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1 Einleitung

Nanostrukturierte Materialien im allgemeinen und Nanopartikel im besonderen
sind gegenwartig von grofem Interesse fiir Technik und Forschung. Das grofse Ver-
héltnis von Oberfliche zu Volumen fiihrt zu ungewohnlichen physikalischen Eigen-
schaften (optisch, mechanisch, magnetisch), die neuartige Anwendungen ermog-
lichen.! Prominente Beispiele sind sogenannte semiconductor quantum dots, de-
ren Fluoreszenz im Gegensatz zur molekularen Fluoreszenz nur von der Grofse der
Partikel abhingig ist.?2 Neben verinderten optischen Eigenschaften weisen Nano-
partikelsuspensionen ein verdndertes Flieflsverhalten auf, was z.B. die Aufnahme
in Gewebe und Zellen erméglicht.?

Polysaccharide sind eine Klasse von Biopolymeren mit erstaunlichen Fahigkei-
ten der Selbstorganisation. Dariiber hinaus ist durch eine gezielte Derivatisierung
von Polysacchariden ein Design hinsichtlich molekularer und supramolekularer
Struktur moglich. So kann durch die Veresterung des Polysaccharids Dextran
eine Vielzahl verschiedener Derivate synthetisiert werden, die sich durch einen
einfachen Losungsmittelaustausch in sphérische Nanopartikel iiberfiihren lassen.*
Aufgrund ihrer giinstigen Eigenschaften wie biologischer Vertréglichkeit und der
Moéglichkeit multifunktionelle Materialien herzustellen, sind Polysaccharid-Nano-
partikel fiir Anwendungen im medizinischen Bereich besonders interessant. Spe-
ziell Dextran basierende Nanopartikel wurden bereits fiir die Anwendung als pH-

4 sowie fiir den Transport von Nukleinsiduren® und Arzneistoffen® erprobt.

Sensor

Fiir eine Vielzahl von Anwendungen werden Moglichkeiten der Eigenschaftskon-
trolle von Nanopartikeln angestrebt. So lisst sich mit Hilfe von pH-7 und redoxab-
hingigen Systemen,® im Falle der Anwendung von Nanopartikeln als Transport-
container, der Freisetzungsort definiert einstellen. Eine weitere viel versprechende
Moglichkeit ist die photochemische Kontrolle der Eigenschaften nanostrukturierter
Biomaterialien.”

Aufbauend auf aktuelle Forschungsergebnisse zur Funktionalisierung von Dex-

tran mit photoaktiven Substituenten'®!! befasst sich die vorliegende Diplomarbeit
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1 FEinleitung

mit der Herstellung und Charakterisierung von Nanopartikeln aus Dextran-4-phe-
nylazobenzoat. Ziel ist zundchst die Synthese des lichtempfindlichen Dextranesters
und die Untersuchung der photochemischen Eigenschaften des Polymers in Lo-
sung. Zusétzlich sollen verschiedene Herstellungsmethoden fiir Nanopartikel er-
probt werden. Von besonderem Interesse ist dabei die Beurteilung automatisierter
Herstellungsverfahren (Pipettierroboter und Inkjet-Printer) hinsichtlich Eignung
und Reproduzierbarkeit. Einen weiteren Schwerpunkt bildet die photochemische

Eigenschaftskontrolle der Dextran-4-phenylazobenzoat-Nanopartikel.

12



2 Allgemeiner Telil

2.1 Dextran

2.1.1 Struktur und Herstellung

Dextran ist der Oberbegriff fiir eine Klasse von Polysacchariden, welche von Milch-
sdurebakterien (Leuconostoc- und Streptococcus-stdmme) sowie verschiedenen Ace-
tobacter-, Betabacterium- und Streptobacterium-Stammen extrazellular gebildet
werden.'?13 Charakteristisch fiir diese Glucane ist die a(1 — 6)-glycosidische Ver-
kniipfung der Wiederholungseinheiten innerhalb der Hauptkette. Dariiber hinaus
konnen a(1 — 2)-, a(1 — 3)- und a(1 — 4)-Verzweigungen auftreten (Abb. 1).% 14
Die Art und der Gehalt der Verzweigung ist wesentlich vom produzierenden Bak-
terienstamm, den Bedingungen und vom N#hrmedium abhingig.!® Die Dextrane,
welche in technischen oder medizinischen Bereichen Verwendung finden, werden
durch fraktionierte Fallung, kontrollierte Saurehydrolyse oder gerichtete Synthese

in Zellkulturen hergestellt.!1:16

Dextran von Leuconostoc mesenteroides

Dextran des Bakterienstammes Leuconostoc mesenteroides zeichnet sich durch
einen hohen Anteil an a(l — 6)-glycosidischen Bindungen aus (95 %). Der ge-
ringe Anteil (5 %) a(1 — 3)-glycosidischer Verzweigungen umfasst zu 40 % eine,
zu 45 % zwei und zu 15 % mehr als zwei Anhydroglucoseeinheiten (AGU).!® Die-
se strukturelle Einheitlichkeit macht Dextran des Bakterienstammes Leuconostoc
mesenteroides zum wichtigsten bakteriellen Polysaccharid in Medizin, Pharmazie
und Chemie. 6

Fiir die vorliegende Arbeit wurde Dextran des Stammes Leuconostoc mesenter-
oides-NRRL B-512F, mit einem mittleren Molekulargewicht von 54400 g-mol~!,
verwendet. Neben der einheitlichen Struktur weist dieses Dextran eine Molekular-

gewichtsverteilung (Polydispersititsindex, PDI) von M,,/M,, = 1,67 auf.

13



2 Allgemeiner Teil
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Struktur von Dextran a) a(l — 6)-
verkniipften Hauptkette mit Verzweigungen in Position 2, 3, 4 b) Ver-
einfachte Darstellung der Hauptkette

2.1.2 Eigenschaften und Anwendung

Die Eignung von Dextran zur klinischen und pharmazeutischen Anwendung wird
im wesentlichen durch die Loslichkeit, Abbaubarkeit (Entfernbarkeit) und Ver-
traglichkeit im menschlichen Korper bestimmt.

Der hohe Anteil an a(1 — 6)-Bindungen bestimmt mafgeblich die Loslich-
keit von Dextran. Es ist hervorragend in Wasser, DMSO, DMA /LiCl, DMF /LiCl,
Formamid und weiteren Losungsmitteln 16slich. Allerdings nimmt mit steigen-
den Molekulargewicht die Loslichkeit ab.!” Die Vertriglichkeit von Dextran im
menschlichen Koérper ist von der Abbaubarkeit des Dextrans und der Entfern-
barkeit aus dem Korper abhingig. Dextran kann im Magen-Darm-Trakt durch
Enzyme aufgespalten oder iiber die Nieren aus dem menschlichen Korper entfernt
werden. Die Nierenschwelle fiir die Harnfihigkeit betrigt M — 50000 g - mol ™.
Dextran mit einem hoheren Molekulargewicht wird iiber die Nieren nur langsam

ausgeschieden, indem es phagozytiert und aufgespalten wird. Die zur Aufspaltung

14



2.2 Dextranderivate

von Dextran benétigten Enzyme kénnen a(l — 2)-, (1 — 3)- und a(l — 4)-
Bindungen schneller aufspalten, als o(1 — 6)-Bindungen. Dadurch steigt die Ver-
weilzeit von Dextran im Korper mit dem Molekulargewicht und dem Anteil an
a(1l — 6)-Bindungen an, woraus ebenfalls ein erhohtes allergenes Potential resul-
tiert. So kann die Bildung von dextranreaktiven Antikérpern erfolgen (4 % aller
Patienten).'%!® Aufgrund der guten Entfernbarkeit, einer geringen Immunogeni-
tat und der biologischen Aktivitdt (Antitumoraktivitdt, Antikrebswirkung) kann
fiir niedermolekulares Dextran eine gute physiologische Vertraglichkeit beobachtet
werden. 417

Diese Vertraglichkeit bildet die Grundlage fiir eine Vielzahl von medizinischen
Produkten. So wird Dextran mit einer Molmasse von 40000 bis 60000 g - mol~! in
6 Y%igen wassrigen Losungen als Blutplasmaexpander und Infusionslésung verwen-
det. Diese Losungen besitzen die gleiche Viskositat und den gleichen kolloidosmo-
tischen Druck wie Blut. Niedermolekulares Dextran besitzt neben seiner geringen
Antigenitdt auch gerinnungshemmende Eigenschaften, was eine Anwendung als
Thrombolytika zum Auflésen von Blutgerinsel ermoglicht. Dariiber hinaus las-
sen sich Dextrane durch ihre generelle Abbaubarkeit durch Enzyme hervorra-
gend als Wirkstofftridger verwenden. Fraktioniertes Dextran wird weiterhin als
Verdickungsmittel in der Lebensmittelchemie, als technologischer Hilfsstoff in der
Pharmazie (Suspensions-, Protein- oder Impfstoffstabilisatoren) oder als Standard

fiir die Analytische Chemie (Gelfiltrationschromatographie) verwendet.'6

2.2 Dextranderivate

Dextrane und ihre Derivate sind in den Fokus der Wissenschaft geriickt. Dies be-
legt ein Anstieg von Publikationen zur gezielten Funktionalisierung, Charakterisier-
ung und Anwendung von Dextranderivaten in den letzten zehn Jahren. Generell
stehen die Hydroxylgruppen der Positionen 2, 3 und 4 fiir polymeranaloge Reak-
tionen von Dextranen zur Verfligung. Durch gezielte Funktionalisierung kénnen
multifunktionelle Dextranderivate hergestellt werden. Aus der rdumlichen Anord-
nung der Hydroxylgruppen resultiert eine Abstufung der Reaktivitdt (2>3>4).
Ester und Ether sind dabei die bedeutendsten Gruppen von Dextranderivaten.
Die Bildung eines der am héufigsten verwendeten Derivate erfolgt durch Reak-

tion einer alkalischen Dextranlésung mit Epichlorhydrin. Das Produkt (Sephadex,
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2 Allgemeiner Teil

Superdex) wird als Molekularsiebe in der Chemie und Pharmazie fiir die Reinigung
von Proteinen und Polysacchariden, sowie fiir die Wundbehandlung in der Medizin
verwendet wird. Von grofem Interesse in der Medizin sind ebenfalls anorganische
Ester wie die Dextranphosphate und -sulfate, welche eine Reihe von biologischen
Aktivitdten aufweisen. So wurden fiir diese Derivate neben Antitumoraktivitdten
Palmitoyldextran phosphat auch cancerostatische Effekte (Dextransulfate) beo-
bachtet .19

Veresterung von Dextranen

Fiir die Veresterung von Dextran kommen sowohl homogene als auch heterogene
Reaktionsbedingungen in Frage. Die heterogene Veresterung wird vorwiegend in
kommerziellen Prozessen verwendet, in denen vollstdndig funktionalisierte Deri-
vate synthetisiert werden konnen. Die heterogene Veresterung von Polysaccha-
riden erfolgt in den meisten Féllen iiber Acylierungen. Hierbei werden vorwie-
gend Carbonsdureanhydride oder -chloride als Reagenzien verwendet, wobei die
Reaktionen zum Beispiel mit DMAP katalysiert werden.!” Fiir die Synthesen im
Rahmen der Diplomarbeit sind die heterogenen Reaktionen ohne Bedeutung.
Die gute Loslichkeit von Dextran in dipolar aprotischen Losungsmitteln (Forma-
mid, DMSO, DMF oder Wasser) erméglicht auch eine homogene Reaktionsfithrung
der Veresterung. Auf diesem Weg ist es moglich den Grad der Funktionalisierung
gezielt einzustellen. Die homogene Veresterung von Dextran kann iiber die sauer
katalysierte Umsetzung mit Carbonsaduren oder die Umsetzung mit S&urechlorid
oder -anhydrid erfolgen. Nachteile, wie Polymerabbau durch Hydrolyse bei der
sauren Katalyse, geringe Loslichkeit von Sdurechloriden und schlechte Verfiigbar-
keit von Sdureanhydriden fithren zur Verwendung von alternativen Verfahren zur
Veresterung von Polysacchariden.!! Bei diesen Verfahren erfolgt die Veresterung
iiber eine Einstufensynthese nach in-situ Aktivierung der Carbonsédure. Zur Akti-
vierung der Carbonsdure werden Reagenzien vom Typ Dialkylcarbodiimid oder
N,N‘-Carbonyldiimidazol (CDI) verwendet.!”?° Die Aktivierung durch CDI ist
von Vorteil, da die verwendeten Reagenzien auker CDI selbst und die gebildeten
Produkte nicht toxisch sind. Wahrend der Reaktion wird das reaktive Imidazolid
und als Nebenprodukte COy und Imidazol gebildet. Imidazol ist in zahlreichen
Losungsmitteln gut 16slich und kann leicht entfernt werden. Bei der Umsetzung
der Carbonséure in Gegenwart von CDI sind zwei Reaktionswege moglich. Ein
Reaktionsweg (Abb. 2 a)) lduft iiber die Aktivierung der Carbonsiure mit CDI
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und der anschliekenden Umsetzung des Polymers zum gewtiinschten Ester ab. Da-
bei erfolgte zundchst die Bildung eines Zwischenprodukts (reaktives Imidazolid)
aus CDI und CS, unter Abspaltung von Imidazol. Dieses Zwischenprodukt wird
anschlieftend unter erneuter Abspaltung von Imidazol an das Dextran gebunden.
Der zweite Reaktionsweg (Abb. 2 b) lauft iiber die Aktivierung des Polysaccharids
mit CDI ab. Die Aktivierung des Polysaccharids kann bei nicht stéchiometrischer
Menge an Carbonsdure zur Bildung von Carbonaten und damit zur Vernetzung
fiihren. Durch Einstellung eines geeigneten stochiometrischen Verhéltnis kann die-
se Reaktion unterbunden werden und es erfolgt die Synthese iiber Rekationsweg
eins (Abb. 2 a)). Die gesamte Reaktion kann zusétzlich in Dimethylsulfoxid als
nicht toxisches, unbedenkliches Losungsmittel durchgefiihrt werden, wodurch der

unerwiinschte Reaktionsweg b) ebenfalls unterbunden wird.!*17

2.3 Photochemie - Photochromie

Die Photochemie spielt in vielen Bereichen des téglichen Lebens eine bedeutende
Rolle. Sie stellt nicht nur die Lebensgrundlage fiir PHanzen und zahlreiche Organis-
men dar, sondern findet auch in technischen Prozessen eine Anwendung. So werden
optoelektronische Bauelemente, optische Speicher oder auch photo-optische Schal-
ter auf Basis von photochemischen Reaktionen genutzt. Unter Photochemie wer-
den alle chemischen Reaktionen zusammengefasst, welche durch die Absorption
von Licht bzw. Photonen initiiert werden. Einen wichtigen Bereich der Photo-
chemie stellt die Photochromie dar, in welchen alle reversiblen photochemischen
Prozesse eingeordnet werden.?!"2? Die Photochromie tritt bei einer Vielzahl von
organischen und anorganischen Verbindungen (z.B. photochrome Gléser) auf. Die
fiir organischen Verbindungen auftretenden Prozesse lassen sich in vier Gruppen
unterteilen: trans/cis-Isomerisierungen, Tautomerien, Dissoziationsprozesse und
Perizyklische Reaktionen.?®?* ITm Folgenden soll ausschlieflich die trans/cis Iso-
merisierung betrachtet werden, da sie fiir die vorliegende Diplomarbeit von beson-
derer Bedeutung ist. Ebenso soll nur Azobenzen und seine Derivate als Chromo-

phore diskutiert werden.
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Abb. 2: Syntheseweg zur a) Veresterung von Dextran und b) Vernetzung von
Dextranen durch Aktivierung mit CDI 1®
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2.3.1 Trans/Cis - Isomerisierung

