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1 Einleitung

Vor kurzem formulierte der Materialchemiker David Taylor in einer Ausgabe der
Zeitschrift Materials Today die Frage ,,Warum sind deine Knochen nicht aus Stahl
aufgebaut?*! Hinter dieser auf den ersten Blick etwas einfach klingenden Frage steckt
jedoch eine Thematik, die sowohl Chemiker als auch Ingenieure seit langerem
beschaftigt; namlich die Frage, wie in der Natur, im Vergleich zur Technik, funktionelle
Materialien gebildet werden und wie diese sich voneinander unterscheiden. Knochen ist
eines der bekanntesten Beispiele fir ein multifunktionelles Kompositmaterial aus der
Natur. Im menschlichen Kérper dient Knochen zur mechanischen Stabilisierung und als
lonenspeicher, um nur zwei seiner Hauptfunktionen zu nennen. Dabei ist er leichter als
Stahl, gleichzeitig hart und flexibel, kann sich (bei kleineren Verletzungen) selbst heilen
und ist einem standigen Transformationsprozess unterworfen, um sich den &uferen
Anforderungen wahrend eines Menschenlebens anzupassen. Somit ist das Beispiel
Knochen hochaktuell, da in unserer Gesellschaft die Anforderungen an Materialien
immer komplexer werden und eine Vielzahl unterschiedlicher Eigenschaften in einem
multifunktionellen Material vereint werden sollen.

Wie also schafft es die Natur, Materialien mit einer so einzigartigen Kombination von
Eigenschaften herzustellen und welche Konzepte kdnnen wir aus der Natur lernen?
Insbesondere die Zusammensetzung und Struktur von Biomineralien wie Knochen ist
fir deren herausragende Materialeigenschaften verantwortlich. Biomaterialien setzen
sich Uber mehrere Léangenskalen aus einer komplexen hierarchischen Ordnung der
organischen und anorganischen Komponenten zusammen. Im Prinzip handelt es sich bei
der niedrigsten Organisationsstufe der meisten Biomineralien um ein Nanokomposit,
welches im Fall von Knochen aus Nanometer groRen Hydroxylapatit-Kristallen in einer

organischen Matrix besteht.?

Sowohl die Struktur von Biomineralien als auch deren Bildungsprozess dient
Materialchemikern in der sogenannten biomimetischen oder bioinspirierten Synthese als
Vorbild fir die Herstellung hierarchisch strukturierter Kompositmaterialien mit
interessanten Eigenschaften. Dabei werden Prinzipien wie die templatgesteuerte
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Mineralisation zur kontrollierten Herstellung von organisch/anorganischen Strukturen
im Nanometerbereich verwendet, wodurch sich die makroskopischen Eigenschaften der
Materialien gezielt steuern lassen.* Grenzflachen, wie zum Beispiel die Grenzflache
zwischen dem organischen Templat und den anorganischen Kristallen, spielen eine
wichtige Rolle flr die Strukturierung und damit fir die spateren Eigenschaften des
Materials.® Miniemulsionen sind als Heterophasensystem mit Nanometer-groRen
Tropfchen oder Partikeln ideal flr die templatgesteuerte Mineralisation geeignet, da sie
sowohl eine rdumliche Begrenzung als auch die Mdglichkeit der Funktionalisierung der
Grenzfliche  bieten.”  AuRerdem kénnen mit der extrem vielfltigen
Miniemulsionstechnik Faktoren wie die PartikelgroRe, Morphologie,
Oberflachenbeschaffenheit, Funktionalitit und Form der als Template eingesetzten
Nanopartikel gezielt verdndert werden. Auch fir die in-situ-Verkapselung von
unterschiedlichen Substanzen im Inneren der Partikel oder Kapseln eignen sich
Miniemulsionen sehr gut.®°

In dieser Arbeit dienten Miniemulsionen als raumliche Begrenzungen fir die Synthese
von Materialien mit neuartigen Eigenschaften. Das erste Themengebiet umfasst die
templatgesteuerte  Mineralisation von Calciumphosphat zur Herstellung von
Polymer/Calciumphosphat-Hybridpartikeln und —kapseln. Zum einen wurde die
funktionalisierte ~ Oberfliche  von  Polymernanopartikeln,  die  Uber  die
Miniemulsionspolymerisation hergestellt wurden, als Templat firr die Kristallisation von
Calciumphosphat verwendet. Auf diese Weise sollten Polymer/Calciumphosphat-
Hybridpartikel mit kontrollierter Morphologie hergestellt werden. Zum anderen wurde
die flexible Grenzflache von fliissigen Miniemulsionstropfchen zur Mineralisation von
Calciumphosphat eingesetzt. Die hierbei entstandenen Gelatine/Calciumphosphat-
Nanokapseln mit flissigem Kern kdnnten als multifunktionelle Freisetzungssysteme
eingesetzt werden. Eine mogliche Anwendung der Polymer/Calciumphosphat-Partikel
und —Kapseln ist die Implantatbeschichtung, wobei diese als Bindeglied zwischen
kinstlichem Implantat und natirlichem Knochengewebe dienen. Aufgrund ihrer
knochenéhnlichen Struktur und Multifunktionalitat kdnnten diese Beschichtungen das

aktive Aufwachsen von Knochengewebe auf der Implantatoberflache fordern.™® 1t

Das zweite Themengebiet umfasst die Synthese und Charakterisierung von extrem

kleinen Nanopartikeln, die aus nur einer einzigen Polymerkette bestehen. Die
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Grenzflache zwischen waéssriger und disperser Phase in Nanometer grof3en
Miniemulsionstropfchen sollte hier zur Separation einzelner, in der dispersen Phase
geldsten Polymerketten eingesetzt werden. Nach der Verdampfung der dispersen Phase
sollten auf diese Weise Polymer-Einzelkettenpartikel erhalten und anschlieRend mit
Hilfe verschiedener Analysetechniken untersucht werden. Es wird vermutet, dass sich
die Materialeigenschaften (wie zum Beispiel das Schmelzverhalten) der Polymer-
Einzelkettenpartikel auf Grund der fehlenden intermolekularen Wechselwirkungen bzw.
Verschlaufungen der Polymerketten von denen konventioneller Polymere
unterscheiden. In  der industriellen Anwendung koénnten die  Polymer-
Einzelkettenpartikel moglicherweise zu einer verbesserten Prozessierbarkeit von
Polymeren flihren, deren konventionell hergestellte Schmelzen hochviskos sind.

Die vorliegende Arbeit ist wie folgt strukturiert: In Kapitel 2 werden die dieser Arbeit
zu Grunde liegenden Grundlagen und Konzepte beschrieben. In Kapitel 3 werden die
zur Materialcharakterisierung verwendeten Methoden erklart. Der Hauptteil in Kapitel 4
beschéftigt sich mit den experimentellen Ergebnissen und deren Diskussion, wobei
dieser in zwei Themengebiete unterteilt ist. In den ersten drei Unterkapiteln wird die
Synthese und Charakterisierung von Polymer/Calciumphosphat-Partikeln  und
-Nanokapseln Gber die templatgesteuerte Mineralisation von Calciumphosphat gezeigt.
Das vierte Unterkapitel behandelt die Synthese von Polymer-Einzelkettenpartikeln
sowie deren ausfihrliche Untersuchung. Im flnften Kapitel finden sich die
experimentellen Details, und im letzten, sechsten Kapitel wird eine Zusammenfassung
der Arbeit gegeben.



2 Theorie und Grundlagen

2.1 Heterophasensysteme

2.1.1 Miniemulsionen — Herstellung und Eigenschaften

1973 wurde von Ugelstad et al. zum ersten Mal von Miniemulsionen berichtet.*? Heute
wird zwischen direkten und inversen Miniemulsionen unterschieden, wobei direkte
Miniemulsionen aus Ol-in-Wasser- und inverse Miniemulsionen aus Wasser-in-Ol-
Emulsionen bestehen. Direkte Miniemulsionen bestehen aus einem Ol (zum Beispiel
einem Monomer), einem hydrophoben Reagenz, Tensid und Wasser, wobei Ol und
hydrophobes Reagenz mit einem durchschnittlichen Tropfchendurchmesser zwischen
50 und 500 nm dispergiert in Wasser vorliegen."® Bei der Herstellung einer
Miniemulsion wird das Zweiphasensystem zundchst durch Rihren homogenisiert, die
so entstandenen Tropfchen zeigen eine breite GroRenverteilung. Anschliefend wird das
System, zum Beispiel durch die Verwendung eines Ultraschallstabes, hohen
Scherkraften ausgesetzt. Bei diesem Prozess verringert sich der Tropfchendurchmesser
durch wiederholtes Verschmelzen und Aufspalten der Tropfchen, bis ein
Gleichgewichtszustand ~ mit  minimalem  Tropfchendurchmesser und  enger
TeilchengroRenverteilung erreicht wird. Zwei Mechanismen wirken der Stabilitdt von

Miniemulsionen entgegen, Ostwald-Reifung und Koaleszenz.™

Als Ostwald-Reifung wird das Anwachsen von Teilchen durch Diffusion auf Kosten
von Kleineren Teilchen bezeichnet. Die treibende Kraft dieses Vorgangs ist der
unterschiedliche Laplace-Druck innerhalb verschieden groRBer Tropfchen, wobei der
Laplace-Druck umso groRer ist, je starker die Tropfchenoberflache gekrimmt ist: Um
den Laplace-Druck zu minimieren, diffundiert Ol von kleineren zu gréBeren Tropfchen,
wodurch groRere Tropfchen anwachsen und kleinere schlie3lich verschwinden. Dies
fuhrt zu einer Destabilisierung des Systems. Eine Unterdriickung der Ostwald-Reifung
kann durch Zusatz eines hydrophoben Reagenz zur Olphase erreicht werden. Da das
hydrophobe Reagenz unldslich in der kontinuierlichen Phase sein sollte, wird
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typischerweise Hexadekan als Hydrophob eingesetzt. Auf diese Weise bildet sich in den
Tropfchen ein osmotischer Druck aus, der dem Laplace-Druck entgegenwirkt und eine
Diffusion des Ols und damit die Ostwald-Reifung unterbindet. Der zweite
Mechanismus, der zur Destabilisierung fuhrt, wird Koaleszenz genannt. Darunter
versteht man das Zusammenschmelzen von Tropfchen bei ihrer gegenseitigen
Beruhrung. Durch den Einsatz von Tensiden kann Koaleszenz verhindert und die
Miniemulsion stabilisiert werden. Analog zur Emulsion kénnen hier ionische und/oder
nichtionische Tenside zur Stabilisierung verwendet werden. Die Bedeckung der
Tropfchen mit Tensid ist in Miniemulsionen nur unvollstandig. Insgesamt wird der

Miniemulsionszustand auch als kritisch stabilisiert bezeichnet.'*

Die Miniemulsionstechnik eignet sich zur Herstellung einer Vielzahl von

° Indem

Polymernanopartikeln (iber unterschiedliche Polymerisationstechniken.®
funktionelle Monomere mit beispielsweise  Styrol in der radikalischen
Miniemulsionspolymerisation kombiniert werden, kénnen verschiedene

* In inversen

oberflachenfunktionalisierte Nanopartikel hergestellt werden.™
Miniemulsionen durchgefihrte Polyadditionen, Polykondensationen, anionische
Polymerisationen oder Vernetzungsreaktionen werden eingesetzt, um Nanokapseln mit

einem hydrophilen fliissigen Kern herzustellen.*’

2.1.2 Miniemulsionen als rdaumliche Begrenzungen

Miniemulsionen ermdglichen nicht nur die Herstellung von Polymernanopartikeln
durch die Polymerisation von Monomeren, sondern dienen in der Materialsynthese als
Nanometer groRe rdumliche Begrenzungen (sogenanntes ,,Confinement‘). Befinden sich
organische Materialien in einer physikalisch eingegrenzten Umgebung, kdnnen
Grenzflacheneffekte und durch die Begrenzung hervorgerufene Entropieverluste
Materialeigenschaften wie Glasumwandlung, Kristallisation und Morphologie im
Vergleich zum ,,freien” System deutlich verdndern.”® Miniemulsionen eignen sich auf
Grund ihrer leicht reproduzierbaren Herstellung und gezielt einstellbaren Eigenschaften
ideal, um Effekte des Confinements zu untersuchen. Zum Beispiel wurde die
Kristallisation verschiedener Alkane in wasserbasierten Miniemulsionen analysiert.™® %
Im Vergleich zu den reinen Alkanen erforderten die Alkane in Miniemulsions-

Tropfchen eine starkere Unterkihlung bis zum Erfolgen der Kristallisation. Als Ursache
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hierflr wurde gefunden, dass sich der Keimbildungsmechanismus von heterogen zu
homogen é&nderte. Die Kiristallisation lief in den Miniemulsions-Trépfchen in
Abhangigkeit von der TrépfchengroBe schneller ab als in der reinen Alkanphase.™
Zudem wurde in Miniemulsionen ein Wechsel der Kristallstruktur einiger Alkane

beobachtet und auf den Einfluss des Confinements zuriickgefiihrt.°

Auch bei der Kristallisation von Polymeren in Miniemulsions-Trépfchen wurde ein
Einfluss des Confinements auf die zur Kristallisation erforderliche Unterkiihlung
festgestellt. Zudem wurde die Polymerstruktur durch die rédumliche Begrenzung
beeinflusst — die Kristallisation erfolgte durch homogene Keimbildung (im Gegensatz
zur heterogenen Keimbildung in den meisten Losungen), und nur ein Keim lag pro
Tropfchen vor. Dies flhrte zu kristallisierten Tropfchen, deren lamellare Struktur durch
das Confinement beeinflusst wurde.?! Die Kristallisation zweier organischer Farbstoffe,
die zundchst geldst in Miniemulsions-Trépfchen vorlagen, fiihrte zu einkristallinen
Nanofasern. Interessanterweise Uberstieg die Grole dieser Fasern die GrofRe der
urspringlichen  Miniemulsionstrépfchen  weit, obwohl die Farbstoffe in der
kontinuierlichen Phase komplett unldslich waren. Aus diesem Ergebnis wurde gefolgert,
dass das Kristallwachstum Uber die kontrollierte Aggregation und mesoskalische
Transformation von kolloidalen Zwischenstufen erfolgt sein miisste.?

Der Einfluss des kugelférmigen Confinements auf Systeme, die aus zwei oder mehreren
unterschiedlichen Polymeren bestehen, wurde sowohl experimentell als auch theoretisch
untersucht.>2 Inshesondere die jeweiligen Grenzflachenenergien sowie kinetische und
thermodynamische Effekte wirkten sich auf die erhaltenen Morphologien aus. In
Miniemulsionen fiihrte zum Beispiel die Verwendung zweier Polymere oder eines
Polymers und eines organischen Reagenzes (Hexadekan) zu Kern-Hille-Morphologien,
Janus-Partikeln und anderen Strukturen.® 2 Im Vergleich zu unterschiedlichen
Polymeren, die nicht kovalent verbunden sind, wurde als komplexeres System
Blockcopolymere untersucht. Blockcopolymere haben die besondere Eigenschaft, dass
in einem einzigen Molekul unterschiedliche Polymere blockweise miteinander

verbunden sind.

Die Anordnung von Blockcopolymeren in Nanometer groflen Confinements fuhrte zu
verschiedenen ungewohnlich organisierten Morphologien und ist deshalb von groRem
wissenschaftlichem Interesse. Als Confinement dienten beispielsweise Grenzflachen,
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porose Mineralien oder Polymersysteme wie Membranen oder organisierte
Monolagen.'® Je nach Form und GréRe des Confinements veranderte sich die lamellare
Struktur der Copolymere. Inshesondere die Krimmung des Confinements beeinflusste
die erhaltenen Morphologien stark. Blockcopolymere zwischen planaren Oberflachen
zeigten eine gestauchte lamellare Morphologie,® wohingegen im zylinderformigen
Confinement die lamellare Struktur verschwand und durch andere ring- und
scheibenartige Morphologien ersetzt wurde.?® Theoretische Simulationen ergaben fiir
Blockcopolymere in kugelformigem Confinement eine groBe Variation an
unterschiedlichen méglichen Morphologien.®® Synthetisch fiihrte die Herstellung von
Blockcopolymeren lber ATRP (engl. atom transfer radical polymerization) in
Miniemulsion zu Nanopartikeln mit auRergewdhnlichen zwiebelartigen Strukturen.™
Des Weiteren wurden zuvor synthetisierte Blockcopolymere unter Verwendung von
Miniemulsions-Tropfchen als Confinement detailliert untersucht. Zweifache raumliche
Begrenzungen beeinflussten hier die Morphologie der erhaltenen Nanopartikel und
Nanokapseln. Es wurden sowohl der Partikel-Durchmesser als auch die Dicke der
Kapselhille verandert und die Anordnung der Copolymere analysiert. Dabei wurden
vielféltige Morpholgien wie Janus-Partikel- oder Kern-Hulle-Strukturen und himbeer-
oder zwiebelartige Morpholgien erhalten.*? Der Einfluss des Confinements auf einzeln
vorliegende Polymerketten und chemische Reaktionen wird in Kapitel 2.2.1 Uber

Einzelmolekilchemie ndher beschrieben.

In den zuvor beschriebenen Beispielen wurden fliissige Miniemulsions-Tropfchen als
raumliche Begrenzungen fur die Kiristallisation und Anordnung unterschiedlicher
Substanzen verwendet. Im Gegensatz dazu konnen jedoch auch feste oder gelartige
Nanopartikel in Miniemulsionen als Confinement dienen. Ein Beispiel hierfir ist die
Kristallisation von Calciumphosphat in vernetzten Gelatine-Nanopartikeln. Die
rdumliche Begrenzung durch die Gelatinematrix diente hier als Templat fir die
Mineralisation und ermdglichte die Stabilisierung amorphen Calciumphosphates sowie
deren Umwandlung in Hydroxylapatit-Einkristalle.** Diese Umwandlung unterschied
sich signifikant von der in Losung beobachteten. Wurden nicht die Nanopartikel selbst,
sondern deren funktionalisierte Oberflache als Templat fur die Kristallisation von
Calciumphosphat verwendet, so bildete sich nur die thermodynamisch stabilste

Calciumphosphat-Phase, analog zur Kristallisation in Losung.>
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Die in diesem Kapitel beschriebenen Beispiele zeigen, wie Miniemulsionen als
begrenzte Reaktionsrdume das Design von Nanopartikeln komplexer Struktur
ermoglichen.

2.1.3 Sekundardispersionen

Polymer-Dispersionen kdnnen tber Heterophasenpolymerisationen von Monomeren in
Emulsion, Miniemulsion, Mikroemulsion oder Uber die Dispersionspolymerisation
hergestellt werden  (,,Primdrdispersionen”). Im  Gegensatz dazu  werden
Sekundardispersionen aus zuvor gebildeten synthetischen oder natiirlichen Polymeren
hergestellt. Diese als kinstliche (,,artificial*) Latizes bezeichneten Dispersionen werden
uber  Methoden wie den  Emulsions-Verdampfungsprozess, = Emulsions-
Diffusionsprozess, Ouzo-Effekt oder Ausféallen des Polymeren hergestellt. Grinde fiir
die Verwendung von Sekundardispersionen sind zum einen die Mdglichkeit, durch den
Verkauf des Polymeren als Feststoff einen Transport der Dispersionen (mit nur 50%
Feststoffgehalt) zu vermeiden. Zum anderen sind Sekundardispersionen interessant flr
Anwendungen, bei denen besondere Reinheit erforderlich ist, wie zum Beispiel als
Halbleiter oder in  medizinischen  Produkten. Eine dritte  Mdglichkeit,
Sekundardispersionen zu verwenden ergibt sich, wenn Polymere mit speziellen
Materialeigenschaften  als  Dispersion  erwinscht sind und nicht  Uber
Heterophasenpolymerisationen hergestellt werden kénnen.®

Der Emulsions-Verdampfungsprozess beruht auf der Emulgierung einer Polymer-
Losung in einer kontinuierlichen Phase, die nicht mit der dispersen Phase mischbar ist
und zur Stabilisierung der Dispersion ein Tensid enthalt. Im zweiten Schritt wird das
Losungsmittel durch Verdampfung entfernt, wodurch das Polymer in den Trdpfchen
ausfallt und sich feste Partikel ausbilden.® Ein typisches Beispiel fiir die VVerwendung
des Emulsions-Verdampfungsprozess ist die Herstellung von Dispersionen aus
natlrlichen oder synthetischen bioabbaubaren oder biokompatiblen Polymeren fir
biomedizinische Anwendungen.®” Zudem werden haufig Polyolefin-Partikel tiber diesen
Prozess hergestellt, da ihre Polymerisation wasserempfindliche Katalysatoren erfordert.
Auch Polybutadien und Polyisopren werden industriell mit sehr hohem Feststoffanteil
(iber die Emulsions-Verdampfungsmethode produziert.*® Dispersionen von Polymeren
mit komplizierten Architekturen oder Funktionalitdten werden ebenfalls bevorzugt tber
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diese Methode hergestellt.* In diesem Fall wiirden funktionelle Gruppen entweder bei
der Polymerisation oder anschlieBend durch Nebenreaktionen in der Dispersion storen.
Ein Isocyanat-Latex, dessen funktionelle Gruppen anschlieBend zum Ausharten der
erhaltenen Partikelfilme dienten, wurde beispielsweise (ber die Emulsions-
Verdampfungsmethode hergestellt.** Auch fur die Herstellung von Partikeln mit

23 41 oder der Verkapselung von Substanzen* eignet sich der

definierter Morphologie
Emulsions-Verdampfungsprozess. Die in  diesen  Beispielen  aufgezeigten
Anwendungsmaoglichkeiten des Emulsions-Verdampfungsprozesses gehen vor allem auf
dessen einfache Durchfiihrbarkeit und Anwendbarkeit auf unterschiedliche Materialien
und Losungsmittel zuriick. Die hauptsachliche Anforderung an die verwendeten
Substanzen ist deren Loslichkeit in einem mit Wasser nicht mischbaren und niedrig-
siedenden Ldsungsmittel. Zudem darf die Viskositat der gelGsten Polymere fiir eine
erfolgreiche Emulgierung nicht zu stark ansteigen. Vor allem ionische Tenside eignen
sich hierbei zur kolloidalen Stabilisierung, eine tensidfreie Durchfihrung ist nicht

moglich.

Seit einiger Zeit wird der Emulsions-Verdampfungsprozess mit der Herstellung von
Miniemulsionen kombiniert, wobei der hauptsachliche praparative Unterschied in der
Verwendung von Ultraschall im Emulgierschritt liegt. Auf diese Weise werden
einheitliche Nanotrépfchen ausgebildet, deren kolloidale Stabilitat sowohl durch das in
der kontinuierlichen Phase vorliegende Tensid als auch durch das in der dispersen Phase
geloste Polymer, welches die Rolle des Hydrophobes ibernimmt, gewéhrleistet ist. Die
Kombination aus Miniemulsion und Emulsions-Verdampfungsprozess ermdglichte zum
Beispiel die Synthese von Polymer-Dispersionen leitfahiger Polymere fir die
Herstellung von Solarzellen.”®* Fir biomedizinische Anwendungen wurden auf diese
Weise bioabbaubare Nanopartikel hergestellt und Magnetit in bioabbaubaren Polymeren
verkapselt.** **> Dasselbe Prinzip wurde auch fiir die Synthese von magnetischen und
farbstoffmarkierten Nanopartikeln fir die Verwendung als Sauerstoffsensoren
angewendet.°

Der Emulsions-Diffusionsprozess  unterscheidet sich in  der Art der
Losungsmittelentfernung vom oben beschriebenen Emulsions-Verdampfungsprozess.
Waéhrend bei letzterem das Losungsmittel relativ langsam entfernt wird, indem das zu

einem geringen Anteil in der kontinuierlichen Phase vorliegende L&sungsmittel
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verdampft wird, erfolgt das Ausféllen des Polymers in der Diffusionsmethode schneller
durch einen sogenannten ,,Diffusionsschock.*” Neben der Loslichkeit des Polymeren
im Losungsmittel ist hierflr eine teilweise Loslichkeit des Ldsungsmittels in der
kontinuierlichen Phase (Wasser) noétig. Im ersten Schritt wird die disperse Phase in der
wassrigen Phase emulgiert. Im zweiten Schritt wird die schnelle Diffusion des in der
dispersen Phase vorliegenden Losungsmittels in die kontinuierliche Phase erzwungen,
indem die Emulsion mit einer groBen Menge Wasser verdunnt wird. AnschlieBend wird
das Losungsmittel beispielsweise unter reduziertem Druck entfernt. Der
Emulsions-Diffusionsprozess wurde bisher hauptséchlich zur Herstellung von
bioabbaubaren Nanopartikeln und der Verkapselung aktiver Substanzen in Poly(D,L-
Lactid-co-Glycolid) (PLGA)-Nanopartikeln verwendet.*” *® Moinard-Chécot et al.
stellten auf diese Weise Nanokapseln aus Poly(g-caprolacton) her und untersuchten, wie
sich verschiedene Parameter auf die Eigenschaften der erhaltenen Kapseln auswirken.*
Ein Vorteil der Emulsions-Diffusionsmethode ist, dass durch das schnelle Entfernen des
Losungsmittels die kolloidale Stabilitat der im ersten Schritt gebildeten Emulsion oder
Miniemulsion nur fir kurze Zeit gewahrleistet sein muss. Nachteile dieser Methode sind
die geringe Auswahl an geeigneten Losungsmitteln sowie die hohe Verdiinnung, in der
die Dispersion am Ende vorliegt.

Weitere Maoglichkeiten, Sekundardispersionen herzustellen, sind die sogenannten
Niedrig-Energie-Methoden, welche auf einen hohen Energieeintrag wéhrend der
Emulgierung verzichten. Hierzu zé&hlen der ,,Ouzo-Effekt* und das Ausfallen von
Polymeren durch Zugabe eines Nicht-Lésungsmittels. Metastabile Emulsionen werden
uber den Ouzo-Effekt hergestellt, indem grofle Mengen Wasser mit einer Ldsung
gemischt werden, in der ein Ol in geringer Konzentration in einem hydrophilen
Losungsmittel vorliegt. Der Mischvorgang mit Wasser fiihrt zu einer Ubersattigung des
Ols, woraufhin eine Nukleation von Oltrépfchen und spontane Emulgierung erfolgt.>® >
Der umgekehrte Prozess, die Zugabe von kleinen Mengen Wassers zu einer 6lreichen
Losung, fuhrt ebenfalls zu Emulsionen. Die spontane Emulgierung erfolgt bei diesem
Prozess nur in einem engen Konzentrationsfenster, welches zwischen der Spinodalen
und der Binodalen des Phasendiagramms der jeweiligen Mischungen liegt. Die
Verwendung des Ouzo-Effektes ist aus diesem Grund auf spezielle Systeme limitiert.
Die Herstellung von wassrigen Dispersionen tiber den Ouzo-Effekt ist zudem auf sehr

hydrophile Lésungsmittel, welche vollstdndig in Wasser 16slich sind, beschrankt. Aus
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diesem Grund werden mit dieser Methode vor allem Partikel aus relativ hydrophilen
Substanzen wie zum Beispiel Polymethylmethacrylat (PMMA) oder Polylactid (PLA)
fur medizinische Anwendungen hergestellt.>* AuBerdem wurden vor kurzem iiber den
Ouzo-Effekt Kompositnanopartikel bestehend aus PMMA und Kohlenstoffnanoréhren
hergestellt.>?

11
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2.2 Polymer-Einzelketten

2.2.1 Einzelmolekiilchemie von Polymeren

Neue Analysetechniken wie die Rastertunnelmikroskopie (STM),
Rasterkraftmikroskopie (AFM) oder Einzelmolekulspektroskopie ermdglichten in den
letzten Jahren die Untersuchung einzelner Molekile, etwa auf Oberflichen oder in
Losung. Indem die Reaktion einzelner Molekule auf duBere Krafte oder Reize
beobachtet wurde, konnten Ruckschliisse auf die angesprochenen molekularen
Mechanismen gezogen werden. Auf diese Weise ist es mdglich, Zusammenhénge
zwischen molekularen Ereignissen und makroskopischen Eigenschaften des Ensembles
zu finden.> Die Beobachtung chemischer Reaktionen auf der Ebene einzelner Molekiile
ermoglichte  kurzlebige Zwischenprodukte zu identifizieren und komplexe
Reaktionswege sichtbar zu machen. Dies ist insbesondere bei Reaktionen biologischer
Makromolekule interessant, da hier Unterschiede zwischen verschiedenen aktiven
Spezies (zum Beispiel unterschiedliche Konformere eines Enzyms) verlorengehen,
wenn nur der Mittelwert des Ensembles gemessen wird>* Mit Hilfe der
Einzelmolekdilspektroskopie konnten sogar die einzelnen wachsenden Spezies wéhrend
einer radikalischen Polymerisation beobachtet werden. Mit dieser Methode kdnnen
Heterogenitaten detektiert werden, die auf molekularer Ebene wahrend der
Polymerisation auftreten und die resultierenden Polymereigenschaften beeinflussen
kénnen.>

In der Chemie konnten einzelne Molekile in Nanostrukturen rdumlich separiert werden,
um anschlieBend sognannte ,Einzelmolekiil-Reaktionen* durchzufiihren. Dieses
Konzept wurde von Ozin als Nanochemie bezeichnet.”® Reaktionen einzelner Molekiile
die zum Beispiel in den Hohlrdumen von Zeolithen durchgefiihrt wurden, folgten
teilweise einem anderen Reaktionsmechanismus und zeigten eine hohere

Reaktionsordnung, was auch als Einzelmolekiilchemie definiert wurde. >% °" 8

Die rdumliche Separation einzelner Polymerketten in Nanoreaktoren fiihrt zu mehreren
interessanten Effekten, die im Folgenden né&her beschrieben werden. Zum einen kann
das Verhaltnis von inter- und intramolekularen Reaktion verschoben werden, indem in

jedem Nanoreaktor ausschlie3lich eine einzige Polymerkette vorliegt. In diesem Fall
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sind intramolekulare Reaktionen bevorzugt und durch die Kompartmentalisierung
werden extrem hohen Verdlnnungen, wie sie fir diese Reaktionen Ublicherweise
eingesetzt werden, uberfliissig. Zum anderen wird fur einzelne Polymere ein anderes
physikalisch-chemisches Verhalten erwartet, da typische Polymereigenschaften, die auf
ein Zusammenspiel vieler Polymerketten zuriickgehen, nicht mehr ausgebildet werden
kénnen.>®

Ein Beispiel flr die raumliche Separation von einzelnen Makromolekdlen in der Natur
stellt die Proteinfaltung in Kompartimenten dar.>® Synthetisch wurden beispielsweise
Vesikelmembranen zur Separation einzelner Polymerketten wéhrend der Polymerisation
verwendet.®® Shin et al. setzten Proteinporen als Nanoreaktoren fiir das Stufenwachstum
einzelner Polymerketten ein.®* AuRerdem dienten Miniemulsionstropfchen als
Nanoreaktoren fiir die Polymerasekettenreaktion separiert vorliegender DNA-
Molekiile.®? Auch in lebenden Organismen sind DNA-Molekiile durch ihre raumliche
Umgebung stark eingeschrankt. Biophysiker untersuchten deshalb in den letzten Jahren
vermehrt sowohl experimentell als auch theoretisch die geometrischen und
topologischen Begrenzungen von DNA in Bakteriophagen.®® Das Diffusionsverhalten
synthetischer Polymere in begrenzten Systemen wurde experimentell untersucht, indem
Polymerketten zwischen zwei flachen Platten extrem geringen Abstandes (2 nm)
gebracht wurden. Theoretische Simulationen beschéftigten sich zudem mit dem Einfluss
einer kugelférmigen Begrenzung (zum Beispiel eines Miniemulsionstropfchens) auf die

Verknotungswahrscheinlichkeit einzelner Polymerketten (siehe Abbildung 1).%

Abbildung 1: Simulierte Struktur einer Polymerkette (M,,=420000 g/mol) in einer kugelférmigen
Begrenzung (Miniemulsionstropfchen mit 22 nm Durchmesser). Die Wahrscheinlichkeit, dass die
Polymerkette unverknotet vorliegt, nimmt mit dem Radius der raumlichen Begrenzung ab.*”

13
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2.2.2 Herstellung von Polymer-Einzelkettenpartikeln

Erste Versuche, einzelne Polymerketten rdumlich separiert zu synthetisieren,
verwendeten Mikroemulsionen.®  Mikroemulsionen sind thermodynamisch stabile
Emulsionen mit einer TropfchengréRe in Bereich von 10-200 nm und bestehen aus
einem Gemisch aus Wasser/Ol/Tensid/Cotensid.® In der
Mikroemulsionspolymerisation erfolgt die Polymerisation in den winzigen
Monomertropfchen. Experimentell konnten in Anwesenheit grofRer Mengen an
Tensid/Cotensid auf diese Weise Dispersionen mit sehr kleinen Polymerpartikeln
(20-30 nm Durchmesser) hergestellt werden. Wird eine geringe Konzentration an
olléslichem Initiator eingesetzt, ist es mdglich, sehr hohe Molekulargewichte zu
erreichen. Die erhaltenen Partikel enthalten in diesem Fall im Durchschnitt nur wenige
Polymerketten pro Partikel. Aufgrund der sehr breiten Molekulargewichtsverteilung
konnte jedoch nicht bewiesen werden, dass es sich hier tatséchlich in der Mehrzahl um
Einzelkettenpartikel handelt.®® " Einen ahnlichen Ansatz verfolgten Mecking et. al. tiber
die katalytische Polymerisation von Polyethylen in Mikroemulsion. Auch hier konnten
sehr kleine Nanopartikel (10-30 nm Durchmesser) synthetisiert werden, welche aus nur
wenigen Polymerketten bestehen.” "? Indem diese Methode optimiert wurde, konnten
vor kurzem Nanopartikel aus Polyacetylen hergestellt werden, welche im Durchschnitt
annahernd eine Polymerkette pro Partikel enthalten.” Beschrankungen dieser Methode
liegen in der sehr breiten Molekulargewichtsverteilung, der Anwesenheit anorganischer
Katalysatoren sowie Cotensiden, die nach der Synthese nur schwer entfernt werden
kdnnen, sowie in der Anwendbarkeit auf nur wenige Monomere.

Eine weitere Moglichkeit, Polymerpartikel aus einer einzelnen Kette zu synthetisieren,
besteht in der kovalenten intramolekularen Vernetzung -einzelner in hoher
Verdlnnung in Losung vorliegender Polymerketten. Die Charakterisierung der inneren
Polymerstruktur erwies sich nach der Vernetzung als auferst schwierig, meist wurde
uber die GroRe der erhaltenen Nanopartikel angenommen, dass es sich hier um
Einzelkettenpartikel handelt.”* ™ Auf &hnliche Weise wurden mit Benzocyclobuten
funktionalisierte Polymere intramolekular zu sehr Kkleinen Partikeln vernetzt.® 7
AuBerdem wurden mit Isocyanat-Gruppen funktionalisierte Polymere in Anwesenheit
von Diaminen intramolekular vernetzt.”® In den beschriebenen Experimenten diente die

Vernetzung der Polymerketten hauptséchlich zur Stabilisierung der Einzelkettenstruktur
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und ermoglichte deren Untersuchung in Schmelzen.”® Aufgrund der irreversiblen
intramolekularen  Vernetzung konnten jedoch keine Ruckschlisse auf die
Materialeigenschaften der einzelnen unvernetzten Polymere gezogen werden. In letzter
Zeit wurden einige neue Methoden gefunden, Polymere intramolekular zu vernetzen,
um sehr kleine Polymerpartikel zu synthetisieren. Beispiele fiir Reaktionen, die hierflr
verwendet wurden, sind die Photodimerisierung von Cumarin” oder Cycloadditionen®
(Click-Chemie). In einem weiter reichenden Beispiel wurden einzelne Bldcke eines
Triblock-Copolymeren intramolekular vernetzt, was zu unimolekularen Januspartikeln
fuhrte. 8

Eine reversible supramolekulare Vernetzung einzelner Polymerketten wurde in hoch
verdiinnten ~ Polymerlosungen  durch  die  Ausbildung  supramolekularer
Wechselwirkungen erreicht. Zum Beispiel fuhrte der reversible, durch intramolekulare
Wasserstoffbriickenbindungen ausgeldste Kollaps einzelner Polymerketten zu sehr
kleinen Einzelkettenpartikeln.® Inspiriert von der intramolekularen Faltung der Proteine
in der Natur, synthetisierten Foster et al. Polymere mit speziellen Funktionalitaten,
welche sich durch intramolekulare Faltung in hochverdinnter Lésung in kompakte
Einzelkettenpartikel verwandeln.** Vor kurzem konnten durch intramolekulare Faltung
von Polymeren mit speziellen chiralen Seitengruppen sogar Einzelkettenpartikel mit
helikaler Tertidrstruktur hergestellt werden.®* Obwohl die hier ausgenutzten
supramolekularen Wechselwirkungen (Wasserstoff-Briickenbindungen) prinzipiell
reversibel sind, ist die supramolekulare Faltung in den beschriebenen Beispielen nicht
reversibel. Grund hierfur ist die UV-initiierte Abspaltung kleiner Molekdile, welche die
Faltung der Polymere auslost.®® Diese faltbaren Polymersysteme sind jedoch sehr
komplex und werden synthetisch extrem aufwéndig hergestellt. AuBerdem eignen sie
sich auf Grund ihrer Komplexitdt nicht fir die Untersuchung grundlegender
Polymereigenschaften. DNA stellt ein Beispiel fur ein faltbares Biopolymer dar.
Synthetisch konnten aus einzelnen DNA-Molekilen in Gegenwart gegensatzlich
geladener Tensidmolekile durch elektrostatische Wechselwirkungen und anschlieBende
oxidative Vernetzung kompakte DNA-Einzelkettenpartikel hergestellt werden.®

Polymerchemiker interessierten sich bereits in den 60er Jahren fiir die grundlegenden
Eigenschaften einzelner Polymerketten in Losung wie zum Beispiel fir die

Wechselwirkungen des Polymeren mit Loésungsmittelmolekilen und die Dimension
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einzelner Polymerketten.?” Insbesondere der Ubergang einer einzelnen Polymerkette in
Losung vom Knduel zu einem kompakteren Zustand (sogenannte ,,Coil-Globule*-
Umwandlung) wurde spéter intensiv untersucht. Chu et al. analysierten mittels
dynamischer Lichtstreuung (DLS) den Ubergang von Polymerketten vom gequollenen
zum kollabierten kompakten Zustand. Dabei wurde herausgefunden, dass die Dichte der
kollabierten Polymerketten anndhernd die des Feststoffes erreicht. Es wurde auch
versucht, tber die Coil-Globule-Umwandlungen, welche durch duRRere Faktoren wie das
Losungsmittel oder die Temperatur (®-Bedingungen) ausgeldst werden konnen,
Einzelkettenpartikel herzustellen.?® Die aus der Losung kollabierten einzelnen
Polymerketten agglomerierten jedoch Sekunden nach ihrer Bildung, weshalb auf diese
Weise keine Einzelkettenpartikel zur Untersuchung der Materialeigenschaften
hergestellt werden konnten. Um die kolloidale Stabilitdt der einzelnen kollabierten
Polymerketten zu erhdhen, wurden Partikel aus wenigen sulfonat-funktionalisierten
Polymeren hergestellt.®* Xu et al. umgingen das Problem der Agglomeration einzelner
Polymerketten im kollabierten Zustand, indem sie die winzigen Partikel direkt nach
ihrer Bildung durch Ausschitteln vom organischen Ldsungsmittel in eine wassrige
Tensidlosung Uberfiihrten.® Allerdings reichte die Ausbeute an Partikeln, die aus nur
wenigen Polymerketten bestanden, nur fir deren Analyse mittels DLS aus.

