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Kurzfassungen

Selbstorganisation amphiphiler Block-Copolymere in Mikromischern

Die Selbstorganisation zweier Systeme amphiphiler Polymere, dem Diblock-Copolymer PB-
PEO und dem Triblock-Copolymer PEO-PPO-PEO, wurde in Mikromischern erfolgreich
untersucht. Es wurden drei Mikromischer eingesetzt, zwei auf dem interdigitalen
Mischprinzip und einer auf dem Split-and-recombine-Prinzip basierend. Die jeweilige
Mischerarchitektur wurde auf die Fahigkeit hin untersucht, Polymersomen kontrolliert und
kontinuierlich herstellen zu konnen. Durch Verdnderung der Mischbedingungen wie
Mischerarchitektur, Flussraten, Flussratenverhdltnisse, Konzentration, Temperatur oder
Losungsmittel-beschaffenheit, wurde die Selbstorganisation von PB-PEO gezielt gesteuert.
Unterschiedliche Strukturen wie Polymersomen, scheibenartige Mizellen oder sphérische
Mizellen wurden mit enger GroBenverteilung hergestellt und mittels DLS und (Cryo)-TEM
charakterisiert. Daraus ergab sich ein Einblick in den Mechanismus der Selbstorganisation zu
Vesikeln. Gleichzeitige Einlagerung hydrophober Partikel wie Quantum Dots (QDs) oder
Eisenoxid-Nanopartikel (USPIO-NPs) diente als Modellsystem fiir kontinuierlich hergestellte
multi-funktionelle Polymersomen. Die Darstellung der PB-PEO-Vesikel wurde auf das
Pluronic® System L121 erfolgreich {ibertragen. Eine durch hydrophobe Beladung
entstandene Stabilisierung der sonst sehr instabilen Pluronic®-L121 Vesikel wurde
erfolgreich nachgewiesen und lieferte kontinuierlich hergestellte biokompatible,

multifunktionelle Polymersomen mit niedriger Polydispersitit.



Self-assembly of amphiphilic block copolymers in micro mixers

The self-assembly of two different amphiphilic polymer systems, the diblock-
PB-PEO and the triblock-copolymer PEO-PPO-PEO, were investigated in micro mixers.
Three different micro mixers were used: two based on interdigital mixing and one on split-
and-recombine principle. The micro mixers were investigated to ensure a continuous and
controlled synthesis of polymersomes. The self-assembly of PB-PEO was controlled by
varying the mixing conditions like mixing architecture, flow rate, flow rate ratio,
concentration, temperature or solvent properties. Different morphologies like polymersomes,
disc-like micelles or spherical micelles were synthesized with a low polydispersity and
characterized by DLS and (Cryo)-TEM. This gave an insight into the mechanism of
polymersomes’ self-assembly. Simultaneous loading of hydrophobic particles like quantum
dots (QDs) or iron oxide nanoparticles (USPIO-NPs) was used as a model system for
continuously synthesized multifunctional polymersomes. Based on the mixing of PB-PEO,
the controlled self-assembly was transferred to the pluronic® L121 system. A stabilization of
the instable pluronic®-vesicles by loading of hydrophobic particles was successfully
demonstrated and leads to a controlled and continuous synthesis of multifunctional,

biocompatible polymersomes with a low polydispersity.
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1 Einleitung

Die Nanotechnologie steht seit mehr als 20 Jahren im Fokus der Wissenschaften. Die
»National Science Foundation* in den USA definiert sie als Systeme und Partikel, die in
mindestens einer Dimension eine Ausdehnung von 1-100 nm aufweisen. Hier spiegelt sich
der allgemeine Trend zur Miniaturisierung in der industriellen Produktion wider, wie etwa in
schnelleren Computerchips, effizienteren Batterien, hauchdiinnen Beschichtungen oder als
Transportvehikel fiir Arzneien. Schon jetzt sind Nanopartikel aus dem Alltag kaum mehr
wegzudenken, denn sie kommen in Oberflichenbeschichtungen, zur Viskositdtsoptimierung
in Flissigkeiten (Silika-Nanopartikel) oder als Silbernano-partikel in Socken und Deodorants
vor.[1]

Nanopartikel konnten lange Zeit nicht visualisiert werden. Mit Entwicklung der
Elektronenmikroskopie oder der Rasterkraftmikroskopie lieBen sich diese Partikel in Bildern
darstellen. Damit wuchs der Wunsch diese Partikel gezielt herzustellen und auf ihre
Eigenschaften hin zu untersuchen. Sie besitzen, bedingt durch die sehr grole Oberfliche im
Verhiltnis zu ihrer Grofe, einzigartige Eigenschaften.