Ausgangspunkt fiir die trans/cis Isomerisierung ist die Anregung von Doppelbin-
dungssystemen mit unterschiedlichen Substituenten zur Strukturédnderung. Hier-
bei werden Elektronen durch Energieaufnahme (Photonen, Wérme) aus dem nie-
derenergetischen Grundzustand in einen hoherenergetischen angeregten Zustand
angehoben. Die m-Elektronen liegen fiir beide Zusténde im Singulett-Zustand vor.
Die Elektronen im angeregten Zustand besitzen, in Abhédngigkeit von ihrer Sta-
bilitdt, eine begrenzte Lebensdauer. Nach Ablauf dieser Lebensdauer erfolgt un-
ter Abgabe von Energie (Wirme, Licht) der Ubergang in den Grundzustand des
Systems oder der Ubergang in einen niederenergetischen, angeregten Triplett-

Zustand (Abb. 3).2°

So+W S+ W

T So+hv'T So+ hv
S g W e W g

XQ Q

R Sr o So+ Q*

W - Warme, CR - Chemische Reaktiog,-$rundzustand, S
angeregter Singulettzustand, -Tangeregter Triplettzustand,
Quencher

Abb. 3: Schematische Darstellung aller moglichen photochemischen Uberginge
zwischen dem Grundzustand Sy und den angeregten Zustdnden S; bzw.
T,

Die Strukturdnderung durch trans-cis Isomerisierung kann {iber drei Mechanis-
men ablaufen: Rotation, Inversion und Hula-Twist. Beim Rotationsmechanismus
wird durch die Anregung der Elektronen die mw-Bindung gebrochen, so dass die
Molekiile leicht um die verbleibende o-Bindung verdreht werden kénnen. Der In-
versionsmechanismus tritt hingegen vorwiegend bei AZO- (-N=N-) und Imin-
(-C=N-) Bindungen auf. Dabei schwingt ein N-Atom unter gleichzeitigem Hybri-
disierungswechsel (sp?> — sp — sp?) durch die Bindungsebene.?®%” Weiterhin kann
die Strukturédnderung iiber den Hula-Twist-Mechanismus erfolgen. Bei diesem Iso-
merisierungsmechanismus erfolgt der Austausch von zwei benachbarten Bindun-
gen durch Translokation einer Bindung zum jeweiligen Substituenten mit simulta-

nen Wechsel von Konformation und Konfiguration.?® Der im Molekiilen tatsichlich
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auftretende Mechanismus wird dabei von der Art der Anregung bestimmt. So wird
der Rotationsmechanismus durch eine 77*—Anregung und der Inversionsmecha-
nismus durch eine n7*~Anregung erzeugt. Der (77*)-Ubergang besitzt gegeniiber

dem (n7*)-Ubergang eine deutlich héhere Absorptionsintensitit.?% 3

2.3.2 Azobenzen und Azobenzenderivate

Eine wichtige Gruppe von Chromophoren, welche bereits seit mehr als 70 Jahren
untersucht wird, ist die der Azobenzene. Diese Azobenzenchromophore (ABC) ver-
danken ihre Photoaktivitét den Azobindungen (-N=N-), durch welche eine schnel-
le (Mikrosekunden) trans/cis-Isomerisierung (Abb. 4) moglich ist. Die trans/cis-
Umwandlung kann durch Belichtung mit ultravioletten Licht angeregt werden.
Aufgrund der Reversibilitdt der Isomerisierung kann die trans/cis-Umwandlung
durch Belichtung mit sichtbarem Licht oder durch thermische Anregung um-
gekehrt werden.?! Dariiber hinaus liegt fiir den Isomerisierungsprozess nur eine
begrenzte Anzahl von durchfiihrbaren Zyklen (10° bis 10°) vor, bevor eine Ver-

schlechterung des Isomerisierungsverhaltens einsetzt.3?

a)

Abb. 4: Geometrische Anordnung von Azobenzen im a) trans- und b) cis-Zustand

Aufgrund ihrer aromatischen Struktur (Benzenringe) besitzen die Azobenzen-
chromophore ausgeprigte optische Absorptionsbanden im UV /VIS-Spektralbereich.
Die genauen Lagen und Intensitdten dieser Banden héngen von den an den Phe-
nylringen gebundenen Substituenten ab. Generell lassen sich die Azobenzenchro-
mophore in drei Typen unterteilen: Typ i) Azobenzene, Typ ii) Aminoazobenzene
und Typ iii) Pseudo-Stilbene (Abb. 5). Die Typ i) Molekiile zeichnen sich durch ei-

ne unsubstituierte Azobenzenstruktur aus, welche eine starken Absorptionsbande
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im UV-Bereich besitzen. In der Struktur der Typ ii) Molekiile befinden sich an
den para- oder ortho-Positionen der Benzenringe zusétzliche elektronenspendende
Substituenten, welche eine Absorption im blauen Spektralbereich hervorrufen. Die
Molekiile vom Typ iii) besitzt im Gegensatz zu den vorher genannten eine breite
Absorptionsbande iiber den gesamten sichtbaren Spektralbereich. Diese Molekiile
besitzen nicht lineare optischen Eigenschaften. Diese Eigenschaft resultiert aus
einer stark asymmetrischen Elektronenverteilung, welche von einer push-pull Sub-

stitution an den Positionen 4 und 4‘ ausgelost wird.?3

NH,
N

.

i) ii) ii)

NH,
N%N N N%N
NO,

Abb. 5: Typische Vertreter von Azobenzenchromophoren: Typ i) Azobenzene,
Typ ii) Aminoazobenzene und Typ iii) Pseudo-Stilbene

2.3.3 Photomechanische Eigenschaften

Von grofsem Interesse fiir die wéhrend der praktischen Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen sind die photomechanischen Eigenschaften der Azobenzenderi-
vate. Bei den photomechanischen Eigenschaften handelt es sich um alle Bewe-
gungen, welche auf molekularer Ebene durch Licht induziert, verstarkt und auf
die makroskopische Ebene iibertragen werden. Fiir viele verschiedene Azobenzen
enthaltende Strukturen wie Gele, Fliissigkristalle oder diinne Schichten konnte der
photomechanische Effekt nachgewiesen werden.3 3437

Bereits 1966 wurde zum ersten Mal die Strukturdnderung aufgrund von photo-

induzierter Isomerisierung, durch das Schrumpfen von Azobenzen enthaltenden
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Nylonfasern, in Folge von Lichteinstrahlung beobachtet.?® Abhingig von der Lage
der Chromophore in den Polymerketten (Haupt- oder Seitenkette), ist der photo-
mechanische Effekt mehr oder weniger stark ausgeprégt. Dabei wird der photome-
chanische Effekt durch die rdumliche Enge in der Hauptkette des Polymers und
den erhohten Platzbedarf der Struktur verstarkt. Innerhalb des Polymerriickgrats
lassen sich somit grokere geometrische Anderungen der Struktur hervorrufen, als
in den Seitenketten.

Untersuchungen von Menzel et al. an Azobenzen enthaltenden Monolayerschich-
ten zeigten, dass durch den Isomerisierungsprozess weitere Effekte das photome-
chanische Verhalten beeinflussen konnen.3”3%40 So fiihrt die Isomerisierung zu
einer Ladungsverschiebung innerhalb der Azobenzenchromophore, welche eine lo-
kale Erhohung des Dipolmoments zur Folge hat. Bei Azobenzen bewirkt diese
geometrische Anderung einen Anstieg des Dipolmoments von 0 D im trans Zu-
stand, auf 3,1 D im cis Zustand.?? In Folge einer Neuausrichtung der Polymerkette
entsprechend der Dipolmomente, nimmt das Polymer einen energetisch giinstige-
ren Zustand ein, welcher mit einer makroskopischen Bewegung verbunden sein
kann. Weiterhin 16st eine Anderung des Dipolmoments eine Anderung der Affi-
nitdt der Struktur fiir das umgebende Medium, woraus ebenfalls eine Bewegung

oder Volumeninderung resultieren kann.??32

2.4 Nanopartikel

Unter dem Begriff Nanopartikel sind Partikel mit einer Gréfte von kleiner 1 pm
zusammengefasst. In dieser Grofenordnung zeigen Partikel ein anderes Verhal-
ten als massive Festkorper der gleichen Verbindung. Die Gréfe der Partikel ist
fiir verschiedene Anwendungen besonders interessant, da Zellen in Organismen
eine typische Grofe von rund 10 pum besitzen. Die einzelnen Zellbestandteile sind
zudem viel kleiner und liegen im Nanometerbereich vor. Somit befinden sich Nano-
partikel in der gleichen Grofenordnung wie Zellen bzw. deren Bestandteile.t Die
Moéglichkeit Nanopartikel in nahezu beliebigen Kéfigstrukturen und Grofen her-
stellen zu konnen, bietet zudem vielfaltige Moglichkeiten, um diese als Wirkstoff-
trager fiir Medikamente oder Kontrastmittel, als Mikrobauelemente oder als Aus-
gangsstoff fiir die Funktionalisierung von Oberflichen einzusetzen. Die gezielte
Grofeneinstellung stellt eine der grofiten Herausforderung fiir die Herstellung sol-

cher Strukturen dar. Fiir die konkrete Anwendungen von Nano-Biomaterialien im
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menschlichen Organismus wird bisher meist partiell derivatisiertes Pullulan mit
sterisch anspruchsvollen hydrophoben Gruppen eingesetzt. Aufgrund des amphi-
philen Charakters der Pullulanderivate neigen diese in wéssrigen Medien zu einer
selbstregulierenden Anordnung als Nanopartikel. Dieser Effekt ist ebenso fiir Dex-

tranderivate mit amphiphilen Charakter bekannt.?

2.4.1 Selbstanordnende Strukturen

Die gerichtete Selbstanordnung stellt eine in vielen Bereichen der Natur verwen-
dete Strategie zur Bildung von funktionellen Strukturen dar. Bekannte Beispiele
hierfiir sind die Proteine und die DNA. Durch die Ubertragung ihrer Funktions-
weisen auf kiinstliche Systeme lassen sich zahlreiche 0-dimensionale (sphérische
Nanopartikel), 1-dimensionale (Nanodréhte,-bénder oder -tubes) und 2- bis 3-
dimensionale (hierarchische Strukturen) Strukturen herstellen. Die Triebkraft fir
diese Selbstanordnung ist das Wirken von gerichteten, nicht kovalenten Kraften,
wie z.B. Van-der-Waals-Kréften, elektrostatischen Kréften (Wasserstoffbriicken-
bindungen) oder Kapillarkriften.®4® Bei selbstanordnenden, sphirischen Nano-
partikeln wird zwischen zwei Gruppen von Strukturen unterschieden. Zum Einen
makromolekulare Kéfige, welche in verschiedenen Grofen vorliegen und deren Ge-
stalt und Funktion durch Austausch von Molekiilbestandteilen eingestellt wird.
Zum Anderen polymere Mizellen bzw. Vesikel, welche aus hydrophilen und hydro-
phoben Kettensegmenten oder Multiblock-Copolymeren bestehen (Abb. 6).44

2.4.2 Amphiphile Selbstanordnung

Bei den im speziellen Teil hergestellten Derivaten handelt es sich um Molekiile mit
amphiphilen Eigenschaften. Diese konnen bei Dispersion in Wasser zur Bildung
von polymeren Mizellen neigen. Dieser Effekt wurde 1959 erstmals durch Kauz-
mann mit dem Wirken des Hydrophobie-Effektes erklart. Dieser beschreibt die
Anordnung zu iibergeordneten Strukturen als notige Konsequenz, da das Disper-
gieren von Molekiilen im Wasser eine Storung des vorherrschenden, thermodyna-
mischen Gleichgewichts hervorruft. Die dispergierten Molekiile storen die starken
attraktiven Wechselwirkung der Wassermolekiile, wodurch diese einen energetisch
ungiinstigeren Zustand einnehmen miissen. Als Reaktion auf die Storung dieses
Systems, erfolgt die Anordnung der Molekiile in Strukturen mit moglichst klei-

nen Oberflachen. So erfolgt entsprechend des jetzt neu vorhandenen Systems die

23



2 Allgemeiner Teil

Ausbildung des energetisch niedrigsten Zustands.?%3

i Y%%

SLC T
ik

Abb. 6: Selbstanordnung von niedermolekularen Molekiilen mit hydrophoben und
hydrophilen Enden im wéssrigen Milieu zu a) polymeren Mizellen oder
b) Vesikeln

Bei amphiphilen Strukturen erfolgt in wéssrigen Losungen die Minimierung der
Energie durch die Anordnung von hydrophilen Gruppen nach aufen und hydro-
phoben Gruppen nach innen (Abb. 6). Die aus amphiphilen Molekiilen gebildeten
Strukturen werden mafigeblich von drei Energiethermen beeinflusst, welche direkt
mit der freien Enthalpie verbunden sind.*>4¢ Als Reaktion auf die Verinderung
eines dieser Energietherme dndert sich die Struktur sofort. Dies ist nétig, um einen

energetisch giinstigen Zustand einzustellen.*”

Ee: Der Clusterungstherm Ex beschreibt die Neigung der hy-
drophoben Gruppen zur Anordnung innerhalb der gebildeten
Strukturen.

Eo: Der Oberflichentherm Eo beschreibt die Kohlenwasserstoff-

Wasser Wechselwirkungen als Folge von elektrostatischer Ab-

stofsung, Hydratation und sterischer Hinderung.

Ep: Der Packungstherm Ep beschreibt die Anordnung der hydro-
phoben Gruppen im Kern der gebildeten Strukturen. Dieser
verlangt einen Ausschluss aller Wassermolekiile und polaren

Gruppen aus dem Kern.
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Weitere wichtige Einflussfaktoren fiir die Struktur sind: das Molekulargewicht,
die Verschlaufung von Ketten (Entanglements), die relative Blocklénge, die Struk-
tur der Blocke (linear, verzweigt), sowie Art und Groke der funktionellen Grup-
pen.?% 4445 Der Selbstanordnungsmechanismus ist fiir eine Vielzahl von Molekiilen
in Verbindung mit wéssrigen Losungen bekannt und ldsst sich ebenfalls fiir organi-
sche Losungsmittel und ionische Fliissigkeiten anwenden.*® Innerhalb der iiberge-
ordneten Strukturen sind Wechselwirkungen zwischen den eingebundenen funktio-
nellen Gruppen moglich. So kénnen zwischen aromatischen Gruppen innerhalb der
amphiphilen Kohlenstoffkette, starke nicht kovalente Anziehungskréfte auftreten,
welche zu einer verbesserten Selbstanordnung fiihren.?®4% Diese Wechselwirkung
sind nicht nur auf das Innere der iibergeordneten Strukturen beschrénkt, sondern
konnen auch zwischen diesen auftreten (Abb. 7). Die Bildung von Agglomeraten
bzw. Aggregaten aus Nanostrukturen wird unmittelbar durch diese Wechselwir-
kungen bestimmt. Somit ist eine Vermeidung von Wechselwirkungen zwischen den
gebildeten Nanostrukturen fiir deren Stabilitdt unerlésslich. Eine Unterbindung
von starken Wechselwirkungen (Wasserstoffbriickenbindungen) bei Dextranderi-
vaten kann bereits durch die Funktionalisierung von verbleibenden Hydroxylgrup-
pen erfolgen. Fiir den Austausch werden funktionelle Gruppen verwendet, die die

Eigenschaften kaum beeinflussen.?%%°

2.4.3 Ouzo - Region®

Die Bildung von Nanopartikel wird von zwei wichtigen Eigenschaftsgruppen beein-
flusst. In der ersten Gruppe sind alle Parameter zusammengefasst, welche die
Eigenschaften der Makromolekiile (Kettenlinge, funktionelle Gruppen, etc.) be-
treffen. Wohingegen die Gruppe zwei alle Parameter beinhaltet, welche die Nano-
partikel wihrend der Praparation (Tropfengrofe, Konzentrationsgradient, etc.)
beeinflussen.

