlrdume eines PBA/PTEGDMA-PHIPE (9:1 Vol. %) mit
4,52 Gew. % Magnetit nach Polymerisation bei 60 °C.

Die Wellungen der Wandstruktur des PHIPE mit 2,26 Gew. % Magnetit treten in
dieser Struktur deutlich schwacher auf. Um Uber die Grofde der Hohlraume und
deren Struktur eine besser Aussage treffen zu kdnnen, wurden diese vergroRert
analysiert, siehe Abb. 3.2.40. Wie sich bei der Analyse des Hohlraum-
durchmessers bestatigt, sind die Hohlrdume neben der ebenmaligeren Verteilung

auch kleiner.

Mag: 89x 2 fach Mag: 300x
HV: 1 kV WD: 10 mm = 100 pm < 20.12.2012 WD: 10 mm

Abb. 3.2.40: Strukturen der Hohlrdume eines PBA/PTEGDMA-PHIPE(9:1 Vol. %) mit 4,52

Gew. % Magnetit nach Polymerisation bei 60 °C.

Noch deutlicher ist dies in Abb. 3.2.41 dargestellt, wo eine Verbindungsstelle
mehrerer sich treffender Hohlraume abgebildet ist wie auch die vergroRerte Wand
einer Pore. Die Abbildung zeigt, dass die Wandstarke zwischen den Hohlrdumen

von deutlich Uber 2 ym bis ca. 10 ym variieren kann (Abb. 3.2.41).
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go(.af;zmz SE HV: 1 kV \:’aDg::fg?:n: ‘I— 10 pm — 20.12.2012 SE HV: 1 kV El‘it)g::llgg:]r:x
Abb. 3.2.41: Wandstrukturen zwischen 3 verschiedenen Hohlrdumen (links) und direkt auf
der Oberflache eines Hohlraums (rechts) des PBA/PTEGDMA-PHIPE (9:1 Vol. %) mit

4,52 Gew. % Magnetit nach Polymerisation bei 60 °C.

Wie im Fall des BA/TEGDMA-PHIPE mit 2,26 Gew. % Magnetit wurden die
Hohlrdume bei dem BA/TEGDMA-PHIPE mit 4,52 Gew. % Magnetit in
verschiedenen REM-Aufnahmen ausgezahlt (640 Hohlrdume). Wahrend der
Polymerschaum mit 2,26 Gew. % noch Hohlrdume mit einem Durchmesser von
300 pym aufweist, besitzt das PHIPE mit 4,52 Gew. % Magnetit Hohlraume mit
maximal 200 um Durchmesser. Durch Verdopplung des Magnetitgehalts von 2,26
Gew. % auf 4,52 Gew. % konnte der Anteil der Hohlrdume mit einem

Durchmesser uber 100 ym im PHIPE um ein Drittel reduziert werden.

Um strukturell zu untersuchen, wo das Magnetit in den Wandstrukturen verteilt
vorliegt und ob diese Verteilung gleichmaRig ist, wurden im REM-Aufnahmen mit
zusatzlicher energiedispersiven Rodntgenanalyse (EDX), siehe Abb. 3.2.42,
angefertigt. Der Line Scan auf das Element Eisen sollte Uber die Verteilung des
Magnetits Klarheit bringen. Die in Abb. 3.2.42 dargestellten Line Scans auf Eisen
zeigen, dass das Magnetit am Rand der Hohlraume (max. 90 um Durchmesser)
deutlich erhoht vorliegt. Diese Rander stehen aus der Probe hervor und werden
deswegen aufgrund der besseren Durchdringung der Anregungsbirne des

Elektronenstrahls Uberproportional auf Eisen hin untersucht.
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Abb. 3.2.42: REM-Aufnahme des BA/TEGDMA-PHIPE mit 4,52 Gew. % Magnetit mit
EDX-Line Scan, der die Verteilung des Element Eisens anzeigt (322 ym Bildausschnitt).

Das gefundene Ergebnis bestatigt wie bereits fur die mit 2,26 Gew. % Magnetit
gefillten PHIPE eine gleichmaRige Verteilung des Magnetits durch die
Wandstruktur.

Bei abschlieRender Betrachtung der verschiedenen Hohlraumgréfien der
unterschiedlichen Trocknungsmethoden mit denen der auspolymerisierten PHIPE
in Abb. 3.2.43 fallt auf, dass die PHIPE einen héheren Anteil an Hohlraumen der
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Grole von Uber 43 uym besitzen (ca. 62 % bei 100 mg Magnetit und ca. 41% bei
200 mg Magnetit).

Vergleich der HohlraumgrofRen

M |uftgetrocknete
Pickeringemulsion

H PBA-I-PTGDMA (2,26 Gew.
% Magnetit)

H PBA-I-PTGDMA (4,52 Gew.
30 % Magnetit)
20 +
) l l:" ”
T T T T T T T T T T T T T T

7 143 214 286 429 57 714 857 100 114.3 200 280 300

40

L

1

Durchmesser [um]

Abb. 3.2.43: GroRenverteilung (in %) der Hohlrdume bei aus verschiedenen
Magnetitemulsionen dargestellten PHIPE im Vergleich zur Luft-getrockneten Magnetit-

Pickeringemulsion (ausgezahlt Hohlraume mindestens 300).

Die luftgetrockneten Pickeringemulsionen besitzen noch 12 % an Hohlraumen
uber 57 ym, wahrend bei den PHIPE dort ca. 80 % der Hohlraumanteile vorliegen.
Der Umstand, dass die Hohlraume der Iuftgetrockneten Magnetit
Pickeringemulsion deutlich kleiner als die des PHIPE vorliegen, kann durch den
Entzug des Losungsmittels aus der Magnetitphase erklart werden. Als Folge

dessen ,,schrumpfen” die Hohlraume.

Parallel zu den hier vorgestellten Ergebnissen wurden Magnetit stabilisierte PHIPE
aus mit DVB vernetztem PS von Vilchez et al.l'""! dargestellt. Deren PHIPE (75
Vol. % interne Phase mit 0,69 Gew. % Magnetit), die den hier beschriebenen am
ehesten entsprechen, weisen bimodale Verteilungen der HohlraumgrofRen auf. Es
finden sich mit 18 £ 13 pym gleichzeitig sehr kleine Hohlrdume und mit 124 + 13 ym
eine Fraktion sehr groRer Hohlraume. Dies entspricht am ehesten noch der
gefunden GroéRenverteilung im Fall des PHIPE mit 4,52 Gew. % Magnetit. Hier
liegen auch kleinere Hohlraume mit 57 + 15 ym und 100 £ 15 pm vor. Die
kleineren Hohlrdume des Vergleichs-PHIPE bauen die Trennwande der grof3en

Hohlraume auf, wohingegen in den hier dargestellten PHIPE die unterschiedlichen
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Hohlraume unregelmalig verteilt vorliegen. Wird bei den PHIPE von Vilchez et al.
der Anteil an der wassrigen eingelagerten Phase auf 85 Vol. % interne Phase bei
gleichem Magnetitgehalt erhoht, koexistieren wiederrum 2 verschiedene Hohl-
raumgréRen mit 24 + 15 ym und 378 + 98 uym. Ahnliche Strukturen wurden fir die
mit 2,26 Gew. % Magnetit geflllten PHIPE entdeckt, die Hohlrdume bis zu 300 ym
Durchmesser besitzen, jedoch kaum Anteile unterhalb von 43 pym. Es wird
angenommen, dass die beiden voneinander abweichenden Strukturen durch die
unterschiedliche Darstellung entstehen. Wahrend Pickeringemulsionen mit
niedriger Magnetitkonzentration zu einer stabilisierenden Monolage des Magnetits
um die Hohlrdume im PHIPE fihren, verhindert die Stabilisierung durch Fraktale

das Ausbilden von Hohlrdumen ahnlicher Dimension.

Zusammenfassend lasst sich durch die Darstellung von PHIPE mittels
hochgefullter Magnetit-Pickeringemulsionen ein hochmagnetisches Material
entwickeln. Aufgrund der hohen Magnetit-Konzentration von 2,26 und 4,52 Gew.
% ist so ein magnetisch hervorragend steuerbares Material zuganglich, welches
deswegen auch magnetisch getriggert erhitzt werden kann. Dies konnte die
Strukturen fur den Einsatz in der Mikrowellen assistierten Synthese als lokale

Mikroreaktoren interessant machen.

Zudem entsteht durch die erfolgreiche Kombination des hydrophoben BA mit dem
leicht hydrophilen TEGDMA zu PHIPE aus Magnetit-basierten Pickering-
Emulsionen ein bisher in der Literatur noch nicht beschriebenes neues PHIPE,
welches eventuell ein potentiell amphiphiles Material darstellt und

dementsprechend amphiphile Quelleigenschaften besitzen kdnnte.
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3.3 Amphiphile Core-Shell Partikel als Beschichtung fur Temperatur

responsive Freisetzung

Neben der Freisetzung aus Mikropartikeln ist die Ausstattung von Oberflachen mit
Freisetzungssystemen ein wichtiger Forschungsbereich. Polymerbeschichtungen
sind ein interessanter Ansatz fur das Einkapseln von Wirkstoffen in Stimuli-
responsive Freisetzungsmatrices. Bei Einsetzen des Stimulus werden die
Wirkstoffe dann kontrolliert freigesetzt. Um ein Auflésen der Beschichtung durch
das Zielmedium zu verhindern, sollten diese Matrices prinzipiell entweder geeignet
sein, hydrophobe Wirkstoffe in hydrophilen Losungsmitteln einzukapseln oder

umgekehrt.

Fur die Praparation Wirkstoff-gefullter Matrices gibt es verschiedene
Vorgehensweisen. So kann die Einlagerung von Wirkstoffen durch die Extrusion in
verschiedenen Polymerschmelzen (wie z. Bsp. Ammoniummethacrylatcopoly-
mere (PAMMA)AITSIITEIT - Ethvicellulose  (EC)78MT79M180 - polyvinylacetat
(PVAC)'®'82  polyethylenvinylacetate (PEVA)'®H84 ynd verschiedenen Poly-¢-

Gl'83I18ELI87] - polymilchsaure!'®® oder Poly-y-

caprolactoncopolymeren mit PE
Butyrolacton!'®) erreicht werden. Neben Schmelzextrusion kénnen hydrophobe
Beschichtungen um Wirkstoffe auch aus organischen Ldsungen (wie z. Bsp.
PAMMAM® und ECM") oder aus wassrigen Dispersionen (PAMMAI
Polyethylacrylat-co-polymethmethylacrylat!'®'%4 - gcl'¥1 - pyAl'®l)  gufgebracht

werden.

Alternativkdnnen Oberflachen auch mit deutlich hydrophileren Hydrogelen,
synthetischen (wie z. Bsp. Polyacrylsaure (PAA) mit kokontinuierlich inkorpor-
ierten PEGHMII98] gder Polybutylacrylat (PBA)'®”: Polymethacrylsdure mit
PVAI'® Polymethacrylamid[zool sowie Polyhydroxyethylmethacrylat (PHEMA)[Z(”])
oder natiirlichen Ursprungs (wie z. Bsp. Chitosanl?®?%%l  Carboxymethyl-
cellulose, Methylcellulose und Hydroxypropylmethylcellulose!®) ausgestattet
werden. In deren Struktur konnen Wirkstoffe aufgrund der Hydrophilie
ausgezeichnet eingelagert werden. Aulerdem lassen sich Hydrogele aufgrund
eines ahnlich hohen Wasseranteils, wie er im menschlichen Koérper und in
bakteriellen Strukturen vorliegt, ohne weitere Probleme als Freisetzungssystem
einsetzen. Gleichzeitig bedingt diese Struktur jedoch die Notwendigkeit der

hinreichenden Hydrophobisierung der hydrophilen Matrix, um ein Auflosen der
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Beschichtung und Leaching der Substanzen zu verhindern. Erreicht werden kann
das durch Vernetzung (mit Glutardialdehyd) oder durch Einbinden einer zweiten
hydrophoben Komponente (PBA, EC, PMMA).

Bei der Einkapselung in hydrophoben Medien erschweren die bevorzugten
Wechselwirkungen der Wirkstoffe mit hydrophilen Strukturen ein Einlagern. Das
Einkapseln der Wirkstoffe und Mikrobiozide muss dementsprechend durch
Strukturen erfolgen, die sowohl hydrophob genug sind flir das Ldésen im
Losungsmittel, als auch ausreichend hydrophil, um die Substanzen zu
inkorporieren. Strukturen, die prinzipiell in der Lage sind dies zu vereinen, stellen
Blockcopolymere®®! oder verzweigte, amphiphile Systeme (hydrophobisiertes
Polyglyceroli20°H20611207] Polyethylenimin!°8209 Polyamidoamin?'®,

Polypropylenimin, und weiteren Dendrimeren!?'"1212)) qar.

Eine bereits etablierte Methode fur die Darstellung von nichttoxischen hoch

verzweigten Polylysinen wurde von Klok?'3H24!

und far hyperverzweigte
Polylysine von Ho®™ beschrieben. Ho konnte zeigen, dass durch nachfolgende
hydrophobe Modifikationen (Glycidylhexadecylether, Fettsaurechloride oder
Polyethylen-glykolether) die thermisch synthetisierten, hyperverzweigten Polylysin-
Kerne gute Eigenschaften als Nanocontainer fur verschiedene Metallnanopartikel,
Farb- und Wirkstoffe im organischen Losungsmittel aufweisen und sich auch aus
Beschichtungen wieder freisetzen lassen. Im Fall von Silber weisen sie eine
kontrollierte Freisetzung auf, wenn sie auf medizinischen Faden aus

Polyglykolsaure appliziert werden!?'®!,

Zusatzlich zum Aufbau von neuen Nanocontainern basierend auf Polylysin war es
das Ziel, die Schale mit Temperatur-responsiven Polymeren auszustatten und die

Temperatur-getriggerte Freisetzung aus diesen Nanocontainern zu untersuchen.

3.31 Vergleichende Synthese beziiglich des Verzweigungsgrades
von thermisch und Mikrowellen assistiert polymerisiertem

Polylysin

Aufbauend auf den Resultaten von Ho®™ konnte Celik!"" die thermische
Polymerisation von L-Lysinhydrochlorid zu Polylysin auf die Mikrowellen assistierte

Polymerisation von L-Lysin Ubertragen. Mikrowellen assistierte Polymerisation hat
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sich in der Vergangenheit schon als schnelle, einfache Synthesemethode mit
uberaus guten Ergebnissen im Aufbau von verzweigten Polymerstrukturen
bewahrt #'M2'8 Grundlegend fiir den Einsatz der Polylysine als Nanocontainer ist
ein moglichst hoher Grad der Verzweigung. Wahrend Ho bereits erste Anzeichen
fur hyperverzweigte Strukturen finden konnte, steht die Bestimmung des
Verzweigungsgrades fur die Mikrowellen assistiert polymerisierten Systeme noch

aus.

Um eine vergleichende Bestimmung des Verzweigungsgrades durchfuhren zu
konnen, wurden in verschiedenen Ansatzen Polylysine synthetisiert. Zum einen
wurde das bisher schon beschriebene thermisch polymerisierte Polylysin als
Vergleichssubstanz  synthetisiert. Hierfir wurde L-Lysin*HCI mit NaOH
neutralisiert, 2 Tage bei 160 °C geruhrt und 2 Tage bei 120 °C geruhrt. In den
zweiten 24 h wurde zum AbfUhren des entstehenden Wassers in regelmafigen

Abstanden das Reaktionsgefald mit Stickstoff (je Stunde 5 min) gespdlt.

Zum anderen wurde nach Celik!"'¥ L-Lysin aus der Lésung bei 200 °C im offenen
System flir 2,5 h per Mikrowelle polymerisiert. Die eingestrahlte Leistung wurde
wahrend der Reaktion automatisch von 200 Watt auf ca. 35 Watt abgesenkt. Da
die Temperatur den Wasserdampf aus dem Reaktionsgefal® entfernt, entfiel das

Spulen der Schmelze mit Argon.

Zusatzlich wurde, um festzustellen, ob ein Unterschied in der Polymerisation des
geldsten L-Lysins oder des neutralisierten L-Lysin*HCI besteht, L-Lysin*HCI mit
NaOH neutralisiert und dann in der Mikrowelle bei 200 °C fir 2,5 h analog zum L-
Lysin polymerisiert. Alle Polylysine wurden nach der Synthese in deionisiertem
Wasser aufgenommen und mittels einer Cellulosemembran (MWCO 2000 g/mol)
gegen Wasser dialysiert. Dies in notwendig, da bei der Polykondensation nicht der
Umsatz der Monomere, sondern der Umsatz der funktionellen Gruppen des
Monomers die Bildung von Polymeren mit hohem Molekulargewicht kontrolliert. Im
Fall der Polylysin-Synthese ist der Umsatz der Carboxylat-Gruppe entscheidend.
Wahrend der Polymerisation wird diese durch den intramolekularen Ringschluss
des L-Lysins zum Caprolactam oder durch Kondensation zum Dimer, dem 2,5-
Diketopiperazin, umgesetzt. Neben den angefallenen Tri- und Termeren oder dem
nicht umgesetzten L-Lysin muissen diese niedermolekularen, zyklischen

Verbindungen abgetrennt werden, weil zum einen aus ihnen keine Nanocontainer
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aufgebaut werden koénnen und sie zum anderen den Verzweigungsgrad

verfalschen.

Im ersten Schritt wurde fur den Vergleich der verschiedenen Polymere das
Molekulargewicht M, per GPC der acetylierten Verbindungen in Chloroform
bestimmt und die Acetatgruppen subtrahiert, siehe Tabelle 3.3.1. Zusatzlich
wurde der hydrodynamische Durchmesser (Dy) per dynamischer Lichtstreuung
(dynamic light scattering engl. - DLS) in wassriger Losung bestimmt. Daftir wurden
Losungen der Konzentration 0,01 mg/ml hergestellt, durch einen Spritzenfilter (0,2
pm, PTFE) filtriert, auf 21 °C temperiert und dann per DLS vermessen. Die
Ergebnisse der verschiedenen Reaktionsbedingungen sind in Tabelle 3.3.1
aufgefiihrt?'9,

Tabelle 3.3.1: Reaktionsbedingungen, per GPC erhaltene M, (g/mol),

Polydispersitatsindices (PDI), Ausbeuten sowie hydrodynamische Durchmesser (Dy) der

verschiedenen Polylysine nach Dialyse!?'?.
Reaktions- M

PDI Ausbeute Dy

bedingungen  (GPC)® [%] (DLS)®
TPL 2d 160 °C + 10700 1,92 32 7,0+1,1nm
2d, 120 °C?
MWPL 2,5h 200 °C>® 9200 1,74 46 59+1,9nm

MWPLH 2,5h 200 °C*® 8400 1,71 45
@ Reaktionsmischung: L-Lysin*HCI, NaOH, H.0.
® Reaktionsmischung: L-Lysin, H,0.
“Mikrowellen assistierte Polymerisation.
¢ Alle Proben wurden vollstandig acetyliert und die Acetatgruppen fiir M,
subtrahiert.
¢ Hydrodynamischer Durchmesser aus numerischer Verteilung bestimmt.

Beim Vergleich des thermischen PLs (TPL) mit dem per Mikrowelle
synthetisiertem L-Lysin (MWPL) und dem L-Lysin*HCI (MWPLH) fallt zum
Molekulargewicht auf, dass das MWPL eine um 1500 g/mol geringere Molmasse
aufweist als das TPL (10700 g/mol, TPL entspricht ca. 78 Lysin-Einheiten),
wahrend sie untereinander mit 9200 g/mol (MWPL entspricht ca. 69 Lysin-
Einheiten) und 8400 g/mol (MWPLH entspricht ca. 63 Lysin-Einheiten) nur 800
g/mol voneinander abweichen. Rein vom M, her liegen alle drei Polylysine in
einem ahnlichen Bereich und daher wird die Mikrowellen assistierte
Polymerisation als geeignet angesehen, Polylysine als potentiellen Kern fir

Temperatur-sensitive Freisetzungssysteme herzustellen.
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Das TPL weist eine Polydispersitat von 1,92 auf, die nur auf den ersten Blick
untypisch?’ ist fir eine Polykondensation, da zum einen durch die Dialyse
kleinere Molekule (bis 3000 g/mol) abgetrennt werden und zum anderen durch zu
starke Vernetzung nicht I6sliche Anteile vorliegen. Dadurch fehlen diese Grofen in
der gefundenen Molekulargewichtsverteilung. Die Polydispersitaten fir MWPL und
MWPLH befinden sich mit 1,74 und 1,71 in der gleichen GroRRenordnung. Es wird
daraus geschlossen, dass die beiden per Mikrowelle synthetisierten Systeme
untereinander kongruent sind und die unterschiedliche Vorlage des Monomers
keinen Einfluss auf das Molekulargewicht, bzw. den PDI besitzt. Im Weiteren
wurde daher mit dem aus L-Lysin polymerisierten MWPL gearbeitet, da die
Praparation sich einfacher gestaltet und keine signifikanten Unterschiede durch

dessen Einsatz entstehen.

Beim Vergleich des hydrodynamischen Durchmessers des MWPL und des TPL
fallt auf, dass der D, des MWPL mit 5,9 nm geringer ist als der des TPL mit
7,0 nm. Jedoch fallt der Fehler des MWPL mit 1,9 nm deutlich gréRer aus als der
des TPL mit 1,1 nm. Fur eine Bewertung der per DLS erhaltenen
hydrodynamischen Durchmesser wurden die Ergebnisse Waschinkis??? von
Messungen an linearen Polymethyloxazolinen (PMeOx) (M, = 5600 g/mol) per
statischer Lichtstreuung herangezogen. PMeOx ist trotz der linearen Struktur
aufgrund der hohen konstitutionellen Ahnlichkeit geeignet, um als Vergleich zu
dienen. Fur das beschriebene System wurde ein Dy von 5,2 nm bestimmt. Wenn
dieser Dy fur die PMeOx auf Molekulargewichte in Hoéhe der verschiedenen
Polylysine umgerechnet wirde, dann wirde das fur ein PMeOx mit M, 9200 g/mol
einen Dy von 8,5 nm und fur 10400 g/mol von 9,7 nm bedeuten. Diese Werte
liegen knapp Uber den fur die verschiedenen Polylysine gefundenen Dys. Eine
Ursache fur den geringeren Dy kénnte der verzweigte Charakter darstellen.
Gleichzeitig zeigt der Umstand, dass der berechnete Dy, fast dem gefundenen der
Polylysine entspricht, dass es sich bei den gemessenen Werten um Daten
handelt, die fur diese Art von Polymer in diesen Strukturen zu erwarten sind. Im

Folgenden wurde die Art der Verzweigung der Polylysine bestimmt.
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3.3.11 Der Verzweigungsgrad

FUr den genauen Vergleich der verschiedenen Polylysine ist neben der Molmasse
und dem hydrodynamischen Radius der Verzweigungsgrad entscheidend, da er
uber den Aufbau des Polylysins Aufschluss gibt. Die Berechnung des
Verzweigungsgrads (DB, degree of branching) flir Polymere aus AB,-Bausteinen,
wie L-Lysine, wurden von Kim und Frechet beschrieben®'"???l Gleichung 3.3.1
zeigt wie der DB aus den verschiedenen Struktureinheiten T (terminale Einheit), D

(dendritische Einheit) und L (lineare Einheit) berechnet wird.

Gleichung 3.3.1: Bestimmung des DB nach Frechet???.

T+ D
DBrrecher = TYD+L

In Abb. 3.3.1 ist dargestellt, wie die verschiedenen Struktureinheiten im Polylysin

eingebaut vorliegen.

z, z,
NH NH, NH, NH
L L
o &
5 7,
/)
(0] (@] o) (0]
dendritische Einheit terminale Einheit lineare Einheiten
D T L

Abb. 3.3.1: Schematische Darstellung, wie die verschiedenen Struktureinheiten im
Polylysin eingebaut vorliegen. Dendritische Einheiten (D) sind an beiden Aminogruppen
funktionalisiert, lineare Einheiten nur an einer (L, in a- oder e-Position) und terminale

Einheiten besitzen 2 freie Aminogruppen.

Der DB fur ein perfekt verzweigtes Dendrimer betragt dementsprechend 1. Wenn
T = D + 1 qilt, wird ersichtlich, dass nach dieser Gleichung auch perfekt lineare
Systeme einen DB > 0 besitzen. Bei gro3en Molekulargewichten stellt dies kein
Problem dar. Fur Systeme mit kleinerem Molekulargewicht muss der DB jedoch
anders beschrieben werden. Frey et al.??®! konnten dies, wie in Gleichung 3.3.2

beschrieben, formulieren.

Gleichung 3.3.2: Bestimmung des DB nach Frey!???!.

2D
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3.3.1.2 Bestimmung des Verzweigungsgrades der verschiedenen
Polylysine

Um den Verzweigungsgrad zu bestimmen, wurden in vorangegangenen
Arbeiten!"* 2" zyerst die nicht substituierten Aminogruppen durch Umsetzung mit
1-Fluor-2,4-dinitrobenzol ~ (FDNP)#24[2231[2261 it Dinjtrophenol ~ (DNP)
funktionalisiert. Nachfolgend wurde per Hydrolyse in halbverdinnter Salzsaure

das Polylysin in die verschiedenen Lysineinheiten zersetzt, sieche Abb. 3.3.2.

. DNP . DNP
NH; NH NH; NH
€ Fes € €
NO,
HyN— HiN— NH
0,N 3 3 , NH
2 “N—=0 “Np DNP %\—0 DNP & \—0
HO HO HO HO

Dinitrophenol dendritisches &—DNP-Lysin o—DNP-Lysin Di-DNP-Lysin
DNP Lysin (D) = o-linear = g-linear = terminales.
gebunden (L) gebunden (L) Lysin (T)

Abb. 3.3.2: Durch Funktionalisierung von Polylysin mit Dinitrophenol (DNP) und
nachfolgende Hydrolyse in HCI/H,O erhaltene Hydrolyseprodukte des Polylysins: ehemals
dendritisches Lysin (D), ehemals linear in a-Position gebundenes Lysin (Ly), ehemals
linear in e-Position gebundenes Lysin (L), und ehemals terminales, zweifach DNP
funktionalisiertes Di-DNP-Lysin (T).

Um die Zusammensetzung der verschiedenen Struktureinheiten zu erhalten,
wurde als erstes das hydrophobe Di-DNP-Lysin, die terminalen Einheiten, durch
Extraktion per Diethylether entfernt und deren Anteil ausgewogen. Die
Zusammensetzung der weiteren Struktureinheiten konnte per Hoch-
druckflissigchromatographie (HPLC) aufgetrennt werden. Aufgrund der
Absorption der Dinitrophenol-Gruppe bei einer Wellenlange von 357 nm konnte
das Verhaltnis der aufgetrennten Struktureinheiten per UV/VIS-Detektor
charakterisiert werden. Dafur wurden zuvor die Extinktionskoeffizienten der

verschiedenen DNP- Lysine bestimmt.

Bei der Analyse der wassrigen sauren Hydrolyseprodukte stellt sich folgendes
Problem: Die ehemals dendritisch gebundenen Einheiten kdénnen bedingt durch
eine zu schlechte Abtrennung von der HCI nicht separiert werden. Da HCI und das

protonierte Lysin im gleichen Wellenlangenbereich (ca. 285 nm) Licht absorbieren,
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kann deren Anteil nicht bestimmt werden. Dadurch konnte die Anzahl der
dendritischen Einheiten bisher nur indirekt Uber die terminalen Einheiten durch die
Extraktion des Di-DNP-Lysins in zwei verschiedenen Schritten analysiert werden.

Diese Ergebnisse deuteten auf einen Verzweigungsgrad groRer 0,5 hin?"!.

Um die wasserldslichen Einheiten (a-DNP-Lysin und ¢-DNP-Lysin) sowie das
hydrophobe Di-DNP-Lysin (Terminale Einheiten) gleichzeitig zu analysieren,
wurde die Hydrolyse in halbverdinnter Trifluoressigsaure (TFA) durchgefihrt. TFA
wurde gewahlt, weil sie Wasserstoffbruckenbindungen aufbrechen kann und
aufgrund ihrer Mischbarkeit mit organischen Losungsmitteln das hydrophobere Di-
DNP-Lysin I6sen kann. Nach 4 Tagen Hydrolyse bei 130 °C wurde die Losung per
HPLC analysiert.

Die HPLC-Chromatogramme wurden mit einer Flussrate von 1 ml/min erstellt. Um
alle Hydrolyseprodukte in protoniertem Zustand vorliegen zu haben, wurde zu
jeder Zeit 1 Vol. % bidestilliertes H,O mit 0,4 Gew. % TFA als Laufmittel
beibehalten. Das restliche Volumen enthielt die ersten 5 min 99 Vol. %
bidestilliertes H,0O. Innerhalb von 25 min wurde der Wasseranteil auf 29 Vol. %
gesenkt und das Acetonitril auf 70 Vol. % erhoht. Zuletzt wurde innerhalb von 5
min der Acetonitril-Anteil auf 99 % erhoht. Das erhaltene Chromatogramm ist
beispielhaft in Abb. 3.3.3 dargestellt.

DNP
H DNP
& NH
+ €
. NH;
— HyN—
o 'NH
NH HO DNP & )=0
! { DNP' %)=0 HO
HO e-DNP-Lysin
i Di-DNP-Lysin
. = a-linear
a~DNP-Lysin gebt(jnden L) / terminales.
= g-linear . Lysin (T)
gebunden (L) 18 min .
16,3 min 30,7 min
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Abb. 3.3.3: HPLC-Chromatogramm der Hydrolyseprodukte von DNP-TPL in H,O/TFA
nach 4 Tagen Erhitzen unter Ruckfluss. Die Retentionszeiten betragen: 16,3 min (a-DNP-
Lysin, € = 16800 L mol™" cm™ ?#)) 18 min (e-DNP-Lysin, € = 16800 L mol™ cm™ ) und
30,7 min (di-DNP-Lysin, £ = 30200 L mol™ cm™ %) bei einer Wellenl&nge von A = 357 nm.
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Diese Produkte wurden bei verschiedenen Retentionszeiten gefunden: 16.3 min
(a-DNP-Lysin, € = 16800 L mol™ cm™ ")) 18 min (¢-DNP-Lysin, € = 16800 L mol
cm™ ) und 30.7 min (di-DNP-Lysin, € = 30200 L mol™ cm™ ) bej einer
Wellenlange von A = 357 nm. Uber den Extinktionskoeffizienten konnten die
Anteile der Hydrolyseprodukte zueinander berechnet werden. Die Ergebnisse flr
die Zersetzung von DNP-TPL sind in Tabelle 3.3.2 aufgefuhrt.

Tabelle 3.3.2: Anteil der Hydrolyseprodukte von TPL nach Funktionalisierung mit DNP
und nachfolgender Hydrolyse in TFA/H,O sowie ihre Position. Bestimmt durch HPLC mit

einem Dioden Array Detektor bei der Wellenlange A = 357 nm.

Struktureinheit Anteil [mol %] Position
a- DNP-Lysin (L;) 64.5 linear
€-DNP- Lysin (L,) 14.4 linear
di-DNP-Lysine (T) 211 terminal

Im Allgemeinen kann der Verzweigungsgrad, der degree of branching (DB), als
Quotient der Summe der terminalen und dendritischen Einheiten geteilt durch die
Summe aller Struktureinheiten bestimmt werden (DB = D+T / D+T+L). Uber den
UV/VIS-Detektor (A= 357 nm) konnen nur die Dinitrophenylierten Hydrolyse-
produkte (T) nach ihrer Auftrennung durch die HPLC analysiert werden. Da die
TFA das Signal der dendritischen Einheiten (D) bei einer Wellenlange von A =
275 nm Uberlagert, muss der Anteil der dendritischen Einheiten nach Frey!??®! mit

D = T abgeschatzt werden.

Bei ausreichend hohen M, entsprechen die terminalen Einheiten denen der
dendritischen (D = T). Genauer muss die Anzahl der dendritischen Einheiten um 1
Einheiten reduziert werden??’, da eine Einheit der Start einer linearen Kette im
verzweigten Polymer ist. Wird die Molmasse, wie beim Polylysin (TPL) mit
10.700 g/mol, hoch genug, bedeutet eine Einheit bei einer Anzahl von 78
Lysineinheiten nur noch einen Fehler von 1,3 %. In Folge wurde die Anzahl der
dendritischen Einheiten um den Fehler zu minimieren dementsprechend mit D =T
- 1 berechnet, siehe Tab. 3.3.3.
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Tabelle 3.3.3: Anteil der Hydrolyseprodukte von TPL nach Funktionalisierung mit DNP
und nachfolgender Hydrolyse in TFA/H,0O, ihre jeweilige Position und Anzahl von 78

Lysineinheiten. Der Anteil der dendritischen Einheiten D =T - 1.

Struktureinheit Anteil [mol %] Position Einheiten
o- DNP-Lysin (L) 53.4 linear 42
€-DNP- Lysin (L,) 11.9 linear 9
di-DNP-Lysine (T) 17.4 terminal 14
ber. dendrit. Lysin (D) 17.4 dendritisch 13°

# Rechnerisch eigentlich 14, aber es gilt D=T-1.

Die in Tabelle 3.3.3 aufgefuhrten Werte ergeben dementsprechend in Gleichung
3.3.1 (DB = T+D / L+T+D) eingesetzt einen DB von 0,35. Ein Verzweigungsgrad
dieser GroRe wirde dem Bestehen einer hyperverzweigten Struktur
widersprechen (DB = 0,5). Zum Vergleich wurde der DB des per Mikrowelle
synthetisierten Polylysins (MWPL) auf gleiche Art und Weise mittels
Dinitrophenilierung und saurer Hydrolyse in TFA/H,O per HPLC bestimmt (siehe
Tab. 3.3.4).

Tab. 3.3.4: Anteil der Hydrolyseprodukte von MWPL nach Funktionalisierung mit DNP und
nachfolgender Hydrolyse in TFA/H,O sowie ihre jeweilige Position. Bestimmt durch HPLC

mit einem Dioden Array Detektor bei der Wellenlange A = 357 nm.

Struktureinheit Anteil [mol %] Position
a- DNP-Lysin (L) 66.7 linear
€-DNP- Lysin (L,) 15.9 linear
di-DNP-Lysine (T) 174 terminal

Analog zu der vorhergegangenen Betrachtung des thermisch synthetisierten
Polylysins wurde Tab. 3.3.4 unter zu Hilfenahme von D = T - 1 zu Tab. 3.3.5

umgerechnet.

Tab. 3.3.5: Anteil der Hydrolyseprodukte von MWPL nach Funktionalisierung mit DNP und
nachfolgender Hydrolyse in TFA/H,O, ihre jeweilige Position und Anzahl von 68
Lysineinheiten. Der Anteil der dendritischen Einheiten ist dem Anteil der terminalen

Einheiten gleichgesetzt.

Struktureinheit Anteil [mol %] Position Einheiten
a- DNP-Lysin (L.) 56.8 linear 39
€-DNP- Lysin (L) 13.6 linear 10
di-DNP-Lysine (T) 14.8 terminal 10
ber. dendrit. Lysin (D) 14.8 dendritisch 9®

2 Eigentlich 10, aber es gilt D=T-1.

Der nach Gl. 3.3.2 berechnete DB betragt 0,28. Damit liegt im Fall des MWPL eine

Struktur mit einem Verzweigungsgrad vor, der nur 83% des thermisch
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synthetisierten PL darstellt. Auch hier ist die Abweichung deutlich von dem DB
eines hyperverzweigten Systems.