Das Phidnomen der Selbstorganisation ist aus vielen biologischen Systemen bekannt, so zum
Beispiel die Faltung von Proteinen, die Helixbildung der DNS oder der Aufbau einer
Zellmembran als Doppelschicht amphiphiler Phospholipide. Seit der Entdeckung der
Selbstorganisation der Lipide zu Vesikeln besteht ein grofes Interesse an der Synthese

dhnlicher Strukturen.[2]
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Abb. 1.1: Querschnitt eines Polymersomes und dessen Membran

Amphiphile Blockcopolymere zeigen ebenfalls das Verhalten der Selbst-organisation in
selektiven Losemitteln und bilden Vesikel analog zu den Liposomen in Abhéngigkeit der

Losemittelselektivitéit, der Molmasse und dem Blocklédngenverhéltnis.[3]



Im Vergleich zu Lipiden sind Block Copolymere iiber die chemische Synthese leichter und in
groflerem Malle zugédnglich. AuBBerdem bieten sie eine deutlich erhdhte Stabilitdt und bedingt
durch ihre dickere Membran mehr Moglichkeiten zur hydrophoben Beladung.[4]

Durch die gezielte Synthese dieser beladenen Vesikel lassen sich neue Einsatzgebiete
erschlieBen, wie z.B. Transportsysteme fiir Medikamente, kiinstliche Zellsysteme oder
Nanoreaktoren fiir die chemische Synthese.[5]

Trotz einer groBen Anzahl an Arbeiten im Bereich der Polymersomen ist der Mechanismus

der Vesikelbildung noch nicht genau bekannt.



1.1 Motivation und Zielsetzung

Das grofle Forschungsinteresse an Polymersomen begriindet sich auf den vielfdltigen
Anwendungsmoglichkeiten. Im Vergleich zu Liposomen zeichnen sie sich durch eine hohe
Stabilitdit und groBe individuelle Anpassungsmoglichkeiten an die chemische oder
biomedizinische Anwendung aus.

Fiir eine weitreichende Nutzung ist vor allem ein Scale-Up der Laborsynthese notig. Der
Einsatz von Mikromischertechnologie zur Herstellung von Polymersomen bietet neben dem
Scale-Up einen Einblick in den Mechanismus ihrer Selbstorganisation. Genauere Kenntnisse
ermoglichen die gezielte Einlagerung von hydrophilen und hydrophoben Partikeln, Farb- oder
Wirkstoffen.[6, 7] Die Grofle und Einheitlichkeit der Polymersomen bestimmt nicht nur die
Beladungskapazititen, sondern auch ihre Nutzung in Medikamenten zum Beispiel gegen
Krebs. Krebszellen zeigen eine erhohte Anreicherung von Nanopartikeln mit einem Radius
von 50-100 nm.[8] Gleichzeitige Einlagerung von magnetischen Partikeln und Wirkstoffen
machen sie fiir die Theranostik interessant.[9-11]

Als Nanoreaktoren bieten sie ebenfalls im chemischen Bereich vielfaltige
Anwendungsmoglichkeiten.[12]  Enzyme  konnen  beispielsweise  innerhalb  der
Vesikelmembran effektiv geschiitzt werden. Lagert man gleichzeitig Tunnelproteine in die
Membran ein, konnen funktionelle Nanoreaktoren geschaffen werden.[13, 14]

Sehr enge GroBenverteilungen und einheitliche Morpholgien die im Mikromischer hergestellt
werden konnten, bdten die Grundlage zur Entwicklung eines Referenzmaterials fiir Partikel
mit Hohlraumarchitektur.

In vorherigen Arbeiten ist bereits die Préparation und Beladung von Vesikeln untersucht
worden. Dabei wurden auf die gingigen Methoden zur Liposomen-Priparation der
Filmrehydration und der Cosolvent-Methode zuriickgegriffen. Beide konnen fiir die
Herstellung einheitlicher Polymervesikel eingesetzt werden, erfordern allerdings fiir enge
GroBenverteilungen einen hohen Zeit- und Arbeitsaufwand und weitere Prozessschritte.
Davon ausgehend sollte die kontrollierte und kontinuierliche Selbstorganisation verschiedener
Block Copolymere zu Nanopartikeln unterschiedlicher Gréfe und Morphologien im
Mikromischer untersucht werden. Die kontinuierlichen und reproduzierbaren Bedingungen in
Mikromischern sollten genutzt werden, um den Mechanismus der Selbstorganisation von
Polymersomen zu untersuchen. Unterschiedliche Ubergangszustinde von der einzelnen

Polymerkette bis hin zum Vesikel mit Hohlkugelstruktur sollten analysiert werden.