Die Ouzo-Region beschreibt den Konzentrationsbereich, in welchem eine Aus-
bildung von metastabilen homogenen Dispersionen oder Emulsionen ohne Zusatz-
stoffe oder mechanische Bewegung stattfindet.®! AuRerhalb der Ouzo-Region er-
folgt die Bildung von Aggregaten bzw. Agglomeraten (oberhalb der Ouzo-Region)
oder das Verbleiben des Derivats in geloster Form (unterhalb der Ouzo-Region).
Die Bestimmung der Grenzen des Ouzo-Bereichs erfolgt durch eine kontinuier-
liche Konzentrationsdnderung der Ausgangslosung. Die Grofenverteilung der in

dieser Region gebildeten Partikel entspricht typischerweise einer logarithmischen
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OH

Abb. 7: Schematische Darstellung von a) intramolekularen und b) intermolekula-
ren Wechselwirkungen von Dextranstrukturen
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Normalverteilung.?? Untersuchungen dieses Bereiches fiir verschiedene Polymere
zeigen, dass das Maximum der Ouzo-Region exponentiell mit dem Ldsungsmit-
tel zu Nicht-Losungsmittel-Verhéltnis, zu niedrigeren Derivatkonzentrationen ver-
schoben wird (Abb. 8). Diese Verschiebung belegt, dass die Lage der Ouzo-Region
nur von der Polymerkonzentration (Masseanteil < 1072) abhéngig ist. Die Grenzen
der Ouzo-Region werden dagegen nur vom Losungsmittel zu Nicht-Losungsmittel-
Verhiltnis beeinflusst.’*5% Fiir die Untersuchung der Ouzo-Region im praktischen
Teil der Arbeit wird die spontane Bildung von Nanopartikeln aus amphiphilen
oder hydrophoben Molekiilen genutzt. Dafiir wird das Derivat in einem polaren,
mit Wasser mischbaren Losungsmittel, geloést und durch Mischen mit Wasser als
Partikel ausgefallt. Da die Ursachen fiir dieses konzentrationsabhingige Verhalten
nicht vollstdndig verstanden sind, gibt es fiir die Begrenzung der Ouzo-Region
zwei mogliche Theorien. Bei der ersten Theorie handelt es sich um die Annahme
eines Keimbildungs- und Keimwachstumsprozesses, bei dem die Ausbildung der
Ouzo-Region nur fiir metastabile Polymerldsungen stattfindet. Spontane Fluktua-
tionen der Molekiilkonzentration kénnen beim Uberschreiten der kritischen Keim-
grofe zur Ausbildung von reinen und kleinen Wachstumskeimen fithren. Durch
Anlagerung von weiteren Derivatmolekiilen konnen diese wachsen. Entsprechend
dieser Uberlegung ist die Losung aukerhalb der Ouzo-Region instabil, da durch
grofte Konzentrationsfluktutationen ein spontaner und unkontrollierter Wachs-
tumsprozess (Aggregate) stattfindet. Die zweite Theorie nimmt an, dass durch
die Interdiffusion von Wasser und Losungsmittel die vorliegende Lsung instabiler
wird. In Folge dessen erfolgt die Aufspaltung der Losung in zwei Phasen (Partikel
und Losungsmittel-Wasser-Gemisch). Eine Verdnderung der Derivatkonzentration
kann dabei den ablaufenden Aufspaltungsprozess beeinflussen und die Grenze der
Ouzo-Region verschieben.?? 3

Bei allen Untersuchungen der Ouzo-Region ist zu beriicksichtigen, dass wihrend
der Konzentrationsénderungen keine Gleichgewichtszustéande vorliegen. Wéahrend
der Praparation der Nanopartikel kommt es zur Ausbildung von nicht homogenen
Zusténden in den Losungen, welche die Ergebnisse verfilschen kénnen. So liegt
trotz der Ausbildung von metastabilen homogenen Dispersionen (Ouzo-Bereich)

eine Abhingigkeit der Partikelgrofie von der Derivatkonzentration vor.?3
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Abb. 8: Rechtwinkliges Dreiphasensystem (Polymer/Losungsmittel /Nicht-Lo-
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3 Spezieller Tell

Biopolymere mit gezielt einstellbaren Eigenschaften sind ein Forschungsschwer-
punkt der Pharmazie, Medizin und Kosmetikindustrie. So sollen diese in Form
von Nanopartikeln als Wirkstofftransportsyteme verwendet werden.*%43 In die-
sen Kontext sind die im speziellen Teil der Arbeit aufgefithrten Ergebnisse zu
betrachten, der in fiinf Teile gegliedert ist. Die Abschnitte eins und zwei be-
schreiben die Synthese, Strukturaufklarung und Charakterisierung von Dextran-4-
phenylazobenzoat (AZO-Dextran) und Methyl-4-phenylazobenzoat (AZO-Methyl).
Die Abschnitte drei und vier befassen sich mit der Herstellung und Charak-
terisierung von Nanopartikeln aus dem Polymer AZO-Dextran. Im letzten Ab-
schnitt wird die Eignung von AZO-Dextranlésungen fiir die Herstellung von diin-

nen Schichten untersucht.

3.1 AZO-Dextran

3.1.1 Synthese von AZO-Dextran

In einer polymeranalogen Reaktion wurde Dextran mit trans—Azobenzen-4-car-
bonséure verestert, wobei die Carbonséure mit CDI in-situ aktiviert wurde (Abb. 9).
Um AZO-Dextran mit verschiedenen durchschnittlichen Substitutionsgraden (DS)
herzustellen, wurden unterschiedliche Stoffmengenverhaltnisse eingesetzt. Die Pro-
dukte wurden in Ethanol gefdllt und durch mehrmaliges Waschen mit dem Fal-
lungsmittel gereinigt. Die Ergebnisse dieser Synthesen sind in Tabelle 1 zusammen
gefasst. Zur Perpropionylierung wurden die Produkte (400 mg) mit Propionséu-
reanhydrid (Perpropionylierung) umgesetzt (80 °C fiir 20 h unter Anwesenheit von
Dimethylaminopyridine, DMAP).
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Abb. 9: Homogene Veresterung von Dextran mit Azobenzen-4-carbonséure in Di-
methylsulfoxid (DMSO)

(0]

Tabelle 1: Ergebnisse der Synthesen von Dextran-4-phenylazobenzoat

Verbindung Stoffmengenverhéltnis DS
AGU : CDI : (2)
(3a) 1:1:1 0,73 /0,75 P
(3b) 1:2:2 1,29* / 1,54 °
(3¢c) 1:3:3 1,828 /1,72

ahestimmt durch 'H-NMR-Spektroskopie nach Perpropionylierung
Pbhestimmt durch N-Anteile der Elementaranalyse vor Perpropionylierung
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3.1.2 Strukturaufklarung von AZO - Dextran

Die Strukturaufklarung der erhaltenen AZO-Dextrane, bevorzugt der perpropiony-
lierten Derivate, wurde mittels 'H- und '3C-NMR-Spektroskopie durchgefiihrt.
Aufgrund der Perpropionylierung ist die Ausbildung von inter- und intramoleku-
laren Wasserstoftbriickenbindungen unterbunden. Dies fiihrt zu einer geringeren
Spin-Spin- und Spin-Gitter-Relaxation und in Folge dessen zu einer Verldanger-
ung der Lebensdauer von longitudinaler und transversaler Magnetisierung. Auf
diese Weise wird eine Verringerung der Linienbreite und eine Verbesserung des
Signal-Rausch-Verhiltnisses erreicht. Dariiber hinaus ist im 'H-NMR-Spektrum
eine Uberlagerung von Signalen der Hydroxylgruppe mit den Signalen der Proto-
nen der AGU ausgeschlossen, was eine bessere Signalzuordnung und die Bestim-
mung des DS aus den integralen Intensitdten ermdoglicht. In Abbildung 10 ist das
'H-NMR-Spektrum von AZO-Dextran mit einem DS von 0,73 dargestellt. Alle
Signale des NMR-Spektrums kénnen der Struktur des perpropionylierten AZO-

Dextrans zugeordnet werden.

o O
416
5
18\17%6}3\00 L 18
/\( 3 20,
7 '
. o 98 9
— 10
14 & 15 11
10& 13 N=N

Chloroform

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05
f1 (ppm)

Abb. 10: 'H-NMR-Spektrum von Dextran-4-phenylazobenzoat (3a, DS = 0,73)
gemessen in Chloroform

Die trans- und cis-Isomere lassen sich im 'H-NMR-Spektrum gut unterscheiden.
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3 Spezieller Teil

Die intensitatsschwache Signalgruppe zwischen 6,50 ppm und 7,25 ppm stammt
von den Protonen 9, 10 und 13, 14 & 15 der Azobenzengruppe in cis-Stellung.
Im Vergleich dazu erzeugen die gleichen Protonen in trans-Stellung die deutlich
intensitétsstiarkere Signalgruppe zwischen 7,30 ppm und 8,50 ppm. Uber die im
Folgenden angefiihrte Verhéltnissrechnung lassen sich die prozentualen Anteile der

Isomere aus den integralen Intensitéten (I) bestimmen.

]ges = ]trans + ]cis
100%

 irans = trans(%)
]ges

Es ist zu erkennen, dass nach der Synthese vorwiegend trans Isomere (circa 95 %)
von AZO-Dextran vorliegen. Aufgrund der Laborbeleuchtung (Neonlampen mit
UV-Lichtanteil) wihrend Lagerung und Synthese und den Wartezeiten vor der
NMR-Spektroskopie kann trans/cis Isomerisierung (circa 5 %) auftreten.

Die Protonensignale der AGU (1-6), der Methylgruppe des Propionats (18) und
der Azobenzengruppe (9,10,13-15) kénnen fiir die Bestimmung der DS-Werte ver-
wendet werden. Die Berechnung der DS-Werte (Tab. 1) kann durch die folgenden

drei Gleichungen erfolgen.

7 [9,10,13—15

DSazo = 0.1
-1
Iy 1013-15
DS = —
AZ0 T ) 101315
——— + I3
3
7. Hig
DSazo =3 — 57
- Tig

I910,13—15 — integrale Intensistat der Protonenresonanzen 9,10,13-15
[,_¢ = integrale Intensitéat der Protonenresonanzen 1-6

I;s = integrale Intensitdt der Protonenresonanz 18

3.1.3 Weitere Charakterisierung von AZO-Dextran

Die hergestellten AZO-Dextranderivate wurden durch Gelpermeationschromato-

graphie (GPC), Viskosimetrie, Dipolmomentmessung und UV /VIS-Spektroskopie
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3.1 AZO-Dextran

charakterisiert. Die Bestimmung der durchschnittlichen Polymerisationsgrade (DP)
fiir Dextran und die hergestellten AZO-Dextrane erfolgte mittels GPC. Findet
wahrend der Synthese eine Vernetzungsreaktionen statt, so ist diese durch einen
Anstieg der DP-Werte zu beobachten. Ein Vergleich der DP-Werte fiir Dextran
des Stammes Leuconostoc mesenteroides—NRRL B-512F und den hergestellten
Dextranderivaten ist nicht moglich, da unterschiedliche Messbedingungen vorla-
gen. Die nicht perpropionylierten (3a - 3c¢) und perpropionylierten (4a - 4c) Dex-
tranderivate lassen hingegen ein Vergleich, aufgrund gleicher Messbedingungen,
zu. Hierbei ist ein signifikanter Unterschied der DP-Werte zu beobachten (Tab.
2). Im Gegensatz dazu weisen die DP-Werte der perpropionylierten Dextranderi-
vate keine Anderungen auf. Mit zunehmenden DS-Werten (Probe 3a - 3c) kann

eine Erniedrigung der DP-Werte und damit ein Kettenabbau beobachtet werden.

Tabelle 2: Messwerte aus den GPC Messungen von Dextran und Dextran-4-
phenylazobenzoat mit verschiedenen DS-Werten und den daraus be-
rechneten DP-Werten

Probe DS M, M, DP, DP, PDI
[gmol™!|  [gmol ™|
(Dextran)® - 3,3692- 107 5,6281- 107 187 312 1,67

(3a)® 0,75 3,1346- 10* 5,7960- 10* 78 145 1,85
1,54 2,7358- 10" 4,7814- 10* 45 79 1,75
1,72 1,7715- 10* 3,6440- 10* 22 45 2,07
)¢ 0,73 1,1608- 10* 2,7353- 10* 23 93 2,37
4b)° 1,29 1,5083- 10* 3,3193- 10* 23 50 2,20
)¢ 1,82 1,7402- 10* 3,3897- 10* 21 42 1,95

2 — Dextran NRRL B-512F (SEC-8, LM = DMSO + 0,5 % LiBr,
Kalibrationsstandard = Dextran, Brechungsindex-Detektor,

Flussrate = 0,5 ml-min™!)

b — AZO-Dextran vor Perpropionylierung (SEC-9, LM = DMAc + 0,21 % LiCl,
Kalibrationsstandard = Pullulan, Brechungsindex-Detektor),

Flussrate = 1,0 ml-min—1)

¢ — AZO-Dextran nach Perpropionylierung (SEC-9, LM = DMAc + 0,21 % LiCl,
Kalibrationsstandard = Pullulan, Brechungsindex-Detektor),

Flussrate = 1,0 ml-min™!)

Die relative Viskositat der AZO-Dextranderivate wurde in DMAc bestimmt.
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Hierfiir wurde zunéchst die kinematische Viskositdt des Losungsmittels gemes-
sen, um die relative Viskositat (7,.e=7/Mkin), d.-h. die Wechselwirkung der gelos-
ten Polymerkn#ule mit den Losungsmittelmolekiilen, zu bestimmen.?* Fiir DMAc
wurde eine kinematische Viskositéit von 7, = 1.12023 m? - s7! erhalten. Mit
dem Anstieg der DS-Werte beobachtet man fiir AZO-Dextran eine Zunahme des
hydrophoben Charakters und eine Abnahme der Loslichkeit in DMAc. Diese Ver-
schlechterung der Loslichkeit spiegelt die schwéicher werdende Wechselwirkung von
Polymerknaul und Losungsmittelmolekiil wider. Entsprechend der abnehmenden

Wechselwirkung liegt eine Erniedrigung der relativen Viskositdt vor (Tab. 3).