Nachdem in vorangegangenen Arbeiten®™ durch Kombination aus HPLC /
UV/VIS (Bestimmung von L, und L) und Extraktion in Diethylether (Bestimmung
von T) aus den Hydrolyseprodukten des DNP-TPL ein Verzweigungsgrad von
grolder 0,5 fur die thermisch synthetisierten Polylysine bestimmt werden konnte,
wurden die Ergebnisse der hier beschriebenen HPLC-Messungen Uberprft. Daflr
wurde insbesondere das Verhaltnis der ungebundenen e-NH,-Einheiten (Anteile T
und Ly aus Tab. 3.3.3) und gebundenen e-NHz-Einheiten (Anteile D und L¢ aus
Tab. 3.3.3) des Polylysins verglichen. Es ergibt sich hier ein Verhaltnis von 0,29
ungebundenen &-NH,-Gruppen (Anteile T und L,) zu 0,71 gebundenen &-NH;-
Gruppen (Anteile D und L). Dieses Verhaltnis wurde fur das thermisch
polymerisierte Polylysin per "H-NMR Spektroskopie bei pH = 2 in DyO
untersucht®'. Dort wurde ein Verhéltnis des Signals der ungebundenen &-NH.-
Gruppen (5a, Abb. 3.3.4) bei 2,85 ppm zu dem Signal der gebundenen &-NH;-
Gruppen (5b, Abb. 3.3.4) bei 3,17 ppm von 0,39 zu 0,6 vorgefunden.

H,O

H : HzM HC_.-" - —
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o
¥}
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_'__;_'

e
Chemical Shift (pom)

Abb. 3.3.4: "H-NMR in D,O bei pH = 2 von TPL, welches das Verhaltnis von gebundenem
t[215].

€-NH,-Gruppen (5b) zu ungebundenen (5a) aufzeig

Diese Verhaltnismaligkeit besteht bei den aus HPLC-Signalen berechneten
Anteilen T, D, L, und L4 nicht. Bei den HPLC-Ergebnissen fallte der Anteil an L, zu
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hoch aus. Da D nicht bekannt ist, kann einzig durch eine Erhdhung des Anteils an
Di-DNP-Lysineinheiten (T) die Summe der per HPLC bestimmten ungebundenen
e-Aminogruppen (T und Ly) abgesenkt werden und sich damit das Verhaltnis der
gebundenen zu ungebundenen e-Aminogruppen in Richtung der von Ho?'! per
'"H-NMR bestimmten Werte verschieben. Es wird daher angenommen, dass die
terminalen Di-DNP-Lysineinheiten nicht stabil vorliegen, und dass durch
Abspaltung ihrer a-NH2-DNP-Gruppe es zu der fast 20%tigen Verfalschung des

Verhaltnisses und damit des Verzweigungsgrads kommt.

Ein anderer Ansatz zur Bestimmung des Verzweigungsgrads wurde 2007 von Klok

nH21 - Hierbei wurde fiir verzweigtes Polylysin in

et al. vorgeschlage
deuteriertem Methanol der Verzweigungsgrad per 'H-NMR bestimmt, sieche Abb.

3.3.5.

NH,
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Abb. 3.3.5: 'TH-NMR in CDs0OD von TPL, welches bei 4,3 ppm D und bei 4,1 ppm L, als
einzelnes Signal neben dem Verhaltnis von gebundenem ¢-NH,-Gruppen (bei 2,9 ppm) zu

ungebundenen (bei 3,2 ppm) aufzeigt.

Klok et al. konnten durch systematische Synthese der einzelnen Struktur-einheiten
die Peakzugehorigkeit aufklaren. Der Nachteil dieser Methode liegt jedoch in dem

Umstand begrundet, dass das Signal der terminalen Einheiten (T) von nicht
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deuterierten Ruckstanden des Methanols Uberlagert wird und nicht direkt aus dem

"H-NMR bestimmt werden kann.

Da Klok et al. jedoch die Signale von D und Ly, bei 4,3 ppm und 4,0 ppm in Abb.
3.3.5 unverfalscht identifizierten, kann dieses "H-NMR in CDsOD in Kombination
mit dem bereits in Abb. 3.3.4 gezeigten 'H-NMR in DO bei pH 2 genutzt werden,
um die in e-Position gebundenen linearen Einheiten L¢ in DO zu berechnen. In
Abb. 3.3.6 ist die Kombination der beiden 'H-NMR Spektren mit den Integralen
von D und Ly als Aufspaltung des Signals 1b dargestellt.
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Abb. 3.3.6: 'H-NMR von thermisch synthetisiertem Polylysin (pH 2, D,O). Der Einschub
ist in CD3;0D gemessen und stellt die Aufspaltung des Signals 1b in die dendritischen Cq-
H-Einheiten (D 4.27 ppm) sowie linear gebundenen L,-Einheiten (Lq 4.05 ppm) dar 2.

Nach der Methode von Klok spaltet sich namlich das Signal der C,-H-Einheiten,
bei denen die a-NH,-Gruppe gebunden vorliegt, in das Signal der dendritischen
Einheiten (D 4.27 ppm, im Einschub Abb. 3.3.6) und der linear Uber die a-NH;-
Gruppe gebundenen Lq-Einheiten (4.05 ppm, im Einschub Abb. 3.3.6) auf. Wenn
die Anzahl der terminalen Protonen nach T = D + 1 aus D berechnet werden, fehlt
nur noch die Anzahl der linear an der e-NH»-Gruppe gebundenen Lysineinheiten
fur eine DB-Berechnung. L, kann aus dem Integral des Signals bei 3,17 ppm

(siehe Abb. 3.3.5), welches die Summe aus dendritischen D und Uber die e-NH»-
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Gruppe gebundenen Lysineinheiten L, darstellt, nach Gleichung 3.3.3 berechnet

werden.

Gleichung 3.3.3: Berechnung von L. durch Kombination des Signals 5b des'H-NMR in
D,O (pH = 2) bei 3,17 ppm und des Signals des'H-NMR in CDOD; D bei 4.27 ppm.

L, =5by, — 2Dgjok

Der DB der Polylysine TPL, MWPL und MWPLH, die durch diese Methode

bestimmt wurden, ist in Tabelle 3.3.6 aufgeflthrt.

Tab. 3.3.6: Prozentualer Anteil der gebunden L-Lysin-Einheiten erhalten durch thermische
Polymerisation von Lysin*HCI (TPL), Mikrowellen assistierte Polymerisation von L-Lysin
(MWPL) und L-Lysin*HCI (MWPLH) sowie der dementsprechend nach Gl. 3.3.2 aus 'H-
NMR-Spektren in CD;0OD und D,O bei pH = 2 berechnete DB. In Klammern steht die
Anzahl der Lysin-Einheiten des per GPC bestimmten M,.

Struktureinheit  TPL (78) MWPL (69)  MWPLH (63)

D? 0,27 (21) 0,16 (10) 0,15 (9)

T (= D+1) 0,27 (22) 0,16 (11) 0,15 (10)

L’ 0,13 (10) 0,17 (12) 0,15 (9)

berechnetes L.® 0,33 (25) 0,51 (36) 0,55 (35)
DB 0,54 0,3 0,28

2 per "H-NMR Spektrum (CD50D)
® per '"H-NMR Spektrum (D-O, pH 2)

Den Ergebnissen nach sind beide per Mikrowelle synthetisierten Systeme von
geringerer Verzweigung, da beide mit einem DB von 0,3 (MWPL) und 0,28
(MWPLH) nur 55 % bzw. 52 % der Verzweigung des thermisch dargestellten TPL
besitzen. Dies aullert sich noch drastischer in der Anzahl der terminalen
Lysineinheiten. Diese halbieren sich von 22 (TPL) auf 11 (MWPL) bzw. 10
(MWPLH). Die Mikrowellen assistierte Synthese wird dennoch als geeignet
angesehen, um schnell und unkompliziert hoch verzweigtes Polylysin darzustellen.
Ebenso konnte erfolgreich durch eine Kombination von "H-NMR-Spektren in D,O
und CD3;OD eine Methode fir die Bestimmung des Verzweigungsgrads von
Polylysin etabliert werden, die ohne weitere Funktionalisierung maoglich ist. In
Folge wurde versucht, die erzielten Ergebnisse im Aufbau von hydrophoberem,

Leucin-haltigem Polylysin-co-leucin anzuwenden.
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3.3.2 Mikrowellen assistierte Polymerisation von Poly-Lysin-co-

Leucin

In vorangegangenen Arbeiten konnte Almozaik®®®! durch den Einbau der
hydrophoben Aminosaure Leucin einen hydrophobisierten, verzweigten Kern
aufbauen. Experimentell ging er dafur entsprechend der Synthese von MWPL vor.
Ein Gemisch von 3 g L-Lysin und L-Leucin in verschiedenen Verhaltnissen wurde
in 50 ml Wasser geldst und auf 200 °C erhitzt. Das Produkt wurde nach der
Polymerisation in Wasser geldst und unter Verwendung einer Cellulosemembran
(MWCO 2000 g/mol) gegen Wasser dialysiert um Oligomere zu entfernen. Bei
Ausbeuten von maximal 24 % konnten so bis zu 45 Gew. % Leucin zuséatzlich

eingebaut werden.

Beim Versuch die von Almozaik beschriebenen Systeme zu reproduzieren, traten
Probleme auf, da sich das Leucin abtrennte. In Abb. 3.3.7 sind verschiedene
durch Mikrowellen assistierte Polymerisation dargestellte Ansatze abgebildet.
Wahrend links die erkaltete Schmelze des reinen Polylysins gleichmalig vorliegt,
deutet das mittige Bild die Abtrennung des nicht geschmolzenen Leucins an. Die
so praparierten Ansatze waren unter 3 % in Chloroform und Wasser 16slich. Eine
Erhéhung der Temperatur auf den Schmelzpunkt des Leucins bei 294 °C kommt
nicht in Frage, da Lysin sich bei dieser Temperatur zersetzt. Es wurde deshalb
versucht, durch eine kurze Unterbrechung der Reaktion nach ca. 15 min
verbunden mit einer mechanischen Vermischung der Schmelze, das Leucin

besser in das Polymer einzubauen, siehe rechts in Abb. 3.3.7.

Poly-Lysin-co-Leucin oly-Lysin-co-Leucin
Abb. 3.3.7: Verschiedene Reaktionsansatze direkt nach 2,5 h Polymerisation bei 200 °C

in der Mikrowelle (von links nach rechts): reines Polylysin, Polylysin mit 30 Gew.% Leucin

nach Almozaik®®! und zuletzt der gleiche Ansatz mit zusatzlichem Vermischen nach ca.
15 Minuten.
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Da nur das hydrophobisierte Produkt im Fokus stand und reines Lysin, Leucin wie
Polylysin nicht in Chloroform I6slich ist, wurde nach der so erfolgten Synthese das
Polylysin-co-Leucin (PLcL) in Chloroform aufgenommen und von den restlichen
Edukten abgetrennt. In Folge wurde per Dialyse in Chloroform mit konditionierten
Cellulosemembranen (MWCO 2000 g/mol) untersucht, ob vom PLcL noch kurze
Oligomere abgetrennt werden konnen. Da dies nicht der Fall war, wurde keine
weitere Aufreinigung vorgenommen und es wurden die verschiedenen PLcL in

Ausbeuten von ca. 60 % (siehe Tab. 3.3.7) erhalten.

Die Loslichkeit in hydrophoben Losungsmitteln steht im Mittelpunkt der Synthese.
Deswegen wurde zusatzlich zu CHCI; untersucht, wie stark sich 10 mg PLcLs in 1
ml Toluol unter leichtem Schitteln (125 U/min) I6sen. Nach 24 h wurde der
Uberstand per Spritze entnommen, filtriert (PTFE-Spritzenfilter 0,2 ym) im Vakuum
getrocknet und die geloste Menge ausgewogen. Zusatzlich wurde der nicht
geldste Feststoff im Vakuum getrocknet und gewogen. Neben Toluol wurde die
noch bestehende Loslichkeit des PLcLs in Wasser untersucht. Die Ergebnisse
sind in Tab 3.3.7 aufgefuhrt und exemplarisch in Abb. 3.3.8 abgebildet.

(T A=A ey

-

Abb. 3.3.8: Loslichkeit von 10 mg Polylysin-co-Leucin (PLcL), welches 31 Gew. %

Leucine enthalt, in 1 mL Wasser, Chloroform und Toluol (von links nach rechts).

Tab. 3.3.7: Die Ausbeute des PLcLs und die entsprechende Ldoslichkeit der

verschiedenen PLcLs in Wasser, Chloroform und Toluol (10 mg/mL) im Vergleich zu den

von Almozaik gefundenen Ergebnissen!?®®!.
L-Lysin : Leucin . . . .
[Gew. %] 80:20 70 : 30 60 : 40 50 : 50
Ausbeute [%] 20 63 (24)° 58 (14)° 63 (12)°
H.O n.b.? 48 (100)° 45 (96)° 46 (92)°
CHCI; 20 100 (100)° 100 (92)° 100 (88)°
Toluol n.b. 17 (20)° 20 (36)° 30 (42)°

@ Aufgrund zu geringer Loslichkeit in Chloroform nicht bestimmt (n.b.).
® Gefundene Ergebnisse von Almozaik in Klammern.



102 Ergebnisse & Diskussion

Es zeigt sich bei der Synthese, dass erst ab der Inkorporation von 30 Gew. % des
Leucins eine signifikante Loslichkeit in Chloroform besteht und deswegen wurden
PLcLs von geringerem Leucin-Gehalt nicht weiter untersucht. AuRerdem steigert
sich durch die Erhdhung des Einbaus von Leucin die Loslichkeit von 17 % (30
Gew. % Leucin) Uber 20% (40 Gew.% Leucin) bis zu 30 % (50 Gew.% Leucin) in
Toluol. Gleichzeitig verringert sich die Ldoslichkeit der PLcLs in HO in
Abhangigkeit des Leucins nur gering von anfanglichen 48% (30 Gew. % Leucin)
zu 45%, bzw. 46% (50 Gew.% Leucin).

Im Gegensatz zu den gefundenen Ergebnissen beobachtete Almozaik??®! bei
maximalen Ausbeuten von 24 % eine Abnahme der CHCIz-Loslichkeit mit
Zunahme des Leucin-Anteils (nur noch zu 88 % bei 50 Gew. % Leucin). Zudem
waren alle Produkte mit mindestens 92 % deutlich besser 16slich in Wasser als die
hier dargestellten Produkte. Auch wiesen die PLcLs mit Uber 40 Gew. % Leucin
eine bessere Toluol-Ldslichkeit auf. Aufgrund der deutlich geringeren Ausbeuten
und der unterschiedlichen Ldslichkeit in H,O wurde geschlussfolgert, dass es sich
bei den dargestellten Produkten um PLcLs anderer Beschaffenheit handeln muss
als die von Almozaik dargestellten Proben. Da der Fokus auf der Darstellung eines
hydrophoberen, auf Polylysin basierenden Kerns lag, wurde mit den zu 100 % in

CHC I3 I6slichen PLcLs weiter gearbeitet.
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3.3.21 Strukturelle Charakterisierung der verschiedenen Poly-Lysin-co-

Leucine

Die Zusammensetzungen der in Chloroform |6slichen Anteile der verschiedenen
PLcLs wurden als nachstes per 'H-NMR Analytik bestimmt. In Abb. 3.3.9 ist ein
Spektrum eines PLcL mit 69 Gew. % Lysin dargestellt.

IBMP-TM-PLL3 auf 7 Hs eingestellt.esp “’ /
0.14 3 / ‘/
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Abb. 3.3.9: 'H-NMR in CDCIl; von Polylysin-co-Leucin mit 30 Gew.% Leucin. Fir die
Bestimmung der Zusammensetzung interessante Signale: bei 0,75 ppm (6H,
Methylgruppen Leucin) und bei 1,0 — 2,0 ppm (6H + 3H Lysin/Leucin Rickgrat).

Entscheidend fur die Berechnung der Zusammensetzung sind die Signale der
Methylgruppen des Leucins (6H, 0,75 ppm) und das Signal des Ruckgrats beider
Komponenten bei 1,0-2,0 ppm (6 H, Lysin; 3 H Leucin). Indem das Integral der
Methylgruppen auf 6 festgelegt wird, kénnen die 3 Protonen des Leucins vom
Signal des Ruckgrats subtrahiert werden. Nach Normierung der beiden Signale

durch 6 Protonen wird das molare Verhaltnis von Leucin zu Lysin erhalten.

In Tab. 3.3.8 werden dementsprechend die per 'H-NMR in CDCls ermittelten
Zusammensetzungen mit den bei 100 % Umsetzung theoretischen
Zusammensetzungen verglichen. So weicht das synthetisierte PLcL mit 69 Gew.
% Lysin um 1,4 % von den 70 Gew.% Lysin, das 59,8 Gew.% Lysin-haltige PLcL
um 0,3 % von den 60 Gew.% und das 50,8 Gew.% Lysin-haltige PLcL um 0,8 %
von den 50 Gew.% Lysin ab. Damit liegt die durchschnittliche Abweichung mit 1 %

in einem annehmbaren Rahmen. Die Zusammensetzung der beiden
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Komponenten im Polymer kann stochiometrisch im Ansatz sehr genau eingestellt

werden.

Tab. 3.3.8: Eingestellte und bestimmte Zusammensetzung der verschiedenen PLcLs.

L-Lysin : Leucin

o 80:20 70 : 30 60 : 40 50:50
[Gew. %]
Ausbeute -—- 63 % 58 % 63 %
Via 'TH-NMR a 69 : 31 59,8:41,2 50,8 : 49,2

2 Aufgrund zu geringer Loslichkeit in Chloroform nicht weiter untersucht.

Nachdem aufgeklart werden konnte, dass das Einbauverhaltnis annahernd der
Einwaage entspricht, wurden als nachstes die Molmassen der verschiedenen
Copolymere untersucht. Als erstes wurde versucht, per GPC in CHCI3 und
DMF/LiBr die Molmasse zu bestimmen. Uber diese Messungen wurden jedoch
keine auswertbaren Signale erhalten. Stattdessen wurde ein starker Druckanstieg
beobachtet, der aufgrund zu starker Wechselwirkungen der Saule mit der Probe
verursacht wurde. Zusatzliche Untersuchung per DLS in Chloroform ergaben flr
PLcL einen hydrodynamischen Durchmesser von 150 nm, was dem 25fachen des
fur MWPL bestimmten Radius entspricht und damit Molmassen deutlich Uber

100000 g/mol andeuten wirde.

Um dennoch eine Molmasse bestimmen zu kdénnen, wurde als Relativmethode
eine Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) durch-
gefuhrt. Durch Anlegen einer Spannung beginnen die geladenen Proteine durch
ein Trenngel zu diffundieren. Grélkere Proteine durchqueren die stationare Phase -
das Trenngel- langsamer und werden ihrem Molekulargewicht entsprechend in
verschiedene Fraktionen aufgespalten. Durch gleichzeitigen Einsatz eines
Markers mit definierten Molmassen kann spater den Laufweiten der Proben eine
Molmasse zugeordnet werden. Ho?"®! konnte bereits durch diese Methode die per

GPC bestimmten Molmassen verschiedener TPLs bestatigen.

Untersucht wurden Proben von Mikrowellen assistiert synthetisiertem PLcL mit
unterschiedlichen Einbauverhaltnissen (Lysingehalt = 69, 59,8 und 50,8 Gew.%).
Zur Probenvorbereitung wurden jeweils etwa 30 mg des Polymers mit Zusatz von
SDS in bidestilliertem Wasser geldst. Vor Auftragung der Polymerlosungen in die
jeweiligen Taschen des Sammelgels wurden die Proben mit der Puffer- und

Farbeldsung versetzt. Das Gel ist zu 14% vernetzt mit Bisacrylamid. Abb. 3.3.10
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zeigt die Uber die SDS-PAGE erhaltene Molmassenverteilung der verschiedenen

Polymerproben im Vergleich zu MWPL.

— 150kDa 150 kDa
— 100kDa - - 100 kDa
— 80kDa 80 kDa
—| 60kDa L 60 kDa
— 40kDa 40 kDa
— 30kDa » “ | 30 kDa
— 20kDa Q| 20 kDe
— 10kDa 10 kDa
M B_.C D M

Abb. 3.3.10: SDS-PAGE von MWPLI"4 (A) PLcL: 69 Gew. % Lysin (B), 59,8 Gew. %
Lysin (C), 50,8 Gew. % Lysin (D) und dem jeweiligen Referenz-Marker (M) von 10 bis 150
KDa. Fir das MWPL wurde 12%tig vernetztes Polyacrylamid und fur die PLcLs 14%tig
vernetztes Polyacrylamid als stationdre Phase eingesetzt. Die Anfarbung wurde mit
Coomassie-Blau (MWPL) und Silber (PLcLs) durchgefiihrt. Die erhaltenen Banden

wurden schwarz eingefasst.

Die Molmassenverteilung kann per SDS-PAGE nicht bestimmt werden, da die
Ldslichkeit der PLcLs in Wasser einfach zu gering ist, um das Molekulargewicht
des Polymers eindeutig zu bestimmen. Die SDS-PAGE (Abb. 3.3.10) bestatigt die
Ergebnisse der Lichtstreuung, da im Bereich von 100 kDa — 150 kDa breite
Banden vorliegen. Zusatzlich treten deutliche Banden bei 10 kDa, 20 kDa und
noch etwas schwacher bei 30 kDa und 40 kDa auf. Anscheinend nimmt die
Molmasse des PLcL in 10 kDa-Schritten zu. Es ist von der thermischen
Polykondensation von Lysin zu Polylysin bekannt, dass maximal
Molekulargewichte von 10.000 g/mol erhalten werden kénnen®"*2"31 Zysatzlich
wurde ebenfalls fur die Mikrowellen assistierte Polykondensation von Lysin zu
MWPL festgestellt, dass auch hier die Molmassen in Stufen von ca. 10 kDa

zunehmen. Da die Banden der SDS-PAGE nicht flie3end ineinander Ubergehen,
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wird angenommen, dass MWPL und PLcL durch Kondensation einer 10 kDa-
Grundeinheit stufenweise zu grofleren X-Meren anwachst bis zur Ausbildung von
Mikrogel-Partikeln, siehe Abb. 3.3.11.

ca. 10 kDa Dimer Trimer Hexamer Dek
Grundeinheit 20 kDa 30 kDa 60 kDa examer
PLcL/ MWPL 100 kDa

Abb. 3.3.11: Schematische Darstellung der Ausbildung von X-meren durch Kondensation
der 10 kDa-Grundeinheiten aus PLcL/MWPL durch Mikrowellen assistierte

Polymerisation.

Es konnte somit gezeigt werden, dass durch die leichte Modifizierung der PLcL
Synthese 100 % CHCL; lI6sliche Produkte synthetisiert werden konnten. Die
Produkte konnten ohne weitere Aufreinigung mit Ausbeuten von 60 % erhalten
werden. Interessanterweise liel3en sich die Zusammensetzungen des PLcLs direkt
uber die Zusammensetzung des Ansatzes einstellen und kontrollieren. Nach der
Bestimmung der Zusammensetzung der PlLcLs per 'H-NMR wurde nun die

Qualitat der Verzweigung durch Ermittlung des Verzweigungsgrads betrachtet.

3.3.2.2 Bestimmung Verzweigungsgrad des Poly-Lysin-co-Leucin

Die Bestimmung des Verzweigungsgrads, wie in Kapitel 3.3.1.2 beschrieben, per
"H-NMR gibt Aufschluss dariiber, inwieweit durch Einbau der zweiten Komponente
Leucin sich die Struktur des PlLcLs &ndert. Um die Anderung des
Verzweigungsgrades im Vergleich zu MWPL maglichst gering zu halten, wurde im
Weiteren mit dem PLcL mit einem Anteil von 31 Gew.% Leucin gearbeitet, da es
den geringsten Anteil Leucin enthalt aber gleichzeitig noch zu 100 % Chloroform
I6slich ist. Die Bestimmung des Verzweigungsgrads von TPL und MWPL wurde
durch '"H-NMR Messungen in CDsOD und DO (pH 2) erreicht. Ersteres ergab die
Anteile D und indirekt T (Da T = D gilt) und Ly und aus letzterem konnte dann L,
bestimmt werden. Das nur gering in Wasser l6sliche PLcL (48 Gew. %) fiel jedoch

beim Protonieren der Aminogruppen mit DCI vollstandig aus dem D,0O aus. Daher
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wurde nur der Anteil der dendritischen (D) und linear a-NH, (Ls) gebundenen
Lysineinheiten per 'H-NMR in CD3OD bestimmt, siche Abb. 3.3.12.
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Abb. 3.3.12: "H-NMR in CD3;0D von Polylysin-co-Leucin (31 Gew. % Leucin) mit dem
Signal der Rulckgrat-Protonen (Lysin 6H und Leucin 3H, 1,4 — 2,2 ppm) und der
Methylgruppen des Leucins (6 H) auf den Betrag eingestellt, der dem Einbauverhaltnis

von Lysin und Leucin entspricht.

Im Gegensatz zu der bereits beschriebenen Methode muss hierbei bertcksichtigt
werden, dass das Signal der Rulckgratprotonen (6H) des Lysins mit den
Ruckgratprotonen (3H) und dem Signal der Methylgruppen (6H) des Leucins
uberlagert ist. Deswegen kann das Spektrum nur bei genauer Kenntnis der

Zusammensetzung auf das Signal bei 1,4-2,2 ppm geeicht werden.

Fir D wird dann der Wert 0,14 und fur Lg der Wert 0,22 erhalten. Das ist
ungewodhnlich im Vergleich zu den MWPL. Normalerweise findet sich fur die per
Mikrowelle synthetisieten MWPLs ahnliche Werte (z.B. D = 0,16 und La = 0,17)
fur die Signale von D und L. Im Fall des PLcL musste also bei einem Wert von
0,14 fur D ein Ly von 0,15 vorliegen. Dies ist jedoch nicht der Fall. Da zusatzlich
das Signal statt eines einzelnen Peaks eine Doppelspitze besitzt, wird
angenommen, dass das Signal Uberlagert wird von dem Proton der ebenfalls in a-

Position gebundenen Leucin-Einheiten Lqg Leu-

Es gibt verschiedene Moglichkeiten wie das Leucin in das Copolymer eingebaut

werden kann. Im Folgenden sind die Strukturen und ihr Einfluss auf den
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Verzweigungsgrad dargestellt. Das Leucin kann zwischen 2 Lysin-Einheiten
eingebaut werden, wirkt sich somit als Verlangerung zwischen 2 verzweigenden
Elementen aus und liegt addiert im Signal des Ly vor, siehe Abb. 3.3.13. Der

Verzweigungsgrad wird nicht beeinflusst.

N
o) € NH
O
0 OUNH
NH
%

Abb. 3.3.13: Schematische Darstellung der Streckung des Lysin-Gerlsts durch den
Einbau von Leucin zwischen die Lysineinheiten. An das Leucin ist wiederrum ein Lysin
gebunden. Dadurch wirde das Leucin L, erhdhen durch die eigene gebundene a-NH-

Gruppe.

Zusatzlich kann das Leucin an linear gebundene Einheiten (L und L) gebunden
werden. Als Resultat wirden diese dann als ,,scheinbar dendritische Einheit” im
'H-NMR das Signal von D iberlagern. Gleichzeitig wiirde das Signal der
terminalen Einheiten um den Anteil der mit Leucin funktionalisierten Gruppen

reduziert werden. In Abb. 3.3.14 ist die Struktur schematisch dargestellt.

0
\
HN 0 € NH
0 8NH,8\)\ W
NH
Nt NH,
Leucin an L gebunden Leucin an L_gebunden

Abb. 3.3.14: Schematische Darstellung von Leucin an L. oder L, gebunden. Dadurch

wirde L¢ oder Ly reduziert und D erhoht werden.

AuRerdem konnen die einzelnen Leucineinheiten aneinander gebunden und auf
die terminalen Aminogruppen aufgepfropft vorliegen, siehe Abb. 3.3.15. Dann
wulrden sie hauptsachlich L, durch die Verknupfung untereinander und das

Anbinden an terminale NH»-Einheiten in a-Position verfalschen.
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Abb. 3.3.15: Schematische Darstellung von Leucin-Ketten an terminales Lysin T
gebunden. T wirde reduziert und L. oder L, erhéht. Zudem wirde das untereinander
gebundene Leucin Ly erhéhen.

Falls die in Abb. 3.3.15 beschriebenen Ketten an linearen Einheiten gebunden
sind, wurde durch das Aufpfropfen auf Ly oder L¢ zusatzlich D erhdht werden.
Letzen Endes gibt es noch die Mdglichkeit, dass Leucin nur an die terminalen
Lysin-Einheiten gebunden vorliegt und damit ,,scheinbare dendritische” Gruppen
erzeugt, siehe Abb. 3.3.16.
H,oN
O ENH

O
0- ONH

NH,

Abb. 3.3.16: Schematische Darstellung der an terminales Lysin gebundenen Leucine.
Hier wirde T abgesenkt und D erhdht.

Da das 'H-NMR in Abb. 3.3.12 auf die Protonen des vorliegenden PLcL mit 31
Gew. % Leucin normiert ist, kann der Leucin-Anteil des Protons in a-Position
berechnet werden. Im Ruckgratsignal entspricht der Wert 1 den 9H des Leucin,
dementsprechend mussten 1/9 dem Wert des Protons in a-Position des Leucins
insgesamt entsprechen. Die Subtraktion des Werts von L, (0,11) ergibt ein
deutlich niedrigeres Ergebnis als die erwarteten 0,15. Die Leucin-Einheiten

konnen also nicht vollstandig in das Lysingerist als Streckung eingebaut
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vorliegen. Problematisch ist der Umstand, dass fur die Werte der anderen

Struktureinheiten aus dem D,O-'H-NMR keine Ergebnisse vorliegen.

Daher mussen weitere Signale aus dem CD3;OD-Spektrum herangezogen werden.
In Abb. 3.3.12 existiert bei 2,9 ppm das Signal der 2 Protonen in Nachbarschaft
zur freien e-NH»-Gruppe, welche in den terminalen Lysin-Gruppen T und bei
linearen Lq-Einheiten vorkommen. Dieses Signal wird zu Bestimmung der Art der

Anbindung des Leucins und der Hohe des Verzweigungsgrades herangezogen.

Es gibt 3 mogliche Extremfalle. Im Fall des kleinsten Verzweigungsgrades ist das
Leucin vollstandig an die a-NH,-Gruppen von Le-Einheiten gebunden.
Rechnerisch wirde dann D, abzuglich von 0,11 (komplette Leucin) nur noch 0,03
betragen. Der DB lage mit maximal 0,06 vor und das PLcL ware fast linear.
Gleichzeitig musste das Integral des Signals der CH,-Gruppen in Nachbarschaft
der e-NH»-Gruppen dann 0,5 betragen (0,44 = 2 x Ly plus 0,06 = T = D). Das

Integral dieses Signal betragt 0,58 und daher muss eine andere Struktur vorliegen.

Im zweiten Fall, einer kompletten Anbindung an terminale Lysineinheiten, wirde
von den Ly der Anteil von 0,07 an die a-NH>-Gruppen der terminalen Lysine
gebunden sein. Nur so kann das Verhaltnis Ly zu D (0,15 zu 0,14 wie bei MWPL
0,17 zu 0,16) berechnet werden. Das wirde 63% des enthaltenen Leucins
entsprechen. Die restlichen 37% Leucin befinden sich verknupft an terminal e-
NH2-Aminogruppen (entspricht 0,04). Fur das Integral der e-NH,-CH>-Protonen
bedeutet dies eine Summe von 0,36 (0,06 T = 2 x (0,14 — 0,07 Leucin (a-geb.) —
0,04 Leucin (e-geb.) plus 0,3 = 2 x Lg), die wiederrum nicht der gefundenen
Summe von 0,58 entspricht. Es wird deswegen angenommen, dass diese Struktur

nicht vorliegt.

Falls die Leucin-Einheiten untereinander und nur auf terminale Lysineinheiten in a-
Position gepfropft vorliegen, betragt Ly 0,15 und das Signal des Leucins liegt mit
0,07 darunter (0,04 terminale Einheiten in a-Position gepfropft und 0,03 als Leucin
in der Kette eingebaut). Die fehlenden 0,04 des Leucin-Signals liegen als
terminale Einheiten vor und tauchen im Signal der terminalen freien a-NH.-
Position auf (ca. 3,5 ppm), welches leider von nicht deuterierten Anteilen des
CDsOD uberlagert wird. Fur die e-NH,-CH»-Protonen ergibt diese angenommene
Struktur dann 0,58 (T zu Lq durch Leucin 0,08 (0,04*2) + Ly 0,3 (0,15*2) + T 0,2
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(0,10*2)). Das entspricht dem in Abb. 3.3.12 gefundenen Signal bei 2,9 ppm und
scheint daher die vorliegende Struktur des PLcL mit 31 Gew. % Leucin am besten
zu beschreiben. Interessanterweise bindet das Leucin bevorzugt an die a-NHa-
Gruppen an. Wahrscheinlich ist in diesem Fall die Ahnlichkeit der chemischen
Struktur des Leucins zur a-NH.-Gruppe des Lysins fir die Bevorzugung

entscheidend.

Als nachstes lasst sich dann der DB entsprechend nach Gl. 3.3.2 (DB=2D/2D+L)
zu 0,3 ermitteln. Dieser Wert ist 6,3 % geringer als bei dem rein aus Lysin
hergestellten MWPL (DB 0,32 nach Gl. 3.3.2). Die Abweichung ist akzeptabel, weil
das Hauptaugenmerk auf der Chloroform-Ldslichkeit liegt. Unter Annahme einer
,,Grundeinheit“ von 10 kDa flr das Molekulargewicht des PLcLs, kann ein
Vergleich des Aufbaus mit MWPL durchgefuhrt werden. Dafur wurden die
zusatzlichen Leucin-Einheiten anteilig von den 10 kDa berlcksichtigt. Bei 10.000
g/mol Molekulargewicht wirde die Struktur aus 54 Lysineinheiten (69 Gew.%) und
27 Leucineinheiten (31 Gew.%) bestehen. In Tab. 3.3.9 ist dargestellt, wie sich die

54 Lysineinheiten und die 27 Leucineinheiten auf die Struktur verteilen wurden.

Tab. 3.3.9: Prozentualer Anteil der gebunden L-Lysin-Einheiten erhalten durch
Mikrowellen assistierte Polymerisation von L-Lysin (MWPL) und Copolymerisation von 30
Gew.% Leucin mit Lysin (PLcL) und der dementsprechend nach Gl. 3.3.2 aus 'H-NMR-
Spektren in CD3;0D und im Falle von MWPL in D,O (pH = 2) berechnete DB= 2D/2D+L. In
Klammern die Anzahl der Lysin-Einheiten per GPC fir MWPL. Fir PLcL wurde ein

ahnliches Molekulargewicht fir den Polylysinanteil angenommen.

Struktureinheit MWPL (69) PLcL (54)

D® 0,16 (11) 0,14 (8)
T(=D) 0,16 (11) 0,14 (8)
Ly’ 0,17 (12) 0,15 (8)
berechnet L,®* 0,51 (35) 0,57 (30)
DB 0,32 0,30
Leucin an T a-NH, 0,36 (10)
in PLcL eingebaut ° 0,28 (9)
(27) an Leucin T 0,36 (10)

2Per 'TH-NMR Spektrum (CD;OD) bestimmt.

®Per "TH-NMR Spektrum (D,0, pH 2) bestimmt.

°Liegt zwischen Leucin eingebaut vor.
Es zeigt sich, dass der niedrigere DB von 0,3 und die 31 Gew. % Leucin sich in
drei Lysin-Endgruppen weniger niederschlagen. 10 Einheiten des Leucins binden

bevorzugt an a-NH,-Gruppen terminaler Lysineinheiten an. 7 Einheiten des
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Leucins treten als Wiederholungseinheiten in einer Leucinkette auf. Die letzten 10
Einheiten des Leucin befinden sich als terminale Einheiten am Ende der
Leucinkette. Falls die Leucineinheiten aneinander gekettet als Endgruppen eines
verzweigten Polylysinkerns auftreten, handelt es sich um Ketten aus 3
Leucineinheiten, siehe Abb. 3.3.17. Jede 4te Kette besteht jedoch nur aus 2

Leucineinheiten.