Verschiedene physikalische Methoden wurden eingesetzt, um Einzelkettenpartikel
oder Partikel mit nur wenigen Polymerketten aus zuvor synthetisierten Polymeren
herzustellen. Hierzu wurden einzelne Polymerketten mit Techniken wie zum Beispiel
der Sprihtrocknung®™ oder der Gefriertrocknung® separiert. AuRerdem wurden einzelne
Polymerketten aus verdinnter Losung an Flussigkeitsoberflachen angeordnet und
anschlieBend (durch dropcasting) auf eine Oberflache aufgebracht.”® Mit Hilfe dieser
Methoden konnten sehr kleine Polymerpartikel, die aus nur wenigen Polymerketten
bestehen, auf Oberflachen hergestellt, und mittels TEM oder AFM untersucht werden.
Diese Methoden eignen sich jedoch nicht, Einzelkettenpartikel als Pulver in groierer
Menge herzustellen, wie es fur die Materialcharakterisierung notig ware. Mit Techniken
wie der Gefriertrocknung verdinnter Polymerldsungen konnten zwar grofere
Probenmengen hergestellt werden, auf Grund des undefinierten Herstellungsprozesses
konnen jedoch nur Vermutungen Uber die Struktur des Materials gemacht werden und
ob es sich hierbei tatsachlich um Einzelkettenpartikel handelt.
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Eine Methode um definierte Einzelkettenpartikel in Dispersion herzustellen, sodass
deren Analyse mit Methoden wie der DLS oder Mikroskopie mdglich ist, ist der
sogenannte QOuzo-Effekt (siehe Kapitel 2.1.3). Durch Ausfallen von zuvor
synthetisierten konjugierten Polymeren aus hochverdiinnter Losung mittels des Ouzo-
Effektes konnten sehr kleine aus wenigen Polymerketten bestehende Partikel (ca. 10 nm
Durchmesser) hergestellt werden.** * Der Feststoffgehalt der erhaltenen Dispersionen
war jedoch extrem gering, sodass eine Herstellung gréRerer Mengen an Partikeln auf

diese Weise schwierig erscheint.
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2.3 Biomineralisation und biomimetische
Synthese

2.3.1 Grundlagen der Kristallisation in Bezug auf Biomineralisation

Homogene Keimbildung erfolgt, indem sich spontan ein Keim aus einer Uberséttigten
Losung herausbildet. Dagegen geht die heterogene Keimbildung auf die Bildung eines
Keims an einer im System befindlichen Oberflache zurtick. Kristallisationen in der
Biomineralisation erfolgen Ublicherweise durch heterogene Keimbildung in einem
biologischen System (zum Beispiel an einer organischen Matrix oder in einem Vesikel).
Die Prinzipien, die der homogenen Keimbildung zugrunde liegen, sollen hier zum

besseren Verstandnis kurz erlautert werden.

Die Bildung eines Kristallkeimes aus einer Losung ist zundchst kinetisch gehemmt.
Durch Konzentrationsfluktuationen in der Losung ist es jedoch mdglich, dass diese
Energiebarriere Gberwunden wird und sich ein Keim ausbildet, der anschlielend zu
einem Kristall weiterwachsen kann. Die Energie, die zur Bildung eines Keimes notig
ist, setzt sich aus der Differenz von freier Oberflachenenergie (Energie, die zur Bildung
einer neuen Oberflache pro Oberflacheneinheit ndétig ist) und freier Volumenenergie
(Energie, die durch die Bildung der neuen Phase pro Volumeneinheit entsteht)
zusammen. Im klassischen Fall, der Bildung eines sphérischen Nukleus, ergibt sich die
freie Keimbildungsenergie (4Gy) damit aus folgender Formel:*
AGy

AGy = 4mr?y + 4mr3 T 2-1

mit y als der freien Grenzflachenenergie oder Grenzflachenspannung und AGy als der
freien molaren Energie der Fest-Flussig Phasenumwandlung und V., als molarem
Volumen. Die Einflusse, die die freie Keimbildungsenergie bei der Bildung eines

spharischen Keimes bestimmen, sind in Abbildung 2 gezeigt.
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AG AG,

AG,

AG.

Abbildung 2: Auftragung der freien Keimbildungsenergie (AGy) als Funktion der ClustergrofRe r. Die
freie Keimbildungsenergie (AGy) ergibt sich aus der Differenz der freien Obeflachenenergie (AG,) und
der freien Volumenenergie (AGg).

Der kritische Keimbildungsradius (r*) ergibt sich durch Auflésen nach r (d4Gn/dr = 0)

aus:

2y
AGy

*

r

2-2

Die Aktivierungsenergie der homogenen Keimbildung (4Gy*) ergibt sich durch die
Substitution von r* in 2-1 und der Abhangigkeit der freien Phasenumwandlungsenergie
(4Gy) von der Ubersattigung Sg der Losung (4Gy=KTInSg):

16my3V,2

AGN = 3 kT Ins,)?

2-3

Die Keimbildungsgeschwindigkeit Jy wird in folgender Formel beschrieben (mit A als
Vorfaktor):

AGy
Jv = Aexp(——2 2-4
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Aus diesen Gleichungen ergibt sich, wie die Aktivierungsenergie und die
Keimbildungsgeschwindigkeit durch die Grenzflachenenergie und die Ubersattigung
beeinflusst werden. In der Biomineralisation werden diese Faktoren mafi3geblich durch
organische Geruste (engl. Matrices) oder die Verdnderung von lonen-
Konzentrationsgradienten mit Hilfe von Membranen gesteuert, wie im nachsten Kapitel
néher beschrieben wird. Insbesondere die Grenzflachenenergie hat einen enormen
Einfluss auf die Keimbildung und die kritische KeimbildungsgroRe, was der Grund
dafiir ist, dass die meisten Kristallisationen durch heterogene Keimbildung ausgel®st
werden. Die erniedrigte Grenzflachenenergie, zum Beispiel an der Oberflache eines
Substrates, fiihrt bei gleichbleibender Ubersattigung zu einer Erhohung der
Keimbildungsgeschwindigkeit. In der Biomineralisation wird dieser Effekt noch
verstarkt, indem spezifische Wechselwirkungen an Grenzflachen, die beispielsweise
durch chemische oder strukturelle Komplementaritét entstehen, die Aktivierungsenergie
der Keimbildung herabsetzen.”” In Abbildung 3 sind die physikalisch-chemischen
Einflusse, die die biologische Mineralisation kontrollieren, zusammengefasst gezeigt.

Raumliche Begrenzung

Keimbildun pi-vier
Redox-Gleichgewicht

Zusammensetzung
Matrix

lonen

organische
Molekdle

m—

I Abbildung 3: Schematisch dargestellte Einfliisse, welche die biologische Mineralisation kontrollieren.

Das Kristallwachstum beeinflusst die Morphologie der entstehenden Kristalle. Im
Folgenden sollen deshalb entscheidende thermodynamische und kinetische Faktoren des
Kristallwachstums erldutert werden. Anorganische Kristalle wachsen aus L&sungen,
indem kontinuierlich lonen zur Kristalloberflache diffundieren und in das Kristallgitter
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2.3 Biomineralisation und biomimetische Synthese

eingebaut werden. Die Morphologie der erhaltenen Kristalle wird durch die relativen
Wachstumsraten der verschiedenen Kristallflachen bestimmt. Die
Gleichgewichtsmorphologie (thermodynamische Morphologie) eines Kristalles ergibt
sich bei gegebenem Volumen aus der minimalen gesamten Oberflachenenergie (Wulffs
Regel). Die Oberflachenenergie einer Kristallfliche kann wiederum durch die
Adsorption von Additiven wie lonen oder organischen Molekiilen herabgesetzt werden.
Das anisotrope Wachstum von Kristallen kann daher thermodynamisch damit erklart
werden, dass die spezifische Adsorption von Additiven an spezielle Kristallflachen zu
einer Herabsetzung der Oberfldchenenergie und Hemmung des Wachstums dieser
Kristallflachen fuhrt.%® %

Kristallisationen, wie sie in der Biomineralisation oder in der biomimetischen Synthese
beobachtet werden, finden jedoch hadufig weit entfernt vom thermodynamischen
Gleichgewicht statt. In diesen Prozessen wird das Kristallwachstum durch kinetische
Faktoren bestimmt, welche vor allem die Aktivierungsenergie von Keimbildung,
Kristallwachstum und Phasenumwandlung beeinflussen. Synthetisch konnen die
kinetischen Faktoren der Kristallisation beeinflusst werden, indem die Wechselwirkung
der sich bildenden Keime und Kiristalle mit Oberflachen oder l6slichen Molekilen
verandert wird. In der Biomineralisation wird angenommen, dass beim
Kristallwachstum an organischen Matrices die Aktivierungsenergie der Keimbildung
und des Wachstums spezifischer Kristallflachen und Polymorphe herabgesetzt ist. Dies
fuhrt haufig zu einer mehrstufigen Kristallisation, zum Beispiel ber amorphe
Préakursorphasen und kristalline Zwischenstufen unterschiedlicher Struktur und
Modifikation, anstelle eines einstufigen Prozesses. Ursache hierfur ist vor allem die
Beschaffenheit der organischen Grenzflache, an der die Kristallisation stattfindet. Es
wird angenommen, dass die Anordnung der gebildeten Kristallkeime durch
elektrostatische, strukturelle und stereochemische Ubereinstimmungen an der
organisch-anorganischen Grenzflache gesteuert wird. Dieser Prozess wird in der
Biomineralisation und biomimetischen Chemie auch als molekulare Erkennung

bezeichnet.%® 1%

Als  Modellsystem  zur  Untersuchung der  Wechselwirkungen an  der
organisch/anorganischen  Grenzflaiche wahrend der Keimbildung und des
Kristallwachstums wurden selbstanordnende Monolagen verwendet. Indem Molekiile
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mit verschiedenen funktionellen Gruppen gezielt in speziellen Mustern auf
Metalloberflachen aufgebracht wurden, konnte sowohl die Dichte als auch das Muster
der Keimbildung kontrolliert werden. Auflerdem konnte durch die Verteilung von
hydrophoben und hydrophilen Flacheneinheiten die kristallografische Orientierung der

Kristalle kontrolliert werden. %

2.3.2 Experimentelle Analyse des Biomineralisationsprozesses

In der Biomineralisation und biomimetischen Synthese werden haufig
Hybridmaterialien gebildet, die aus anorganischen Kristallen in einer weichen
molekularen Matrix bestehen. Um die Bildung dieser komplexen Strukturen und die zu
Grunde liegenden Kontrollmechanismen besser zu verstehen, sind Untersuchungen der
Kristallisation sowie der Wechselwirkung zwischen der anorganischen und der
organischen Phase nétig. Da das Wechselspiel zwischen den organischen Bestandteilen
(Matrix-Molekile oder l6sliche Additive) und den sich bildenden Mineralien héchst
dynamisch ist und sich wahrend der Mineralisation andert, werden hdufig sogenannte
in-situ oder zeitaufgeloste Methoden zur Analyse der Mineralisation verwendet.
Typischerweise werden zur Untersuchung der biomimetischen Mineralisation
unterschiedliche Methoden der Beugung, Spektroskopie und Mikroskopie eingesetzt.
Eine Kombination unterschiedlicher Methoden ist meist nétig, um Informationen tber
die Struktur und Morphologie des Materials zu erhalten. AuRerdem fiihrt die Analyse
von sowohl lokalen als auch kollektiven Eigenschaften auf unterschiedlichen
Langenskalen zu einem Verstdndnis des gesamten Bildungsprozesses der
Hybridmaterialien.**

Die biomimetische Mineralisation von Calciumphosphat in Gegenwart l6slicher und
unléslicher organischer Template wurde detailliert untersucht, indem komplexe
Titrationsexperimente (gleichzeitige Titration von Calcium- und Phosphat-lonen sowie
des pH-Wertes) mit hochauflosender Rasterkraftmikroskopie (AFM) kombiniert
wurden. Auf diese Weise wurden sowohl Informationen iber die unterschiedlichen sich
bildenden Calciumphosphat-Phasen und deren Morphologien als auch (ber die
Wechselwirkung der Templat-Molekiile mit den wachsenden Kristallebenen erhalten. %
Aufgrund der Komplexitdt des Biomineralisationsvorgangs werden zudem

computergestutzte Simulationen zu Hilfe genommen, um experimentelle Ergebnisse der
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biomimetischen Mineralisation zu interpretieren und theoretische VVorhersagen Uber die

zu erwartenden Strukturen zu treffen,%

2.3.3 Von Biomineralisation zu bioinspirierter Synthese

Biomineralien besitzen eine hohe Ordnung bezogen auf ihre Struktur,
Zusammensetzung, Form und Organisation. Im Folgenden sollen die Grundprinzipien
der Biomineralisation naher erldutert werden und ein Zusammenhang zwischen den
oben genannten Eigenschaften von Biomineralien und der biomimetischen

Materialchemie hergestellt werden.

Der Prozess der Biomineralisation kann in drei Phasen unterteilt werden, die in der
Reihenfolge steigender Komplexitéat als supramolekulare Vororganisation, molekulare
Erkennung an Grenzflachen und zelluldre Verarbeitung bezeichnet werden. Im ersten
Schritt der Biomineralisation wird durch supramolekulare VVororganisation organischer
Substanzen eine definierte Reaktionsumgebung gebildet. Hierbei wird zwischen zwei
unterschiedlichen Konzepten unterschieden. Zum einen fuhrt die Selbstanordnung
organischer Molekille zu Proteinkéfigen und Lipidvesikeln, in deren begrenztem
Inneren anschlieend die Mineralisation stattfindet. Zum anderen werden durch
Selbstanordnungsprozesse ausgedehnte Netzwerke aus Proteinen und Polysacchariden
als Matrix fur die Mineralisation gebildet. Im zweiten Schritt der Biomineralisation
findet die kontrollierte Keimbildung anorganischer Cluster aus wassriger Losung statt.
Dabei dienen die organischen supramolekularen Systeme, welche im ersten Schritt
gebildet wurden, als GerUst fiir die geordnete Ausbildung der anorganischen Phase. Die
meist funktionalisierten organischen Oberfldchen dienen als Templat fur die
anorganische Keimbildung, wobei Effekte der molekularen Erkennung an der
organisch/anorganischen Grenzflache eine groRe Rolle spielen (siehe 2.3.1). Im letzten
Schritt der Biomineralisation bilden sich aus den in den ersten beiden Schritten
geformten kleineren Einheiten Biomineralien mit groRerer Dimension heraus. Hierfr
sind zelluldre Prozesse, welche in groRerem Malistab stattfinden, verantwortlich. Diese
sogenannte zelluldre Verarbeitung flihrt zu den ungewdhnlichen Formen und
Zusammensetzungen, wie sie in nattrlich vorkommenden Biomineralien gefunden

werden.®’
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Das Verstandnis der Biomineralisation inspirierte Materialchemiker zur Entwicklung
neuer Synthesewege, welche die grundlegenden Prinzipien der Biomineralisation
ausnutzen. Konzepte der Biomineralisation wie supramolekulare Vororganisation und
molekulare Erkennung an Grenzflachen fiihrten etwa zu Materialsynthesen, die auf der
raumlichen Eingrenzung von Reaktionsraumen und der Verwendung organischer
Template basieren.* > % % Auf diese Weise konnten organisierte anorganische und
Kompositmaterialien durch kontrollierte bio-inspirierte Synthese hergestellt werden. Im
nachsten Kapitel soll am Beispiel des bekanntesten Calciumphosphat-basierten
Biominerals, Knochen, der Zusammenhang zwischen Biomineralisation und

biomimetischer Synthese erklart werden.

2.3.4 Beispiel eines Calciumphosphat basierten Biominerals: Knochen

Knochen ist ein Kklassisches Beispiel eines natirlich vorkommenden Calciumphosphat-
basierten Biomaterials mit interessanten Eigenschaften. Im menschlichen Korper dient
Knochen zum einen der mechanischen Stabilisierung und zum anderen als
lonenspeicher sowohl fiir Anionen als auch fiir Kationen. Diese Materialeigenschaften
hangen entscheidend von der GroRe, Struktur und Zusammensetzung des Knochens ab.
Insbesondere die Struktur dieses Kompositmaterials weckte das Interesse vieler
Materialchemiker, da sie wie viele Biomineralien eine komplexe hierarchische Ordnung
auf unterschiedlichen Langenskalen zeigt.?

Die niedrigste Organisationsstufe des Knochens besteht aus einzelnen nanometer-
kleinen Kristallen aus nicht-stochiometrischem Hydroxylapatit (HAP) Ca1o(PO4)s(OH),
(mit loneneinschlissen) in einer organischen Matrix. Diese Struktur entsteht durch die
kontrollierte Mineralisation von HAP in einer Matrix aus vernetzten Kollagenfibrillen,
Glycoproteinen und vielen anderen Proteinen. Die Kollagenfibrillen bestehen aus
Kollagen-1-Molekilen, welche zu einer Tripelhelix angeordnet sind, die wiederum
kristalline faserformige Strukturen ausbildet. Im Inneren dieser Kollagenfibrillen
befinden sich in regelmaBigen Abstanden Zwischenrdume, in denen die Keimbildung
und das Wachstum pléttchenférmiger HAP-Kristalle stattfindet.”” Die nachsthohere
Organisationsstufe beschreibt die Anordnung von Kollagen und Kiristallen im
Mikrometerbereich. Makroskopisch betrachtet besteht Knochenmaterial aus einer relativ
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dichten &uReren Schicht (kompakter Knochen) und einem pordsen Innenraum, dem
schwammartigen Knochen, welcher mit gelartigem Knochenmark gefullt ist.

Im Labor wurde die Struktur des Knochens synthetisch nachgebildet, indem amphiphile
Polypeptidstrange mit Calciumphosphat mineralisiert wurden. Auf diese Weise entstand
ein geordnetes Kompositmaterial, welches Knochen auf der niedrigsten Ordnungsebene
sehr stark ahnelt.’® Auch wurde die Rolle von Kollagen und einiger bei der
Knochenbildung beteiligter Proteine fir die Mineralisation von Calciumphosphat in
verschiedenen Kristallisationsexperimenten detailliert untersucht.’®® Insbesondere die
Bedeutung von funktionellen Gruppen der organischen Matrix im Keimbildungsprozess
wurde dabei ndher betrachtet.

Aullerdem wurde versucht, die Oberflache von Substraten so zu modifizieren, dass sie
der Struktur und Oberflache des Knochens mdglichst nahe kommen. Ziel dieser
sogenannten bio-inspirierten Synthesen ist es zum Beispiel, Beschichtungen
herzustellen, die ein Einwachsen von natirlichem Knochen bei gleichzeitigem

langsamem Abbau der Beschichtung erméglichen.'® **

2.3.5 Templatgesteuerte Kristallisation von Calciumphosphat

Allgemein wurde der Einsatz von Templaten in der biomimetischen Synthese
anorganischer Materialien sowohl im Hinblick auf das grundlegende Verstandnis als
auch mit Blick auf Anwendungen intensiv untersucht.’®” So gibt es in der aktuellen
Literatur zahlreiche Beispiele, in denen das Konzept der Selbstanordnung (engl. ,,self-
assembly) zur Synthese von Hybrid-Nanoteilchen und Nanomaterialien angewendet
wird.*® Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zu Knochenmineralien weckte die
templatgesteuerte Synthese von Hydroxylapatit besonderes Interesse. Als Template fur
die Mineralisation von HAP wurden Hydrogele,®** ® % Copolymer-Mizellen,'*!
Polyelektrolyte,**? Mikroemulsionen**® und Fasern*** verwendet. In diesen Systemen
dienten sowohl naturlich vorkommende Biopolymere als auch synthetisch hergestellte
Polymere mit negativ oder positiv geladenen funktionellen Gruppen als aktive Matrix
flr die Mineralisation. In Kapitel 2.3.6 wird die Verwendung von oberflachen-
funktionalisierten Polymernanopartikeln als Templat fir die Calciumphosphat-
Kristallisation néher beschrieben.
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Organische Gertiste (engl. ,,matrices®) erfullen in der templatgesteuerten Mineralisation
mehrere Funktionen. Sie bestehen aus einem unldslichen organischen Gerdist, das
Raume fur die Mineralisation bietet, als strukturelles Gerist fur die mechanische
Stabilitdt dient und durch ihre Grenzflachenaktivitat die Keimbildung kontrolliert.
Charakteristisch fur die templatgesteuerte Synthese sind die spezifische Keimbildung
und das Wachstum der anorganischen Phase an der Oberflache von funktionalisierten
organischen Strukturen.’” Die Ladungsverteilung an der Oberfliche des Substrates
spielt dabei fir die Keimbildung des Kristalles eine wichtige Rolle. Calcium-
enthaltende Biomineralien sind zum Beispiel h&ufig mit Sauregruppen enthaltenden
Makromolekulen verbunden. Diese anionischen funktionellen Gruppen (aus Carboxyl-
oder Phosphonsaure-Gruppen enthaltenden Aminoséduren) bilden starke elektrostatische
Bindungen mit Calciumionen, was zu einer Anhdufung der Metallkationen an
bestimmten Stellen des organischen Substrates fuhrt. Es wird vermutet, dass dieser
Vorgang fir die Erniedrigung der Aktivierungsenergie der anorganischen Keimbildung

an funktionalisierten organischen Substraten verantwortlich ist. Die réumliche

Ladungsverteilung ist je nach Oberflachentopografie des Substrates verschieden, wie in
100

Abbildung 4 schematisch dargestellt ist.

Abbildung 4: Effekt der Oberflichentopografie auf die Ladungsverteilung an organischen
Oberflachen; (a) ebene, b) konkave, c) konvexe Oberfliche mit geladenen funktionellen Gruppen
(nach 97).
AuRerdem beeinflusst die geometrische Anordnung der Ladungen auf der Oberflache
die anorganische Keimbildung. Entspricht die regelméRige Anordnung der Ladungen an
der Substratoberflaiche dem Gitterabstand einer bestimmten Kristallflache, so ordnet
sich der entstehende Keim bevorzugt entlang dieser Kristallfliche an das Substrat an

(siehe Abbildung 5).*
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NAVAVANVS

Kristall ~ Substrat
Abbildung 5: Geordnetes Kristallwachstum durch geometrische Anpassung zwischen Substrat (Y) und
wachsendem Kristall (X) (nach *).
Besitzen die in der Mineralisation eingesetzten Template eine spezifische Form, so
kdnnen sie zusétzlich zur physikalischen Formgebung anorganischer Materialien
verwendet werden. Oft wird in diesen Fallen nach dem Entfernen der organischen
Matrix (zum Beispiel durch Verbrennen) eine anorganische Replik der organischen

Architektur erhalten.®’

Neben der templatgesteuerten Kristallisation konnen organische Strukturen auch zur
raumlichen Begrenzung des Fallungsprozesses verwendet werden. Ahnlich wie in den
in der Natur vorkommenden Phospholipid-Vesikeln, werden in der bioinspirierten
Synthese anorganische Materialien in rédumlich begrenzten Systemen hergestellt.
Beispiele fir die biomimetische Synthese in begrenzten Reaktionsraumen werden in
Kapitel 2.3.7 néher erklart.

2.3.6 Polymernanopartikel als Template

Die Verwendung Oberflachen-funktionalisierter Polymerpartikel als Template flr die
Synthese organisch-anorganischer Hybridpartikel mit einstellbarer Kristallmorphologie
stellt eine elegante biomimetische Strategie zur Herstellung von Komposit-
Nanomaterialien dar. Biomimetische Synthesestrategien ermdglichen die Kontrolle tiber
Struktur,'™® Form®*® uynd GréRe der Mineralien und filhren, im Gegensatz zur

119

getrennten Herstellung der anorganischen Kristalle,” zu einer sehr guten Verbindung

zwischen organischen und anorganischen Materialbestandteilen.®” Die erhaltenen
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Hybridstrukturen mit unterschiedlichen Morphologien sind interessant fur verschiedene
Anwendungen, da Faktoren wie Form und Struktur die Materialeigenschaften
entscheidend beeinflussen.*® Die Kristallform bestimmt zum Beispiel die mechanischen
Eigenschaften des Hybridmaterials. Zudem verandert sich durch die Kristallform die
Adsorption und Freisetzung von Medikamenten wie Zytostatika, Bisphosphonaten oder
DNA aus HAP-Kristallen.*?** Die Oberflachentopographie ist ein weiterer wichtiger
Faktor, welcher die Eigenschaften von Materialien beeinflusst. Die topografische
Veranderung von Titandioxid-Substraten im Nanometer-Bereich fiihrte zum Beispiel zu

einer verbesserten Osseointegration (Implantateinheilung).'?®

Trotz der Komplexitdt des natlrlichen Biomineralisationsvorgangs kann die
Oberflachenfunktionalisierung, welche eine Mineralabscheidung induziert, im Labor
nachgeahmt werden. Die Rolle von Glycoproteinen (Osteonektin oder Phosphoproteine)
und y-Carboxylglutaminsdure-Proteinen wie Osteokalzin wurde ausfihrlich untersucht
und im Zusammenhang mit der Wachstumsgrenze von Biomineralien diskutiert.*?* 2°
Aufgrund der Komplexitdt des Biomineralisations-Mechanismus von Knochen und
Zahnen ist dieser in seiner Gesamtheit bis heute nicht vollstdndig geklart. Dennoch wird
angenommen, dass negativ geladene Gruppen, wie zum Beispiel Phosphatgruppen in
vielen Phosphoproteinen (Phosphoserin) und Carboxylgruppen in Gla-Proteinen,
Calcium-lonen aus der Umgebung binden und die HAP-Mineralisation induzieren
kdnnen. Mit selbstanordnenden Monolagen durchgefiihrte Studien haben bewiesen, dass
Phosphat- und Carboxyl-Gruppen zu einer effektiven Keimbildung von HAP aus
Losungen, die den im menschlichen Koérper vorliegenden Bedingungen ahneln,

filhren 126 127

Insbesondere  Phosphonat-Gruppen sind als funktionelle Gruppen fur die
Komplexierung von Calcium-lonen vielversprechend, da sie im Gegensatz zu Carboxyl-
Gruppen diprotisch sind. AufRerdem zeigen Phosphonat-Gruppen durch die Ausbildung
von Sdure-Base-Wechselwirkungen eine sehr gute Haftung an Metalloxid-

Substraten, 12813

wodurch sie als Ankergruppe auf Metalloxid basierten Implantat-
Oberflachen dienen konnen.'** Die Bedeutung von Pyrophosphat und organischen
Bisphosphonaten in der in vitro-Mineralisation wurde bereits 1969 untersucht.** Die
starke Bindung an HAP-Kristalle fiihrte zudem zum weit verbreiteten Einsatz einer

Vielzahl von Bisphosphonaten in der Medizin als physiologische Regulatoren der
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Knochenresorption.™** Phosphonat-funktionalisierte Partikel, wie sie in dieser Arbeit
verwendet wurden, eignen sich daher ausgezeichnet als Templat fiir die Bildung von
HAP auf der Partikeloberflache und die Anbindung an Implantat-Oberflachen.

Oberflachen-funktionalisierte Polymerpartikel wurden bereits zur Abscheidung
verschiedener anorganischer Materialien aus Prékursor-Phasen wie Metalloxiden
eingesetzt. Zum Beispiel wurden mit Indiumhydroxid (In(OH)3) oder Zinkoxid (ZnO)
beschichtete Polymermikropartikel hergestellt, deren Morphologien sich abhangig von
der Hydrolysegeschwindigkeit des Prakursors unterschieden.™> **® HAP-beschichtete
Polymerpartikel wurden synthetisiert, indem Pd-immobilisierte Carboxylgruppen und f-
Diketon-Gruppen als aktive funktionelle Gruppen verwendet wurden.*” 3 In beiden
Fallen wurde die tensidfreie Emulsionspolymerisation verwendet, um Oberflachen-
funktionalisierte Polymerpartikel herzustellen. Die Menge an anorganischem Material,
welches auf der Partikeloberflache abgeschieden wurde, wurde entweder durch eine
Variation der Reaktionsbedingungen'®” oder der Menge an zugegebenen Salzen
kontrolliert.™®® Zudem wurden Carboxyl-funktionalisierte Polymernanopartikel, welche
uber die Miniemulsionstechnik hergestellt wurden, als Template fir die HAP-Bildung
eingesetzt.** Obwohl die Menge an HAP-Kristallen auf der Oberflache der Nanopartikel
variiert werden konnte, indem die Menge an funktionellen Gruppen variiert wurde,
wurde keine vollstdndige Bedeckung der Partikeloberflaiche mit HAP-Kristallen
erreicht. Zudem ist bisher wenig uber die Kinetik der Mineralabscheidung aus einfachen

lonen als Prékursoren unter Verwendung von Polymerpartikeln als Template bekannt.

2.3.7 Synthese organisch/anorganischer Hybridkapseln

In den letzten Jahren wurden in der biomedizinischen Forschung enorme
Anstrengungen unternommen, um multifunktionelle Nanokapseln zu entwickeln.
Verschiedene  Zielsetzungen  wie  Medikamentenfreisetzung, eine  genaue
Zielgruppenansprache (engl. ,.targeting*) und eine kontinuierliche Uberwachung (engl.
,,monitoring) in Kombination mit einer Ansprache auf mehrere Ausldser sollten dabei

gleichzeitig verwirklicht werden.*” 13%%4

Einige Bestrebungen zielten auf die
Verkapselung von Medikamenten in bioabbaubaren Nanokapseln oder Nanogelen ab,
um eine kontrollierte Medikamentenfreisetzung zu erreichen, ohne dabei toxische

Materialien einzusetzen.**? Besonders organisch-anorganische Hybridmaterialien zeigen
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ein groBes Potential als multifunktionelle Freisetzungssysteme, da sie die
unterschiedlichen Materialeigenschaften und Funktionalitdten der organischen und

anorganischen Komponenten verbinden.® *®

AuBerdem ermoglichen neue
Synthesestrategien wie die templatgesteuerte Mineralisation die Herstellung

biomimetischer Materialien unter milden Reaktionsbedingungen.

Ein neuartiges multifunktionelles System fiir die medizinische Freisetzung kdnnte nicht
nur auf Grund &ulerer Stimuli Medikamente freisetzen, sondern das sich zersetzende
Material selbst konnte verschiedene nitzliche Funktionalititen besitzen. Biomimetische
Strategien, welche auf der Kkontrollierten Mineralisation des Knochenminerals
Calciumphosphat unter Verwendung organischer (Makro)molekiile als Template
beruhen, scheinen sich hierfiir ideal zu eigenen.® Verschiedene Template wie

6 147, 148 oder

Polysaccharide,"** Tenside,'*> Mikroemulsionen,**® vernetzte Mizellen
Liposome®*® wurden mineralisiert und filhrten zur erfolgreichen Herstellung von

Calciumphosphat-Kapseln.

Die Herstellung von Calciumphosphat-Kapseln unter Verwendung von Liposomen als
Templat erfolgte mittels Phosphat-funktionalisierter Lipide als negativ geladene,
Calcium-lonen komplexierende Molekile. Nach der Herstellung der Liposomen wurden
diese durch mehrfaches Zugeben von Calcium- und Phosphat-lonen zu
Calciumphosphat-Kapseln mineralisiert. Da Liposome jedoch eine sehr hohe
Empfindlichkeit gegentiber Elektrolyten besitzen, waren viele einzelne Zugabeschritte
notig.*°

Polysaccharid/Calciumphosphat-Kapseln ~ wurden  hingegen in  einem  Schritt
synthetisiert, indem eine pordse Schicht aus Alginat (negativ geladener Polyelektrolyt)
und Chitosan (positiv geladener Polyelektrolyt) um mikrometergroRe Natriumalginat-
Tropfchen gebildet wurde. Gleichzeitig fuhrte die Diffusion von Calcium- und
Phosphat-lonen zu einer Féllung von Calciumphosphat an der Trépfchengrenzfléche.
Dieses Konzept basiert auf der Komplexierung von lonen an der Grenzflache, an der

sich die gegensatzlich geladenen Polyelektrolyte befinden.'**

Vor kurzem wurden zudem mit Hilfe peptidbasierter Template wie synthetischen
virusahnlichen  PartikeIn®® oder proteinstabilisierten  Pickering-Emulsionen®®*

Calciumphosphat/Peptid-Kapseln hergestellt. AuRerdem konnten unterschiedliche
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2.3 Biomineralisation und biomimetische Synthese

modifizierte Peptide wie zum Beispiel Netzwerke aus Peptid-Amphiphilen mit
funktionellen Sauregruppen®* oder komplexe Strukturen aus Polymer-Peptid-

153

Conjugaten=" als Templat fur die Calciumphosphat-Mineralisation in Ldsung eingesetzt

werden. Obwohl einige der Calciumphosphat-basierten Kapselsysteme bereits erste

Erfolge in Freisetzungsexperimenten zeigten,** 1>

sind diese Systeme entweder sehr
komplex und mehrere Syntheseschritte sind bei ihrer Herstellung nétig oder sie sind zu
grol3, um als Nanocarrier (Nanometer-groRes Tragersystem) eingesetzt zu werden.
AuRerdem basieren die meisten existierenden Systeme auf Wasser-in-Wasser (w/w)

Emulsionen, was eine effektive Verkapselung aktiver Substanzen erschwert.

Gelatine Nano- oder Mikropartikel wurden erfolgreich als Template in der
Calciumphosphat-Mineralisation eingesetzt, da sie verschiedene funktionelle Gruppen
fur die Komplexierung von Calciumionen bereitstellen. Gleichzeitig kann die
Calciumphosphat-Phase gezielt eingestellt werden und zum Beispiel HAP-KTristalle in
den Partikeln verkapselt werden.®* 1% 1% Dje wasserléslichen Gelatinemolekiile werden
normalerweise durch organische Molekile vernetzt, um Gelatinenetzwerke zu erhalten,
welche unldslich in Wasser sind. AnschlieBend koénnen die vernetzten Partikel mit
Calciumphosphat zu Hybridmaterialien mineralisiert werden. In dieser Arbeit wird ein
neues Konzept zur insitu-Herstellung von Gelatine/Calciumphosphat-Kapseln
vorgestellt, welches auf der direkten Mineralisation der Gelatine-Molekile an der
Tropfchengrenzflache von Wasser-in-Ol (w/o) Miniemulsionen basiert. In diesem Fall
ist keine zusétzliche Vernetzung noétig, das Calciumphosphat selbst fungiert als
Vernetzer der Gelatineketten und stabilisiert die kompakte organisch-anorganische

Hybrid-Hulle der Nanokapseln.

Gelatine wird aus Kollagen, einem wichtigen Protein im Korper, hergestellt und ist ein
vielseitiges Biomaterial, was vor allem auf seine Bioabbaubarkeit, Biokompatibilitat
und nicht immunogene Eigenschaften zurtickgeht. Gelatine enthdlt viele verschiedene
funktionelle Gruppen, weshalb unterschiedliche Medikamente, DNA oder andere
Biomolekule kovalent angebunden werden kdnnen. Besonders im Hinblick auf ihre gute
Abbaubarkeit hat sich Gelatine fir die Verwendung in der Medikamentenfreisetzung
bereits bestens bewahrt. Ausloser fiir eine kontrollierte Zersetzung der Gelatine kdnnen
Anderungen des pH-Wertes, der Temperatur oder die Anwesenheit von Enzymen sein.
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2 Theorie und Grundlagen

Beim Abbauvorgang von Gelatine entstehen nicht nur ungiftige, sondern auch wertvolle

Zersetzungsprodukte wie Aminoséuren und Peptide.*** ™’

Calciumphosphat als anorganischer Anteil der Kapselhille oder als HAP-Kristalle im
Kapselinneren ist ein vielseitiges Biomaterial, welches als Tragermaterial fir DNA und
andere Medikamente in biologischen Systemen eingesetzt wird.'" 18 139
Calciumphosphat ist die anorganische Komponente von Knochen und Zéhnen (siehe
auch Kapitel 2.3.4) und zeigt daher hohe Biokompatibilitdt und gute Bioabbaubarkeit.
Die Zersetzung von Calciumphosphat kann je nach der Ldoslichkeit der
unterschiedlichen Calciumphosphat-Phasen durch Anderungen des pH-Wertes gezielt
ausgelost werden. %% Die bei diesem Vorgang frei werdenden Calcium- und Phosphat-
lonen sind ungiftig, gleichzeitig haben sich Calcium-lonen als forderlich fur das

Wachstum neuen Knochenmaterials erwiesen.
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3 Methoden

In diesem Kapitel wird auf die fur diese Arbeit wichtigen Charakterisierungsmethoden

naher eingegangen.