Tabelle 3: Ergebnisse fiir die Bestimmung der Viskositat von Dextran-4-phenyl-
azobenzoat fir verschiedene DS-Werte mit einer Konzentration von

2 mg/ml (in DMAc) bei 25 °C

Probe DS MNrel Nspez
(3a) 075 1,062 0,062
(3b) 154 1,054 0,054
(3¢) 1,72 1,040 0,040

Aus den relativen Viskositéten fiir verschiedene Konzentrationen (2 mg/ml bis
5 mg/ml), konnten die Staudinger-Indizes (|n]) der AZO-Dextrane bestimmt wer-
den. Diese bilden die Grundlage zur Berechnung von Knéuldichte (paq), Knéul-
durchmesser (d,q,) und Knéulvolumen (V,,,) der Polymere (Tab. 4). Fiir die

Berechnung dieser Werte wurden die folgenden Formeln verwendet.

o 20

)

d _ 3 6'M'[n]

aqu — a r — AT
2,5~7T~NA
1

%quzglﬂ'diqu

Avogadro-Konstante — N4 = 6,022 - 10% - mol™*
M = Molekulargewicht der Wiederholungseinheit im Polymer
[n] — Staudinger-Index

Die Messungen der relativen Dielektrizitéitskonstanten (DK) wurden an gelosten
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3.1 AZO-Dextran

Tabelle 4: Staudinger Indizes und Ergebnisse aus den Berechnungen mittels Vis-
kositatswerten der AZO-Dextranderivate

Probe [77] Paqu daqu Vaqu
[em® - g7 [g-em™]  [nm) [nm”]
(3a) 32,50 0,0769 10,89 676,21
(3b) 26,72 0,0936 9,75 485,30
(3c) 24,38 0,1025 8,18 286,59

AZO-Dextranen (in DMAc) durchgefiihrt. Als Grundlage fiir die Bestimmung die-
nen die im experimentellen Teil der Arbeit (Tab. 15) aufgefiihrten Kalibrations-
werte.”® In den Messergebnissen (Tab. 5) sind keine signifikanten Unterschiede der
relativen Dielektrizitatskonstanten zwischen Losungsmittel und AZO-Dextran zu
beobachten. Die relativen DK der AZO-Dextrane kénnen mit Werten zwischen
e — 0,11 — 0,15 A-s-V~1.m~! angegeben werde. Aufgrund eines systematischen
Messfehlers von £ 0,03 A-s-V~1.-m™!, ist eine Beurteilung der Dielektrizititskon-
stanten hinsichtlich der DS-Werte nicht moglich, da eventuelle Unterschiede un-

terhalb der Auflosungsgrenze des Messgerites liegen.

Tabelle 5: Relative DK-Werte fiir die hergestellten AZO-Dextranderivate, gelost

in DMAc
KB Probe € Messwertanzeige
[A-s:V~tm™? 1 2 3 4 MW
2 DMAc 37,96 107,40 107,20 107,30 107,30 107,30
2 DMAc + 3a 37,85 107,40 107,80 107,90 107,90 107,75
2 DMAc + 3b 37,81 107,90 107,90 107,90 107,90 107,90
2 DMAc + 3¢ 37,81 107,90 107,90 107,90 107,90 107,90

Photochemisches Verhalten von AZO-Dextran

Die untersuchten Dextranderivate besitzen aufgrund des Azobenzenchromophors
ein charakteristisches Absorptionsverhalten, welches mittels UV /VIS-Spektroskopie
in drei Bereiche unterteilt werden kann (Abb. 11). Die stérkste Absorption im
UV/VIS-Spektrum befindet sich zwischen 280 nm und 370 nm und weist ein
deutliches Absorptionsmaximum bei 323 nm auf, hervorgerufen durch einen 77*-

Ubergang des Azobenzenchromophors. Der zweite Bereich liegt zwischen 370 nm
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und 530 nm und besitzt ein deutlich niedrigeres Absorptionsmaximum bei 448
nm. Die Absorption in diesem Bereich ist auf einen n7*-Ubergang des Azobenzens
zurlickzufithren. Im Gegensatz zu den ersten beiden Bereichen zeigt der dritte
Bereich zwischen 240 nm und 280 nm ein deutliches Absorptionsminimum bei
257 nm. Dieser Bereich ist fiir die Untersuchung der Zeitabhéngigkeit der Isomeri-

sierung von Bedeutung, da er durch zwei isosbestische Punkte begrenzt wird.

Das photochemische Verhalten der AZO-Dextranderivate wurde mit Hilfe der
UV /VIS Spektroskopie untersucht. Dazu wurden die Dextranderivate in Dichlor-
methan gelost und mit UV-Licht einer Wellenldnge von A = 333 nm belichtet.
Durch Belichtung mit UV-Licht (trans/cis-Isomerisierung des gelosten Polymers)
wird das Absorptionsverhalten stark beeinflusst. So sinkt die Absorptionsintensi-
tét im Bereich eins ab, wohingegen in den Bereichen zwei und drei ein Anstieg zu
verzeichnen ist. Fiir den Bereich von A < 240 nm wird die Zunahme des Absorp-
tionsverhaltens durch das Losungsmittel selbst verursacht, da Dichlormethan zwi-
schen 200 nm und 250 nm ein Absorptionsmaximum aufweist. Die Anderungen
im UV/VIS-Spektrum bewirken das Auftreten von isosbestischen Punkten bei
240 nm, 280 nm und 380 nm (Abb. 11). Diese stellen einen Nachweis fiir die
Einheitlichkeit der durchgefiihrten Photoreaktion (Umwandlung von trans- und

cis-Isomeren) dar. Dieser Wechsel entspricht einer Reaktion 0. Ordnung, deren

1.8 1 —0 sek.
1.6 - - 45 sek.
----75 sek.
Y N N — 105 sek.
1.2 ---180 sek.
.5 —-270 sek.
2 1
= 480 sek.
2 0.8
2 0. 700 sek.

S 2
= o

0 T T T T T T T T T T

233 264 294 325 355 _ 386 417 445 476 506 537
A [nm]

Abb. 11: Gemessene UV /VIS-Spektren von AZO-Dextran (3b, DS = 1,29) gelost
in Dichlormethan
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3.1 AZO-Dextran

Kinetik durch die folgenden Formeln beschrieben werden kann.

dlA] _
_W_k

/ﬂﬂ:—@/m

Al —[A] =k -t ,bzw. [A]—[Alp=—k-t

Diese lineare Abhingigkeit der Anderung der Absorption von der Belichtungs-
zeit kann fiir alle AZO-Dextrane beobachtet werden (Abb. 12). Allerdings strebt
[Alo - [A] einem Grenzwert zu, was sich durch das Erreichen des photostationéren
Zustands erkldren lasst. Die Ergebnisse der Auswertung der Reaktion nach ei-
ner Kinetik nullter Ordnung sind in Tabelle 6 zusammengefasst. Zudem sind die

Zeiten fiir das erreichen des photostationaren Zustands angegeben.

0.7 1
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0.5 - .
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Abb. 12: Absorptionsmaxima von AZO-Dextran (3b, DS = 1,29) gelost in Di-
chlormethan in Abhéngigkeit von der Belichtungszeit bei einer Wellen-
lénge von 333 nm

Zur weiteren Charakterisierung des Absorptionsverhaltens wurde das im Folgen-
den angefiihrte Lambert-Beersche Gesetz zur Bestimmung des Extinktionskoef-
fizienten auf die UV /VIS-Spektren der AZO-Dextrane angewendet (Abb. 7). Als
Rechengrundlage wurden die Absorptionsmaxima der 77*-Uberginge (323 nm)
ohne UV-Belichtung, die Konzentrationen der Azobenzenchromophore in den Mess-

l6sungen und die Dicken der Messlosungen verwendet.
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Tabelle 6: Mittels UV /VIS Spektroskopie ermittelte Reaktionskonstanten von in
Dichlormethan geldsten Dextran-4-phenylazobenzoat

Verbindung DS  Reaktionskonstanten zeitliche Grenze

[sek]
Ba) 0,75 - -
(3b) 1,54 0,0019 300
(3¢) 1,72 0,0018 280
(4a) 0,73 0,0021 285
(4b) 1,29 0,0022 210
(4c) 1,82 0,0019 180

ain Dichlormethan nicht 1oslich

Tabelle 7: Ergebnisse fiir die Bestimmung der Extinktionskoeffizienten fiir Dex-
tran-4-phenylazobenzoat mittels UV /VIS-Spektroskopie

Verbindung DS A d c A, €
[nm| [mm| [mmol - 17} [1-mol™t - cm™|
(3b) 1,54 323 10 0,0759 1,73232 2281
(3c) 1,72 323 10 0,0631 1,64455 2606
(4a) 0,73 323 10 0,0427 1,23957 2902
(4b) 1,29 323 10 0,0580 1,52468 2626
(4c) 1,82 323 10 0,0668 1,32744 1976

€x — dekadischer molarer Extinktionskoeffizient in Abhéngigkeit des
Azobenzengehalts

¢ — Konzentration des Azobenzenchromophors in der Messlosung der Dicke d
I bzw. Iy — Intensitidten des transmittierten Strahls zum Zeitpunkt 0 und t
A, — Absortionsintensitét fiir die Wellenldange A

Aus diesen Messwerten wurden die Extinktionskoeffizienten fiir das Azoben-

zenderivat beim 77*-Ubergang fiir verschiedene DS-Werte berechnet (Abb. 7).
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Da Derivat (3a) in Dichlormethan nicht 16slich ist, wurde es in Tabelle 7 nicht

eingetragen.

3.2 Methyl-4-phenylazobenzoat

Zur Uberpriifung des photochemischen Verhaltens von AZO-Dextran und der Be-
einflussung der trans/cis-Isomerisierung durch das Polymerriickgrat, wurde Methyl-
4-phenylazobenzoat als niedermolekulares Vergleichsderivat synthetisiert und pho-

tochemisch untersucht.

3.2.1 Synthese von AZO-Methyl

Die Synthese von AZO-Methyl erfolgte durch Veresterung von Methanol mit Azo-
benzen-4-carbonséure, wobei die Carbonsdure durch CDI in-situ aktiviert wurde.
Das Produkt wurde im Anschluf in destillierten Wasser (RT) gefillt und durch

SN (DMSO) N

80 °C fur20h

CH3OH +
O

) ©)

Abb. 13: Veresterung von Methanol mit Azobenzen-4-carbonséure (2) unter Ver-
wendung von Carbonyldiimidazol (CDI) in Dimethylsulfoxid (DMSO)

Umbkristallisieren (100 °C) in selbigen gereinigt. Fiir die Reaktion wurde ausschlief-
lich ein Stoffmengenverhéltnis von 1:1:1 (Methanol : CDI : CS) eingesetzt.

3.2.2 Strukturaufklarung von AZO-Methyl

Die Strukturuntersuchung der erhaltenen Verbindung AZO-Methyl wurde mit-
tels 1-dimensionaler (*H-NMR, "*C-NMR) und 2-dimensionaler (HSQC) NMR-
Spektroskopie durchgefiihrt. Aus den NMR-Spektren (Abb. 14) ist eine vollstén-
dige Signalzuordnung entsprechend der Struktur des AZO-Methyl moglich. Die
Methylgruppe des AZO-Methyl wird im 'H-NMR durch Signal 10 bei 4,00 ppm
dargestellt. Der Nachweis der gebundenen Azobenzengruppe erfolgt durch die Sig-
nale 1 bis 3 und 6 bis 7 im Bereich von 7,40 ppm bis 8,80 ppm (!H-NMR). Eine
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Abb. 14: 'H-NMR (oben) und C-NMR (unten) Spektrum von Methyl-4-
phenylazobenzoat (5) in Chloroform-d,
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3.2 Methyl-4-phenylazobenzoat

Aussage zum Isomerisierungszustand des Derivats ist aus den vorliegenden NMR-
Spektren nicht moglich, da keine unterschiedlichen Signale fiir trans und cis Iso-
mere vorliegen. Es liegt die Vermutung nahe, dass das Derivat vollstdndig als trans

Isomer vorliegt, da trans—Azobenzen-4-Carbonséure eingesetzt wurde.

3.2.3 Vergleich von AZO-Methyl und AZO-Dextran

Zur photochemischen Untersuchung wurde AZO-Methyl in Dichlormethan gelost
und mittels UV /VIS-Spektroskopie (Abb. 15) charakterisiert. AZO-Methyl zeigt
einen dhnlichen Verlauf der Absorptionsintensitit wie AZO-Dextran, wobei fiir alle
AZO-Derivate (AZO-Dextran, AZO-Methyl) nach einer Belichtungszeit von circa
700 Sekunden mit einer Wellenldnge von A = 333 nm der photostationdre Zustand
eingestellt ist. Die Gegeniiberstellung der UV /VIS-Spektren von AZO-Methyl und

2.5 7 —0 sek.

--=-60 sek.

---100 sek.
160 sek.
200 sek.
280 sek.
340 sek.

—-730 sek.

Absorption

()]
W o
(%)

Abb. 15: Gemessenes UV /VIS Spektrum von Methyl-4-phenylazobenzoat (5), ge-
16st in Dichlormethan

AZO-Dextran lédsst deutliche Unterschiede nach Erreichen des photostationdren
Zustands erkennen. Dabei ist zu beachten, das fiir AZO-Methyl eine geringere
Absorption fiir den wr*-Ubergang des trans-Isomers und ein stérkerer Anstieg der
Absorption im Bereich 240 nm bis 285 nm vorliegt.

Durch Auftragen der Absorptionsmaxima [A]y - [A] von AZO-Methyl iiber die
Belichtungszeit (t), kann fiir dieses Derivat eine lineare Abhéngigkeit entspre-
chend einer Kinetik nullter Ordnung beobachtet werden (Abb. 16). Dabei strebt

der Graph ab einer Belichtungszeit von t > 400 sek. einem Grenzwert zu, welcher
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erneut durch das Erreichen des photostationdren Zustands erkliart werden kann.
Die Reaktionskonstante fiir die lineare Abhéngigkeit von AZO-Methyl kann mit
k; = 0,0045 (t < 400 sek.) angegeben werden. Der Vergleich der Reaktionskonstan-
ten von AZO-Methyl und AZO-Dextran ist nur bedingt mdoglich, da signifikante
Unterschiede in den Azobenzenkonzentrationen der Messlosungen vorliegen. Fiir
das in Abbildung 16 dargestellte AZO-Dextran (3b) lag in der Messlosung eine
Konzentration der photoaktiven Gruppe (Azobenzen) von ¢ = 0,759 mmol - 17!

und fiir das AZO-Methyl eine Konzentration von ¢ = 0,1469 mmol - 17! vor.

1.8 -
1.6 - N N
14 A

1.2 4 s 4+ AZO-Methyl (5)
K = AZO-Dextran (3b)

-A

<08 s
0.6  mmn® "
044 * =
0.2 _-'
0 #% . . . . . .

0 200 400 600 800 1000 1200
t [sek.]

Abb. 16: Darstellung der zeitabhéngigen Absorptionsmaxima von Methyl-4-
phenylazobenzoat (5) und Dextran-4-phenylazobenzoat (3b), gelost in
Dichlormethan

Wegen der vorliegenden Reaktion nullter Ordnung ist die Reaktionsgeschwin-
digkeit von der Konzentration der Azobenzenchromophore unabhéngig, wird aber
stattdessen von der Intensitdt der photochemischen Anregung und der sterischen
Behinderung (Polymerriickgrat, Entanglements, etc.) der Isomerisierung beein-
flusst.?® Wihrend der Untersuchungen der photochemischen Eigenschaften wur-
den die Versuchsbedingungen (Intensitit der Anregung) nicht variiert, so dass eine
Anderung der Azobenzenkonzentration keinen Einfluss auf die Reaktionsgeschwin-
digkeit hatte. Die in Abbildung 16 und Tabelle 6 fiir AZO-Dextrane vorliegenden
niedrigeren Reaktionskonstanten (t < 400 sek.) konnen somit durch die Behinder-

ung des Isomerisierungsprozess (Polymerriickgrat) erklart werden.
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3.3 Nanopartikel aus AZO-Dextran

Ein wesentlicher Forschungsschwerpunkt der Arbeitsgruppe von Prof. Heinze ist
die Herstellung von Nanopartikeln aus Polysacchariden, wodurch auf die vorhan-
denen praparativen Kenntnisse zuriickgegriffen werden konnte. Zur Herstellung
von Nanopartikeln wurden ausschlieflich die in Abschnitt 3.1 bereits diskutierten

Produkte verwendet.