€ NH,

NH
o) NH_AS\H 2

Abb. 3.3.17: Schematische Darstellung einer terminalen Lysin-Einheit, an die in a-NH,-
Position eine Dreierkette aus Leucin gebunden ist. 7 solcher Ketten liegen im PLcL-Model
bei 10 kDa vor.

Der Umstand, dass nach diesem Modell 10 terminale a-NH>-Gruppen mit dem
Leucin terminiert vorliegen, nach der Berechnung jedoch nur 8 Einheiten
vorhanden sein koénnen, scheint auf den ersten Blick auf einer falschen
Berechnung zu fulRen. Unter der Berlcksichtigung der Abschatzung, die gemacht
wurden, gibt dieses Model ein recht realistisches Bild, wie PLcL strukturell
vorliegen konnte. Zudem erklart dieses Model, warum das PLcL eine CHClIs-
Loslichkeit aufweist. Die Leucinkette hydrophobisiert scheinbar das Polylysin
ahnlich wie die Hexadekylketten der Fettsaurechlorid- oder Glycidylhexadekylether
funktionalisierten Polylysine. In Folge wurde die Aufnahmefahigkeit der PLcL-
Nanocontainer durch Bestimmung ihrer Beladungskapazitat fur Farbstoffe

untersucht.

3.3.23 Beladungskapazitiat des Poly-Lysin-co-Leucin in Chloroform

Das PLcL mit 31 Gew. % Leucin besitzt einen Verzweigungsgrad, der dem des
MWPL hinreichend gleicht und dem einer hoch verzweigten Struktur entspricht. Da

PLcL durch eine einfache Syntheseroute zuganglich und auch ohne weitere
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Funktionalisierung zu 100% in Chloroform I6slich ist, wurde im Weiteren die

Qualitat des PLcLs als Wirt fur die Einkapselung von Gastmolekulen untersucht.

Es stellte sich die Frage, ob das PLcL den gezeigten amphiphilen Charakter des
hydrophob funktionalisierten TPL oder MWPL mit einem hydrophilen, aminhaltigen
Kern als Wirt aufweist. Gleichzeitig wird sich zeigen, ob die Hydrophobisierung
durch die Leucin-Einheiten der hydrophoben, Chloroform I6slichen Schale aus
Glycidylhexadecylether (GHE als Zusatz) oder  Poly(ethylenglykol)-
Monomethylether (PEG als Zusatz) in der Stabilisation von Gastmolekulen
entspricht. Zu diesem Zweck wurde die Einkapselung von verschiedenen
wasserldslichen, polaren Farbstoffen, deren chemische Strukturen in Abb. 3.3.18

dargestellt sind, untersucht.
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Abb. 3.3.18: Verschieden polare, wasserlésliche Farbstoffe, die fir die Bestimmung der

Beladungskapazitat der PLcL eingesetzt wurden.

Das Mal} fur die Beladung der verzweigten Systeme ist die Beladungskapazitat
(BK). Sie gibt an, wie viele Gastmolekule in die Wirtmatrix eingekapselt werden
konnen. Bestimmt werden kann die Beladungskapazitat durch ,,solid uptake®-
Versuche. Hierbei wird zu einer Lésung des Polymers in Chloroform der Farbstoff
im Uberschuss als Pulver zugegeben und nach 24 h Durchmischung werden die

nicht eingekapselten Farbstoffreste durch Filtration per PTFE-Filter (0,45 ym Q)
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abgetrennt. Die erhaltene Konzentration des Farbstoffs wurde dann per UV/VIS
durch Kalibrierung mit einer Verdunnungsreihe des Farbstoffs in wassriger LOosung
quantifiziert. Gleichzeitig wurde die Ldoslichkeit des Farbstoffs in reinem
Chloroform bestimmt und dieser Kontrollwert von der Beladung subtrahiert. In
Tab. 3.3.10 sind die dementsprechenden erhaltenen Werte flr die verschiedenen
BKs dargestellt und in Abb. 3.3.19 die Beladung mit Farbstoff fur PLcL abgebildet.

Abb. 3.3.19: Ldésung verschiedener Farbstoffe (Bismarck Braun Y, Nilblau A und
Fluorescein-Natriumsalz, von links nach rechts) in einer PLcL-Lésung in CHCI; (20
mg/mL) nach 24h Schiitteln.

Tab. 3.3.10: Beladungskapazitat von PLcL (Lysingehalt 69.9 Gew. %, 10 kDa) im
Vergleich zu GHE-TPL (34 kDa) und GHE-MWPL (33.1 kDa). Sie wurde als Mol Farbstoff/
Mol Trager bestimmt per UV/VIS. Die Konzentration des Farbstoffs im reinen CHCI; wird

in mmol/L angegeben.

GHE- GHE- CHCI;
Farbstoft TPL MwPL T tmmoliL]
Nilblau A (635 nm) n.b. 0,37 0,31 0
Fluorescein-Na- a
triumsalz (491 nm) 3.4 0,07 0,05 0
Bismarck Braun Y
(442 nm) n.b. 0,12 0,63 0,001
Kongorot (515 nm) 0,022 0,014 0,026 0

@ Bestimmt von Ho?'®,

Bei der Auswahl der Farbstoffe wurde auf verschiedene Gesichtspunkte Wert
gelegt. Um eine Vergleichbarkeit mit dem von Ho synthetisierten, thermischen
Polylysin und weiteren, von Haag et al.[?2?}2081[230] qynthetisierten, PEGylierten
Polyethyleniminen (mPEG-g-PEI) zu gewahrleisten, wurde Kongorot und das
Fluorescein-Natriumsalz ausgewahlt. Kongorot hat sich bei den genannten
friheren Uptake-Experimenten als schwer einkapselbarer, hydrophiler Farbstoff
erwiesen. Der zweite Farbstoff Fluorescein-Natriumsalz stellt einen anionischen,

hydrophilen Farbstoff dar, welcher gut in die bekannten TPL-Derivate eingelagert
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werden kann und so eine zweite Maoglichkeit des qualitativen Vergleichs des BK
von PLcL und GHE-MWPL bietet. Mit dem kationischen Farbstoff Nilblau A und
dem Aminhaltigen Kation Bismarck Brown Y * 2 HCI wurden 2 zusatzliche
Farbstoffe mit ahnlichem Molekulargewicht, aber entgegengesetzter Ladung wie

das Fluorescein-Natriumsalz untersucht.

Far das GHE-MWPL liegt der BK fur Kongorot mit 0,014 um 30 % niedriger als fur
das GHE-TPL (0,02). Als Erklarung hierflr kann der geringere DB herangezogen
werden, der im Fall des MWPL um 46 % geringer ist als der des TPL (0,3 im
Vergleich zu 0,54). Dies bedeutet eine weniger dichte Schale auf Grund der
geringeren Anzahl an terminalen  Aminogruppen, die durch den

Glycidylhexadecylether (GHE) hydrophobisisert werden kénnen.

Interessanterweise kann im Vergleich dazu in PLcL bei ahnlichem DB eine 30 %
hohere Menge Kongorot eingelagert werden (BK mit 0,026). Der Grund hierfur
konnte in der Struktur der hydrophoben Schale des PLclLs begrundet sein.
Anscheinend stabilisiert die hydrophobe Amidstruktur des Leucins im PLcL das
Kongorot besser als die rein hydrophobe Alkylkette des GHE-TPL. Noch deutlicher
ist die bessere Stabilisierung des PLcLs im Vergleich zu GHE-MWPL. Fast die

doppelte Anzahl an Kongorot kann darin solvatisiert werden.

Bei der Einlagerung von Fluorescein-Natriumsalz zeigt sich, dass der BK mit 0,05
fur PLcL der niedrigste ist. Durch die Funktionalisierung des MWPL oder TPL mit
GHE werden BKs von 0,07 fur GHE-MWPL und 3,4 fur GHE-TPL erhalten. Der DB
scheint hierbei die Einlagerung malgeblich zu steuern. So fuhrt die
hyperverzweigte Struktur im Vergleich zu GHE-MWPL zu einer 50-fachen
Erhéhung der Einlagerung.

Der BK von Nilblau ist mit 0,37 fur GHE-MWPL um 16 % grof3er im Vergleich zu
PLcL mit 0,31. Anscheinend wird der Farbstoff durch die hydrophobe Alkylschale
des GHE besser im Kern stabilisiert. Im Gegensatz dazu wird der Aminogruppen-
haltige Farbstoff Bismarckbraun Y mehr als 5-fach bevorzugt im PLcL eingelagert
als im GHE-MWPL. Das ist Uberraschend, da Bismarckbraun Y als 2-faches
Hydrochlorid einen schwach sauren Charakter besitzt (pKs von 5) und daher eine
bevorzugte Protonierung der starkeren Base des sekundaren Amins im GHE-
MWPL erwartet wurde.
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Insgesamt zeigt sich, dass PLcL geeignet ist, als Wirt Gastmolekille aufzunehmen.
PLcL weist bei schnellerer Praparation BK s auf, die denen des GHE-MWPL
entsprechen. Im Vergleich zu dem hyperverzweigten GHE-TPL fallen die BK s im
Fall des Fluorescein-Natriums geringer aus. Im Weiteren wurde untersucht
inwieweit durch Funktionalisierung des PLclL-Kerns, die BK s erhoht werden

konnen

3.33 Einleitung - Wirt-Gast-Systeme durch Poly(2-R-oxazolin)

Im Vergleich zu den PEGylierten TPLs von Ho (BK 0,3)?"! und den in der Literatur
beschrieben PEGylierten PE| Systemen (BK 0,66)?*? fallt auf, dass diese
Strukturen mit dem aufgepfropften PEG eine deutlich erhéhte BK fir Kongorot
besitzen. Eine weitere Polymerklasse mit ahnlichen Eigenschaften wie PEGs,
stellen die Poly(2-R-oxazoline) PROx dar. Darin steht R flr verschiedene
Restgruppen. PROx koénnen einfach lebend kationisch, Ring-6ffnend mittels

Mikrowellen-assistierter Polymerisation dargestellt werden!?3"1232,

PROXx bieten eine Alternative zu PEG®*®!, die durch Auswahl des Monomers mit
dem geeigneten Rest eine Vielzahl von Eigenschaften bieten. So sind zum
Beispiel Poly-2-Methyloxazolin (PMeOx) und Poly-2-Ethyloxazolin (PEtOx) neben
CHCI3 auch in H2O I6slich, wahrend Poly-2-iso-Propyloxazolin (PiPrOx) bereits
eine LCST von 36° C aufweist und PROx mit gro3eren Restgruppen, wie Poly-2-
Phenyloxazolin (PPhOx) oder Poly-2-Butyloxazolin (PBuOx) zu hydrophob sind
und nur noch eine Loéslichkeit in MeOH oder THF aufweisen. Zusatzlich kénnen
durch Variation des Initiators sowie des Terminierungsmittels beliebige Funktionen
in die PROx eingefuhrt  sowie  telechele  Strukturen  erhalten

werden[?2181[2341,12351,[220],[236]

Das Temperaturverhalten, wie zum Beispiel die
Glasubergangstemperatur Tg ist ein weiterer Aspekt, der durch die verschiedenen
Monomere eingestellt werden kann. Wahrend zum Beispiel der Tg von PBuOx bei

18° C liegt, steigt er in Richtung des teilkristallinen PPhOx auf Uber 107° C
ar][237],[238].

Auch durch die Art der Reaktionsfihrung bieten PROXx ein breites Spektrum an
strukturierten Polymeren. Neben linearen und verschiedenen Di.- und Terblocken
konnten bereits unterschiedliche Strukturen auf diese Weise mittels PROx

synthetisiert werden®*?. Angewandt werden kann die Darstellung von Di.- oder
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Triblockcopolymeren fur die Einkapslung von Wirkstoffen in Polymermizellen.
2003 konnten Lee et al**? erstmals die Befahigung von PEtOx-b-Poly(e-
caprolacton) als mizellarer Trager fur Paclitaxel aufzeigen. 2005 konnte von Wang
4 die mizelldre Aufnahme von Doxorubicin in PLLA-PEtOx-PLLA
nachgewiesen werden. Des Weiteren zeigten 2006 Meier et al.**? die Aufnahme

von Sulforhodamin B durch Mizellen bestehend aus PMeOx-PDMS-PMeOx in
| [243]

et al.

Wasser. Aullerdem konnten 2011 von Milonaki et a gezeigt werden, dass
auch mittels Gradienten-Copolymeren wie PMeOx-grad-PPhOx die Einkapslung
des hydrophoben Indomethacin in wassriger Umgebung durch Mizellenausbildung

maoglich ist.

Durch die schon erwahnte Auswahl des Initiators lassen sich, neben telechelen
Polymeren 4239 ynter anderem mittels multifunktionalen Initiatoren durch
grafting-from  Verfahren  verschieden  3-4-armige®*®! oder héherarmige
Sternpolymere, ,,Fliegenpolymere“?*®l, Kammpolymere oder ,,molekular brushes*
bei hoherer Pfropfdichte herstellen®*""2481 Als Basis fiir die Ausbildung von PROx-
Ketten konnen dafur auch tosylierte Polysaccharide angewendet werden. Dies
wurde von Kobayashi et al.**®! 1988 durchgefiihrt. Die Arme werden
dementsprechend vom Initiator aus der Mitte heraus gestartet und werden aus
PROx dargestellt. Mit diesem Prinzip des grafting-from bauten Adeli et al.**%
ausgehend von tosyliertem -Cyclodextrin, per ROMP Blockcopolymer-Arme aus

Polylactid.- und PEtOx-Blocken auf.

Eine weitere Methode zum Aufbau von PROx-Seitenketten mit Heteropolymer-
Ruckgrat, stellt das grafting-through Verfahren dar. Hierbei werden in der Regel
die PROx mit funktionalen Acrylat- oder Styrolgruppen terminiert und in einem
zweiten Schritt die gewlnschte Struktur ausgehend von diesen Endgruppen

aufgeb quti2511[252],[253]1254]

Des Weiteren ist der Aufbau von Bursten-Strukturen durch grafting-onto Methodik
maglich. So kdnnen zum Beispiel auf lineare Polylysine®>*2%¢1 polyacrylsaure!?®”
oder Poly-g-caprolactonel®®® PMeOx und/oder PEtOx mittels unterstiitzenden
Reagenzien aufgepfropft werden. Dies wird auch von Akiyoshi et al.”®®! beim
,.grafting-onto”“ von OH-terminiertem PiPrOx auf die Hydroxylgruppen des

Polysaccharids Pullulan durch Aktivierung per 1,1-Carbidiimidazole praktiziert.
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Auch per Huisgen Click-Chemie®®® lassen sich so Cyclodextrine mit PROx

funktionalisieren.

258 in der

Anwendung als Wirt-Gast-System findet diese Darstellungstechnik 2012
Einlagerung von hydrophoben Pyren in wassriger Losung durch Poly(e-
caprolacton)-graft-poly(2-methyloxazolin). AuRerdem ermdglichten von Schubert

et al.?8"

via Huisgen-Clickchemie mit PEtOx funktionalisierte sternférmige
Copolymere die Einkapselung des hydrophoben Farbstoffs Fett Braun RR in

Wasser.

Eine letzte Methode der Praparation von Graftcopolymeren mit PROx stellt das
Terminieren der Poly-R-Oxazolinium-Ketten beim grafting-to mit den nucleophilen
Gruppen eines Makromolekuls dar, wie zum Beispiel erstmals gezeigt von Okada
et al.®®? die OH-Gruppen von teilweise deactetylierten Chitins in DMF. Zur
Anwendung als Nanocontainer kamen diese Systeme erstmals fur die Einkapslung
von Katalase gefolgt von dem Umsatz von H,O, in CHCI5?®®. Durch grafting-to
verschiedener PMeOx-b-PPhOx und PMeOx-b-PBuOx Blockcopolymere konnten
Okada et al 1999 aulRerdem auch verschiedene hydrophobe Substanzen (Pyren,

n?%  Auf diese Weise wurden von

Anilinophthalen-8-sulfonat) einkapsel
Halacheva et al.*®! Kammpolymere mit linearem Polyethylenimin-Kern (PEI) und
PEtOx-Seitenketten in Acetonitril dargestellt. Wie bei der Darstellung von
Sternpolymeren ausgehend von einem dendritischen Kern erster Generation von
Polypropylenimine  (PPI)**® wird hier durch End-Capping der freien

Aminogruppen PROx aufgepfropft.

3.3.31 Grafting-to von PROx auf PLcL fiir Core-Shell-Systeme

Die CHCI3 Loslichkeit des PLcL, bei gleichzeitiger Anwesenheit von terminalen,
unfunktionalisierten Aminogruppen auf der Aussenhllle, bietet im Gegensatz zu
GHE-MWPL die Madglichkeit des direkten grafting-to von diversen PROX,
dargestellt in Abb. 3.3.20
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Abb. 3.3.20: Schematische Darstellung der lebenden, kationischen Mikrowellen-
assistierten Polymerisation von Poly(2-R-Oxazolin) PROx mitsamt der Terminierung durch

ein Amin.

Durch das Aufpfropfen von PMeOx wurde angestrebt den hydrophoben PLcL-Kern
zusatzlich mit einer hydrophilen Schale zu umhullen, um somit hydrophobe Stoffe
in den Kern einschlieBen zu kdnnen. AulRerdem stellt die immer noch in CHCI;

[6sliche PMeOx-Hulle eine Alternative zur PEG-Hiille dar.

Bei den weiteren grafting-to Polymeren PBuOx und PPhOx handelt es sich um
hydrophobe Modifizierungen, die dem PLcL im Einsatz als Matrix fir
Freisetzungen in wassriger Umgebung die noétige Hydrophobizitat geben sollen,
die fur eine stabile Beschichtung notwendig ist. Auf diese Weise sollen Leaching
der eingekapselten Stoffe oder Zersetzung der Filme durch die erheblichen
Wechselwirkungen des PLcLs mit Wasser minimiert werden. Um die Freisetzung
nicht willkurlich sondern gezielt durch Temperatur-Triggerung zu steuern, wurde
zusatzlich als zweites Auswahlkriterium fir die hydrophoben PROx das
Temperaturverhalten berlcksichtigt. Im Fall von PBuOx handelt es sich um ein
System, das sich durch seine Glasiibergangstemperatur T, (18 °CP%) als
Temperatur-responsive Schale eignet und fur ein Freisetzungssystem im Bereich
der Korpertemperatur eine beschleunigte Freisetzung zeigen sollte. Im Gegensatz
dazu zeichnet sich das Vergleichssystem mit PPhOx auf dem PLcL als Hulle

durch einen Ty von 107 °C aus®*"\. PPhOx modifizierte Core-Shell-Systeme sollten
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dementsprechend eine kaum merkliche Anderung des Freisetzungsprofils bei

Korpertemperatur zeigen.

Der Einfluss der Polymerkettenlangen auf den Aufbau und die Beschaffenheit der
PROx-Schale wurde mithilfe von unterschiedlichen PBuOx und PMeOx (DPget = 20
und 40) untersucht. Daflr wurden die verschiedenen PROx unterschiedlicher
Kettenlangen in trockenem CHCIs unter Argon und Uberdruck bei 100 °C
(PMeOx), 130 °C (PBuOx) und 160 °C (PPhOx) mittels Mikrowelle synthetisiert.
Als Initiator wurden zwei verschiedene Tosylate eingesetzt. Fur die hydrophilen
PMeOx wurde Methyltosylat zur Initiation eingesetzt, dessen zusatzliche
Methylgruppe fur das PMeOx nur eine schwache Hydrophobisierung darstellt. Fir
die hydrophoben Polymere PBuOx und PPhOx wurde Benzyltosylat eingesetzt.
Dadurch wird am Anfang der PROx-Kette eine Benzyl-Gruppe eingefuhrt. Ein Teil
der Probe wurde mit 0,5 M KOH/MeOH OH-terminiert, um als Precursor fur die
Bestimmung der Kettenlange des Polymers per '"H-NMR und GPC zu dienen. Der
Rest der Poly-R-Oxazolinium-Ketten wurde mit PLcL unter Argon versetzt und

unter Ruhren 24 h auf 50 °C temperiert.

In vorangegangen Arbeiten!?®712%81[23%6] hat es sich beim Terminierungsschritt
bewahrt, die entsprechenden Amine mit einem vielfachen Uberschuss
einzusetzen. So konnte gewahrleistet werden, dass keine Dimerisierung eintritt
und das Polymer bestmoglich terminiert wird. Da in diesem Fall der Fokus auf
einem moglichst vollstandigen grafting-to an das PLcL liegt, wird dieses Verhaltnis
nicht eingehalten. Es wird im Gegenteil darauf geachtet, dass zumindest fur die
terminalen Aminogruppen des PLcL ein Uberschuss an zu terminierenden Poly-R-

Oxazolinium-Ketten vorliegt.

Da das PLcL ca. 16 terminale Aminogruppen (8 terminale Einheiten T) besitzt,
wurde dementsprechend ein 1,4-facher Uberschuss an PROx bezogen auf T
eingesetzt. Der Uberschuss wiirde fur das grafting-to von PROx auf 25
Aminogruppen der insgesamt mit den linearen Einheiten (L und L) 54
vorliegenden Aminogruppen des PLcL ausreichen. Es kdnnen daher maximal
46 % der Aminogruppen funktionalisiert werden. Nach der 48 h Terminierung
wurde das Produkt gegen Methanol dialysiert (MWCO 2000 g/mol) und die
Produkte im Vakuum eingeengt. Der Precursor wurde analog dazu durch Dialyse

in MeOH aufgereinigt und per "H-NMR sowie GPC analysiert.
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3.3.3.2 Strukturanalytik der PLcL-g-PROx

Um Aussagen Uber die entstandenen GroéfRen, Anteile der Modifizierung und auch
die Beladungskapazitat der Graft-Copolymere treffen zu kdnnen, ist es wichtig die
Precursor der aufgepfropften PROx genau zu analysieren. Im Fall der von
Benzyltosylat initiierten Systeme wurde die Analyse durch die benzylstandigen
Protonen des Benzylrestes des Initiators bei 4,4-4,7 ppm im Vergleich zum
Integral der Protonen des Polymerriickgrats (ca. 3,5 ppm) per 'H-NMR in CDCl;
und CD30D versucht, siehe Abb. 3.3.21.

5BMP-TM-BOx1 20er PBuOx rein in real 40er.esp
0.70 4

Absolute Intensity

200 123.95 65.40 68.69 65.51 99.41
L | L I | |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.0 45 40 35 30 25 20 15 1.0 0.5
Chemical Shift (ppm)

Abb. 3.3.21: '"H-NMR in CDCI; von durch Benzyltosylat initiiertem PBuOxs 3. Bei 4,5 — 4,6
ppm liegen die Protonen der Benzylgruppe (2H). In Kombination mit dem Integral des

PBuOx-Rlckgrat bei ca. 3,5 ppm (4H) kann die Lange des PBuOx berechnet werden.

Zusatzlich ist in Abb. 3.3.22 ein 1H-NMR-Spektrum des OH-terminierten PMeOxs g
abgebildet. Aus dem Integral-Verhaltnis des Initiatorsignals (3,0 ppm, 3H) zu dem
Ruckgrat-Signal des PMeOx (ca. 3,4 ppm, 4H) ergibt sich nach Normierung durch
4, Protonen im PMeOx-Ruckgrat, und 3, Protonen des Starters, ein Verhaltnis von

Startersignal zu Wiederholungseinheit von 0,02 zu 1 oder besser 1 zu 50.
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Abb. 3.3.22: '"H-NMR in CDCl; von durch Methyltosylat initiiertem PMeOx;5. Bei ca. 3,0
ppm liegen die Protonen der Methylgruppe (3H) des Initiators. In Kombination mit dem
Integral des PMeOx-Ruckgrat bei ca. 3,4 ppm (4H) kann aus dem Verhaltnis der beiden

die Lange des PMeOx berechnet werden.

Die so erhaltenen Ergebnisse (vergleiche Tab. 3.3.11) weichen deutlich von den
erwarteten Molmassen ab. Deswegen wurde M, fur alle PROx durch GPC-
Messungen in aufgesalztem DMF (0,1 M) bestimmt, um entweder die wahren
Polymergrof3en zu bestimmen oder eben die starken Abweichungen zu bestatigen
(siehe Tab. 3.3.11).

Tabelle 3.3.11: M, bestimmt per '"H-NMR und GPC.

Polymer anvisiert DPnur M, GPC PDI GPC
PBuOx 2790 (20er) 31 2609 (18) 1,26
PBuOx 5334 (40er) 50 5130 (38) 1,19
PPhOXx 3190 (20er) 50 3092 (19) 1,49
PMeOx 1888 (20er) 27 1800 (18) 1,31
PMeOx 3590 (40er) 50 3140 (35) 1,3

Es zeigt sich, dass die GPC Ergebnisse starker mit den anvisierten
PolymergréRen (bereinstimmen. Als Grund fiir die Abweichungen der 'H-NMR
Messungen wird angenommen, dass die benzylischen Endgruppen (PBuOx) und
die Methylgruppe (PMeOx, PPhOx) zu einem Anteil im Inneren des
Polymerknauels vorliegen und damit im NMR nicht auftauchen, da sie nicht perfekt
solvatisiert vorliegen. Da bei den GPC Messungen nur die hydrodynamischen
Durchmesser des Polymerknauels des PROx mit dem des Polystyrol-Standards

verglichen werden, hat das ,,Abtauchen® der benzylischen Startergruppe keinen
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Einfluss auf die Kettenlange. Nachdem die Lange der verschiedenen PROx-Arme
per GPC definiert werden konnte, ist es wichtig, das Einbauverhaltnis des PLcL in

die verschiedenen Graft-Polymere zu quantifizieren.

Durch das grafting-to des PROx auf das PLcL treten keine neuen Signale im "H-
NMR-Spektrum auf. Deswegen konnte die Anzahl der aufgepfropften PROXx-
Ketten nicht bestimmt werden. Stattdessen wurde das Verhaltnis des PROx zu
PLcL analysiert. Im Fall von PPhOx ist die Bestimmung des Einbauverhaltnis sehr
gut per 'H-NMR Analytik in CHCl; méglich, da sowohl die Signale der
Methylgruppen des Leucins (6H, 0,75 ppm) als auch das Signal des Ruckgrats
beider Komponenten bei 1,0-2,0 ppm (6 H, Lysin; 3 H Leucin) neben den Signalen
des PPhOx-Ruckgrats bei 2,75-4,0 ppm (4H) frei und nicht Gberlagert vorliegen,
siehe Abb. 3.3.23.
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0.08 2 / n (INHZ G,NHZ 4
/ Lysin Leucin

0.07 4
0.06 4
0.05 4

0.04 4

Absolute Intensity

0.03 4

2,34+23 4.4

4.00 0.31 0.10
| L | L

4.‘0 ' 3.‘5 ' 3.‘0 ' 2.‘5 Chemi;al shit (ppm)2.‘0 ' 1.‘5 ' 1.‘0 ' 0.‘5

Abb. 3.3.23: '"H-NMR in CDClI; von durch Benzyltosylat initiiertem PMeOx;;. Bei ca. 3,0
ppm liegen die Protonen der Methylgruppe (3H) des Initiators. In Kombination mit dem
Integral des PBuOx-Rickgrat bei ca. 3,4 ppm (4H) kann die Lange des PMeOx berechnet

werden.

Aus dem bekannten Verhaltnis des Ruckgratsignals des PLcL im Vergleich zum
Ruckgrat-Signal des PPhOx lasst sich der Anteil an PLcL bestimmen, siehe
Gleichung 3.3.4. Die daraus resultierenden Ergebnisse sind in Tab. 3.3.12

dargestellt.
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Gleichung 3.3.4: Berechnung der Gew. % des PLcL im Propfcopolymer aus dem 'H-
NMR. Dafir wird das Integral des PLcL-Rickgrats bei 1,0-2,0 ppm und das
Ruckgratsignal des PMeOx (ca. 3,4 ppm) oder PPhOx (2,7- 4 ppm) bendtigt. Wichtig sind
auch die Molekulargewichte der Wiederholungseinheiten M, p.o. = 128,2 g/mol My pmeox= 85

g/mol und M, prox= 147,2 g/mol.

Gew.% PLcL

(Integral PLcL Richgrat/9 H) * M,, (Wdh. —Einheit)

= 1
(Integral PROx Richgrat/4 H) * M,, (Wdh.—Einheit) * 100

Im Fall des PBuOx werden bei der '"H-NMR Analytik die Integrale des PLcL durch
die Signale der terminalen Methylgruppe des PBuOx (3H, 0,75 ppm) sowie der
Methylenprotonen des PBuOx (2*2H; 1,3ppm und 1,6 ppm) Uberlagert. Da diese
Protonen in einem extremen Uberschuss im Verhaltnis zu den Protonen des PLcL
vorliegen, ergibt sich bei Subtraktion des Integrals dieser Protonen vom

resultierenden Gesamtpeak kein realistischer Wert.

Da PLcL eine ausgepragte Gelbfarbung besitzt, die die PROx kaum aufweisen,
bieten sich UV/VIS Messungen fur die Bestimmung des PLcL-Gehalts im PLcL-g-
PROx an. Daflr wurden die Extinktionskoeffizienten des reinen PLcL bei einer
Wellenlange von A = 491 nm bestimmt. Abzuglich der Absorption der verschieden
PROx, kann so der Anteil an PLcL ermittelt werden (Tab. 3.3.12).

Tabelle 3.3.12: PLcL-Gehalt im jeweiligen Graft-Copolymer nach Ansatz und Aufreinigung

sowie das resultierende Verhaltnis PROx zu PLcL.

PLcL gefunden

Polymer Im Ansatz [Gew.%] [Gew.%)] Analytik n PROx: n PLcL
PPhOX; 11,1 3,9 "H-NMR 94
PBuOx_ 12,5 7,3° uv/vis® 24,8
PBuOxs 4 7,5 9,3° uv/vIs? 31,5
PMeOx 5 21,2 8,3 'H-NMR 61,4
PMeOx; 1 11,2 4,2 'H-NMR 72,5

@ Konzentration bestimmt per Lambert-Beer (E=c*d*¢; ep . = 140.500 cm2/mol)

Es zeigt sich, dass die Verhaltnisse PLcL zu PROx deutlich von den theoretischen
Zusammensetzungen abweichen. Aullerdem weisen alle Graftcopolymere
Stoffmengenverhaltnisse von PLcL zu PROx-Ketten auf, die eine vollstandige
Terminierung an die terminalen Aminogruppen bedeuten wurden. Aufgrund dieser

Ergebnisse kann keine Aussage Uber die Qualitat des Graftings getroffen werden.
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Deswegen wurde durch GPC-Messungen in aufgesalztem DMF (0,1 M, LiBr)
untersucht, ob groRere Graftcopolymere gebildet wurden. Dafur wurde sowohl der
Precursor als auch das hergestellte Graftcopolymer in Konzentrationen von 2
mg/ml im Laufmittel fir 24 h geldst, filtriert (PTFE-Spritzenfilter 0,2 pm) und
gemessen. Die Vermessung des reinen PLcLs ergab bis auf einen deutlichen
Druckanstieg keine sinnvollen Ergebnisse. In Abb. 3.3.24 ist das PLcL-g-PBuOxz6
entsprechende Elugramm gegen das Molekulargewicht aufgetragen. Es tritt neben
dem Signal des nicht gebunden PBuOx,;s-OH ein Peak von groflerem

Molekulargewicht auf.

| I I [ |
2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00

Log Molecular Weight
WF/ dLog MW

WF/ dLog MW

PBuOx, ;-OH
Mix mit PLcL-g-PBuOx, 4

Abb. 3.3.24: Ergebnis der GPC-Messung des PLcL-g-PBuOx;¢ (rot) im Vergleich zum
Precursor PBuOx,5-OH (schwarz). Die Messungen wurden in 0,1 M LiBr-haltigem DMF in

der Konzentration 2 mg/ml durchgefuhrt.

Unter der Annahme, dass PBuOx und die anderen Polyoxazoline einen ahnlichen
Brechungsindex besitzen, kann durch Dekonvolution des GPC-Signals in
verschiedene Peaks die Flache der verschiedenen Peaks integriert werden. Aus
dem Verhaltnis der Flachen zueinander kann das Verhaltnis PLcL-PBuOxz¢ zu
PBuOx,6 berechnet werden. In Abb. 3.3.25 ist das dekonvolutierte Signal des
PLcL-g-PBuOx, ¢ dargestellt.
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Abb. 3.3.25: Dekonvolution des GPC-Signals von PLcL-g-PBuOx,s. Schwarz ist das
gemessene Signal, rot, das aus der Addition der dekonvolutierten Flachen erhaltene
Signal und griin, die verschiedenen nach der Gauss-Verteilungsfunktion dekonvolutierten

Signale.

Wurden die Peakflachen ins Verhaltnis gesetzt, kann durch Subtraktion des PLcL-
Anteils vom Peak des PLcL-g-PROx das Verhaltnis von gebundenen und
ungebundenen PROx-Ketten zum Kern PLcL berechnet werden. Dieses Verhaltnis
gibt an wie viele PROx-Arme an das PLcL gebunden sind und wie hoch das
Molekulargewicht des Graftcopolymers ist. In Tabelle 3.3.13 sind die so

erhaltenen Ergebnisse aufgetragen.

Tab. 3.3.13: Per Dekonvolution der GPC-Ergebnisse erhaltene Peakflachen-Verhaltnisse
des PLcL-g-PROx zu dem reinen PROX, die daraus berechneten Arme aus PROXx pro

PLcL und das resultierende Molekulargewicht.

PLcL- . n Anzahl
Polymer g- Ir::noes; PRS :,( PROXx n PL(I:L PROXx ;Vln I

PROx? X" 9eb. [mol] [mol] gebunden® [g/mol]
PBuOx,s 31,7 68,3 244 0,0093 0.0007 12.8 43397
PBuOxs; 33,4 66,6 24,1 0,0047 0.0009 5.0 35892
PPhOx;4 14,4 85,6 10 0,0032 0.0004 7.3 32965
PMeOx s 27.1 72.9 229 0.013 0.0004 30.3 64524
PMeOx;, 28.4 71.6 24.2 0.008 0.0004 18.4 67619

@ Durch Dekonvolution erhaltene Peakflachen.
® Peakflache des gebunden PROX abziiglich des PLcL.
¢ Anzahl der PROx-Ketten gebunden an das PLcL

Es zeigt sich, dass die Anzahl an gebundenen PROx-Armen zwischen 5 pro PLcL
(PBuOxs4) und 30 (PMeOx4g) variiert. Innerhalb der komplementaren PROx-
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Ketten wird eine Abnahme der Armanzahl bei Zunahme der Kettenlange
beobachtet: fur PBuOx von ca. 13 auf 5 (2600 g/mol auf 5100 g/mol) und bei
PMeOx von 30 auf 18 (1800 g/mol auf 3100 g/mol). Nachdem das erfolgreiche
Aufpfropfen der verschiedenen PROx auf den PLcL-Kern gezeigt werden konnte,
wurde als nachstes versucht durch grafting-onto auf das MWPL, die Auswirkungen
des Kerns auf die Eigenschaften des Graftcopolymers zu untersuchen, bevor
Eigenschaften wie die Beladungskapazitat und Freisetzungsverhalten dieser

Systeme untersucht wurden.

3.3.3.3 Grafting-onto von PMeOx, ; auf MWPL

Neben dem grafting-to wurde als Moglichkeit der Funktionalisierung mit PROx das
grafting-onto vorgestellt. In einem ersten Schritt wird dafir das PROx mit einem
Nukleophil terminiert. Nach der Aktivierung der Endgruppe kann dann das PROx

auf die Zielverbindung aufgepfropft werden.