Die Beladung der Vesikel mit Modellsubstraten im Mikromischer erweitern die mdglichen
Anwendungsgebiete und ebnen den Weg zu multifunktionellen Wirkstofftrdgern oder
Nanoreaktoren. Durch die kontinuierliche und gleichbleibende Synthese liele sich ein erstes
Referenzmaterial fiir vesikuldre Nanopartikel herstellen. Die Charakterisierung mittels TEM
als abbildende und Lichtstreuung als Ensemble-Methode sollen die erfolgreiche Synthese und
Beladung bestdtigen.



2 Theoretische Grundlagen

2.1 Grundlagen der Selbstorganisation

Das Phanomen der Selbstorganisation (englisch “self-assembly®) ist aus vielen Systemen
bekannt. Ohne die Selbstorganisationen von Lipiden zu Doppelschichten in der Zellmembran
wire das Leben, wie wir es kennen, nicht moglich. Diese Phospholipide bestehen aus
hydrophoben langkettigen Fettsduren, Glycerin und einem hydrophilen Phosphorséurerest, an
den eine Base gebunden ist. Diese Molekiile ordnen sich im wissrigen Medium zu einer
Doppelschicht an. Sie konnen damit die ungiinstige Wechselwirkung von Wasser mit der
hydrophoben Fettsdure vermeiden. Die Zelle wird von dieser Doppelschicht umschlossen und
schiitzt sich auf diese Weise vor dem umgebenden Medium.[15]

Die Tenside sind die einfachste Form von amphiphilen Molekiilen und eignen sich daher
besonders gut zur Beschreibung des Phdnomens der Selbstorganisation. Aufgebaut aus
unpolaren Alkylketten und einer polaren Sduregruppe bilden diese Molekiile in Wasser
unterschiedliche Strukturen aus. Die einfachste Form ist die sphérische Mizelle und bildet
sich ab einer bestimmten Tensidkonzentration (cmc engl. fiir ,,critical micelle concentration®).
Bei diesen sphirischen Partikeln zeigen die hydrophoben Ketten nach innen, wihrend die
Sduregruppe nach auBlen zum umgebenden Medium steht. Bei Erhohung der
Tensidkonzentration treten neben den Mizellen auch andere Strukturen wie Scheiben,

Stabchen, Doppelschichten oder ein- oder mehrwandige Vesikel auf (Abb. 2.1).[16]
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Abb. 2.1 [Végtle]: Organisierte Tensidstrukturen: a) sphérische, b) ellipsoide,
¢) zylinderférmige Mizellen; h) Doppelschicht; i) Multischalen-, j) Mikro-Vesikel



Die Ursache fiir die Ausbildung dieser Strukturen ist vor allem auf den sogenannten
,Hydrophoben Effekt* zuriickzufiihren. Entropisch duflerst ungiinstige Wechselwirkungen der
hydrophoben Ketten mit Wasser konnen dadurch vermieden werden.[17] Die anziehenden
Krifte der hydrophoben Ketten untereinander und der hydrophilen Endgruppe mit dem
Wasser stabilisieren diese Strukturen zusitzlich.

In Abb. 2.2 ist eine schematische Beschreibung einer Mizelle skizziert. Die Form kann tiber
die Parameter aus hydrophiler Kopfgruppenfliche a, (resultierend aus abstoBender
hydrophiler Wechselwirkungen), der Segmentlinge R (resultierend aus der hydrophoben
Anziehung und der maximalen hydrophoben Kettenldnge [.) und dem Segmentvolumen v

beschrieben werden. [18]

Anziehung der
(hydrophoben)
Grenzflachen

AbstoRRung der (hydrophilen)
Kopfgruppen

Volumen v \

Flache a,

Abb. 2.2: [Israelachvili]: Schematischer Aufbau einer Mizelle

Anhand des dimensionslosen Packungsparameter v/ayl. kann die Form der bevorzugten
Aggregate bestimmt werden. Jede dieser Strukturen entspricht dabei dem kleinstmoglichen
Aggregat, in dem die Lipide die minimale freie Energie aufweisen (Abb. 2.3). Sphérische
Mizellen entstehen bei groer Oberfliche a, im Vergleich zum hydrophoben Volumen v
(z.B. bei geladenen Kopfgruppen). Hierbei iibersteigt der Radius R der Mizelle nicht die
kritische Kettenldnge (..