3.3.1 Nanopartikel durch Dialyse

Die Dialysetechnik hat sich fiir die Herstellung von Nanopartikeln im Labormafs-
stab als geeignete Préparationsmethode erwiesen. Hierfiir wurden Dextranderi-
vate in einem mit Wasser mischbaren Losungsmittel gelost, die Polymerlosungen
anschlieffend in Dialysemembranen gefiillt, diese verschlossen und vollstédndig in
destilliertes Wasser getaucht. Durch den an der Dialysemembran vorliegenden
Konzentrationsgradienten und die definierte Porengrofse der Membran erfolgt der
Austausch von Losungsmittel gegen Wasser. Durch Mehrfach Austausch von Was-
ser und erneutem Konzentrationsausgleich kann das Losungsmittel vollstandig
entfernt werden. Dieser Losungsmittelaustausch fiihrt zur Bildung von Nanopar-
tikeln durch amphiphile Selbstanordnung. Die Einstellung der Partikelgrofe kann
iiber die Porengrofse der Membran, die Konzentration der Losung, das verwendete
Losungsmittel und das verwendete Derivat selbst erfolgen. Im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit wurde fiir die Herstellung von Nanopartikeln eine Konzentration
von 4 mg/ml (AZO-Dextran) in DMAc verwendet. Die Nanopartikel wurden im
Anschluss in wéssrigen Suspensionen mittels dynamischer Lichtstreuung charak-

terisiert.

3.3.2 Charakterisierung der Nanopartikel

Durch Dialyse konnten aus den Dextranderivaten, mit Ausnahme von Probe (4c,
DS = 1,82), Nanopartikel (Tab. 8) hergestellt werden. Die Nanopartikel besitzen
Durchmesser zwischen 100 nm und 600 nm, wobei eine relativ enge Grofenvertei-
lung vorliegt (Tab. 8). Eine Erhéhung der DS-Werte fiihrt zu einer Verkleinerung
der durchschnittlichen Partikelgrofie. Dieses Verhalten konnte Losungsmittel un-
abhéngig nachgewiesen werden. Durch Verwendung von THF wurden wesentlich

grofere Nanopartikel und Partikelgrofenverteilungen gebildet als mit DMAc.
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Tabelle 8: Ergebnisse der Grofenbestimmung durch REM-Aufnahmen und DLS-
Messung fiir Nanopartikel aus Dextran-4-phenylazobenzoat mit einer
Polymerkonzentration von 4 mg/ml und DMAc als Losungsmittel

Probe Verbindung DS Partikelgrofse PDI
o [nm]  © [nm]

PP17 (3a) 0,75 221,9° 2135 0,085"
PP18 (3b) 1,54 240,2*  259,3 0,137
PP19 (3c) 1,72 201,1* -c 0,0832
PPP20 (4a) 0,73 237,68 242,55 0,108
PPP21 (4b) 1,29  203,4*  223,8> 0,083
PPP22 (4c) 1,82 e e e

& - Mittelwert aus drei Messungen durch DLS
- Mittelwert aus 12 Grofsenmessungen durch Auswertung von REM Aufnahmen
- Vermessung der Probe nicht moglich

Tabelle 9: Ergebnisse der Grofenbestimmung durch DLS-Messung fiir Nanopar-
tikel aus Dextran-4-phenylazobenzoat mit THF als Losungsmittel und
einer Polymerkonzentration von 4 mg/ml

Probe Verbindung DS Partikelgrofse PDI
2 o]
PP10 (3a) 0,75 574,8% 0,327
PP11 (3b) 1,54 454,6* 0,244
PP12 (3c) 1,72 277,02 0,264
(4a)
(4b)

PPP13 0,73 536,8% 0,209
PPP14 1,29 411,8% 0,206

- Mittelwert aus fiinf Messungen durch DLS
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3.3 Nanopartikel aus AZO-Dextran

Die Verkleinerung der Partikelgréfe infolge der Erhéhung der DS-Werte kann
durch den zunehmenden hydrophoben Charakter der Derivate und einer dichter
gepackten Struktur erklart werden.

Ein wichtiger Aspekt fiir die Beurteilung der Messergebnisse (DLS) ist die
Partikelform, welche die Messergebnisse stark beeinflusst. Die Uberpriifung von
Form und Gréfse erfolgte durch Auswertung rasterelektronenmikroskopischer Auf-
nahmen von gefriergetrockneten Partikeln. Fiir alle Proben konnten sphérische
Nanopartikel nachgewiesen werden. In diesen Aufnahmen liegen Partikel ohne
eine Hydrathiille vor, wodurch der feste Partikeldurchmesser angegeben werden
kann. Bei DLS-Messungen entspricht der angegebene Partikeldurchmesser (hydro-
dynamischer Durchmesser) dem festen Durchmesser plus Hydrathiille. Somit sind

Partikeldurchmesser aus DLS-Messungen grofer als aus REM-Aufnahmen.

- 100nm OSI-Jena 4/27/2010
X 35,000 15.0kV LEI SEM WD 14mm 9:10:59

Abb. 17: REM - Aufnahme von Nanopartikeln, hergestellt aus Dextran-4-phenyl-
azobenzoat (3a, DS = 0,75)

Die Verwendung von REM-Messwerten kann jedoch nur der groben Uberprii-
fung von DLS-Messgrofsen dienen, da die REM-Werte fiir die Partikelgrofen stark
fehlerbehaftet sind. Hierbei sind systematische Fehler zu nennen, welche durch
die Probenpréparation und Bildauswertung hervorgerfen werden, sowie statisti-
sche Fehler, welche durch die geringe Anzahl an Messwerten entstehen. Der Ver-
gleich der REM- und DLS-Ergebnisse (Tab. 8) zeigt, dass durch die Vermessung
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der REM-Bilder grofere Partikeldurchmesser erhalten werden als durch die DLS-
Messung. Fiir die Auswertung der REM-Bilder wurden 25 subjektiv ausgewéhlte
Partikel vermessen und aus diesen der angegebene Mittelwert gebildet. Bereits bei
Betrachtung der REM-Aufnahmen (Abb. 17) féllt auf, dass grofse Unterschiede
(100 nm bis 400 nm) der Partikelgréfsen innerhalb der Proben vorliegen. Wéhrend
der Priparation kann ein Teil der Nanopartikel von der Probenoberfliche (Gefrier-
trocknung) entfernt worden sein, so dass die Bilder nicht mehr der urspriinglichen
Verteilung der Partikelgrofse entsprechen. Von Nanopartikeln aus Derivat 3¢ konn-
ten keine REM-Aufnahmen angefertigt werden, da auf dem Probentréiger keinerlei
Partikel zu finden waren.

Die Nanopartikel aus photoaktiven AZO-Dextran wurden mittels UV /VIS-Spek-
troskopie untersucht. Dabei liegt fiir alle Derivate ein verédnderter Verlauf der
Absorptionsintensitdt vor. Zur weiteren Untersuchung erfolgte die Aufnahme von
streulichtkorrigierten UV /VIS-Spektren unter der Verwendung einer Ulbrichtku-
gel (Abb. 18). Fiir die Nanopartikel liegen in den streulichtkorrigierten UV /VIS-

1.2 1 —-PP17

--PPI8
1 3

=
S

Absorption
j=]
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(=]
=

02
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Abb. 18: Streulichtkorrigiertes UV /VIS-Spektrum fiir photoaktive Nanoparti-
kel, hergestellt aus Dextran-4-phenylazobenzoat mit verschiedenen DS-
Werten

Spektren unterschiedliche Absorptionsintensitiaten bei Messbeginn vor, welche durch
geringe Konzentrationsunterschiede der Partikelsuspensionen und durch unter-
schiedliche Partikelgrofien erklart werden konnen. Zudem kann ab einer Wellen-
lange von A = 600 nm ein kontinuierlicher Anstieg der Absorptionsintensitéten

beobachtet werden. Fiir die Nanopartikel ist die Absorption bei Messbeginn nicht,
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3.3 Nanopartikel aus AZO-Dextran

wie in Abbildung 11 beobachtet, nahezu Null, weshalb der nm*-Ubergang des Azo-
benzenchromophors in den Nanopartikelspektren nicht mehr erkennbar ist. Bei
dem photochemischen Verhalten dieser Systeme ist zu beriicksichtigen, dass ne-
ben der Intensitdt der Strahlungsquelle die Partikelgrofe einen Einfluss auf das
Absorptionsverhalten haben kann. So kann durch die Partikelgrofse und die An-
zahl von Azobenzengruppen an der Partikeloberfliche die Streuung des Lichts in
der Messlosung beeinflusst werden. Der Einfluss der Partikelgrofse wéire dabei nur
messbar, wenn alle Partikel eine einheitliche Grofe, alle Suspensionen die glei-
che Konzentration hétten und die Messung des streulichtkorrigierten Spektrums
vor der Ulbrichtkugel stattfinden wiirden. So kénnte ein raumwinkelabhangiger
Messbereich mit definierten Messgrofsen fiir die Charakterisierung verwendet wer-

den.

Weiterhin wurde der Einfluss von UV-Licht auf die Partikelgrofe (photomecha-
nischer Effekt) untersucht. Hierfiir wurden die hergestellten Partikelsuspensionen
verdiinnt (240 pl auf 10 ml) und mit UV-Licht (A = 333 nm) belichtet. Nach
Belichtungsintervallen von 10 s, 30 s, 60 s, 120 s. und 10 min wurden die Sus-
pensionen mit DLS beziiglich Partikelgrofse und Zetapotential vermessen. Dabei
konnten keinen signifikanten Anderungen der Partikelgrofen und Zetapotentiale
nachgewiesen werden. Lediglich bei instabilen Partikelsuspensionen (Lagerstabili-
téat iberschritten) konnten signifikante Grofendnderungen von 100 nm - 200 nm
erzeugt werden. Das Ausbleiben des photomechanischen Effektes konnte durch die
Lage der Chromophore in der Polymerkette erklért werden, da diese als funktio-
nelle Seitengruppen vorliegen und nicht innerhalb des Polymerriickgrats. Trotz
der Summe an Polymerketten und funktionellen Gruppen innerhalb der Nano-
partikel scheinen diese nicht auszureichen, um eine makroskopische Anderung zu
induzieren. Eine Verbesserung des photomechanischen Verhaltens konnte durch
Einbau der Chromophore in das Polymerriickgrat erzielt werden, da so ein weitaus
grofkerer geometrischer Platzbedarf wihrend der Isomerisierung bendtigt wiirde.
Zur Uberpriifung des Isomerisierungsverhaltens der Nanopartikel wurden zusitz-
lich UV /VIS-Spektren in Abhéngigkeit von der UV-Belichtungszeit aufgenommen.
Es konnte eine geringe Anderung der Absorptionsintensitit von 2,7 % bis 3,5 %
(trans/cis-Isomerisierung) nachgewiesen werden. Dies deutet in Verbindung mit
dem nicht vorhandenen photomechanischen Effekt auf eine Behinderung oder Un-
terbindung des Isomerisierungsprozesses innerhalb der Nanopartikel hin. Eine Ab-

schlieffende Aussage zum Einfluss der Partikelgrofse auf das Absorptionsverhalten,
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sowie zum Ablauf der photochemischen Reaktion, war im Rahmen dieser Arbeit

nicht méglich.

Ein weiterer wichtiger Einflussfaktor auf die Partikelgrofie ist deren Stabilitét.
Wihrend konstante Partikelgroffen fiir wéssrige Suspensionen aus perpropiony-
lierten AZO-Dextran fiir maximal zwei Monate vorlagen, konnten fiir nicht per-
propionylierte AZO-Dextrane Lagerstabilitdten von mindestens zwei und maximal
drei Monaten beobachtet werden. Aufgrund von starken Kohésionskréften bilden
die Nanopartikel dann Aggregate. Dieses Verhalten ist iiberraschend, da durch
Austausch von Hydroxylgruppen am Polymerriickgrat (Perpropionylierung) die
Ausbildung von Kohésionskréiften unterbunden werden sollte. Die Stabilitat der
Partikel in Abhéngigkeit von mechanischer Beeinflussung konnte durch Behand-
lung mit Ultraschall untersucht werden. Hierfiir wurden die aggregierten und nicht
aggregierten Proben mit verschiedenen Zeitintervallen und Intensitéten (Amplitu-
den) behandelt. Durch Ultraschall konnte in aggregierten Proben eine geringfiigige
und zeitlich begrenzte (< 15 min) Zerteilung von Aggregaten erzeugt werden. Ein
Zusammenhang zwischen variierten Parametern und gemessenen Partikelgréfsen
konnte nicht hergestellt werden. Ebenso konnte keine Wirkung von Ultraschall

auf lagerstabile Proben nachgewiesen werden.

Neben der Einwirkung von &ufseren mechanischen Kraften kann der Charakter
des umgebenden Milieus (saure und basische Umgebung) einen entscheidenden
Einfluss auf die Stabilitdt der Partikel haben. Fiir die Untersuchung wurde ein
Borat-Bersteinséure-Puffer (3,73 M) nach Kolthoff mit einem pH-Wert von vier
und ein Borsdurepuffer (0,15 M) nach Clark und Lubs mit einem pH-Wert von
neun verwendet.’® Von beiden Pufferlésungen wurden Verdiinnungsreihen mit je-
weils 100 pl auf 10 ml (drei Verdiinnungen) hergestellt und von diesen 0,5 ml
zu 1 ml Partikellssung (¢ = 0,57 mg-ml~') zugegeben (Tab. 10). Durch Anderung
der pH-Werte konnte keine Aggregation der Partikel beobachtet werden. Fiir leicht
saure und basische Partikellosungen ist wie fiir neutrale Proben eine Sedimenta-
tion der Partikel zu beobachten, wobei diese bei pH-Wert 4 und 9 am schnellsten
stattfindet. Durch Schiitteln konnten alle Proben redispergiert werden, ohne das

eine Verdnderung der Partikel eintrat.

Wie fiir Dextranlosungen erfolgte fiir Nanopartikel die Bestimmung der Dielek-
trizitdtskonstanten. Hierfiir wurden Nanopartikel in wéssrigen Suspension vermes-
sen und die Messwerte auf bereits vorhandene Kalibrationskurven (Tab. 15) an-

gewendet. Nach Abzug der Dielektrizitdtskonstante fiir Wasser erhélt man fiir die
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3.3 Nanopartikel aus AZO-Dextran

Tabelle 10: Ergebnisse der pH-Stabilitdtsuntersuchung von Nanopartikeln, her-
gestellt aus AZO-Dextran und den entsprechenden Versuchslosungen

(3a, DS = 0,73)
Bez. Versuchslosung n pH-Wert  Stabilitéit
(Derivat + Pufferlosung)  [mol]
1-0 3a + PS0? 2,4860 4 v
1-1 3a + PS1® 0,2486 5-6 A\
1-2 3a + PS2? 0,0248 6 v
1-3 3a + PS3® 0,0024 6-7 v
2-0 3a + PBOP 0,1000 9 v
2-1 3a + PB1P 0,0100 7 v
2-2 3a + PB2" 0,0010 6-7 v
2-3 3a + PB3P 0,0001 6 v

v - Partikel sind stabil, keine Agglomeration oder Aggregation
* - Borat-Bersteinsdure-Puffer nach Kolthoff
b _ Borsdurepuffer nach Clark und Lubs

Nanopartikel aus AZO-Dextran DK-Werte (Tab. 11) von ¢, = 0,24- 0,80 A-s-V~1.m™!
und aus perpropionylierten Dextran von €, = 1,09 - 1,15 A-s-V~t-m~!. Aufgrund

des vorliegenden systematischen Messfehlers von £ 0,03 A-s-V~1m™! ist eine
Beurteilung der Abhéingigkeit der Dielektrizitdtskonstanten vom Substitutions-
grad nicht moglich, da eventuelle Unterschiede unterhalb der Auflésungsgrenze

des Messgerites liegen.