Fur PEG ist dies bereits bestens untersucht worden. So haben 1993 Wilchek et
al.?®! peschrieben wie OH-terminiertes PEG mit Disuccinimidylcarbonat (DS) und
Steglich-Katalysator in trockenem Aceton aktiviert wird. Im zweiten Schritt wurde
das PEG in einem Phosphatpuffer bei pH = 9,8 per nucleophiler Substitution auf
verschiedene Enzyme aufgepfropft. Uberfiihrt auf PMeOx bedeutet dies zuerst die
Terminierung des PMeOx in MeOH mit 0,5 M KOH, siehe Abb. 3.3.26. Da PMeOx
nicht in reinem Aceton 16slich ist und das DS nicht in reinem CHCI;, wurde das
PMeOx (M, 4250 g/mol, PDI 1,3) erst in einem Teil trockenem CHCI;3 gel6ést und
dann mit den maximal moglichen 9 Teilen trockenem Aceton versetzt. Fur die
Durchfiilhrung der Aktivierung wurden 6 Aquivalente Steglich-Katalysator und
Disuccinimidylcarbonat zur PMeOx43-Losung gegeben. Nach 6 h Ruhren bei
Raumtemperatur wurde die Reaktionsmischung im Vakuum eingeengt und in
warmen, trockenen CHCI; gel6st. Innerhalb von 12 h wurde das Uberschussige
Disuccinimidylcarbonat in der Kalte ausgefallt und das Rohprodukt im Vakuum

eingeengt.
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Abb. 3.3.26: Reaktionsgleichung fiir die Darstellung und Umsetzung von Succinimidyl-
aktiviertem PMeOx,3-OH (PDI 1,3) fir den Einsatz im grafting-onto auf MWPL (M, 9.200

g/mol) zu MWPL-g-PMeOx4 3.

Das aktivierte PMeOx wurde direkt als Rohprodukt in 88-fachem Uberschuss,
aquivalent zu den 22 terminalen Aminogruppen, in 0,1 M Phosphatpuffer bei pH =
9,8 Uber Nacht unter Rihren bei 4° C aufgepfropftt Um etwaige, nicht
aufgepfropfte PMeOx-Anteile zu entfernen, wurde das Rohprodukt Uber 4 Tage
dialysiert (MWCO = 5000 g/mol) und lyophilisiert.
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3.3.34 Strukturanalytik des MWPL-g-PMeOx, 3

Nach der Synthese ist es wichtig, das lyophlisierte Produkt des grafting-onto auf
seine Zusammensetzung sowie den Erfolg des Aufpfropfens zu uberprufen.
Aufschluss Uber die Zusammensetzung gibt die 'H-NMR-Spektroskopie. In DO
wurde die Zusammensetzung analysiert. Daflr wurde das Signal der Rickgrat-
Protonen des MWPL (6H, 1,0 — 2,0 ppm) mit den Protonen des PMeOx-Ruckgrats
(4H, 3,2 - 3,7 ppm) und der Methylgruppe des Initiators (3H, 2,9—- 3,1 ppm)
verglichen, siehe Abb. 3.3.27.

BMP-PBS-7.010.esp | V |
| |
|

Absolute Intensity

Lysin

173 076 023 280.55 300 149 044 1.26
Il | L I | [ I
T

T T T T T T T T T T T T
4.0 35 3.0 25 20 15 1.0
Chemical Shift (ppm)

Abb. 3.3.27: "H-NMR des lyophilisierten MWPL-g-PMeOx,3 in D,O nach Dialyse. Die
Integrale des PMeOx-Ruckgrats liegen bei 3,2 — 3,7 ppm (4H), die der Methylgruppe des
Starters bei 2,9-3,1 ppm und des MWPL-Rickgrats bei 1,0 - 1,75 ppm.

Aus dem Vergleich der Integrale des MWPL-Ruckgrats (12, 6 H) mit dem
Initiatorsignal (3, 3 H) ergab sich ein Verhaltnis von 1:2. Dies wurde nach
Gleichung 3.3.5 einer Anzahl von 34,5 PMeOx-Ketten in Relation zu einem
MWPL bedeuten.

Gleichung 3.3.5: Berechnung der Anzahl der PMeOx-Ketten (4250 g/mol), die in Relation
zu MWPL (9.200 g/mol) vorliegen. Daflir wurden die Integrale aus Abb. 3.3.27 der
Methylgruppe des Starters (3H) bei 2,9-3,1 ppm und des MWPL-RUickgrats bei 1,0 - 1,75
ppm (6H) verglichen.
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1 ( Integral Starteinheit jeder PMeOx — Kette)

PMeOx MWPL —
2 (Integral des Lysinriickgrats)

69 (Anzahl der Lysineinheiten bei M,, 9-200g)
mol

= 34,5

Das wurde eine Funktionalisierung von 49,3 % aller Aminogruppen bedeuten (22
terminale T und 48 Lg oder ¢) UNd in einem Molekulargewicht von 156.000 g/mol
resultieren. Da beim Aufpfropfen des PMeOx kein neues Signal im 'H-NMR
entstand, konnte das erfolgreiche Aufpfropfen per '"H-NMR nicht bewiesen

werden.

3.3.3.5 Strukturinterpretation der verschiedenen PLcL-g-PROx Graft-
copolymerfilme per AFM

Nachdem die Untersuchung der verschiedenen PLcL-g-PROx Graftcopolymere via
GPC Anzeichen auf eine erfolgreiche Funktionalisierung des PLcL mit
verschiedenen PROx-Armen liefern konnte, sollte untersucht werden, ob die
entstandenen Core-Shell-Systeme strukturierte Oberflachen erzeugen kdnnen.
Dafur wurde die Rasterkraftmikroskopie (engl. atomic force microscopy AFM)
eingesetzt. Bei AFM-Untersuchungen im Phasenmodus konnen Material-
eigenschaften wie Elastizitat und Viskoelastizitit detektiert werden!'™!. Variieren
diese zwischen 2 Komponenten, entstehen Kontraste in den AFM-Aufnahmen, die
die Anordnung der verschiedenen Komponenten im Gaftcopolymer nachweisen.
Dabei wird die weichere Komponente dunkel und die hartere hell dargestellt. Im
Hohenmodus entspricht die dunkelbraun dargestelite Komponente dem

Untergrund und etwaige Erhebungen den helleren Bildanteilen.

Die unterschiedlichen PLcL-g-PROx Graftcopolymere wurden in CHCI3 geldst (c =
0,125 mg/ml). Es wurden dann ca. 0,1 ml dieser Losungen auf einer Flache von
ca. 2 cm? auf Glimmer-Plittchen aufgetragen und das CHCIs unter Luftzug
langsam verdunstet (12 h). Im Fall von PLcL-g-PMeOx wurde zusatzlich zu der
Konzentration 0,125 mg/ml eine Probe mit einer Konzentration von 0,25 mg/ml

prapariert.
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Bei der ersten Messung des PLcL-g-PBuOx;¢, in Abb. 3.3.28 dargestellt, treten
geordnete Strukturen auf. Die Dimensionen der beiden Phasen im Phasenmodus
betragen ca. 25 nm fur die dunklere Phase und variieren zwischen 18 - 40 nm fur
die hellere Phase. Da die beschichtetet Flache, wie links in Abb. 3.3.28 im
Hoéhenmodus ersichtlich, mit Hohenunterschieden von 3,2 nm relativ eben ist, tritt
die beobachtete @ Phasenseparation  wahrscheinlich  durch  die zwei
unterschiedlichen, miteinander kovalent gebundenen Phasen auf wie dies bei der

Phasenseparation von Blockcopolymeren beobachtet werden kann.

0.0 Height 1.0 um 00 Phase " 1.0 pm
Abb. 3.3.28: AFM Aufnahmen des PLcL-g-PBuOx,¢im Hohen (links).- und Phasenmodus

(rechts) nach Trocknung von 0,1 ml einer Losung (c = 0,125 mg/ml) auf Glimmer. Die

Breite des Bildausschnitts betragt 1um.

Die hellen Bereiche des Hohenmodus liegen im Phasenmodus ebenfalls als helle
Bereiche vor. Das bedeutet, dass die erhdhten Bereiche eine grollere Harte
aufweisen. Aufgrund des verzweigten Charakters des PLclL-Kerns, auf den
zusatzlich die linearen PBuOx; ¢-Ketten aufgepfropft vorliegen, wird angenommen,
dass die hartere, helle Phase im Phasenmodus dem PLclL-Kern zugeordnet
werden kann. Von MWPL ist fur ein Molekulargewicht von 10 kDa ein D,, von 6 — 8
nm per DLS bestimmt worden. Uberraschenderweise liegt der Kern des PLcLs, fiir
den eine ahnliche Molmasse angenommen wird, mit dem 4-fachen dieses
Durchmessers vor. Eine Erklarung konnte die Agglomeration der verschiedenen
PLcL-g-PBuOx26 zu Termeren darstellen. Die dunklere, weichere Phase wurde
dementsprechend aus dem PBuOx bestehen und wurde die nicht gebundenen
PBuOx-Ketten beinhalten.



132 Ergebnisse & Diskussion

Um zu gewahrleisten, dass die gefundenen Strukturen durch die kovalent
gebundenen PLclL-g-PBuOx;s Graftcopolymere hervorgerufen werden, wurden
zum  Vergleich AFM-Aufnahmen an einer Mischung der gleichen
Zusammensetzung aus PLcL und PBuOxy6-OH-Precursor in gleicher

Konzentration angefertigt, sieche Abb. 3.3.29.

53°

0.0 nm 0.0

0.0 Height 1.0 um 0.0 Phase 1.0 um
Abb. 3.3.29: AFM Aufnahmen einer Mischung von PLcL mit OH-terminiertem PBuOxzg in

gleicher Konzentration im Hohen (links).- und Phasenmodus (rechts) Trocknung von 0,1

ml einer Losung (c = 0,125 mg/ml) auf Glimmer.

In den beiden Abbildungen wird deutlich, dass bei den AFM-Aufnahmen der
Mischung keine geordneten Strukturen vorliegen, sondern Anhaufungen von
Agglomeraten. Bei diesen Agglomeraten konnen im Phasenmodus keine
Unterschiede zwischen unterschiedlichen Komponenten beobachtet werden. Es
ist daher wahrscheinlich, dass nur durch das Vorliegen von PLcL-g-PBuOx;¢ die

in 3.3.28 vorliegenden Strukturen auftreten kénnen.

Als nachstes wurden die AFM-Aufnahmen des PLcL-g-PBuOxs4 untersucht.
Interessant ist hier der Aspekt, dass die Komponente PBuOx mehr als die
doppelte Lange im Vergleich zu PBuOx; ¢ besitzt. Die in Abb. 3.3.30 dargestellten
Strukturen des PLclL-g-PBuOxs1 zeigen dementsprechend recht gleichmaRig
verteilte Phasen. In dem Ausschnitt kdnnen die GroRen jedoch nur auf etwa 30 nm
abgeschatzt werden. Deswegen wurde auf einen Ausschnitt von 500 nm

vergrof3ert.
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13.2 nm 2:20°

0.0 0.0

0.0 Height ' 1.0 pm’ 0.0 Phase 1.0 pm
Abb. 3.3.30: AFM Aufnahmen des PLcL-g-PBuOxs 4 im Hohen (links).- und Phasenmodus

(rechts) nach Trocknung von 0,1 ml einer Lésung (¢ = 0,125 mg/ml) auf Glimmer.

In den in Abb. 3.3.31 aufgefuhrten AFM-Aufnahmen kann trotz schlechter
Bildqualitat erkannt werden, dass beide Phasen gleichmafig verteilt in Domanen
von etwa 20-40 nm vorliegen. AuRerdem ist der Phasenkontrast zwischen beiden
Phasen geringer ausgepragt als beim kurzeren PLcL-g-PBuOxz6. Auch verlaufen
die Domanen ineinander und sind nicht so klar voneinander abgetrennt wie im
vorher beschriebenen Fall des PLcL-g-PBuOx;s. Neben den gleich grofen
Dimensionen der beiden Phasen kann ein weiterer Faktor fir die Verminderung
der Phasenseparation verantwortlich sein. Durch die langeren Ketten des PBuOx
kann es zu sterischen Wechselwirkungen kommen, die das Anlagern der PLcL-
Domanen untereinander durch AbstoRung besser verhindern kénnen als im Fall
des PLcL-g-PBuOxz.

1.7 nm 47

0.0 nm 0.0

0.0 F]t;ight 500.0 nm 0.0 Phas - 500.0 nm
Abb. 3.3.31: AFM Aufnahmen des PLcL-g-PBuOxs 4 im Hohen (links).- und Phasenmodus

(rechts) nach Trocknung von 0,1 ml einer Lésung (c = 0,125 mg/ml) auf Glimmer.
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Nachdem die Systeme der PLcL-g-PBuOxs betrachtet wurden, war es auch von
Interesse, welche Strukturen das PLclL-g-PPhOxs 1 bilden wirde, bei denen das
PBuOx26 (T4 18 °C) durch einen PPhOxs 1-Block (Tg4 107 °C) ausgetauscht wurde.
Dafur musste experimentell die halbe Konzentration der PLclL-g-PBuOxs
eingesetzt werden (0,125 g/ml), um einen Kontrast flr die AFM-Messungen zu
erhalten. In Abb. 3.3.32 sind die Strukturen des PLcL-g-PPhOxs; 1 dargestellt. Wie
im Fall der PLcL-g-PBuOx;¢ ist das Hohenprofil relativ eben. Der Phasenmodus
zeigt, dass die Separation der Phasen nicht so gleichmaRig vorliegt wie im Fall
des PLclL-g-PbuOxy,6. Zusatzlich ist die Grolke der verschiedenen Domanen mit

Werten von 10 — 20 nm deutlich kleiner.

2.4 nm 72°

0.0 Height 361.3 nm 0.0 Phase 361.3 nm
Abb. 3.3.32: AFM Aufnahmen des PLcL-g-PPhOxs 4 im Hohen (links).- und Phasenmodus

(rechts) nach Trocknung von 0,1 ml einer Lésung (¢ = 0,125 mg/ml) auf Glimmer.

Eine Ursache flr das Vorliegen dieser Strukturen, konnte der hohere Ty sein, der
eine deutlichere Entmischung der beiden Phasen bei Raumtemperatur durch eine

abgesenkte Kettenbeweglichkeit des PPhOx verhindert.

Als nachstes wurde nun das erhaltene PLcL-g-PMeOx,g auf die entstehenden
Strukturen in der Konzentration von 0,125 mg/ml per AFM untersucht.
Uberraschenderweise erhalt man im Fall dieser AFM-Messung véllig andere
Strukturen. Die Resultate sind in einem mit 5 ym groRer gewahltem Ausschnitt in
Abb. 3.3.33 abgebildet. Zusatzlich zu den AFM-Aufnahmen von Hohen- und

Phasenmodus wurde eine Hohenlinie der erhaltenen Struktur erstellt.
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91.7°

0.0

0.0 Height 50 um

Abb. 3.3.33: Oben die AFM Aufnahmen des PLclL-g-PMeOx;g im Hohen (links) - und
Phasenmodus (rechts) nach Trocknung von 0,1 ml einer Lésung (c = 0,125 mg/ml) auf
Glimmer. Unten das Profil der Héhenlinie, deren Verlauf blau im Hohenmodus abgebildet

ist.

Dabei handelt es sich um spharische Erhebungen verschiedener Grolle, die
deutlich im Héhenmodus ersichtlich sind. Sie variieren von einem Durchmesser
von ca. 500 nm und einer Hohe von 80 nm Uber einen Durchmesser von ca. 300
nm und einer HOhe von ca. 60 nm bis zu einem Durchmesser um die 150 nm mit
einer Hohe von ca. 40 — 50 nm. Zusatzlich kdnnen zwischen den groleren
Erhebungen kleinere Strukturen ausgemacht werden. Im Phasenmodus zeigen die
deutlich erhdht vorliegenden Strukturen keinen Phasenkontrast, wohingegen die
kleineren Strukturen einen hohen Phasenkontrast aufweisen. Auf den Halbkugeln

kann keine Phasenseparation beobachtet werden.
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Um die kleineren Strukturen besser analysieren zu kdnnen, wurden diese in einem

Ausschnitt von 2 um siehe Abb. 3.3.34, untersucht.

0.0 Height 2.0 um

Abb. 3.3.34: AFM Aufnahmen des PLcL-g-PMeOx, g im Hohen (links)- und Phasenmodus
(rechts) nach Trocknung von 0,1 ml einer Lésung (c = 0,125 mg/ml) auf Glimmer. Unten

das Profil zweier Hohenlinien, deren Verlauf blau und lila im Ho6henmodus abgebildet ist.

Bei Betrachtung des Hohenprofils wird deutlich, dass diese Kugeln in
verschiedenen Durchmessern von 100 nm bis 300 nm mit einer Hohe bis 50 nm
vorliegen. Undeutlich treten auch noch kleinere Strukturen auf, die im
Phasenmodus hauptsachlich in den Dimensionen von ca. 20 — 40 nm
hervortreten. lhre helle Farbung zeigt einen hohen Phasenkontrast. Die grof3eren
Gebilde besitzen einen geringen Phasenkontrast und es ist keine Phasen-

separation zu erkennen.

Als Erklarung fiir diese Ergebnisse kdnnen Resultate von Meier et al.27%27%1 jn
der Synthese von ABA-Triblockcopolymeren (mit A = PMeOx und B = PDMS)
herangezogen werden. Hierbei wurde die Bildung von 50 — 500 nm grof3en
Polymersomen in Wasser beschrieben. Strukturell sind sie aus PMeOx-Blocken
mit 1800 g/mol und PDMS, als Kern mit 5400 g/mol, aufgebaut. Dabei besteht die

ca. 10 nm dicke Polymersomwand aus einem PDMS-Kern umhullt von PMeOx. Im
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hier dargestellten System des PLcL-g-PMeOxys bestehen strukturelle
Anhnlichkeiten. Das PMeOx liegt zum einen mit exakt dem gleichen
Molekulargewicht von 1800 g/mol vor und zum anderen besteht der Kern mit PLcL
ebenfalls aus einer hydrophoben Komponente, die bei Betrachtung des Dys des
MWPL einen Durchmesser von 6-8 nm besitzt. Diese Parallelen kénnten fur die

Ausbildung von Polymersomen verantwortlich sein.

Der Umstand, dass dies im Fall des PLclL-g-PBuOx nicht beobachtet werden
kann, konnte mit der hoheren Beweglichkeit der PBuOx-Ketten uber T
zusammenhangen. Diese hohere Beweglichkeit existiert nicht bei PMeOx, da es
deutlich unter dem T4 von 65 °C vorliegt. Im Fall von PBuOx bleiben die
Polymersomen beim Trocknen nicht bestehen, weil die Bewegung der PBuOx-
Ketten die Polymerosomen destabilisieren. Das Nichtausbilden von
Polymersomen durch PLcL-g-PPhOxs ¢ scheint an den Wechselwirkungen der
PPhOx-Ketten untereinander zu liegen. Anscheinend verhindern die
Phenylseitengruppen ein effektives Aneinanderlagern, welches flr die Ausbildung

von Vesikeln notwendig ist.

Da die Bildung von Polymerosomen neben der Zusammensetzung der
Komponenten von den Léngenverhaltnissen innerhalb der Polymere?”"! abhangig
ist, wurde als nachstes Uberprift, ob das PLcL-g-PMeOxs mit der doppelten
PMeOx-Lange fahig ist, Vesikel auszubilden. Bei ersten Messungen mit einer
Konzentration von 0,125 mg/ml konnten keine charakteristischen Strukturen
bestimmt werden. Deswegen wurde die Konzentration vorsichtig erhoht. Ab einer

Konzentration von 0,167 mg/ml erhalt man erste Strukturen (siehe Abb. 3.3.35).
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Abb. 3.3.35: AFM Aufnahmen des PLcL-g-PMeOx3 1 (0,167 mg/ml) im Hoéhen (links)- und
Phasenmodus (rechts) nach Trocknung von 0,1 ml einer Lésung (¢ = 0,167 mg/ml) auf

Glimmer. Unten das Profil der Hohenlinie, deren Verlauf blau im Hohenmodus markiert ist.

Darin kénnen noch die Polymersomen erahnt werden, die jedoch keine
spharischen Strukturen besitzen. Die Strukturen wirken wie als waren die zuvor
beim PLcL-g-PMeOx g9 beobachteten Halbkugeln kollabiert. lhre Dimensionen
erstrecken sich zwar auch von 80 — 300 nm und zeigen ahnliche Dimensionen wie
das kurzere PLclL-g-PMeOx;9, aber die Hohe fallt mit maximal 8 nm deutlich
geringer aus. Im Gegensatz zu den Polymersomen des PLcL-g-PMeOx g tritt bei
diesen Polymersomen ein Phasenkontrast auf. Es scheint als ob um die
Polymersomen ein Phasenkontrast besteht, der auf den Polymersomen

schwacher vorliegt.

Wird die Konzentration des PLcL-g-PMeOxs 1 auf 0,25 mg/ml erhdht, stabilisieren
sich die Polymersome und treten, wie in Abb. 3.3.36 dargestellte, als perfekt

runde Halbkugeln auf.
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Abb. 3.3.36: AFM Aufnahmen des PLcL-g-PMeOxs4 (0,25 mg/ml) im Héhen (links)- und
Phasenmodus (rechts) nach Trocknung von 0,1 ml einer Lésung (¢ = 0,25 mg/ml) auf
Glimmer. Unten das Profil der Héhenlinie, deren Verlauf blau im Hohenmodus abgebildet

ist.

Ihr Durchmesser variiert von 14 — 80 nm und sie erreichen eine maximale Hohe
von 8 nm, mit der sie aus der Oberflache ragen. Zusatzlich zur starkeren
Auspragung der spharischen Form wird der Phasenkontrast der Polymersomen
im Vergleich zur Umgebung erhoht. Daruber hinaus wird die Phasenseparation um
die Polymersomen schwacher und tritt nicht mehr auf den Polymersomen auf. Der
Hauptunterschied zwischen den beiden Polymersomen ist die Harte der
Oberflachen und die Hohe der Polymersome. Wahrend das kurzere PLcL-g-
PMeOx1 9 Polymersome von max. 50 nm Hohe mit weicher Oberflache ausbildet,
liegen fur das PLcL-g-PMeOxs 1 harte Oberflachen und Héhen von 8 nm vor. Eine
Erklarung ware, dass es sich bei Ersteren um hohle Kugeln handelt, wahrend die

letzteren Strukturen gefullt vorliegen.
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Nachdem die GroéRRenbestimmung per GPC flur das per grafting-onto praparierte
MWPL-g-PMeOx, > ohne Erfolg verlief, wurde dieses auch per AFM untersucht. In
Abb. 3.3.37 sind die Ergebnisse dargestellt. Im Hohenmodus zeigt sich, dass die

so beschichteten Flachen mit Hohenunterschieden von 2 nm relativ eben sind.

50.0nm
Abb. 3.3.37: AFM Aufnahmen des MWPL-g-PMeOx,,im Hohen (links)- und

Phasenmodus (rechts) nach Trocknung von 0,1 ml einer Losung (¢ = 0,125 mg/ml) auf

0.0 Height  500.0 nm 0.0 Phase

Glimmer.

Im Fall des grafting-onto des PMeOx auf das MWPL stellt sich jedoch im
Gegensatz zu PBuOx und PLcL die Frage, welches der beiden Polymere die
hartere und welches die weichere Phase stellt, da das MWPL bei Raumtemperatur
unterhalb des T4 vorliegt. Im Vergleich des Hohenmodus mit dem Phasenmodus
zeigt sich, dass die hellen Bereiche des Phasenmodus mit denen des
Hohenmodus ubereinstimmen. Dort, wo PMeOx auf das MWPL aufgepfropft
vorliegt, ergibt sich an den Stellen eine erhdhte Struktur. Es wird daher
angenommen, dass die helle Phase den MWPL-Kern und die dunkle Phase das
PMeOx darstellt.

Es ergibt sich eine Struktur, die im Fall des PLcL-g-PBuOxs 1 bereits aufgetreten
ist. Helle und dunklere Bereiche I6sen sich gegenseitig ab und besitzen Grolden,
die zwischen 7 - 15 nm variieren. Wie im Fall des PLcL-g-PBuOxs 1 im Vergleich
zu PLcL-g-PBuOx, ist die Phasenseparation nicht so ebenmalig. Ein Grund
dafir kann das Vorliegen von Domanen ahnlicher Grélke sein. MWPL selbst
besitzt einen Durchmesser von 6 - 8 nm. Ein weiterer Grund fur die schwachere

Separation konnte, wie im Fall des PLcL-g-PBuOxs4s angenommen, eine
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AbstoBung durch sterische Wechselwirkungen der PMeOx-Ketten der

Graftcopolymere untereinander sein.

Die nicht eingetretene Ausbildung von Polymersomen, kdnnte an der Veranderung
der PMeOx-Kettenlange gelegen haben. Im MWPL-g-PMeOx4, liegt das PMeOx
mit mehr als dem doppelten Molekulargewicht vor, was im Vergleich mit

n??%in Dys von 4,2 nm resultiert. Diese Zunahme der PMeOx-

bekannten Systeme
Phase konnte die Ausbildung von stabilen ABA-Schichten stéren, da sie fast die

gleiche Dimension wie der Kern besitzen.

Bei der Analyse der strukturierten Oberflachen der verschiedenen PLcL-g-PROx
wurden Strukturen identifiziert, die durch das Vorliegen von Graftcopolymeren
entstehen konnen. Im folgenden Kapitel wurde durch Untersuchung der
Aufnahmefahigkeit an Gastmolekilen die Eignung als Nanocontainer flr

temperatur-sensitive Freisetzungsmatrices evaluiert.

3.3.3.6 Beladungskapazitat der PLcL-g-PROXx in Chloroform

Neben der bereits beschriebenen Nanophasenseparation im AFM kann die
Beladungskapazitat des PLclL-g-PROx ein weiteres Indiz fur die erfolgreiche
Ausbildung einer PROx-Schale liefern. Eine erhdhte Aufnahme von Farbstoff im
Vergleich zu reinem PLcL und einer Mischung aus PLcL und Precursor wurde dies

andeuten.

Ein ahnlicher Effekt konnte bei der Hydrophobisierung des PL-Kerns mit einer
hydrophoben, in Chloroform Ioslichen Schale aus Glycidylhexadecylether (GHE
als Zusatz) oder Poly(ethylenglycol)-Monomethylether (PEG als Zusatz)
beobachtet werden. Zu diesem Zweck wurde die Einkapslung von den fur PLcL in
Kap. 3.3.2.3 bereits untersuchten Farbstoffen und 2zwei zusatzlichen
Modelwirkstoffen (Abb. 3.3.38) charakterisiert.
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Acetylsalicylsdure 180,16 g/mol Pyridoxin*HCI 207,18 g/mol
Oy_OH HO
EjOY oY
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Abb. 3.3.38: Neben den bereits gezeigten polaren, wasserléslichen Farbstoffen
eingelagerte Wirkstoffe fur die Bestimmung der Beladungskapazitat des PLcL-g-PROXx.

Bestimmt werden kann die Beladungskapazitat durch ,,solid uptake“-Versuche.
Hierbei wurde zu einer Chloroform Lésung des Polymers der Farbstoff im
Uberschuss als Pulver zugegeben und nach 24 h Durchmischung die nicht
eingekapselten Farbstoffreste durch Filtration per PTFE-Filter (0,45 pm @)
abgetrennt. Die erhaltene Konzentration des Farbstoffs wurde dann per UV/VIS
durch Kalibrierung mit einer Verdiinnungsreihe des Farbstoffs in wassriger Losung
bestimmt. Gleichzeitig wurde die Ldslichkeit des Farbstoffs in reinem Chloroform
bestimmt und dieser Kontrollwert von der Beladung subtrahiert. In Tab. 3.3.14 sind
die dementsprechenden, erhaltenen Werte bezogen auf das per GPC

abgeschatzte Molekulargewicht aufgefuhrt.

Tab. 3.3.14: Beladungskapazitat von PLcL-g-PBuOx,s (43 kDa), PLcL-g-PBuOxs (36
kDa) und PLclL-g-PPhOx;4 (33 kDa) und einer Polymermischung von nicht kovalent

gebundenem PLcL und PBuOx,s-Precursor (Mol Farbstoff/ Mol Trager bestimmt per
UV/VIS).

Farbstoff/ PBuOx PL(iL' pLcL _ Mischung PL(iL' PL(iL'

Wirkstoff pur Bugxz_e PLcL/BuOx¢ Bugx5_1 Phgx3_1
Nilblau A 0,00008 16,44 0,31 0,89 9,9 1,13
Fluorescein Na 0,00007 0,7 0,05 0,22 0,32 0,23
Bismarckbraun Y 0,003 4,79 0,63 0,21 2,7 n.b.
Kongorot 0 0,34 0,026 n.b. 0,16 n.b.
ASS 0 726 n.b. n.b. n.b. n.b.
Pyridoxin 0 64,4 n.b. n.b. n.b. n.b.

Zunachst Iasst sich feststellen, dass im reinen PBuOx deutlich geringere BKs flr
die verschiedenen Farbstoffe gemessen werden als in den untersuchten
Graftcopolymeren. Es ist daher auszuschlie3en, dass eine Erhéhung der BK nur
einen Effekt der Anwesenheit des PBuOx darstellt. Vielmehr ist die Zunahme der
BK in einer neu entstandenen Struktur begrindet. Um dies sicherzustellen wird als

erstes die BK von reinem PLcL mit dem des PLcL-g-PBuOx; ¢ verglichen. Durch
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das grafting-to von PBuOx, ¢ auf PLcL erfahrt die BK eine deutliche Steigerung. Im
Fall von Nilblau A Iasst sich die grofte Steigerung der Einkapslung erreichen. Hier
wird die 53-fache Menge an Farbstoff inkorporiert (BK von 16,44 zu 0,31). Die
Einlagerung von Fluorescein-Natriumsalz kann um das 14-fache erhdoht werden
(BK von 0,7 zu 0,05), genauso wie Bismarckbraun Y um das 7,6-fache (BK von
4,79 zu 0,63) erhoht wird. Interessanterweise wird im Fall des Kongorots eine BK
erreicht, die sogar die anvisierte BK des mPEGgD100-TPL?" von 0,3 mit 0,34

leicht Ubertroffen.

Um sicher zu stellen, dass die Erhéhung der BKs nicht nur auf der Ausbildung von
Agglomeraten beruht, wurde die BK des PLcL-g-PBuOx,s mit der BK einer
Mischung aus PLcL und PBuOxy6-OH Precursor im Verhaltnis des PLclL-g-
PBuOx.6 verglichen. Mit einer BK fur Nilblau von 0,89 liegt zwar eine leichte
Erhéhung im Vergleich zu PLcL (2,9-fache zu BK = 0,31) vor, aber im Vergleich
dazu ist die BK des PLcL-g-PBuOx;s um das 18,4-fache hoher. Den grofdten
Effekt hat die Mischung auf das Einkapseln des Fluorescein-Natriumsalzes mit
einer Erhdhung um das 4,3-fache (0,05 auf 0,2). Jedoch liegt auch hier die BK fur
PLcL-g-PBuOx,s um das 3,2-fache hoher. Interessanterweise ist die Inkorporation
von Bismarckbraun Y in die Mischung um zwei Drittel geringer als in das pure
PLcL (0,63 im Vergleich zu 0,21). Der Vergleich der Mischung mit dem PLcL-g-
PBuOxz s beweist, dass durch das grafting-to von PBuOx; ¢ auf den PLcL-Kern alle

BKs erhoht werden konnten.

Um zusatzlich die Einkapslung von medizinisch relevanten Substanzen zu
untersuchen, wurde Acetylsalicylsdure (ASS) und Pyridoxin*HCI (Pyridoxin) in das
PLcL-g-PBuOx, s eingelagert. Mit BKs von 726 (ASS) und 64,4 (Pyridoxin) kdnnen
beide Modelsubstanzen erfolgreich eingekapselt werden. Strukturell werden
anscheinend quartare Amine wie Pyridoxin oder das strukturell ahnliche Nilblau A
generell erfolgreich von PLcL-g-PBuOx; s eingekapselt. Aber auch das ASS kann

als Saure durch restliche, freie Aminogruppen im PLcL-Kern stabilisiert werden.

Im Fall des PLcL-g-PBuOxs.4, das mit einem 2500 g/mol langerem PBuOx
funktionalisiert wurde, zeigt sich eine ahnlich erhdhte Beladung. Im Vergleich zu
PLcL-g-PBuOx,s lassen sich 60 % des Nilblau A, 46 % des Fluorescein-
Natriumsalzes, 56 % des Bismarck Braun Y und 47 % des Kongorots einkapseln.
Bei den Werten fallt auf, dass der BK im Durchschnitt mit 51% den BK s des PLcL-
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g-PBuOx, 6 entspricht. Da beide Systeme mit 7,3 mg (PLcL-g-PBuOxz6) und 9,3
mg (PLcL-g-PBuOxs.1) in etwa ahnliche Mengen an PLcL in 100 mg enthalten,
konnte eine geringere Funktionalisierung die Ursache sein (per GPC 13 Ketten zu
5 Ketten). Dies beeinflusst die anionischen Farbstoffe Kongorot und Fluorescein-
Natriumsalz mit einer Absenkung der BK auf 47 und 46 % starker, als die
kationischen Farbstoffe wie Nilblau A und Bismarck Braun Y. Anscheinend wird
die negative Ladung schwacher stabilisiert.

Als letztes wurde die Beladung des PLcL-g-PhOxs 1 mit Farbstoff untersucht. Hier
zeigt sich eine deutlich geringere Beladung, die die Polymermischung von
PLcL/PBuOxz ¢ nur leicht Ubertrifft. Eine mogliche Erklarung dafur ist ein geringerer
Anteil an aufgepfropften PPhOx-Ketten an dem PLcL-Kern im Vergleich zu PLcL-
g-PBuOx,6 (per GPC 13 Ketten zu 7 Ketten). Da die PPhOx-Ketten zusatzlich im
Vergleich zu PLcL-g-PBuOxs 1 kiurzer sind, wirkt sich dies deutlich negativ auf die

BKs aus.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die PLcL-g-PROx (R = PBuOx und
PPhOx) im Vergleich zu PLcL und einer Mischung aus Precursor und PLcL
verbesserte BKs aufweisen. Sie sind daher geeignete Matrices fur die Einlagerung
von Substanzen, die nachfolgend durch die Temperatur getriggert freigesetzt
werden sollen. Doch zuvor wurde als nachstes die Beladungskapazitat fur die mit

PMeOx funktionalisierten Kerne untersucht.

3.3.3.7 Beladungskapazitat des PMeOx funktionalisierten PLcL und
MWPL

Im Vergleich zu den Phasentransfereigenschaften des PLcL-g-PBuOx, besitzt das
mit PMeOx gepfropfte PLcL-g-PMeOx den Vorteil, sowohl in CHCI3 als auch in
H,O loslich zu sein. Das bietet zusatzlich die Moglichkeit, hydrophobe
Komponenten (wie zum Beispiel Olrot) als Gast einzulagern. Neben dem durch
grafting-onto praparierten MWPL-g-PMeOx43 wurden dafir zwei verschiedene
PLcL-g-PMeOx mit 18 bzw. 35 Wiederholungseinheiten auf deren BK
charakterisiert. In Tab. 3.3.15 sind diese im Vergleich zu verschiedenen

funktionalisierten TPL dargestellt.
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Tab. 3.3.15: Beladungskapazitat von PLcL-g-PMeOx (mit PMeOx 1800 und 3140 g/mol,
65 kDa und 68 kDa) und MWPL-g-PMeOxs 4 (auf m PLcL oder (156 kDa)) im Vergleich zu
GHE-TPL (34 kDa), mPEGg100-TPL (78 kDa) und GHE5-PEGgs-TPL (73 kDa). Der BK
wurde als Mol Farbstoff/ Mol Trager bestimmt per UV/VIS. Der hdchste BK wird fett

hervorgehoben.
GHE5-
LM GHE- mPEGg1¢o- PEG..- MWPL-g- PLcL-g- PLclL-g-
TPL TPL TPE-" PMeOxs;; PMeOx;s PMeOxs;
CHCI; FINa 3,4 9,7 --- 2,74 (6,69) --- ---
H,O Olrot --- 0,0 0,15  0,05(0,12) 0,17 0,02
CHCI; Kongorot 0,02 0,3 --- 0,25 (0,61) 0,1 0,1

Es zeigt sich, dass flr beide Polymere mit PLcL-Kern (PLcL-g-PMeOx4s und
PLcL-g-PMeOxs 1) keine Fluorescein-Natrium-Einlagerung in CHCI; beobachtet
werden konnte. In das MWPL-g-PMeOx4 3 konnte mit einer BK von 2,74 ein fast
ahnlich groRer Anteil an Fluorescein-Natrium wie in das hyperverzweigte GHE-
TPL (BK = 3,4) eingekapselt werden. Erst das zu 100 % PEGylierte TPL Ubertrifft
diesen BK. Unter Beriicksichtigung des per 'H-NMR berechneten
Molekulargewichts von 156 kDa statt des Anteils an MWPL fur die
Beladungskapazitat, dbertrifft das MWPL-g-PMeOx, 3 mit 6,69 die BK des GHE-
TPL deutlich und erreicht fast den des 100% PEGylierten TPL (9,7).