3.1 Elektronenmikroskopie

Elektronenmikroskope erlauben die Untersuchung und Charakterisierung von
Materialien vom Nanometer- zum MikrometermaBstab. Urspriinglich wurden
Elektronenmikroskope entwickelt, um die Einschrdnkungen von Lichtmikroskopen, die
auf Grund der Wellenldnge des Lichtes nur Objekte bis ca. 0,2 um sichtbar machen
konnen, zu Uberwinden. In der Elektronenmikroskopie werden hingegen
Elektronenstrahlen  verwendet, deren  Wellenldange von der  angelegten
Beschleunigungsspannung abhdngt. Zur Fokussierung des Strahls werden in
Elektronenmikroskopen  magnetische  Linsen anstatt  Glaslinsen  (wie im
Lichtmikroskop) verwendet. Trifft der Elektronenstrahl auf die Probe, so koénnen
unterschiedliche Wechselwirkungen auftreten (siehe Abbildung 6).

Grundsatzlich wird zwischen Raster- (REM) und Transmissionselektronenmikroskopen
(TEM) unterschieden, wobei im TEM der durch die Probe transmittierte
Elektronenstrahl und im REM die von der Probenoberflache gestreuten Elektronen zur
Bildgebung verwendet werden. Sowohl REM als auch TEM koénnen zusatzlich zur
Bildgebung fir die energiedispersive Rontgenbeugung (EDX) verwendet werden, um
die Elementzusammensetzung der Probe zu analysieren.
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einfallender
Elektronenstrahl

rickgestreute charakteristische
Elektronen Rontgenstrahlung
Sekundar-
Elektronen Bremsstrahlung
Auger- Kathodolumineszenz
Elektronen

dinne Probe

gebeugte
transmittierte  Elektronen

Elektronen
I Abbildung 6: Schematische Darstellung der Wechselwirkung des Elektronenstrahls mit der Probe.

3.1.1 Transmissionselektronenmikroskopie

Beim TEM tritt der Elektronenstrahl durch die Probe hindurch, dabei kommt es zur
Wechselwirkung der Elektronen mit der Probe. Nachdem die Elektronen das
Linsensystem aus Objektiv-, Zwischen- und Projektivlinsen durchquert haben, wird das
Bild der Probe auf einem Fluoreszenzschirm dargestellt. Der Kontrast des Bildes hangt
vom Streuvermdgen der Atome (umso hoher, je grolRer die mittlere Ordnungszahl des
Atoms) und der Massendicke (Produkt aus Dichte und Dicke der Probe) der Probe ab.
Besitzt eine Probe einen geringen Eigenkontrast, kann der Kontrast durch
Komplexierung von Molekilen hoéherer Ordnungszahl wie Phosphorwolframséure,
RuO, oder OsO,4 erhoht werden.

Im Hellfeldmodus des TEM entstehen die Bilder durch den transmittierten Strahl,
wohingegen im Dunkelfeldmodus Teile des gestreuten Strahls zur Bildgebung
verwendet werden. Zwischen den beiden Abbildungsmodi kann durch Verschieben der
Objektblende gewechselt werden. Mit Hilfe der Elektronenbeugung kénnen zudem
Kristallstrukturen im TEM bestimmt werden. Mit Hilfe der Elektronenenergieverlust-
Spektroskopie (EELS) kann die Elementzusammensetzung einer Probe analysiert

werden. Die Methode nutzt die inelastische Streuung des Primérstrahls durch die
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3.2 Dynamische Lichtstreuung

Elektronen der in der Probe befindlichen Atome. Durch die inelastische Streuung
verlieren die Elektronen des Primérstrahls einen Teil ihrer Energie, der Energieverlust
der Elektronen wird anschlielend im EELS-Spektrum aufgetragen.

Da das Objekt im TEM in Transmission betrachtet wird und die Eindringtiefe von
Elektronen begrenzt ist, kdnnen nur sehr diinne Proben oder diinne Schnitte von Proben
betrachtet werden. Aullerdem wird im TEM ein Elektronenstrahl hoher Intensitét
verwendet, um eine ausreichende Helligkeit und guten Kontrast zu erreichen, was zu
Verénderungen oder der Zerstorung der Probe fiihren kann.

3.1.2 Rasterelektronenmikroskopie

In der Rasterelektronenmikroskopie wird der Elektronenstrahl nur auf eine winzige
Stelle der Probe fokussiert und die aus der Probe austretenden Elektronen werden
gemessen. Die Oberflachentopografie der Probe wird dabei unter Verwendung der
Sekundarelektronen abgebildet, wohingegen die chemische Zusammensetzung der
Probe unter Verwendung der riickgestreuten Elektronen analysiert werden kann. Da der
Austritt von Sekundérelektronen an Kanten erleichtert ist und diese deshalb heller
erscheinen, wird im REM ein kontrastreiches, rdumlich wirkendes Bild erhalten. Da im
REM nur Sekundarelektronen gemessen werden, reicht hier ein schwacher primarer
Elektronenstrahl aus. Auferdem missen die Elektronen im REM die Probe nicht
durchdringen, weshalb auch dickere Proben (als im TEM) abgebildet werden kdnnen.

3.2 Dynamische Lichtstreuung

Die  dynamische  Lichtstreuung  (DLS) wird auch als  Photonen-
Korrelationsspektroskopie oder quasielastische Lichtstreuung bezeichnet. Mit Hilfe der
DLS konnen PartikelgroBenverteilungen in stark verdiinnten Dispersionen im Bereich
von ungeféhr 1 nm bis 2 pm bestimmt werden. In einer DLS-Messung wird die Probe
zunédchst von Laserlicht durchstrahlt und die entstehende Streustrahlung wird
anschlieBend in einem bestimmten Winkel gemessen. Um eine Vielfachstreuung des
Laserlichts und Wechselwirkungen zwischen den Teilchen auszuschlieBen, muss die

Probe in hochverdiinntem Zustand gemessen werden.

35
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Das Prinzip der DLS geht auf den Doppler-Effekt zuriick, welcher durch die freie
Diffusion (Brownsche Molekularbewegung) von Teilchen verursacht wird. Trifft
Laserlicht auf ein Teilchen, so wirkt dieses als Streuzentrum und sendet
Sekundarwellen aus. Aufgrund der Bewegung der Teilchen kommt es zu einer
Frequenzverschiebung des gestreuten Lichtes, wobei der Betrag der Verschiebung
abhéangig ist von der mittleren Geschwindigkeit der diffundierenden Teilchen. In der
Lichtstreuung werden die zeitabhdngigen Fluktuationen der Streuintensitat gemessen,
die durch die Interferenz des gestreuten Lichtes entstehen. Durch Vergleichen der zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (t und t+7) erhaltenen Intensitaten (I(t) und I(t+ 7)) wird
dann eine Korrelationsfunktion berechnet. Kleine Teilchen bewegen sich schneller als
grolRe, wodurch die Korrelationsfunktion bei kleinen Teilchen schneller abnimmt. Mit
Hilfe der zeitabhéngigen Autokorrelationsfunktion ist es daher mdglich, den
Diffusionskoeffizienten zu bestimmen. Der hydrodynamische Radius (Rp) kann
anschlieBend im Falle einer kugelformigen Symmetrie Uber die Stokes-Einstein-
Gleichung aus dem Diffusionskoeffizienten bestimmt werden:

KT

h = 3-1
6mnyD

mit Kg als Boltzmann-Konstante, T als Temperatur, ny als Viskositat des Mediums und
D als Diffusionskoeffizient.

Fur polydisperse Systeme wird die Autokorrelationsfunktion durch eine Summe
verschiedener e-Funktionen beschrieben. Zur Berechnung der PartikelgroRenverteilung
konnen unterschiedliche Fit-Funktionen verwendet werden. In dieser Arbeit wurde die
CONTIN-Methode (sogenannter regularisierter Fit) verwendet, welche die erhaltenen

Daten glattet, um statistische Fehler mdglichst zu eliminieren.
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3.3 lonenselektive Elektroden

Die potentiometrische Messung der Aktivitdt von Calciumionen in einer LOsung
verschiedener lonen ist in vielen Bereichen der Biologie, Geologie und des
Wassermanagements von groflem praktischem Interesse. Aus diesem Grund wurden
neben anderen ionenselektiven Elektroden Calciumionen-sensitive Elektroden
entwickelt. Die Messung von lonenpotentialen geht auf die Nernstgleichung zurtick:

RT = ap,.

U=U°+—In
zZFy  Qpeq.

3-2

Mit U als Reduktionspotential, U° als Standardreduktionspotential, R als universelle
Gaskonstante, T als Temperatur, z als Zahl transferierter Elektronen, F4 als Faraday-
Konstante, aox als Aktivitat der oxidierten Spezies, und a,q als die Aktivitat der
reduzierten Spezies. In ideal verdiinnten Systemen kann die Konzentration direkt in die
Nernst-Gleichung eingesetzt werden, da die Aktivitatskoeffizienten beider Spezies
annéhernd eins sind. Um lonenpotentiale zu messen, muss eine Referenzelektrode mit
einer Messelektrode verbunden werden. In Abbildung 7 ist der Messaufbau einer
solchen Messapparatur schematisch dargestellt. Als Referenzelektrode wurde in dieser
Arbeit eine Glaselektrode eingesetzt, mit der gleichzeitig der pH-Wert bestimmt werden
konnte.

Prinzipiell wird bei den ionenselektiven Elektroden je nach Art der ionenselektiven
Membran zwischen festen oder flissigen sowie Spezialmembranen unterschieden. Als
feste Membranen dienen zum Beispiel Glas- oder Kristallmembranen und flissige
Membranen gehen hdufig auf klassische lonenaustauscher oder ionenleitende
Membranen zurlick. Die ionenselektiven Flissigmembranen enthalten eine organische
Phase (flissig) mit Komponenten, die spezifische lonen austauschen oder komplexieren
kdnnen. In Matrixmembranen wird diese organische Flissigphase in eine polymere
Matrix eingebettet. In dieser Arbeit wurde eine Elektrode mit einer Calciumionen-
selektiven Polymermembran verwendet. Die ionenselektive Membran erlaubt nur
bestimmten lonen die Diffusion durch die Grenzflache zwischen dem inneren
Elektrolyten und der &ulReren Probenlésung. Aufgrund der unterschiedlichen Aktivitaten
des zu analysierenden lons in der &uf3eren Losung und der in der Polymermembran
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befindlichen organischen Lésung entsteht eine Spannungsdifferenz an der Grenzflache

der Losungen, welche durch die ionenselektive Elektrode detektiert wird.

AU/mV

LF

Ag/AgCl
Elektrode Referenzelektrode

lonenselektive
Elektrode

Innerer
Elektrolyt

\\

lonenselektive
Membran-——-..

- Diaphragma

I Abbildung 7: Schematische Darstellung des Zellaufbaus von ionenselektiven Elektroden.

Der elektrochemische Aufbau kann wie folgt schematisch dargestellt werden:

Ag(s)|AgCl(aqg)||Membran||Probenlésung||Diaphragmal|/AgCl(aq)|Ag(s)

Die untere Detektionsgrenze liegt bei den meisten ionenselektiven Elektroden bei einer
Konzentration zwischen 10° von 10° M. Diese untere Grenze entsteht in hoher
Verdinnung auf Grund nicht ausreichender Selektivitat durch konkurrierende Kationen.
Die obere Detektionsgrenze liegt bei ungefahr 10M und geht auf die Stérung durch
Anionen zurlick, die Losung verhélt sich in hoher Konzentration aus physikalisch-

chemischer Sicht nicht mehr ideal.
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3.4 Rontgenbeugung

Rontgenbeugung (engl. X-ray diffraction, XRD) bezeichnet die Beugung von
Rontgenstrahlen an geordneten Strukturen (wie z.B. Kristallen). Kristalle enthalten eine
periodisch wiederkehrende geometrische Anordnung der Grundbausteine (Atome oder
Molekile). Die Wellenldnge von Rontgenstrahlung liegt in der GrofRenordnung von
Atomen und Molekilen, weshalb sie sich zur Strukturaufklarung deren Anordnung
eignet. In kristallinen Materialien bilden die Atome oder Atomgruppen ein rdumliches
Gitter. Wird ein Kristall mit Rontgenwellen durchstrahlt, so werden die Wellen an der
Elektronenhiille der Atome gestreut, wobei die Elektronen zu Schwingungen angeregt
werden und wiederum Sekundarwellen aussenden. Die gestreuten Wellen interferieren
konstruktiv, wenn der Abstand zwischen den Strahlen 1 und 2 ein mehrfaches (n) der
Wellenlange der Réntgenstrahlen (1) betragt (Abbildung 8).

~_ (%

N

d-sin®
Abbildung 8: Schematische Darstellung der Entstehung von Interferenz bei der Beugung von
Rontgenstrahlung an periodisch geordneten Strukturen.

Die Bedingung flr Kkonstruktive Interferenz wird durch die Bragg-Gleichung

beschrieben:

2dsin® = nAd 3-3

mit d als dem Abstand der Netzebenen im Kristall oder dem Abstand zweier
Gitterpunkte und n als der Ordnung der Reflexe. Der Winkel, unter dem sich die

interferierenden Wellen verstarken wird mit @ bezeichnet.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Im Ergebnisteil dieser Arbeit werden in den ersten drei Kapiteln verschiedenartige
Polymer/Calciumphosphat-Hybridpartikel und -Kapseln beschrieben, die uber die
bioinspirierte Mineralisation von Calciumphosphat unter Verwendung von organischen
Templaten hergestellt wurden. Im ersten Kapitel werden die Synthese wvon
Polymer/Calciumphosphat-Nanopartikeln mit kontrollierter Morphologie sowie deren
ausfihrliche Charakterisierung behandelt. Im zweiten Kapitel werden medizinisch
interessante Partikel- und Kapselsysteme mit Calciumphosphat mineralisiert und deren
mogliche Anwendung als Implantatbeschichtung untersucht. Im dritten Kapitel wird die
Synthese von Gelatine/Calciumphosphat-Nanokapseln uber die
Grenzflachenmineralisation in Miniemulsion sowie die Verkapselung und Freisetzung
verschiedener Substanzen gezeigt. Das vierte Kapitel behandelt die Herstellung von
Polymer-Einzelkettenpartikeln (ber die Miniemulsions-/VVerdampfungstechnik sowie

die genaue Untersuchung deren Eigenschaften.
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4.1 Polymer/Calciumphosphat-Nanopartikel mit
kontrollierter Morphologie

Die Synthese organisch-anorganischer Partikel durch die Verwendung von
Polymerpartikeln als Templat stellt eine biomimetische Methode zur Herstellung von
Kompositmaterialien dar. Organisch/anorganische Hybridpartikel mit kontrollierter
Morphologie besitzen interessante Eigenschaften far verschiedene
Anwendungsgebiete wie der Medizin, der Katalyse oder der Optoelektronik. Dieses
Kapitel beschreibt die Herstellung von Hybridpartikeln mit Hilfe der bioinspirierten
Mineralisation von Calciumphosphat auf Oberflachen-funktionalisierten Polymer-
Nanopartikeln. Im Biomineralisationsprozess von Calciumphosphat spielen die
funktionellen Gruppen der Templatmolekiile, insbesondere Phosphonat- und
Phosphatgruppen, eine wichtige Rolle (siehe auch Kapitel 2.3.6).133
Phosphonatgruppen zeigen unter anderem eine starke Anbindung an das
Knochenmineral HAP, weshalb organische Bisphosphonate heute in der Medizin als
physiologische Regulatoren der Knochenresorption eingesetzt werden.™** Aus diesem
Grund wurden hier Phosphonat-funktionalisierte Partikel fiir die templatgesteuerte
Mineralisation von Calciumphosphat verwendet.

Aullerdem wurde der Einfluss verschiedener funktioneller Gruppen sowie
unterschiedlicher pH-Werte auf die Kristallphase und Morphologie der Hybrid-
Nanopartikel verglichen. Dazu wurden elektronenmikroskopische Methoden (REM und
TEM) sowie Elektronen- und Rontgenbeugung eingesetzt. Die genaue Steuerung der
Morpholgie der Kompositpartikel ist fiir die potentielle Anwendung als
Knochenfillmaterial oder Implantatbeschichtung von groBer Bedeutung, da die
Leistung eines Biomaterials stark von der Oberflachentopografie abhangt.

Die Neigung verschiedener funktioneller Oberflachengruppen, Calcium-lonen zu
binden, wurde mit Hilfe von Calciumionen-selektiven Elektroden in
Titrationsexperimenten bei unterschiedlichen Bedingungen untersucht. Auf diese
Weise sollte die Mineralisationskinetik sowie die Grenzflachenchemie zwischen den
komplexierenden lonen und den sich ausbildenden Kristallphasen naher beleuchtet
werden. Die hierbei gewonnenen Kenntnisse legen die Grundlage, um in Zukunft
verschiedene anorganische Materialien kontrolliert auf der Oberflaiche von
Polymernanopartikeln zu kristallisieren, um somit funktionelle Kompositmaterialien
mit gezielt einstellbaren Eigenschaften herzustellen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1.1 Oberflachen-funktionalisierte Polymerpartikel als Templat

Die Synthese organisch-anorganischer Hybridpartikel mit Calciumphosphat als
anorganischem Bestandteil Uber die Mineralisation Oberflachen-funktionalisierter
Nanopartikel ist in Schema 1 gezeigt. In friiheren Experimenten, die von A. E.
durchgefihrt wurden, wurde diese Methode bereits zur Herstellung von mit HAP
beladenen Partikeln verwendet.3* In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss
verschiedener  funktioneller ~ Oberflachengruppen sowie unterschiedlicher
Mineralisationsbedingungen auf die erhaltenen Hybridpartikel untersucht. Hierzu
wurden Partikel bei unterschiedlichem pH-Wert zundchst mit Calcium-lonen und
anschlieBend mit Phosphat-lonen in einem stéchiometrischen Verhaltnis von 5:3

_x X'
- —X X
opolymer-
. pH=Y _
partikel - X
X X
X =

beladen.

X = COOH, PO;H, Calcium-lonen
Y =5, 7 oder 10 pH=Y
X x G
v .
Hybrid-
partikel G )
Phosphat-lonen X
pH=Y X /

<= Hydroxylapatit-Kristall - ca

(gebildet bei pH 10)

Schema 1: Schematische Darstellung der Synthese von Polymer/Calciumphosphat-Hybridpartikeln
durch die Beladung von Oberflachen-funktionalisierten Nanopartikeln mit Calcium- und Phosphat-
lonen.
Die Polymer-Nanopartikel mit unterschiedlichen funktionellen Oberflachengruppen
wurden mittels des Miniemulsionsprozesses hergestellt, indem funktionelle
Comonomere eingesetzt wurden. Die Vielseitigkeit der Miniemulsionstechnik zeigt sich
in der Synthese  stabiler, einheitlicher ~und  monodispers  verteilter
oberflachenfunktionalisierter Polymerpartikel mit unterschiedlichen funktionellen

160, 161

Gruppen.*> Verschiedene Comonomere mit variierender Hydrophilie,
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4.1 Polymer/Calciumphosphat-Nanopartikel mit kontrollierter Morphologie

Acrylséure (AA), Vinylphosphonséure (VPA) und Vinylbenzylphosphonsaure (VBPA),
wurden in der Copolymerisation mit Styrol eingesetzt, um die entsprechenden
Carboxylat- und Phosphonat-funktionalisierten Polymer-Nanopartikel herzustellen. In
Abbildung 9 sind die Strukturformeln der verwendeten Comonomere gezeigt. Die
Phosphonat-funktionalisierten Partikel wurden von A. Z. synthetisiert.®> ' Die
funktionalisierten Partikel wurden anschlieend als Templat fir die Kristallisation von
Calciumphosphat auf der Partikeloberfliche verwendet. Die Bildung von
Calciumphosphat héngt sehr stark von Faktoren wie dem pH-Wert, der Temperatur oder
der Anwesenheit von Templaten ab, da diese groRen Einfluss auf die Nukleation und
das Wachstum der Kristalle haben. Aus diesem Grund wurde der Einfluss des pH-
Wertes auf die Mineralisation detailliert untersucht und die Mineralisation von
Phosphonat-funktionalisierten Partikeln mit der Mineralisation von Carboxyl-

funktionalisierten Partikeln verglichen.

N\
Zcoon O PO5H,

PO3H,
Acrylsaure (AA) Vinylphosphonséaure (VPA) Vinylbenzylphosphonsaure (VBPA)
I Abbildung 9: Strukturformeln der in der radikalischen Miniemulsionspolymerisation eingesetzten
funktionellen Comonomere.
Frihere Versuche ergaben, dass durch die Verwendung des nichtionischen Tensids
Lutensol AT50 Carboxyl-funktionalisierte Partikel mit relativ hoher Oberflachendichte
an funktionellen Gruppen hergestellt werden konnten. Im Vergleich hierzu fiihrte die
Verwendung des ionischen Tensides SDS bei der gleichen Menge an funktionellem
Comonomer zu einer geringeren Zahl an funktionellen Oberflachengruppen. Zudem
zeigten die mit nichtionischem Tensid hergestellten Partikel eine gute kolloidale
Stabilitat gegenlber Elektrolytzusatz und fiihrten folglich zu einer guten Bedeckung der
Partikel mit Hydroxylapatit-Kristallen. Die mit SDS stabilisierten Partikel mussten vor
der Beladung mit HAP einem Tensidaustausch mit Lutensol unterzogen werden und
zeigten nach der Beladung eine geringere Dichte an HAP auf der Partikeloberflache.®*
Aus diesen Grinden wurden in der hier vorliegenden vergleichenden Untersuchung alle
Partikel mit dem nicht-ionischem Tensid Lutensol AT50 hergestellt.
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4.1.2 Einfluss unterschiedlicher funktioneller Gruppen

Die PartikelgroBe und die Menge verschiedener funktioneller Oberflachengruppen
wurden mittels DLS und PCD (engl. ,,particle charge detection*) bestimmt (Tabelle 1).
Die erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass es mit unterschiedlichen Comonomeren mdglich
war, Oberflachen-funktionalisierte Partikel herzustellen. Allerdings ist hier fir die
unterschiedlichen verwendeten Comonomere kein linearer Zusammenhang zwischen
dem Anteil an eingesetztem Comonomer und der Menge an resultierenden funktionellen
Oberflachengruppen erkennbar. Dies konnte im Falle der Proben A02 und A04 mit der
unterschiedlichen  Wasserloslichkeit der funktionellen Comonomere und der
wachsenden Polymerketten zusammenhéngen, was grofRen Einfluss auf die Kinetik der
Miniemulsionspolymerisation hat. Im Falle des 6ll6slichen Comonomer VBPA konnte
die strukturelle Ahnlichkeit von VBPA mit Styrol einer der Griinde fiir den vermehrten
Einbau in die entstehenden Partikel bei Probe A03 sein. Dies fuhrte in diesem Fall zur
hochsten Zahl an funktionellen Gruppen auf der Partikeloberflache. Es sollte hier
erwéhnt werden, dass es nicht in allen Féallen mdglich ist, die Dichte an funktionellen
Oberflachengruppen nur durch das Steigern des Comonomer-Anteils zu erhéhen. Die
Hauptursache hierfir ist, dass der maximale Prozentsatz an eingesetztem funktionellen
Comonomer in  der  Miniemulsionspolymerisation ~ fir  eine  gegebene
Tensidkonzentration auch durch die Stabilitdt der gebildeten Miniemulsion begrenzt
Wird.15' 160, 161

Tabelle 1: Partikelgrofe und Anzahl funktioneller Oberflaichengruppen von Partikeln, die mit
verschiedenen funktionellen Comonomeren durch die Miniemulsionspolymerisation mit Styrol (S)
hergestellt wurden.

Probe = Comonomer Menge Comonomer PartikelgroRe™  Oberflichengruppen™
(Gew.-% bez. S) (nm) (nm?)
A01 - - 205 +60 -
A02 AA 3 264 12 2.6
A03 VBPA 5 235+13 3.3
A04 VPA 10 180+ 18 0.4

[a] PartikelgroRen und deren Standardabweichung (i) bestimmt mittels DLS.
[b] Menge an Oberfléichengruppen/nm2 bestimmt mittels PCD.

Da in der vorliegenden Untersuchung moglichst hohe Beladungsdichten mit HAP-
Kristallen erreicht werden sollten, wurden fiir jedes Comonomer die Partikel mit den
meisten funktionellen Oberflachengruppen pro Oberflache verwendet. Die jeweiligen
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4.1 Polymer/Calciumphosphat-Nanopartikel mit kontrollierter Morphologie

Partikel wurden nach mehreren Waschzyklen in den im Folgenden beschriebenen
Beladungsexperimenten eingesetzt.

Die mit unterschiedlichen Mengen an Comonomer, bezogen auf die Gesamtmenge an
Monomer, hergestellten Polymer-Nanopartikel (0 Gew.-% Comonomer, 3 Gew.-% AA,
10 Gew.-% VPA, 5 Gew.-% VBPA) wurden bei konstantem pH-Wert von 10 mit HAP
beladen. Es wurde herausgefunden, dass die Dichte von HAP-Kristallen auf den
Partikeln mit der Menge an funktionellen Oberflichengruppen zunimmt, wie in
Abbildung 10 zu erkennen ist. Die TGA-Analyse der Gesamtprobe zeigt, dass der
anorganische Anteil jeweils bei 31+2 Gew.-% liegt, was dem theoretischen Wert von
33% (berechnet aus der Masse der eingesetzten lonen und Partikel) sehr nahe kommt.Es
sollte hier beachtet werden, dass die Gesamtmenge an gebildetem HAP immer gleich
grol’ ist, die Bildung der Kristalle auf der Partikeloberflache jedoch von a) bis d)
zunehmend bevorzugt ist.

Abbildung 10: REM-Aufnahmen verschiedener mit Carboxylat- und Phosphonatgruppen
funktionalisierten Polystyrolpartikel, die mit Calcium- und Phosphat-lonen bei pH 10 beladen wurden:
(a) ohne Funktionalitit (A01), (b) 0,4 Phosphonatgruppen/nm? (A04), (c) 2,6 Carboxylatgruppen/nm?’
(A02), (d) 3,3 Phosphonatgruppen/nm? (A03).
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Da kein direkter Einfluss der unterschiedlichen funktionellen Comonomere auf die
Beladungsdichte gefunden wurde, wird angenommen, dass vor allem die Zahl der
Oberflachenladungen die HAP-Bildung auf der Partikeloberflaiche unter diesen
Bedingungen bestimmt. In einer Referenzprobe mit 0 Gew.-% Comonomer wurden
keine HAP-Kristalle auf der Partikeloberflache gefunden. Die oben beschriebenen
Beobachtungen belegen folgendes:

(i) Die Kristalle werden nur auf Grund der geladenen Oberflachengruppen auf den
Partikeln gebildet.

(ii) Die Menge an Kristallen, die auf der Partikeloberfliche gefunden werden,
nimmt mit der Menge an funktionellen Gruppen zu, obwohl die Gesamtmenge

an gebildetem HAP immer gleich ist.

4.1.3 Einfluss des pH-Wertes

Es ist in der Literatur bekannt, dass die Bedingungen wahrend der Mineralisation
enormen Einfluss auf Nukleation und Wachstum von Calciumphosphat haben und zu
unterschiedlichen Calciumphosphat-Phasen und Kristallmorphologien fithren kénnen.*®?
Um den Einfluss des pH-Wertes auf die Mineralisation von Calciumphosphat auf
funktionalisierten Partikeln zu untersuchen, wurden Partikel, die mit 3 Gew.-% AA und
5 Gew.-% VBPA als funktionellen Comonomeren hergestellt wurden, jeweils bei pH
10, 7 und 5 beladen (Abbildung 11). Wahrend des gesamten Beladungsvorgangs wurde
der jeweilige pH-Wert sorgféltig konstant gehalten. Obwohl die Konzentration an
wahrend der Beladung zugegebenen Calcium- und Phosphat-lonen immer konstant
gehalten wurde, konnte mit abnehmendem pH-Wert eine Abnahme des Anteils an
anorganischem Material auf der Oberflache Carboxylat-funktionalisierter Partikel,
jedoch nicht auf Phosphonat-funktionalisierten Partikeln beobachtet werden (Abbildung
11 a-c). Dieser Effekt entsteht wahrscheinlich auf Grund unterschiedlicher Mengen an
negativen Ladungen auf der Partikeloberflache entsprechend der pH-abhé&ngigen
Deprotonierung der Carboxylgruppen, wie spater im Detail untersucht wird (siehe
Kapitel 4.1.4). Im Gegensatz dazu zeigen die REM-Aufnahmen der Phosphonat-
funktionalisierten Partikel bei allen pH-Werten eine sehr dichte Bedeckung der
Partikeloberflache mit anorganischem Material (Abbildung 11 d-f).
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Interessanterweise kdnnen unterschiedliche Kristallformen beobachtet werden, wie in
den in hoherer VergroRerung abgebildeten REM-Aufnahmen in Abbildung 11 g-i
gezeigt ist. Diese variieren von Kristallnadeln nach einer Beladung bei pH 10 (g) tber
Plattchen bei pH 7 (h) zu einer homogenen Calciumphosphat-Schicht bei pH 5 (i).
Dieselben nadel- und plattchenformigen Kristallmorphologien wurden nach der
Beladung bei pH 10 und pH 7 auf der Oberflache Carboxylat-funktionalisierter Partikel
gefunden, wahrend bei pH 5 nur wenige sehr grolRe Kristalle neben den
Polymerpartikeln zu erkennen waren (Abbildung 11 a-c). In diesem Fall ist die
Oberflachenladung wahrscheinlich zu gering fiir eine erfolgreiche Beladung, dies wird

spater in Kapitel 4.1.4 naher diskutiert.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 11: REM-Aufnahmen beladener Carboxylat-funktionalisierter Partikel (a-c) und
Phosphonat-funktionalisierter Partikel in niedriger VergroRerung (d-f) und hoher VergréRerung (g-i);
Beladungen durchgefiihrt bei pH 10 (erste Spalte: a, d, g, j), pH 7 (zweite Spalte: b, e, h, k) und pH 5
(dritte Spalte: c, f, i, I). In der letzten Reihe sind Kristalle zu sehen, die in Abwesenheit von Partikeln
bei pH 10, 7, und 5 gebildet wurden (j, k, |, Messbalken entspricht 100 nm, wenn nicht anders
angegeben).

Um den Einfluss der Anwesenheit von Polymerpartikeln auf die Calciumphosphat-
Bildung zu untersuchen, wurde unter den gleichen Bedingungen wie vorhergehend die
Fallung aus der Losung ohne Partikel durchgefiihrt. In Abwesenheit der Partikel
entstanden bei pH 10 und pH 7 jeweils dieselben nadelférmigen und plattchenférmigen
Kristallmorpholgien (Abbildung 11 j, k) wie zuvor, wahrend bei pH 5 Mikrometer-
grolRe Kristalle gebildet wurden (Abbildung 11 I). Alle hergestellten Kristalle wurden
mittels Rontgenbeugung und TEM weiter untersucht, die Ergebnisse werden im Verlauf
des Kapitels diskutiert. Die bisher beschriebenen Ergebnisse zeigen jedoch bereits, dass
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4.1 Polymer/Calciumphosphat-Nanopartikel mit kontrollierter Morphologie

sich unabhédngig von der Art und Menge an funktionellen Gruppen, die Morphologie
von sowohl auf der Partikeloberflache als auch in Ldsung gebildetem Calciumphosphat

mit variierendem pH-Wert andert.

AnschlieBend wurde eine XRD-Analyse durchgefiihrt, um die Calciumphosphat-Phase
in den unterschiedlichen Proben zu identifizieren. Theoretisch sind je nach
Beladungsbedingungen  verschiedene  Calciumphosphat-Phasen  wie  amorphes
Calciumphosphat, Brushit, OCP oder HAP (mit steigender thermodynamischer
Stabilitat aufgezahlt) moglich.'®* *** Des Weiteren beeinflusst der Verlauf der
Kristallisation die daraus entstehenden Kristalle, da sich eine thermodynamisch
stabilere Form aus einer kinetisch stabilen Phase, die sich in einem friheren Stadium
der Kristallisation gebildet hat, heraushilden kann.*®® Die XRD-Analyse der bei pH 7
und 10 beladenen Hybridpartikel mit unterschiedlichen funktionellen Gruppen und
Morphologien zeigt, dass bei beiden Arten von funktionellen Comonomeren (AA und
VBPA) nur kristallines HAP gebildet wurde, welches die thermodynamisch stabilste
Calciumphosphat-Phase darstellt (Abbildung 12). Dieser Zusammenhang findet sich so
auch in der Literatur zur Calciumphosphat-Mineralisation.’®® Im Falle der bei pH 5
beladenen Partikel stammen die Hauptreflektionen in der XRD von kristallinem Brushit.
Vor den jeweiligen Messungen wurden die Proben durch mehrfache Zentrifugation und
Redispergierung gewaschen, um Ammoniumnitrat, welches als mdgliches
Nebenprodukt auftreten kann, zu entfernen. Zur Kontrolle wurden vor und nach dem
Waschen XRD-Analysen durchgefihrt, welche jedoch bis auf die Abwesenheit von
Ammoniumnitrat nach dem Waschen keinen Unterschied aufwiesen.
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I Abbildung 12: Réntgendiffraktogramme von Carboxylat- und Phosphonat-funktionalisierten Partikeln

(POsH, und COOH), die bei unterschiedlichen pH-Werten mit Calcium- und Phosphat-lonen beladen

wurden.
Die Analyse mit Hilfe des TEM wurde durchgefiihrt, um zu bestatigen, dass die
Kristallphase, welche in der Rontgenbeugung jeweils fiir die gesamte Probe gefunden
wurde, tatsachlich mit der auf der Partikeloberflache gefundenen Calciumphosphat-
Phase Ubereinstimmt (Abbildung 13). In den TEM-Aufnahmen der Hybridpartikel
wechselt die Morphologie von einer himbeerartigen Morphologie bei pH 7 zu einer
Kern-Schale-Morphologie bei pH 5 (siehe Abbildung 13b und c), was gut mit den zuvor
gezeigten REM-Aufnahmen tbereinstimmt (vgl. Abbildung 11). Die hellen Bereiche
der Dunkelfeldaufnahmen von bei pH 7 beladenen Partikeln zeigen deutlich den
kristallinen ~ Charakter der anorganischen Phase (Abbildung 13d). Das
Elektronenbeugungsmuster eines groReren Bereiches dieser Partikel zeigt die
Kristallebenen von HAP, was deutlich macht, dass es sich bei den Kristallen, welche
auf der Partikeloberflache gefunden wurden, tatsachlich um HAP-Kristalle handelt.

Dies stimmt sehr gut mit den Ergebnissen der XRD (berein. Die Ergebnisse der
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Dunkelfeldaufnahmen und Elektronenbeugung bei pH 10 beladener Proben (hier nicht
gezeigt) sind &hnlich zu den bei pH 7 erhaltenen sowie zu friheren Untersuchungen zur
HAP-Mineralisation  Carboxylat-funktionalisierter ~Partikel unter den gleichen

Bedingungen.®

ald

Abbildung 13: TEM-Aufnahmen von Phosphonat-funktionalisierten Partikeln, die bei pH 10 (a), pH 7
(b) und bei pH 5 (c) beladen wurden; (d) Dunkelfeldaufnahmen bei pH 7 beladener Partikel,
(e) Dunkelfeldaufnahmen bei pH 5 beladener Partikel, im Inset ist ein Elektronen-Mapping von
Calcium (in rot) und Phosphor (in griin) gezeigt.

Im Gegensatz dazu sind in der Dunkelfeldaufnahme der bei pH 5 gebildeten
Hybridpartikel keine Kkristallinen Bereiche sichtbar (Abbildung 13e), was auf eine
amorphe Calciumphosphat-Hulle hinweist. Zudem zeigen die Ergebnisse der
Elektronenenergieverlustspektroskopie (EELS) die Anwesenheit von Calcium und
Phosphor in der Partikelhille, wie im Calcium- und Phosphor-Mapping in Abbildung 13e
in rot und griin zu sehen ist. Hierdurch kann ausgeschlossen werden, dass es sich bei der
anorganischen Hille um das als Nebenprodukt auftretende Ammoniumnitrat handelt.
Obwohl mit Hilfe der XRD die Anwesenheit von Brushit nachgewiesen werden konnte,
wurde hier kein Hinweis auf kristalline Bereiche auf der Partikeloberflache gefunden.
Deshalb kénnen die Beugungsmuster von Brushit in der XRD wahrscheinlich Kristallen
zugeordnet werden, welche sich in der Lésung anstatt auf der Partikeloberflache
gebildet haben. Dieses Argument wird unterstltzt sowohl durch die Anwesenheit grol3er
Kristalle in den REM-Aufnahmen (Abbildung 11 ¢ und 1), als auch durch die scharfen
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Reflexe im Rontgenbeugungsmuster. Diese Reflexe deuten auf Grund der Beugung an
einer groRen Zahl von Gitterebenen auf die Anwesenheit relativ grof3er Kristalle hin
(Abbildung 12).

Aullerdem wurden im Kontrollexperiment, bei dem Calciumphosphat bei pH 5 in
Abwesenheit von Partikeln geféllt wurde, nur relativ groRe Kristalle gefunden, wie in
der Dunkelfeldaufnahme der Referenzprobe zu sehen ist (Abbildung 14f). Die
Rontgenbeugung an dieser Referenzprobe ergab, dass es sich hierbei tatsachlich um
Brushit-Kristalle handelt. Folglich kann aus der Kombination von REM-, TEM- und
Rontgenbeugungsuntersuchungen geschlossen werden, dass bei pH 5 Brushit in der
Losung gebildet wurde, obwohl auf der funktionalisierten Partikeloberflache selbst kein
Brushit gefunden wurde. Die Réntgenbeugungsdiffraktogramme und die Hellfeld- und

Dunkelfeldaufnahmen der Referenzproben, welche bei unterschiedlichen pH-Werten

hergestellt wurden, sind in Abbildung 14 zu sehen.