Tabelle 11: Relative DK-Werte von Nanopartikeln aus AZO-Dextranen in wéssri-
ger Suspension, gemessen im Kalibrationsbereich 3

Probe Verbindung e, Messwertanzeige

22 1 2 3 4 Mittelwert
PP17 3a 81,24 52,30 52,30 52,40 52,40 52,35
PP18 3b 80,97 53,30 53,40 53,40 53,40 53,38
PP19 3c 80,80 54,10 54,00 54,10 53,80 54,00
PPP20 4a 81,09 52,80 52,90 53,00 53,00 52,93
PPP21 4b 81,15 52,80 52,80 52,60 52,60 52,70
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3.4 Praparative Methoden zur Herstellung von

Nanopartikeln

Im Rahmen der Diplomarbeit sollten mit Hilfe verschiedener Praparationstech-
niken (Pipettierroboter, Inkjet-Printer) Nanopartikel hergestellt, Versuche zum
Auftreten des OUZO-Effektes durchgefiihrt und die Préparationstechniken beziig-
lich ihrer Eignung zur Partikelherstellung beurteilt werden. In Vorbereitung auf
die Verwendung dieser Gerdte wurden Vorversuche zum Eintropfverhalten von
Dextranlosungen in Wasser und von Wasser in Dextranlosungen durchgefiihrt.
Die Losungen wurden mittels Tropftrichter zugetropft, wihrend die Basislosun-
gen geriihrt wurden. Alle Nanopartikelsuspensionen wurden nach ihrer Herstellung
mittels DLS ausgewertet. Die zur korrekten Auswertung notigen Brechungsindizes
und Viskositédtswerte wurden iiber definierte Losungsmittelgemische bestimmt und
daraus Kalibrationskurven berechnet. Zur Untersuchung des OUZO-Effektes wur-
den bei beiden Geréten die eingesetzten Polymerkonzentrationen im Losungsmittel
(0,1 - 4,0 mg-ml™!) und das Verhéltnis von Lésungsmittel zu Nicht-Lésungsmittel
(0,071 - 0,5) variiert.

3.4.1 Pipettierroboter

Die Préaparation von Nanopartikeln mittels Pipettierroboter erfolgte durch Vor-
legen einer Basislosung (Nicht-Losungsmittel oder Polymerlosung) in Wellpla-
tes und sukzessives Zugeben einer zweiten Losung (Polymerlosung oder Nicht-
Losungsmittel ), wobei amphiphile Selbstanordnung die Bildung von Nanopartikeln
bewirkte. Fiir die Prédparation konnte am Gerét Eintropfvolumen, Eintropfzeit
und Préaparationsablauf festgelegt werden. Nach Herstellerangaben ist die Ver-
wendung von DMAc als Losungsmittel nicht moglich, woraufthin THF ausgewéhlt
wurde. Mit beiden Losungsmitteln wurden bereits Nanopartikel mittels Dialyse
hergestellt, so dass ein Vergleich der erhaltenen Messwerte (Dialyse, Eintropfme-
thode) moglich ist. Vorversuche zur Eintropfmethode zeigten fiir das Zutropfen
von Nicht-Losungsmittel zum Losungsmittel eine begiinstigte Bildung von Nano-
partikeln und die Unterbindung von Aggregatbildung. Diese Variante ist aber in
Verbindung mit leicht fliichtigen Losungsmitteln (Ts (7gr) = 65,81 °C) problema-
tisch, da durch hohe Verdampfungsraten, kleine Probenmengen der Polymerlésung

und lange Préaparationszeiten keine definierten Probenkonzentrationen einstellbar
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sind. Daher wurden AZO-Dextranlosungen in Wasser eingetropft, indem in al-
le 96 Wells Wasser vorgelegt und im Anschluss Polymerlosung zugegeben wurde
(Abb. 19). Da der Pipettierroboter iiber keinen Magnetriihrer verfiigt, konnte ein
Konzentrationsausgleich der Proben nur durch vollstiandiges Eintropfen der Po-
lymerlosung unter Druck und mehrfaches Aufziehen und Ausleeren der Pipetten

erfolgen.

1 2 3 45 6 7 89 10 11 12

I OOT moOon®@>

Abb. 19: Hergestellte Nanopartikel aus AZO-Dextran (3b, DS = 1,29) in einer 96
Wellplate

Variation des LM /Nicht-LM Verhéltnisses - Reihe A = 0,071 - H = 0,5
Variation der Polymerkonzentration - Spalte 1 = 0,01 mg-ml~! — 12 = 4 mg-ml~!

Fiir Proben mit einer Polymerkonzentration von 4 mg-ml~' (Abb. 19) konnte
nach Abschluss der Priaparation keine sofortige Aggregation oder Partikelbildung
beobachtet werden. Das Polymer lag zunéchst in Losung vor, fiel aber innerhalb
von 2 h bei 23,0°C sukzessive aus. Im Anschluss an diese Wartezeit wurden alle
Proben in Quartzglas-Wellplates transferiert und vermessen (Tab. 12). Die durch
DLS Messung erhaltenen Ergebnisse haben jedoch aufgrund von Gerétefehlern
und systematischen Fehlern bei der Probenpriaparation nur eine geringe Aussage-
kraft. Problematisch ist dabei der Transfer von Partikellosungen in Quartzglas-
Wellplates, da durch Aggregation und Sedimentation innerhalb der Proben Ag-
gregate nicht mit iibertragen und somit Praparationsergebnisse verfalscht werden
konnen. Demzufolge musste fiir die Beurteilung der Ergebnisse, bestimmt via DLS,

eine zusétzliche optische Kontrolle der Proben stattfinden.
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Eine nahezu fehlerfrei préparierte Tittrierplatte ist in Abbildung 19 dargestellt.
Es lassen sich fiir die Bereiche mit hoher Polymerkonzentration (Spalten 10 bis 12)
und hohem Verhiltnis von Losungsmittel zu Nicht-Losungsmittel (Reihen E bis H)
stark orange gefarbte und durch Aggregation getriibte Suspensionen erkennen. Al-
le hergestellten Tittrierplatten aus verschiedenen AZO-Dextranderivaten entspra-

chen in ihrer farblichen Verteilung und ihrem Aggregationsverhalten Abbildung 19.

Tabelle 12: DLS-Messwerte fiir mittels Pipettierroboter hergestellte Nanopartikel
aus AZO-Dextran (3a; DS = 1,54)
Probenfeld Konzentration LM / N-LM Partikeldurchmesser PDI

mg-ml™] © [nm]

Al 0,100 0,071 83,60 0,021
A2 0,140 0,071 148,69 0,019
A3 0,196 0,071 96,42 0,033
A4 0,273 0,071 107,62 0,004
A5 0,382 0,071 194,66 0,052
A6 0,535 0,071 124,14 0,028
AT 0,748 0,071 205,26 0,081
A8 1,046 0,071 122,03 0,040
A9 1,463 0,071 91,35 0,029
A 10 2,045 0,071 117,59 0,022
A1l 2,860 0,071 67,86 0,030
A 12 4,000 0,071 115,40 0,065
B1 0,100 0,094 93,56 0,014
B2 0,140 0,094 132,95 0,063
B3 0,196 0,094 - -

B4 0,273 0,094 - -

B 5 0,382 0,094 189,53 0,134
B6 0,535 0,094 124,45 0,033
B7 0,748 0,094 104,08 0,020
B8 1,046 0,094 99,91 0,004
B9 1,463 0,094 145,87 0,087
B 10 2,045 0,094 84,93 0,028
B 11 2,860 0,094 63,28 0,023
B 12 4,000 0,094 48,76 0,009
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Tabelle 12: DLS-Messwerte fiir mittels Pipettierroboter hergestellte Nanopartikel

aus AZO-Dextran (3a; DS = 1,54)

Probenfeld Konzentration LM / N-LM Partikeldurchmesser ~ PDI
[mg-ml ] 2 o]

Cl1 0,100 0,125 105,89 0,028
C2 0,140 0,125 110,13 0,057
C3 0,196 0,125 - -
C4 0,273 0,125 110,51 0,052
Ch 0,382 0,125 86,05 0,006
C6 0,535 0,125 115,68 0,068
Cc7 0,748 0,125 93,58 0,019
C8 1,046 0,125 87,74 0,001
C9 1,463 0,125 92,06 0,015
C 10 2,045 0,125 84,37 0,011
C11 2,860 0,125 58,76 0,027
C 12 4,000 0,125 46,07 0,075
D1 0,100 0,164 140,12 0,055
D2 0,140 0,164 137,16 0,043
D3 0,196 0,164 136,33 0,041
D 4 0,273 0,164 239,44 0,080
D5 0,382 0,164 103,49 0,067
D 6 0,535 0,164 97,00 0,095
D7 0,748 0,164 65,12 0,095
D38 1,046 0,164 96,49 0,025
D9 1,463 0,164 91,94 0,028
D 10 2,045 0,164 83,97 0,022
D11 2,860 0,164 54,39 0,006
D 12 4,000 0,164 42,75 0,114
E1l 0,100 0,217 - -
E 2 0,140 0,217 110,20 0,038
E3 0,196 0,217 112,68 0,201
E 4 0,273 0,217 100,94 0,016
E5 0,382 0,217 88,47 0,020
E6 0,535 0,217 180,40 0,054
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Tabelle 12: DLS-Messwerte fiir mittels Pipettierroboter hergestellte Nanopartikel
aus AZO-Dextran (3a; DS = 1,54)
Probenfeld Konzentration LM / N-LM Partikeldurchmesser ~PDI

[mg-ml~] an
E7 0,748 0,217 - -
ES8 1,046 0,217 93,67 0,007
E9 1,463 0,217 99,49 0,011
E 10 2,045 0,217 93,67 0,014
E 11 2,860 0,217 54,68 0,026
E 12 4,000 0,217 40,24 0,112
F1 0,100 0,287 - -
F2 0,140 0,287 - -
F3 0,196 0,287 - -
F4 0,273 0,287 - -
F5 0,382 0,287 94,62 0,135
Fo6 0,535 0,287 94,41 0,093
F7 0,748 0,287 99,76 0,093
F 8 1,046 0,287 86,14 0,001
F9 1,463 0,287 92,46 0,020
F 10 2,045 0,287 69,10 0,031
F 11 2,860 0,287 50,46 0,036
F 12 4,000 0,287 38,45 0,131
G1 0,100 0,379 - -
G2 0,140 0,379 - -
G3 0,196 0,379 67,78 0,028
G4 0,273 0,379 116,71 0,040
G5 0,382 0,379 85,89 0,077
G6 0,535 0,379 109,39 0,074
GT 0,748 0,379 - -
G8 1,046 0,379 99,65 0,036
G9 1,463 0,379 145,73 0,247
G 10 2,045 0,379 - -
G 11 2,860 0,379 62,40 0,103
G 12 4,000 0,379 38,14 0,231
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Tabelle 12: DLS-Messwerte fiir mittels Pipettierroboter hergestellte Nanopartikel
aus AZO-Dextran (3a; DS = 1,54)
Probenfeld Konzentration LM / N-LM Partikeldurchmesser ~ PDI

[mg-ml-] 2 nn
H1 0,100 0,500 - -
H2 0,140 0,500 - -
H3 0,196 0,500 - -
H4 0,273 0,500 - -
HS5 0,382 0,500 - -
H6 0,535 0,500 - -
HT 0,748 0,500 38,14 0,231
HS8 1,046 0,500 - -
H9 1,463 0,500 - -
H 10 2,045 0,500 - -
H 11 2,860 0,500 - -
H 12 4,000 0,500 - -

Als Ursache fiir leere Bereiche in den Messtabellen kénnen nicht auswertbare
Proben, fehlerhaft préparierte Proben oder stark fehlerbehaftete Messwerte (zu
grofser Fehlerbereich) angegeben werden. Die Messergebnisse zeigen fiir fast alle
Proben PDI-Werte von kleiner 0,1 und damit eine sehr enge Partikelgrofenver-
teilung. Wie erwartet liegen fiir aggregierte Proben die kleinsten Partikelgrofen
vor, so dass diese bei der Auswertung zu vernachléssigen sind. Fiir Messwerte
ohne Aggregation von Nanopartikeln liegen innerhalb der Konzentrationsreihen
relativ grofse Schwankungen der Partikelgrofen vor, wodurch keine Tendenz zur
Ausbildung eines OUZO-Bereichs zu verzeichnen ist. Dieser sollte bei Variation
der Polymerkonzentration durch Bildung von konstanten Partikelgrofen zu erken-
nen sein. Der Vergleich von Messwerten mit Ergebnissen der Dialyse zeigt fiir die
mittels Pipettierroboter hergestellten Partikel eine geringere Partikelgrofe und
Grofsenverteilung. Die Messwerte konnte teilweise mit Wiederholungsmessungen
belegt werden.

Grundsatzlich sind Pipettierroboter fiir die definierte Herstellung von Nanopar-
tikeln gut geeignet. Dabei kann die Praparation voll automatisch und reproduzier-

bar durchgefiihrt werden, was jedoch stark abhéngig vom verwendeten Derivat und
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Losungsmittel-System ist. So sind das untersuchte Polymer-Losungsmittel-System
und Proben, die ein permanentes Riithren verlangen, fiir diese Praparationsmetho-
de ungeeignet. Weiterhin kann bei diesem Gerét die Tropfengrofe, welche auf die
Nanopartikelbildung einen grofsen Einfluss besitzt, nicht bestimmt oder eingestellt

werden.

3.4.2 Inkjet-Printer

Die Praparation von Nanopartikeln mittels Inkjet-Printer erfolgte ebenfalls iiber
die Eintropfmethode in Wellplates. Um die Préaparationstechniken der Eintropf-
methode (Pipettierroboter, Inkjet-Printer) untereinander vergleichen zu kénnen,
wurde erneut Wasser als Basislosung vorgelegt und Dextranlosung sukzessiv zuge-
tropft. Ebenfalls kann fiir den Inkjet-Printer der entgegengesetzte Préaparations-
weg verwendet werden, da DMAc laut Hersteller als Losungsmittel fiir das Gerét
zugelassen ist. Hierbei fithrt der Einsatz von Wasser (Nicht-Losungsmittel) als
Eintropfmedium aber zu einer deutlichen Erhohung der Eintropfzeit, da kleinere
Tropfen (30 pm) vorliegen und grofere Volumen zugetropft werden miissen.

Fir die Praparation war zunéchst die Berechnung der Eintropfzeiten notig,
da der Inkjet-Printer iiber keine Kontrolle des Eintropfenvolumens, der Tropfen-
zahl, Tropfenform und zeitlichen Abfolge des Eintropfens verfiigte. Zur Berech-
nung der Eintropfzeiten erfolgte die Bestimmung der Tropfengrofse (via CCD-
Kamera), sowie die Berechnung des Tropfenvolumens aus dieser. Die Tropfengrofe
wurde dabei durch die Frequenz (angelegte Spannung) mit der Tropfen von der
Druckernadel abgegeben wurden, die Konzentration der Loésung, den Pumpen-
druck und den Innendurchmesser der Druckernadel eingestellt. Fiir die Variation
dieser Parameter stehen zudem verschiedene Druckernadelsysteme zur Verfiigung,
welche unterschiedliche Vorratsbehélter (25 pl - 10 ml) und Nadeldurchmesser
(30 pm bis 70 pum) besitzen. Fiir die Berechnung des Eintropfvolumens wurden
sphérische Tropfen angenommen. Wahrend der Préaparation konnten alle Proben
simultan geriihrt werden.