In der Aufnahme von Kongorot in CHCI; Ubertreffen beide Polymere mit PLcL-
Kern (PLcL-g-PMeOx4 g und PLcL-g-PMeOx3 1) das GHE-TPL mit der gleichen BK
von 0,1. MWPL-g-PMeOx; 1 weist mit 0,25 einen deutlich hdhere BK als GHE-TPL
auf und erreicht damit fast den Wert des PEGylierten TPL (0,3). Bei dieser BK ist
nur der Anteil an MWPL beriicksichtigt worden. Unter Annahme des per 'H-NMR
berechneten Molekulargewichts von 156 kDa Ubertrifft das MWPL-g-PMeOx4 3 die
BK deutlich mit 0,61.

Bei der Einlagerung des hydrophoben Olrots in H,O Ubertrifit das MWPL-g-
PMeOxs 1 sogar beide mit 0,05. Nur GHE5-PEGgs-TPL, ein teil-PEGyliertes (85 %)
TPL, das zusatzlich zu 15 % mit GHE funktionalisiert wurde, Ubertrifft mit einer BK
von 0,15 diesen Wert. Hier wirde die BK mit einem Molekulargewicht von 156 kDa
0,12 betragen und fast den Wert des GHE15-PEGgs-TPL Ubertreffen. Diesen Wert
ubertrifft das PLcL-g-PMeOx4s mit einem Wert von 0,17 deutlich. Im Vergleich

dazu sinkt die Einlagerung des Olrots in das PLcL-g-PMeOxs 1 auf fast ein Zehntel
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mit 0,02 ab. Wie beim PLcL-g-PBuOx beobachtet, kbnnte dies an der Abnahme

des Grades an aufgepfropften PMeOx liegen.

Zusammenfassend konnte anhand der Beladungskapazitdt der mit PMeOx
funktionalisierten Kerne gezeigt werden, dass diese Funktionalisierung eine
Alternative zur PEGylierung darstellt und durch sie eine einfach durchfuhrbare
Alternative mit ahnlichen Beladungskapazitaten entwickelt wurde. Damit konnte
das Potential des PMeOx funktionalisierten PLcL- oder MWPL-Kern als

Nanocontainer in H,O oder CHCI; aufgezeigt werden.

3.3.3.8 Charakterisierung des Temperaturverhalten des GHE-MWPL,
des PLcL, PLcL-g-PBuOx_

Nachdem die Eignung der PLcL-g-PROx-Systeme (mit R = PBuOx und PPhOx)
als Nanocontainer gezeigt werden konnte, ist es notwendig das temperatur-
abhangige Verhalten dieser Systeme zu untersuchen. So soll gewahrleistet
werden, dass die PROx-Schalen aufgrund ihres Temperaturverhaltens zu
Temperatur getriggerter Freisetzung in der Lage sind. Deswegen wurde das
Temperaturverhalten der verschiedenen Core-Shell-Systeme GHE-MWPL, PLcL-
g-PBuOx,6 und PLclL-g-PPPhOxs;4 per Differential Scanning Kalorimetrie (engl.,
DSC) untersucht. Die Proben wurden zuerst in CHCI; geldst, dann getrocknet und

mit einer Temperaturrampe von 10 K/min gemessen.

Es zeigt sich, dass das GHE-MWPL einen Ty bei einer Temperatur von 16 °C
besitzt, siehe Abb. 3.3.39. Bei einer Temperatur von ca. 23 °C beginnt das GHE-
MWPL dann langsam aufzuschmelzen und es besitzt ein Schmelzpunkt (T,) bei
ca. 50 °C.
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Abb. 3.3.39: Temperaturverhalten des GHE-MWPL (33.1 kDa) nach Entfernen des

Lésungsmittels CHCI; per DSC mit einer Temperaturrampe von 10 K/min bestimmt.

Vergleicht man den T, der reinen Stearinsaure (69 °C) mit dem T,, des GHE-PL
(50 °C), so fallt auf, dass eine Absenkung des Schmelzpunktes eintritt. Die

Ursache hierfur kdnnte der verzweigte Charakter des MWPL sein.

Bei der Synthese des PLcL wurde beim Entfernen des Losungsmittels beobachtet,
dass das PLcL bei 40 °C als gummiartige Masse vorliegt und erst nach dem
Abkuhlen als amorphes, bruchiges rot-oranges Material vorliegt. Um zu
untersuchen inwieweit das PLcL ein etwaiges Temperaturverhalten des PLcL-g-
PBuOx,s Uberdecken konnte, wurde das Temperaturverhalten des PLcL
untersucht, siehe Abb. 3.3.40.
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Abb. 3.3.40: Temperaturverhalten des PLcL nach dem Entfernen des Ldsungsmittel

CHCI; per DSC mit einer Temperaturrampe von 10 K/min bestimmt.

Es zeigt sich, dass das Temperaturverhalten des PLcL nicht direkt eindeutig
charakterisierbar ist. Es ist nicht eindeutig, ob es sich bei den Ergebnissen der
Messung um verschiedene, hintereinander folgende Tgs handelt oder um die
Kombination aus verschiedenen T,s. Das Auftreten beider Ereignisse wurde das
Erweichen des PLcL bei ca. 40 °C erklaren. Zusatzlich wird ersichtlich, dass das
PLcL den T4 des PBuOx im PLcL-g-PBuOx, ¢ Uberdecken wird. Um zu bestimmen
ob es sich um Tgs, um Ts oder um eine Mischung beider handelt, wurde das

PLcL mit einer zweiten Messung untersucht, siehe Abb. 3.3.41.
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Abb. 3.3.41: Temperaturverhalten des PLcL nach dem Entfernen des Ldsungsmittel
CHCI; per DSC in einer zweiten Messung mit einer Temperaturrampe von 10 K/min

bestimmt.

Bei dieser Messung scheint es eher so, dass PLcL zwei verschiedene Tgs im
Bereich zwischen 10 °C und 40 °C, ca. bei 11 °C und 35 °C, besitzt, die
ineinander ubergehen. Definitiv kann aus dieser Messung keine Aussage getroffen

werden.

Um zu Uberpriufen, ob kristalline Anteile in der Probe vorliegen, die einen T
aufweisen wurden, wurde das PLcL per Weitwinkelrontgenstreuung (WAXS)
untersucht. Kristalline Anteile im PLcL wirden Beugungsreflexe erzeugen. Als
Ergebnis wurde fir das PLcL beobachtet, dass keine Beugungsreflexe erzeugt
werden konnten. Daher liegt die Probe amorph vor und bei der beobachteten

Erweichung kann es sich nicht um einen Schmelzpunkt handeln.

Um nun definitiv Tgs nachweisen zu konnen, wurde die Probe per thermisch
mechanischer  Analyse (TMA) untersucht. Per TMA koénnen die
Volumenanderungen von Materialien in Temperaturabhangigkeit detektiert
werden. Bei Vorliegen eines Tgs musste aufgrund des Anstiegs des freien
Volumens eine Volumenzunahme beobachtbar sein. Fur die Untersuchung wurde

aus PLcL unter Druck bei 50 °C eine Tablette gepresst. Diese Tablette wurde in
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die TMA eingespannt und die Veranderung des Durchmessers der verdichteten
Probe von ca. 600 ym Dicke bei einer Erwarmungsrate von 1 K/min vermessen.
Es wurde wahrend der Messung ein Druck von 0,05 N aufrechterhalten. In Abb.
3.3.42 ist die Veranderung des Volumens von PLcL gegen den Temperaturverlauf
abgebildet.
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Abb. 3.3.42: Gemessene Veranderung der Dicke der PLcL-Probe nach dem Entfernen
des Loésungsmittel CHCI; per TMA mit einer Erwarmungsrate von 1 K/min unter der

Belastung von 0,05 N/cm?.

Die Probe zeigt nicht die erwartete Zunahme des Durchmessers im Bereich von
10-40 °C, sondern stattdessen wird im Bereich von 10 °C eine Abnahme der Dicke
beobachtet. Da der T4 auch einen Erweichungspunkt darstellt, sinkt anscheinend
der Druck ausubende Stempel der TMA in der erweichten Probe ein. Bei ca. 28 °C
stoppt die Abnahme des Durchmessers und er nimmt bei ca. 34 °C kurzfristig
leicht zu, bevor er erneut abnimmt. Anscheinend befindet sich hier der vermutete,
zweite Tgy. Die durch ihn verursachte Erweichung der Probe resultiert in einem
weiteren Versinken des Stempels in der Probe. Wie sich durch die DSC
angedeutet hat, besitzt PLcL zwei Tgs bei ca. 11 °C und bei 34 °C.

In folge wurde nun das Temperaturverhalten des PLcL-g-PBuOx;,s untersucht. In
Abb. 3.3.43 zeigt sich, dass der PLcL-Anteil den Tg des PBuOx-Anteils Uberlagert
und nur der T, des PBuOx bei 142,5 °C beobachtet werden kann.
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Abb. 3.3.43: Temperaturverhalten des PLcL-g-PBuOx,¢ nach dem Entfernen des

Lésungsmittel CHCI; per DSC mit einer Aufheizrate von 10 K/min bestimmt.

Um zu Uberprifen, ob das PBuOx sich als Temperatur-sensitive Schale eignet,
wurde der Precursor, das reine PBuOx;6-OH, vermessen, siehe Abb. 3.3.44. Hier
zeigt sich, dass das PBuOx;6-OH einen T4 bei 17,24 °C besitzt. Ab einer
Temperatur von 113,5 °C beginnt das PBuOx aufzuschmelzen und der T, liegt bei
148,9 °C. Da in der Literatur?® eigentlich fur das PBuOx vor dem T, eine
Rekristallisation bei ca. 70 °C beschrieben wird, wurde die Messung des
PBuOx26-OH erneut durchgeflhrt (gestrichelte Linie in Abb. 3.3.44). Es zeigt sich,
dass im Verlauf der zweiten Messung zum einen der T4 Richtung 0 °C wandert
und zum anderen bei einer Temperatur von 73 °C ein Rekristallisationpeak auftritt.
Da die in der Literatur beschriebenen Proben durch Fallung gewonnen werden,
scheint es so, als ob bei der Praparation der Proben das langsame Entfernen des

Losungsmittels fur das beobachtete Temperaturverhalten verantwortlich ist.
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Abb. 3.3.44: Temperaturverhalten des reinen PBuOx,-OH per DSC mit einer Aufheizrate
von 10 K/min bestimmt. Der erste Run ist mit der gefullten Linie abgebildet, der zweite mit

einer gestrichelten.

PBuOx ist somit geeignet, um oberhalb von 18 °C als Temperatur-sensitive Schale
eingesetzt zu werden. Zuletzt wurde das Temperaturverhalten des PPhOx3; 1-OH
auf den in der Literatur beschriebenen T4 bei 107 °C hin untersucht®*”). In Abb.
3.3.45 ist das Temperaturverhalten des PPhOx;:-OH oberhalb von 40 °C
abgebildet. Ein Tgvon 107 °C wird fur das PPhOx3 1-OH nicht erhalten.
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Abb. 3.3.45: Temperaturverhalten des reinen PPhOx;.-OH per DSC mit einer

Temperaturrampe von 10 K/min bestimmt.

Neben einem T, bei 150 °C kann beobachtet werden, dass nach dem kompletten
Aufschmelzen des PPhOx;4-OH die Basislinie des Warmestroms tiefer liegt als
vor dem Tn. Es wird daher vermutet, dass der Ty in den Bereich des
Aufschmelzens gertckt ist und unterhalb des Schmelzpeaks flir eine Absenkung
der Basislinie des Warmestroms sorgt. Da der in der Literatur beschriebene T4 von
107 °C fur PPhOx mit 15 kDa bestimmt wurde, konnte das niedrigere

Molekulargewicht eine Ursache sein.

Nachdem die Bestimmung des Temperaturverhaltens von GHE-MWPL und PLcL-
g-PBuOx,s gezeigt hat, dass diese Core-Shell-Strukturen eine Temperatur
getriggerte  Freisetzung als Matrix gewahrleisten konnten, wurde ihr

Freisetzungsverhalten charakterisiert.

3.34 Freisetzung aus Temperatur-responsiven Core-Shell-Filmen

Das Temperaturverhalten des GHE-MWPL (T4 bei 16 °C und Ty, bei 50 °C) und
PLcL-g-PBuOx.6 (2 Tgs bei ca. 11 °C und 34 °C), welches per DSC bestimmt

werden konnte, zeigt, dass beide Systeme prinzipiell fur eine Temperatur-sensitive
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Freisetzung geeignet sind. Sie wurden deswegen auf ihre Freisetzung hin
untersucht. Da beim grafting-to die Kettenlange der Polyoxazolin-Schale variiert
werden kann, wurde aullerdem untersucht, inwieweit die Zunahme der
Kettenlange die Freisetzung aus PLcL-g-PBuOxs4 im Vergleich zu PLclL-g-
PBuOxz 6 verandert. Zudem wurde durch das Freisetzungsverhalten des PLcL-g-
PPhOxs ¢ untersucht, inwieweit eine im Messbereich nicht Temperatur-sensitive

Schale die Freisetzung beeinflusst.

Fur die Bestimmung der verschiedenen Freisetzungsprofile wurden Filme GHE-
MWPL, PLcL-g-PBuOx,6, PLcL-g-PBuOxs4 und PLcL-g-PPhOxs ¢ hergestellt.
Dafur wurden 50 mg der Farbstoffe Bismarckbraun Y * 2 HCI, Nilblau A und
Fluorescein-Natriumsalz in einer Losung von 100 mg des entsprechenden
Polymers in 1 ml CHCI; fur 24 h dispergiert. Die Wirkstoffe Acetylsalicylsaure und
Pyridoxin*HCI wurden nur in PLcL-g-PBuOx;6-LOsung dispergiert. AnschlieRend
wurde die Polymerldsung samt eingekapseltem Farbstoff/Wirkstoff vom
dispergierten Farbstoff abgetrennt (PTFE-Spritzenfilter 0,2 um). 1 ml der Lésung
wurde in ein Rollrandglas auf der Flache von 1,5 cm x 3,5 cm verteilt und das
Ldsungsmittel durch leichten Luftzug entfernt. Die Filme bedecken eine Flache

von 5,25 cm?und weisen eine Starke von ca. 173 ym auf, sieche Abb. 3.3.46.

PLcL/MWPL-Kern

Schale

Abb. 3.3.46: Schematische Darstellung einer Nanocontainer-Schicht wie sie zum Bsp.
durch das PLclL-g-PBuOx, vorliegt. Mit Phasenseparationen von 20 — 40 nm in AFM-
Aufnahmen ergeben sich 4325 — 2163 Schichten an Nanocontainern durch die gesamte
Dicke.

Die Freisetzung wurde bei verschiedenen Temperaturen untersucht, die fur die
Langzeitlagerung in der Kuhle (4 °C), fur die kurzeitige Lagerung vor Anwendung
bei Raumtemperatur (21 °C) sowie fir die Anwendung bei Kérpertemperatur (37
°C) interessant sind. Experimentell wurden die Filme mit 2 ml VE-H,O

uberschichtet und bei den entsprechenden Temperaturen leicht geschuttelt (125
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U/min). Der Uberstand (2 ml) wurde in Intervallen (1,5 h) entnommen, per UV/VIS
auf den Farbstoff/Wirkstoff-Gehalt hin untersucht und durch frisches Losungsmittel
ersetzt. Die Freisetzung wurde in Prozent des Gesamtfarbstoffs gegen die Zeit

aufgetragen und die Freisetzungsraten wurden nach Gleichung 3.3.6. bestimmt.

Gleichung 3.3.6: Formel nach der die Freisetzungsrate der verschiedenen Farbstoffe

bestimmt wurde.

. Molekiile Farbstoff
Freisetzungsrate = >
cm? x §
3.3.4.1 Freisetzung im Vergleich zu mikrowellenassistierten GHE-
Polylysine

Die erste Matrix, deren Freisetzung untersucht wurde, ist GHE-MWPL. Durch die
Funktionalisierung der Aminogruppen von MWPL mit Hexadecyl-Ketten, liegt ein
Core-Shell-System vor, dessen Fahigkeiten in der Einkapselung von antibak-
teriellen, nano-skaligen Silberpartikeln als Nanocontainer®'® bereits erfolgreich
gezeigt werden konnte. Zusatzlich konnte die Eignung des GHE-MWPL als
Freisetzungsbeschichtung indirekt durch kontrollierte Freisetzung des Silbers aus
GHE-TPL beschichteten Faden gezeigt werden'?'®!. Deshalb wurde untersucht, ob
das GHE-MWPL prinzipiell auch eine Temperatur getriggerte Freisetzung

aufweisen kann.

Entscheidend flir die Temperatur getriggerte Freisetzung ist ein
Temperaturverhalten, das die Diffusion des Gastmolekuls beeinflussen kann.
GHE-MWPL besitzt einen Ty bei 16 °C und einen T, bei 50 °C und weist damit ein
solches Temperaturverhalten auf. In Folge wurde daher die Freisetzung bei 4 °C,
21 °C und 37 °C fur die Farbstoffe Bismarckbraun Y, Nilblau A und Fluorescein-

Natrium charakterisiert.

Bei der Freisetzung aus den GHE-MWPL-Filmen zeigt sich, dass Bismarckbraun
Y (BBY) am starksten freigesetzt wird, siehe Abb. 3.3.47 Mit einer
Freisetzungsrate von 4.93*10%° Ns™'cm™ kdénnen 4,25 % des Farbstoffs bei 37 °C

in 15 h freigesetzt werden.



156 Ergebnisse & Diskussion

4,5

4,01 m 37°C =
] o 21°C m

3.5 o 4°C .

3,0

2,5 [ |

1,54
1,0 H

0,5 i
i O
0ol o 8 & S o ©

Bismarkbraun Y freigesetzt [%)]

t[h]

Abb. 3.3.47: Die Freisetzung des Bismarckbrauns Y * 2 HCI| wurde bei verschiedenen
Temperaturen aus GHE-MWPL-Filmen der Dicke von 173 uym via UV/Vis-Spektroskopie
des VE-Wassers bei A = 442 nm (egay = 19588 cm?mol) gemessen. Die Filme wurden
durch Trocknung des CHCI; der Farbstoff-gesattigten GHE-MWPL-L6sung (¢ = 100
mg/ml) hergestellt.

In Tab. 3.3.16 ist dargestellt, dass die Freisetzung bei 37 °C im Vergleich zu 21 °C
mit einer 8,2-fach schnelleren Rate und im Vergleich zu 4 °C einer 11,8-fach

schnelleren Rate stattfindet.

Tab. 3.3.16: Freisetzungsraten des Bismarckbraun aus GHE-MWPL der Dicke 173 um
detektiert bei A = 442 nm.

o . a Verhaltnis
T [°C] Freisetzungsrate 2u37°C
37 4,93*10%
21 6,05*10" 8,2
4 4,18*10"° 11,8

? Freisetzungsrate = Anzahl Molekiile/(s*cm?)

Wahrscheinlich kann das BBY aufgrund seiner schwach aciden Natur am besten
aus dem GHE-MWPL austreten. BBY besitzt als Hydrochlorid einen pKsvon 5 und
konnte die freien Aminogruppen im GHE-MWPL protonieren. Als Folge wirde das

BBY ungeladen aus dem Kern austreten.
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Im Vergleich dazu wurde das positiv geladene Nilblau A (1,2 %, 8 h) bei 37 °C
gehemmt freigesetzt, sieche Abb. 3.3.48. Zusatzlich wird deutlich, dass nach drei
Stunden die Freisetzung des Nilblau A bei 4 °C und 21 °C langsam abnimmt.
Anscheinend tritt am Anfang nur schwach in der Schale gebundenes Nilblau A

aus.
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Abb. 3.3.48: Die Freisetzung des Nilblau A bei verschiedenen Temperaturen aus GHE-
MWPL-Filmen der Dicke von 173 um wurde via UV/Vis-Spektroskopie des VE-Wassers
bei A = 635 nm (enga = 55743 cm?/mol) gemessen. Die Filme wurden durch Trocknung des
CHCI; der Farbstoff-gesattigten GHE-MWPL-L6sung (c = 100 mg/ml) hergestellt.

Um die Diffusion getrennt von solchen Effekten beobachten zu kdnnen, wurde
deswegen der GHE-MWPL-Film vor der Messung der Freisetzung mit VE-H,O
gespult. In Abb. 3.3.49 ist dargestellt wie die Diffusion nach der Konditionierung
ohne Verlangsamung der Diffusion ablauft. Das positiv geladene Nilblau A (1,2 %,
8 h) wird im Vergleich dazu mit einer Rate von 4.85*10""Ns'cm™ bei 37 °C
gehemmt freigesetzt, siehe Tab. 3.3.17. Das bedeutet im Vergleich zu 21 °C eine

11-fache Erhohung und zu 4 °C eine 7-fache Erhohung.
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Abb. 3.3.49: Die Freisetzung des Nilblau A bei verschiedenen Temperaturen aus GHE-
MWPL-Filmen der Dicke von 173 um wurde per UV/Vis-Spektroskopie des VE-Wassers
bei A = 635 nm (enga = 55743 cm?/mol) gemessen. Die Filme wurden durch Trocknung des
CHCI; der Farbstoff-gesattigten GHE-MWPL-L6sung (c = 100 mg/ml) hergestellt.

Die in Tab. 3.3.17 aufgefuhrten Raten zeigen, dass das Nilblau A im Vergleich zu
Bismarckbraun Y um ungefahr den Faktor 10 langsamer aus der GHE-MWPL-
Matrix austreten kann. Die Ursache kdnnte sein, dass Nilblau A im Gegensatz zu
Bismarckbraun Y permanent geladen vorliegt und daher nicht die positive Ladung
an die GHE-MWPL-Matrix durch Protonierung der Aminogruppen abgeben kann.

Tab. 3.3.17: Freisetzungsraten des Nilblau A aus GHE-MWPL der Dicke 173 um
detektiert bei A = 635 nm.

o . a Verhaltnis
T [°C] Freisetzungsrate 7u 37 °C
37 4,85*10"
21 4,38*10'® 11,1
4 6,86*10' 7,0

2 Freisetzungsrate = Anzahl Molekiile/(s*cm?)

Im Fall des Fluorescein-Natriumsalzes (Fluorescein-Na) kann der starkste Effekt
der temperaturabhangigen Retention im Freisetzungsprofil beobachtet werden,
siehe Abb. 3.3.50.
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Abb. 3.3.50: Die Freisetzungs des Fluorescein-Natriumsalzes wurde bei verschiedenen
Temperaturen aus GHE-MWPL-Filmen der Dicke von 173 um via UV/Vis-Spektroskopie
des VE-Wassers bei A = 491 nm (ggna = 93000 cm2/mol) gemessen. Die Filme wurden
durch Trocknung des CHCI; der Farbstoff-gesattigten GHE-MWPL-Lésung (¢ = 100
mg/ml) hergestellt.

Fluorescein-Na tritt in den ersten 24 h bei 37 °C mit einer Rate von 1.21*10"® Ns’
'em™? aus der Matrix aus. Das bedeutet eine 41-fach geringere Freisetzungsrate
verglichen mit Bismarckbraun Y. Die Freisetzung bei niedrigeren Temperaturen ist
noch starker reduziert. So konnte eine erste Freisetzung von Fluorescein-Na bei
21 °C nach Uber 20 h detektiert werden und fur messbare Werte bei Temperaturen
von 4 °C brauchte das Fluorescein-Na Uber 90 h. Hieraus ergibt sich die grofite
Beschleunigung der Freisetzung bei einer Erhohung der Temperatur auf 37 °C.
Die Rate steigt im Vergleich zu 4 °C bzw. 21 °C auf den 35-fachen bzw. 92 ,4-
fachen Wert, siehe Tab. 3.3.18.

Tab. 3.3.18: Freisetzungsraten des Fluorescein-Na aus GHE-MWPL der Dicke 173 ym
detektiert bei A = 491 nm.

o \ a Verhaltnis
T [°C] Freisetzungsrate 7u 37 °C
37 1,21*10"
21 3,46*10" 35
4 1,31*10" 92.4

2 Freisetzungsrate = Anzahl Molekiile/(s*cm?)
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Als Begrindung fir den starken Rickhalt des Fluorescein-Na wird angenommen,
dass Aminogruppen in der GHE-MWPL-Matrix teilweise protoniert vorliegen und
daher Anziehungskrafte zwischen dem  Fluorescein-Na und diesen
Ammoniumgruppen bestehen. Fir eine Freisetzung muss das so gebundene
Fluorescein-Anion entlang des MWPL-Kerns von einem protonierten Amin zum
anderen springen, um aus dem GHE-MWPL nach Passage der hydrophoben
Alkylschale auszutreten. Als Ergebnis tritt eine starke Abstufung der

Freisetzungsgeschwindigkeit in Abhangigkeit der Temperatur auf.

Die Temperatur getriggerte Freisetzung aus der GHE-MWPL-Matrix mit einem Ty
bei 16 °C konnte erfolgreich gezeigt werden. Je nach Wechselwirkung zwischen
Farbstoff und Matrix, ergeben sich dabei unterschiedliche Steigerungen der
Freisetzung. Die beste Retention bei abgesenkten Temperaturen zeigte das
Fluorescein-Natrium mit einer 35-fach bzw. 92-fach geringeren Freisetzung bei
21 °C bzw. 4 °C. Die Frage ist, inwieweit die gezeigten Effekte durch Austausch
der Hexadekyl-Kette als Schale durch Temperatur-sensitives PBuOx beeinflusst

werden konnen.

3.34.2 Freisetzung aus PLcL-g-PBuOx;¢

Nach der Freisetzung aus dem GHE-MWPL wurde die Temperatur getriggerte
Freisetzung aus dem PLcL-g-PBuOx,s untersucht. Im Gegensatz zum GHE-
MWPL, das durch die Hexadekyl-Schale hydrophobisiert vorliegt, ist das PLcL mit
einer Temperatur-sensitiven Schale aus PBuOxys funktionalisiert. Der
Funktionalisierungsgrad liegt jedoch deutlich unter dem des GHE-MWPL und
wurde per GPC auf ca. 13 PBuOx; s-Ketten pro PLcL-Kern abgeschatzt. PBuOx; 6
besitzt neben einen T4 bei 17,2 °C auch einen T, bei 149 °C. PBuOx,s weist
damit ahnlich dem GHE-MWPL ein Temperaturverhalten auf, das bei
Uberschreiten der Glasibergangstemperatur eine Absenkung der Barriere-
wirkung des hydrophoben PBuOx,;s durch eine grolRere Beweglichkeit der
Polymerketten bedeutet. In Folge wurde daher die Freisetzung bei 4 °C, 21 °C, 33
°C (als Zwischenschritt) und 37 °C fur die Farbstoffe Bismarckbraun Y, Nilblau A

und Fluorescein-Na charakterisiert.

Interessanterweise ist das Fluorescein-Na bei 37 °C der am starksten freigesetzte

Farbstoff mit einer Freisetzungsrate von 2,33*10'° Ns™'cm™, siehe Abb. 3.3.51 und
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Tab. 3.3.19. Wahrend dessen Freisetzung kann zu Beginn der ersten 24 h der
Freisetzung ein leicht angedeuteter ,,burst” beobachtet werden, der auch bei
vorherigem Waschen auftritt. Die Freisetzungsrate bei 37 °C wird im Vergleich zu
4 °C und 21 °C um das 5,8-fache bzw. 6-fache beschleunigt. Im Vergleich zu 33
°C zeigt Fluorescein-Na bei 37 °C noch eine 3,6-fache Beschleunigung der

Freisetzung.
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Abb. 3.3.51: Die Freisetzung des Fluorescein-Natrium wurde bei verschiedenen
Temperaturen aus PLclL-g-PBuOx,6-Filmen der Dicke von 173 um per UV/Vis-
Spektroskopie des VE-Wassers bei A = 491 nm (gpna = 93000 cm?/mol) gemessen. Die
Filme wurden durch Trocknung des CHCI; der Farbstoff-gesattigten PLcL-g-PBuOx; -
Lésung (c = 100 mg/ml) hergestellt.

Tab. 3.3.19: Freisetzungsraten des Fluorescein-Natrium aus PLcL-g-PBuOx,e-Filmen der
Dicke 173 pym detektiert bei A = 491 nm.

T[°C] Freisetzungsrate® V:Jga;torgs Freisetzungsrate®” V:Jg?,lt:‘és
37 2,33*10" 1,34*10™
33 6,45%10"® 3,6 4,67*10" 2,9
21 3,65*10" 6,4 1,74*10"® 7,7
4 4*10'8 5,8 n.b.

2 Freisetzungsrate = Anzahl Molekiile/(s*cm?)
® Freisetzungsrate in den zweiten 24 h.

In den zweiten 24h tritt der burst-Effekt nicht mehr auf. Die Freisetzungsraten

halbieren sich zwar im Wert, bleiben jedoch mit dem 2,9-fachen Wert im Vergleich
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zu 33 °C und dem 7,7-fachen Wert im Vergleich zu 21 °C im Verhaltnis zueinander
gleich, siehe Abb. 3.3.52 und Tab 3.3.19.
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Abb. 3.3.52: Die Freisetzung des Fluorescein-Natrium wurde bei verschiedenen
Temperaturen aus PLclL-g-PBuOx,e-Filmen der Dicke von 173 um via UV/Vis-
Spektroskopie des VE-Wassers bei A = 491 nm (gpna = 93000 cm?/mol) gemessen. Die
Filme wurden durch Trocknung des CHCI; der Farbstoff-gesattigten PLcL-g-PBuOx; -
Lésung (c = 100 mg/ml) hergestellt.

Da die gemessenen, diffundierten Konzentrationen an Fluorescein-Na in etwa
denen entsprechen, die von reinem PBuOx eingekapselt werden kénnen, wird
angenommen, dass die Freisetzung des Farbstoffs durch eine Diffusion des
Farbstoffs entlang der PBuOx-Ketten stattfindet. Bei 37 °C ware die Diffusion des
Fluorescein-Na dementsprechend durch eine hohere Beweglichkeit der Ketten

vereinfacht.

Im Vergleich zur Diffusion von Fluorescein-Na aus GHE-MWPL (1,21*10" Ns™'cm
%) liegt mit 2,33*10" Ns'cm? ca. die doppelte Freisetzungsrate vor. Die
Abstufungen zu den anderen Temperaturen sind schwacher ausgepragt. Wahrend
GHE-MWPL im Vergleich von 37 °C zu 21 °C die 35-fache Rate aufweist und zu
4 °C die 92-fache, liegt dieses Verhaltnis mit der 6,4-fachen bzw. 5,7-fachen

Diffusion beim PLcL-g-PBuOx,6 nicht mehr vor. Eine denkbare Erklarung ware,



Ergebnisse & Diskussion 163

dass der niedrigere Funktionalsierungsgrad fur eine schlechtere Barrierewirkung

sorgt.

Der Farbstoff Bismarckbraun Y konnte innerhalb von 4 Tagen nur zu 0,8 %
freigesetzt werden. Deswegen wurde dessen Profil hier nicht gezeigt. Die
Freisetzung von 0,8 % liegt unter der Menge die von reinem PBuOx in CHCI;
eingekapselt werden kann. Vermutlich bestehen zwischen der PBuOx-Schale und
dem BBY sehr starke Wechselwirkungen. In den weiteren
Freisetzungsexperimenten wurde deswegen auf den weiteren Einsatz des

Bismarckbrauns verzichtet.

Nilblau A wird prozentual zur Beladung schwacher als das Fluorescein-Na
freigesetzt (Abb. 3.3.53), obwohl die Freisetzungsrate bei 37 °C mit 2,54*10%° Ns
'cm™ (siehe Tab. 3.3.20) um den Faktor 10 groRer ist als fiir das Fluorescein-Na.
Im Vergleich zur Freisetzung bei 4 °C bedeutet dies eine 5,7-fache Steigerung, zu
21 °C eine 2,4-fache und zu 33 °C eine 2-fache Steigerung.
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Abb. 3.3.53: Die Freisetzung des Nilblau A wurde bei verschiedenen Temperaturen aus
PLcL-g-PBuOx,6-Filmen der Dicke von 173 um durch UV/Vis-Spektroskopie des VE-
Wassers bei A = 635 nm (enpa = 55743 cm2/mol) gemessen. Die Filme wurden durch
Trocknung des CHCI; der Farbstoff-gesattigten PLcL-g-PBuOx,s-Losung (¢ = 100 mg/ml)

hergestellt.



164 Ergebnisse & Diskussion

Tab. 3.3.20: Freisetzungsraten des Nilblau A aus PLcL-g-PBuOx,e-Filmen der Dicke 173
pm detektiert bei A = 635 nm.

o . a Verhiltnis . ab Verhaltnis
T [°C] Freisetzungsrate 7u 37 °C Freisetzungsrate 7u 37 °C
37 2,54*10% 1,02*10%°
33 1,27*10%° 2 4,97*10"° 2,1
21 1,06*10% 2.4 4,56*10"° 2,2
4 4,48*10"° 5,7 1,56*10"° 6,5

2 Freisetzungsrate = Anzahl Molekiile/(s*cm?)
® Freisetzungsrate in den zweiten 24 h.

Das Ergebnis bedeutet im Vergleich zur Freisetzung aus GHE-MWPL die 5-fache
Freisetzungsrate in den ersten 24 h. Anscheinend ist durch den schwacheren
Funktionalisierungsgrad des PLcL die Diffusion beschleunigt worden.
Interessanterweise finden sich beim Vergleich der Raten von 37 °C mit 4 °C mit
dem Faktor 5,7 (PLcL-g-PBuOx26) und dem Faktor 7 (GHE-MWPL) ahnliche
Abstufungen in der Freisetzung. Der geringere Funktionalsierungsgrad des PLcL
wirkt sich nicht so stark aus wie beim Fluorescein-Na, da Nilblau vermutlich als
Dimer mit doppeltem Molekulargewicht starker durch das PBuOx zurlickgehalten

wird.

Um auszuschlieen, dass es sich bei der beobachteten Diffusion hauptsachlich
um ein Herauslosen des Farbstoffs oder auch um eine durch Porenbildung
bedingte Freisetzung handelt, wurden nach der Diffusion des am starksten
freigesetzten Farbstoff Fluorescein-Natriumsalz aus einem PLcL-g-PBuOx;s-Film
nach der Trocknung AFM-Aufnahmen (siehe Abb. 3.3.54) gemacht. Es zeigt sich,
dass sich nach der Diffusion des Farbstoffs sich im Film keine Poren ausbilden.
Gleichzeitig wird auch deutlich, dass die zuvor beschriebene Phasenseparation
des PLcL-g-PBuOx; 6 in 20-40 nm grol’e Domanen beibehalten wird und durch die

Diffusion keine groere Anderung erfahrt.