Abbildung 14: Hellfeld- (a-c) und Dunkelfeld-TEM-Aufnahmen (d-f) von Kristallen, die in Abwesenheit
von Partikeln bei pH 10 (a, d), pH 7 (b, €) und pH 5 (c, f) gebildet wurden.

Da die Loslichkeit der Kristalle in Wasser ein charakteristisches Merkmal der
verschiedenen Calciumphosphat-Phasen ist, kénnte das Waschen der Hybridpartikel mit

unterschiedlichen Morphologien einen weiteren Hinweis auf die Stabilitdt der
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4.1 Polymer/Calciumphosphat-Nanopartikel mit kontrollierter Morphologie

gebildeten Calciumphosphat-Phasen geben. Aus diesem Grund wurden Silicium-Wafer,
auf denen sich die Hybridpartikel befanden, mehrmals mit Wasser gewaschen, und
anschlieBend erneut im REM untersucht. Die gewaschenen Hybridpartikel, die bei pH
10 und pH 7 gebildet wurden, zeigten keinen Unterschied zu den ungewaschenen
Proben. Im Gegensatz dazu &nderte sich die homogene anorganische Hiille der bei pH 5
beladenen Partikel nach dem Waschen zu einer portsen Partikelhulle (Abbildung 15).
Dieser Materialverlust der anorganischen Hulle unterstiitzt die These, dass es sich hier
um eine sehr instabile Calciumphosphat-Phase wie zum Beispiel amorphes

Calciumphosphat handelt, das durch den Waschvorgang teilweise aufgeldst wurde.

200.nm “. NS 4 200 nm

Abbildung 15: REM-Aufnahmen von Phosphonat-funktionalisierten Partikeln, die bei pH 5 beladen
wurden vor (a), und nach (b) dem Waschen mit Wasser.

Nach der Herstellung der Hybridpartikel konnte in allen Féllen eine abnehmende
kolloidale Stabilitat beobachtet werden. Ursdchlich hierfur ist wahrscheinlich sowohl
die verringerte Flexibilitdit der PEO-Ketten von Lutensol AT50 auf Grund der
Anwesenheit von HAP-KTristallen auf der Partikeloberflache, als auch die erhohte
Dichte der Hybridpartikel verglichen mit der der reinen Polymerpartikel. Die kolloidale
Stabilitat der Hybridpartikel konnte jedoch wiederhergestellt werden, indem entweder
ein elektrostatisch wirkendes Tensid wie SDS oder ein sterisch wirkendes Tensid wie

Poly(vinylpyrrolidon) (PVP) zur Partikeldispersion gegeben wurde.

Im Hinblick auf die mdogliche Anwendung der Polymer/HAP-Hybridpartikel als
Implantatbeschichtung stellt sich die Frage, wie stark die HAP-Kristalle an die
Oberflache der Partikel gebunden sind. Um dies zu untersuchen, wurde eine Probe der
Hybridpartikel nach der Beladung in ein Ultraschallbad gegeben. AnschlieRend wurden

die Partikel erneut im REM untersucht. Hierbei wurde gefunden, dass die HAP-KTristalle
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trotz der starken Scherkrafte wahrend der Ultraschallbehandlung weiterhin auf der
Oberfl&che der Partikel gebunden sind (siehe Abbildung 16).

Abbildung 16: REM-Aufnahme von Polymer/HAP-Partikeln (bei pH 7 beladen) nach der Behandlung
mit Ultraschall.

4.1.4 Kinetik der Mineralisation

Die Anzahl funktioneller Gruppen auf der Partikeloberflache, besonders die Menge
negativ geladener Gruppen bei verschiedenen Beladungsbedingungen, scheinen die
Mineralisation unterschiedlich funktionalisierter Partikel zu beeinflussen, wie in
Abbildung 11 a-c zu sehen ist. Deshalb wurde die pH-abhdngige Oberflachenladung der
Polymerpartikel, die mit AA und VBPA als funktionalem Comonomer hergestellt
wurden, durch die Polyelektrolyt-Titration mittels PCD quantifiziert. Die Menge an
Oberflachengruppen pro Oberflacheneinheit fir beide Arten von funktionalisierten
Partikeln sind in Abbildung 17 gegen verschiedene pH-Werte aufgetragen. Durch den
Vergleich der Menge an Ladungen, die bei verschiedenen pH-Werten gefunden wurden,
ist erkennbar, dass die Dichte an Ladungen auf der Partikeloberflache mit steigendem
pH-Wert stark zunimmt. Dies kann der erh6hten Deprotonierung der S&uregruppen mit
steigendem pH-Wert zugeordnet werden. Zudem ist die Menge an Ladungen auf
Phosphonat-funktionalisierten Partikeln immer 3-4mal hoher als die auf den
Carboxylat-funktionalisierten Partikeln. Dies kdnnte der Grund sein fiir die abnehmende
Dichte an Kristallen im Falle der Carboxylat-funktionalisierten Partikeln, bei denen
allen pH-Werten eine nahezu vollstandige Bedeckung mit Kristallen gefunden wurde,

wie zuvor in den REM-Bilder gezeigt wurde (Abbildung 11). Diese Beobachtung weist
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darauf hin, dass eine bestimmte Mindestmenge an Oberflachenladungen fur eine
beinahe vollstandige Oberflachenbedeckung nétig ist.

-- -COOH (A02, 3% AA) ®
- -PO_H_(A03, 5% VBPA)

2

Anzahl an Ladungen pro nm
w
T

pH-Wert

Abbildung 17: pH-abhdngige Partikelladungsanalyse von Carboxylat- und Phosphonat-
funktionalisierten Partikeln.

Um die Chemie an der Grenzflache zwischen der Partikeloberflache und den
komplexierenden lonen in der umgebenden Losung genauer zu verstehen, wurde die
Menge an Calcium-lonen, die im ersten Schritt der Beladung an die Partikeloberflache
angebunden wird (siehe Schema 1, der erste Schritt der Mineralisation ist die
Calciumionen-Zugabe, der zweite Schritt ist die Phosphationen-Zugabe), unter den
verschiedenen Beladungsbedingungen bestimmt. Diese Experimente zur Calcium-lonen
Aufnahme wurden mit Hilfe eines speziellen Titrationsaufbaus durchgefuhrt, der in
Kapitel 5.5.1 (Seite 124) gezeigt ist. Die Titrationsexperimente wurden durchgefihrt,
indem die Calciumionen-Konzentration mit Hilfe einer Calciumionen-selektiven
Elektrode bestimmt wurde, wahrend eine Calciumlosung mit konstanter
Geschwindigkeit zur Partikeldispersion zugegeben wurde. Der pH-Wert wurde dabei
wéhrend der gesamten Zugabe und Messung mit Hilfe von wassriger Ammoniaklésung
konstant gehalten. Ein dhnlicher Titrationsaufbau hat sich bereits bei der Analyse der
Calciumionen-Aufnahme verschiedener Materialien in Losung und wahrend der

Mineralisation als sehr prazise erwiesen. % ¢
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Die auf diese Weise erhaltenen Kurven beschreiben die zeitabhdngige Menge an freien
Calcium-lonen, wéhrend Calcium-lonen zu einer Dispersion Phosphonat-
funktionalisierter Partikel (B03) gegeben werden, wie in Abbildung 18 zu sehen ist.
Die in schwarz gezeigte Referenzkurve entspricht der Menge an Calcium-lonen, die zur
Dispersion titriert werden, und die farbigen Kurven spiegeln den zeitabhangigen
Verlauf der Menge an freien Calcium-lonen in der Partikeldispersion bei verschiedenen
pH-Werten wider. Es ist Klar erkennbar, dass nach einem ersten Zeitraum, in dem kaum
Calcium-lonen detektiert wurden, mit zunehmender Zeit in Abhéngigkeit des pH-
Wertes danach alle Kurven parallel zur Referenz verlaufen. Der beobachtete
Achsversatz in den zeitabhangigen Kurven entspricht jeweils der Calcium-lonen-
Aufnahmekapazitat der Phosphonat-funktionalisierten Partikel bei den gegebenen
Bedingungen. Es ist deutlich sichtbar, dass mit steigendem pH-Wert mehr Calcium-
lonen von den Partikeln aufgenommen werden. Die genaue Menge an Calcium-lonen,
die an die Partikeloberflache gebunden werden, kann anschlieBend Uber die Differenz

zur Referenz berechnet werden (ausfuhrliche Erklarung siehe 5.5.1.4).

Referenz
1,75 + pH 5
pH 7
pH 10

1,50 L

2+

(Ca” ) in umol

frei

0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Zeit in Sekunden

Abbildung 18: Zeitabhangiger Verlauf der Menge freier Calcium-lonen wahrend der Zugabe einer
Calciumionen-Losung zu einer Dispersion Phosphonat-funktionalisierter Partikel (A03) bei
verschiedenen pH-Werten.

Die Menge an Oberfldchenladungen, die mittels der Calciumionen-Aufnahme und PCD
fur Carboxylat- und Phosphonat-funktionalisierte Partikel unter verschiedenen

Bedingungen bestimmt wurden, sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Die Menge an
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Ladungen, die mit Hilfe der Calciumionen-Titration bestimmt wurden, stimmen fur alle
pH-Werte sowie beide Funktionalitaten, bis auf die Messung der Carboxyl-
funktionalisierten Partikel bei pH 5, sehr gut mit den mittels PCD gewonnen Werten
uberein. Im letzteren Fall ist die Menge an Calcium-lonen, die durch die Calciumionen-
Titration bestimmt wurde, beinahe zehnmal geringer als die Uber PCD bestimmte
Menge. Diese Abweichung konnte auf folgende Ursache zurtickgehen: Im Gegensatz zu
den Phosphonat-funktionalisierten Partikeln, ist die Menge an Ladungen auf der
Partikeloberflache und die daraus resultierende Ladungsdichte im Fall der Carboxylat-
funktionalisierten Partikel zu gering fir eine wirkungsvolle Komplexierung von
divalenten lonen wie Calcium-lonen. Diese verringerte Anbindung von Calcium-lonen
spiegelt sich dementsprechend in einer erniedrigten Menge an Ladungen, wie sie Uber
die Calciumionen-Titration detektiert werden, wider. Dieses Argument kénnte auch die
erfolgreichne  Ausbildung der Calciumphosphat-Hille um die Phosphonat-
funktionalisierten Partikel bei pH 5 im Gegensatz zu den Carboxylat-funktionalisierten

Partikeln erklaren.

Mit Hilfe der Calciumionen-Aufnahmeexperimente wurde herausgefunden, dass
maximal eine Menge von ungefahr 3 Gew.-% bezogen auf die Gesamtmenge an
Calcium-lonen im ersten Schritt der Beladung von den Partikeln aufgenommen wurde
(A03, pH 10). Obwohl diese Menge zunéchst relativ niedrig erscheint, konnte der Effekt
maoglicherweise die Calciumphosphat-Bildung auf der Partikeloberflache fordern,
insbesondere wenn man die durch die Calciumaufnahme erhohte Calciumionen-

Konzentration auf der Partikeloberflache berlicksichtigt.
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Tabelle 2: Menge an Oberflachenladungen Carboxylat- und Phosphonat-funktionalisierter Partikel bei
pH 5, 7 und 10, wie sie mittels Calciumionen-Aufnahmeexperimenten und PCD bestimmt wurden.

Comonomer mittels PCD mittels Ca®*-Aufnahme
5 2,2:10° 1.0,10°
AA p p
A02 7 4,4-10 3,6:10
(-COOH)
10 9,2:10” 8,8:10°
5 9,4-10” 8,6:10°
VBPA s 5
A03 7 15,310 15,1-10
(-PO3H,)
10 25,6:10° 29,5-10°

Im Hinblick auf das Gebiet der Biomineralisation ist es interessant, die Kinetik von
Nukleation und Wachstum von Kristallen zu untersuchen. Auf diese Weise kann mehr
Wissen darliber erlangt werden, wie in der Natur die Herausbildung von
unterschiedlichen Kristallphasen mit faszinierenden Formen und Funktionen kontrolliert
wird, um anschlieBend dieses Verhalten nachzuahmen. Die Ergebnisse, die im
Abschnitt zuvor beschrieben wurden, zeigen, wie die Beladungsbedingungen die
Komplexierung ~ von  Calcium-lonen  durch  unterschiedliche  funktionelle

Oberflachengruppen im ersten Schritt der Mineralisation beeinflussen.

Im Folgenden wird der Einfluss von Oberflachen-funktionalisierten Partikeln auf die
Kinetik der Mineralisation als Funktion des pH-Wertes wahrend der Phosphationen-
Zugabe im zweiten Schritt der Beladung genauer untersucht. Obwohl die Mineralisation
hauptsachlich auf der Oberflache der Partikel stattfindet, wenn geladene Gruppen
vorhanden sind, wird zusatzlich zu einem geringen Anteil die Ausbildung von
Kristallen aus der Losung, sogar im Falle von in hohem Male funktionalisierten
Partikeln, beobachtet. Als Folge daraus ist die ndhere Untersuchung der
Kristallisationskinetik nicht nur wichtig, um mehr Informationen dariiber zu erhalten,
wie die unterschiedlichen HAP-Morphologien gebildet werden, sondern auch dartber,
wie viele Calcium- und Phosphat-lonen fur eine ausschlieRliche Mineralisation auf der

Partikeloberflache wirklich nétig sind.

Die Kinetikuntersuchungen wurden ausgefuhrt, indem eine Phosphat-lonen enthaltende
LOsung entweder zu einer reinen wassrigen Calciumionen-LOsung oder zu einer
Calcium-lonen enthaltenden Partikeldispersion gegeben wurde. Hierbei wurden
Bedingungen  gewdhlt, die vergleichbar zu den zuvor beschriebenen
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4.1 Polymer/Calciumphosphat-Nanopartikel mit kontrollierter Morphologie

Beladungsbedingungen waren. Die Calciumionen-Konzentration wird wéhrend des
gesamten Experiments aufgezeichnet, wahrend der pH mit Hilfe eines Titrationsgerétes
entweder bei einem Wert von 7 oder 10 konstant gehalten wird. Daraus l&sst sich
anschlieBend der zeitabhéngige Verlauf der relativen Calciumionen-Aufnahme wahrend
der Mineralisation bei pH 7 und pH 10 bestimmen. Die Calciumionen-Aufnahme stellt
den Verbrauch an Calcium-lonen wéhrend der Kristallisation dar.

Es wurde herausgefunden, dass die Calciumionen-Aufnahme wahrend der
Mineralisation bei pH 10 wesentlich schneller verlauft als bei pH 7 (siehe Abbildung
19), was auf eine groRere Triebkraft fur die Mineralisation und damit eine erhdhte
Wachstumsgeschwindigkeit der Kristalle mit steigendem pH-Wert hinweist. Dieses
Ergebnis scheint sich in der morphologischen Anderung niederzuschlagen, die bei
unterschiedlichen pH-Werten beobachtet wird. Die Morphologie der HAP-Kristalle
andert sich von nadelférmigen Kristallen bei pH 10 zu plattchenférmigen Kristallen bei
pH 7 (Abbildung 11 g,h). Die langen HAP-Nadeln bilden sich bei einer hoheren
Wachstumsgeschwindigkeit, wéhrend die Plattchen nur bei einer niedrigeren
Wachstumsgeschwindigkeit der Kristalle gebildet werden konnten. Das weist darauf
hin, dass sich mit abnehmender  Mineralisationsgeschwindigkeit  die
Wachstumsgeschwindigkeiten einiger der verschiedenen Kristallebenen annahern.
Dieser Effekt ermdglicht ein unterschiedliches Kristallwachstum in verschiedene
Richtungen, was zur Ausbildung der plattchenférmigen Kristallmorphologie bei pH 7
und der nadelférmigen bei pH 10 fiihrt. Die Wachstumsgeschwindigkeit der Kristalle ist
bei pH 10 so schnell, dass das Kristallwachstum bevorzugt entlang einer Kristallebene
erfolgt und zur Ausbildung der HAP-Nadeln fihrt.
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I Abbildung 19: Relative Calciumionen-Aufnahme wahrend der Calciumphosphat-Mineralisation bei

pH 7 und pH 10 in Anwesenheit und Abwesenheit von Phosphonat-funktionalisierten Partikeln (A03).
Allgemein kénnen sich verschiedene EinflussgrofRen wie die Temperatur und der pH-
Wert auf die Wachstumsgeschwindigkeit von Kristallen auswirken und damit die

erhaltenen  Kristallmorphologien  bestimmen.’®®*™  Es

wurde zum  Beispiel
herausgefunden, dass sich durch das Verandern der Kristallisationstemperatur das
Aspektverhéltnis von HAP-Kristallen mit der steigenden Wachstumsgeschwindigkeit
der Kristalle erhoht. Dies fuhrte zu einem Wechsel der Kristallmorphologie von eher
runden zu nadelformigen HAP-Kristallen.’®® Zudem wurde eine Erhohung der
Kristallwachstums-Geschwindigkeit von  HAP  mit  steigendem  pH-Wert
beobachtet.®> " |n weiteren Untersuchungen wurde herausgefunden, dass sich bei
niedrigerem pH-Wert (pH 6,3) plattchenformige HAP-KTristalle bildeten, deren GroRe

sich mit steigendem pH-Wert verringerte.'** '* Da

in unseren Experimenten kein
direkter ~ Einfluss der als Templat eingesetzten  Partikel auf die
Kristallisationsgeschwindigkeit festgestellt wurde, belegt dies, dass hier nur die
Reaktionsbedingungen die endgultige Kristallmorphologie bestimmen. In einem analog
in Abwesenheit von Partikeln durchgefiihrten Kristallisations-Experiment wurden
ahnliche Kristallmorphologien wie in Anwesenheit der Partikel unter den gleichen

Reaktionsbedingungen gefunden, was in Abbildung 14 gezeigt ist.
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4.1 Zusammenfassung und Ausblick

4.1.5 Zusammenfassung und Ausblick

Verschiedene Oberflachen-funktionalisierte Polymer-Nanopartikel, die Uber die
Miniemulsionspolymerisation hergestellt wurden, wurden erfolgreich als Templat flr
die Mineralisation von Calciumphosphat eingesetzt. Es wurde gezeigt, dass unabhéngig
von der Art des funktionellen Comonomers die Menge an HAP-Kristallen auf der
Partikeloberflache einzig von der Anzahl an negativen Ladungen auf der
Partikeloberflache abhangt. Im Fall von VBPA als funktionellem Comonomer wurde
eine anndhernd vollstdndige Bedeckung der Partikel mit Kristallen gefunden. Es wurde
herausgefunden, dass die Mineralisation bei verschiedenen pH-Werten zu vollkommen
unterschiedlichen Kristallmorphologien (nadel- und plattchenférmige Kristalle) auf der
Oberflache der Partikel fiihrt. Untersuchungen der Mineralisationskinetik zeigten, dass
die Morphologie der HAP-KTristalle auf der Partikeloberflache mit der Anderung der
Kristallisationsgeschwindigkeit durch eine sorgféaltige Wahl des pH-Wertes gezielt
kontrolliert werden kann. Die unterschiedlichen erhaltenen Oberflachentopografien sind
besonders fir eine mdgliche Anwendung des Materials als Knochenfiller oder
Implantatbeschichtung von grofRer Bedeutung, da die Leistung eines Biomaterials stark
durch die Morphologie der Hybridpartikel beeinflusst wird.

Die synthetisierten HAP/Polymerpartikel konnten in Zukunft in der Gewebeziichtung
(,,tissue engineering®) eingesetzt werden, wo sie zu einer guten Anbindung von Zellen
und moglicherweise zum Wachstum neuen Knochenmaterials fuhren kdnnten. Mit
unserem sehr empfindlichen Titrationsaufbau ware es zukiinftig spannend, die Kinetik
der  Calciumphosphat-Mineralisation  auf  Implantat-Oberflachen, die  mit
Polymerpartikeln beschichtet wurden, unter physiologischen Bedingungen zu
untersuchen. Diese Kinetikexperimente konnten dann den sehr komplexen Prozess der
Biomineralisation auf Implantatoberflachen mit unterschiedlichen
Oberflachentopographien in physiologischer Umgebung beleuchten.
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4.2 Polymer/Calciumphosphat-Partikel fiir
biomedizinische Anwendungen

Calciumphosphat-beschichtete Polymerpartikel sind interessant fiir biomedizinische
Anwendungen, da die winzigen HAP-Kristalle auf der Oberflache dem Knochenmineral
sehr dhnlich sind. Um herauszufinden, wie sich die Anwesenheit von HAP auf der
Partikeloberflache auf die Aufnahme der Nanopartikel in biologische Zellen auswirkt,
wurde die Wechselwirkung der Partikel mit Zellen untersucht. Da die
Wechselwirkungen von Nanopartikeln mit Zellen jedoch nicht nur von der Oberflache
der Nanopartikel, sondern auch von deren GrofRe und Form abhangt, wurden sowohl
unterschiedlich groRe Nanopartikel als auch anisotrope Nanopartikel mit HAP beladen.
Diese Partikelsysteme unterschiedlicher Oberflachenkrimmung eignen sich zusatzlich,
um den Einfluss der Kriimmung auf die Kristallisation von HAP zu untersuchen.

Eine weitere zukilinftige Anwendung von mineralisierten Nanopartikeln ist die
Beschichtung von medizinischen Implantaten. Ziel ist es hierbei, eine
Implantatbeschichtung herzustellen, die natlirlichem Knochen dhnelt, und auf diese
Weise das Aufwachsen des umgebenden Knochens an das Implantat fordert.'” *°
Phosphonat-funktionalisierte Polymerpartikel haben den Vorteil, dass sie mit
Titandioxid-Oberflachen starke Bindungen ausbilden, wodurch eine hervorragende
Haftung der Partikelschicht an die Implantatoberfliche gewahrleistet ist.**® AuRerdem
kann auf der freien Oberflache der an das Substrat gebundenen Partikel anschlieBend
HAP abgeschieden werden, um eine knochendhnliche Beschichtung herzustellen.
Indem Oberflachen-funktionalisierte Partikel durch Oberflachen-funktionalisierte,
bioabbaubare Kapseln ersetzt werden, konnte zudem eine gezielte Freisetzung aktiver
Substanzen, die die Geweberegeneration und Wundheilung kontrollieren, erreicht
werden. Aus diesem Grund wurden hier DNA-Kapseln, die Phosphat-Gruppen auf der
Oberflache und einen flissigen hydrophilen Kern besitzen, auf einem Substrat mit
Calciumphosphat mineralisiert.

4.2.1 Wechselwirkung von Polymer/HAP-Partikeln mit Zellen

Die Wechselwirkung der mit HAP beladenen Partikel mit Zellen wurde von Steffen
Lorenz in verschiedenen Zellexperimenten naher untersucht. Es wurde sowohl die
Aufnahme der Hybridpartikel in mesenchymale Stammzellen (MSC, Vorlauferzellen
des Bindegewebes, die in unterschiedliche Gewebearten ausdifferenzieren kénnen) als
auch ihre Toxizitét untersucht.
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Partikeln (VBPA-Partikel, AO3) und HAP-beladenen VBPA-Partikeln (VBPA-HAP) fiir 20 Stunden.

Links: Aufnahme der Partikel in Zellen, dargestellt ist der Median der Fluoreszenzintensitdt im FL1 in

arbitrdren Einheiten. Die Normierung erfolgte auf gemessene Fluoreszenz zum unbeladenen Partikel.

Rechts: Zellvitalitat nach 20 h Partikel-Inkubation (mit einer 7-AAD-Farbung im FACS gemessen).
Mit Hilfe der Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierung (FACS) wurde nachgewiesen, dass
die Partikel in MSC aufgenommen wurden (Abbildung 20 links). Der Vergleich der
Aufnahme von mit HAP-beladenen Phosphonat-funktionalisierten Partikeln (VBPA.-
HAP) und unbeladenen VBPA-Partikeln (A03, Tabelle 1) ergab, dass die Beladung der
Partikel mit HAP ungeféhr eine Verdreifachung der Aufnahme in Zellen bewirkt. Dies
deutet darauf hin, dass die Beschichtung von Partikeln mit HAP deren Zellaufnahme
verbessert. Ursache hierfur ist moglicherweise die hohe Hydrophilie der HAP-Kristalle.
AuRerdem konnte fiir die mit HAP beladenen Partikel keine Toxizitat nachgewiesen
werden, mehr als 95% der Zellen blieben nach der Inkubation mit Partikeln fiir 20 h am

Leben (siehe Abbildung 20 rechts).

Abbildung 21: MSC nach Betrachtung im CLSM (Aufnahmen von Steffen Lorenz): a) Negativkontrolle,
b) Zellen wurden mit VBPA-Partikeln (A03) fir 20 h inkubiert, c) Zellen wurden mit HAP-beladenen
Partikeln fiir 20 h inkubiert (Messbalken entspricht 25 um, Zellwand rot, Partikel griin und Zellkern
blau gefarbt).
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die Untersuchung im konfokalen Laser-Raster-Mikroskop (CLSM) bestatigte zudem
die Aufnahme von VBPA-Partikeln mit und ohne HAP-Beladung in Zellen. In den
CLSM-Aufnahmen ist die gute Aufnahme der Partikel ins Zellinnere deutlich zu sehen
(Abbildung 21).

Die hier untersuchten Partikel hatten eine Grof3e von 235 nm (vor der Beladung). Da die
Wechselwirkungen von Nanopartikeln mit Zellen jedoch nicht nur von der Oberflache
der Nanopartikel, sondern auch von deren Groe und Form abhéngt, wurden im
Folgenden sowohl unterschiedlich groRe Nanopartikel als auch anisotrope Nanopartikel
mit HAP beladen.

4.2.2 Polymer/HAP-Partikel unterschiedlicher GroRe

Nachdem unterschiedlich funktionalisierte Partikel von ca. 200 nm GroRe (A01-A03,
vgl. Kapitel 4.1.2) erfolgreich mit HAP beladen wurden, sollte der Einfluss der
PartikelgroRe auf die Mineralisation an der Partikeloberflache untersucht werden.
Hierzu wurden mit Hilfe einer erhéhten SDS-Konzentration in  der
Miniemulsionspolymerisation kleinere Carboxyl-funktionalisierte Partikel mit einem
Partikeldurchmesser von ungefahr 60 nm hergestellt (siehe Tabelle 3). Um die
kolloidale Stabilitdst wahrend der Elektrolytzugabe zu erhalten, wurde ein
Tensidaustausch zu Lutensol AT50 (nichtionisches Tensid) durchgefiihrt. Nach der
Dialyse und wiederholten Zentrifugation und Redispergierung dieser Partikel wurden
die kleinen Partikel bei pH 10 analog zu den vorherigen Beladungsexperimenten an
groReren Partikeln mit HAP beladen (Kapitel 4.1.2).

Diese sehr kleinen, SDS-stabilisierten Partikel konnten erfolgreich beladen werden, in
den REM-Aufnahmen in Abbildung 22 (links) sind winzige HAP-Kristalle auf der
Partikeloberflache zu sehen. Allerdings ist die Dichte an HAP-KTristalliten etwas
geringer, als sie zuvor fur (groRere) Partikel erhalten wurde (vgl. Abbildung 10).
Fruhere Beladungsexperimente von A. E. zeigten bereits, dass die Beladung von SDS-
stabilisierten Partikeln zu einer geringeren Dichte von HAP Kiristalliten auf der
Partikeloberflache fiihrt, da die maximale Dichte an funktionellen Gruppen in diesem
Fall niedriger ist als fir Lutensol-stabilisierte Partikel. Als weitere Ursache flr die
geringere Menge an Kristallen auf der Partikeloberflache wurden geringe Mengen an
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SDS-Molekilen, welche bei der Dialyse nicht von der Partikeloberflache entfernt
werden konnten, vermutet.>*

Abbildung 22: REM-Aufnahmen von mit HAP beladenen Carboxyl-funktionalisierten Partikeln

geringer GroRe (links, 62 nm Durchmesser) im Vergleich zu einem einzelnen sehr groRen, Carboxyl-

funktionalisierten Partikel (rechts, 1,4 um Durchmesser).
In der Templat-gesteuerten Mineralisation anorganischer Mineralien spielt die Menge
an Ladungen sowie die Ladungsverteilung an der Oberfliche des Templates im
Kristallisationsprozess eine bedeutende Rolle. Wie in Kapitel 2.3.5 bereits beschrieben
wurde, beeinflusst die Krimmung einer Oberflache die Ladungsverteilung auf der
Oberflache. Besitzt die Oberflache eine konvexe Kriimmung, so werden die Ladungen
in der Umgebung der Oberflache stiarker im Raum verteilt vorliegen, als bei einer
ebenen oder konkav geformten Oberflache, wo es sogar zu einer Akkumulation von
Ladungen kommt. Oberflachen-funktionalisierte Partikel unterschiedlicher GroRe
zeigen auf Grund ihrer unterschiedlich stark ausgepragten Krimmung einen éhnlichen
Effekt.

Um den Einfluss der Krummung auf die Kristallisation von HAP auf der
Partikeloberflache zu untersuchen, wurden die REM-Aufnahmen der sehr kleinen
mineralisierten Partikel mit einem sehr groen mineralisierten Partikel verglichen. In
Abbildung 22 (rechts) ist als Vergleich ein einzelner Mikrometer grof3er, Carboxyl-
funktionalisierter Partikel nach der Beladung mit HAP gezeigt (wurde als ,,Ausreil3ere
in einer Probe beladener, im Mittel ungefahr 200 nm groRer Partikel gefunden,
Durchmesser ca. 1,4 um). Die GroRe der HAP-Kristalle auf den Partikeln scheint im
Falle der Kkleineren Partikel geringer zu sein, als auf dem sehr groRen Partikel.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Madoglicherweise lagern sich jedoch einzelne winzige HAP-Kristalle an der Oberflache
des groRen Partikels zu groReren Aggregaten zusammen, wodurch dieser Eindruck
entsteht. Allerdings ist es experimentell schwierig, bei unterschiedlich groRen Partikeln
dieselbe Anzahl an funktionellen Gruppen pro Oberflacheneinheit zu erreichen, was die

Interpretation des Einflusses der Krimmung auf die Mineralisation erschwert.

In den zuvor beschriebenen Experimenten (siehe Kapitel 4.1.2) fuhrte die Beladung
Carboxyl- und Phosphonat-funktionalisierter Nanopartikel mit einer Grofle von
ungeféhr 200 nm zu einer nahezu vollistandigen Bedeckung der Partikeloberflache mit
HAP-Kristallen. Im Vergleich dazu konnten die kleineren 62 nm groRen Carboxyl-
funktionalisierten Partikel ebenfalls mit HAP beladen werden, allerdings war der
Bedeckungsgrad mit Kristallen stark erniedrigt (siehe Abbildung 22). Um eine dichtere
Bedeckung der Partikeloberfliche mit HAP zu erreichen und gleichzeitig den
aufwandigen Reinigungsprozess, der zur Entfernung des Tensides SDS erforderlich ist,
zu umgehen, wurden sogenannte ,,Surfmere* (oberflichenaktive Monomere) als
funktionelle Monomere eingesetzt. In der Miniemulsionspolymerisation wurde hierbei
ein  Phosphonsaure-funktionalisiertes Monomer (Cy;-PET, siehe Abbildung 23)
verwendet, das oberflachenaktiv ist und die Verwendung zusatzlicher Tenside
uberflussig macht (Synthese R. S.).

I Abbildung 23: Strukturformel des Surfmers C;,-PET.

Die Funktionalisierung der Nanopartikel mit Hilfe des Phosphonsaure-funktionalisierten
Surfmers C11-PET ermdglichte so die Herstellung kleiner Partikel (112 nm) mit einer
grolRen Anzahl an funktionellen Oberflachengruppen (siehe Tabelle 3). Gleichzeitig
konnte die Verwendung eines zusatzlichen Tensides in der Synthese umgangen werden,
was fiir die Beladung der Partikel, wo selbst kleine Mengen an Tensid stérend wirken,
von grofiem Vorteil ist. Sowohl das Surfmer Cy3-PET als auch die mit Hilfe von Cj;-

PET funktionalisierten Partikel wurden von R. S. synthetisiert.
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I Tabelle 3: Eigenschaften der in Beladungen eingesetzten Oberflachen-funktionalisierten Partikel.
el Oberflichenladungen™

. Y PartikelgroRe
Probe Funktionalitat Comonomer

(nm) (nm?)
AO5 -COOH 3% AA 62+ 18 0,73
AO06 -POzH, 2% Cq4-PET 112 £+ 16 1,02

[a] PartikelgréRen wurden nach der Synthese (vor Tensidaustausch) mittels DLS bestimmt.

[b] Anzahl an Oberflachenladungen mittels PCD bestimmt.
Um die kolloidale Stabilitdt der Dispersion wahrend der Mineralisation zu erhalten,
wurde vor der Beladung eine geringe Menge des nichtionischen Tensides Lutensol
AT50 zugefiigt. Die Mineralisation der funktionalisierten Partikel fihrte zu einer
dichten, homogenen Anordnung von HAP-Kristallen auf der Oberflache der Partikel,
wie in der REM-Aufnahme in Abbildung 24 zu sehen ist. In der hochaufgeldsten TEM-
Aufnahme sind auBerdem viele kleine HAP-Kristalle, die sich an der Partikeloberflache
befinden, erkennbar. Die XRD-Analyse der Probe ergab, dass es sich bei den Kristallen
wie in den zuvor beladenen Proben um HAP handelt. Der Anteil an anorganischem
Material in der Probe wurde mit Hilfe der TGA bestimmt und lag bei 32,9%, was dem
theoretischen Wert gebildeter HAP-KTristalle von 33% entspricht (siehe Anhang).

Abbildung 24: Die REM- (links) und TEM-Aufnahmen (rechts) zeigen die Bedeckung von Phosphonat-
funktionalisierten Partikeln (hergestellt mit dem Surfmer C11-Pet) mit HAP-Kristallen.

Es konnte damit gezeigt werden, dass sich die mit einem Surfmer funktionalisierten,
sehr kleinen Partikel wesentlich besser fur die Kristallisation von HAP auf der
Partikeloberflache eignen als die mit AA als Comonomer und SDS als Tensid

hergestellten Partikel.
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4.2.3 Anisotrope Polymer/HAP-Partikel

Anisotrope Nanopartikel werden technisch als Stabilisator in Pickering-Emulsionen
eingesetzt, wo sie auf Grund des niedrigeren Perkolationsverhaltnisses kugelférmigen
Partikeln tiberlegen sind.*”> Im Hinblick auf biomedizinische Anwendungen wurde
sowohl die Wechselwirkung von Nanopartikeln unterschiedlicher Form mit Zellen als
auch deren Verteilung in physiologischen Systemen untersucht. Dabei zeigte sich, dass
die Wechselwirkung der Partikel mit Zellen durch die Form und das Aspektverhaltnis

der Nanopartikel gesteuert werden kann.!"® 7

Um den Einfluss der Partikelform auf die Mineralisation zu untersuchen, wurden
Phosphonat-funktionalisierte anisotrope Partikel mit HAP beladen. Hierzu wurden die
Partikel mit der hochsten Anzahl an Phosphonat-Gruppen auf ihrer Oberflache (A03,
siehe Tabelle 1) von C. H. in einer Matrix aus Polyvinylalkohol (PVA) verstreckt. Die
Eigenschaften der erhaltenen anisotropen Partikel sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: Eigenschaften der Phosphonat-funktionalisierten Partikel (VBPA als Comonomer, A03) vor
und nach der Verstreckung in einer PVA-Matrix.

Funktionalisierte Partikel Lange (L) Breite (B)  Aspektverhiltnis (L/B)
innm innm
vor der Verstreckung 235+13 235+13 1
nach der Verstreckung 440+ 70 130+ 30 3,33+0,62

Die anisotropen Partikel wurden nach der Verstreckung mehrfach mit einem
Isopropanol/Wasser-Gemisch gewaschen, um Reste der PVA-Matrix zu entfernen und
anschlieBend mit HAP zu beladen. Die REM-Aufnahmen der anisotropen Partikel vor
und nach der Beladung mit HAP sind in Abbildung 25 gezeigt. Es ist eine
gleichméliige Beladung der anisotropen Partikel mit HAP erkennbar. Die Bedeckung
der Partikeloberflache mit Kristallen ist in diesem Fall jedoch etwas geringer, als sie fur
die unverstreckten Partikel erhalten wurde (Abbildung 10).

Die Mineralisierung anisotroper, Phosphonat-funktionalisierter Partikel hat den Vorteil,
dass ein einzelner Partikel sowohl Bereiche mit sehr starker als auch mit schwacher
Krimmung enthélt. Die gestreckten Partikel eignen sich daher ideal, um den Einfluss
der Oberflachenkriimmung auf die Kristallisation von HAP zu untersuchen. Die REM-
Bilder der erhaltenen Polymer/HAP-Partikel zeigen jedoch eine relativ einheitliche
Bedeckung der Partikeloberflaiche mit HAP. Die REM-Analyse ist allerdings darauf
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beschrankt, die Anwesenheit der Kristalle auf den Partikeln sichtbar zu machen. Um zu
untersuchen, ob sich die Ausrichtung der Kristalle auf den Partikeln abhé&ngig von der
Krummung der Partikeloberflache andert, kénnte eine Analyse im hochauflésenden
TEM durchgefuhrt werden.

A

Abbildung 25: REM-Aufnahmen von verstreckten, Phosphonat-funktionalisierten Partikeln vor (a) und
nach der Beladung mit HAP (b und c).
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4.2.4 Mineralisation von Substrat gebundenen Partikeln

Fur die Anwendung von HAP-beladenen Partikeln als Implantatbeschichtung auf
Titandioxid (TiOy) wurden Substrate mit TiO,-Oberfliche mit Phosphonat-
funktionalisierten Partikeln beschichtet und anschlieRend mit HAP beladen. Die auf der
Oberflache der Partikel vorliegenden Phosphonat-Gruppen dienen als Ankergruppen an
das Implantatmaterial. Mit Hilfe von AFM-Messungen konnte gezeigt werden, dass die
Oberflachen-funktionalisierten  Partikel auf Grund der Wechselwirkung der
Phosphonsaure-Gruppen mit der TiO,-Oberflache sehr stark an das Substrat anbinden,
und daher ausgezeichnet als Beschichtung geeignet sind.*® Gleichzeitig konnen die
uberschissigen Phosphonat-Gruppen zur Bildung von HAP auf der Partikeloberflache
verwendet werden. Die Beladung der an das TiO,-Substrat gebundenen Partikel mit
HAP konnte bei einer Anwendung als Implantatbeschichtung die Wechselwirkung
zwischen Substrat und Knochengewebe unterstiitzen.
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I Abbildung 26: Schematische Darstellung der Beladung von an eine TiO,-Oberflache gebundenen,
Phosphonat-funktionalisierten Partikeln mit HAP-Kristallen.