Bei kleinen Kopfgruppen (ungeladene Gruppen), ist die sphidrische Strukturierung nicht

begiinstigt und es werden zylinderférmige Mizellen favorisiert.
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Abb. 2.3 [Israelachvili]: Strukturbestimmung der geformten Aggregate anhand des Packungsparameters

Lipide, deren hydrophobes Volumen v im Vergleich zur Kopfgruppe a, sehr grof3 ist,
stabilisieren sich durch Aggregation zu Doppellagen ( v/agl, =1 ). Um unendlich
ausgedehnte Doppellagen zu vermeiden, koénnen sich auch geschlossene sphérische Vesikel
bilden (v/ayl, < 1), die keine energetisch ungilinstigen Rénder an den Doppellagen
aufweisen. Dafiir muss sich das Lipid in Form gegensitzlicher Kegelschnitte anordnen
konnen. Uberschreitet das hydrophobe Volumen den Punkt, an dem der Packungsparameter
v/agl. > 1 ist, kann sich das Lipid nur noch in Form inverser Kegelschnitte anordnen. [18]
Mit Hilfe des Packungsparameters kann ebenfalls die Kriimmung der hydrophob-hydrophilen
Oberfldche wie folgt ausgedriickt werden.[19]

v KI1? 1/1 1 1
Z=1+Hl+ H—E(R—1+R—2) K=re 2.1)

Dabei entspricht H der mittleren Kriimmung und K der GauBkriimmung, aufgebaut aus den
zwei Kriimmungsradien R; und R,. Fiir sphérische Mizellen ist R; = R, und somit H = 1/R
und K= 1/R%. Bei Zylindern ist R, unendlich groB und somit H = 1/(2R) und K = 0. Fiir
Doppellagen ist keine Kriimmung mehr vorhandeln und somit ist H=0 und K = 0.

Die Bildung von Vesikeln beruht auf der Tatsache, dass sich die amphiphilen Molekiile
parallel ausrichten und Doppellagen bilden. Das allein wiirde die Entstehung von Vesikeln
nicht erkldren, denn dann bilden sich nur scheibenartige Doppellagen aus. Diese finden sich
beispielsweise fiir viele fluorhaltige Tenside. Geschlossene Vesikel bilden sich aus, wenn

zum einen die Aggregate grol sind und zum anderen der Energieverlust durch



Oberflachenspannungseffekte hoch ist. Der Rand der Scheibe fiihrt zu einem Energieanstieg

Edisk, mit y als Linienspannung.
Eqisk = 2mRpy (2.2)

Der Zusammenschluss bzw. die Biegung einer Doppellage zu einem Vesikel erfordert eine

sogenannte Biegeenergie Epeng, mit k als Biegungsmodul.
Epeng = 81k (2.3)

Betrachtet man nur die Oberfliche einer Kugel und einer Scheibe, entspricht dem
Scheibenradius das  Zweifache des  Vesikelradius. Die  Balance  zwischen

Scheibenrandspannung und Biegeenergie liefert dann eine ,,minimale VesikelgroBe* Ry min.
Ry min = 2 k/y (2.4

Vesikel bilden sich umso leichter, je niedriger die Biegeenergie ist und je hoher die
Linienspannung ist.

Die Linienspannung steht mit der thermischen Energie in Zusammenhang, daher kann die
Anzahl groBer Vesikel thermisch beeinflusst werden. Trotzdem ldsst sich eine
Gleichgewichtsgrofle fiir Vesikel definieren. Diese entsteht aus dem Gleichgewicht der
Mischungsentropie (héhere Anzahl an Vesikeln) und der Biegeenergie (groBBere Vesikel und
damit niedrigere Anzahl an Vesikeln).

Ein solcher Gleichgewichtszustand ist meistens nicht von Relevanz, da dieser durch die
geringe Loslichkeit einzelner Amphiphile selten erreicht wird. Hier spielt vor allem die
Priparationsmethode eine Rolle, bei der Vesikel nicht durch Austausch und
Gleichgewichtsprozessen entstehen, sondern {iiber die jeweiligen Bedingungen der
Herstellung definiert und gefangen werden. Beispiele solcher Préparationsmethoden sind die

Filmrehydration, Elektroformation oder das direkte Losen des Bulkmaterials in Wasser.[20]



2. Theoretische Grundlagen 9

2.2  Amphiphile Polymersysteme

Block-Copolymere konnen analog zu Tensidmolekiilen aufgebaut werden. Dazu wird ein
Polymer mit mindestens einem hydrophilen und einem hydrophoben Teil gebildet. Dabei
entstehen die sogenannten amphiphilen Blockcopolymere. Diese Polymere bilden analog zu
den Tensiden unterschiedliche Strukturen in Wasser. Die Strukturbildung wird durch
verschiedene Faktoren beeinflusst. Molmasse, Monomere, relative Blocklangenverhiltnisse,
aber auch die jeweilige Loslichkeit der einzelnen Ketten im Losungsmittel bestimmen die
ausgebildete Struktur. AuBerdem hat auch die Probenpriparation, wie z.B. die Verwendung
von Co-Losemitteln, die Nutzung von Dialyse oder Ultraschall, einen Einfluss auf die
entstehenden Strukturen in Losung.