Fiir die Probenpréparation wurde eine Tropfengrofe von d = 50 pym (£ 4 pm)
eingestellt und die Tropfen mit einer Frequenz von 200 Hz (75 V) eingetropft.
Aufgrund hoher Eintropfzeiten von zehn bis zwo6f Minuten pro zehn Mikroli-
ter Polymerlosung wurden Proben nur fiir ein Verhéltnis von Loésungsmittel zu
Nicht-Losungsmittel von 0,094 (alle Polymerkonzentrationen) angefertigt. Fiir die

Auswertung mittels DLS war erneut der Transfer von Partikellosungen in die
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Quartzglas-Wellplates problematisch (Aggregation, Sedimentation), so dass eine
optische Kontrolle nétig war.

Fiir die mittels Inkjet-Printer hergestellten Proben liegen keine auswertbaren
Messergebnisse vor, da in alle Proben trotz permanenten Riihrens Aggregation vor-
lag. Die erwartete Ausbildung von Nanopartikeln entsprechend des OUZO-Effektes
konnte hier nicht beobachtet werden, obwohl durch geringe Eintropfmengen und
langsam steigende Konzentrationsgradienten eine entsprechende Ausbildung von
Nanopartikeln zu Préparationsbeginn moglich gewesen wére. Stattdessen wurde
unmittelbar nach Beginn des Eintropfens die Bildung von Aggregaten beobachtet.

Der Inkjet-Printers ist grundsétzlich fiir die Préaparation von Nanopartikeln mit
definierten Parametern gut geeignet. Durch zahlreiche Einstellméglichkeiten des
Gerétes konnen sehr gut die Einflussfaktoren auf die Partikelbildung variiert und
untersucht werden. Die Préparation kann dabei voll automatisch und reprodu-
zierbar durchgefiihrt werden. Dies ist aber nur fiir einen geringen Probenumfang
von Vorteil, da sich aus den Tropfengrofsen, Eintropffrequenzen und Probengrofen
sehr grofse Préaparationszeiten ergeben. Weiterhin ist die Eignung dieser Prapara-
tionsmethode stark von den verwendeten Polymer- und Lésungsmittel-Systemen

abhéngig.

3.5 Diinne Schichten aus AZO-Dextran

Zur Uberpriifung des photochemischen Verhaltens im festen Zustand erfolgte die
Herstellung von diinnen Schichten aus AZO-Dextran. Hierfiir wurde exemplarisch
das Derivat 3¢ mit einem DS von 1,72 (Abschnitt 3.1) verwendet.

3.5.1 Herstellung diinner Schichten

Fiir die Herstellung wurde AZO-Dextran in spektrenreinem Dichlormethan gelost
(50 mg/ml) und auf rotierende Substrate aufgetropft. Durch den niedrigen Siede-
punkt dieses Losungsmittels (Tg = 39,7 °C) konnten die Schichten nach der Her-
stellung durch weiterfithrende Rotation (3 min) bei Raumtemperatur getrocknet
werden. Als Substrat wurde Quarzglas verwendet, welches fiir photochemische Un-
tersuchungen geeignet ist. Die Variation von Dicke und Homogenitét der Schichten
erfolgte durch die eingestellten Préparationsbedingungen: Polymerkonzentration,

Drehzahl, Tropfenvolumen und verwendetes Losungsmittel.
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3.5.2 Charakterisierung von diinnen Schichten

Die Charakterisierung der leicht orangefarbenen und transparenten Schichten aus
AZO-Dextran erfolgte mittels UV /VIS-Spektroskopie (Abb. 20) und Kontaktwin-
kelmessung. Fiir die UV /VIS-Spektroskopie wurden die Schichten senkrecht zum
Strahlengang ausgerichtet und im gleichen Winkel mit UV-Licht (333 nm) belich-
tet.

1.2 1 —0 sek.
| 10 sek.
----30 sek.
0.8 - - 50 sek.
---90 sek.
<lioﬁ —-180 sek.
< — 300 sek.
0.4 - - 780 sek.
0.2
() T X
433 483 533

Abb. 20: Gemessene UV /VIS-Spektren fiir eine diinne Schicht (DS1) aus AZO-
Dextran (3¢, DS = 1,72)

Der Vergleich der UV/VIS-Spektren von AZO-Dextran in Losung (Abb. 11)
und im festen Zustand (Abb. 20) ldsst keine signifikanten Unterschiede im Ab-
sorptionsverhalten erkennen. Fiir AZO-Dextran liegt im festen Zustand ein pho-
tochemisches Verhalten vor. Lediglich eine geringere Absorptionsintensitéit ist fiir
diinne Schichten beim Erreichen des photostationdren Zustands zu beobachten.
Begriindet werden kann die niedrigere Absorptionsintensitét, trotz vorliegender
Transparenz und vollstdndiger Belichtung, durch die feste Packung und gerin-
gere Beweglichkeit der Polymerkette innerhalb des Feststoffes. Neben trans/cis-
Isomerisierung wurde auch die Riickreaktion (cis/trans) photochemisch unter-
sucht. Dabei konnte nach Erreichen des photostationéren cis-Zustands keine cis-
trans Isomerisierung beobachtet werden. Weder durch gezielte kurzzeitige Belich-
tung mit sichtbaren Licht hoher Intensitdt noch durch mehrere Tage andauern-
de Belichtung mit Tageslicht konnte dies erreicht werden. Durch Initiierung der

cis/trans-Umwandlung vor Erreichen des photostationdren Zustands konnten die
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Chromophore zur Riickisomerisierung angeregt werden. Aufgrund des geringen
Abstands zwischen den Energieniveaus fiir cis/trans-Isomerisierung benotigt die-
se Umwandlung weniger Energie und kann schneller ablaufen. Wéhrend der zy-
klischen Belichtung (Abb. 21) mit sichtbaren und ultravioletten Licht ist somit
ein Anstieg der Absorptionsintensitdt beobachtbar. Trotz effizienter Riickreaktion
lasst sich das System nicht wieder in den Ausgangszustand (vollstandige Riicki-

somerisierung) iiberfithren. Durch Anwendung des Lambert-Beerschen Gesetzes
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Abb. 21: Gemessene Absorptionsintensitét fiir Schicht DS1 wéhrend alternieren-
der Belichtung mit UV- und VIS-Licht in Belichtungszyklen a fiinf
Minuten

konnte die Dicke der hergestellten Schichten bestimmt werden. Dabei wurde der
Extinktionskoeffizient aus den UV /VIS-Spektren der Polymerlésung 3¢ (Tab. 7)
mit einer definierten Azobenzenkonzentration auf die UV /VIS-Spektren der din-
nen Schicht (DS1) angewendet. Fiir die diinne Schicht aus Derivat 3¢ konnte eine
Schichtdicke von d = 0,049 mm berechnet werden (Tab. 13).

Tabelle 13: Ergebnisse der Schichtdicken durch das Vermessen des Schichtsystems
DS1 mittels UV /VIS Spektroskopie (3¢, DS = 1,72)

Probe DS A d c A, €
[nm]  [mm| [mmol-17}] [l-mol=t-cm™|
(S3) 1,72 322 10,00 0,063 1,64455 2606
(DS1) 1,72 322 0,049 84,22 1,07491 2606
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Zur weiteren Charakterisierung der diinnen Schichten wurden Kontaktwinkel-
messungen durchgefiihrt. Als Benetzungsmittel wurde fiir alle Versuche (Tab. 14)
destilliertes Wasser verwendet. Zum Vergleich wurde zusétzlich der Kontaktwinkel
fiir Wasser auf reinem Quarzglas (QS) bestimmt. Fiir Schicht DS2 und DS3 sind
gegeniiber reinem Quarzglass deutliche Anstiege in den Kontaktwinkeln zu beo-
bachten. Durch das Aufbringen von AZO-Dextran auf Quarzglassubstrate nimmt
deren Benetzungsverhalten (Abb. 22) stark ab. Dabei konnte keine Anderung im
Benetzungsverhalten der AZO-Dextranschichten durch trans/cis-Isomerisierung

beobachtet werden.

a) b) o c)

Abb. 22: Abbildung von Wassertropfen mit angelegten Tangenten fiir die Be-
stimmung der Kontakwinkel auf Probe a) QS, b) DS2 und ¢) DS2 nach
15 min UV-Belichtung mit A\ = 365 nm

Tabelle 14: Gemessene Kontakwinkel fiir dest. Wasser auf diinnen Schichten
(DS2, DS3) und Quarzglassubstrat (QS)
Probe Schicht DS oL YR oM
'l '] ']
(QS) - - 414 414 414
(DS2) 3c 1,72 855 856 85,5
(DS3) 3c 1,72 85,1 85,6 853
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4.1 Chemikalien und Hilfsstoffe

Die im folgenden genannten Chemikalien und Hilfsstoffe wurden ohne weitere Be-

handlung und Reinigung fiir die Arbeitsprozesse verwendet.

Aceton
Aceton-dg

Acetonitril

Trans—Azobenzen-4-carbonsaure

Natriumborat

Borsaure

Butandisaure
N-,N,-Carbonyldiimidazol
Chloroform

Chloroform-d;

Dextran L.m. NRRL B-512F

(M, = 54400 g - mol™)
1,2-Dichlorethan
Dichlormethan
Dimethylaminopyridin
Dimethylsulfoxid
Dimethylacetamid
Dioxan

Ethanol

Isopropanol
Kaliumcarbonat
Kaliumchloridlésung 0,1 N
Methanol

Methanol-dy

Mineralole Albert
Deutero

Fluka
Sigma—Aldrich
VWR

VWR

VWR
Sigma—Aldrich
Mineraldle Albert
Eurisio top

Fluka

VEB Jenapharm Laborchemie Apolda
Riedel-de Haén

Fluka

Sigma—Aldrich

Fluka

VEB Jenapharm Laborchemie Apolda
Mineraldle Albert

Mineralole Albert

Merck

Mineralole Albert

Deutero
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Natriumhydrogencarbonat VWR

Natronlauge 0,1 N

n-Hexan Mineralole Albert
Propionséaureanhydrid Fluka

Pyridin Fluka
Spectra/Por(®)3-Dialyseschlauch Spectrum Laboratories
Tetrahydrofuran Sigma—Aldrich
Tetrahydrofuran-dg Sigma - Aldrich
Toluolsulfonsaure Fluka

4.2 Messmethoden

4.2.1 Kernspinresonanzspektroskopie

Die Strukturaufklarung der hergestellten Derivate wurden mittels 1-dimensionaler
("H-NMR, ¥C-NMR) und 2-dimensionaler (HSQC-NMR) Spektroskopie durchge-
fiihrt. Hierzu wurden die Spektrometer Avance 250 MHZ und Avance 400 MHZ
der Firma Bruker verwendet. Die Proben wurden in Aceton-dg, Chloroform-dy,

Methanol-d, und Tetrahydrofuran-dg gelost und bei Raumtemperatur vermessen.

4.2.2 Elementaranalyse

Zusiatzlich konnte zur Strukturaufklarung die Elementaranalyse fiir die Elemente
Kohlenstoff, Wasserstoff und Stickstoff verwendet werden. Die Analysen erfolg-
ten mit dem Gerédt CHNS-932 der Firma LECO Instrumente GmbH. Alle Werte

werden in Masseprozent angegeben.

4.2.3 GPC-Gelpermeationschromatographie

Die Bestimmung der Molmassenverteilung wurde durch das Gerat RI-930 der Fir-
ma JASCO durchgefiihrt. Dieses ist mit Messsédulen verschiedener Porengrofen
entsprechend der stationéiren Phase (10? nm, 10* nm und 10° nm) zur Auftren-
nung der mobilen Phase ausgestattet. Die Messsaule SEC-8 wurde mit Dextran
als Kalibrationsstandard, DMSO + 0,5 % LiBr als Losungsmittel, einer Flussra-

te von 0,5 ml-min~! und einem Brechungsindex-Detektor verwendet. Messsiule
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SEC-9 wurde dagegen mit DMAc + 0,21 % LiCl als Losungsmittel, Pullulan als

1

Kalibrationsstandard, einer Flussrate von 1,0 ml-min™ und einem Brechungs-

index-Detektor verwendet.

4.2.4 FTIR-Spektroskopie

IR Spektren wurden mit einem FTIR Spektrometer Nicolet AVATAR 370 DTGS
der Firma Thermo Electron Corporation aufgenommen. Die Messung der Pul-
verproben erfolgte mit Hilfe von IR-transparenten Trégermaterial (KBr). Hierzu
wurde KBr Pulver mit gemahlenen und zu messenden Pulver vermengt, unter

Druck zu Rundkoérpern verpresst und anschlieffend im Strahlengang vermessen.

4.2.5 UV-Belichtung

Fiir die Belichtung der Dextranderivate mit UV-Licht wurde eine HBO 200 Queck-
silber-Extremdrucklampe mit kontinuierlichem Spektrum (A = 200 nm bis 600 nm)
verwendet. In den Strahlengang wurden verschiedene Filter zur Belichtung mit de-
finierten Wellenléngen eingesetzt. Verwendet wurde ein Einbanden-Metallinterfer-
enzfilter der Firma VEB Carl-Zeiss-Jena mit einem Absorptionsmaximum bei
A = 333 nm fiir Belichtung mit UV-Licht. Weiterhin wurde ein Zweibandenfil-
ter mit einem ersten schmalen Maximum im UV-Bereich bei A = 355 nm und
einem zweiten Maximum im roten, nahezu infraroten Bereich bei A\ = 745 nm
verwendet. Die Absorptionsintensitit des ersten Peaks ist circa drei mal so hoch

wie die des Zweiten.

4.2.6 UV /VIS-Spektroskopie

UV /VIS-Spektren wurden mit dem Gerét Lambda 10 UV/VIS der Firma Perkin-
Elmer aufgenommen. Der Messbereich wurde von A = 233 nm bis A = 550 nm
festgelegt und fiir verschiedene Verdiinnungen der Proben gemessen. Die Messung-

en wurden allesamt in Transmission durchgefiihrt.

4.2.7 Streulichtkorrigiertes Spektrum

Die Aufnahme der streulichtkorrigierten Spektren erfolgte am Institut fiir Pho-
tonische Hochtechnologie (IPHT) Jena. Zur Verfiigung stand das Gerdt Lamb-
da 900 UV/VIS/NIR der Firma Perkin-Elmer mit angeschlossener Ulbrichtkugel
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PELA - 9048 Small Spot Kit. Die Messungen wurden im Bereich A = 200 nm bis
A = 800 nm durchgefiihrt. Als Messvarianten standen die Messung der Absorption
vor der Ulbrichtkugel und die Messung der Absorption innerhalb der Ulbrichtkugel

zur Verfiigung. Die Messungen erfolgten allesamt in Transmission.