Die mit Phosphonat-funktionalisierten Partikeln beschichteten TiO,-Substrate wurden
bei 37 °C mit HAP beladen. In den REM-Aufnahmen der resultierenden mineralisierten
Substrate sind dicht mit HAP-Kristallen bedeckte Partikel zu sehen (siehe Abbildung
27). Dies zeigt, wie homogen die Kristallbildung auf der Oberflache der Partikel erfolgt.
Die dichte Bedeckung der Partikel mit HAP-Kristallen ist vergleichbar zu friheren
Experimenten, in denen Phosphonat-funktionalisierte Partikel direkt in der Dispersion
beladen wurden (Abbildung 10). Dieses Ergebnis zeigt, dass die mit Partikeln
beschichteten TiO,-Substrate als funktionelle Template fir die Nukleation und das
Wachstum des Knochenminerals HAP eingesetzt werden konnen.
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Abbildung 27: REM-Aufnahmen von Phosphonat-funktionalisierten Partikeln, die nach der Anbindung
auf ein TiO,-Substrat mit HAP beladen wurden (in unterschiedlichen VergréoRBerungen).

Nach der Mineralisation sind zu einem geringen Anteil HAP-Kristallite auf der reinen
TiO,-Oberflache zu sehen (vergleiche Abbildung 27). In der Literatur ist seit langem
bekannt, dass reine  TiO,-Substrate  aufgrund ihrer  Hydrophilie  und
Oberflachenbeschaffenheit unter bestimmten Bedingungen die Nukleation von HAP
ermdglichen konnen.'” Eine effektive und dichte Beladung mit HAP-Kristalliten ist
jedoch nur auf den Partikeln zu sehen, was darauf hinweist, dass auf der
Partikeloberflache unter den Beladungsbedingungen eine weit héhere Anzahl negativ
geladener funktioneller Gruppen vorhanden ist als auf der reinen TiO,-Oberflache. Als
Vergleich wurde aus diesem Grund ein reines TiO,-Substrat mit HAP beladen. Es zeigte
sich, dass sich auch auf der reinen TiO,-Oberfliche HAP-Kristalle ausbilden. In
Abbildung 28 sind REM-Aufnahmen eines mit HAP beladenen TiO,-Substrates von
oben (a, b) sowie eines Schnittes von der Seite (c, d) zu sehen. Im Gegensatz zur
Mineralisation auf den funktionalisierten Partikeln erfolgte die Kristallisation hier
jedoch auf sehr undefinierte Weise, was zu groRen, ungleichmaRigen Kristallstrukturen
und vielen freien Stellen auf der Substratoberflaiche flhrte. Auferdem war die
Anbindung der Kristalle an die TiO,-Oberflache sehr schwach, sie konnten leicht mit
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4 Ergebnisse und Diskussion

Wasser von der Substratoberflache abgespilt werden. Im Gegensatz dazu war es nicht
mdoglich, die auf den Partikeln gebildeten, winzigen HAP-KTristalle durch Spilen mit
Wasser zu entfernen.

I Abbildung 28: REM-Aufnahmen des mit HAP beladenen TiO,-Substrates von oben (a, b) und eines
Schnittes des beladenen Substrates von der Seite (c, d), in unterschiedlichen VergréRerungen.

Die Bedeckung des Substrates mit Partikeln war bei den in Abbildung 27 gezeigten
mineralisierten Substraten nicht vollstandig, an einigen Stellen ist die TiO,-Oberflache
zu sehen. Fur die Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen Substrat und lebenden
Zellen sowie fir die Anwendung der Substrate als Implantatbeschichtung sollte die
Partikelkonzentration tber einen gréReren Bereich auf der Oberflache sehr gleichméalig
sein. Aus diesem Grund wurden TiO-Substrate von Kilian Schuller mittels eines spin-
coating-Verfahrens homogen beschichtet. In Abbildung 29 sind REM-Aufnahmen
eines solchen Substrats nach der Mineralisation (in der Seitenansicht einer Bruchkante)
gezeigt. In der linken Aufnahme ist eine Multilage von Partikeln auf der
Substratoberflache zu sehen. Eine Bedeckung der Partikel mit HAP-Kristallen erfolgte
nur auf der obersten Lage Partikel. In der vergroRerten Aufnahme auf der rechten Seite
ist zudem erkennbar, dass sich in den Zwischenrdumen der Partikelschicht ebenfalls
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keine Kristalle befinden. Deshalb wurden anschlieBend Substrate mit Monolagen von
Partikeln hergestellt und mit HAP beladen.

beschichteten  TiO,-Substrates (Seitenansicht einer  Bruchkante), in unterschiedlichen

Abbildung 29: REM-Aufnahmen eines mineralisierten, mit Phosphonat-funktionalisierten Partikeln
VergroRerungen.

Wie in Abbildung 30 zu sehen ist, wurde eine dichte und relativ einheitliche Monolage
an Partikeln auf der Substratoberflache erhalten. Dies ist wichtig, um eine gleichmaRige
Beladung der Partikel mit HAP zu erreichen und um die starke Anbindung aller Partikel
an das TiO,-Substrat zu gewdhrleisten, sodass wéhrend der Beladung oder

Zellversuchen maoglichst keine Ablésung der Partikel vom Substrat stattfindet.

Die mit Phosphonat-funktionalisierten Partikeln beschichteten TiO,-Substrate wurden
mit HAP beladen. Auf diese Weise wurde eine nahezu vollstandige, homogene
Bedeckung der Partikeloberflache mit HAP-KTristallen erhalten, wie in Abbildung 30c
zu sehen ist. Aulerdem zeigt die dichte Bedeckung des Substrates nach der
Mineralisation, dass die Partikel durch die Beladungsbedingungen (37 °C, starkes
Rihren und Elektrolytzusatz) nicht vom Substrat abgelost wurden. Die starke
Anbindung der Partikel an die Substratoberflache ist fur eine Anwendung als

Implantatbeschichtung nétig.
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Abbildung 30: REM-Aufnahmen eines mit Phosphonat-funktionalisierten Partikeln beschichteten
TiO,-Substrates vor (a) und (b), sowie nach der Beladung mit HAP-Kristallen (c).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass HAP sehr homogen auf
substratgebundenen Partikeln kristallisiert werden konnte. Das Kristallwachstum
erfolgte dabei wie bei der Mineralisation von Partikeln in Dispersionen definiert auf der
Partikeloberflache. Analog zu den Kristallisationen in Dispersion kénnte im néchsten
Schritt die Kristallmorphologie durch Verdndern der Kristallisationsbedingungen
kontrolliert werden, um unterschiedliche Oberflachentopografien zu erhalten.

In Zukunft wére es interessant, die Wechselwirkung der beschichteten und
mineralisierten Titandioxid-Substrate unterschiedlicher Oberflachentopografien mit
Zellen sowie deren mogliches Anwachsen und Differenzierungsverhalten auf der
Substratoberflache zu untersuchen. Von Interesse ware zudem eine Untersuchung der
Substratoberflachen im REM, nachdem diese ins Zellmedium gegeben wurden, da in
diesem geniigend hohe Konzentrationen an Calcium- und Phosphat-lonen vorhanden
sind, um maoglicherweise weiteres Wachstum von Calciumphosphat auf den Substraten
zu bewirken.
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4.2.5 Mineralisation von DNA-Nanokapseln

Die zuvor als Templat fir die Calciumphosphat-Mineralisation verwendeten
Oberflachen-funktionalisierten Partikel sollten durch Oberflachen-funktionalisierte
Nanokapseln ersetzt werden. Nanokapseln haben den Vorteil, dass sie einen fliissigen
(wéssrigen) Kern besitzen, in dem fiir die biomedizinsche Anwendung interessante
Substanzen (z.B. Medikamente oder Proteine) verkapselt werden kdnnen. Indem die
Kapselwand aus einem naturlichen Biomaterial, ndmlich Einzelstrang-cDNA, aufgebaut
ist, kann eine zusétzliche Funktionalitdt und Biokompatibilitat der Kapseln erreicht
werden. Gleichzeitig dient DNA als ideales Templat fur die Mineralisation mit HAP, da
DNA durch die Phosphat-Einheiten im Rickgrat des DNA-Stranges eine hohe
Konzentration an Phosphatgruppen besitzt und somit eine hohe Funktionalisierung der

Kapseloberflache mit negativ geladenen Gruppen maglich ist.

Bisher war die direkte Synthese von Kapseln mit funktionellen Oberflachengruppen
durch die inverse Miniemulsionstechnik problematisch. Aufgrund der hier eingesetzten
wassrigen dispersen Phase tendierten die hydrophilen funktionellen Gruppen der
eingesetzten Polymere dazu, sich an der inneren Grenzflache der Kapseln (zwischen
Wasser und DNA) anzuordnen, anstatt an der Kapseloberflache (DNA-Cyclohexan-

Grenzflache).

Die DNA-Kapseln wurden von Umaporn Paiphansiri durch Vernetzung von c-DNA mit
Toluoldiisocyanat (TDI) als Vernetzungsreagenz in inverser Miniemulsion hergestellt
(22,75 pg ss-DNA in 0,325 ml Wasser, 8,35 g Cyclohexan und 65 mg PGPR als
kontinuierliche Phase, Zugabe von 35 mg TDI). Die GroRRe der Kapseln wurde mittels
DLS bestimmt und betragt 118 nm (£ 40 nm). In Abbildung 31 sind TEM-Aufnahmen
der DNA-Kapseln vor der Mineralisation mit Calciumphosphat gezeigt. Die
Kapselmorphologie mit einer kontrastreichen Kapselhille und kontrastarmem Kern ist
hier deutlich erkennbar. Das Zetapotential der Kapseln ist bei neutralem pH deutlich
negativ (-13 mV), was auf eine erfolgreiche Funktionalisierung der Kapseloberflache
mit negativ geladenen Phosphatgruppen aus der DNA hinweist.
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. o 4 Em ? 200 nm
Abbildung 31: TEM-Aufnahmen von DNA-Kapseln, die Uber Vernetzungsreaktionen in inverser
Miniemulsion hergestellt wurden.

7T

Die DNA-Kapseln liegen nach der Synthese in inverser Miniemulsion zunéchst
dispergiert in Cyclohexan vor und kénnen anschliefend durch Redispergieren in eine
wassrige Lutensol AT50-Losung Uberfihrt werden. Lutensol AT50 stort jedoch die
Kristallisation von Calciumphosphat, indem es vermutlich wéhrend der Kristallisation
an die wachsenden Kristallflachen adsorbiert. Die Entfernung des Lutensol AT50 nach
dem Redispergieren bei gleichzeitigem Erhalten der kolloidalen Stabilitat ist bei den
Kapseln problematisch, da sie eher zur Agglomeration neigen als die in Kapitel 4.1.1
mineralisierten Polymerpartikel. Aus diesem Grund wurden die Kapseln direkt aus der
Cyclohexanphase auf SiO,-Wafer aufgebracht und anschliefend analog zu den mit
Partikeln beschichteten TiO,-Substraten (Kapitel 4.2.4) mit Calciumphosphat beladen.
Die Mineralisation der DNA-Kapseln mit Calciumphosphat erfolgte unter basischen
Bedingungen durch Zugabe von Calciumnitrat im ersten und Ammoniumphosphat im

zweiten Beladungsschritt, wie in Abbildung 32 schematisch gezeigt ist.

1) Ca(NO,), (aq)

2) (NH,),HPO,(aq) ° y

24 Std. bei 37 °C rithren

Calciumphosphat

I Abbildung 32: Schematische Darstellung der Mineralisation von DNA-Kapseln mit Calciumphosphat.
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In den REM-Aufnahmen in Abbildung 33 sind die DNA-Kapseln vor und nach der
Mineralisation mit Calciumphosphat gezeigt. Die Kapseln sind im REM als offene
Strukturen mit hell erscheinender Kapselwand erkennbar, was wahrscheinlich auf ein
Einfallen der Kapseln unter dem Vakuum des REM zuriickzufiihren ist. Nach der
Mineralisation mit Calciumphosphat sind in den REM-Aufnahmen winzige Kristalle auf
den Kapseln zu sehen. In der hoheren VergrofRerung sind nach der Mineralisation
sowohl die Kristalle als auch die Kapselmorphologie noch deutlich erkennbar. Damit
konnte gezeigt werden, dass DNA-Kapseln dhnlich zu den Phosphonat-
funktionalisierten Partikeln (Kapitel 4.2.4) als Templat fir die Kiristallisation von
Calciumphosphat dienen konnen. Eine XRD-Analyse von Kristallen, die in
Abwesenheit der Kapseln unter den gleichen Bedingungen gebildet wurden, zeigte, dass
sich unter diesen Bedingungen HAP-Kristalle gebildet haben. Wahrscheinlich handelt
es sich damit bei den Kristallen, die sich in Gegenwart der Kapseln auf der
Substratoberflache gebildet haben, ebenfalls um HAP.

Abbildung 33: REM-Aufnahmen von Nanokapseln aus c-DNA vor (a und b) sowie nach der
Mineralisation mit Calciumphosphat (c und d).
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Um eine definiertere Mineralisation der Kapselwédnde mit Calciumphosphat zu
erreichen, wurde anschliefend eine modifizierte Methode angewandt. In den zuvor
mineralisierten DNA-Kapseln befand sich eine verdinnte NaCl-Losung, stattdessen
wurde nun eine Ammoniumphosphat-Lésung im Kapselinneren verwendet. Es wurde
angenommen, dass auf diese Weise allein durch die Zugabe von Calciumnitrat im ersten
Beladungsschritt die Bildung von Calciumphosphat an der Kapselwand erreicht werden
kann. Nach der Calciumionen-Zugabe wurden die Proben 24 h lang bei 37 °C geriihrt,
wobei auf den zweiten Beladungsschritt (die Phosphationen-Zugabe) verzichtet wurde.
Die REM-Aufnahmen der mit Kapseln beschichteten SiO,-Wafer vor und nach der
Mineralisation mit Calciumphosphat sind in Abbildung 34 gezeigt. Im Gegensatz zu
den zuvor mineralisierten Kapseln sind hier keine Kristalle erkennbar, es kénnte sich
jedoch auch um amorphes Calciumphosphat handeln. Erste experimentelle Hinweise
darauf sind, dass die Stabilitat der Kapseln im Elektronenstrahl nach der Mineralisation
deutlich héher war als vorher. Auch erscheint die Kapselwand nach der Mineralisation
mit deutlich hoherem Kontrast zum Kapselinneren. Um nachzuweisen, dass sich
tatséachlich Calciumphosphat an der Kapselwand gebildet hat, wurden Substrate so mit
DNA-Kapseln  beschichtet, dass eine deutliche Grenze zwischen der
Kapselbeschichtung und dem unbeschichteten SiO,-Waver erkennbar ist (Abbildung
34). Im néachsten Schritt kann mit Hilfe einer Elementaranalyse im REM die
Anwesenheit von Calcium und Phosphor in den Bereichen, in denen sich Kapseln
befinden untersucht werden. Die Kkapselfreien Bereiche werden hierbei aus
messtechnischen Griinden als Referenz bendtigt.
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5000 nm Endey A 2000 nm

Abbildung 34: REM-Aufnahme eines mit DNA-Kapseln beschichteten SiO,-Wafer vor (a) und nach der
Mineralisation mit Calciumphosphat (b). In den unteren beiden REM-Aufnahmen (c und d) ist der
Rand einer mit Calciumphosphat mineralisierten Kapselschicht zu sehen.
Es wurde gezeigt, dass diinne und homogene Schichten von DNA-Kapseln auf einem
Wafer hergestellt und mit Calciumphosphat mineralisiert werden kénnen. Im néchsten
Schritt konnten funktionelle Substanzen wie zum Beispiel Wachstumsfaktoren oder
Medikamente im hydrophilen Kapselinneren verkapselt werden, um auf diese Weise
biologisch aktive Implantatbeschichtungen herzustellen.
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In den letzten Jahren wurden in der biomedizinischen Forschung enorme
Anstrengungen unternommen, um multifunktionelle Nanokapseln zu entwickeln.
Einige Bestrebungen zielten auf die Verkapselung von Medikamenten in
bioabbaubaren Nanokapseln oder Nanogelen ab, um eine kontrollierte
Medikamentenfreisetzung zu erreichen ohne dabei toxische Materialien
einzusetzen.*? Besonders organisch-anorganische Hybridmaterialien zeigen ein groRes
Potential als multifunktionelle Freisetzungssysteme, da sie die unterschiedlichen
Materialeigenschaften und Funktionalitditen der organischen und anorganischen
Komponenten verbinden.” *** AuRerdem ermoglichen neue Synthesestrategien wie die
templatgesteuerte Mineralisation eine Synthese unter milden Reaktionsbedingungen.

Die wasserloslichen Gelatinemolekiile werden normalerweise durch organische
Moleklile vernetzt, um stabile Gelatinenetzwerke zu erhalten, welche unloslich in
Wasser sind. AnschlieBend konnen die vernetzten Gelatinepartikel mit
Calciumphosphat zu Hybridpartikeln mineralisiert werden.*® *? In diesem Kapitel wird
ein neues Konzept zur in-situ-Herstellung von Gelatine/Calciumphosphat-Kapseln
vorgestellt, welches auf der direkten in-situ-Mineralisation der Gelatine-Molekiile an
der Tropfchengrenzfliche von Wasser-in-Ol (w/o) Miniemulsionen basiert. In diesem
Fall ist keine zusatzliche Vernetzung notig, das Calciumphosphat selbst fungiert als
Vernetzer der Gelatineketten und stabilisiert die kompakte organisch-anorganische
Hybrid-Hille der Nanokapseln. Das hier eingesetzte Miniemulsionssystem eignet sich
zudem sehr gut zur Verkapselung hydrophiler Substanzen im Kapselinneren.

Die Verwendung von Gelatine und Calciumphosphat als Kapselmaterial ist flr eine
mogliche Anwendung der Kapseln zur Behandlung von Knochendefekten vorteilhaft.
Calciumphosphat wird bereits als Tragermaterial von pharmakologisch wirksamen
Substanzen eingesetzt'®” °® % und gilt zusatzlich selbst als Medikament, da die aus
Calciumphosphat freige-setzten lonen das Wachstum neuen Knochenmaterials
unterstutzen kénnen.'*® Auf Grund der intrinsischen Eigenschaften von Gelatine und
Calciumphosphat kdonnen die Gelatine/Calciumphosphat-Nanokapseln  zudem
potentiell durch verschiedene &uRere Reize wie Anderungen des pH-Wertes, der
Temperatur, der lonenstdarke oder der Anwesenheit von Enzymen angesprochen
werden. Die multifunktionellen Nanokapseln koénnten daher beispielsweise als
regeneratives Material in der Behandlung von Knochendefekten eingesetzt werden.
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4.3.1 Synthese und Charakterisierung von Gelatine/Calciumphosphat-
Nanokapseln

Gelatine/Calciumphosphat-Nanokapseln wurden hergestellt, indem eine Calcium-lonen
enthaltende wéssrige Gelatine-Losung unter basischen Bedingungen zu einer inversen
Miniemulsion gegeben wurde. Diese Miniemulsion enthielt 100-250 nm groRe
Tdpfchen einer wassrigen Natriumphosphatlésung in Cyclohexan als kontinuierlicher
Phase (Abbildung 35). Unter basischen Bedingungen enthalten die Gelatinemolekiile
deprotonierte Carboxylgruppen, welche Calcium-lonen durch Komplexierung binden
kénnen. Die starken Wechselwirkungen der Calcium-lonen mit den negativ geladenen
Gruppen der Gelatineketten erhéhen zudem die Loslichkeit von Gelatine in Wasser.
Diese mit Calcium-lonen geséttigten Gelatinemolekiile adsorbieren nach der Zugabe zu
einer inversen Miniemulsion an die Grenzflache der Phosphat-lonen enthaltenden
Nanotrépfchen. Anschlielend flhrt die Diffusion der gegensatzlich geladenen Calcium-
und Phosphat-lonen in Richtung der Tropfchen-Grenzflache zu einer kontrollierten
Mineralisation von Calciumphosphat an der Grenzflache, die im Folgenden als
Grenzflachenmineralisation bezeichnet wird.

[ Cyclohexan Wasser [l CaP (V™ Gelatine

Abbildung 35: Schematische Darstellung der Herstellung von Gelatine/Calciumphosphat-Nanokapseln
durch die Mineralisation von Gelatine an der Grenzfliche von Miniemulsionstropfchen (in inverser
Miniemulsion).
Nach der Mineralisation wurden die Hybridkapseln durch Redispergieren von der
organischen Cyclohexanphase in eine waéssrige Poly(vinylpyrrolidon) (PVP)
enthaltende Dispersion Uberfuhrt. PVP ist ein polares, wasserlésliches Polymer, das als
Emulgator fur die hydrophilen Nanokapseln wirkt. Fir die mdgliche Anwendung der
Kapseln in der Medikamentenfreisetzung ist die Verwendung von PVP als Emulgator

attraktiv, da es adsorbiert auf der Partikeloberflache dafiir bekannt ist, die Zirkulation
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der Partikel im Blut zu verlangern.”® DLS-Messungen der Calciumphosphat/Gelatine-
Kapseln in Cyclohexan und nach dem Redispergieren in Wasser zeigen nahezu
unverénderte hydrodynamische Durchmesser von 220-290 nm vor und nach dem
Redispergieren (Tabelle 5).

Tabelle 5: In der Synthese von Gelatine/Calciumphosphat-Kapseln eingesetzte experimentelle
Bedingungen und mittels DLS erhaltene hydrodynamische Durchmesser vor und nach dem
Redispergieren in Wasser.

Gelatine ca® PO, HAP-Kristalle Durchmesser (nm)
Probe pH . .

(mg) (1Mol) (nMol) (mg) inCH in Wasser
FO1 7,4 15 5 30 - 217 + 36 225 %55
F02 10 15 5 30 - 227 41 216 + 47
FO3 10 15 10 60 - 287 +54 287 +58
FO4 10 15 10 60 2,5 232+48 290+53
FO5 10 15 10 60 5 240+ 40 -

Ein entscheidendes Merkmal der Synthese wvon Nanokapseln Uber die
Grenzflachenmineralisation ist das Ausnutzen der Grenzflachenaktivitdt der

17 Gelatine wirkt in Emulsionen als Cotensid, indem

polyampholyten Gelatinemolekiile.
sie durch die Adsorption an die Tropfchengrenzflache die Grenzflachenspannung
herabsetzt.'®*®° Indem bei der Herstellung der Gelatine/Calciumphosphat-Kapseln
relativ niedrige Gelatinekonzentrationen eingesetzt (0,75 Gew.-%) werden, kann dieser
Effekt fir die Bildung einer mineralisierten Kapselhille ausgenutzt werden.
Gleichzeitig wird auf diese Weise die Gelbildung der Gelatineketten im Kern der
Kapseln vermieden, da diese typischerweise erst bei Konzentrationen tber 1 Gew.-%
einsetzt. Da die Eigenschaften der Hybridkapseln sowohl von der Kapselmorphologie
als auch von der gebildeten Calciumphosphat-Phase abhéngen, ist die bewusste Wahl

der Mineralisationsparameter von grof3er Bedeutung.

Im ersten Schritt wurde die Komplexierung der Calcium-lonen an Gelatinemolekdile
optimiert, indem eine spezielle Art Gelatine (Gelatine Typ S, Gelita), deren Menge an
negativ geladenen Gruppen durch Derivatisieren erhoht ist, eingesetzt wurde. Mit Hilfe
von Titrationsexperimenten wurde die F&higkeit verschiedener Gelatinearten, Calcium-
lonen zu binden, bestimmt (Abbildung 36). Dabei wurde herausgefunden, dass unter
den gewahlten experimentellen Bedingungen 1 g Gelatine (Typ S) 2,2x10™° Mol
Calcium-lonen binden kann. Indem anschliel3end bei der Herstellung der Hybridkapseln
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Calciumionen-Konzentrationen  eingesetzt  wurden, die der Calciumionen-
Aufnahmekapazitdit von Gelatine entsprechen, konnte eine unkontrollierte
Kristallisation von Calciumphosphat weitestgehend unterdriickt werden. Stattdessen ist
die Calciumphosphat-Bildung auf die Umgebung der Gelatineketten beschrankt, von
denen angenommen wird, dass sie sich hauptsachlich an der Tropfchengrenzflache
befinden. Dies fuhrt zu einem definierten Reaktionsraum fir die Mineralisation an der
Grenzflache (siehe TEM-Aufnahmen in Abbildung 38). Zudem beeinflussen das
Verhaltnis von Calcium- zu Phosphat-lonen und der pH-Wert wesentlich die Bildung
von Calciumphosphat. Aus diesem Grund wurden verschiedene pH-Werte, namlich
physiologischer pH (pH 7,4) und basischer pH (pH 10), sowie verschiedene
lonenkonzentrationen getestet (Tabelle 5).
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Abbildung 36: Messung der Calciumionen-Aufnahmekapazitat unterschiedlicher Gelatine-Arten unter
basischen Bedingungen (pH 10) bei 37 °C.

In den Abbildung 37 und Abbildung 38 sind REM- und TEM-Aufnahmen der
mineralisierten Hybrid-Nanokapseln gezeigt. Die Ausbildung der Kern-Hille-
Morphologie mit einer elektronenreichen Hulle um einen weniger elektronenreichen
Kern ist in der TEM-Aufnahme deutlich erkennbar. Da Gelatine im TEM nur einen sehr
geringen Kontrast zeigt, ist das anorganische Calciumphosphat, das sich an der
Grenzflache befindet, fir den starken Kontrast verantwortlich. Die REM-Aufnahmen
bestatigen diese Kapselmorphologie, in Abbildung 37 sind sowohl geschlossene als
auch offene Kapselstrukturen erkennbar, wobei die offenen Strukturen eventuell ein

Trocknungsartefakt sind.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Das Dunkelfeldbild einer vergroRerten Probenflache in Abbildung 38b zeigt keine
kristallinen Eigenschaften (Kristalle sind im Dunkelfeld des TEM als helle Punkte zu
erkennen), was auf die Bildung einer amorphen Calciumphosphat-Hdlle hinweist. In der
Literatur ist bekannt, dass funktionelle, als Matrix fungierende Molekiile wie Gelatine
als Templat fiir die Calciumphosphat-Mineralisation dienen kénnen.** Gleichzeitig
konnen diese Makromolekiile thermodynamisch weniger stabile Phasen wie amorphes
Calciumphosphat unter Bedingungen stabilisieren, unter denen normalerweise nur
thermodynamisch stabilere Phasen wie Octacalciumphosphat (OCP) oder HAP gebildet
werden."® Amorphes Calciumphosphat ist fiir die biomedizinische Anwendung ein
interessantes Material, da es sich in die thermodynamisch stabileren Phasen umformen
kann.?® * In der Medizin wird amorphes Calciumphosphat aus diesem Grund oft als
resorbierbares Prékursor-Material fir die Bildung des Knochenminerals HAP
eingesetzt.

.

\ 1000 nm

I Abbildung 37: REM-Aufnahmen von Gelatine/Calciumphosphat-Nanokapseln, die mit Hilfe der
Grenzflachenmineralisation hergestellt wurden (Probe FO3).

In friheren Untersuchungen wurden mit Glutardialdehyd vernetzte nanometergrofie
Gelatinepartikel als Templat fir die Bildung von Calciumphosphat in den
Nanopartikeln eingesetzt.>* Dabei wurde zuerst amorphes Calciumphosphat im Inneren
der vernetzten Gelatinepartikel gebildet, das sich dann nach der Ostwald‘schen
Stufenregel in das thermodynamisch stabilere HAP umwandelte. Im Gegensatz zu
diesem Vorgang basiert die in diesem Kapitel beschriebene Herstellung von
Hybridkapseln —auf der Adsorption unvernetzter Gelatineketten an die
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4.3 Gelatine/Calciumphosphat-Nanokapseln iber Grenzflachenmineralisation

Tropfchengrenzflache, welche im nédchsten Schritt als Templat fir die
Calciumphosphat-Mineralisation dient. In diesem Fall wurde vor dem Redispergieren in
Wasser kein kristallines Calciumphosphat in der Kapselhille gefunden. Dennoch
konnte eine Umwandlung zu thermodynamisch stabileren Calciumphosphat-Phasen
entweder mit der Zeit oder durch die sequentielle Zugabe von Calcium- und Phosphat-
lonen zu den in Wasser redispergierten Nanokapseln erfolgen. Zusatzlich konnte dies
eine Madglichkeit bieten, die Dicke der Kapselhllle zu variieren und damit
unterschiedliche Freisetzungskinetiken einzustellen.
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Abbildung 38: TEM-Aufnahmen der ber die Grenzflaichenmineralisation hergestellten
Gelatine/Calciumphosphat-Kapseln. (a) Hellfeld-Aufnahme und (b) Dunkelfeld-Aufnahme der Kapseln.

4.3.2 Verkapselung von Hydroxylapatit-Kristallen

Die  Grenzflaichenmineralisation ermdglicht die erfolgreiche  Verkapselung
verschiedener Materialien im wassrigen Kern der Gelatine/Calciumphosphat-Kapseln.
Die inverse Miniemulsionstechnik eignet sich dabei ideal fir die Verkapselung
hydrophiler Substanzen, weil diese zunéchst gelOst oder dispergiert in der wassrigen
Phase vorliegen und dann im Emulgierschritt homogen tber die Nanotropfchen verteilt
werden.” ¥ AnschlieBend dient die Tropfchengrenzflache, an der mit Calcium-lonen
gesattigte Gelatinemolekdile adsorbiert vorliegen, als Templat fir die Mineralisation und
gleichzeitige Verkapselung. Als Modellsystem fir die Verkapselung und Freisetzung
kleiner Molekiile wurde der wasserlésliche Farbstoff Rhodamin eingesetzt.
Entsprechend wurden als Beispiel fur eine groRere Substanz winzige ca. 10 nm grofRe
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4 Ergebnisse und Diskussion

HAP-Kristalle, die von A. E. hergestellt wurden, in den Hybridkapseln verkapselt (vgl.
Tabelle 5).

Die Verkapselung von HAP-KTristallen wurde erreicht, indem die Kristalle zunéchst in
einer wassrigen PVP-LoOsung dispergiert und mit Phosphat-lonen versetzt wurden.
AnschlieRend wurde die auf diese Weise erhaltene Dispersion als disperse Phase in
einer Miniemulsion analog zur Vorgehensweise in Kapitel 4.3.1 eingesetzt.
AnschlieBend wurden durch Zugabe einer Calcium/Gelatine-Losung durch
Grenzflachenmineralisation Gelatine/Calciumphosphat-Kapseln mit verkapseltem HAP
erhalten. TEM-Aufnahmen der HAP-Kristalle enthaltenden Nanokapseln zeigen eine
homogene Verkapselung der winzigen Kristallite in den Kapseln (Abbildung 39). In
der Dunkelfeld-Aufnahme heben sich die verkapselten HAP-KTristalle deutlich in heller
Farbe von den amorph erscheinenden Calciumphosphat/Gelatine-Kapselhdillen ab. Die
Ergebnisse der XRD bestatigen zudem die Anwesenheit von HAP im untersuchten
System (Abbildung 40).
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100 nm 200 nm

Abbildung 39: TEM-Aufnahmen von Gelatine/Calciumphosphat-Kapseln mit fliissigem Kern (a) und
verkapselten HAP-Kristallen in hoher (b) und niedrigerer VergroBerung (c), sowie eine Dunkelfeld-
TEM-Aufnahme von verkapselten HAP-Kristallen (d).

Die erhaltenen Kapseln mit und ohne verkapseltem HAP wurden im Anschluss an die
Synthese durch Redispergieren von der Cyclohexanphase in die wassrige Phase
uberfiihrt. Die Kapseln konnten erfolgreich in wéssriger PVP- oder Lutensol-Ldsung,
nicht jedoch in verdinnter SDS-L6sung redispergiert werden. Um eine mogliche
Ursache fiir die Schwierigkeiten bei der Redispergierung in einer SDS-Ldsung zu
finden, wurde der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin in den Kapseln verkapselt (siehe
Kapitel 4.3.3). Nachdem die Rhodamin enthaltenden Kapseln in SDS-Losung
redispergiert und zentrifugiert wurden, war der Uberstand stark rot gefarbt, wohingegen
der Kapselruckstand farblos erschien. Dies deutet auf eine Freisetzung des Farbstoffes
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4 Ergebnisse und Diskussion

wahrend dem Redispergieren in SDS-Ldsung hin. Wurden die Kapseln in einer Lésung
des nichtionischen Tensid Lutensol AT50 oder PVP redispergiert, erschien der
Uberstand der Lésung nach der Zentrifugation nahezu farblos und der Kapselriickstand
stark rot gefarbt. Wurde der wassrigen PVP-L6sung jedoch eine gréRere Menge
Calciumnitrat zugeftigt, war ein &hnlicher Effekt (Farbstoff-Freisetzung), wie fir das
ionische Tensid SDS zu beobachten. Diese Beobachtungen geben erste Hinweise
darauf, dass die Kapselhille in Anwesenheit hoher lonenkonzentrationen bricht. Eine
Ursache hierfur kdnnte der osmotische Druck zwischen dem Kapselinneren und der
umgebenden Ldsung (im Falle hoher lonenkonzentrationen) sein. Im ndchsten Kapitel
wird die Verkapselung des Farbstoffes Rhodamin sowie dessen Freisetzung durch
Anderungen des pH-Wertes detailliert beschrieben.
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CaP/Gel-Kapseln
mit HAP

—— HAP-Kristalle
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Abbildung 40: Rontgendiffraktogramme der in Gelatine/Calciumphosphat-Nanokapseln verkapselten
HAP-Kristalle sowie reine HAP-Kristalle und Tensid (KLE) als Referenzen.

In Abbildung 41 ist eine TEM-Aufnahme der Kapseln (ohne verkapseltes HAP) nach
dem Redispergieren in PVP-L6sung gezeigt. Die dunkle Kapselhille ist deutlich
erkennbar, wobei die Kapseln stérker als vor der Redispergierung zur Agglomeration
(wéhrend des Trocknungsprozesses) neigen. Diese Aufnahme zeigt damit, dass die mit
Calciumphosphat mineralisierte Gelatine, welche die Kapselwand bildet, auch nach der
Redispergierung in Wasser stabil ist.
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4.3 Gelatine/Calciumphosphat-Nanokapseln iber Grenzflachenmineralisation

Abbildung 41: TEM-Aufnahme von Gelatine/Calciumphosphat-Kapseln nach dem Redispergieren in
wassriger PVP-Losung.

4.3.3 Verkapselung und Freisetzung von Rhodamin

Nach der erfolgreichen Verkapselung von HAP-KTristallen, wurde Rhodamin 6G in den
Calciumphosphat/Gelatine-Kapseln verkapselt. Die Strukturformel von Rhodamin 6G
ist in Abbildung 42 gezeigt. Rhodamin ist ein wasserldslicher Fluoreszenzfarbstoff und
eignet sich daher als Modell-Substanz, um eine mogliche Anwendung der Kapseln fur
die Verkapselung und Freisetzung von Medikamenten aufzuzeigen. Die
Calciumphosphat/Gelatine-Kapseln  sind nicht nur wegen der vorteilhaften
Eigenschaften von Calciumphosphat, sondern auch wegen des Zersetzungsverhaltens
von  Gelatine  aussichtsreich  als  multifunktionelles  System  fir  die
Medikamentenfreisetzung. Verschiedene Ausldser flr eine gezielte Freisetzung durch
die Zersetzung von Gelatine sind moglich, so zum Beispiel Anderungen des pH-Wertes

oder der Temperatur sowie die Anwesenheit von Enzymen.
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I Abbildung 42: Strukturformel des Fluoreszenzfarbstoffes Rhodamin 6G.

Die Verkapselung von Rhodamin wurde erreicht, indem dieses in einer Phosphatldsung
geldst wurde, bevor das System emulgiert und die Calcium/Gelatine-Lésung flr die
Grenzflachenmineralisation zugegeben wurde. Fir eine mogliche Anwendung als pH-
spaltbare Kapseln wurde anschlieBend die Freisetzung von Rhodamin aus den Kapseln
untersucht. Dazu wurden die Kapseln zunéchst bei pH 7,4 (physiologischer pH) fiir 12 h
in der Wasserphase redispergiert. Danach wurde in 6 Aliquoten der Probe der pH-Wert
auf unterschiedliche Werte eingestellt (pH 2, 3, 4, 5, 6 und 7,4). Nach der Zentrifugation
der Kapseln nach verschiedenen Zeitintervallen wurde die Fluoreszenzintensitit des

Uberstandes gemessen und daraus die Menge an freigesetztem Farbstoff bestimmit.

Hierbei wurde die Menge an Farbstoff, die bei einem pH-Wert von 2 freigesetzt wurde,
als 100%-ige Freisetzung festgesetzt, da unter diesen Bedingungen von einer
vollstdndigen Zersetzung von Gelatine und Auflésung von Calciumphosphat
ausgegangen werden kann. Die Freisetzung unter allen anderen pH-Werten wird als

prozentualer Anteil zur vollstandigen Freisetzung angegeben.