Dabei lassen sich von Mizellen iiber Zylinder bis hin zu Vesikeln analog zu Tensiden viele

PE-PECQ PEO- -PEO

Kompakte Membran; Hydrophile Barriere Flexible, permeable Membran

Abb. 2.4 [Garcia]: Unterschiedliche Membraneigenschaften von PB-PEO und PEO-PPO-PEO
verschiedene Strukturen realisieren.

Abbildung 2.4 zeigt zwei Blockcopolymere, die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
wurden. Das Polybutadien-Polyethylenoxid hat eine sehr kompakte und fiir hydrophile
Molekiile undurchdringliche Membran. Das Triblockcopolymer Pluronic®-L121 hingegen
hat eine sehr flexiblen Membran und ist sehr permeabel fiir hydrophile Molekiile.[21]



10 2. Theoretische Grundlagen
2.2.1 Mechanismus der Selbstorganisation

Trotz vieler Forschungsarbeiten auf dem Gebiet der Polymersomen ist der Mechanismus der
Entstehung von Vesikeln aus einzelnen Block-Copolymeren noch nicht umfassend
verstanden. Als erster und schnellster Schritt der Selbstorganisation bilden sich aus

vollstindig gelosten Polymeren kleine sphérische Mizellen aus (Abb. 2.5). [22]

Mechanism 1

W
-
-
Y W -
e “, Mechanism 2

Abb. 2.5 [Uneyama]: Mechanismen der Vesikelbildung durch Selbstorganisation
Vollstindig geloste Polymerketten (links); Bildung von sphérischen Mizellen (2.v.links); Bildung anisotroper Partikel wie
Scheiben/Stiabchen und Zusammenschluss in Vesikel (Mechanism 1);
Bildung nicht orientierter Cluster und Reorganisation in Vesikel (Mechanism 2);
Vesikel mit Doppelschicht und hydrophilem Kern

Von hier ab unterscheiden sich die zurzeit diskutierten Mechanismen voneinander.
Mechanismus 1 schldgt vor, dass sich zundchst durch Kollision kleiner Mizellen gréBere
anisotrope Mizellen wie Scheiben oder Stidbchen bilden. Diese wachsen so lange weiter, bis
die Flexibilitit des Bilayers eine Kriimmung zulésst, damit sich dieser schlieBen kann. Der
Zusammenschluss erfolgt immer irreversibel, da durch das Verschwinden der Kanten der
Scheibe eine Stabilisierung erfolgt und die Kriimmung gleichméBig ist. Schlieen sich diese
Scheiben schon bei minimal erforderlicher Kriimmung zusammen, ist eine hydrophile
Einlagerung schwierig. Eine Beladung des inneren Kerns ist deutlich einfacher, wenn sie
langer wachsen und erst nach Beendigung der Selbstorganisation zusammenschlieen.

In den meisten Fillen kénnen keine Zwischenzustinde vom einzelnen Polymermolekiil zum
Vesikel gefunden werden. Die Zeit, die zur Bildung des Vesikels bendtigt wird, ist sehr kurz.
Sogar Mizellen, die als erste Struktur auftreten, konnen in Experimenten nur selten beobachtet
werden.[23] Immerhin konnten bei der Selbstorganisation von Tensiden durch sehr schnelles
Mischen mit fluorierten Tracern anisotrope Zwischenzustinde mittels SAXS/SANS

beobachtet werden.[24] Auch die Ergebnisse einer Mischung aus Tensiden und dem



Pluronic® Triblockcopolymer L35 lassen auf scheibenartige Morphologie als moglichen
Ubergangszustand der Selbstorganisation in Polymersomen schlieBen.[25]

Im Kontrast dazu steht Mechanismus 2. Dieser geht von einem raschen Wachsen der Mizellen
in metastabile Aggregate aus. Aus diesen zum Teil unorientierten Clustern erfolgt nach
einiger Zeit ein internes Umstiilpen und ermoéglicht die Bildung des Vesikels. Allerdings
wiirde dieser Mechanismus es quasi unmdoglich machen, hydrophile Partikel oder Molekiile
einzuschliefen. Das entstehende innere Volumen dieser Vesikel wiére klein und damit nur
geringe Kapazititen flir hydrophile Partikel vorhanden. Dies konnte bei einem pH-
wechselnden Polymer gezeigt werden, welches eine sehr niedrige Einlagerung hydrophiler

Stoffe in das Vesikel zeigte.[26]

2.2.2 Kinetik der Selbstorganisation

Die Kinetik der Selbstorganisation ist seit Jahrzehnten Bestand der Forschung. Ihre
Beschreibung stellt trotzdem immer noch eine enorme Herausforderung dar. Amphiphile
Molekiile zeichnen sich durch unterschiedlichste Monomere mit differenzierten
physikalischen Eigenschaften, Blockverhéltnissen, Ladungen etc. aus. Durch die Vielzahl an
Wechselwirkungen, die bei der Selbstorganisation dieser Molekiile beriicksichtigt werden
miissen, verwundert es nicht, dass lediglich die Organisation von Lipidsystemen vollstindig
gelost werden konnte.