Abb. 3.3.54: Oberflache eines Fluorescein-Na beladenen
B Films aus PLclL-g-PBuOx,s nach 4 Tagen Diffusion und
: " vollstandiger Trocknung vermessen per AFM (Phasenmodus).

- Der Bildausschnitt entspricht jeweils 2 um Gesamtbreite.
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Insgesamt konnte gezeigt werden, dass durch die Funktionalisierung des PLcL mit
dem Temperatur sensitiven PBuOx, ein Core-Shell Nanocontainer entsteht, der
durch die Variation der Temperatur gezielt zu unterschiedlichen Freisetzungen
getriggert werden kann. Es wird auch deutlich, dass der geringere
Funktionalisierungsgrad des PLcL eine starkere Freisetzung ermoglicht und bei
niedrigeren Temperaturen die Barrierewirkung der Schale reduziert. Im Anschluss
wird durch Verdopplung der Kettenlange des PBuOx auf 5600 g/mol der
Zusammenhang zwischen Dicke der temperatursensitiven Schale und der

Freisetzungsrate untersucht.

3.34.3 Freisetzung aus PLcL-g-PBuOxs 4

Um den Einfluss der PBuOx-Schale 2zu untersuchen, wurden die
Freisetzungsprofile des durch eine doppelt so lange PBuOx-Schale
funktionalisierten PLcL-g-PBuOxs ¢ untersucht. Aus den GPC Messungen wurde
fur das PLcL-g-PBuOxs.1 eine Funktionalisierung des PLcL mit 5 Ketten aus
PBuOxs.1 abgeschatzt. Dies stellt 38 % der Funktionalisierung des PLcL-g-
PBuOxy 6 dar. Fur die Untersuchung der Freisetzung wurden die Farbstoffe Nilblau
A und Fluorescein-Na bei 21 °C und 37 °C eingesetzt. Der Farbstoff
Bismarckbraun Y wurde nicht appliziert, da die Freisetzung aus PLcL-g-PBuOxz6

mit 0,8 % innerhalb von 4 Tagen zu stark Fehler behaftet ist.

Die Freisetzung des Nilblau A bei 37 °C, siehe Abb. 3.3.55, findet mit einer
Freisetzungsrate 2,4 *10%° Ns'cm™ statt (siehe Tab. 3.3.21). Dies bedeutet im
Verhaltnis zu 21 °C eine 3,1-fache Steigerung. Im Vergleich zu der Freisetzung
aus PLcL-g-PBuOxyzs (2,54*10%° Ns'ecm™, 37 °C) bedeutet das eine Steigerung
um 22 %. Gleichzeitig ist die Diffusion bei 21 °C stirker gehemmt (7,6*10' Ns’
'em™? statt 1,06*10%° Ns'em™ bei PLcL-g-PBuOXxy5).
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Abb. 3.3.55: Die Freisetzung des Nilblau A wurde bei verschiedenen Temperaturen aus
PLcL-g-PBuOxs ¢-Filmen der Dicke von 173 um durch UV/Vis-Spektroskopie des VE-
Wassers bei A = 635 nm (ggay = 55743 cm?/mol) gemessen. Die Filme wurden durch
Trocknung des CHCI; der Farbstoff-gesattigten PLcL-g-PBuOxs 4-Ldsung (¢ = 100 mg/ml)

hergestellt.
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Im Gegensatz dazu ist die Freisetzung des Fluorescein-Na, abgebildet in Abb.
3.3.56, aus dem PLcL-g-PBuOxs ¢ stark beeinflusst.
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Abb. 3.3.56: Die Freisetzung des Fluorescein-Natrium wurde bei verschiedenen
Temperaturen aus PLclL-g-PBuOxs4-Filmen der Dicke von 173 um via UV/Vis-
Spektroskopie des VE-Wassers bei A = 491 nm (egsy = 93000 cm?mol) bestimmt. Die
Filme wurden durch Trocknung des CHCI; der Farbstoff-gesattigten PLcL-g-PBuOxs ;-
Lésung (c = 100 mg/ml) hergestellt.

Tab. 3.3.21: Freisetzungsraten Nilblau A und Fluorescein-Natrium aus PLcL-g-PBuOxs 4-
Filmen der Dicke 173 pym detektiert bei A = 635 nm, bzw. A =491 nm.

Nilblau A Fluorescein-Na
o . a Verhaéltnis . a Verhaltnis
T [°C] Freisetzungsrate 7u 37 °C Freisetzungsrate 7u 37 °C
37 2,4 *10% 7,13*10"®
21 7,63*10" 3,1 9,25*10" 77

? Freisetzungsrate = Anzahl Molekdile/(s*cm?)

Es wird fiir das Fluorescein-Na eine Freisetzungsrate von 7,13*10'"® Ns™'cm™ bei
37 °C gefunden. Im Vergleich zu 21 °C (9,25*10" Ns'cm™, siehe Tab. 3.3.21)
bedeutet das eine Steigerung um den Faktor 7,7. Im Vergleich zur Diffusion aus
PLcL-g-PBuOx, s betragt die Rate der Freisetzung aus dem PLcL-g-PBuOxs 1 nur
ca. ein Viertel. Bei Temperaturerhdhung von 21 °C auf 37 °C tritt eine gesteigerte
Beschleunigung der Diffusion auf. Anscheinend wird die Diffusion des Fluorescein-

Na durch die dickere PBuOx-Schale starker reduziert als beim Nilblau A.
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Generell konnte bei der Freisetzung aus dem PLcL-g-PBuOxs4 trotz
abgeschatztem, geringerem Funktionalisierungsgrad keine Abnahme der
Temperatur-Sensitivitat der PBuOx-Schale aufgrund von Leaching beobachtet
werden. Im Gegenteil steigt fir das Nilblau A die temperaturabhangige Zunahme
der Freisetzung von 21 °C auf 37 °C bei ahnlichen Freisetzungsraten zu PLcL-g-
PBuOx.6. Fur die Freisetzung von Fluorescein-Natrium wird eine Reduktion der
Freisetzungsrate von ca. 75 % bei ahnlichen Temperatur-abhangigen Abstufungen
beobachtet. Als Schlussfolgerung konnte somit gezeigt werden, dass
Veranderungen der Freisetzungsraten aus PLcL-g-PBuOxs direkt mit den
unterschiedlichen Wechselwirkungen des entsprechenden Farbstoffs in
Verbindung stehen. Infolge dessen sollte als nachstes das Freisetzungsverhalten

von gering Temperatur-sensitiven Schalen untersucht werden.

3.344 Freisetzung aus dem PLcL-g-PPhOx; 4

Freisetzungsmatrices wie GHE-MWPL und PLcL-g-PBuOx,s weisen im
Temperaturbereich bis 37 °C eine Glasubergangstemperatur auf, die sich
erfolgreich flr die temperaturabhangige Freisetzung einsetzen lasst. PLclL-g-
PPhOxs 1 besitzt diese Eigenschaften nicht und wurde gezielt als Vergleich zu den
zuvor genannten Systemen ausgewahlt, da die PPhOx-Schale erst bei einer
Temperatur von 149 °C aufzuschmelzen beginnt. Laut GPC-Messungen in
DMF/LiBr sollte PLcL-g-PPhOxs4 um den PLcL-Kern 7 aufgepfropfte PPhOxs 1-
Ketten als nicht temperatursensitive, hydrophobe Schale um den amphiphilen

PLcL-Kern aufweisen.

Um ein Temperatur abhangiges Verhalten der PPhOx-Schale beweisen zu
konnen, wurden die Freisetzungsprofile von den beiden Farbstoffen Nilblau A und
Fluorescein-Na bei 37 °C und 21 °C gemessen. Generell lasst sich sagen, dass
die gemessenen Freisetzungen fur beide Farbstoffe nach 12 h bei 37 °C deutlich
niedriger ausfallen als bei temperatursensitiven Systemen mit PBuOx und GHE
funktionalisierten Schalen. Die Freisetzungsraten (siehe Tab. 3.3.22) bei 37 °C
liegen mit 1,3*10" Ns™'cm™ fiir Nilblau A und 1,71**10"" Ns'ecm™ fiir Fluorescein-
Natrium um das 13-fache bzw. 136-fache niedriger (Nilblau A 2,54*10%° Ns™'cm?,
bzw. Fluorescein-Na 2,33*10' Ns'ecm™) im Vergleich zu Freisetzung aus PLcL-g-
PBuOxzg.
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Tab. 3.3.22: Freisetzungsraten von Nilblau A und Fluorescein-Natrium aus PLcL-g-
PPhOx; 1-Filmen der Dicke 173 um detektiert bei A = 635 nm, bzw. A = 491 nm.

Nilblau A Fluorescein-Na
o . a Verhaltnis . a Verhaltnis
T [°C] Freisetzungsrate 7u 37 °C Freisetzungsrate 2u 37 °C
37 1,3*10" 1,71*10"
21 7,210 55 8,57*10° 2

2 Freisetzungsrate = Anzahl Molekiile (N) /(s*cm?)

Im Vergleich zu GHE-MWPL liegen die Freisetzungsraten bei 37 °C mit 1,3*10"°
Ns™'em™ fiir Nilblau A und 1,71*10"" Ns'ecm™ fiir Fluorescein-Natrium immer noch
um das 3,7-fache bzw. 71-fache niedriger (Nilblau A 4,85*10" Ns'cm?, bzw.

Fluorescein-Na 1,21*10" Ns™'cm™).

Die Ergebnisse im Vergleich zu GHE-MWPL bzw. PLcL-g-PBuOx,¢ zeigen, dass
durch den Einsatz einer nicht Temperatur-sensitiven Schale die Freisetzungsraten
um den Faktor 3,5 - 71 bzw. 13 - 136 niedriger ausfallen. Zusatzlich zur
Freisetzung der Farbstoffe wurden nachfolgend auch die von Modelwirkstoffen

untersucht.

3.345 Freisetzung von Acetylsalicylsaure und Pyridoxin*HCI aus
PLcL-g-PBuOx_

Fir die Anwendung als temperatursensitive Freisetzungsbeschichtung ist es
wichtig, dass aus dem PLcL-g-PBuOxzs medizinisch relevante Stoffe in
ausreichender Dosis freigesetzt werden konnen. Fur diesen Zweck wurde das
ASS als probates ,klassisches Schmerzmittel“ und das lebensnotwendige
Pyridoxin als gut verfligbare, nicht toxische Modelsubstanzen untersucht. Neben
der guten Verfugbarkeit wurden diese beiden Stoffe auch aus Grinden der
chemischen Struktur untersucht, die zwischen einer aromatischen Saure beim
ASS und einem Pyridiniumion beim Pyridoxin*HCI mit seinem protonierten

Pyridinstruktur variiert.

ASS st strukturell dem FNa ahnlich, nachdem es durch die restlichen freien
Aminogruppen des PLcL-Kerns deprotoniert wurde. Das Pyridoxin*HCI entspricht
im Aufbau dem NBA oder BBY. Beide Substanzen konnten mit BKs von 726 und

64 besser als die vergleichbaren Farbstoffe eingekapselt werden. Ein Grund far
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die allgemeine Erhdéhung der Inkorporation durfte in dem niedrigeren
Molekulargewichten zu suchen sein, die fur eine starkere ionische
Wechselwirkung der Molekule mit dem PLcL-Kern sorgen. Da jedoch eine
Halbierung der Molmasse fur deutlich mehr als eine Verdopplung des BK sorgt,
scheint auch die Struktur eine Rolle zu spielen. Bei ASS und Pyridoxin handelt es
sich um einen aromatischen Sechsring mit Nebengruppen. Die Farbstoffe
Fluorescein-Na und Nilblau A bestehen dagegen aus drei bzw. 4 kondensierten
Sechsringen. Da auch das Bismarckbraun Y aus Uber starre Azobindungen
verknUpfte Aromaten aufgebaut ist, scheint es plausibel, dass der grofRere

sterische Anspruch dieses Farbstoffes die Inkorporation reduziert.

In Abb. 3.3.57 ist die Freisetzung des ASS bei Raumtemperatur und 37 °C
dargestellt. Es zeigt sich das die Freisetzung des ASS bei 37 °C im Verhaltnis zu
21 °C 3,7-fach starker stattfindet. Innerhalb von 6 h kdnnen so ca. 25 % des

eingekapselten ASS freigesetzt werden. In Tab. 3.3.23 sind die Freisetzungsraten

aufgefihrt.
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Abb. 3.3.57: Die Freisetzung der Acetylsalicylsdure wurde bei verschiedenen
Temperaturen aus PLclL-g-PBuOx,e-Filmen der Dicke von 173 um via UV/Vis-
Spektroskopie des VE-Wassers bei A = 275 nm bestimmt. Die Filme wurden durch
Trocknung des CHCI; der ASS-gesattigten PLcL-g-PBuOx,s-Losung (¢ = 100 mg/ml)

hergestellt.
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Fir das ASS wird durch die Temperaturerhéhung von 21 °C auf 37 °C eine 3,4-
fache Beschleunigung (von 3.35*10%° auf 1,13*10%' Ns'cm™) der Freisetzung
beobachtet.

Tab. 3.3.23: Freisetzungsraten der Acetylsalicylsaure bzw. des Pyridoxin*HCI aus PLcL-
g-PBuOx, s-Filmen der Dicke 173 um detektiert bei A = 275 nm, bzw. A = 375 nm.

Acetylsalicylsaure Pyridoxin*HCI
o . a Verhiltnis . a Verhiltnis
T [°C] Freisetzungsrate 2u37°C Freisetzungsrate 2u37°C
37 1,13*10*’ 6,67*10"
21 3,35*10% 3,4 2,36*10"® 2,8

2 Freisetzungsrate = Anzahl Molekiile (N) /(s*cm?)

Die Freisetzung des Pyridoxin*HCI, siehe Abb. 3.3.58, findet mit insgesamt ca.
0,33 % freigesetztem Wirkstoff langsamer statt. Fur das Pyridoxin tritt durch die
Temperaturerh6hung von 21 °C auf 37 °C eine 2,8-fache Beschleunigung (von
2,36*10"® auf 6,67*10'® Ns'cm™, siehe Tab.3.3.23) der Freisetzung auf.
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Abb. 3.3.58: Die Freisetzung des Pyridoxin*HCI wurde bei verschiedenen Temperaturen
aus PLcL-g-PBuOx;e-Filmen der Dicke von 173 um via UV/Vis-Spektroskopie des VE-
Wassers bei A = 375 nm bestimmt. Die Filme wurden durch Trocknung des CHCI; der

Farbstoff-gesattigten PLcL-g-PBuOx;¢-Losung (c = 100 mg/ml) hergestellt.

Damit konnte auch erfolgreich die temperaturgetriggerte Beschleunigung der
Freisetzung der Modelwirkstoffe aus der PLcL-g-PBuOx; g-Matrix gezeigt werden.

Es zeigt sich, dass die PLcL-g-PBuOx,-Filme ein interessantes Material
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darstellen, welches aufgrund seiner schnellen und einfachen Synthese groRes
Potential fur den Einsatz in der temperatur-responsiven Beschichtung von

Oberflachen verspricht.
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4. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, verschiedene Materialien zu etablieren, die als
magnetisch oder thermisch kontrollierte Freisetzungsmatrix dienen konnen. Zum
einen sollten per photokatalysierter Suspensionspolymerisation magnetisch
abtrennbare APCN Mikropartikel synthetisiert werden, deren Einsatz als
Freisetzungssystem nach griindlicher Uberpriifung der Eigenschaften und
chemischen Zusammensetzung erprobt werden sollte. Zum anderen sollte die
Madglichkeit der magnetischen Schalbarkeit von Magnetit-haltigen Hydrogelen und
Magnetit-Pickeringemulsionen untersucht werden. Zusatzlich sollte die Art der
Verzweigung von per thermischer Polykondensation synthetisiertem Polylysin, per
Mikrowellen assistierter Polykondensation dargestelltem Polylysin und ebenso
dargestelltem Polylysin-co-leucin untersucht werden. Letzteres sollte zur
Darstellung von Core-Shell-Partikeln  durch  Aufpfropfen  verschiedener
Polyoxazolinen als Wirt-Gast-System zur Ausbildung von temperatursensitiven

Freisetzungsbeschichtungen eingesetzt werden.

4.1 Magnetisch steuerbare, amphiphile Polymerconetzwerkpartikel

Die Qualitdt des Magnetits konnte durch Ersetzen des Sulfat-Gegenions des
eingesetzten Eisensalzes durch Chlorid und Zugabe von Aceton wahrend der
Koprazipitation unter Gegenwart von Natriumoleat und Ammoniak verbessert
werden, sodass die Nanopartikel nicht mehr vom n-Heptan abgetrennt werden
konnten. Per TEM konnte die Grol3e der vorgefundenen Partikeldurchmesser auf
5-10 nm bestimmt werden im Gegensatz zu den 10-20 nm der bisherigen
Darstellungsmethode. Per photokatalysierter Suspensionspolymerisation konnten
magnetisch steuerbare APCN Mikropartikel mit 0,125 Gew. % Oleat-
beschichtetem Magnetit im zwei verschiedenen Ansatzen synthetisiert werden:
dem bisherigen Micro-Up und einem Planschliffreaktor Set-Up. 70 % dieser
Partikel konnten innerhalb von 2,5 min abgetrennt werden. REM Aufnahmen
zeigten, dass die APCN Mikropartikel beider Ansatze als glatte Kugeln vorlagen.
Im Gegensatz zu den Partikeln des Mikro Set-Ups (95% @ < 45 ym) lagen die
Partikeldurchmesser des Scale-Up per Lichtmikroskopie nur zu 75% unter 45 pm
vor und beinhalteten Durchmesser gréRer als 75 um. Im Durchschnitt liegen die

Partikel des Mikro Set-Ups mit einem Durchmesser von 42 £+ 20 ym und die des
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Reaktor Set-Ups mit 48 + 22 um vor. Beide liegen damit in ahnlicher Gréf3e und
Verteilung vor, auch wenn die Partikel des Reaktor Set-Ups einen ca. 8 ym
groReren Durchmesser als im Mikro Set-Up aufweisen. TEM-Untersuchungen
zeigten, dass durch den Einsatz des Magnetits mit kleineren Nanopartikeln (5 -
10 nm) die Verteilung des Magnetits gleichmaliger Gber die Partikel als maximal
30 x 30 nm (Mikro Set-Up) und 18 x 45 nm (Reaktor Set-Up) gro3e Agglomerate
vorlag. Untersuchungen der Phasenseparation per AFM ergaben fur beide
Systeme 18-30 nm groRe PDMS-Phasen die durch 3-6 nm breite PHEA-Stege
separiert werden, was einer Struktur von 40:60 APCNs (PHEA:PDMS)
entsprechen wurde. Die chemische Zusammensetzung beider Partikel konnte
jedoch per ATR, EA und TGA genauer untersucht werden, siehe Tab. 4.1.1. Es
zeigte sich, dass beide Set-Ups annahrend die anvisierte Zusammensetzung von
50 Gew. % PHEA produzieren kénnen. Fur 70 Gew. % PHEA wich der Mikro Set-

Up leicht nach unten ab.

Tab. 4.1.1: PHEA-Anteil der jeweiligen APCN Mikropartikel (in Gew. %) bestimmt per
ATR, EA und TGA.

50 Gew.% 70 Gew. %
Analytik Mikro Scale-Up Mikro Scale-Up
ATR 51,3+1,9 51,5+1,3 63,3+2,2 785+4,5
EA 49 49,3 66,8 69,2
TGA 51,2+ 1,1 46,8 + 1,1 68,2+3 70,8+ 1,8
%) 50,5 49,2 66,1 72,8

Die so erhaltenen APCN Mikropartikel mit homogener verteiltem Magnetit konnten
nicht schneller abgetrennt werden. Mit einer Dauer von 3 min fUr die magnetische
Abtrennung konnte im Vergleich zu vorangegangenen Arbeiten keine

Beschleunigung erzielt werden.

4.2 Magnetisch triggerbare Hydrogele & Pickering-Emulsionen

Ziel dieses Kapitels war es das hydrophobisierte Magnetit in Hydrogelen zu
dispergieren, um magnetisch triggerbare Hydrogele als neue Freisetzungsmatrix
zu entwickeln. Durch Anlegen eines magnetischen Feldes sollte die Uberfiihrung

des Hydrogels in das Sol erreicht werden.
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421 Magnetisch schaltbares OHD und BOLA

Durch die Zugabe des per Oleat stabilisierten Magnetits als Aceton-Dispersion
konnte ein Agglomerieren des Magnetits bei Entfernern des Losungsmittels nach
der direkten Zugabe der Dispersion auf OHD erfolgreich verhindert werden. Durch
Zugabe von VE-Wasser und nachfolgendem Erwarmen auf tber 60 °C konnten
OHD-Hydrogele mit 6 Gew. % OHD und 0,6 — 4,8 Gew. % Magnetit hergestellt
werden. Ab einer Menge von 50 mg (2,4 Gew. %) Magnetit konnte dabei eine
erste Reaktionen durch magnetische Triggerung beobachtet werden. Die Krafte
reichen jedoch nicht zur Uberfiihrung des Hydrogels zum Sol aus. Ab 75 (3,6
Gew. %) mg Magnetit kann eine magnetische Triggerung beobachtet werden.
Jedoch bildet sich nur anteilig ein Sol, sodass ein sehr langsames Zerflielken
eintritt. Ab 100 mg Magnetit (4,7 Gew. %) kann die komplette magnetische
Triggerung des Hydrogels zum Sol observiert werden. Nach 15 min hat sich das

komplette Hydrogel als OHD Sol abgetrennt.

Strukturell wurden fur das OHD nach Gefriertrocknung statt einer Wabenstruktur
per REM ,,gewellte Seitenwande oder Fachern* aufgrund des erhéhten Bedarfs
an OHD fur die Einlagerung des Magnetits gefunden. Die Wande verliefen in einen
Abstand von 4 - 10 ym zueinander und lagen damit in den Dimensionen der OHD
Hydrogele ohne Magnetit vor. Lediglich die Wandstarken variieren mit
Durchmessern zwischen 0,5 — 1,2 pym starker als bei Bieser et. al*’?1'"* |n der
energiedispersen Rontgenanalyse konnte die Verteilung des Magnetits innerhalb
und auf der OHD-Wandstruktur bestatigt werden. Die ausgeldsten Strukturen
konnten nicht gefriergetrocknet und damit auch nicht analysiert werden, da sie

aufgrund fehlender Stabilitat zerfielen.

Nach 12 h harteten die ausgel6sten OHD/Magnetit-Hydrogele ohne Sedimentation
des Magnetits wieder aus und konnten beliebig oft erneut ausgelost werden.
Strukturell bildeten sich aus den Bruchstucken groflere Waben (30-40 ym) aus. 2-
3 um grol3e Bruchstlicke lagen noch auf den Wanden vor und die Fernordnung
der Réhren ging verloren. Die gefundenen Wandstarken lagen mit Durchmessern

von 0,6-1,4 ym mit ahnlichen Werten vor.

Im Fall von BOLA (0,2 Gew. %) konnte das Magnetit (100 mg, 4,7 Gew.%) analog
nur in Mikrometer-Dimensionen durch Einsatz von Ultraschall und Vortex nach

dem Erwarmen auf ca. 60 °C suspendiert werden. Als Grund wurde angenommen,
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dass die BOLA-Molekile, die hydrophobisierten Magnetitnano-partikel im 2 nm
grolen hydrophoben Inneren nicht ausreichend stabilisieren konnen. Das BOLA
Hydrogel lies sich durch Anlegen eines Magnetfelds innerhalb von 10 s triggern
und zerfloss schlagartig als Sol. Die per REM nach Lyophilisation erhaltenen
Strukturen zeigten nur andeutungsweise Rdhren und Kanale mit Durchmessern
von 15-25 ym. Die Struktur der ausgelosten BOLA-Sole lie3 sich aufgrund
fehlender Stabilitat nicht analysieren. Nach 12 h gewannen die BOLA-Sole nur
Teilstabilitat zurtck, die sie selbst ausreichend genug stabilisierten, um
lyophilisiet zu werden. Ca. 300 nm groRen BOLA-Faden bildeten

dreidimensionale Netzwerke ohne Uberstruktur aus.

Es konnte somit gezeigt werden, dass durch Einsatz von OHD und BOLA eine
magnetische Triggerung des Gel-Sol-Ubergangs mehrfach bzw. einmalig méglich
ist. Insbesondere das BOLA bietet eventuell interessante Einsatzmdglichkeiten in
Kombination mit anderen Cotensiden wie zum Beispiel Disponil FES77, das als

ionische Komponente das Magnetit besser dispergieren konnte.

4.2.2 Magnetit-Pickeringemulsion

Formstabile Magnetit-Pickeringemulsion mit 79,2 Vol. % interner wassriger Phase
(3,5 ml VE-H,0, 83,1 Gew. %) konnte durch Dispergieren von 0,9 ml n-Heptan
(14,53 Gew. % / 20,4 Vol. %) und 100 mg Magnetit (2,37 Gew. % / 0,4 Vol. %)
hergestellt werden. Strukturell konnte per REM nach Trocknung an der Luft fur die
Magnetit-Pickeringemulsion gezeigt werden, dass die wassrige Phase grolitenteils
in 7 - 90 ym grolen Tropfen durch 1 - 3 ym dicke Magnetitwande stabilisiert
wurde. Durch Gefriertrocknung lieRen sich per REM nur Hohlrdume mit einem
Durchmesser von 57 pum bestatigen, was wiederrum auf die dunneren
Magnetitwande (eher 0,03 - 1 ym) und deren zu geringe Stabilisation fur den
Erhalt von groReren Hohlrdumen zurtuckgefuhrt wurde. Die gefundenen
spharischen Hohlraume waren durch Magnetitbricken untereinander verbunden.
Wurde die Magnetitmenge innerhalb der Wandstrukturen auf 4,64 Gew. %
verdoppelt, so traten glattere Wandstrukturen mit ahnlichen Wanddicken bis uber
1 uym auf. Es wird angenommen, dass Magnetit-Fraktale die Wande um das
eingeschlossene VE-Wasser aufbauen. Durch Zugabe von Oleat kdnnen die

Fraktale zerstort und die Magnetit Pickeringemulsion destabilisiert werden.
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Durch Anlegen eines magnetischen Feldes lied sich die Magnetit-
Pickeringemulsion innerhalb 1 s ausreichend deformieren, um nicht mehr
formstabil vorzuliegen. Im Gegensatz zu den Hydrogelen wurde die Stabilitat
jedoch wieder sofort zurlickgewonnen, da die Destabilisierung nur auf der
Deformation der Struktur und nicht auf dem Zerstéren beruhte. Messungen der
dynamischen Viskositat zeigten fur die Magnetit-Pickeringemulsionen Werte von
135 mPas, die wahrend der Messung auf 22 mPas abfielen. Es wurde
angenommen, dass ein stuckweises Zerstoren der Emulsion die Ursache dafur
darstellte, da die reinen Komponenten an sich wie VE-Wasser (1 mPas) und n-
Heptan (0,4 mPas) viel niedrigere dynamische Viskositaten besitzen. Auch konnte
gezeigt werden, dass zum Beispiel eine Substanz wie Honig, die mit 10* mPas
eine viel hohere dynamische Viskositat besitzt, sich nicht wie die Magnetit-
Pickeringemulsion  selbst  stabilisieren  kann.  Magnetisch  getriggerte
Freisetzungsversuche der Modelsubstanz Natrium-Fluorescein aus der
eingeschlossenen wassrigen Phase konnten nicht erfolgreich durchgefuhrt

werden.

Durch Uberfilhrung der Magnetit-Nanopartikel in ein 10:90 Gemisch aus
TEGDMA/BA konnte eine stabilisierte Pickering-Emulsion hergestellt werden, die
durch AIBN und APS initiiert zu PHIPEs mit 79,2 Vol. % interner Phase bei 65 °C
synthetisiert werden konnte. Nach Entfernen des Wassers konnte als Ergebnis der
Verdopplung des Phasen stabilisierenden Magnetits von 2,26 auf 4,52 Gew. %,
die Beeinflussung der Porengrdlie per REM beobachtet werden. Wahrend bei
einem Magnetitgehalt von 2,26 Gew. % 37 % der Poren grofRer als 100 pm und
immerhin 4 % der Poren groRer als 200 ym vorlagen, reduzierte sich die
PorengrofRe durch die Verdopplung des Magnetits. Es existierten nur noch 4 %
Hohlraume mit einem Durchmesser groRer als 100 pm. Ursachlich sorgte
wahrscheinlich die Stabilisation der Porenwande, die durch die Verdopplung des
Magnetits von 0,2 - 6 ym auf 2 - 10 ym anwachsen, fur die Reduzierung der

Porengrofe.

Durch die Darstellung von magnetitgestutzten Pickeringemulsionen konnten
hiermit zum ersten Mal mit Magnetit hoch gefullte PHIPE aus TEGDMA/BA
synthetisiert werden. Durch Verdopplung des Magnetitgehalts von 2,26 Gew. %
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auf 4,52 Gew. % konnte der Anteil der Hohlraume mit einem Durchmesser von

uber 100 pm im PHIPE um ein Drittel reduziert werden.

4.3 Amphiphile Core-Shell Partikel als Beschichtung fur Temperatur

responsive Freisetzung

Durch den Aufbau von Core-Shell-Partikeln basierend auf einem Polylysin oder
davon abgeleitetem Kern mit Polyoxazolin-Schale sollen Temperatur-responsive
Nanocontainer entworfen werden, die sich fur die thermisch induzierte Freisetzung

eignen.

431 Struktur von TPL, MWPL, PLcL

Zunachst konnte die Struktur des Kerns der Nanocontainer analysiert werden.
Durch die vergleichende Synthese wurde thermisches Polylysin TPL (per GPC:
Mn =10700 g/mol, PDI =1,91), welches innerhalb von 4 Tagen (2d 160 °C, 2d 120
°C) synthetisiert werden konnte und aus 78 Monomereinheiten besteht,
dargestellt. Weitere Polylysine konnten Mikrowellen assistiert aus reinem L-Lysin
(MWPL) und neutralisiertem L-Lysin*HCI (MWPLH) per Mikrowelle (°CEM) bei 200
°C innerhalb von 2,5 h (2,6 % der Synthesezeit des TPL) synthetisiert werden. Fur
MWPL konnte per GPC ein M, von 9200 g/mol (PDI = 1,74, ca. 69 Lysin-
Einheiten) und fur MWPLH ein M, von 8400 g/mol (PDI = 1,71, ca. 63 Lysin-
Einheiten) bestimmt werden. Damit wies MWPL eine um 1000 g/mol geringere
Molmasse auf als das TPL und wich kaum von der des MWPLH ab, weswegen
weiter nur das MWPL bertcksichtigt wurde. Per DLS wurde der hydrodynamische
Durchmesser (Dy) fur TPL auf 7,0 £ 1,1 nm und der von MWPL auf 5,9 £ 1,9 nm

bestimmt.

Es konnte fur den Verzweigungsgrad aller Systeme gezeigt werden, dass die
Analyse der durch thermische Hydrolyse mit TFA erhaltenen dinitrophenylierten
Produkte per HPLC (DB 0,32 fur TPL und 0,29 fur MWPL) auf einen niedrigeren
Verzweigungsgrad als 0,5 hinwiesen, da ein Teil der terminalen Gruppen zerfiel.
Dies wurde durch Vergleiche zwischen den Signalverhaltnissen der gebunden ¢-
NH,-Gruppen zu den ungebunden im 'H-NMR-Spektrum und HPLC-Elugramm

bewiesen. Deswegen wurde die Struktur von thermisch polymerisierten TPL und
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MWPL per Kombination von "H-NMR-Aufklarung in D,O bei pH = 2 und in CDsOD
untersucht und erfolgreich eine nicht destruktive Nachweismethode fur den
Verzweigungsgrad etabliert. Fur TPL ergibt sich ein DB von 0,54, der sich aus 22
terminalen (T), 21 dendritischen (D) und 35 linearen (L) Lysin-Einheiten berechnen
lasst. TPL liegt damit als hyperverzweigtes Polymer vor. MWPL besitzt mit einem
DB von 0,3 nur einen hoch verzweigten Charakter, der sichin 11 T, 10 D und 48 L
Lysineinheiten wiederspiegelt.

Durch manuelle Homogenisierung der Schmelze nach 15 min Mikrowellen-
assistierter Polymerisation von L-Lysin und L-Leucin konnte L-Leucin innerhalb
von 2,5 h bei 200 °C in das Copolymer Polylysin-co-leucin (PLcL) eingebaut
werden (60-63 % Ausbeute). Per 'H-NMR zeigte sich, dass die eingestellten
Verhaltnisse mit einer Genauigkeit von 1,2 Gew. % Abweichung synthetisiert
wurden. Bereits bei Einbau von 30 Gew. % L-Leucin wurde die 100 %-tige CHCls-
Léslichkeit erreicht. Durch Erhéhung des L-Leucingehalts von 31 auf 49,2 Gew. %
stieg die Loslichkeit in Toluol von 17 auf 30 % an. Das M, konnte weder per GPC
(Druckanstieg in DMF/CHCI3), SDS-Page (grof3e unldsliche Anteile) noch per DLS
(Rn 150 nm) exakt bestimmt werden. Untersuchungen des Molekulargewichts via
SDS-PAGE im Vergleich zu MWPL legen nahe, dass PLcL ebenfalls aus 10 kDa-
Struktureinheiten aufgebaut zu sein scheint und daher Molekulargewichte von 10-
150 kDa fur das PLcL vorliegen.

Per "H-NMR-Strukturanalyse in CDs0D konnte der Verzweigungsgrad auf ca. 0,28
abgeschatzt werden. Strukturell bedeutet das 8 terminale und 35 lineare
Lysineinheiten. Die Leucin-Einheiten liegen primar als Di- und Trimere an die
freien a-NH.-Gruppen der terminalen Lysine gebunden vor. In Tab. 4.3.1 zeigt
sich, dass PLcL (bei einem angenommenen M, von 10.000 g/mol) gute
Beladungskapazitaten fur verschieden geladene Farbstoffe zeigt und ohne
Modifizierung dem GHE-MWPL ahnliche oder hdéhere BKs aufweist.
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Tab. 4.3.1: Beladungskapazitadt von PLcL (Lysingehalt 69.9 Gew.%) im Vergleich zu
GHE-TPL und GHE-MWPL (Mol Farbstoff/ Mol Trager bestimmt per UV/VIS). Die

Konzentration des Farbstoffs im reinen CHCI; wird in mmol/L angegeben.

GHE- CHCI;

Farbstoff GHE-TPL MWPL PLcL [mmoliL]

Nilblau A (635 nm) --- 0,37 0,31 0
Fluorescein-Na-

triumsalz (491 nm) 3.4 0,07 0,05 0
Bismarck Braun Y

(442 nm) --- 0,12 0,63 0,001
Kongorot (515 nm) 0,02 0,014 0,026 0

4.3.2 PLcL-g-PROx und ihre Eigenschaften

Durch Mikrowellen assistierte Synthese konnten per Initiation durch Benzyltosylat
verschiedene PBuOxs (Mn= 2609 g/mol, PDI = 1,26 und Mn= 5130 g/mol, PDI =
1,19), PPhOx (Mn= 3092 g/mol, PDI = 1,45) und per Methyltosylat PMeOxs (Mn=
1800 g/mol, PDI = 1,31 und Mn= 3140 g/mol, PDI = 1,3) mittels lebender
kationischer Polymerisation synthetisiert werden. Die aktiven Kettenenden wurden
fur Grafting-to des PLcL zur Ausbildung von Core-Shell-Partikeln eingesetzt (24 h,
50 °C, 1,25 Aq. bezogen auf NH,-Gruppen) bis auf den Teil, der als Precursor fur
eine OH-Terminierung mit 0,5 M KOH/MeOH zwecks Analytik enthommen wurde
(siehe Mn und PDI oben). Zusatzlich wurde PMeOx4 3 per Grafting-onto mittels
Disuccinimidylcarbonat auf MWPL aufgepfropft (DM 49,3 % per 1H-NMR). Nach
Dialyse gegen Methanol (MWCO 2000 g/mol fir PLcL und 5000 g/mol fuir MWPL)

ergaben sich die in Tab. 4.3.2 dargestellte Anzahl an Armen.