Interessanterweise wurden abhdngig von dem in der Dispersion wahrend des
Freisetzungsexperimentes vorliegenden pH-Werts unterschiedliche Mengen an
Farbstoff freigesetzt. Dies deutet darauf hin, dass die Kapseln gegeniiber Anderungen
des pH-Wertes unterschiedlich stabil sind. Gleichzeitig wurde herausgefunden, dass
nach der ersten Stunde der Messung in den weiteren 30 h keine zusatzliche Freisetzung
mehr stattfindet (Abbildung 43). Obwohl eine Zeitabhé&ngigkeit der pH-gesteuerten
Freisetzung hier nicht detektiert wurde, war es mdoglich, eine zweite Freisetzung
auszulésen, indem der pH-Wert von allen verschiedenen Proben (bei pH 3, 4, 5, 6 und
7,4) nach langerer Zeit (30 h) auf pH 2 gebracht wurden. Die Menge an freigesetztem
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4.3 Gelatine/Calciumphosphat-Nanokapseln iber Grenzflaichenmineralisation

Farbstoff war bei allen Proben mit der von Anfang an bei pH 2 eingestellten Probe
vergleichbar.
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Abbildung 43: Prozentualer Anteil an freigesetztem Farbstoff (Rhodamin 6G) in Abhdngigkeit des in
der Dispersion vorliegenden pH-Wertes nach unterschiedlichen Zeitpunkten. Die blauen
Markierungen zeigen die Freisetzung nach einer Anpassung des jeweiligen pH-Wertes auf pH 2 nach
30 h.

Der Wechsel von physiologischem pH-Wert (pH 7,4) zu saurem pH wurde hier als
Ausloser fur die Farbstoff-Freisetzung aus den Hybridkapseln verwendet. Um den
Freisetzungsmechanismus zu verstehen, ist es auf Grund der Komplexitdt des
Gelatine/Calciumphosphat-Systems notig, mindestens drei verschiedene Effekte zu
berticksichtigen. Zum einen ist die Auflésung von Calciumphosphat ein vom pH-Wert
der Dispersion abhangiger Prozess.*®® Zum anderen beeinflussen duRere Einfliisse wie
der pH-Wert die hydrolytische Zersetzung der Gelatine.™’ Zusatzlich spielt die Zeit, die
das System den jeweiligen Bedingungen ausgesetzt ist, fir die Freisetzung eine
wichtige Rolle. Da die Kapselhille aus mineralisierter Gelatine zusammengesetzt ist,
mussen dartber hinaus Wechselwirkungen zwischen Gelatinemolekilen und
Calciumphosphat im Hinblick auf die pH-Empfindlichkeit des Systems berticksichtigt
werden. Moglicherweise wird die Auflosung der Kapselwande beeinflusst durch die
pH-abhdngige Komplexierung von Calcium-lonen an Gelatine-Molekile und die damit
verbundene  Ausbildung von  Wasserstoffbrickenbindungen  zwischen  den

Gelatinestrangen. Der Einfluss der Komplexierung von Calcium-lonen auf die Bildung
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von Wasserstoffbriicken-Bindungen zwischen den Polypeptid-Strangen von Gelatine

wurde in der Literatur bereits beschrieben und unterstiitzt diese Vermutung.# 83

4.3.4 Verkapselung von Vancomycin

Nachdem Rhodamin als Modellsubstanz erfolgreich verkapselt werden konnte, sollte
ein wasserldsliches Antibiotikum, Vancomycin, verkapselt werden. Vancomycin wird
medizinisch zur Behandlung von multiresistenten Bakterien, die insbesondere nach
Knochenoperationen schwere Infektionen ausldsen kdnnen, eingesetzt. In diesen Fallen
ist eine reine intravendse Verabreichung nicht ausreichend, weshalb Vancomycin
enthaltende Knochentransplantate eingesetzt werden, die dieses Antibiotikum Uber
langere Zeit freisetzen.'® In Abbildung 44 ist die Strukturformel von Vancomycin, das
zur Wirkstoffgruppe der Glykopeptid-Antibiotika gehort, gezeigt.

I Abbildung 44: Strukturformel des als Antibiotikum wirksamen Medikaments Vancomycin.

Die Verkapselung von Vancomycin in den Gelatine/Calciumphosphat-Kapseln erfolgte
analog zur Verkapselung von Rhodamin. Im Anschluss an die Verkapselung wurden die
Kapseln in wassriger PVP-Losung bei pH 7,4 redispergiert. Um die pH-abhéngige
Freisetzung von Vancomycin aus den Kapseln zu untersuchen, wurde ein Teil der Probe

bei einem pH-Wert von 7,4 belassen und der andere Teil auf pH 2 angepasst.
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AnschlieRend wurde der Uberstand mittels HPLC untersucht. Die HPLC-Ergebnisse
zeigten jedoch in beiden Fallen die gleiche Menge an freigesetztem Vancomycin.
Dieses Ergebnis zeigt, dass bereits in der bei pH 7,4 redispergierten Probe das

Vancomycin wahrend des Redispergierens freigesetzt wurde.

Madoglicherweise wurde in unserem Fall wéhrend der Mineralisation die Mehrzahl der
Vancomycin-Molekile in die Kapselwand aus Calciumphosphat und Gelatine
eingeschlossen. Es ist aus der Literatur bereits bekannt, dass Vancomycin in die
Calciumphosphat-Matrix von Calciumphosphat-Knochenzementen und Beschichtungen
eingebaut wird, was fiir diese Annahme spricht."®* ¥ zZudem zeigten Studien zur
Freisetzung von Vancomycin aus Calciumphosphat-Zementen, dass Vancomycin leicht
durch die meist porése Polymer/Calciumphosphat-Phase zur Oberflache diffundiert und
je nach Stromungsgeschwindigkeit (welche zum Beispiel durch Rihren variiert wird)
relativ schnell freigesetzt wird.'®® Da sich Vancomycin aus den genannten Griinden
nicht zur Freisetzung aus den Gelatine/Calciumphosphat-Kapseln eignet, konnte in
zukiinftigen Experimenten die Verkapselung und Freisetzung eines anderen

Antibiotikums, wie zum Beispiel Gentamicin, getestet werden.

4.3.5 Zusammenfassung und Ausblick

In diesem Kapitel wurde die Synthese von Nanokapseln aus dem Biomaterial Gelatine
(hergestellt aus Kollagen) und Calciumphosphat beschrieben. Hierzu wurde eine neue
Methode, die Grenzflachenmineralisation in Miniemulsion angewendet, welche ein in-
situ-Verfahren zur Herstellung von organisch/anorganischen Hybridkapseln darstellt.
Durch die erfolgreiche Verkapselung winziger Hydroxylapatit-Kristalle, eines
Fluoreszenz-farbstoffes (Rhodamin) und eines als Antibiotikum eingesetzten
Medikamentes (Vancomycin) wurde das Potential fur die Anwendung als
multifunktioneller Nanocarrier gezeigt. Rhodamin wurde als Beispiel eines
wasserloslichen Molekils und zur Detektion der Freisetzung verkapselt. Die winzigen
verkapselten HAP-Kristalle kdnnten durch andere Substanzen &hnlicher GroRe wie
Biomakromolekiile (Enzyme, Peptide), Quantum dots oder verschiedene Kristalle
ersetzt werden.

Auf Grund der intrinsischen Eigenschaften von Gelatine und Calciumphosphat kénnen
die Gelatine/Calciumphosphat-Nanokapseln potentiell durch verschiedene dulRere Reize
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wie Anderungen des pH-Wertes, der Temperatur, der lonenstirke oder der Anwesenheit
von Enzymen angesprochen werden. Die multifunktionellen Nanokapseln kdnnten
daher beispielsweise als regeneratives Material in der Behandlung von
Knochendefekten eingesetzt werden. In diesem Kapitel wurde beispielhaft die pH-
abhangige Freisetzung von Rhodamin 6G aus den Kapseln gezeigt. Das verkapselte
HAP wirkt osteokonduktiv (natlirliches Knochenwachstum erleichternd) und hat sich
als Dotiersubstanz in Implantaten bewahrt. Medikamente wie das Antibiotikum
Vancomycin koénnten gleichzeitig gegen Wundinfektionen wirken. Zudem werden
wahrend des Abbaus der Kapselhulle wertvolle Proteine und Aminosduren (aus der
Gelatine) sowie Calcium-lonen (aus Calciumphosphat) freigesetzt, welche das
Wachstum neuen Knochenmaterials unterstiitzen kdnnten. Die in Gelatine vorhandenen
funktionellen Gruppen sind auferdem fur die kovalente Anbindung verschiedener
Medikamente, DNA oder anderer Biomolekiile von groem Nutzen und kénnten eine

gezielte Freisetzung und sogenanntes ,, Targeting“ ermdglichen.
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In diesem Kapitel wird die Synthese und Charakterisierung von extrem kleinen
Nanopartikeln, die aus nur einer einzigen Polymerkette bestehen, beschrieben. Die
Grenzflache zwischen wassriger und disperser Phase in Nanometer-groRen
Miniemulsionstropfchen sollte hier zur Separation einzelner in der dispersen Phase
gelosten Polymerketten eingesetzt werden. Nach der Verdampfung der dispersen
Phase sollten auf diese Weise Polymer-Einzelkettenpartikel erhalten und anschliefend
mit Hilfe verschiedener Analysetechniken untersucht werden. Es wird vermutet, dass
sich die Materialeigenschaften (wie zum Beispiel das Schmelzverhalten) der Polymer-
Einzelkettenpartikel auf Grund der fehlenden intermolekularen Wechselwirkungen
bzw. Verschlaufungen der Polymerketten von denen konventioneller Polymere
unterscheiden. Die hergestellten Polymer-Einzelkettenpartikel konnten deshalb zur
materialwissenschaftlichen Untersuchung dieses Zusammenhangs verwendet werden.
In der industriellen Anwendung konnten Polymer-Einzelkettenpartikel zu einer
verbesserten Prozessierbarkeit von Polymeren fiihren, deren auf konventionelle Weise
hergestellte Schmelzen hochviskos sind.

4.4.1 Herstellung von Einzelkettenpartikeln

Ziel dieses Themenkomplexes ist es, Nanopartikel herzustellen, die aus einer geringen,
genau definierten Anzahl Polymerketten oder nur einer einzigen Polymerkette bestehen.
Die Anzahl der Polymerketten pro Partikel soll dabei soweit minimiert werden, bis
Polymer-Einzelkettenpartikel, welche aus genau einer Polymerkette bestehen, vorliegen.
Die erhaltenen wéssrigen Polymerdispersionen sollen anschlieBend unter anderem durch
DLS und TEM charakterisiert sowie das rheologische Verhalten von Schmelzen der

Polymerpartikel untersucht werden.

Ein erster Ansatz, Einzelmolekilpartikel zu synthetisieren, bestand darin, eine wassrige
Miniemulsion herzustellen, deren disperse Phase aus einer hochverdiinnten
Polymerldsung besteht. Die Verdinnung sollte dabei so groR sein, dass im Durchschnitt
weniger als eine Polymerkette pro Tropfchen vorliegt. Indem das Ldsungsmittel
anschlieBend verdampft wird, entstehen im Idealfall kompakte Partikel, die jeweils
genau eine Polymerkette enthalten. Reine L&sungsmitteltropfchen verschwinden
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hierbei. In Abbildung 45 ist die Herstellung von Einzelkettenpartikeln Uber den
kombinierten Miniemulsions-Verdampfungsprozess schematisch gezeigt.

Die benétigte PS-Konzentration der dispersen Phase kann ungefahr abgeschatzt werden,
indem zunéchst Uber das Volumen der Miniemulsionstropfchen bei gegebenem
Tropfendurchmesser (ca. 100 nm) die Anzahl der Tropfen in einer Miniemulsion
berechnet wird. Unter der Annahme, dass genau gleich viele Tropfen wie Polymerketten
in der Miniemulsion vorliegen sollen, kann dann das Gewicht der entsprechenden
Polymerkettenzahl und damit die maximale Polymerkonzentration in der dispersen
Phase bestimmt werden. Die hier beschriebene Rechnung wurde als erste Néherung
verwendet, um die GréRenordnung der in der Einzelkettensynthese einzusetzenden PS-
Konzentration zu bestimmen. AnschliefRend wurde versucht, tber die Miniemulsions-
Verdampfungsmethode, unter Verwendung der zuvor abgeschatzten
Polymerkonzentrationen, Einzelkettenpartikel herzustellen.

Zwei Phasen Voremuision Miniemulsion (Tropfchen) Einzelkettenpartikel

B Wasser Toluol & Polystyrol o SDS

IAbbiIdung 45: Schematische Darstellung der Synthese von Einzelkettenpartikeln (iber den
kombinierten Miniemulsions-/Verdampfungsprozess.

Parallel zur Miniemulsions-Verdampfungsmethode wurde versucht, (ber eine
alternative Methode, die Miniemulsions-Diffusionsmethode, Einzelkettenpartikel
herzustellen. In dieser Methode wird nach der Herstellung der Miniemulsion das
Losungsmittel nicht durch Verdampfung aus der dispersen Phase entfernt, sondern
durch Zugabe groRer Mengen an kontinuierlicher Phase, sodass das in der dispersen
Phase vorliegende Ldsungsmittel vollstandig in der kontinuierlichen Phase 16slich ist
und durch Diffusion in diese Ubergeht. TEM-Aufnahmen zeigen, dass es auf diese
Weise moglich ist, Nanopartikel mit einem Durchmesser von weniger als 50 nm
herzustellen. Allerdings waren die auf diese Weise erhaltenen Dispersionen nach der

96



4.4 Polymer-Einzelkettenpartikel

Herstellung so stark verdinnt, dass eine Messung der PartikelgroRe mittels DLS nicht
mehr moglich war, weshalb diese Methode nicht weiterverfolgt wurde (siehe Anhang).

AuRerdem wurde versucht, Uber den Ouzo-Effekt Einzelkettenpartikel herzustellen.
Auch in diesem Fall war es moglich, kleine Polymernanopartikel mit einem
Durchmesser von unter 50 nm herzustellen. Unter den gewahlten Bedingungen konnten
jedoch keine Partikel mit einer GroRe im Einzelketten-Bereich (ca. 7-10 nm) erhalten
werden (siehe Anhang).

Da sich die beiden zuletzt genannten Methoden im Gegensatz zur Miniemulsions-
Verdampfungsmethode in der Herstellung von Einzelkettenpartikeln als nicht
erfolgversprechend erwiesen haben, wurde in den folgenden Experimenten die
Miniemulsionsverdampfungsmethode verwendet, um Einzelkettenpartikel herzustellen.
Zur Herstellung von Miniemulsionen ist es nétig, den Prozess der Ostwaldreifung zu
unterdriicken, um stabile Tropfchen zu erhalten. Normalerweise wird zu diesem Zweck
ein Ultrahydrophob eingesetzt, das als osmotisches Reagenz gegen die Ostwaldreifung
wirkt. Bei der Herstellung der Einzelkettenpartikel konnte kein zusatzliches Hydrophob
eingesetzt werden, da dessen Entfernung nach der Synthese problematisch ist und die
Materialeigenschaften der erhaltenen Einzelkettenpartikel stark beeinflussen wirde. In
der Miniemulsions-Verdampfungsmethode sind Ublicherweise die in der dispersen
Phase geltsten Polymerketten flr die Stabilitat der Miniemulsionen verantwortlich. Da
im Fall der Einzelkettensynthese die verwendete Polymerkonzentration jedoch stark
verringert wurde (Anwesenheit von reinen Loésungsmitteltropfchen), musste versucht
werden, die kolloidale Stabilitat der Miniemulsionen auf andere Weise zu erhalten.

Aus diesem Grund wurde der Miniemulsions-Verdampfungsprozess hier optimiert und
entsprechend den Anforderungen modifiziert. Hierfir wurden unterschiedliche
Losungsmittel, Tensidkonzentrationen und Verdampfungstemperaturen getestet sowie
der Einsatz eines zusatzlichen Co-Tensides versucht, was im Anhang dieser Arbeit
zusammengefasst ist. Als optimale Bedingungen erwiesen sich im Vergleich zur
konventionellen ~ Miniemulsions-Verdampfungsmethode  eine  leicht  erhohte
Tensidkonzentration sowie die Verwendung von Toluol als Losungsmittel. Eine weitere
Erhohung der Tensidkonzentration und zusétzliches Co-Tensid flhrten nicht zu einer
Verbesserung. Da die hergestellten Miniemulsionen trotz der optimierten Bedingungen
bereits nach mehreren Minuten Anzeichen kolloidaler Instabilitat zeigten (beginnendes
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4 Ergebnisse und Diskussion

Aufrahmen), wurde die Verdampfungszeit stark verkirzt, indem durch starkes Rihren
die Oberflache der Dispersion vergréRert und die Temperatur erhoht wurde. Auf diese
Weise konnte beobachtet werden, wie sich die milchig-tribe Miniemulsion bereits nach
ca. 20 min aufklarte, was darauf hinweist, dass sich schon nach dieser Zeit die
TropfchengroRe erheblich verkleinert hat.

Unter Verwendung der zuvor berechneten Polymerkonzentration konnten auf diese
Weise sehr kleine Polymernanopartikel hergestellt werden. Um eine mdglichst enge
PartikelgroRenverteilung zu erhalten, wurden nur Polymere mit sehr enger
Molekulargewichtsverteilung, die zuvor Uber die anionische Polymerisation hergestellt
wurden, in der Einzelkettensynthese eingesetzt. Um die GroRe von Partikeln, die aus
nur einer Polymerkette bestehen, abzuschatzen, wurde (ber die Dichte und das
Molekulargewicht des verwendeten Polymers die zu erwartende PartikelgroRe

berechnet:

%TTT36NA

M,

N = 4-1
mit r als Partikelradius, J als Dichte von PS (1,05 g/cm®), N als Avogadro-Konstante

und M,, als Molekulargewicht von PS.

DLS-Messungen an in Ldésung kollabierten einzelnen Polymerketten haben ergeben,
dass der Durchmesser der einzelnen Ketten ungefahr mit der ber die konventionelle
Polymerdichte berechneten Vorhersage (bereinstimmt. Trotzdem sollte beachtet
werden, dass es sich hierbei um eine Naherung handelt, da die exakte Dichte einzelner
Polymerketten bisher nicht bekannt ist und mdglicherweise geringfligig von der Dichte
im Feststoff abweicht. In Abbildung 46 ist die theoretisch berechnete Partikelgrofie von
Einzelkettenpartikeln, die fir unterschiedliche Molekulargewichte erwartet wird,
aufgetragen.
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Theoretische GroRe Einzelketten in nm
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I Abbildung 46: Zusammenhang zwischen dem Molekulargewicht von PS und der zu erwartenden
GrolRe von Einzelkettenpartikeln.

Ein Vorteil der Miniemulsions-Verdampfungsmethode ist, dass die erhaltenen
Polymerpartikel nach der Synthese dispergiert in Wasser vorliegen und daher sehr gut
mittels winkelabhangiger DLS charakterisiert werden kénnen. AnschlieBend kénnen die
so erhaltenen Werte mit der theoretischen Vorhersage verglichen werden, um
herauszufinden, ob es sich tatsdchlich um Einzelkettenpartikel handelt. Bei den sehr
kleinen Einzelkettenpartikeln (ca. 10 nm Durchmesser) hat die Anwesenheit von SDS
(ca. 0,8 nm Lange) auf der Partikeloberflache einen nicht zu vernachléssigenden
Einfluss auf die erhaltene PartikelgroRe. Da mit Hilfe der DLS der hydrodynamische
Radius der Partikel bestimmt wird, was das Tensid SDS, welches sich auf der
Oberflache der Partikel befindet mit einschliet, wurde untersucht, wie sich die

Dialysezeit auf die erhaltene PartikelgroRRe auswirkt.

In Abbildung 47 ist der mittels DLS bestimmte Partikeldurchmesser von
,Einzelkettenpartikeln“ gegen die Dialysezeit aufgetragen. Es zeigte sich, dass die
PartikelgroBe mit der Dialysezeit leicht abnimmt, ab einer Dialysezeit von 5 Tagen
jedoch ungeféhr konstant bleibt. Die in dieser Arbeit gezeigten PartikelgroRen wurden
aus diesem Grund immer nach einer Dialysezeit von ungeféhr 5 Tagen gemessen. Die
erhaltenen Dispersionen waren selbst nach der Entfernung von tberschiissigem Tensid

durch Dialyse noch ca. 2-4 Wochen kolloidal stabil.

Die Lichtstreuintensitit hangt in der DLS von der GroRe der gemessenen Partikel ab,
weshalb in der Intensitatsverteilung der PartikelgroBen gréRere Partikel stérker
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gewichtet werden als kleinere. Dies flhrt dazu, dass einzelne groRere Partikel einen sehr
grolRen Einfluss auf die erhaltene Partikelgrofie austiben. Aus diesem Grund werden flr
sehr kleine Partikel, wie sie zum Beispiel auch in der Mikroemulsionspolymerisation
erhalten werden, die PartikelgroRen ublicherweise als Zahlenmittel angegeben.®® Als
Vergleich sind in Abbildung 47 die PartikelgroRen sowohl als Intensitats-, Massen-,

und Zahlenverteilung angegeben.

184 = Il |ntensitatsverteilung
16, T Bl Massenverteilung
6—_ Il Zahlenverteilung

PartikelgréRe in nm
(e}
1

0 1 2 5 6 7
Dialysezeit in Tagen

I Abbildung 47: Einfluss der Dialysezeit auf die mittels DLS bestimmte PartikelgroRe (Intensitats-,
Massen und Zahlenverteilung) von Einzelkettenpartikeln.

In der Zahlenverteilung der PartikelgroBen wurde stets eine monomodale Verteilung
erhalten, im Folgenden werden alle PartikelgroRen aus diesem Grund und den zuvor
genannten Vorteilen als Zahlenverteilung angegeben. Dies erleichtert zusétzlich den
spateren Vergleich mit aus TEM-Bildern erhaltenen PartikelgroBen. Im Falle der
Einzelkettenpartikel wurde in der Intensititsverteilung und der Massenverteilung
zusatzlich zu den Einzelkettenpartikeln eine zweite hier nicht dargestellte PartikelgroRe
erhalten, die jeweils im Bereich von ca. 100 nm (Durchmesser) liegt. Dieses zweite
Signal entsprach typischerweise einem Massenanteil von ungefahr 5 Gew.-% der
Gesamtmasse an Partikeln und geht mdoglicherweise auf Aggregate der
Einzelkettenpartikel, die sich nach der Dialyse in der Dispersion gebildet haben, zuriick
oder ist ein Artefakt der PartikelgroRenbestimmung. Einzelne grofRe Partikel sind
vermutlich eher nicht fur diese zweite Partikelgrofle verantwortlich, da in den
zahlreichen TEM- und REM-Untersuchungen (vgl. Abbildung 49 und Abbildung 50)

keine Partikel in dieser GroRenordnung gefunden wurden.
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4.4.2 Einfluss des Molekulargewichtes

Um den Einfluss des Molekulargewichtes der verwendeten Polymere auf die
resultierenden Durchmesser der Einzelkettenpartikel zu untersuchen, wurden
Einzelkettenpartikel mit unterschiedlichen Molekulargewichten hergestellt und deren
Grolke mit Hilfe von winkelabhangiger DLS und aus TEM-Bildern bestimmt und
verglichen. In Tabelle 6 sind die wichtigsten Eigenschaften der in der Synthese
verwendeten Polymere sowie die theoretischen (Drtheorie) Und erhaltenen
PartikelgroBen (D,) zusammengefasst. Es ist erkennbar, dass fur alle
Molekulargewichte sehr kleine Nanopartikel mit einem Durchmesser von zwischen
9 nm und 23 nm erhalten wurden. Die mittels DLS bestimmten PartikelgréRen nehmen
dabei (bei gleicher in der Synthese eingesetzter Polymerkonzentration) mit steigendem
Molekulargewicht deutlich zu. Allerdings liegen die Partikeldurchmesser geringfligig
Uber den theoretisch berechneten PartikelgroBen von Einzelkettenpartikeln der
jeweiligen Molekulargewichte. Dabei muss jedoch berucksichtigt werden, dass die
mittels DLS bestimmten PartikelgroBen dem hydrodynamischen Radius der Partikel
entsprechen, welcher auf Grund der Anwesenheit von Tensid auf der Partikeloberflache

etwas grof3er ist als der reine Polymerpartikel.

Tabelle 6: Abhidngigkeit der erhaltenen Partikelgrée und der pro Partikel bestimmten Anzahl an
Polymerketten vom Molekulargewicht des verwendeten PS.

Probe Molekulargewicht (M,,) D Drheoric” D,f Anzahl o
in g/mol in nm in nm Ketten/Partikel
EO1 45 000 1,02 5,2 9,8+2,1 6,7
EO02 100 000 1,05 6,7 94+2,3 2,7
EO3 170 000 1,05 8,0 10,8 +1,7 2,4
EO4 300 000 1,02 9,7 11,0+1,7 1,5
EOS 515 000 1,07 11,6 13,7+1,6 1,6
EO6 830000 1,08 13,6 144 +2,0 1,2
EOQ7 1 850 000 1,05 17,8 22,8+4,0 2,1

a: D steht fir die Polydispersitdt des verwendeten Polymers.
b: Drheorie: theoretisch berechneter Partikeldurchmesser (siehe 4-1), der fiir das jeweilige
Molekulargewicht erwartet wird.

c: Zahlenmittel der PartikelgroRe (D,), bestimmt mittels winkelabhangiger DLS.

4anr35N,

d: Anzahl an Polymerketten bestimmt mit der Formel N = mit r als Partikelradius, & als Dichte

von PS (1,05 cm3/g), N, als Avogadro-Konstante und M,, als Molekulargewicht von PS.
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Aus den erhaltenen PartikelgroRen wurde die Anzahl an Polymerketten pro Partikel
berechnet (vgl. Tabelle 6). In den in Abbildung 48 gezeigten Diagrammen ist sowohl
die erhaltene PartikelgroRRe als auch die daraus bestimmte Anzahl an Polymerketten pro
Partikel gegeniiber dem in der Synthese eingesetzten Molekulargewicht aufgetragen.
Mit steigendem Molekulargewicht steigt die PartikelgroRe und die Anzahl an Ketten pro
Partikel fallt (ab einem Molekualrgewicht von 300 000 g/mol) auf einen Wert von
ungefahr eins, wie es fir Einzelkettenpartikel erwartet wird. In der Synthese dieser
Einzelkettenpartikel (E04) enthielten bei einer TropfchengroRe von 100 nm nach
theoretischer Berechnung ungefdhr 10% der Miniemulsionstropfchen genau eine
Polymerkette und 90% der Tropfchen enthielten ausschlieBlich Lésungsmittel. Dies ist
ein Grund dafur, dass in diesem Fall im Mittel nur Einzelkettenpartikel erhalten wurden,
da die statistische Wahrscheinlichkeit fur ein Auftreten von zwei Ketten pro Tropfchen
damit sehr gering ist. Bei dem hdchsten eingesetzten Molekulargewicht (1 800 000
g/mol) steigt die Anzahl an Polymerketten wieder leicht auf einen Wert von ca. 2 Ketten

pro Partikel.
7
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I Abbildung 48: Einfluss des Molekulargewichts des verwendeten Polymers auf die GroRe der
erhaltenen Partikel (links) und die daraus bestimmte Menge an Polymerketten pro Partikel (rechts).

Da es sich bei den in der DLS erhaltenen PartikelgroRen um hydrodynamische
Durchmesser handelt, wurden die erhaltenen Partikel zusétzlich im TEM untersucht, um
deren Hartkugeldurchmesser zu bestimmen. In den Abbildung 49 und Abbildung 50
sind TEM-Aufnahmen von Einzelkettenpartikeln, die mit einem Molekulargewicht von
300 000 g/mol und 830 000 g/mol hergestellt wurden, gezeigt. Die hergestellten
Polymerpartikel zeigen auf Grund ihrer extrem kleinen GroRe im TEM nur einen sehr
geringen Kontrast. Deshalb wurden die Partikel hier zur besseren Abbildbarkeit mit
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Phosphorwolframsdure negativ kontrastiert. Auf diese Weise war es maoglich, die sehr
Kleinen Partikel im TEM sichtbar zu machen.

Abbildung 49: TEM-Aufnahmen von PS-Partikeln mit einem Molekulargewicht von 300 000 g/mol
(E04), negativ kontrastiert mit Phosphorwolframsaure.

In Abbildung 49 ist zu sehen, dass fur die mit einem Molekulargewicht von
300 000 g/mol hergestellten Einzelkettenpartikel eine sehr enge
PartikelgroRenverteilung erhalten wurde.

i G - rEE A N AR T

Abbildung 50: TEM-Aufnahmen von PS-Partikeln mit einem Molekulargewicht von 830 000 g/mol
(E0B), negativ kontrastiert mit Phosphorwolframsaure.

Die mit einem hdheren Molekulargewicht (800 000 g/mol) hergestellten Partikel zeigen
in den TEM-Aufnahmen (Abbildung 50) ebenfalls eine sehr hohe Einheitlichkeit. In
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Abbildung 51 sind die aus den  TEM-Aufnahmen bestimmten

PartikelgroRenverteilungen dargestellt.

35

-—-- I\/Iw=830 000 g/mol
30+ -=-=-=- M =300 000 g/mol

25 -+
20
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PartikelgrofRe in nm

Abbildung 51: Aus TEM-Aufnahmen bestimmte (jeweils mind. 200 Partikel) PartikelgroRenstatistik
(D,, Zahlenmittel) von Einzelkettenpartikeln, die mit PS unterschiedlichen Molekulargewichts
hergestellt wurden.

Die mittels DLS-Messungen und TEM-Aufnahmen erhaltenen PartikelgréRen und die
daraus bestimmte Anzahl an Ketten pro Partikel sind zum Vergleich fiir die beiden
verwendeten Molekulargewichte in Tabelle 7 aufgelistet. Die mit Hilfe der TEM-
Aufnahmen bestimmte Anzahl an Polymerketten pro Partikel liegt dabei jeweils etwas
unter der mit Hilfe der DLS bestimmten GroRe. Eine mogliche Fehlerquelle bei der
Berechnung der Anzahl an Polymerketten pro Partikel aus dem experimentell
bestimmten Partikeldurchmesser ist die Annahme, dass die Dichte der
Einzelkettenpartikel mit der Dichte konventioneller Polymere ubereinstimmt. Kleinere
Abweichungen koénnen zudem durch das negative Kontrastieren in der TEM-
Préparation entstehen. Allerdings stimmen die erhaltenen Partikelgroen in allen Fallen
sowohl fir die TEM-Auswertung als auch die Bestimmung mittels DLS gut mit den fur
Einzelkettenpartikel des jeweiligen Molekulargewichtes erwarteten Werten Uberein.
Auch die Polydispersitat der PartikelgroRe, die aus dem Zahlen- und Gewichtsmittel der
PartikelgroRen (aus TEM-Aufnahmen) berechnet wurde, entspricht der Polydispersitat
der verwendeten Polymere, was ein weiterer Hinweis darauf ist, dass ann&hernd

ausschliel3lich Einzelkettenpartikel erhalten wurden.
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I Tabelle 7: Vergleich der mittels DLS und TEM-Auswertung erhaltenen Partikelgroen.

M, . PartikelgroBe D, Anzahl D
Probe . D . o .
in g/mol innm Ketten/Partikel® (D,/D,)

9,4+1,2° 0,9

KS-E04 300 000 1,02 b 1,05
11,0+ 1,7 1,5
12,6 +2,0° 0,8

KS-E06 830 000 1,08 b 1,08
14,4+ 2,0 1,2

[a] Zahlenmittel des Partikeldurchmessers mittels TEM-Aufnahmen bestimmt (Fehler entspricht der
Standardabweichung der einzelnen PartikelgréRen).

[b] Zahlenmittel des Partikeldurchmessers mittels DLS bestimmt (Fehler entspricht der
Standardabweichung).

[c] Polydispersitadt des verwendeten Polymers.

4/31rr36NA

[d] Anzahl an Polymerketten bestimmt mit der Formel N = mit r als Partikelradius, 6 als

Dichte von PS (1,05 cmg/g), N, als Avogadro-Konstante und M,, als Molekulargewicht von PS.
[e] Polydispersitat der PartikelgroRen (D) berechnet aus dem Zahlenmittel der PartikelgréRe (D, aus

: 4
TEM-Aufnahmen, D, = Z%) und dem Gewichtsmittel der PartikelgréRe (D, D,, = 22’3).

4.4.3 Einfluss der Polymerkonzentration

Um nachzuweisen, dass die Mehrzahl der Polymerpartikel tatsachlich aus nur einer
Polymerkette besteht, ist es nétig, kleinste Variationen der PartikelgroRe (im
Nanometer- bis Angstrom-Bereich) zu messen. Insbesondere fir relativ niedrige
Molekulargewichte ist der Unterschied in der PartikelgroRe zwischen einem
Polymerpartikel aus einer Kette und einem Partikel, der aus zwei Polymerketten besteht,
sehr gering. Die theoretische GroRe eines Polystyrolpartikels mit einem
Molekulargewicht von 100 000 g/mol, der aus einer Kette besteht, betragt zum Beispiel
6,8 nm, eines Partikels aus zwei Polymerketten 8,6 nm, eines Partikels aus drei
Polymerketten 9,8 nm und eines Partikels aus vier Polymerketten 10,8 nm. Es wurde
versucht, die Anzahl an Polymerketten pro Partikel von einer Kette pro Partikel bis zu
mehreren Ketten gezielt zu steigern, indem die in der Synthese eingesetzte Menge an
Polymerketten langsam gesteigert wurde. In der dynamischen Lichtstreuung war es
jedoch schwierig, diese sehr geringe Variation der PartikelgroRe zu detektieren, da der
Grolenunterschied im Bereich des statistischen Fehlers der Messung liegt. Ein weiterer
Grund fur die erwahnten Schwierigkeiten ist wahrscheinlich die breiter werdende
PartikelgroRenverteilung, die flr die steigende Menge an Polymerketten erwartet wird.
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In Tabelle 8 sind die erhaltenen PartikelgréRen und die daraus berechnete Anzahl an
Polymerketten pro Partikel fir die unterschiedlichen, in der Synthese eingesetzten,
Polymermengen zusammengefasst. Es ist erkennbar, dass sich die Partikelgrofie bis zu
einer Polymermenge von 2 mg kaum é&ndert. Bei 5 mg eingesetzter Polymermenge
konnten die in der DLS erhaltenen Ergebnisse nicht ausgewertet werden,
moglicherweise ist hier die PartikelgroRenverteilung fiir eine zuverl&ssige und bei allen
gemessenen Winkeln reproduzierbare Berechnung der PartikelgroRe zu breit. Fir die
deutlich gréRen Polymermengen, die zum Vergleich mit den Einzelkettenpartikeln in
der Partikelsynthese eingesetzt wurden, wurden PartikelgroRen zwischen 20 und 27 nm
erhalten. Interessanterweise stimmen diese beiden Werte sehr gut mit den theoretisch
berechneten PartikelgroRen Uberein, die bei der eingesetzten Polymermenge (50 bzw.
100 mg PS), dem verwendeten Molekulargewicht (100 000 g/mol) und einer
TropfchengroRe von 100 nm (5 ml Gesamtvolumen der Tropfchen) erwartet werden (21
nm flr E12 und 27 nm flr E13).

Tabelle 8: Einfluss der in der Synthese eingesetzten PS-Konzentration auf die erhaltene PartikelgroRe
und Anzahl an Polymerketten pro Partikel.

Probe Menge PS PartikelgroRe D,’ Anzahl o
inmg in nm Ketten/Partikel

EO8 0,2 7,5%+0,6 1,4
E02 0,5 9,4+1,2 2,7
EO9 1 9,8+3,2 3,1
E10 2 12,0 +2,7 5,7
E11 5 - -

E12 50 204 +7,5 28,0
E13 100 27,2194 66,4

[a] Zahlenmittel des Partikeldurchmessers mittels DLS bestimmt (Fehler entspricht der

Standardabweichung).

4/37T1"35NA

[b] Anzahl an Polymerketten bestimmt mit der Formel N = mit r als Partikelradius, 6 als

Dichte von PS (1,05 cma/g), N, als Avogadro-Konstante und M,, als Molekulargewicht von PS.
4.4.4 Fluoreszenzanisotropie-Untersuchung

Aus den im vorigen Kapitel genannten Grinden wurden von Dr. A. T. zeitaufgelGste
Fluoreszenzanisotropie-Messungen durchgefuhrt, um die Anzahl an Polymerketten pro
Partikel quantifizieren zu konnen. Diese Technik nutzt die Abhéngigkeit der

106



4.4 Polymer-Einzelkettenpartikel

Fluoreszenzanisotropie von der Bewegung eines Fluorophors (zum Beispiel eines
Polymer-gebundenen Fluoreszenzfarbstoffes) in einem bestimmten Medium. Die
Rotationsdiffusion des Fluorophors fihrt zu einer Anderung der Richtung des
Ubergangsdipolmoments, was zur Depolarisation der Emission fiihrt. Durch die
Messung der Fluoreszenzanisotropie (Ausmal der Emissionspolarisation) wird die
durchschnittliche winkelformige Auslenkung des Fluorophores (und damit des
fluoreszenzmarkierten Partikels) zwischen der Absorption und Emission eines Photons
bestimmt. Da diese Auslenkung von der Geschwindigkeit und dem Ausmald der
Rotationsdiffusion wahrend der Lebenszeit des angeregten Zustandes des Fluorophors
abhangt, ermdglicht dies die Bestimmung von Rotationskonstanten. Experimentell
kdnnen daher mit Hilfe der zeitaufgeldsten Fluoreszenzanisotropie Informationen tber
die Geschwindigkeit und Art der Rotation einer Substanz erhalten werden.*®’

Um die Rotationsdiffusion eines bestimmten Fluoreszenz-markierten Makromolekiils zu
beobachten, muss dessen Rotationsdiffusionszeit mit der Lebenszeit des eingesetzten
Fluorophors vergleichbar sein (typischerweise im Bereich von <100 ns). Angewendet
wird diese Methode deshalb vor allem in der Biochemie, wo die Rotationsdiffusion von
Proteinen und anderen Biomolekiilen beobachtet wird, um zum Beispiel deren Dynamik
oder die Anbindung kleiner Molekiile an die Proteine zu untersuchen. Dies ist méglich,
da bereits sehr kleine Anderungen der Molekularmasse und der GréRe von Proteinen in
hochverdiinnter Lésung mit dieser Methode detektiert werden kénnen.'®” Ahnlich wie
die in dieser Arbeit hergestellten Partikel besitzen Proteine eine GréRe von nur wenigen
Nanometern und die spharische Form der Partikel erleichtert die anschlieBende
PartikelgroRenbestimmung zusétzlich, wie in der Literatur bereits fur extrem kleine
Silikapartikel ~ gezeigt  wurde.’®®  Aus  diesem  Grund  wurden hier
Fluoreszenzanisotropiemessungen zur exakten Bestimmung der GroRe der
Einzelkettenpartikel angewandt.