Die Bildung von Liposomen konnten auf einer Zeitskala bis 240 ns simuliert werden. Diese
Simulation basierte auf einem atomistischen Ansatz mit einem System von 1017 Lipiden mit
jeweils 50 Wechselwirkungszentren in 106563 Wassermolekiilen. Wie man anhand
zahlreicher Poren in der Schale feststellen konnte, war die Bildung des Liposoms bei 90 ns
noch nicht abgeschlossen. Erst nach 200 ns war ein Liposom entstanden. [27]

Aufgrund der enormen Anforderungen von Simulationstechniken an die Rechenleistung von
Computersystemen stolen heutzutage atomare Modelle schnell an ihre Grenzen. Fiir grofere
Zeitskalen bei niedrigeren Konzentrationen oder bei anderen amphiphilen Systemen werden
diese atomaren Modelle sehr komplex.[28]

Um die Grenzen der Molekiildynamik zu iiberwinden, wird heute meist die DPD-Simulation
(Dissipative Partikel Dynamik) angewandt. Bei dieser Methode werden Wasser oder
amphiphile Monomere Kugeln zugeordnet. Jede Kugel korrespondiert mit einem Volumen
einer Gruppe von Wassermolekiilen oder amphiphilen Monomeren. AnschlieBend kann man
thnen bestimmte Eigenschaften zuweisen. Durch diese Zuordnung sind die nicht bindenden
Wechselwirkungen zwischen zwei DPD-Partikeln ,,weich® und konnen durch die Kraft Fj

beschrieben werden:



Fj= —a; (1 _ﬂ)% mitr < r,und F;j = 0mitr >, (2.5)

Tc
r entspricht hier dem Vektor zwischen zwei Partikeln der Spezies i und j, r. bestimmt die
Lénge einer Einheit und der Koeffizient a;; bestimmt die Stirke der Wechselwirkung. Das
amphiphile Konstrukt wird durch ein Potential bindender Wechselwirkungen Vyona((r])

festgehalten und kann durch Federn analog zum Hook’schen Gesetz beschrieben werden:

k on
V(l)bond(lrl) = kbondr2 oder V(Z)bond(lrl) = % (Ir] = lo)z (2.6)
mit r als Vektor der aufeinanderfolgende Kugeln verbindet, kyong der Federkonstante und der

Bindungslinge l,. Dies kann nun noch weiter vereinfacht werden zu:

k en
Vibona = bz 4 CRs 190)2 oder V2)bena = kpena(1 — cos(¥ —9y)) (2.7)

In dieser Gleichung steht kyeng flir die Federkonstante, wéhrend 9 and S fiir den momentanen
und den Durchschnittswinkel aufeinanderfolgender Bindungen stehen.

Der entscheidende Parameter fiir viele Systeme beruht auf den unterschiedlich starken
Wechselwirkungen, also a;;. Dabei beschrénkt sich aj; meist auf die Wechselwirkung zwischen
Losungsmittel, hydrophobem und hydrophilem Teil bzw. diesen untereinander. Die wichtigste
Wechselwirkung wird dabei der hydrophoben AbstoBung mit dem Losungsmittel
zugeschrieben, denn diese ist die Triebkraft der Selbstorganisation.[18]

Shillcock konnte anhand dieser Methode die Selbstorganisation von amphiphilen Molekiilen
bis zu 415 ps simulieren.[29] Er konnte auch zeigen, dass der Prozess in mehrere Abschnitte
aufgegliedert werden kann. Zunichst entstehen in einem sehr schnellen Prozess Mizellen.
Diese wachsen in einer zweiten, lingeren Periode durch Kollision mit anderen Mizellen oder
durch Aufnahme einzelner Amphiphile an und verbinden sich zum Teil zu Doppellagen.
Dabei entstehen immer groBere Doppelschichten, die sich anschlieBend in Vesikel
zusammenschlieBen. Der darauffolgende Abschnitt ist der am langsamsten ablaufende, denn
hier fusionieren die bereits geformten Vesikel zu noch grofleren Vesikeln. Durch den deutlich
kleineren Diffusionskoeffizienten liegt dieser Prozess aullerhalb der mdglichen
Simulationszeiten.

Abb. 2.6 zeigt die DPD-Simulation einer Selbstorganisation amphiphiler Molekiile bei
verschiedenen Konzentrationen. Shillcock et al. kam zu dem Ergebnis, dass die Konzentration
einen starken Einfluss auf die Selbstorganisation ausiibt. Bei hoheren Konzentrationen

werden nicht die Vesikel nicht nur grof3er, sondern sie entstehen auch viel schneller.