Tab. 4.3.2: Graftcopolymere aufgeflihrt mit Anzahl der gebundenen PROx (Arme), dem
resultierenden Molekulargewicht und dem Modifizierungsgrad der Amine des PLcLs (DG).
Anzahl

Mn DG
Polymer gezsr%)é . g/mol]  [%]
PBuOx, 4 12,8 43397 25,1
PBuUOXs 4 5,0 35892 9,8
PPhOXx3 4 7,3 32965 14,3
PMeOx1 9 30,3 64524 594
PMeOx; 6 18,4 67619 36,1

MWPL-g-PMeOx4 3 34,5 156000 49,3

Bei der Beschichtung von Glimmeroberflachen durch Trocknung von CHCIs-

Ldsungen der verschiedenen Core-Shell-Systeme (¢ = 0,125 mg/mL) konnten per
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AFM die Ausbildung verschiedener Strukturen charakterisiert werden, siehe Abb.
4.3.1. Im Vergleich zu einem nicht kovalent gebundenen PLcL/PBuOx-Gemisch
(Abb. 4.3.1 links) konnte festgestellt werden, dass durch das Aufpfropfen des
PROxs phasenseparierte Strukturen auftreten. Die Strukturen variieren fir PLcL-g-
PBuOx,6 (Abb. 4.3.1 zweite von links; PBuOx-Phase dunkel und PLcL-Phase =
20-40 nm), PLcL-g-PBuOxs 1(Abb. 4.3.1 dritte von links PBuOx-Phase dunkel = 25
nm und PLcL-Phase hell = 18-40 nm) und MWPL-g-PMeOxs 1 (Abb. 4.3.1 rechts;
beide Phasen 7-15 nm, MWPL = hell).

R itle Y
SRF ¥ '

26.3° 22°

0.0 0.0

0.0 Phase 1.0 um 0.0 Phase 1.0 pm ) Phase 1.0 pm 0.0 Phase 500.0 nm

Abb. 4.3.1: AFM im Phasenmodus der PLcL/PBuOx-Mischung, des PLcL-g-PBuOx,¢, des
PLcL-g-PBuOxs 1 und des MWPL-g-PMeOxs 4 (von links nach rechts). Die entsprechenden
Oberflachen wurden durch Trocknung von 0,1 ml (¢ = 0,125 mg/ml) der Polymerlésung in
CHCI; auf Glimmer erhalten.

Zusatzlich zeigte sich, dass PLcL-g-PMeOx, g bei der Trocknung aus CHCI; stabile
Polymersome von 20 - 500 nm GroRRe ausbildete, wohingegen PLcL-g-PMeOx3 4
erst bei erhdhter Konzentration (0,25 mg/ml) 14 - 80 nm gro3e Polymersome
stabilisierte.

Durch die Ausbildung von Core-Shell-Systemen mit PLcL-Kern wurden die in Tab

4.3.3 aufgefuhrten BK s fur die Einlagerung von hydrophilen Farbstoffen in CHCI;
gefunden.

Tab. 4.3.3: Beladungskapazitat von PLcL-g-PBuOx, ¢ (43 kDa), PLcL-g-PBuOxs 4 (36 kDa)
und PLcL-g-PPhOx;4 (33 kDa) und einer Polymermischung von nicht kovalent
gebundenem PLcL und PBuOx,s-Precursor (Mol Farbstoff/ Mol Trager bestimmt per
UV/VIS).

Farbstoff/ PBuOx PL(iL' pLcL _ Mischung PL(iL' PL(iL'

Wirkstoff pur Bugxz_s PLcL/BuOx¢ Bugx5_1 Phgx3_1
Nilblau A 0,00008 16,44 0,31 0,89 9,9 1,13
Fluorescein Na 0,00007 0,7 0,05 0,22 0,32 0,23
Bismarckbraun Y 0,003 4,79 0,63 0,21 2,7 n.b.
Kongorot 0 0,34 0,026 n.b. 0,16 n.b.
ASS 0 726 n.b. n.b. n.b. n.b.

Pyridoxin 0 64,4 n.b. n.b. n.b. n.b.
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Durch Aufpfropfen des PBuOx auf das PLcL wird eine deutliche Steigerung der
BKs erreicht. Fur das PPhOx funktionalisierte PLcL wurden niedrigere BKs
beobachtet.

Neben der Einlagerung von hydrophilen Farbstoffen in CHCIs, konnten fur die
PMeOx funktionalisierten PLcL-g-PMeOx und MWPL-g-PMeOx auch BKs in

Wasser bestimmt werden, siehe Tab. 4.3.4.

Tab. 4.3.4: Beladungskapazitat von PLcL-g-PMeOx (mit PMeOx 1800 und 3140 g/mol, 65
kDa und 68 kDa) und MWPL-g-PMeOx; 1 (auf m PLcL oder (156 kDa)) im Vergleich zur
GHE-TPL (34 kDa), mPEGg100-TPL (78 kDa) und GHEs-PEGgs-TPL (73 kDa). Der BK
wurde als Mol Farbstoff/ Mol Trager per UV/VIS bestimmt. Der hdochste BK wird fett

hervorgehoben.

" GHE- mMPEGg:o- gggﬁj MWPL-g- PlLcL-g- PLcL-g-
TPL TPL TPI8_5 PMeOxs;; PMeOx;s PMeOx;
CHClI, FINa 3,4 9,7 2,74 (6,69)
H,O Olrot 0,0 0,15 0,05 (0,12) 0,17 0,02
CHCI; Kongorot 0,02 0,3 0,25 (0,61) 0,1 0,1
43.3 Temperatur-sensitive Freisetzung aus PLcL-g-PROx

Durch Analyse des Temperaturverhaltens mittels DSC wurde die Eignung des
GHE-MWPL und PLcL-g-PBuOx fur die Freisetzung bestatigt. Fur GHE-MWPL
konnte ein T4 bei einer Temperatur von 16 °C und ein T, bei ca. 50 °C detektiert
werden. Fur PLcL konnten Tgs bei einer Temperatur bei ca. 11 °C und 35 °C
durch Kombination von DSC, WAXS und TMA festgestellt werden. Fur PLcL-g-
PBuOx2¢ wird der Tgdes PBuOx vom PLcL uberlagert und nur der Ty, bei 142,5 °C
ist ersichtlich. Bei Messung des Precursors PBuOx-OH tritt ein T4 bei 17,2 °C auf.
Ein Rekristallisationspeak bei 73 °C erscheint erst im zweiten Messdurchlauf. Fur
PPhOx wurde nur ein Tr, bei 150 °C detektiert.

Durch UV/VIS Messungen konnte die Freisetzungsgeschwindigkeit der

Farbstoffe/Wirkstoffe aus der Polymermatrix bestimmt werden (Abb. 4.3.5).
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Abb. 4.3.5: Freisetzungsgeschwindigkeit bei 37 °C (Molekiile/Zeit*Oberflache [N/cm?*s])

aus den verschiedenen Polymerfimen wund der Erhéhung der Freisetzungs-

geschwindigkeit im Vergleich zu 21 °C (in Klammern).

PLcL-g- PLcL-g- PLcL-g-
GHE-MWPL  pBu0xse PBUOXs 1 PPhOXx
Fluorescein Na 1,21*10"(35)  2,33*10"°(6,4) 7,13*10"(7,7) 1,71*10"(2)
Bismarckbraun Y  4,93*10%(8,2) zu gering zu gering zu gering
Nilblau A 4,85*10"°(11,1) 2,54*10°(2,4) 2,4*10%°(3,1) 1,3*10"%(5,5)
* 21

Acetylsalicylsdure n.b. (1312) 10 n.b. n.b.
Pyridoxin*HCI n.b. 6,67*10'%(2,8) n.b. n.b.

Die hochste Steigerung der Freisetzungsgeschwindigkeit konnte fir das GHE-
MWPL beobachtet werden. Mit einer Erhdhung um das 8-35-fache konnten die
Farbstoffe aus GHE-MWPL bei 37 °C freigesetzt werden. Mit PLcL-g-PBuOxz¢
konnte ebenfalls die temperatursensitive Steigerung der Freisetzung erreicht
werden. Es zeigt eine 2-6-fache Steigerung bei groReren Freisetzungsraten. Das
Aminogruppen-haltige Bismarckbraun Y kann nicht ausreichend fir eine genaue
Bestimmung freigesetzt werden. Die jeweils schnellsten Freisetzungsraten von
Natrium-Fluorescein aus GHE-MWPL und PLcL-g-PBuOx;¢ sind in Abb. 4.3.2
dargestellt.
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Abb. 4.3.2: Erfolgreiche Freisetzung von Fluorescein-Natrium gemessen bei

verschiedenen Temperaturen aus GHE-MWPL (links) und PLcL-g-PBuOx,e-Filmen
(rechts) der Dicke von 173 pm durch UV/Vis-Spektroskopie des VE-Wassers bei A = 491
nm (€rna = 93000 cm?/mol).

Bei Verlangerung der PBuOx-Schale im Fall von PLcL-g-PBuOxs 1 kann flir das
anionische Natrium-Fluorescein eine Beschleunigung der Freisetzungsrate um
das 3,3-fache beobachtet werden. Gleichzeitig erhdht sich auch die Abstufung der

Freisetzung im Vergleich zu 21 °C von 6,4 auf 7,7. Flr den kationischen Farbstoff
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Nilblau A konnte jedoch nur ein schwacher Anstieg der Abstufung 2,4 auf 3,1 bei

nahezu gleicher Freisetzungsrate bestimmt werden.

Es konnte auRerdem gezeigt werden, dass der Austausch der temperatur-
sensitiven Schale durch PPhOx in einer deutlich geringeren Freisetzungsrate fur
Nilblau A und Natrium-Fluorescein resultiert. Diese werden um das 3,7-fache bzw.
71-fache langsamer im Vergleich zu GHE-MWPL und 13-fache bzw. 136-fache

langsamer im Vergleich zu PLcL-g-PBuOx; ¢ freigesetzt.

Zudem konnte durch Freisetzung der beiden Modellwirkstoffe Acetylsalicylsaure
ASS und Pyridoxin*HCI, siehe Abb. 4.3.3, erfolgreich gezeigt werden, dass die

temperatursensitive Freisetzung Potential flr therapeutische Einsatze zeigt.
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Abb. 4.3.3: Erfolgreiche Freisetzung von ASS und Pyridoxin*HCI aus PLcL-g-PBuOx; ¢-
Filmen der Dicke von 173 ym gemessen durch UV/Vis-Spektroskopie des VE-Wassers
bei A = 491 nm (grna = 93000 cm?/mol).
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5. Experimenteller Teil

5.1 Materialien

Alle Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich, Acros, ABCR und VWR in

grolstmoglicher Reinheit erworben. Deuterierte Losungsmittel wurden von Armar

Chemicals erworben. Alle Ausnahmen wurden unterhalb aufgefihrt.

a-Chymotrypsin
2-Butyl-1,3-oxazolin

2-Methyl-2-Oxazolin

2-Phenyl-1,3-oxazolin

Benzylbromid

Bismarck Braun Y
Fluorescein-Natriumsalz

Irgacure 184

Kongorot
L-Lysin
L-Leucin
Lutensol AT 25
Nilblau A

Olrot

PDMS; o(MA),

trockenes CHClI3

TMSOEA

E.C.3.4.21.1 (~ 70 U/mg) Sigma-Aldrich
synthetisiert nach Lambermont-Thijs®?"*!
2x destilliert (CaH,), gelagert (iber Molsieb (4 A) bei -20 °C.

1120-64-5 298 % Acros
2x destilliert (CaH,), gelagert (iber Molsieb (4 A) bei -20 °C.

7127-19-7 Acros
2x destilliert (CaH,), gelagert tiber Molsieb (4 A) bei -20 °C.

100-39-0 >99 % Acros

2x umkristallisiert in CHCI;

10114-58-6 Sigma-Aldrich
518-47-8 Sigma-Aldrich

1-(hydroxycyclohexyl)phenylmethanon
bereitgestellt von BASF SE

573-58-0 J.T.Baker
56-87-1 297 % SAFC
61-90-5 298 % Sigma-Aldrich
bereitgestellt von BASF SE

3625-57-8 Sigma-Aldrich
1320-06-5 Merck

a,w-Dimethacryloxypropylpolydimethylsiloxan
bereitgestellt durch Evonik Industries AG

getrocknet mit konz. H,SO,4, gesault Uber trockenem AlO;
und nachfolgender Destillation (> 1 ppm Wasser per Karl—
Fischer Titration) unter Argon tiber Molsieb gelagert (4 A).

2-(trimethylsilyloxy)ethylacrylat
synthetisiert®" und frisch destilliert vor dem Einsatz.
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5.2 Methoden
5.21 Atomrasterkraftmikroskopie (AFM)

Die Messungen der Partikel wurde mit einem Nanoscope Il (Digital Instruments)
bei Raumtemperatur ausgefuhrt. Als Cantilever wurde der Typus NCL-W
(Nanoprobes Inc.) eingesetzt. Vor der Vermessung wurden die Partikel mit
Methanol gewaschen. Die Partikel wurden sowohl im Hohenmodus als auch im
Tapping Modus analysiert. Fur die Polymerfilme wurden die Messungen mit einem
Veeco Dimension Icon AFM (Veeco Instruments) durchgefiihrt. Alle Messungen
wurden im Tapping Modus und Hohenmodus mit RTESP Kantilevern auf MICA-
Objekttragern durchgefuhrt.

5.2.2 Atomabsorptionsspektroskopie (AAS)

Die Messungen wurden mittels eines AAS Vario 6 (Analytik Jena AG)
durchgefuihrt. Die Proben wurden durch Auflésen der PHEA-/-PDMS Partikel in
kochendem Aqua Regia und der darauf folgenden Verdiunnung in deionisiertem

Wasser durchgefuhrt.

5.2.3 Fourier Transformierte Infrarotspektroskopie per Abge-
schwachte Totalreflexion (ATR-FTIR)

Die Messungen wurden mit einem Alpha FTIR Spektrometer (Bruker Corp.),
welches mit einer Diamant-Laserdiode ausgestattet ist, durchgefuhrt. Fur die
Probenvorbereitung wurden Filme im Vergleich zu gemodrserten Filmen und
Partikel gemessen. Als Auswertungssoftware wurde Opus 6.5 (Bruker Optic
GmbH) eingesetzt und erst nach erfolgter Basislinienkorrektur wurden die

Messergebnisse verwendet.

5.24 Dialyse

Zur Dialyse wurden ZelluTrans V Serie Cellulose-Schlauche mit einer mittleren
PorengroRe von 1 kDa der Firma Carl Roth verwendet. Alle 12 h wurde das
dementsprechende Losungsmittel gewechselt. Um die Membran auf nichtwassrige
Systeme zu konditionieren, wurde von einem 50:50 Gemisch ausgehend das

gewiunschte Losungsmittel alle halbe Stunde um 5 % erhdht.
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5.2.5 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Die Lichtstreuungsmessungen wurden an einem Zeatsizer Nano Serie der Firma
Malvern durchgefuhrt. Gemessen wurde je nach Probe in Wasser
(Brechungsindex: 1,333) oder Chloroform (Brechungsindex: 1,443). Die
Messtemperatur nach Equilibrierung betrug 25 °C. Vor der Messung in einer
quadratischen (1 * 1 cm) Glaskivette wurden die Proben durch PTFE-

Spritzenfilter von VWR mit 0,2 ym Porendurchmesser filtriert.

5.2.6 Elementaranalyse (EA)

Die Elementaranalyse wurde mit einem Leco CHNS-932 und O-Analysator VTF—
900 (Fa Leco) durchgefuhrt. Die Probe wurde auf der o.g. Mikrowaage in
Zinnkapseln (ca. 0,5 — 2,5 mg) eingewogen. Nach dem Verschliellen der
Zinnkapsel wurde die Probe so dem automatischen Probengeber zugefihrt und im
weiteren Verlauf in einem auf 1000 °C beheizten Oxidationsreaktor unter

Anwesenheit eines Katalysators im Sauerstoffstrom verbrannt.

Die Sauerstoffbestimmung erfolgte separat im VTF-900 Pyrolyseofen, der
unmittelbar neben dem Hauptgerat CHNS-932 aufgestellt und mit diesem
verbunden war. Die ebenfalls in Zinnkapseln eingewogenen Proben wurden Uber
den o.g. Probengeber in das auf 1350 °C aufgeheizte Pyrolyserohr eingebracht.
Der gebundene Sauerstoff wurde hier am Kohlekontakt zu CO umgewandelt,
welches dann im Oxidationsreaktor des Hauptgerates zu CO, aufoxidiert wurde.

Die weitere Bestimmung erfolgte dann in der 0.g. IR-Messzelle fur CO,.

5.2.7 Gaschromatographie (GC)

Gaschromatogramme mit unmittelbar anschlielender Massenspektroskopie
wurden an einem Clarus SQ 8 der Fa. Perkin-Elmer ausgeristet mit einem
Clarifi™-Detektor sowie einer SMARTsource™-lonenquelle gemessen. Die
Messungen wurden mit einer CP 9003 (Chrompack) unter Benutzung einer CP-
Sil-5 CB Saule (Varian) als reversed face Saulenmaterial durchgefuhrt. Als
Detektor wurde ein Flammenionisationsdetektor (FID) mit Stickstoff als Trager

eingesetzt.
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5.2.8 Gelpermeations-Chromatographie (GPC)

Die Messungen wurden mit einer Viscotek GPCMax, ausgestattet mit einem RI-
Detektor (55 °C) und Tosoh TSKgel GMHHR-M (5,0 um Poren, 2x + 1x Vorsaule)
Saulenset, durchgefihrt. Als  Flussmittel wurde aufgesalztes N,N-
Dimethylformamid (DMF + LiBr, 100 mmol) bei 60 °C und einer Flussrate von 0,70
mLemin—1 benutzt. Die Kalibrierung wurde mit Polystyrol-Standards (Viscotek)

vorgenommen.

5.2.9 Gefriertrocknung (GF)

Proben fur die Gefriertrocknung wurden in flussigem Stickstoff ca. 15 min lang
gefroren und dann an die Vakuumhahne einer Christ Gefriertrocknungsanlage

(Version Alpha 1.4) gehangt und im Hochvakuum flir 24 h getrocknet.

5.2.10 'H-Kernresonanzspektroskopie ('H-NMR)

Die verschiedenen Spektren wurden in CDClz, DMSO-ds, und CD3;OD mittels
eines Bruker DRX-400 Spektrometers mit einem 5 mm Probenkopf mit 400,13
MHz fiir "H-Messungen aufgenommen. Fiir die Messungen wurden in etwa 50 mg
der Proben eingewogen und in dem entsprechenden Losungsmittel gelost. Die
Spektrenauswertung erfolgte mit der Software 'D-NMR Manager des
Softwarepakets ACDLabs 7.0.

5.2.11 Hochdrucks-Fliissigkeits-Chromatographie (HPLC)

HPLC Messungen wurden mit einer VWR-Hitachi LaChrom Elite 2000 inklusive
eines analytischen DAD-Detektors (diode array detector L2455) unter
Zuhilfenahme von EZchrome Elite (Agilent) als Software durchgefihrt. Als
stationare Phase wurde eine LiChroCart 150-4.6 Saule (Merck) benutzt, die aus
Grinden der Temperaturkonstanz auf 30 °C getempert wurde. Die Messungen
wurden bei einem Fluss von 1 mL/min mit variierenden L&sungsmitteln
variierender Zusammensetzung von entgastem, zweifach destilliertem Wasser,
Acetonitril und einer 0,4 Gew. % TFA Ldésung in doppelt destilliertem Wasser
exerziert. Wahrend des gesamten Experiments wurde der Betrag an der 0,4
Gew.% TFA Ldsung konstant bei 1 Vol.% gehalten. Nach 5 Minuten Fluss mit 99
Vol.% Wasser und keinem Acetonitril, wurde der Acetonitril Betrag graduell auf 70

Vol.% innerhalb von 25 Minuten angehoben, was in einem Betrag von 29 Vol.%
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Wasser resultierte. Dann wurde das Acetonitril auf 99 Vol. % fur 5 Minuten
angehoben. In Folge wurde in einem 45 min Spulzyklus die Zusammensetzung
graduell wieder auf die Startbedingungen zurtckgefahren. Die Auswertung wurde
mit der Software Ezchrom Elite 2007 3.3.2 von Agilent durchgefihrt.

5.2.12 Lichtmikroskopie

Die Aufnahmen in der Lichtmikroskopie wurden im Durchlicht (Hellfeld) mit einem
Axioplan 2 imaging Mikroskop (Carl Zeiss AG) ausgerlstet mit einer
Framegrabber AxioCam HRc Kamera (Carl Zeiss AG) unter Zuhilfenahme der
Software Axio Vision 4.0 (Carl Zeiss AG) hergestellit.

5.2.13 Loslichkeitstest

Zur Bestimmung der prozentualen Ld&slichkeit der Polymerproben in
verschiedenen Lésungsmitteln (Wasser, Toluol, Chloroform) wurde eine Einwaage
von jeweils 10 mg Probe in einem GC-Glaschen mit je 1 mL des Losungsmittels
gegeben und durch Schutteln, Erwarmen und Ultraschall so gut wie moglich
geldst. Mittels einer 2 mL Spritze wurde die gesamte Losung durch einen PTFE-
Spritzenfilter (0,2 um) in ein vorher ausgewogenes leeres GC-Glaschen uberflhrt.
Dann wurde das jeweilige Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der verbliebene
Feststoffrlckstand, welcher zuvor in LOosung gegangen war, konnte Uber eine
Differenzwagung zum Leergewicht des GC-Glaschens ermittelt werden. Aus der

Ureinwaage ergab sich dann die prozentuale Loslichkeit.

5.2.14 Mikrowelle fur Synthesen

Die Mikrowellensynthesen wurden in einer ,,Monomode-Reaktor Mikrowelle” vom
Typ ,Discover® der Firma CEM mit Tefloneinsatz durchgefuhrt. Geregelt wurden
die Syntheseparameter durch ein selbst erstelltes Programm Uber die
angeschlossene Software Synergy in der Version 1,35. Als Spritzschutz fur die 50
mL Rundhalskolben wurden zwei Schliffibergangssticke (NS 29 auf NS 14,5 und
NS 14,5 auf NS 29) ineinander aufgesetzt

5.2.15 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

REM-Aufnahmen wurden an einem Hitachi S4500 Gerat im niedrig-kV

Aufnahmemodus mit einer Beschleunigungsspannung von 1 kV durchgefuhrt.
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5.2.16 Rontgenpulverdiffraktogramm (XRD)

Der Oleat-beschichteten Partikel wurde mit einem Stadi P Pulverdiffraktometer
(STOE & Cie GmbH, Darmstadt) ausgerustet mit eine Cu-Ka (Wellenlange 1,540
A) Strahlungsquelle aufgenommen. Die Proben wurden manuell gemdrsert und

das resultierende Pulver auf den Probenhalter per Klebeband fixiert.

5.2.17 SDS-PAGE

Fir die SDS-PAGE nach der Theorie von Laemmli¥*’¥ wurde eine
Gelelektrophorese-Kammer Modell P8PS von OWL (Rochester, NY) mit 10 x 10
cm Glasplatten und 1 mm dicken Spacern (zehn Taschen) verwendet. Die
Elektrophorese wurde mit einem 14 %igen Trenngel und 4 %igem Sammelgel
(Zusammensetzung nach Tab. unterhalb) durchgefihrt. Dabei wurden

Spannungen von 60 Volt im Sammelgel und 160 Volt im Trenngel angelegt.

2 Gele Trenngel (14% vernetzt) Sammelgel (4 % vern.)
Lower Tris, 4x 3,0 mL -
Upper Tris, 4x - 0,75 mL
Reinstwasser 4.8 mL 1,8 mL

Acrylamid/Bisacrylamid 4.2 mL 0.45 mL
40%
APS 30 yL 15 pL
TEMED 15 pL 6 pL

Das Lower Tris (181,7 g Tris-Base; 4,0 g SDS; ad 1,0 L Reinstwasser; pH mittels
HCl auf 8,8) und das Upper Tris (60,55 g Tris-Base; 4 g SDS; ad 1,0 L
Reinstwasser; pH mittels HCI auf 6,8) wurden bereits zuvor hergestellt und bis zur
Verwendung bei 4 °C im Kuhlschrank gelagert. Die benutzte Ammoniumperoxo-
disulfat-Lésung (APS) wurde aus 4 g Ammoniumperoxodisulfat und 10 ml
Reinstwasser hergestellt. Der verwendete Laufpuffer (30,2 g Tris-Base; 144,2 g
Glycin; 10 g SDS; ad 1,0 L Reinstwasser;) wurde vor Gebrauch 1:10 mit
Reinstwasser verdunnt. Zur Probenvorbereitung wurden jeweils ca. 30 mg des
Polymers mit ungefahr 60 mg SDS in 10 mL Wasser geldst. Anschlielend wurden
jeweils 12 pL der wassrigen Polymerldsung mit 12 yL Auftragspuffer/Farberlosung
(1,0 mL 1 M Tris-HCI (pH=6,8); 2,0 mL 2%ige SDS-Lésung; 20,0 mg
Bromphenolblau; 2,3 mL 87 %-ige Glycerinlésung; ad 8 mL Reinstwasser)
vermischt und in die Gel-Taschen geflllt. Zum Farben des Gels nach

durchlaufener Elektrophorese wurde eine Variante der Silberfarbung nach
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Heukeshoven®” verwendet. Nach der Entwicklung konnte die Gelschicht

vorsichtig zur spateren Auswertung eingescannt werden.

5.2.18 Thermogravimetrische Analyse (TGA)

Thermogravimetrische  Untersuchungen wurden an einem STA 409-
Thermogravimeter der Fa. Netzsch bei einer Heizrate von 10 Kmin™ und einer

Atmosphare aus synthetischer Luft durchgefuhrt.

5.2.19 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Die Aufnahmen wurden mit einem Zeiss LEO 912 Omega Mikroskope (Carl Zeiss
AG) erstellt. Im Element Specific Imaging Modus wurde die Magnetitverteilung in
den PHEA-/-PDMS Partikeln untersucht. Ultradiinne Proben wurden dafiir (70 nm
Durchmesser) per Ultramikrotom (Diamantklinge) erstellt und auf einem Kupfergrid

fixiert.

5.2.20 UV/VIS-Spektroskopie

Die Messungen wurden in dem Zweistrahlspektralphotometer SPECORD PC 210
(Analytik Jena AG) im Referenzmodus unter Zuhilfenahme eines Mikro-
Kavettenhalters (Analytik Jena AG) in Quarzglaskuvetten des Typs QS (Hellma
GmbH, Durchmesser 1 cm) vermessen und das entsprechende Losungsmittel als
Hintergrundmessung subtrahiert. Fur die Auswertung wurde die Software
WInASPECT®(] (Analytik Jena AG) eingesetzt.

5.3 Synthesen

5.3.1 Synthese APCN Mikropartikel

5.3.1.1 Synthese der hydrophoben Oleate-stabilisierten Magnetit-
Partikel

Die Synthese basiert auf einer Koprazipationsverfahren nacht’”"""?I bej dem Fe(ll)
and Fe(lll) Salze unter Ammoniakzugabe bei 80 °C in Gegenwart von Dekansaure
ausgefallt wurde. Fir diese Arbeit wurden 2 Anderungen vorgenommen: (1)
Anstatt von Dekansaure wurde Natriumoleat eingesetzt. (2) Das

Losunsmittelvolumen wurde vervierfacht.
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Zur Synthese von 1 g Magnetit (Fe3O4) wurde 0,86 g Fe(ll)Cl; * 4H,O und 1,4 g
wasserfreies Fe(lll)Clz in 200 mL deionisiertem Wasser unter Argon gelost. Die
Ldsung wurde auf 80 °C erhitzt und dann 0,7 g Natriumoleat sowie 20 mL Aceton
zugegeben. Mit der Zugabe von Ammoniak (35 mL, 28 Gew. %) unter starkem
Ruhren (2000 U/min) wurde das Produkt schlagartig ausgefallt. Innerhalb von 5
min wurde weiteres Natriumoleat (5 x 0,2 g) zugegeben. Nach 30 min wurde die
Reaktionsmischung auf Raumtemperatur abgekuhlt und die Suspension wurde
nach Zugabe eines Aceton/Methanol-Gemischs (300 mL, Verhaltnis 2:1)
magnetisch abgetrennt. Der schwarze Feststoff wurde mit demselben Gemisch
gewaschen (5 x 300 mL, Aceton/Methanol 2:1). Dann wurde der Magnetit in n-
Heptan (oder in Aceton) aufgenommen. Die Reinheit wurde per
Rc'jntgendiffraktogramm[276] sowie per Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
die Grolde der Partikel (4 — 20 nm) bestimmt.

5.3.1.2 Praparation der magnetischen, amphiphilen Mikropartikel im
Mikro Set-Up

Amphiphile, magnetische PHEA--PDMS Mikropartikel wurden in der modifizierten

Vorschrift von Savin et all''

prapariert. In einer UV-initiierten, freien
radikalischen, Suspensions-polymerisation in Phosphatpuffer (pH=7, 0,1 Mol) mit
1 Gew. % Lutensol AT 25 wurden die TMSOEA-/-PDMS-(MA), Mikrotropfen unter
magnetischem Ruhren polymerisiert. An drei Stellen wurde die Vorschrift
modifiziert: (1) Das magnetische Rihren wurde durch mechanisches Ruhren (Typ
Roti®-Speed-Riihrer, Cal Roth GmbH, Deutschland) ersetzt, um Agglomeration zu
vermeiden. (2) UV-polymerisation wurde mit anderer Leuchtquelle durchgefuhrt
(Ultra-Vitalux, Osram GmbH, Deutschland). (3) Die Emulgatormenge wurde
verdoppelt.

Mit den Modifikation ergab sich folgendes Procedere: Zu PDMS(MA), (50 Gew. %:
153 mg / 70 Gew. %: 247 mg) wurde 0,15 Gew. %-tige Magnetit-Dispersion (500
Mg Fe304, 0,125 Gew.%) in n-Heptan zugegeben und das Ldsungsmittel im
Vakuum entfernt. Dann wurde Irgacure 184 (10 mg, mol) und frisch destilliertes
TMSOEA (50 Gew. %: 247 mg / 70 Gew. %: 316 mg) zugegeben und per Vortex
gut vermischt (40 Hz, type Genius 3, IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Deutschland).
Die Monomermischung wurde in Phosphatpuffer (8 mL, 100 mM, pH = 7) mit
Lutensol AT 25 (80 mg, 0,1 Gew. %) durch 4 minutiges Dispergieren per Vortex
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mit 40 Hz suspendiert und fur 12 min unter Rihren mit 1000 U/min unter
Eiskuhlung photokatalytisch polymerisiert. Dann wurde die Suspension durch
magnetisches  Sedimentieren  innerhalb von 2,5 min  abgetrennt
(Permanentmagneten, Kombination von CSN32, CSN40 und FTN40, Webcraft
GmbH, Schweiz). Das Sediment wurde mit weiterem Phosphatpuffer gewaschen
(3x8 mL, 200 U/min) und dann Uber 4 Tage die Trimethylsilyl-Schutzgruppen in
einem Wasser/Methanol-Gemisch (1:1, 8 mL, taglich gewechselt) entfernt. Die

Partikel wurden dann getrocknet.

5.3.1.3 Praparation von magnetischen, amphiphilen Mikropartikeln im
Reaktor

Amphiphile magnetische PHEA-/-PDMS Mikropartikel wurden im Scale-Up durch
weiter Modifizierung der zuvor beschriebenen Methode synthetisiert:

(1) Mechanisches Ruhren wurde durch einen Flugelrihrer (JUCHHEIM
Laborgerate GmbH, Deutschland) erreicht. (2) Statt Rollrandglasern wurde ein
Planschliffreaktor ~ verwendet (500 ml). (3) Zusatzlich wurde die
Photopolymerisation mit 4 Leuchtstoffrohren initiiert (Typ LT 15 W/009 UV, Narwa
GmbH, Deutschland). Dementsprechend wurden andere Einwaagen verwendet:
PDMS(MA), (bei 50 Gew. % PHEA: 1,06 g / bei 70 Gew. % PHEA: 580 mg) und
3500 pL einer 0.15 Gew.%-igen Magnetitdispersion (1 mg/mL, 3,5 mg Fe3;Oy,
0,125 Gew. %) in n-Heptan zugegeben und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Dann wurde Irgacure 184 (70 mg) und frisch destilliertes TMSOEA (50%
PHEA: 1,73 g/ 70% PHEA: 2,21 g) ) zugegeben und per Vortex gut vermischt (40
Hz, type Genius 3, IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Deutschland). Die
Monomermischung wurde in Phosphatpuffer (26 mL, 100 mM, pH = 7) mit
Lutensol AT 25 (0,1 wt.%) gegeben und durch 4 minltiges Dispergieren per
Vortex mit 40 Hz suspendiert und flr 12 min unter Rihren mit 115 U/min mit
zusatzlichen Lutensol/Phosphatpuffer (30 mL 1 Gew. %)photokatalytisch

polymerisiert.

5.3.2 Magnetisch schaltbare Hydrogele & Pickering-Emulsionen zur

Darstellung von Polymeren mit hoher interner Phase

5.3.21 Synthese von 1-(2-n-Hexyl)-2-hydroxy-6-naphthalinsulfonsaure

Natriumsalz
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OHD wurde freundlicherweise von Herr Dr. Arno Bieser Dbereitgestellt. Im

Folgenden nun die Synthesevorschrift!"*4272:

_0
87
HCI, NaNO,, 5° C 0" 0 pNo' N oH
% N
N
. NaOH, 5° C
cl a O
_0
87 .
0770 \.*

In einem 50-ml-Einhalskolben wurde 2-Hexylanilin (6,2 g, 35 mmol) in verd. HCI
(7,8 ml konz. HCI mit 15 ml Wasser) geldst. Anschlielend wurde es in einem
Eisbad auf eine Temperatur von 5 °C abgekuhlt und eine wassrige Losung von
Natriumnitrit (2,42 g, 35 mmol in 5 ml Wasser) tropfenweise zugesetzt. Dabei ist
darauf zu achten, dass die Temperatur des Reaktionsgemisches zwischen 0 °C
und 5 °C liegt. Gegen Ende der Zugabe der Natriumnitrittdsung wurde regelmafig
mit lodidstarkepapier auf freie salpetrige Saure getestet. Die Zugabe der
Nitrittosung wurde beendet, sobald der Nachweis 5 Minuten nach deren Zugabe
noch positiv ausfallt. Die Diazoniumsalzlésung wurde anschlieend langsam einer
basischen Losung von 2-Naphthol-6-Sulfonsaure-Natriumsalz (8,64 g, 35 mmol)
mit Natriumhydroxid (4,00 g, 100 mmol) in Wasser (100 ml) bei einer Temperatur
zwischen 0 °C und 5 °C unter Rihren zugesetzt. Anschlieliend wurde flir weitere
60 Minuten bei dieser Temperatur gerthrt. Das Produkt wurde durch Zugabe von
Natriumchlorid (35 g) ausgesalzt, abgesaugt und das Retentat mit Eiswasser (100
ml) gewaschen. Das Rohprodukt wurde in Folgenden durch viermalige
Umkristallisation mit einer Mischung aus Ethanol/Methanol/Aceton/Wasser
(3:3:4:1,v:v:viv) gereinigt und als roter, kristalliner Feststoff erhalten. Ausbeute:
9,88 g, 65 % als roter Feststoff.