Wird ein Fluoreszenzfarbstoff kovalent an die zu untersuchenden Partikel angebunden,
so héngt die Rotation des gebundenen Farbstoffmolekiils von der GroRe und dem
Gewicht des Partikels sowie der Viskositat der Dispersion ab. Aus der mit Hilfe des
zeitlichen Verlaufes der Fluoreszenzanisotropie bestimmten Rotationskorrelationszeit
des Farbstoffes kann anschlieBend die PartikelgroBe berechnet werden (siehe

Formel 4-2). Um die genaue GroRe der Einzelkettenpartikel mit Hilfe der
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zeitaufgelosten Fluoreszenzanisotropie zu bestimmen, wurde deshalb Polystyrol mit
einem fluoreszierenden Molekil (Anthracen bzw. Phenanthren) markiert. Die
Markierung erfolgte, indem die lebende Polystyrolkette in einer anionischen
Polymerisation entweder mit 9-Vinylanthracen oder mit 9-Vinylphenanthren
abgebrochen wurde (Synthesen durchgefiihrt von Thomas Wagner). AnschlieRend
wurden aus dem Fluoreszenz-markierten Polystyrol (Molekulargewicht ca.
100 000 g/mol) mit Hilfe der Miniemulsions/Verdampfungstechnik Polymerpartikel
unterschiedlicher GroRe hergestellt.

AnschlieBend wurden die Abklingfunktionen der Fluoreszenz der Einzelmolekilpartikel
(ca. 10 nm Durchmesser) aufgenommen (Abbildung 52). Als Vergleich wurde
Anthracen-markiertes PS in einer Toluol-Ldsung (freie Rotation des Fluorophores) und
in einer Dispersion groRerer Nanopartikel (Durchmesser ca. 30 nm), in denen die
Rotation des Fluorophors vollstandig gehindert ist, gemessen (siehe Abbildung 52). Der
zeitliche Verlauf der Fluoreszenzanisotropie der Losung liegt konstant bei null, was auf
die sehr schnelle Rotation des frei rotierenden Fluorophores zuriickzufuhren ist,
wodurch die gemittelte Anisotropie bei null liegt. Die Fluoreszenzanisotropie der
groReren Partikel liegt hingegen bei einem konstanten Wert von ca. 0,15, die Rotation
des an die groRen Partikel gebundenen Farbstoffes ist zu langsam, um wéhrend der
Lebensdauer des Farbstoffes zu einer messbaren Fluoreszenzdepolarisation zu fiihren
(gehinderte Rotation). Fir die Einzelkettenpartikel ist ein exponentieller Abfall der
Anisotropie erkennbar (teilweise gehinderte Rotation), was die Berechnung der damit
verbundenen Rotationskorrelationszeit ermdglicht.

Sowohl in Lésung als auch in den groReren Nanopartikeln wurde eine
monoexponentielle Abklingfunktion der Fluoreszenz gefunden, wohingegen im Fall der
Einzelkettenpartikel ein biexponentieller Verlauf gefunden wurde, wie in Abbildung 52
(links) deutlich zu erkennen ist.
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Abbildung 52: Abklingfunktion der Fluoreszenz (links) und zeitlicher Verlauf der
Fluoreszenzanisotropie von Anthracen-markiertem Polystyrol (rechts), als Vergleich: 1) grolRe
Nanopartikel (ca. 30 nm Durchmesser) (im Feststoff); 2) Lésung in Toluol (im fliissigen Medium);
3) Einzelkettenpartikel (ca. 10 nm Durchmesser); 4) Antwortfunktion des Gerates (Streuanteil).
Fur sphérische Partikel wird ein monoexponentieller Verlauf der Anisotropie mit einer
einzigen Rotationskorrelationszeit (Rotation des partikelgebundenen Fluorophors)
erwartet. Da fir die fluoreszenzmarkierten Einzelkettenpartikel ein biexponentieller
Verlauf gefunden wurde, wurde hier zur Berechnung der Anisotropie ein
biexponentielles Modell verwendet (siehe Formel 4-2). Aus der angepassten
biexponentiellen Funktion wurden auf diese Weise die Fluoreszenzkorrelationszeiten 6,
und 6, berechnet, wobei #; im Bereich von ca. 2 ns und &, je nach in der Synthese
eingesetzter Polymermenge im Bereich zwischen 35 und 110 ns liegt. Die zweite
Korrelationszeit 6, kann der Rotationsdiffusion der markierten Polymerpartikel
zugeordnet werden. Die Ursache der ersten Korrelationszeit konnte nicht abschliel3end
geklart werden, mdoglicherweise handelt es sich hier um die Rotation der markierten
Polymerkettenenden in Bereichen an der Partikeloberflache, in denen deren
Beweglichkeit im Vergleich zum kompakten Partikelinneren stark erhoht ist.

Da die Fluoreszenzlebenszeit von Anthracen mit ca. 10 ns relativ niedrig ist, um die
Korrelationszeiten der Einzelkettenpartikel (ca. 40 ns) zu berechnen, wurde in den
folgenden Experimenten das Anthracen-markierte PS durch Phenanthren-markiertes PS
(ca. 40 ns Lebenszeit) ersetzt. Um den Einfluss der Polystyrolkonzentration auf die
GroRe der erhaltenen Partikel zu untersuchen, wurden in der Partikelsynthese
unterschiedlichen Mengen an Phenanthren-markiertem PS (0,75 bis 10 mg) eingesetzt
und deren zeitaufgelOste Fluoreszenzanisotropie gemessen. Die mit Hilfe des einfachen
biexponentiellen Modells (=0) berechneten Korrelationszeiten (6;) sind in Abbildung
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4 Ergebnisse und Diskussion

53 gezeigt (ausgefullte Kreise). Es ist erkennbar, dass bis zu einer Polymermenge von
2 mg Korrelationszeiten von 33 bis 37 ns und ab einer Polymermenge von 3 mg sehr
viel hohere Korrelationszeiten von 94 bis 110 ns erhalten wurden.
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I Abbildung 53: Abhingigkeit der Rotationskorrelationszeit (0,) Phenanthren-markierter
Polymerpartikel von der in der Partikelsynthese eingesetzten Polymermenge.

AuRerdem zeigte sich, dass der zeitliche Verlauf der Anisotropie bis zu einer
Polymermenge von 2 mg sehr gut durch das einfache biexponentielle Modell (5=0)
angepasst werden kann. Wie anhand der Autokorrelationsfunktionen zu erkennen ist, ist
dieses Modell ab einer Polymermenge von 3 mg jedoch nicht mehr gut geeignet (siehe
Abbildung 54). Indem ein zusétzlicher Faktor zur Subtraktion des ,,Hintergrundes® in
die Fitfunktion eingefihrt wurde (Bin20) war es moglich, den zeitlichen Verlauf der
Fluoreszenzanisotropie besser anzupassen, wie die Korrelationsfunktion in Abbildung
54 zeigt. Allerdings scheint dieses angepasste Modell das System (ab 3 mg) ebenfalls
nicht passend zu beschreiben, wie die sehr kleinen Korrelationszeiten ab 3 mg in
Abbildung 53 zeigen. Mdglicherweise misste das System, sobald zusatzlich zu
Einzelkettenpartikeln Partikel mit mehreren Polymerketten vorliegen, mit einem viel
komplizierteren Modell beschrieben werden, da sich die PartikelgroRenverteilung ab
diesem Wert (3 mg eingesetzte Polymermenge) stark verbreitert.
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4.4 Polymer-Einzelkettenpartikel

Als  Fitfunktion wurde zur Anpassung des zeitlichen Verlaufs der
Fluoreszenzanisotropie folgende Funktion verwendet:

n
t
L 4-2
T(t) = Bins +23i9 0
i—1

mit r(t) als zeitlichem Verlauf der Fluoreszenzanisotropie, 6, = (6Rj)‘1 als individuelle
Rotationsrelaxationszeiten, R; als Rotationsgeschwindigkeit, ; als Vorfaktoren, die den
Anteil der jeweiligen Rotationskomponente an der Fluoreszenzdepolarisation
beschreiben und pixs als ,,Hintergrund*.
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Abbildung 54: Links: Experimenteller Verlauf der zeitlichen Anisotropie (mit 3 mg eingesetzter
Polymermenge) in grau; mit biexponentiellem Modell (5,,+=0) angepasster Verlauf (in blau) und mit
biexponentiellem Modell und zuséatzlichem Abzug des ,Hintergrundes” (f,,+#0) angepasster Verlauf (in
rot); rechts: Autokorrelationsfunktionen des angepassten Verlaufes fiir die beiden verwendeten
Modelle (in hellblau fiir biexponentielles Modell und in hellrot fiir biexponentielles Modell minus
,Hintergrund®).

Mit Hilfe der gefundenen Rotationskorrelationszeiten des Fluorophores (6), die mit
dem Rotationsdiffusionskoeffizienten (D,) iiber 8 = (6D,)! verbunden sind, wurde

jeweils der Radius (R) der rotierenden Einheit bestimmt:*®

3|3kgTO 4-3
41

mit  als Viskositat, T als Temperatur in Kelvin und kg als Boltzmannkonstante.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die fir die unterschiedlichen Polymermengen erhaltenen Korrelationszeiten und die
daraus bestimmten PartikelgroRen sind in Tabelle 9 zusammengefasst. Bis zu einer
Polymermenge von 2 mg wurden PartikelgroRen erhalten, die mit dem theoretisch fir
eine Polymerkette pro Partikel erwarteten Wert sehr gut tbereinstimmen. Dies zeigt,
dass wahrscheinlich bis zu einer in der Synthese eingesetzten Polymermenge von 2 mg
annédhernd ausschlie3lich Einzelkettenpartikel erhalten wurden. Ab einer Polymermenge
von 3 mg betrug die erhaltene Anzahl an Polymerketten zwischen 2,2 und 2,5 Ketten
pro Partikel, wobei wie oben beschrieben die PartikelgroRenbestimmung hier nur noch
bedingt moglich war. Bei einer TropfchengréRe von 100 nm wiirde das bedeuten, dass
annahernd solange Einzelkettenpartikel erhalten wurden, bis die Zahl der Polymerketten
die Zahl der Tropfchen in der Miniemulsion erreicht hat. Die Ergebnisse, die mittels der
Fluoreszenzanisotropie-Messungen erhalten wurden, weisen daher darauf hin, dass
sogar bis zu einer Polymerkonzentration, die der Anzahl Tropfchen entspricht,
Einzelkettenpartikel mit hoher Einheitlichkeit erhalten werden kénnen und somit die
verwendete  Miniemulsions-Verdampfungsmethode bei der Herstellung von
Einzelkettenpartikeln sehr effektiv ist.

Tabelle 9: Aus dem zeitlichen Verlauf der Fluoreszenzanisotropie von Phenanthren-markierten Partikeln
bestimmte Werte.

Probe Polymermenge® o," D¢ Anzahl Polym.erkcetten
inmg in ns innm pro Partikel
E14 0,75 35x7 6,4 0,8
E15 1 33+8 6,3 0,8
E16 2 377 6,6 0,9
E17 3 110+ 23 9,5 2,5
E18 5 94+13 9,0 2,2
E19 10 101+17 9,2 2,3

[a]: Menge an in der Synthese eingesetztem Phenanthren-markierten PS mit M,,=111 000 g/mol.
[b]: Rotationskorrelationszeiten (@,) berechnet mit biexponentiellem Modell (f;,=0), siehe Formel 4-2.

[c]: Partikeldurchmesser D berechnet aus der Rotationskorrelationszeit (O,) mit Formel 4-3.

4/amr38N,

[d] Anzahl an Polymerketten bestimmt mit der Formel N = mit r als Partikelradius, 6 als

Dichte von PS (1,05 cm3/g), N, als Avogadro-Konstante und M,, als Molekulargewicht von PS.
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4.4 Polymer-Einzelkettenpartikel

4.4.5 Upscale der Synthese

Um groRere Mengen der Einzelkettenpartikel herzustellen, wurde die mit Hilfe der
Fluoreszenzanisotropie-Messungen herausgefundene maximal einsetzbare
Polymerkonzentration verwendet und gréRere Mengen der entsprechenden
Miniemulsionen hergestellt. Hierzu wurden zwei verschiedene Methoden angewandt.
Zum einen wurde eine groRere Menge Einzelkettenpartikel Gber die Miniemulsions-
Verdampfungsmethode hergestellt, indem viele einzelne Miniemulsionen (mit
Einzelkettenpartikeln), die mit Hilfe eines Ultraschallstabes (US) hergestellt wurden,
nach der  Synthese  vereinigt wurden. Zum  anderen  wurde ein
Hochdruckhomogenisator (HDH), als eine sogenannte kontinuierliche
Homogenisierungsmethode, zur Herstellung der Miniemulsionen verwendet. In diesem
Fall konnten in einem Syntheseschritt bis zu einem Liter einer Einzelkettendispersion
hergestellt werden (im Gegensatz zu 30 ml im Fall der Ultraschall-Homogenisierung).
Mit beiden Methoden war es mdoglich, groRere Mengen von Einzelkettenpartikeln (50-
100 mg) herzustellen.

Zur Entfernung des Tensides wurden die Dispersionen zundchst mit einer
Schlauchmembran fiir ca. 4 Wochen dialysiert. Indem diese Methode durch eine
Durchflusszelle ersetzt wurde, konnte die Dialysezeit auf 2 Wochen reduziert werden.
Nach der Gefriertrocknung der aufgereinigten Dispersionen wurde ein weifl3es Pulver
erhalten, das im ndchsten Schritt die Untersuchung von Materialeigenschaften wie zum
Beispiel des Schmelzverhaltens der Einzelkettenpartikel ermdglicht. In Tabelle 10 sind
die Eigenschaften der in groReren Mengen hergestellten Einzelkettenpartikel
zusammengefasst. Um den Einfluss des Glaspunktes und des Molekulargewichtes des
Polymers auf das Schmelzen der Einzelkettenpartikel zu untersuchen, wurden sowohl
Partikel aus Polystyrol (T4=100 °C) und Poly(ethylmethacrylat) (PEMA, T,=66 °C) als
Polymer als auch Partikel mit unterschiedlichen Molekulargewichten in gro3erer Menge
hergestellt.
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4 Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 10: Eigenschaften der in der Synthese grofRerer Mengen von Einzelkettenpartikeln eingesetzten
Polymere, verwendete Methoden, sowie charakteristische Daten der erhaltenen Partikel.

" Anzahl/Vol. Ausbeute D; Anzahl Ketten/
Polymer Methode . . . .
(in g/mol) der Ansitze  (in mg/%) in nm Partikel
PS 330000 HDH 2x840 ml 73/65 15,6 +3,9 3,8
PS 830000 us 48x30 ml 66/69 18,7+54 2,6
PEMA 142 000 us 48x30 ml 48/50 11,4+1,0 3,7
[a] Zahlenmittel des Partikeldurchmessers mittels winkelabhangiger Lichtstreuung bestimmt.
4/amr38N,

[b]: Durchschnittliche Anzahl Polymerketten pro Partikel bestimmt mit N = mit r als

Partikelradius, N, als Avogadro-Konstante und M,, als Molekulargewicht des Polymers, 6 als Dichte
von PS (1,05 cm3/g) und von PEMA (6=1,12 cm3/g).

4.4.6 Zusammenfassung und Ausblick

In diesem Kapitel wurde gezeigt, wie die Grenzfliche von Nanometer-grofRen
Miniemulsionstropfchen eingesetzt werden kann, um einzelne in der dispersen Phase
geloste Polymerketten, zu separieren. Nach der Verdampfung des in den Tropfchen
vorhandenen LoOsungsmittels, wurden stabile Dispersionen sehr Kkleiner Polymer-
Nanopartikel (<10 nm Durchmesser) erhalten, die aus nur wenigen oder einer einzigen
Polymerkette bestehen. Die kolloidale Stabilitdt der Partikel nach der Synthese,
gewabhrleistet durch die Anwesenheit von SDS in der wéassrigen Phase der Dispersionen,
ist vorteilhaft fur die anschlielende Charakterisierung der Polymer-Nanopartikel. Die
PartikelgroRe der Nanopartikel wurde mittels DLS und TEM bestimmt und mit Hilfe
der Dichte und des Molekulargewichts der verwendeten Polymere die Anzahl an
Polymerketten pro Partikel bestimmt. Wie es flr Partikel, die aus nur einer
Polymerkette bestehen, erwartet wird, stieg die mittels DLS bestimmte PartikelgroRe
mit steigendem Molekulargewicht, des in der Synthese der Partikel eingesetzten
Polymers, deutlich an. AuBerdem stimmten die mittels DLS- und TEM-Messungen
erhaltenen PartikelgroRen bei erhohtem Molekulargewicht (300 000 g/mol und
830 000 g/mol) sehr gut mit der fir einen Einzelkettenpartikel theoretisch berechneten
Grole (berein. Die Quantifizierung der Kettenzahl pro Partikel mit Hilfe von
Fluoreszenzanisotropie-Messungen ergab zudem, dass mit einem Molekulargewicht von
100 000 g/mol ebenfalls Polymer-Einzelkettenpartikel hoher Einheitlichkeit hergestellt
wurden. Die Quantifizierung der Kettenzahl pro Partikel mit Hilfe von
Fluoreszenzanisotropie-Messungen ergab zudem, dass Polymer-Einzelkettenpartikel
hoher Einheitlichkeit hergestellt wurden. Diese Ergebnisse zeigen, dass es moglich ist,
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4.4 Polymer-Einzelkettenpartikel

Polymer-Einzelkettenpartikel herzustellen, indem in der Partikelsynthese die statistische
Wahrscheinlichkeit des Auftretens mehrerer Ketten pro Miniemulsionstropfchens, durch
eine Verringerung der Anzahl an eingesetzten Polymerketten unter die Anzahl an

Polymertropfchen, minimiert wurde.

In Zukunft konnte die hier entwickelte Methode zur rdumlichen Separation einzelner
Polymerketten in Miniemulsionstrépfchen zur Durchfuhrung von
Einzelmolekdlreaktionen, wie der intramolekularen Ringschlussreaktion einzelner
Polymerketten, angewandt werden (siehe Abbildung 56). Auf diese Weise konnte die
intermolekulare Reaktion erfolgreich unterdriickt werden, ohne die Notwendigkeit
extrem hoher Verdlinnungen, wie sie Ublicherweise bei intramolekularen

Ringschlussreaktionen eingesetzt werden.

)

Abbildung 55: Schematische Darstellung der Cyclisierung von einzelnen Polymerketten, die separiert
in  Miniemulsionstropfchen vorliegen. Die TropfchengréRe verringert sich wahrend der
Losungsmittelverdampfung und gleichzeitigen Ringschlussreaktion.

Durch die Verwendung eines Hochdruckhomogenisators zur Herstellung der
Einzelkettendispersionen war es moglich, grofiere Mengen der Einzelkettenpartikel aus
Polymeren mit unterschiedlichen Glasubergangstemperaturen und Molekulargewichten
herzustellen. Die Materialeigenschaften der pulverférmigen Einzelkettenpartikel werden

zurzeit ndher untersucht.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Synthese von Oberflachen-funktionalisierten
Polymer-Nanopartikeln

5.1.1 Materialien

Styrol (Merck) und Acrylsaure (AA) (Aldrich) wurden unter reduziertem Druck Frisch
destilliert und bis zur Verwendung bei -20 °C aufbewahrt. Vinylphosphonséure (VPA)
(Aldrich, 97%) wurde mit Diethylether gewaschen und unter Vakuum getrocknet, um
den Inhibitor zu entfernen. Vinylbenzylphosphonsaure (VBPA) wurde wie in der
Literatur berichtet synthetisiert.'®® Alle anderen Chemikalien waren kommerzielle
Produkte und wurden ohne weitere Aufreinigung verwendet: Der hydrophobe Initiator
2,2'-azobis(2-methylbutyronitril)  (V59) von Wako Chemicals, Japan; das
Ultrahydrophob Hexadekan (Aldrich, 99%) und das nichtionische Tensid Lutensol
AT50 (BASF), was ein Poly(ethylenoxid)-hexadecylether mit einer EO-Blocklange von
ungefahr 50 Einheiten ist. Fir die Beladung der Partikel und die Titrationsexperimente
wurden Calciumnitrat Tetrahydrat (Aldrich, 99%), Diammoniumhydrogenphosphat
(Merck) und 28%-ige Ammoniak-Losung (VWR) verwendet. In allen Experimenten

wurde demineralisiertes Wasser eingesetzt.

5.1.2 Synthese liber direkte Miniemulsionspolymerisation

Die Oberflachen-funktionalisierten  Polystyrol-Nanopartikel ~wurden Ober die
Miniemulsionspolymerisation von Styrol mit unterschiedlichen Mengen an
funktionellen Comonomeren und einem gleichbleibenden Anteil an dem nicht-ionischen
Tensid Lutensol AT50 hergestellt. Die exakten Mengen an eingesetzten Substanzen sind
in Tabelle 11 zusammengefasst. Carboxylat-funktionalisierte Nanopartikel wurden
durch die Copolymerisation von Styrol mit AA synthetisiert, Phosphonat-
funktionalisierte Nanopartikel durch die Copolymerisation von Styrol mit entweder
VPA oder VBPA. Als disperse Phase dienten die entsprechenden Mengen an Styrol,
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funktionellem Comonomer, dem als Ultrahydrophob verwendeten Hexadekan und der
Initiator V59. Nachdem die disperse Phase zu der kontinuierlichen Phase bestehend aus
Wasser und Lutensol AT50 gegeben wurde, erfolgte durch einstiindiges Ruhren eine
Voremulgierung. Anschlielend wurde die jeweilige Miniemulsion durch eine
Ultraschallbehandlung (Branson Sonifier W450 Digital, ¥ Zoll Spitze, 120 s bei 90%
Amplitude) unter Eiskiuhlung (um vorzeitige Polymerisation zu vermeiden) hergestellt.
Die Polymerisation erfolgte daraufhin bei 72 °C in ungefahr 20 Std.

Tabelle 11: Mengen, die in der Miniemulsionspolymerisation zusatzlich zu jeweils 24 g Wasser, 100 mg
V59 und 250 mg Hexadekan eingesetzt wurden.

Styrol Comonomer Lutensol AT50 SDS
Probe Comonomer
Mengeing

A01 - 6 - 0,2 -
A02 AA 5,82 0,18 0,2 -
AO03 VBPA 5,7 0,3 0,2 -
A04 VPA 5,4 0,6 0,2 -
A05 AA 5,82 0,18 - 0,25
A06 Cyy-PET 5,88 0,12 - -

Durch eine Filtration der Dispersion wurden nach der Polymerisation eventuell
vorhandende Agglomerate entfernt. Auferdem wurden moglicherweise anwesende
Ketten von Homopolymeren, die sich aus den funktionellen Monomeren in der
Wasserphase gebildet haben kdnnten, entfernt, indem die erhaltenen Polymerpartikel
durch wiederholte Zentrifugation und Redispergierung gereinigt wurden. Zur
Herstellung kleinerer Carboxyl-funktionalisierter Partikel wurde statt Lutensol AT50
Natriumdodecylsulfat (SDS) als Tensid eingesetzt, das im Anschluss an die Synthese
durch wiederholte Zentrifugation entfernt, und durch eine wassrige Lutensol AT50-
Losung ersetzt wurde. Danach wurde (berschissiges Lutensol durch erneute
Aufreinigung mittels Zentrifugation und Redispergierung entfernt. Die mit Surfmer
(C11-PET) als funktionellem Monomer hergestellten Partikel wurden vor der Beladung

auf die gleiche Weise mit Lutensol stabilisiert.
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5.2 Synthese von Polymer/Calciumphosphat-
Partikeln

5.2.1 Materialien

Fur die Beladung der Partikel und die Titrationsexperimente wurden Calciumnitrat
Tetrahydrat Ca(NOg3),-4 H,O (Aldrich), Diammoniumhydrogenphosphat (NH4),HPO,4
(Merck) und 28%-ige Ammoniak-Losung (VWR) verwendet. In allen Experimenten

wurde demineralisiertes Wasser eingesetzt.

5.2.2 Mineralisation von Oberflachen-funktionalisierten Partikeln

Die unterschiedlich funktionalisierten Partikel wurden jeweils mit einer konstanten
Menge an Calcium- und Phosphat-lonen beladen, wobei der pH-Wert der Dispersion
wéhrend des gesamten Beladungsvorgangs konstant gehalten wurde. Der pH-Wert aller
verwendeten Losungen wurde als erstes mit 28%-iger Ammoniakldsung (aq) eingestellt.
AnschlieBend wurden die Beladungen bei einer Temperatur von 37 °C durchgefihrt,
indem zun&chst Calcium- und anschlieBend Phosphat-lonen unter Rihren zur
Partikeldispersion gegeben wurden. Hierbei wurden zunachst 0,5 mMol Ca(NO3), zu
einer 0,1 g Feststoff enthaltenden Partikeldispersion zugegeben und flr zwei Stunden
gertihrt, um die Komplexierung der Calcium-lonen an die Partikeloberflache zu
ermdglichen. Anschlieend wurde eine wassrige Losung von 0,3 mMol (NH4),HPO,
wéhrend einer Stunde langsam zugetropft. Nach dem Beladungsprozess wurden die
Proben ungeféhr 24 Std. lang weiter gerthrt. Alle Beladungen wurden mit einem
konstanten Verhaltnis von 5:3 bezogen auf Calcium- und Phosphat-lonen durchgefiihrt,
da dieses dem stochiometrischen Verhaltnis von Calcium- zu Phosphat-lonen in HAP
entspricht. Die beladenen Proben wurden vor der Charakterisierung durch
Zentrifugation und Redispergierung gewaschen und gefriergetrocknet. Alle Referenz-
Proben, die in Abwesenheit von Partikeln hergestellt wurden, wurden bei den jeweiligen
pH-Werten unter denselben Beladungsbedingungen synthetisiert.

Die Beladung der kleinen Carboxyl-funktionalisierten Partikel, sowie der mit Surfmer
funktionalisierten Partikel wurde nach der Stabilisierung mit Lutensol AT50 analog zu
den zuvor beschriebenen Beladungsexperimenten durchgefuhrt. Die anisotropen
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Partikel wurden von Christine Hermann hergestellt, indem Phosphonat-funktionalisierte
Partikel (Probe AO03) in einer PVA-Matrix verstreckt wurden. Die Beladung der
anisotropen Partikel erfolgte analog zur Beladung der unverstreckten Phosphonat-
funktionalisierten Partikel mit dem Unterschied, dass der Anteil an anorganischem
Material im Vergleich zur Masse eingesetzter Polymerpartikeln bei ungefahr 7 Gew.-%
lag (anstatt bei 33 % wie in den zuvor beschriebenen Beladungen).

5.2.3 Mineralisation von Substrat gebundenen Partikeln

Zunéchst wurden eine Dispersion von Phosphonat-funktionalisierten Partikeln (A03,
FSG = 0,1%) auf ein Titandioxid-Substrat aufgetropft. Das Substrat wurde vorsichtig
mit Wasser gewaschen und auf einen Substrathalter gelegt und in eine
Calciumnitratlosung gegeben. Die Calciumnitratlésung wurde zuvor hergestellt, indem
1 ml einer 0,005 M Ca(NO3),-4 H,O-L6sung zu 9 ml Wasser gegeben wurde. Der pH
der Losung wurde mit verdinnter wassriger Ammoniaklésung auf pH 10 angepasst. Die
Losung wurde zundchst fiir 2 Std. mit dem Substrat bei 37 °C geruhrt, um die Bindung
der Calciumionen an die Partikel zu ermdglichen. AnschlieBend wurde 1 ml einer 0,003
M (NH4)HPO,-L6sung tropfenweise in 1 h zugegeben. Die Proben wurden dann fir ca.
20 Std. bei 37 °C weiter gerthrt, erneut mit Wasser gewaschen und im REM untersucht.

Die mit Hilfe von Spin-Coating mit Partikeln beschichteten Substrate wurden analog
mit HAP beladen, allerdings wurden die Konzentrationen der zugegebenen Losungen
verdoppelt.

5.2.4 Mineralisation von DNA-Kapseln

Die Mineralisation von Substrat gebundenen Kapseln erfolgte analog zur Beladung
Substrat gebundener Partikel. Im ersten Schritt der Beladung wurde 1 ml waéssrige
0,01 M Ca(NOs3),-4 H,0O -L6sung zum Substrat gegeben und 2 Std. bei 37 °C gerihrt.
Im zweiten Schritt der Beladung wurde 1 ml 0,006 M (NH,4),HPO4-L6sung wahrend
1 Std. langsam zugetropft, anschlieend wurde die Probe ca. 20 Std. bei 37 °C weiter
gertihrt.

In der zweiten beschriebenen Variante, wurde auf den zweiten Zugabeschritt
(Ammoniumhydrogenphosphat-Zugabe) verzichtet.
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5.3 Synthese von Gelatine/Calciumphosphat-
Nanokapseln

5.3.1 Materialien

Die Calciumionen-Aufnahme wurde von Gelatine Nr. 5 aus Schweineschwarten
(Typ A, 160 Bloom) und einer speziellen Gelatine Typ S (Gelatine aus
Schweineschwarten, Typ A, 205 Bloom, modifiziert mit Succinsédureanhydrid) von
Gelita Deutschland GmbH (in pharmazeutischer Reinheit) bestimmt. Fur die
Kapselsynthese wurde Gelatine Typ S verwendet. Als Tensid wurde das amphiphile
Blockcopolymer  Poly[(butyl-co-ethyl)-b-(ethylenoxid)] P(B/E-b-EO) verwendet.
Desweiteren wurden in der Kapselsynthese Cyclohexan (VWR), Calciumchlorid CaCls,,
Dinatriumhydrogenphosphat Na,HPO,4, konzentrierte Natronlauge (Fisher Scientific),
Rhodamin 6G (Aldrich) sowie Polyvinylpyrrolidon (M,=55000 g/mol, Aldrich)
eingesetzt. Die verkapselten Hydroxylapatit-Nanokristalle wurden wie in der Literatur

beschrieben synthetisiert."®®

Vancomycin-Hydrochlorid (United Biotech Limited) wurde
in  pharmazeutischer Reinheit verwendet. Alle Experimente wurden mit

demineralisiertem Wasser durchgefihrt.

5.3.2 Allgmeiner Syntheseweg

Als kontinuierliche Phase diente eine L6sung von 20 mg P(B/E-EO) in 12 g Cyclohexan
und als disperse Phase 1 ml wassrige Na;HPO,4-2 H,O-Ldsung (mit NaOH-Losung auf
pH 9 angepasst). Es wurde durch US-Behandlung (2 min, 90%) eine Miniemulsion
hergestellt und anschlieBend wahrend einer Stunde langsam 1 ml einer wassrigen
Losung aus Gelatine und CaCl, (Konzentrationen siehe Tabelle 12), die zuvor mit
NaOH-L6sung auf pH 9 angepasst wurde, bei 37 °C zugetropft. Danach wurde die
Probe ungefahr fiir 20 Stunden bei Raumtemperatur weiter geriihrt.

Nach der Synthese wurden die Kapseln in einer wassrigen PVP-L6sung (0,3 Gew.-%)
redispergiert, indem 1 ml der inversen Miniemulsion zu 3 ml PVP-L6sung gegeben und
flr 12 h bei RT in einem offenen Gefal3 gerlhrt wurde.
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Tabelle 12: In der Herstellung von Gelatine/Calciumphosphat-Kapseln eingesetzte Synthesebedingungen
und Mengen an Gelatine, Calcium- und Phosphat-lonen sowie HAP-Kristallen.

Gelatine  Ca™ Phosphat  HAP-Kristalle

Probe (mg)  (mMol) (mMol) (mg)
FO1 7,4 15 0,005 0,03 -
FO2 10 15 0,005 0,03 -
FO3 10 15 0,01 0,06 -
FO4 10 15 0,01 0,06 2,5
FO5 10 15 0,01 0,06 5

5.3.3 Verkapselung von Rhodamin und Vancomycin

Die Verkapselung von Rhodamin 6G erfolgte analog zur oben beschriebenen
Synthesevorschrift (F03), nur dass hier fir die disperse Phase 0,06 mM
Natriumhydrogenphosphat in 1 ml einer wéssrigen Rhodamin-Ldsung (0,1 mg/ml)
gel6st wurden. Bei der Verkapselung von Vancomycin wurde anstatt einer wassrigen

Rhodaminldsung eine wassrige Vancomycin-Ldsung in der Kapselsynthese eingesetzt.

5.3.4 Verkapselung von Hydroxylapatit-Kristallen

Zur Verkapselung von HAP-Kristallen wurden 2,5 mg (KS-F06) beziehungsweise 5 mg
(KS-FO7) HAP in jeweils einem Milliliter wéssriger PVP-Losung (1 Gew.-%) durch
Rihren und US-Behandlung (im US-Bad) dispergiert. Nachdem die entsprechenden
Mengen an Natriumhydrogenphosphat zugegeben wurden (siehe Tabelle 12), diente
diese Losung als disperse Phase analog zur Herstellung der Kapseln mit flissigem Kern.
Die verwendeten HAP-Kristalle wurden von A. E. wahrend ihrer Promotion nach einer

Methode von Kumar et al. hergestellt.*®®
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5.4 Synthese von Einzelkettenpartikeln

5.4.1 Materialien

Toluol (Sigma-Aldrich), THF (Acros Organics), Chloroform (VWR), Polymere (PSS,
siehe Tabelle 13), SDS (Biomol BmbH), demineralisiertes Wasser (Milli-Q).

Tabelle 13: Molekulargewicht und Polydispersitadt der in der Synthese verwendeten Polymere.

Molekulargewicht (M,,)

Polymer in g/mol D
45000 1,02
100 000 1,05
170 000 1,05
Polystyrol 300 000 1,02
515 000 1,07
830 000 1,08
1 850000 1,05
PEMA 140 000 1,02

5.4.2 Miniemulsions-/Verdampfungsmethode

Im Folgenden wird ein Standardansatz, wir er zur Herstellung von Einzelkettenpartikeln
uber die Miniemulsions-/Verdampfungsmethode hergestellt wurde beschrieben.
Abweichungen vom Standardansatz sind im Anhang zusammengefasst. Das jeweils
verwendete Polymer wurde zundchst in 5 ml Toluol gel6st und mindestens 12 h gerihrt,
um eine vollstdindige Losung der einzelnen Polymerketten zu gewahrleisten. Die
Polymerlosung wurde mit einer Loésung, die aus 125 mg SDS in 24 Wasser besteht,
gemischt und fur 1 h zur Herstellung einer Emulsion gerthrt. Durch eine
Ultraschallbehandlung (Branson Sonifier W450 Digital mit % Zoll-Spitze, 90%
Amplitude, 2 min) unter Eiskiihlung wurde daraus anschlieBend eine Miniemulsion
hergestellt. Das Toluol wurde daraufhin durch starkes Riihren bei 86 °C wéhrend 2-4 h
verdampft. Direkt im Anschluss an die Synthese wurden die erhaltenen
Polymerdispersionen mit Hilfe einer Schlauchmembran dialysiert, um tberschissiges
SDS zu entfernen. Bei den mit Chloroform als Lésungsmittel hergestellten Dispersionen

wurde analog vorgegangen, allerdings betrug die Verdampfungstemperatur hier 60 °C.
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5.4.3 Miniemulsions-/Diffusionsmethode

Es wurden unterschiedliche Mengen Polystyrol (M,,=100 000 g/mol) in 3 g Chloroform
geldst und mit einer Lésung aus 50 mg SDS in 10 g Wasser gemischt und fiir 1 h zur
Herstellung einer Emulsion gerihrt. AnschlieRend wurde durch Ultraschallbehandlung
(Branson Sonifier W450 Digital mit % Zoll-Spitze, 90% Amplitude, 2 min) unter
Eisklhlung eine Miniemulsion hergestellt. Indem die erhaltene Miniemulsion schnell
unter starkem Rihren in 400 ml Wasser gegeben wurde, wurde die Diffusion des
Chloroforms aus der dispersen Phase in die Wasserphase (kontinuierliche Phase)
erzwungen und nach ca. 2 min Rihren eine klare Dispersion erhalten. Das
Losungsmittel wurde daraufhin bei 40 °C unter reduziertem Druck entfernt und
uberschiissiges SDS durch Dialyse mit Hilfe einer Schlauchmembran entfernt.

5.4.4 Synthese Uiber den Ouzo-Effekt

Es wurden unterschiedliche Mengen Polystyrol (M,=100 000 g/mol) in 5 ml
Tetrahydrofuran (THF) geldst und wahrend ca. 5 min mit einer Spritze (mit feiner
Kanule) unter starkem Rihren entweder in reines Wasser oder in eine Losung von SDS
in Wasser zugetropft. Anschlielend wurde das Loésungsmittel bei 60 °C (ca. 6 h)
entfernt.

5.4.5 Upscale mittels Hochdruckhomogenisator

Es wurden pro Ansatz 56 mg Polystyrol (M,,=330 000) in 122 g Toluol gelést und zu
einer Losung aus 3,5 g SDS in 670 g Wasser gegeben. Durch einstiindiges Rihren und
Homogenisierung mittels Ultraturax wurde anschliefend eine Emulsion hergestellt.
Diese Emulsion wurde in 10 Durchldaufen bei 230-260 bar durch einen
Hochdruckhomogenisator gegeben, um eine stabile Miniemulsion herzustellen. Das
Losungsmittel wurde daraufhin unter starkem Rihren bei 86 °C entfernt und

uberschissiges SDS mit Hilfe einer Ultrafiltrationszelle entfernt.