Bei der niedrigsten Konzentration zeigt sich nicht das erwartete Wachtums-gesetz
(durchgezogene Linie), welches bei den anderen Konzentrationen beschreibend war. Dies
liegt an der erheblich ldngeren bendtigten Zeit, um aus den schnell geformten Mizellen eine

Doppelschicht zu bilden.
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Abb. 2.6 [Shillcock]: Wachstum amphiphiler Cluster als Funktion der Zeit in Volumenboxen von (110 nm)? und (140 nm)’ fiir
unterschiedliche Konzentrationen;
gerade Linien entsprechen dem erwarteten Wachstum und machen die Abweichung zur Simulation deutlich
Um einen Eindruck vom Aufwand solcher Berechnung zu bekommen, kann gesagt werden,
dass fiir jede Kurve einer einzelnen Konzentration in
Abbildung 2.6 zwischen 4 und 7 Tagen Rechenzeit von 512 Prozessoren benétigt wurden und
entspricht pro Kurve 6-10 Jahre einer einzelnen CPU-Rechenleistung.[29]
Nichts desto trotz erlaubt uns diese Art von Simulationen einen theoretischen Einblick in die
Kinetik dieses physikalisch kollektiven Phinomens, welche aufgrund der zu kleinen Zeiten in
der Praxis bisher nicht gezeigt werden konnte.
Fiir amphiphile Polymersysteme kann die Berechnung nur als Néherung gesehen werden,
denn die Polymere sind deutlich groBer und haben daher ldngere Diffusionszeiten als in dem
betrachteten System.
He und Schmid haben fiir Polymersysteme eine spinodale Entmischung simulieren
konnen.[30] Diese Bedingungen &dhneln denen, die wéihrend der Cosolvent Methode auftreten.

Schmid et al. kamen zu dem Ergebnis, dass die zunichst entstehenden mizellaren Strukturen



durch weitere Aufnahme von Polymerketten anwachsen. Der Kern der sphdrischen Mizelle
nimmt dabei an Hydrophilie soweit zu, dass Losungsmittel aufgenommen wird und sich
Vesikel ausbilden. Diese Ergebnisse haben groBe Ahnlichkeit zum Mechanismus II und
stethen im Widerspruch zu anderen Simulationen. Denn es wird angenommen, dass
unterschiedliche Simulationen zu einem Mechanismus fithren sollten. Durch verschiedene
Vereinfachungen, die bei dieser Simulation angenommen werden, konnte das Auftreten des

Mechanismus II ebenfalls erklart werden.



2.3 Polybutadien-Polyethylenoxid

Ein Beispiel amphiphiler Block-Copolymere ist das PB-PEO-Block-Copolymer, das unter
anderem in dieser Arbeit Verwendung fand. Es ist aus dem hydrophoben Polybutadien (PB)
und dem hydrophilen Polyethylenoxid (PEO) aufgebaut. Da die Polybutadienkette eine
Glastemperatur von -40°C hat, ist bei Raumtemperatur eine ausreichende Flexibilitét
vorhanden. Der Polybutadienteil kann in unterschiedlichen Gréfen gewéhlt werden, wodurch
es moglich ist, verschieden starke Membranen aufzubauen. Die Membrandicke ldsst sich
zwischen 9 und 20 nm einstellen und skaliert mit dem Molekulargewicht von Polybutadien
M (mit b =0,5-0,66).[31] Es konnte gezeigt werden, dass bei einem Polymer mit 130
Polybutadieneinheiten die Membran so kompakt ist, dass das Innere vom &ulleren
Losungsmittel sogar gegen Protonendiffusion abgeschirmt ist.[32] Dies ermdglicht den
Einsatz der Vesikel als Nanoreaktoren, weil das Reaktionsvolumen allein durch deren Grof3e
bestimmt werden kann. Je dicker die Membran ist, desto groBer ist auch die Kapazitét fiir
hydrophobe Beladung.