"H-NMR (300 MHz, d®>-DMSO), & (ppm) = 15,89 (s, 1H, OH), 8,52 (d, 1H, J = 8,56,
8-H), 8,09 (d, 1H, J=1,64, 5-H), 8,02 (d, 1H, J=9,39, 10-H), 7,88 (dd, 1H, J1=1,64,
J2=8.56, 7-H), 7,61-7,66 (m, 2H, 15-H, 16-H), 7,36-7,43 (m, 1H, 14-H), 7,15-7,17
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(m, 1H, 13-H), 6,95 (d, 1H, J=9,39, 9-H), 2,61 (t, 2H, J=7,61, 17-H), 1,52-1,64 (m,
2H, 18-H), 1,20-1,38 (m, 6H, 19-H, 20-H, 21-H), 0,81 (t, 3H, J=7,31, CH3).
3C-NMR (75,4 MHz, d®>-DMSO), & (ppm) = 168,02 (C-1), 145,27 (C-11), 145,13
(C-6), 144,20 (C-10), 139,73 (C-2), 132,63 (C-12), 129,54 (C-14), 129,04 (C-
5),128,36 (C-7), 126,90 (C-3), 126,48 (C-4), 125,61 (C-13), 123,96 (C-15), 120,80
(C-9), 118,98 (C-16), 116,33 (C-8), 34,88 (C-20), 31,02 (C-18), 30,66 (C-17),
28,25 (C-19), 22,00 (C-21), 13,84 (C-22).

IR (KBr) v ~ ( cm™) = 3426, 2946, 2920, 2858, 2361, 2326, 1611, 1506, 1384,
1218, 1157,21139, 1035, 991, 843, 773, 729, 694, 659, 651, 598, 520, 485.

EA Ber. fir CyoH23N2NaO4S: C: 60,82 %, H: 5,34 %, N: 6,45 %, S: 7,38 %; Gef.:
C: 60,53 %, H: 5,24 %, N: 6,38 %, S: 7,37 %.

Schmelzpunkt: 290 °C Zersetzung.

5.3.2.2 Synthese BOLA

Arborole wurden in einer 2-stufigen nukleophilen Substitutionsreaktion nach

Newkombe!**! erhalten und freundlicherweise von der Firma Henkel bereitgestellt.

Br EtOO0C
COOEt
COOEt
2 EtOOC\C'COOEt
+ COOEt
Na
DMF, 90° C
Br EtOO0C
COOEt
COOEt

In einem ersten Schritt wurde a,w-Dibromodekan (15 mmol) mit Triethyl-
methanetricarboxylat Natrium (33 mmol) in trockenem DMF (40 ml) bei 90 °C
innerhalb 24 h zum Hexaethylester umgesetzt. Die Lésung wurde mit VE-Wasser

(3 * 100 mL) und gesattigter NaHCO,-Lésung (2 * 100 mL) gewaschen und Uber
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MgSO, getrocknet. Nach Einengen im Vakuum und Destillation erhalt man das
Produkt (Ausbeute = 72-82%).

"H-NMR (300 MHz, d®-DMSO), 5 (ppm): 1,21 (tr., 6H, -CO-CH,, J = 7,1 Hz), 4,20
(., 9H, -COCH,-CHs, J=7,1Hz), 1,5 (s., 32H, -CH»-).

*C.NMR (75,4 MHz, d®~DMSO0), 5 (ppm): 14 ppm (-CH3), 33,5 (-Cquart-CHo.), 62 (-
O-CH?), 65,8 (Cquart.) und 168 (-C=0).

FT-IR: ca. 1740 cm™ (C=0), 1267 cm™ und 1223 cm™ (C-0).

OH
HO
COOEt Hoy 0, OhHH
EtOOC——COOEt NH %
NH
HO NH OH
3H2NJE\ o RCOH
OH HO OH
_—
H
HO 9
25° C, K,C0O;, DMSO o o
NH
EtOOC——COOEt o
COOEt HO NH
X"b ’)§\0H
o)
HO oo

Der Hexaethylester (2 mmol) wurde bei 25 °C mit einem 6-fachen Uberschuss an
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (12 mmol, TRIS) unter Anwesenheit von K,CO3
(13 mmol) in trockenem DMSO (10 ml) umgesetzt. Nach Filtrieren wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produkt wurde durch Fallen unter
langsamer Zugabe von Aceton zur dligen Flussigkeit als weilder Feststoff erhalten
(Ausbeute = 88-93 %).

"H-NMR(300 MHz, d®-DMSO0), & (ppm): 3,7 (bs, 36H, OH-CH. ), 1,5 (bs., 36H, -
CHy-), 5,2 (bs., 6H, -NH-CO-).

3C-NMR(75,4 MHz, d®-DMSO), & (ppm): 63,2 (OH-CH,), 64,8 (-NH-CO-)., 65,8
(Cquart) und 175 (-C=0).

FT-IR: ca. 3320 cm'1(O—H Bande, b); 2953, 2924, 2855 cm'1(C-H Banden); 1651
cm™, 1628 cm™ (Amidbanden).
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5.3.2.3 Praparation der Aceton-basierten Magnetitdispersion

Das Magnetit der nach Kapitel 5.3.1.1 hergestellten Magnetitdispersion in n-
Heptan wurde mittels Magneten abgetrennt. Der Losungsmitteliberstand wurde
vorsichtig abgetrennt und das Oleat beschichtete Magnetit mit trockenem Aceton
(Uber AlO3; getrocknet) drei mal gespult und dann auf die Konzentration ¢ = 111,11

mg/ml verduinnt. Die Dispersion wurde unter Argon gelagert.

5.3.24 Praparation von Magnetit-haltigem OHD-Hydrogel

Far die Herstellung des Magnetit-haltigen OHD-Hydrogels wurden 120 mg des in
Kapitel 5.3.2.1 OHD (6 Gew. %) in ein Schnappdeckelglas gegeben und 0,9 ml
der Magnetitdispersion (100 mg) nach kurzem Schutteln auf das OHD gegeben.
Nach Entfernen des Acetons im Vakuum wurde das OHD/Magnetit mit 1,88 ml
Wasser uberdeckt und unter Schutteln auf 80 °C erhitzt. Nach dem vollstandigen
Ldsen wurde das Glaschen verschlossen und langsam auf Raumtemperatur 12 h
abgekduhlt.

5.3.2.5 Praparation von Magnetit-haltigem BOLA-Hydrogel

FUr die Herstellung des Magnetit-haltigen BOLA-Hydrogels wurden 4 mg des in
Kapitel 5.3.2.2 beschriebenem BOLA (0,2 Gew. %) in ein Schnappdeckelglas
gegeben und 0,9 ml der Magnetitdispersion (100 mg) nach kurzem Schutteln auf
das BOLA gegeben. Nach Entfernen des Acetons im Vakuum wurde das
BOLA/Magnetit mit 2 ml Wasser uberdeckt und unter Schutteln auf 80 °C erhitzt.
Nach dem vollstandigen Losen wurde das Glaschen verschlossen und 6 h
langsam auf Raumtemperatur abgekuhlt. Das sedimentierte Magnetit wurde durch
vorsichtiges Schuitteln im ausgefestigtem BOLA-Hydrogel verteilt und das
Hydrogel gelierte Uber 6 h bei 4 °C.

5.3.2.6 Xerogele

Fir die Herstellung der Xerogele wurden die gedffneten Rollrandglaser mit 2 ml
OHD/BOLA-Hydrogel ztgig in flissigen Stickstoff getaucht und dort fir ca. 15 min
aufbewahrt. Dann wurden sie entnommen und in einen 50 ml Einhalsrundkolben
transferiert. Dieser wurde unmittelbar an den Hahn der Gefriertrocknungsanlage

angeschlossen. Nach ca. 48 h wurden die Proben abgenommen und vermessen.
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5.3.2.7 Magnetit-Pickeringemulsion

FUr die Pickeringemulsionen wurden zu 3,5 ml VE-Wasser 0,9 ml n-Heptan einer
Magnetit-Suspension der Konzentration ¢ = 111,11 mg/ml (100 mg Magnetit)
zugegeben. Fur groBere Mengen Magnetit wurde die Suspension fast bis zur
Trockenheit eingeengt und dann auf 0,9 ml n-Heptan verdunnt. Vor Zugabe wurde
das die Suspension kurz durch Schitteln homogenisiert, um das sedimentierte
Magnetit zu dispergieren. Nach der Zugabe wurde die Pickeringemulsion durch

starkes schutteln per Vortex (40 Hz, ca. 3-4 min) prapariert.

5.3.2.8 PHIPE aus Magnetit Pickeringemulsion

Fir die der PHIPE Herstellung vorhergehende Darstellung der Pickeringemulsion
wurde 0,1 ml Triethyleneglykoldimethacrylat (TEGDMA) in ein Rollrandglas
gegeben und mit 0,9 ml, bzw. 1,8 ml (100 bzw. 200 mg Magnetit) der Magnetit-
Dispersion in Aceton versetzt. Nachdem im Vakuum das Aceton entfernt wurde,
wurden 0,8 ml n-Butylacrylat (BA) zu der Magnetitdispersion gegeben. Als
nachstes wurde die Monomermischung mit 50 mg 2,2"-Azobis(2-methylpropionitril)
AIBN versetzt. Fur das Erstellen der Pickeringemulsionen wurden nun 3,5 ml VE-
Wasser zur BA/TEGDMA/Magnetit-Dispersion addiert. Die Suspension wurde
durch starkes Schutteln per Vortex (40 Hz, ca. 3-4 min) prapariert. Um die
Reaktion zu starten, wurden 20 mg Ammoniumperoxodisulfat (APDS) in 200 ul
VE-Wasser zugegeben und durch Dispergieren per Vortex in der wassrigen Phase
verteilt. Die Probe wurde dann 24 h auf 65 °C erhitzt und dann fur weitere

Untersuchungen getrocknet.

5.3.3 Synthesen PLcL

5.3.31 Synthese von thermischen Polylysin (TPL)

L-lysine Hydrochlorid (200 g, 1,1 mol) wurde mit einer Ldésung von
Natriumhydroxid (44 g, 1,1 mol) in 60 mL VE-Wasser versetzt. Die Mischung
wurde 2 Tage bei 160 °C geruhrt und dann 2 Tage bei 120 °C getempert. Nach 24
h wurde das Wasser aus der Reaktionsmischung durch Spuilen mit Stickstoff fur 2
min bei einem Druck von 0,15 bar entfernt (Innerhalb von 24 h: die ersten 10 h 9

Mal Spilen, dann 14 h ohne Spulen). Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur
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wurde das Rohprodukt in VE-Wasser (30 mL) geldst. Die Lésung wurde 48 h
gegen Wasser dialysiert und lyophilisiert (Ausbeute: 9,8 g, 7 %).

'"H-NMR Spektrum (D-O, pH 10), & (ppm) = 1,2-1,8 (m, 6,00 H, CP-H,, C¥-H, und
C®-H,), 2,2 (m, 0,06 H, C®-H,), 2,5-2,7 (m, 0,80 H, HoN-C*-H>), 3,0-3,2 (m, 1,20 H,
(O=)CNH-C*-H,), 3,2-3,4 (m, 0,60 1 H, HoN-C°%-H), 4,1-4,3 (m, 0,37 H, (O=)CNH-
C%H).

"H-NMR Spektrum (D,0, pH 2), & (ppm) = 1,2-1,8 (m, 6,00 H, CP-, C'- and C®-H.),
2,2 (m, 0,06 H, C%H,), 2,9-3,0 (m, 0,80 H, HsN*-C*H,), 3,0-3,3 (m, 1,20 H,
(O=C)NH-C*-H,), 3,6-3,8 (m, 0,60 H, HsN*-C®-H), 4,0-4,3 (m, 0,37 H, (O=)CNH-
CH).

"H-NMR Spektrum (CD;0D), & (ppm) = 1,3-2,0 (m, 6,00 H, CP-, C¥- and C%-H.,),
2,2 (m, 0,15 H, C%Hy), 2,7-2,9 (m, 0,73 H, HoN-C*-H,, terminal and a-linear), 3,0-
3,6 (m, LSM, (O=C)NH-C*-H,, dendritisch and &-linear, H,N-C°-H, terminal and -
linear), 3,9-4,1 (m, 0,13 H, (O=)CNH-C®-H, a-linear), 4,2-4,4 (m, 0,27 H, (O=)CNH-
C-H, dendritisch).

FTIR: (cm™) = 3270 s (N-H v Amid, NH, v), 3068 m (CH, v), 2932 s (CH,, CH v),
2861 s (CH, v, CH v), 1639 s (CO v), 1530 s (NH &, NH, &, -N-CO v), 1438 m (C-N
v Amid), 1365 m, 1304 w, 1228 w, 900 w, 610 w.

5.3.3.2 Mikrowellen-assistierte Synthese von Polylysin

L-lysin (3 g, 21 mmol) wurde in 10 mL VE-Wasser gelost. Die Mischung wurde
durch Mikrowellen induziertes Heizen bei 200 °C fur 2,5 h (durch Labmate
Discover ® CEM)?" polymerisiert. Nachdem das VE-Wasser bei 125 °C entfernt
wurde, stieg die Temperatur auf 200 °C, was zu einer Reduktion der
eingestrahlten Energie von 200 W zu 35 W unter aktiver Luftkihlung
(dynamisches Programm) fuhrte. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde
das Rohprodukt in 15 mL VE-Wasser gelost und die Losung gegen Wasser flr 48
h dialysiert. Das Produkt wurde lyophilisiert (Ausbeute: 1,2 g, 46 %).
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Die "H-NMR-Signale und Banden des FTIR-Spektrums entsprechen denen des
konventionell per thermischer Polymerisation dargestelltem TPL.

5.3.3.3 Synthese von 24-dinitrophenyliertes  Polylysin  (DNP-
TPL/MWPL)

Beispiel fur Dinitrophenylierung von TPL/MWPL. TPL (270 mg, 2,11 mmol NH-
Gruppen, 1,0 &q.) wurde in 25 mL wassriger 1,2 M NaHCO3; Losung geldst.
Danach wurde 1-Fluor-2,4-dinitrobenol (FDNP, 1,0 mL, 1,52 g, 8,17 mmol, 3,9 &aq.)
in 25 mL Ethanol hinzugegeben und die Suspension wurde bei 40 °C fur 24 h
geruhrt. Nach dem Abkuhlen wurde die Reaktionsmischung in 250 ml
deionisiertem Wasser aufgenommen. Uberschiissiges DNP wurde in Diethylether
(5 x 150 mL) extrahiert und die Suspension filtriert. Der Feststoff, 2, 4, 6-
dinitrophenyliertes TPL/MWPL, wurde durch Wasser und Diethylether gewaschen

und getrocknet.

"H-NMR Spektrum (DMSO-d®), & (ppm) = 1,0-2,2 (m, 6,00 H, CP-, C'- and C%-H.),
3,06 (m, (O=C)NH-C*-H,, dendritisch und e-linear; 2H, e-NH(DNP)-CH>-), 4,0-4,6
(m, 1 H, (O=)CNH-C®-H, dendritisch; 1H, a-NH(DNP)-CH-), 7,0 (m, 1 H, DNP), 8,2
(m, 1 H, DNP), 8,8 (m, 1 H, DNP und m, 1 H, -NH-DNP).

5.3.34 Synthese von Di-2,4-Dinitrophenyliertem Lysin (di-DNPL)

Die Synthese wurde analog der oben beschriebenen Synthese durchgefuhrt. Die
Aufreinigung wurde per Saulenchromatographie durchgefihrt. Erst wurde daflr
die Verunreinigen in EE (100 %) abgetrennt und dann durch Waschen mit einer 1

Vol. %-tige Losung von HCI in EE das erwlnschte di-DNP-Lysine erhalten.

"H-NMR Spektrum (DMSO-d®), & (ppm) = 1,42 (m, 2 H), 1,64 (m, 2 H), 1,99 (m, 2
H), 3,46 (m, 2 H, e-NHR-CH,-), 4,71 (m, 1 H, a-NHR-CH-), 7,21 (m, 1 H, DNP), 8,2
(m, 1 H, DNP), 8,9 (m, 1 H, DNP und m, 1 H -NH-DNP).
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5.3.3.5 Hydrolysis of DNP A-PL

FUr die saure Hydrolyse wurden 100 mg des DNP-TPL oder -MWPL in 50 ml eines
1:1-Gemischs von Trifluoressigsaure/Wasser hinzugegeben und am Ruckfluss fur
4 Tage erhitzt und dann nach dem Abkihlen per HPLC analysiert

(Flussgeschwindigkeit 1 ml/min).

t [min] Bidest. Wasser Acetonitril [%] 0,4 Gew.% TFA
[%] Lésung
0 99 0 1
5 99 0 1
30 29 70 1
35 0 99 1

Die Produkte wurden bei verschiedenen Rickhaltetemperaturen gefunden: 16,3
min (a- DNP-I-lysin, € = 16800 L mol”" cm™ ®), 18 min (e-DNP-I-lysin, € = 16800 L
mol”™ em™ 9) und 30,7 min (di-DNP-I-lysine, € = 30200 L mol™ cm™ ©) bei einer

Wellenlange von A = 357 nm.

5.3.3.6 Mikrowellen assistierte Synthese von Polylysine-co-Leucin
(PLcL)

Verschiedene Zusammensetzungen von I-Lysin und I-Leucin (3 g Gesamtgewicht)

wurden in VE-Wasser (25 mL) geldst und durch Mikrowellen induziertes Heizen

bei 200 °C fiir 2,5 h (durch Labmate Discover °CEM) polymerisiert. Um die

Separation des L-Leucin aus der Schmelze zu verhindern, wurde die

Reaktionsmischung nach 15 min manuell vermischt. Das Reaktionsprodukt wurde

in Chloroform aufgenommen, filtriert und im Vakuum getrocknet (Ausbeute: 60 %,
29).

"H-NMR Spektrum (DMSO-d°), & (ppm) = 0,6-1,0 (m; 6 H; Leu-(C%Hs),), 1,1-1,9
(m; 9 H; Ly-CP-H,, Ly-CY-H,, Ly-C®-H,, Leu-CP-H,, Leu-C'-H), 2,1-2,3 (m, 0,19 H,
Ly-C%H,), 2,3-2,5 (m, 0,18 H, Leu-C®H.), 2,8-3,2 (m; 2 H; Ly-C*-H>), 3,7-3,8 (m; 1
H; Leu-C%H), 3,9 (m; 1 H; Ly-C%H).

"H-NMR Spektrum (CDCl3), & (ppm) = 0,6-1,0 (m; 6 H; Leu-(C®-H;),), 1,1-2,0 (m; 9
H; Ly-CP-H,, Ly-CY-H,, Ly-C%-H,, Leu-CP-H,, Leu-C'-H), 2,1-2,3 (m, 0,19 H, Ly-C°
H>), 2,3-2,5 (m, 0,18 H, Leu-C%H,), 2,8-3,2 (m; 2 H; Ly-C*-H>), 3,7-3,8 (m; 1 H;
Leu-C%H), 3,9 (m; 1 H; Ly-C%H).
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"H-NMR Spektrum (CDs0D), 3 (ppm) = 1,2-2,2 (m; 9 H; Ly-CP-H,, Ly-CY-H,, Ly-C°®-
H,, Leu-CP-H,, Leu-C'-H, Leu-(C%-Hs),), 2,1-2,3 (m, 0,19 H, Ly-C%H>), 2,3-2,5 (m,
0,18 H, Leu-C®-Hy), 2,7-3,0 (m, 0,63 H, H2N-C®-H,, terminal und a-linear), 3,0-3,6
(m, LSM, (O=C)NH-C*-H,, dendritisch und e-linear, H,N-C°-H, terminal und e-
linear), 3,9-4,1 (m, 0,22 H, Ly/Leu (O=)CNH-C°®-H, a-linear), 4,2-4,4 (m, 0,14 H,
(O=)CNH-C°-H, dendritisch).

5.3.3.7 Derivatisierung von MWPL mit Glycidylhexadecylether (GHE)

Das synthetisierte PL (1,00 g, 7,80 mmol MU) wurde in 30 mL iso-Propanol
suspendiert. Dann wurde GHE (3,05 g, 10,22 mmol, 1,31 &q.) zugegeben und die
Reaktionsmischung wurde fur 20 h am Ruckfluss erhitzt. Durch Einengen im
Vakuum wurde das Rohprodukt erhalten. Um freies GHE vom Rohprodukt zu
entfernen, wurde das Rohprodukt in iso-Propanol (50 mL) und Wasser (25 mL)
resuspendiert. Nach 24 h Rihren bei 50-60 °C wurde die Suspension filtriert und
der Feststoff wurde 2 mal mit einem Gemisch aus iso-Propanol (50 mL) und
Wasser (25 mL) gewaschen. Nach Trocknung im Vakuum wurde das GHE-
modifizierte Polylysin (GHE-MWPL) erhalten (3,0 g). Der Modifizierungsgrad
(degree of modification) DM = 90 % wurde per "H-NMR Spektroskopie bestimmit.

'"H-NMR Spektrum (CDCl3), 3 (ppm) = 0,8-0,9 (t, 2,7 H, alkyl: CHs), 1,1-1,9 (m,
31,2 H, alkyl: 14 x CH, und TPL: CPH,, CYH, und C°H.), 2,4-2,6 (m, 1,5 H,
Aminoglyceryl: NH-CH, oder NH-CH), 2,9-3,1 (m, 1,3 H, Aminoglyceryl: HO-CH,
oder HO-CH und TPL: HoN-C*Hy), 3,1-3,2 (m, 1,2 H, HPL: (O=)CNH-C*H.,), 3,3-3,7
(m, 4,4 H, Aminoglyceryl: O-CH,, alkyl: O-CH> und TPL: -NH-C*H, und H,N-C°H),
3,7-3,8 (m, 0,5 H, TPL: -HN-C°H), 4,1-4,3 (m, 0,4 H, TPL: (O=)CNH-C°H).

Der Funktionalisierungsgrad wurde durch einen Vergleich des CHs-Signals der
Alkylkette mit dem des Cs3(j3,y,0-He-Signals des PL-Backbone (abziiglich des Alkyl-
CH2-Signals im Bereich von 1,1-1,9 ppm) berechnet.

5.3.3.8 Grafting-to von Poly(2-R-oxazolin) an Polylysine-co-Leucin

Alle Reaktionen wurden unter Argon-Atmosphare ausgefuhrt. FUr die Darstellung
von Poly(2-R-oxazolin) wurden der Initiator Benzyl-p-Toluenesulfonat®®’”! oder
Methyl-p-Toluenesulfonat zusammen mit Monomer in trockenem Chloroform (20

ml) gelost. Die Reaktionsmischung wurde dann im geschlossenen Gefal} in einer
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CEM Discover Synthese Mikrowellenreaktor erhitzt (Dynamic Mode). Nach
Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde die Reaktionsmischung mit PLcL (1,1 aq.
bezogen auf Aminogruppen) versetzt. Die Terminierung wurde bei 50 °C fur 48 h
durchgefuhrt. Das Rohprodukt wurde durch Dialyse in Methanol 2 Tage
(ZelluTrans Cellulose Membranen, MWCO = 2000 g mol™") aufgereinigt. Nach der
Dialyse wurde das Polymer im Vakuum eingeengt und das so erhaltene gelb-
orangene Produkt per 'H-NMR Spektroskopie in CDCls analysiert.

Polymer m Tr to m m PDI m (PLcL)
(Initiator)  (°C)  Reakton  (Precursor)  (Polymer)

PBuOx2 456 mg ® 110 3 h45 700 mg 49 1,26 573 mg

PBuOxs 1 228 mg ® 110 7h30 700 mg 449 1,19 300 mg

PPhOX3 4 99 mg ?¢ 140 20 h 180 mg 19 1,49 125 mg

PMeOx; o 550 mg ° 100 3h 1025 mg 49 1,31 847 mg

PMeOx;6 224 mg”® 100 5h 30 1025 mg 449 1,3 446 mg

 Eingesetzter Initiator Benzyl-p-Toluenesulfonat.
® Eingesetzter Initiator Methyl-p-Toluenesulfonat.
¢Synthese in Druckphiole durchgefiihrt.

PLcL-graft-poly(2-butyloxazolin):

"H-NMR (CDCl3), d (ppm) = 0,6-1,0 (b, 3 H, -CH2>-CHs),, 1,1-1,3 (b, 2 H, -CH>-CH.-
CHs), 1,3-1,7 (b, 2 H, -CH,-CH»-CH3-), 1,9-2,4 (b, 2 H, NCO-CH>-CH3s-), 3,0-3,8 (b,
4 H, -NR-CH»-CH>-), 4,4-4,7 (b, 2 H, -CH,-CgHs, Initiator), 7,0-7,3 (b, n -5 H, Ar-H).

PLcL-graft-poly(2-phenyloxazolin):

"H-NMR (CDCls), & (ppm) = 0,6-1,0 (m; 6 H; Leu-(C%-Hs),), 1,1-2,0 (m; 9 H; Ly-C"-
H,, Ly-CY-H,, Ly-C®-H,, Leu-CP-H,, Leu-C'-H), 2,5 — 4,2 (b, n 4 H, -N-CH»-CH.-),
4,4-4.7 (b, 2 H, -CH»-CgHs, Initiator), 7,8-6,8 (b, n 5 H, Ar-H).

PLcL-graft-poly(2-methyloxazolin):

"H-NMR (CDCls), 5 (ppm) = 0,6-1,0 (m; 6 H; Leu-(C%-Hs),), 1,1-2,0 (m; 9 H; Ly-CP-
Ha, Ly-CY¥-H,, Ly-C%-H,, Leu-CP-H,, Leu-C'-H: 3 H, Methylgruppe PMeOx), 2,5 —
4,2 (b, n - 4 H, -N-CH-CH»), 3,0-3,1 (b, 3 H, -CHs, Initiator).
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5.3.3.9 Darstellung von Succinimidylcarbonate-Poly-2-Methyloxazolin
(SC-PMeOx)

0 0 0
b DSC, DMAP, 6h, RT Y JOL
N — = N
{ V>OH Aceton/CHCI, { V}o o\
n

3,3 g (0,96 mmol) Poly-2-Methyloxazolin wurden unter Schutzatmosphare (Argon)
in einer Mischung aus 5 ml trockenem Chloroform und 35 ml trockenem Aceton
geldst. Anschlielend wurden 1,44 g (6 aq, 5,7 mmol) Disuccinimidylcarbonat und
690 mg (6 &q., 5,7 mmol) 4-Dimethylaminopyridin zugegeben. Die
Reaktionsmischung wurde fir 6 h bei RT gerlihrt. AnschlieRend wurde das
Losungsmittel im Vakuum eingeengt und erneut in Chloroform gelost. Die
Reaktionsmischung wurde fur 24 h bei -18 °C gelagert und das dabei ausfallende
Disuccinimidylcarbonat abfiltriert. Das Losungsmittel wurde in Vakuum eingeengt
und das Rohprodukt wurde als weilRer Feststoff erhalten. (Ausbeute: 3,3 g, 95 %
mit Spuren DMAP).

"H-NMR (CDCls), 5 (ppm) = 0,98 (t, 4 H, Succinimidyl), 1,93 (s; 3 H, Methylgruppe
PMeOx), 2,46 (s, 6 H, Pyridin N-CHs), 3,24-3,28 (b, n 4 H, -N-CH,-CH>-), 3,9 (m; 1
H; Ly-C°-H) 6,58-6,60 (d, 2 H, Pyridin CgH); 7,28 (Chloroform); 8,03-8,05 (d, 2 H,
Pyridin CqH).

5.3.3.10 Grafting-onto von PMeOx auf MWPL

O ) @)
b 0 MWPL N~ 0
N o
{ Vi?ioj? H,0, pH = 9,8 {NV}OJLNJ"'WPL
n

O

107 mg Polylysin (0,011 mmol) wurde in 10 ml Natriumcarbonat-Puffer (pH = 9,8)
geldst. Anschlieliend wurde 3,5 g (1 mmol) aktiviertes SC-PMeOx zugegeben und
12 h bei 4 °C geruhrt. Das Rohprodukt wurde 48 h gegen Wasser dialysiert. Das
Losungsmittel wurde mittels Lyophilisation entfernt und das Produkt wurde als hell

gelber Feststoff erhalten.

'H-NMR-Daten ergeben keine weiteren Signale als fiir PMeOx und PLcL
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Ausbeute: 800 mg (3,46 mmol) 31 %.

5.3.3.11 Einkapseln der Farbstoffe/Wirkstoffe

GHE-MWPL, PLcL-g-PBuOx, PLcL-g-PPhOx, PLcL-g-PMeOx MWPL-g-PMeOx
(300 mg) wurde in 3,0 mL CHCI; geldst. 50 mg der Farbstoffe wurde dann zu der
Ldsung hinzugegeben, die Losung bei Raumtemperatur fur 48 h stark geruhrt und
mit einem 0,2 um PTFE Filter filtriert. FUr die Bestimmung der Konzentration der
Beladung wurden UV/Vis Messungen bei geeigneter Verdunnung durchgefuhrt.
Die Farbstoffkonzentration konnte mittels der Extinktion der verdinnten Losung in
CHC I3 per zuvor bestimmten Extinktionskoeffizienten der wassrigen Losung des
Farbstoffs bestimmt werden. Flr Acetylsalicylsdure oder Pyrodoxin*HCI wurde die
Beladung durch portionsweise Zugabe bis sich die beiden Modelsubstanzen nicht
mehr |0sten bestimmt, da die Extinktion des PBuOx die Extinktion der beiden zu

stark Uberlagerte.

5.3.3.12 Freisetzungsexperiment

FUr die Freisetzungstests aus den verschiedenen MWPL-GHE sowie PLcL-g-
PROx wurde 1 mL einer mit Farbstoff gesattigten Polymerldsung (c = 100 mg/ml,
Beladung fur 24 h) in ein seitlich liegendes Rollrandglas geflllt und dann unter
Luftzug 48 h getrocknet um restliches CHCIl; zu entfernen. Fir die
Freisetzungsexperimente wurden diese dann mit 2 ml VE-Wasser gefullt, auf der
Seite fixiert und fur den entsprechenden Zeitraum bei der gewlnschten
Temperatur (von 4 °C - 37 °C) leicht geschuttelt (200 rpm). Das VE-Wasser wurde
in Intervallen gewechselt und die Konzentration der freigesetzten Substanz per
UV/VIS bestimmt.
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The aim of this work was to establish materials which serve as magnetically or thermally
controlled release matrices.

Magnetically controllable, amphiphilic PHEA--PDMS-micro particles (50:50) which can
be potentially applied for release were synthesized in a 7-fold up-scale by incorporation
of 0.125 wt.% Oleate-covered magnetite particles (8 nm) via photocatalyzed suspension
polymerization. They showed a too slow response for further applications.

Additionally, hydrogels with magnetically triggerable sol-gel-transition were developed.
Using magnetite-acetone-dispersion 4.7 wt.% magnetite was embedded into 6 wt.% of
the low molecular weight hydrogelator 1-(2-n-hexylphenylazo)-2-hydroxy-6-naphthalene
sulfonate (OHD) by heating 60 °C in 2 ml deionized water. The gel-sol transition of the
resulting homogeneous OHD-hydrogel was magnetically triggered within 15 min. After
12 h at 4 °C the triggered sol gelled and could be triggered repeatedly. Structurally,
parallel fans were observed instead of honeycombs.

Within the low molecular hydrogelator bolaamphiphile (BOLA, 0.2 wt.%) magnetite
(4.7 wt.%) could be dispersed heterogeneously as 100-500 pm large particles by
ultrasound and vortex after heating to 60 °C in 2 ml deionized water. The gel-sol-
transition could be triggered magnetically once within 10 s.

As another magnetically triggerable system form stable magnetite-Pickering-emulsions
(HIPEs) were generated with deionized water (3.5ml, 83.1 wt.%), n-heptane
(14.53 wt.%) and magnetite (2.37 wt.%). They were stabilized by magnetite-fractals and
were reversible triggerable within 1 s.

Thermally triggerable nanocontainers for release coatings were designed by microwave-
assisted synthesis of highly branched polylysine and polylysine-co-leucine (MWPL and
PLcL, 10 kDa, 60% yield) followed by functionalization with 53 glycidylhexadecylether-
groups (GHE-MWPL, T4 16 °C) or grafting-to of 13 poly-2-butyloxazoline, ¢-chains (PLcL-
g-PBuOx,6, T4 11 °C, 17,2 °C and 35 °C). They showed good dye and drug loading
capacities (0,34 for congo red up to 726 for acetylsalicylic acid) as well as a successfully
8-92-fold, or 2-6-fold accelerated release rate at 37 °C in relation to 4 °C.
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Ziel dieser Arbeit war es, verschiedene Materialien zu etablieren, die als magnetisch
oder thermisch kontrollierte Freisetzungsmatrix dienen kénnen.

Magnetisch steuerbare, amphiphile PHEA-/-PDMS-Mikropartikel (50:50), die potentiell
fur Freisetzung eingesetzt werden kénnen, wurden durch den Einbau von 0,125 Gew.%
Oleat-beschichteten Magnetitpartikeln (8 nm) per photokatalysierter Suspensionspoly-
merisation in einem 7-fachen Up-Scale synthetisiert. Sie zeigten flir die Anwendung ein
zu langsames, magnetisches Ansprechverhalten.

Zudem wurden Hydrogele mit magnetisch triggerbarem Gel-Sol-Ubergang entwickelt.
Aus einer Magnetit-Aceton-Dispersion konnten 4,7 Gew.% Magnetit in 6 Gew.% des
niedermolekularen  Hydrogelators  1-(2-n-Hexyl)-2-hydroxy-6-naphthalinsulfonsaure
Natriumsalz (OHD) durch Erwarmen auf 60 °C mit 2 ml VE-Wasser in ein homogenes
OHD-Hydrogel eingelagert werden. Der vollstdndige Gel-Sol-Ubergang wurde innerhalb
von 15 min magnetisch getriggert und konnte beliebig oft durch 12 h Lagerung des Sols
bei 4 °C umgekehrt werden. Strukturell bildeten sich statt Wabenstrukturen parallel
verlaufende Facher aus.

In dem niedermolekularen Hydrogelator Bolaamphiphil (BOLA, 0,2 Gew.%) konnte
Magnetit (4,7 Gew.%) heterogen als 100-500 pm grof3e Partikel durch Einsatz von
Ultraschall und Vortex nach Erwarmen auf 60 °C in 2 ml VE-Wasser suspendiert
werden. Der vollstdndige Gel-Sol-Ubergang konnte innerhalb von 10 s einmalig
magnetisch getriggert werden und ein erneutes Gelieren trat nicht ein.

Als weiteres magnetisch triggerbares System wurden formstabile Magnetit-
Pickeringemulsionen (HIPEs) aus VE-Wasser (3,5 ml, 83,1 Gew.%), n-Heptan
(14,53 Gew.%) und Magnetit (2,37 Gew.%) erzeugt. Sie wurden durch Magnetitfraktale
stabilisiert und waren innerhalb 1 s reversible triggerbar.

Thermisch triggerbare Nanocontainer fiir Freisetzungsbeschichtungen wurden durch
Mikrowellen-assistierte Synthese von hoch verzweigtem Polylysin und Polylysin-co-
leucin (MWPL und PLcL, 10 kDa, 60% Ausbeute) und durch nachfolgende
Funktionalisierung mit 53 Glycidylhexadecylether-Gruppen (GHE-MWPL, T4 16 °C) oder
Grafting-to von 13 Poly-2-Butyloxazolin, ¢-Ketten (PLcL-g-PBuOx.¢, T4 11 °C, 17,2 °C
und 35 °C) entworfen. Sie zeigten gute Farb- und Wirkstoffbeladungskapazitaten (von
0,34 fur Kongorot bis 726 fir Acetylsalicylsaure) und wiesen im Vergleich zu 4 °C bei
37 °C die 8-92-fach, bzw. 2-6-fach gesteigerte Freisetzungsrate auf.