4.2.8 DLS—Dynamische Lichtstreuung

Fiir die Messung der Partikelgrofe, des Polydispersitéitsindex und des Zetapo-
tentials in wéssriger Suspension stand ein Zetasizer Nano ZS der Firma Malvern
Instruments zur Verfiigung. Die Suspensionen wurden mit zweifach destillierten
Wasser verdiinnt und mit riickgestreuten Licht der Wellenldnge A = 633 nm in
einem Winkel von o = 173° vermessen. Die Auswertung der mittels Pipettierro-
boter und Inkjet-Printer hergestellten Proben erfolgte mit einem DynaPro Plate
Reader Plus der Firma Wyatt Technology. Die Messungen mit riickgestreuten
Licht bei einer Wellenlénge von A = 830 nm wurden ausschlieflich in Quarzglas-
Tittrierplatten durchgefiihrt. Fiir die Vermessung von DMAc/Wasser-Gemischen
bzw. THF /Wasser-Gemischen erfolgte die Aufnahme von Kalibrationskurven (Vis-
kositdt, Brechungsindex), welche als Messgrundlage fiir die Nanopartikel verwen-

det wurden.

4.2.9 Elektrische Dipolmomentbestimmung

Die Messung der elektrischen Dipolmomente erfolgte am Institut fiir Physika-
lische Chemie mit einem DK-Meter vom Typ GK 60 der Firma VEB MLW-
Priifgerdtewerk. Fiir die Messungen stand eine Messelektrode mit einer Leerkapa-
zitat von 1,8 pF zur Verfiigung. Mit dieser wurden zunéchst Kalibrationswerte fiir
Dioxan-Wasser-Gemische (Gew.-% Dioxan), Aceton, Methanol und dest. Wasser
mit den dafiir bekannten relativen Dielektrizititskonstanten bestimmt (Tab. 15)%
und aus diesen drei Messbereiche (drei Kalibrationskurven) definiert, welche die
Grundlage fiir die Vermessung der Losungen darstellten. Der Messfehler fiir die

Bestimmung der relativen Dielektrizitatswerte betragt £ 0,02.

4.2.10 Refraktometrie

Die Messung von Brechungsindizes wurde mit einem Digital Abbe Refractome-

ter der Firma Kriiss Optronic durchgefiihrt. Das Messprisma wurde iiber eine
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Tabelle 15: Kalibrationswerte fiir die Bestimmung der relativen
Dielektrizitatskonstanten

Kalibrationsproben  Temperatur €.  Messbereich Anzeigenwert

"Cl [MW]
Aceton 20 214 1 63,7
Aceton 20 214 2 168,3
Methanol 20 33,8 1 23,5
Methanol 20 33.8 2 130,5
Dioxan (50 Gew.-%) 20 36,9 1 3,5
Dioxan (50 Gew.-%) 20 36,9 2 113.,8
Dioxan (40 Gew.-%) 20 45,9 2 75,5
Dioxan (30 Gew.-%) 20 54,8 2 36,3
Dioxan (30 Gew.-%) 20 54,8 3 151,1
Dioxan (20 Gew.-%) 20 63,5 3 1175
Dioxan (10 Gew.-%) 20 72,0 3 91,9
dest. Wasser 20 80,1 3 54,3

Umwalzpumpe mit Heizspirale U3 der Firma Julabo Labortechnik GmbH auf
25°C temperiert.

4.2.11 Ultraschall

Die Ultraschallbehandlung der hergestellten Partikellosungen erfolgte mit einem
Ultraschallgerat Digital Sonifier der Firma Branson. Dieses verwendet eine stan-
dardméfig eingestellte Hochfrequenz von 20 kHz, deren Amplitude variiert werden
kann. Fiir die Behandlung der Proben wurden 15 - 30 % der Amplitudenleistung
verwendet. Die Kiihlung der Proben wiahrend der Ultraschallbehandlung erfolgte

mit auf 1°C temperierten Eiswasser.

4.2.12 REM-Aufnahmen

Die REM-Bilder der Nanopartikel wurden mit einem Feldemissionsrasterelektro-
nenmikroskop JEOL 7001F der Firma JOEL am Otto-Schott-Institut fiir Glas-
chemie aufgenommen. Als Objekttrager dienten Glimmerplédtchen, auf welche je-
weils ein Tropfen unverdiinnte wéssrige Partikelsuspension aufgetropft wurde. Die-
se Proben wurden eingefroren, gefriergetrocknet und anschlieffend mit Kohlenstoff

besputtert.
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4.2.13 Kontaktwinkelmessung

Die Messung der Kontaktwinkel erfolgte mit einem OCA 20 der Firma Dataphysics
GmbH. Die Priaparation der zu vermessenden diinnen Schichten erfolgten mittels
Spin Coating. Als Benetzungsmittel diente destilliertes Wasser, welches manuell

per Spritze mit aufgesetzter Kaniile als Tropfen aufgetragen wurde.

4.3 Synthesen

4.3.1 Vorschrift zur Synthese von AZO-Dextran

Fiir die Synthese werden 3 mmol Dextran (AGU) mit 3 mmol Azobenzen-4-
carbonsdure und 3 mmol CDI eingewogen. Anschlieffend werden 12 ml DMSO
zugegeben und die Mischung unter Riithren zunéchst auf 50°C fiir 30 min und
danach auf 80°C fiir 20 h erhitzt. Im Anschluss wird die Mischung abgekiihlt, in
300 ml Ethanol geféllt und der erhaltene Niederschlag abgetrennt. Nach mehr-
maligem Waschen mit Ethanol erfolgt die Trocknung des Produkts bei 40°C im

Vakuum-Trockenschrank.

4.3.2 Vorschrift zur Perpropionylierung von Polysacchariden

Fiir die Perpropionylierung werden 200 mg Dextranderivat und 20 mg DMAP als
Katalysator eingewogen. Dazu werden 6 ml Pyridin, sowie 6 ml Propionsaurean-
hydrid zugegeben und das Gemisch bei 80°C fiir 20 h geriihrt. Im Anschluss wird
die Mischung abgekiihlt und in 200 ml Ethanol gefallt. Der erhaltene Niederschlag
wird abgetrennt, mehrmals gewaschen und das Produkt bei 40°C getrocknet. Zur
Reinigung des Produkts wird dieses in 3 ml Chloroform gel6st und in 100 ml Etha-
nol umgefallt. Abschliekend wird das Produkt erneut abgetrennt, gewaschen und

getrocknet.

4.3.3 Vorschrift zur Synthese von
Methyl-4-phenylazobenzoat

Fiir die Synthese werden 1,84 mmol Azobenzen-4-carbonséure mit 1,84 mmol CDI
eingewogen und 15 ml DMSO zugegeben. Die Mischung wird geriihrt und dieser

nach Abschluss der Blasenbildung 1,85 mmol Methanol zugegeben. Unter Riihren
wird das Reaktionsgemisch auf 80°C erhitzt und fiir 20 h geriihrt. Die Reaktion
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findet unter Riickfluft und Feuchtigkeitausschlufs statt. Im Anschluss wird die Mi-
schung abgekiihlt und in destilliertem Wasser geféllt. Die organische Schicht wird

mit Wasser gewaschen und bei 40°C getrocknet. Abschliefsend wird das Produkt

in destilliertem Wasser umkristallisiert.

4.3.4 Hergestellte Derivate

Fiir die Untersuchungen wurde Dextran-4-phenylazobenzoat mit 3 verschiedenen

Molverhéltnissen synthetisiert, von welchen im Anschluss jeweils 400 mg perpro-

pionyliert wurden. Im folgenden sind ausgewéhlte Beispiele fiir die hergestellten

AZO-Dextranderviate aufgelistet.

Probe(3a):

Probe(3b):

Probe(3c):

Fiir Ansatz eins mit dem Molverhéltnis (1:1:1) wurden
0,5 g Dextran (3 mmol), 0,677 g Azobenzen-4-carbonséure
(3 mmol) und 0,485 g CDI (3 mmol) eingesetzt.

Ausbeute: m = 1,344 g

Fiir Ansatz zwei mit dem Molverhéltnis (1:2:2) wurden
0,5 g Dextran (3 mmol), 1,354 g Azobenzen-4-carbonsiure
(3 mmol) und 0,971 g CDI (3 mmol) eingesetzt.

Ausbeute: m = 1,569 g

Fiir Ansatz drei mit dem Molverhéltnis (1:3:3) wurden
0,5 g Dextran (3 mmol), 2,031 g Azobenzen-4-carbonséure
(3 mmol) und 1,456 g CDI (3 mmol) eingesetzt.

Ausbeute: m = 1,621 g

Fiir die Einschatzung des Einfluss eines Polymerriickgrats auf das Absorptions-

verhalten wurde zusétzlich Methyl-4-phenylazobenzoat synthetisiert.

Probe(CS-1):

Fiir den Ansatz mit einem Molverhdltnis (1:1:3) wurden
0,4157 g Azobenzen-4-carbonséure (1,84 mmol), 0,298 g CDI
(1,84 mmol) und 0,22 ml Methanol (5,52 mmol) eingesetzt.
Ausbeute: m = 0,3006 g
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4.4 Partikelpraparation

Die Herstellung von Nanopartikeln erfolgte mittels Dialyse- und Eintropftechnik.
Als Préaparationstechniken fiir die Eintropfmethode wurden neben der manuellen

Praparation ein Inkjet-Printer und ein Pipettierroboter verwendet.

4.4.1 Dialyse

Fiir die Dialyse werden 20 mg Dextranderivat in 5 ml DMAc oder 5 ml THF
gelost. Vor Verwendung wird der Dialyseschlauch gewéssert und anschlieffend das
geloste Derivat mittels Spritze und Spritzenvorfilter (0,2 pum) eingefiillt. Der Dia-
lyseschlauch wird an den jeweiligen Enden verschlossen, in destilliertes Wasser

getaucht und aller zwei Stunden gegen frisches destilliertes Wasser ausgetauscht.

4.4.2 Eintropfmethode

Fiir die Partikelherstellung mittels Eintropfen wurde das geloste Derivat in destil-
liertes Wasser oder das destillierte Wasser in das geloste Derivat unter Riihren
eingetropft. Die Derivatlosungen besafen eine Konzentration von 20 mg Dex-
tranderivat pro 5 ml Losungsmittel. Fiir manuelles Eintropfen wurde ein Ver-
héltnis von Losungmittel zu Nicht-Losungmittel Verhéaltnisse von 0,25 verwendet.
Das Abfiillen in Probengefife erfolgte nach ausreichender Verdunstungszeit und

zusatzlichen Erwirmen mit oder ohne 1,2 pm Spritzenvorfilter. Als Losungsmittel
dienten THF und DMAc.

4.4.3 Pipettierroboter

Fiir die Untersuchungen zur Eintropfmethode mittels Pipettierroboter stand ein
Gerat FasTrans der Firma Analytik Jena zur Verfiigung. Mit diesem konnten
in kiirzester Zeit Titrierplatten (96 Wellplates) mit verschiedenen Proben (max.
750 pl) préapariert werden. Die verwendete Polymerlésung bestand aus Dextrande-
rivate gelost in THF, deren Polymerkonzentrationen von 0,1 mg-ml~! bis 4 mg-ml~*,
sowie Losungsmittel zu Nicht-Losungsmittel-Verhaltnis zwischen 0,071 und 0,5
wahrend der Praparation variiert wurde. Das Riihren der Losungen erfolgte wéh-
rend der Préaparation mehrmals mittels Pipettenspitze, welche nach jedem Prépa-

rationsschritt gewechselt wurde. Die Préaparation der Proben erfolgte in Wellplates
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4.5 Diinne Schichten

aus Polypropylen (PP) und die Auswertung mittels dynamischer Lichtstreuung in
Wellplates aus Quartzglas (QS).

4.4.4 Inkjet-Printer

Die Partikelherstellung mittels Inkjet-Printer erfolgte durch ein Autodrop Profes-
sional Positioning System MD-P-801 der Firma microdrop Technologies GmbH.
Die gleiche Firma lieferte zudem die Printernadel AD-K-501 mit einem Innen-
durchmesser von 70 gm. Die Dextranderivate wurden in DMAc gel6st und in Was-
ser, unter permanenten rithren, eingetropft. Fiir eine konstante Tropfengrofse wur-
de eine Frequenz von 200 Hz, eine Pulslidnge von 20 us und eine Spannung von 75
V eingestellt. Die Reinigung der PRinternadeln konnte zwischen den Praparations-
schritten mittels Ultraschallimpulsen (12 kHz) erfolgen. Abschliefend wurden die
Partikellosungen mit Dynamischer Lichtstreuung vermessen. Die Préaparation der
Proben erfolgte in Wellplates aus Polypropylen (PP) und die Auswertung mittels
DLS in Wellplates aus Quartzglas (QS).

4.5 Dunne Schichten

4.5.1 Spin—Coating

Die Herstellung diinner Schichten aus AZO-Dextran (3c) erfolgte mit Hilfe ei-
nes Spin-Coaters KL-SCI-50 + T der Firma LOT-Oriel. AZO-Dextran wurde in
spektrenreinem Dichlormethan gelést und eine Konzentration von 50 mg/ml herge-
stellt. Das Auftragen der Polymerlosung auf das Quarzglassubstrat erfolgte mittels
Prézisionsspritze mit einem Tropfenvolumen von 7 pl. Das Substrat rotierte dabei
mit einer Geschwindigkeit von 200 rps. Nach der Praparation konnte das Trock-
nen der Probe durch weiterfithrendes Rotieren (3 min) bei 200 rps durchgefiihrt

werden.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Dextran-4-phenylazobenzoat als photoaktiver
Dextranester synthetisiert und aus diesem Nanopartikel hergestellt. Die Synthese
erfolgte durch eine homogene Veresterung von Dextran nach in-situ Aktivierung
von Azobenzen-4-carbonsiure mit CDI. Mittels *H-NMR, C-NMR und HSQC-
Spektroskopie wurde die Strukturuntersuchung der AZO-Dextranderivate durch-
gefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass iiber die Variation der eingesetzten Molver-
héltnisse eine gezielte Einstellung der DS-Werte moglich ist. Weiterhin konnten fiir
die Herstellung von Nanopartikeln verschiedene Préparationsmethoden angewen-
det und beurteilt werden. Hierfiir wurden Nanopartikel unter Verwendung der Dia-
lysetechnik und Eintropfmethode aus Dextranestern (AZO-Dextran) hergestellt.
Es konnte gezeigt werden, dass die Eintropfmethode durch eine genauere Kontrolle
der Praparationsbedingungen der Dialysetechnik iiberlegen ist. So konnte durch
Einstellen der entsprechenden Parameter die Grofe und der Polydispersitéatsindex
der hergestellten Nanopartikel stark gesenkt werden. Bei der Praparation mittels
Eintropfmethode sind dabei grundsétzlich beide verwendeten Geréte (Pipettier-
roboter, Inkjet-Printer) geeignet. Durch Variation der Polymerkonzentration und
des Verhaltnis von Losungsmittel zu Nicht-Losungsmittel sollte der Ouzo-Bereich
fiir die hergestellten Dextranderivate bestimmt werden, was aufgrund von techni-
schen Méngeln der Préaparationsgerate und der schlechten Eignung des Polymer-
Losungsmittel-Systems nicht moglich war. Uber die Charakterisierung der Eigen-
schaften der hergestellten Dextranester als Polymerlosung, als Nanopartikel in
wiissriger Suspension und als diinne Schicht konnte die Anderung der photoche-
mischen Eigenschaften aufgezeigt werden. So konnte die photochemische Reaktion
(0. Ordnung) in Form von trans/cis-Isomerisierung fiir alle untersuchten Systeme
nachgewiesen werden, wohingegen der photomechanische Effekt nicht beobach-
tet wurde. Durch Vergleich von AZO-Dextran mit AZO-Methyl konnte die Be-
hinderung der photochemischen Reaktion durch das Polymerriickgrat (Dextran)

nachgewiesen werden.
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