123



5 Experimenteller Teil

5.5 Charakterisierung der Proben

5.5.1 Titrationsexperimente mit ionensensitiven Elektroden

5.5.1.1 Experimenteller Aufbau der Titrationsexperimente

Die Titrationsexperimente wurden mit Hilfe eines kommerziellen Computer-gesteuerten
Titrationsaufbaus durchgefuhrt, der aus einem Steuerungsgerat (Titrando 836,
Metrohm) und zwei getrennten 20-ml Dosiereinheiten (Dosino 800 und Dosing unit
807, Metrohm) mit einem minimal dosierbaren Volumen von 2 pl besteht. Um den pH-
Wert wahrend der Experimente konstant zu halten, wurde eine pH-Elektrode (Metrohm
Nr. 6.0262.100), die gleichzeitig als Referenzelektrode fiir die Calciumionen-sensitive
Elektrode (Metrohm Nr. 6.1241.050) diente, in Kombination mit einer Dosiereinheit
verwendet. Die pH-Elektrode diente gleichzeitig als Referenzelektrode der
Calciumionen-sensitiven Elektrode, welche fur die Messung des Calciumionen-
Potentials eingesetzt wurde. Zur automatischen Steuerung und Aufzeichnung der
Titrationsexperimente wurde die Software Tiamo 2.0 (Metrohm) verwendet. Die
Kalibration der Elektroden wird in Kapitel 5.5.1.3 n&her erldutert. Alle verwendeten
Losungen und Dispersionen wurden zuvor auf denselben pH-Wert eingestellt und
wahrend der Zugabe der Calciumionen-Lésung wurde der pH-Wert durch das
Titrationssystem  mit  wassriger Ammoniaklésung konstant — gehalten.  Die
Titrationsexperimente wurden unter Stickstoff-Atmosphére in einem 50-ml Glasgefal3
durchgefuhrt und die verwendeten Salzlésungen wurden aus den entsprechenden Salzen
und Millipore-Wasser frisch hergestellt. Nach jedem Titrationsexperiment wurden die
Elektroden, das GlasgefaR, die Burettenspitzen und Schlduche mehrmals mit 10%-iger

Essigsaure und Millipore-Wasser gereinigt.
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5.5 Charakterisierung der Proben

Abbildung 56: Aufbau der Computer-gesteuerten simultanen Titration von Calcium-lonen und des
pH-Wertes.

5.5.1.2 Messung der Calciumionen-Konzentration

Fur die Messungen der Calciumionen-Aufnahmekapazitaten wurde eine verdiinnte
Calciumnitrat-Losung bekannter Konzentration mit einer konstanten Geschwindigkeit
von 10 pl pro Minute zu der jeweiligen Partikeldispersion mit bekanntem
Feststoffgehalt zugegeben. Der pH-Wert wurde durch Zugabe verdinnter
Ammoniakldsung konstant gehalten. Gleichzeitig wurde das Calciumionen-Potential
mit Hilfe der Calciumionen-sensitiven Elektrode aufgezeichnet. In Kapitel 5.5.1.4 ist
beispielhaft gezeigt, wie aus dem zeitlichen Verlauf des Calciumionen-Potentials die
Menge an freien und gebundenen Calcium-lonen und daraus die Menge an
Oberflachenladungen pro Gramm Partikel berechnet werden kann.
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l—[pH = konst.][ U (Ca?) ]

Partikeldispersion

I Abbildung 57: Experimenteller Aufbau der Titrationsexperimente schematisch dargestellt.

Die Calciumionen-Aufnahmekapazitat der verschiedenen Gelatine-Arten wurde auf
ahnliche Weise bestimmt. 25 mg Gelatine wurden hierzu bei 37 °C in 25 g Millipore-
Wasser gelost und der pH-Wert mit verdiinnter Natronlauge auf pH 10 angepasst.
AnschlieBend wurde eine verdinnte Calciumnitrat-Losung zur Gelatinelésung (FSG =
0,1 Gew.-%) gegeben und das Calciumionen-Potential bei konstantem pH-Wert

gemessen.

Die Messung der Kristallisationskinetik wurde analog zu den Beladungsexperimenten
durchgefiihrt. Dazu wurde eine verdiinnte  Ammoniumphosphat-Lésung bei einer
Temperatur von 37 °C zu einer Partikeldispersion, welche zuvor mit einer
Calciumnitrat-Lésung versetzt wurde, gegeben. In den Referenzexperimenten wurde die
Ammoniumphosphat-Losung unter denselben Bedingungen zu einer partikelfreien
Calciumnitrat-L6sung gegeben. Wéhrend der Titration wurde der pH konstant gehalten

und das Calciumionen-Potential gemessen.

5.5.1.3 Kalibrierung der Elektroden

Die Kalibrierung der pH-Elektrode wurde durch 3-Punkt-Kalibration jeweils vor den
Messungen durchgefiihrt. Die Kalibrierung der Calciumionen-selektiven Elektrode
erfolgte nach einer vor kurzem in der Literatur beschriebenen Methode./” Hierzu
wurden unter den gleichen Bedingungen wie bei der spateren Messung Calcium-lonen
in reines Wasser (Millipore-Wasser) gegeben und gleichzeitig tber die Calciumionen-
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5.5 Charakterisierung der Proben

selektive Elektrode das Potential aufgenommen. Uber eine Auftragung der gemessenen
Spannung gegen den Logarithmus der in der Losung vorliegenden Konzentration kann
dann eine Kalibriergerade berechnet werden. Diese Methode hat VVorteile gegentber der
gewohnlichen 3-Punkt-Kalibration, da eine Vielzahl an Messpunkten bei denselben
Bedingungen der spateren Messung aufgenommen werden kann. In Abbildung 58 sind
die Messpunkte sowie die berechnete Kalibriergerade aufgetragen. Die Abweichung der
Geraden von den Messpunkten ist sehr gering, was zeigt, wie genau diese Methode ist.

W77

Messpunkte
20 - . Kalibriergerade

-30

-40

50 |

U/mVv

60 |
y = 28,1880x + 83,8948

20k R*=0,9997 i

B0k, ...

6,5 -6,0 -5,5 -5,0 -4,5 -4,0 -3,5
log c

I Abbildung 58: Messpunkte der Kalibrationsmessung sowie Kalibriergerade bei pH 10.

5.5.1.4 Bestimmung der Calciumionen-Konzentration

Die Messung der in der Dispersion vorliegenden Calciumionen-Konzentration wurde
unter den gleichen Bedingungen durchgefuhrt, wie die Kalibrationsmessung
(Kapitel 5.5.1.3). In der Dispersion lagen Carboxyl- und Phosphonat-funktionalisierte
Partikel mit bekanntem Feststoffgehalt vor. Es wurde analog zur Kalibrationsmessung
wéhrend der Calciumionen-Zugabe und pH-Konstanttitration tUber eine Calciumionen-
sensitive Elektrode das Potential aufgenommen. Mit Hilfe der Kalibrationsgeraden
wurde daraus der zeitabhangige Verlauf der Calciumionen-Konzentration berechnet. Im
zur Referenz parallelen dem Bereich der Kurve wurde eine Tangente angelegt.
Anschliefend wurde aus der Differenz der Tangente zur Referenz (Menge an
zutitrierten Calcium-lonen) die Menge an aufgenommenen Calciumionen bestimmt, wie
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in Abbildung 59 beispielhaft gezeigt ist. Mit Hilfe des Feststoffgehaltes der Dispersion
kann daraus die Menge an Calcium-lonen, die pro Gramm Partikel aufgenommen

wurde, berechnet werden.

' I ! | N | ! | N | ! I
pH 7: 7 5 1
0,004 - An=8,9810 * Mol <> 1,79:10 ~ Mol-g ~ Partikel .
pH 10: i 5 1
[ An=2,21-10 Mol <« 4,41-10 Mol-g Partikel v
_ 0,003 L Referenz _ i
§ (Menge zugegebene Calcium-lonen)
= i |
E=
& 0,002 .
‘:tlf-
(18]
S 5 i
c
0,001 .
0,000 L | | N | 1 | 1 | 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Zeit in Sekunden

Abbildung 59: Zeitabhdngiger Verlauf der Menge an freien Calcium-lonen wahrend des
Titrationsexperimentes und Bestimmung der Calciumionen-Aufnahmekapazitit von Oberflachen-
funktionalisierten Partikeln bei unterschiedlichen pH-Werten aus der Verschiebung des vy-
Achsenabschnittes.

5.5.2 Rontgenbeugung

Die Rontgendiffraktogramme wurden mit Cu-Ka Strahlung (A=1,54 A) bei 40 kV
Spannung und einem Strom von 30 mA mit einem Phillips Typ PW Diffraktometer
gemessen. Vor der Messung wurden die Proben gefriergetrocknet und viermal durch
Zentrifugation (20 Minuten bei 14 000 Umdrehungen) und Redispergierung in
demineralisiertem Wasser gereinigt. AnschlieBend wurden die Proben erneut
gefriergetrocknet und im Rontgendiffraktometer gemessen. Die
Referenzdiffraktogramme der unterschiedlichen Calciumphosphat-Phasen wurden aus
der ICDD-Datenbank verwendet.
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5.5.3 Partikelladungsdetektion

Die Oberflachenladung der Polymerpartikel wurde tber eine Polyelektrolyt-Titration
mit Hilfe eines Partikelladungsdetektors (PCD 02, Mutek GmbH), der mit einem
automatischen Titriersystem (Titrino 702SM, Metrohm AG) ausgeristet ist, gemessen.
Die negativ geladenen Oberflachengruppen wurden mit dem positiv geladenen
Polyelektrolyt Poly(diallyldimethylammoniumchlorid) (PDADMAC) titriert. Vor den
Messungen wurden alle Proben durch wiederholte Zentrifugation und Redispergierung
grandlich gereinigt. Die Messungen wurden mit 10 ml des verdiunnten Latex mit
bekanntem Feststoffgehalt und jeweils genau eingestelltem pH-Wert (pH 5, 7 oder 10)
durchgefuhrt. Die Menge an Oberflachenladungen (aus den funktionellen Gruppen) pro
Gramm Polymer wurde anschlielend aus dem Volumen an Polyelektrolyt, das wahrend
der Titration verbraucht wurde, berechnet:

Ladungen V-M-N,
gPolymer FSG

5-1

mit V als Volumen an verbrauchtem Elektrolyten (in L), M als molarer Konzentration
an Polyelektrolyt (in mol-L™), Na als Avogadro-Konstante (6,022-10%°* mol-L™) und
FSG als Feststoffgehalt der Probe (in g). Mit Hilfe der Uber die DLS bestimmten
PartikelgroRe kann anschlieBend aus der Menge an Oberflachenladungen, die Anzahl
Ladungen pro Partikel oder pro Flacheneinheit berechnet werden.

5.5.4 Thermogravimetrische Analyse

Die thermogravimetrische Analyse (TGA) der Proben wurde mit einer Mettler Toledo
Thermowage (ThermoSTAR TGA/SDTA851) unter Stickstoffatmosphére durchgefihrt.
Die Temperatur wurde dabei von RT auf 900 °C mit einer Heizrate von 10 °C-min*
erhoht.

5.5.5 Rasterelektronenmikroskopie

Die REM-Aufnahmen wurden mit Hilfe eines Rasterelektronenmikroskops des Typs

LEO Gemini 1530 bei einer Beschleunigungsspannung von 0,5 kV aufgenommen.
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5.5.6 Transmisssionselektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Experimente (Standardaufnahmen, Hell- und
Dunkelfeldaufnahmen, Elektronenbeugung) wurden mit einem LEO EM912 Omega bei
einer Beschleunigungsspannung von 120 kV durchgefiihrt. Das Element-Mapping
wurde an einem Transmissionselektronenmikroskops des Typs FEI Tecnai F20 bei einer
Spannung von 200 kV ausgefuhrt. Um die sehr kleinen Einzelkettenpartikel im TEM
sichtbar zu machen, wurden die Proben mit 2%-iger Phosphorwolframséure behandelt
(negative Kontrastierung), indem ein Tropfen Phosphorwolframsaure fir 1 min auf den

Probentréger gegeben und anschlieBend mit einem Filterpapier entfernt wurde.

5.5.7 Freisetzungsexperimente

Die Freisetzung von Rhodamin aus den Gelatine/Calciumphosphat-Kapseln wurde mit
Hilfe von Fluoreszenzmessungen untersucht. Dazu wurden die redispergierten Proben
zundchst auf unterschiedliche pH-Werte angepasst (2, 3, 4, 5, 6 und 7.4) und zu
unterschiedlichen Zeiten (nach 1, 2, 6, 12 und 30 h) 0,5 ml der Probe entnommen und
nach der Zentrifugation (14 000 U/min, 20 min) jeweils 3 mal 100 pl des Uberstandes
in eine 96-Well Platte gegeben. Die Proben wurden mit einer Wellenlange von 530 nm
bestrahlt und die Emission bei 554 nm aufgenommen. Die Fluoreszentintensitaten
wurden mit einem Plate reader (multimode, M1000, Tecan GmbH) gemessen.

5.5.8 Dynamische Lichtstreuung

Die PartikelgrofRen wurden mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung (DLS) bestimmit,
indem die verdunnten Dispersionen bei einem konstanten Streuwinkel von 90° mit
einem Nicomp Partikelmessgerat (Modell 370, PSS Santa Barbara, CA, USA)
vermessen wurden.

Die Bestimmung der PartikelgrélRe der Einzelkettenpartikel wurde mit einer
Lichtstreuanlage der Firma ALV mit einem ALV/CGS3 Kompakt Goniometer-System
mit He/Ne-Laser (632,8 nm), ALV/LSE-5004-Korrelator und ALV5000-Software in
einem Winkelbereich von 30-150° durchgefiihrt. Vor den Messungen wurden die
Proben  zweifach  filtriert (0,2 um  PorengroRe). Zur  Berechnung  der
PartikelgroRenverteilung aus der Autokorrelationsfunktion wurde die CONTIN-
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Methode angewandt. Da die PartikelgroRe bei den sehr kleinen Partikeln keine
Winkelabhéngigkeit zeigte, wurde aus den bei unterschiedlichen Winkeln erhaltenen
PartikelgroRen (mind. 8 verschiedene Winkel) anschlieBend ein Mittelwert gebildet und

die Standardabweichung berechnet.

5.5.9 Messung der zeitaufgelosten Fluoreszenzanisotropie

Abklingfunktionen der Fluoreszenz wurden mit Hilfe der zeitkorrelierten
Einzelphotonenzahlung (Time Correlation Single Photon Counting Technique TCSPC)
gemessen (FluoTime 200, PicoQuant GmbH). Eine Kivette (10 mm Dicke) mit der
wassrigen Dispersion wurde mit Hilfe einer Lichtquelle angeregt (PLS 280, 2 MHz,
~1 uW, Pulsdauer ~900 ps, Picoquant GmbH). Die Fluoreszenz wurde im rechten
Winkel zur Probe gemessen. Glan-Thompson-Polarisatoren (fur die Anregung und
Detektion) wurden im benétigten Winkel angeordnet, um eine horizontale oder vertikale
Polarisation des Lichts zu erreichen. Zusatzliche Langpassfilter (Brightline 300/LP,
Semrock Inc.) wurden vor einem Monochromator (Sciencetech Model 9030)
angeordnet, um gestreutes Licht besser auszuldschen. Ein Photoelektronenvervielfacher
PMA 165 (PicoQuant GmbH) wurde zur Detektion der Fluoreszenz verwendet.

Die Fluoreszenzlebensdauer (z) fir das einfache exponentielle Modell oder die
gemittelte Lebensdauer (7) fur das multiexponentielle Modell wurden mit der FluoFit-
Software (PicoQuant GmbH) mit Hilfe der folgenden Formeln bestimmt. Der zeitliche
Verlauf der Fluoreszenzanisotropie wurde mit Hilfe der Formeln 5-2, 5-3 und 5-4
berechnet. Der auf diese Weise erhaltene Verlauf wurde anschliefend unter
Verwendung von Formel 5-5 als Fitfunktion angepasst, nachdem ein passendes Modell

ausgewahlt wurde:
t

n t—t’
I(t) = f IRF(t’)ZAie_T_idt’ 5-2
i=1

—Q0

mit 1(t) als zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitat, IRF als Antwortfunktion der

Gerétes, A; als praexponentielle Faktoren und z; als Abklingzeiten.
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Der zeitliche Verlauf der Fluoreszenzanisotropie wurde mit Hilfe der folgenden

Gleichungen bestimmt:*®’

_ Lyy(8) — G - Iy (P) 5-3
Iyy(®) +2-G - Iyu(0)

r(t)Exp.

_ (@) 5-4
¢ Iy (1)

mit r(t) als zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzanisotropie, G als Geratekorrekturfaktor
und I(t) als zeitlicher Verlauf der folgenden Fluoreszenzintensitaten: lyy(t) entspricht
der Fluoreszenzintensitat, wenn Anregungs- und Emissionspolarisator vertikal
polarisiertes Licht transmittieren, und lyy(t) entspricht der Fluoreszenzintensitat, wenn
Anregungs- und Emissionspolarisator horizontal polarisiertes Licht transmittieren. 1y(t)
bezeichnet die Fluoreszenzintensitat, wenn der Anregungspolarisator horizontal und der
Emissionspolarisator  vertikal verwendet werden, und Iyu(t) bezeichnet die
Fluoreszenzintensitdt, wenn der  Anregungspolarisator  vertikal und  der

Emissionspolarisator horizontal verwendet werden.

Der zeitliche Verlauf der Fluoreszenzanisotropie kann auch als Summe von

Exponentialgleichungen beschrieben werden:*®’

n
t
L 5-5
() = Bins +Zﬁi@ 0
i1

mit r(t) als zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzanisotropie, 6, = (6Rj)‘1 als individuelle
Rotationsrelaxationszeiten, R; als Rotationsgeschwindigkeit, f; als Vorfaktoren, die den
Anteil der jeweiligen Rotationskomponente an der Fluoreszenzdepolarisation
beschreiben und fiys als ,,Hintergrund®. Durch Losen der Exponentialfunktion kann auf
diese Weise die Rotationskorrelationszeit des reinen Fluorophores oder des
partikelgebundenen Fluorophores bestimmt werden.
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Fur sphérische Partikel (oder Molekile) kann anschlieBend mit Hilfe der
Rotationskorrelationszeit des Fluorophores (6;) das Volumen der rotierenden Einheit

bestimmt werden (Stokes-Einstein-Beziehung):'*°

_n 5-6

H_RT

mit # als Viskositat, T als Temperatur in K, R als Gaskonstante und V als VVolumen der
rotierenden Einheit. Durch Umformen dieser Gleichung kann aus der

Rotationskorrelationszeit der Radius des rotierenden Partikels (oder Molekiils)

o 7 [3kaTE 5-7
| 4mp

berechnet werden:*%°
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden Miniemulsionen als raumliche Begrenzungen fur die Synthese
von unterschiedlichen funktionellen Materialien mit neuartigen Eigenschaften
verwendet. Das erste  Themengebiet umfasst die  Herstellung  von
Polymer/Calciumphosphat-Hybridpartikeln und  —Hybridkapseln uber  die
templatgesteuerte  Mineralisation von Calciumphosphat. Die funktionalisierte
Oberflache von Polymernanopartikeln, welche tber die Miniemulsionspolymerisation
hergestellt wurden, diente als Templat fir die Kristallisation von Calciumphosphat auf
den Partikeln. Der Einfluss der funktionellen Carboxylat- und Phosphonat-
Oberflachengruppen auf die Komplexierung von Calcium-lonen sowie die
Mineralisation von Calciumphosphat auf der Oberflache der Nanopartikel wurde mit
mehreren Methoden (ionenselektive Elektroden, REM, TEM und XRD) detailliert
untersucht. Im Fall von Vinylbenzylphosphonsdure als funktionellem Comonomer in
der Miniemulsionspolymerisation mit Styrol wurde eine annédhernd vollstandige
Bedeckung der Partikel mit Kristallen gefunden. Es wurde zudem herausgefunden, dass
die Mineralisation bei verschiedenen pH-Werten zu vollkommen unterschiedlichen
Kristallmorphologien (nadel- und plattchenférmige Kristalle) auf der Oberflache der
Partikel fuhrt. Untersuchungen der Mineralisationskinetik zeigten, dass die
Morphologie der Hydroxylapatit-Kristalle auf der Partikeloberflache mit der Anderung
der Kristallisationsgeschwindigkeit durch eine sorgféltige Wahl des pH-Wertes gezielt
kontrolliert werden kann.

Sowohl die Eigenschaften der als Templat verwendeten Polymernanopartikel
(z. B. GroRe, Form und Funktionalisierung), als auch die Oberflachentopografie der
entstandenen Polymer/Calciumphosphat-Hybridpartikel wurden gezielt verandert, um
die Eigenschaften der erhaltenen Kompositmaterialien zu steuern. Die hierbei gewonnen
Erkenntnisse tber die Wechselwirkung zwischen Templatpartikeln und entstehenden
Kristallen sowie den gesamten Mineralisationsprozess fuhren hin zu einer kontrollierten

Synthese einer Vielzahl organisch/anorganischer Nanopartikel fur unterschiedliche
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6 Zusammenfassung

Anwendungsgebiete von der Optoelektronik und Katalyse bis hin zu biomedizinischen

Materialien.

Eine é&hnliche bio-inspirierte  Methode wurde zur in situ-Herstellung von
organisch/anorganischen Nanokapseln entwickelt. Hierbei wurde die flexible
Grenzflache von flussigen  Miniemulsionstropfchen zur  Mineralisation  von
Calciumphosphat an der Grenzflache eingesetzt, um Gelatine/Calciumphosphat-
Hybridkapseln mit flissigem Kern herzustellen. Der groRe Vorteil der
Gelatine/Calciumphosphat-Nanokapseln  ist, dass die Kapselhulle aus den
Biomaterialien Gelatine und Calciumphosphat aufgebaut ist, wodurch diese Kapseln
nicht nur biokompatibel und bioabbaubar sind, sondern zusatzlich potentiell durch
verschiedene &uBere Reize, wie Anderungen des pH-Wertes, der Temperatur, der
lonenstérke oder der Anwesenheit von Enzymen, angesprochen werden konnen. Die
organisch/anorganischen Hybridkapseln kénnten aus diesem Grund in verschiedenen
Anwendungen als funktionelle Freisetzungssysteme eingesetzt werden. Der flussige
Kern der Nanokapseln ermdglicht dabei die Verkapselung unterschiedlicher hydrophiler
Substanzen, was in dieser Arbeit durch die erfolgreiche Verkapselung winziger
Hydroxylapatit-Kristalle sowie eines Fluoreszenzfarbstoffes (Rhodamin 6G)
demonstriert ~ wurde.  Aufgrund  der  intrinsischen  Eigenschaften  der
Gelatine/Calciumphosphat-Kapseln konnten abhangig vom pH-Wert der Umgebung
unterschiedliche Mengen des verkapselten Fluoreszenzfarbstoffes aus den Kapseln

freigesetzt werden.

Eine mogliche Anwendung der Polymer/Calciumphosphat-Partikel und —Kapseln ist die
Implantatbeschichtung, wobei diese als Bindeglied zwischen kiinstlichem Implantat und
natlrlichem Knochengewebe dienen. Aufgrund ihrer knochenéhnlichen Struktur und
Multifunktionalitdat konnten diese Beschichtungen das aktive Aufwachsen wvon

Knochengewebe auf der Implantatoberflache fordern.

Im zweiten Themengebiet dieser Arbeit wurde die Grenzflache von Nanometer-grofien
Miniemulsionstropfchen eingesetzt, um einzelne in der dispersen Phase gelOste
Polymerketten zu separieren. Nach der Verdampfung des in den Tropfchen
vorhandenen Ld&sungsmittels wurden stabile Dispersionen sehr kleiner Polymer-
Nanopartikel (<10 nm Durchmesser) erhalten, die aus nur wenigen oder einer einzigen
Polymerkette bestehen. Die kolloidale Stabilitdt der Partikel nach der Synthese,
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6 Zusammenfassung

gewadhrleistet durch die Anwesenheit von SDS in der wassrigen Phase der Dispersionen,
ist vorteilhaft fur die anschlielende Charakterisierung der Polymer-Nanopartikel. Die
PartikelgroRe der Nanopartikel wurde mittels DLS und TEM bestimmt und mit Hilfe
der Dichte und des Molekulargewichts der verwendeten Polymere die Anzahl an
Polymerketten pro Partikel bestimmt. Wie es fir Partikel, die aus nur einer
Polymerkette bestehen, erwartet wird, stieg die mittels DLS bestimmte PartikelgroRe
mit steigendem Molekulargewicht des in der Synthese der Partikel eingesetzten
Polymers deutlich an. Die Quantifizierung der Kettenzahl pro Partikel mit Hilfe von
Fluoreszenzanisotropie-Messungen ergab, dass Polymer-Einzelkettenpartikel hoher

Einheitlichkeit hergestellt wurden.

In Zukunft kénnte die hier entwickelte Methode zur rdumlichen Separation einzelner
Polymerketten in Miniemulsionstrépfchen zur Durchfuhrung von
Einzelmolekdlreaktionen, wie der intramolekularen Ringschlussreaktion einzelner
Polymerketten, angewandt werden. Auf diese Weise konnte die intermolekulare
Reaktion erfolgreich unterdriickt werden, ohne die Notwendigkeit extrem hoher
Verdlinnungen, wie sie Ublicherweise bei intramolekularen Ringschlussreaktionen
eingesetzt werden.

Durch die Verwendung eines Hochdruckhomogenisators zur Herstellung der
Einzelkettendispersionen war es mdoglich, groRere Mengen der Einzelkettenpartikel
herzustellen, deren Materialeigenschaften zurzeit naher untersucht werden.
Madglicherweise konnten die Polymer-Einzelkettenpartikel auf Grund von verénderten
intramolekularen Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Polymerketten in der
industriellen Anwendung zu einer verbesserten Prozessierbarkeit von Polymeren fiihren,
deren konventionell hergestellte Schmelzen hochviskos sind.
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Summary

In this work, miniemulsions were employed as spatial confinement for the synthesis of
different functional materials with new material properties. The first part of the work
was dealing with the synthesis of hybrid nanoparticles and nanocapsules that consist of
polymer and calcium phosphate by using a template assisted approach for the
mineralization of calcium phosphate.

The functionalized surface of polymeric nanoparticles synthesized via the miniemulsion
polymerization served as template for the crystallization of calcium phosphate on the
particles. The influence of functional carboxylate and phosphonate surface
functionalities on the complexation of calcium ions as well as the mineralization of
calcium phosphate on the surface of the particles was studied in detail using different
analytical methods (ion selective electrodes, SEM, TEM and XRD). In the case of
vinylbenzylphosphonic acid as functional comonomer in the miniemulsion
polymerization with styrene, an almost complete coverage of the particles with calcium
phosphate crystals was found. In addition it was found that the mineralization at
different pH resulted in completely different crystal morphologies (needle- and platelet-
like crystals) on the surface of the particles. Studies on the kinetics of mineralization
showed that the morphology of the HAP crystals on the surface of the polymer particles
can be effectively controlled by changing the crystallization rate and thus the driving
force for HAP growth through a thoughtful choice of pH.

The properties of the polymeric template (e.g. the particle size, shape and surface
functionalization) as well as the surface topography of the polymer/calcium phosphate
hybrid particles were effectively and independently changed in order to control the
material properties of the resulting composite materials. The results obtained on the
interplay between the template particles and the growing crystals could be applied to the
systematic synthesis of a variety of organic/inorganic nanoparticles for different
applications ranging from optoelectronics and catalysis to biomedical materials.

In a similar bio-inspired approach the flexible interface of miniemulsion nanodroplets
was used for the interfacial mineralization of calcium phosphate leading to
gelatin/calcium phosphate capsules. The big advantage of these hybrid nanocapsules is
that they are composed of the biominerals gelatin and calcium phosphate. This leads not
only to biocompatible and biodegradable hybrid capsules but also permits them to be
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Summary

potentially addressed by external stimuli like changes in pH value, temperature, ionic
strength or the presence of enzymes. Therefore these organic-inorganic hybrid capsules
could be employed as functional release systems in various applications. The liquid core
of the nanocapsules enables the encapsulation of different hydrophilic substances inside
the capsules. In this work, this is demonstrated by the successful encapsulation of tiny
hydroxy apatite crystals and dye molecules (Rhodamine 6G) in the gelatin/calcium
phosphate capsules. It was found that depending on the surrounding pH value different
amounts of dye were released from the capsules which can be attributed to the intrinsic
properties of gelatin and calcium phosphate. The combined material properties of both
the inorganic and the organic phase of the resulting polymer/calcium phosphate
nanoparticles and nanocapsules might allow the latter to be used in tissue engineering
applications providing excellent cell attachment and possibly inducing growth of new
bone.

In the second part of the work miniemulsion droplets were used as confinement to
separate single polymer chains which are dissolved in the dispersed phase. Following
the evaporation of the solvent, stable dispersions of extremely small polymeric
nanoparticles (<10 nm) were obtained that consist of very few or only a single polymer
chain. The colloidal stability of the particles - maintained after the synthesis by the
presence of SDS in the aqueous phase - is advantageous for the subsequent
characterization of the nanoparticles. The size of the nanoparticles was measured using
DLS and TEM. In combination with the mass density and molecular weight of the
polymer, the number of polymer chains per particle was determined. As expected for
particles that consist of only a single polymer molecule, it was found that the size of the
particles increased with increasing molecular weight of the polymers used in the
synthesis of the particles. The quantification of the amount of polymer chains per
particle via fluorescence anisotropy measurements showed that polymeric single chain
particles of high uniformity were obtained.

In the future the concept of separating single polymer chains in miniemulsion droplets
could be employed for single molecule reactions like the intramolecular ring-closure of
single polymer chains. In this case, the intermolecular reaction could be effectively
suppressed, without the need for high dilution conditions as conventionally employed in
intramolecular polymer cyclizations. An up-scaling of the single-chain particles
synthesis was achieved via high-pressure homogenization to obtain higher amounts of
the single-chain particles. At the moment the material properties of the single-chain
particles are investigated. In the future, the single-chain particles are envisioned to
increase the industrial processability of polymers with high melt viscosities.
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7 Anhang

7.1 Abkirzungen

Acrylséure AA
Desoxyribonukleinséure DNA
Dynamische Lichtstreuung DLS
Elektronenenergieverlustspektroskopie EELS
Feststoffgehalt FSG
Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung FACS
Gelpermeationschromatrographie GPC
Gewichtsprozent Gew.-%
Titandioxid TiO;
Hochleistungsflissigchromatographie HPLC
Hydroxylapatit HAP
Konfokales Laser-Raster-Mikroskop CLSM
Lutensol AT50 Lutensol
Natriumdodecylsulfat SDS

o/w Ol-in-Wasser
Octacalciumphosphat OCP
Partikelladungsdetektion PCD
Poly[(butyl-co-ethyl)-b-ethylenoxid] P(B/E-EQ)
Polylactid PLA
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7 Anhang

Polymethylmethacrylat PMMA
Polystyrol PS
Polyvinylalkohol PVA
Polyvinylpyrrolidon PVP
Rasterelektronenmikroskopie REM
Rasterkraftmikroskopie AFM
Rastertunnelmikroskopie STM
Raumtemperatur RT
Rontgenbeugung XRD
Stunden h
Styrol S
Thermogravimetrische Analyse TGA
Transmissionselektronenmikroskopie TEM
Vinylbenzylphosphonsaure VBPA
Vinylphosphonséure VPA
w/o Wasser-in-Ol
7.2 Symbole

A Préexponentieller Faktor

D Polydispersitat

D, Partikeldurchmesser (Zahlenmittel)

1(t) Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitat
IRF Antwortfunktion des Gerates
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7.2 Symbole

N[N

Mw

r(t)

r*

Rh

SR

Vi

AGy

AGN*

4Gy

0

Ti

Keimbildungsgeschwindigkeit
Molekulargewicht (Gewichtsmittel)
Gaskonstante

Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzanisotropie
kritischer Keimbildungsradius
Hydrodynamischer Radius
Ubersittigung

Temperatur
Glasubergangstemperatur

Molares Volumen
Grenzflachenspannung

freie Keimbildungsenergie

Aktivierungsenergie der homogenen Keimbildung

freie Phasenumwandlungsenergie
Viskositat
Rotationsrelaxationszeit
Wellenlange

Abklingzeit
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7 Anhang

7.3 Zusatzliche experimentelle Ergebnisse

TGA-Analyse der Polymer/HAP-Partikel:

100 4~ —— -
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100 200 300 400 500 600 700 800 900
Temperaturin °C

I Abbildung 60: TGA-Ergebnisse, die mit den Polymer/HAP-Hybridpartikeln erhalten wurden.

HPLC-Ergebnisse zur Freisetzung von Vancomycin aus Gelatine/Calciumphosphat-
Kapseln:

Die verwendete HPLC-Anlage besteht aus einer quaterndaren Gradientenpumpe und
einem DAD-Detektor (Serie 1200 von Agilent) sowie einer RP-S&ule (von Machery und
Nagel, HD8, Durchmesser 4 mm, Lange 125 mm, KorngroRe 5 pum). Der eingesetzte
Losungsmittelgradient wurde bei RT mit THF/Wasser+0,1% TFA (Trifluoressigsaure)
in einem Verhaltnis von 2/98 gestartet und innerhalb von 10 min auf 100% THF
gebracht.
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7.3 Zusatzliche experimentelle Ergebnisse
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Abbildung 61: Ergebni_sse der HPLC-AnaIyse der  Vancomycin-Freisetzung aus
Gelatine/Calciumphosphat-Kapseln (Wellenlange 280 nm).
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Abbildung 62: Ergebnisse der HPLC-Analyse der Vancomycin-Freisetzung aus
Gelatine/Calciumphosphat-Kapseln (Wellenlange 220 nm).
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7 Anhang

TEM-Untersuchung der mittels des Miniemulsions-Diffusionsprozess hergestellten
Dispersion:

Abbildung 63: TEM-Aufnahme der mittels Miniemulsions-Diffusionsprozess hergestellten Dispersion
(Polystyrol mit M,, = 100 000 g/mol).

144



7.3 Zusatzliche experimentelle Ergebnisse

Ergebnisse der Herstellung von Polymerdispersionen Uber den Ouzo-Effekt:

Eine mdogliche Fehlerquelle bei der Berechnung der Anzahl an Polymerketten pro

Partikel ist die Annahme, dass die Dichte der Einzelkettenpartikel mit der Dichte

konventioneller Polymere tibereinstimmt.

I Tabelle 14: Einwaagen der mittels des Ouzo-Effektes hergestellten Proben.

Probe Methode PS-Menge SDS-Menge | THF-Menge Wasser-Menge
in mg in mg inmL inmL
KS-CO1 rihren 0,2 - 5 24
KS-Co7 us 0,2 - 5 24
KS-C02 rihren 1 - 5 24
KS-C03 rihren 1 - 1 99
KS-C04 riihren 0,2 125 5 24
KS-C08 us 0,2 125 5 24
KS-C05 rihren 1 125 5 24
KS-C06 rihren 1 125 5 24

I Tabelle 15: Zusammenfassung der mittels Ouzo-Effekt ohne Tensid erhaltenen Ergebnisse.

PS-Menge Verhiltnis Partikeldurchmesser
Probe Methode . .
inmg THF/H,0 in nm
KS-C01 rihren 0,2 1/4,8 130
KS-C07 us 0,2 1/4,8 106
KS-C02 rihren 1 1/4,8 137
KS-C03 rihren 1 1/99 139
Tabelle 16: Zusammenfassung der Ergebnisse, die mittels Ouzo-Effekt und SDS als Tensid erhalten
wurden.
PS- . | SDS-Menge Verhiltnis Partikeldurchmesser
Probe Methode | Menge in . .
in mg THF/H,0 in nm
mg
KS-C04 riithren 0,2 125 1/4,8 142
KS-C08 us 0,2 125 1/4,8 149
KS-C05 rihren 1 125 1/4,8 174
KS-C06 rihren 1 200 1/4,8 130
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7 Anhang

Ergebnisse der Variationen des Emulsions-Verdampfungsprozesses zur Optimierung

der Einzelkettenpartikel-Synthese:

Tabelle 17: Ergebnisse der bei verschiedenen PS-Konzentrationen und SDS-Konzentrationen mit
Chloroform als Losungsmittel hergestellten Partikel.

Probe PS-Konzentration® |SDS-Konzentration®| Partikeldurchmesser
in Gew.-% in Gew.-% in nm°

KS-A17 2,7-10° 1,7 18,9

KS-A16 1,3-10’2 1,7 14,9

KS-A14 6,7-10’3 1,7 15,5

KS-A19 5,3-10° 1,7 15,9

KS-A18 4-10° 1,7 14,9

KS-A23 2,6:10° 1,7 15,6

KS-A21 2,6-10'3 1 15

KS-A22 2,610 2,7 13,4

[a] bezogen auf disperse Phase; [b]: gemessen mittels winkelabhangiger DLS, Intensitatsmittel

ITabeIIe 18: Ergebnisse der bei verschiedenen Temperaturen mit Chloroform als L&sungsmittel

hergestellten Partikel.

Probe Temperatur PS-Menge SDS-Menge PartikelgroRe
in°C inmg inmg innm
KS-A50 60 1,00 125 15,1
KS-A52 40 1,00 125 15,5
KS-A17 60 2,00 125 18,9
KS-A53 40 2,00 125 18,9

I Tabelle 19: Eigenschaften der mit Dichlormethan als Losungsmittel hergestellten Partikel.

PS-Menge SDS-Menge PartikelgroRe
Probe . . .
in mg in mg innm
KS-A35 0,50 125 90
KS-A36 1,00 125 52
KS-A37 2,00 125 38
KS-A38 2,00 200 38
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7.3 Zusatzliche experimentelle Ergebnisse

I Tabelle 20: Eigenschaften der mit Toluol und verschiedenen SDS-Mengen hergestellten Partikel.

PS-Menge | SDS-Menge | PartikelgroRRe

Probe . . .

inmg in mg in nm
KS-A46 1 72 13,5
KS-A32 1 125 12,2
KS-A47 1 200 10,7
KS-A48 1 300 11,5
KS-A49 1 500 12
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