Durch die ungesittigte Polybutadienkette ergeben sich zusidtzlich Modifikations-
moglichkeiten wie zum Beispiel eine Addition an die Doppelbindungen oder eine
Vernetzung. Letztere konnen zum Beispiel durch Gammastrahlung oder auch durch
Radikalstarter wie Peroxosulfate initiiert werden.[33-35]

Die hydrophile Polyethylenoxidkette ist ein sehr gut untersuchtes wasserlosliches Polymer,
welches tausendfach in Pharmazeutika und Kosmetika zur Anwendung kommt. Seit etwa 30
Jahre ist bekannt, dass die Verweildauer von Liposomen durch eine Beschichtung mit PEO im
Blutzyklus verldngert werden kann und man hat dessen Biokompatibilitdt in vielen Studien

untersucht.[36, 37]

2.3.1 Strukturbildung von PB-PEO

Die Eigenschaften des Copolymer Polybutadien-Polyethylenoxid beziiglich ihrer
Strukturbildung wurden in Arbeiten von Bates [38], Forster [20, 39] und Maskos [35, 40]
untersucht. Die Kettenldnge der einzelnen Blocke und ihr Verhiltnis zueinander tragen

wesentlich zu ihrer bevorzugten Struktur im wassrigen Medium bei.
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Abb. 2.7 [Maskos]: Bevorzugte Struktur des Polymers PB-PEO mit unterschiedlichen
Kettenlédngen

Abb. 2.7 zeigt ein vereinfachtes Schema der favorisierten Partikelformen fiir unterschiedliche
Blocklidngen des PB-PEO Blockcopolymers. Bei einem Gewichtsverhiltnis von 30% PEO zur
Polybutadienkette konnen sich Vesikel ausbilden. Dabei kann die Lange des PB-Anteils von
30-250 Monomereinheiten variiert werden. Ist der Anteil an Polyethylenoxid im
Blockcopolymer deutlich groBer, entstehen Zylinder oder sphirische Mizellen. Das in dieser
Arbeit verwendete PB130-PEOg¢ hat ein mittleres Kettenldngenverhéltnis PEO zu PB, welches
dazu fiihrt, dass Vesikel als Struktur in Wasser bevorzugt werden.

Neben dem Blocklidngenverhiltnis spielt auch die Endgruppe eine Rolle. Ersetzt man die OH-
Gruppe durch eine Carboxylgruppe, erhdlt man in Wasser eine partielle Deprotonierung und
somit eine geladene Oberflache. Spezifische Wechselwirkungen der Carboxylgruppe mit der
Polyethylenoxidkette fiihren zu einer Elongation der hydrophilen Kette. Diese konnte durch
AFM-Untersuchungen bestitigt werden.[41] Aus dieser Streckung resultiert eine
verhdltnisméBige VergroBerung des hydrophoben Blocks bzw. Verkleinerung des hydrophilen
Volumens. Der zu den Lipidsystemen analogen Packungsparameter v/agl. vergrofert sich

und somit ergibt sich eine stirkere Tendenz zu vesikelbildenden Strukturen.[40]



2.3.2 Synthese von PB-PEO

Die in dieser Arbeit verwendeten Polymere PB3o-b-PEOgs bzw. PB40-b-PEOgy wurden durch
anionische Polymerisation hergestellt. Abbildung 2.8 zeigt die Strukturen der drei
verwendeten Polymere. Die in blau dargestellten Molekiilketten entsprechen den
wasserloslichen PEO-Anteilen. Der rote Polybutadien-Bereich ist hydrophob und bildet den
wasserunloslichen Part des amphiphilen Polymers. Zusitzlich ist die korrespondierende

thermodynamisch bevorzugte Struktur, nimlich das Vesikel, skizziert.

CH

CH, o
H3C 0 H  HsC O{J\ OH
0 0
133 65 133 65
X N N o)
CH, 1A CH, 1B
/

0
o OH
HyC o
160 59
CH, & o
° CH, XB

Abb. 2.8: Verwendete Polybutadien-Polyethylenoxid Block-Copolymere (1A, 1B, XB)
und deren korrespondierender Struktur in Wasser

Tabelle 1 fasst die wichtigsten Daten der Polymere zusammen: die Molmasse der Polymere
(bestimmt durch Maldi-TOF fiir 1A und 1B bzw. GPC fiir XB), den hydrophilen Anteil
Polyethylenoxid f,, in Gewichtsprozent und die Polydispersitdt in PDI, also dem Quotienten
aus My, und M;,. Bei beiden Polymeren liegt der Wert von f, zwischen 20-30% und bildet
Vesikel als bevorzugte Struktur aus.

PBi30-b-PEO¢¢ wurde analog zu Abb. 2.9 synthetisiert und zur Verfligung gestellt. Die
Polymere wurden mit zwei verschiedenen Endgruppen versehen. Beide Polymere wurden

mittels MALDI-TOF-MS charakterisiert (1 A und 1B).[40, 42]

Tab. 1: Kenndaten der verwendeten PB-PEQ Block-Copolymere

Polymer 1A" 1B* XB"
M, (g/mol) 11000 11000 11300
foo (W%) 29 29 23

PDI 1,05 1,05 1,06

#: Bestimmt durch MALDI-TOF Analyse
*: Bestimmt durch GPC-Analyse
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Abb. 2.9 [Maskos]: Syntheseschema des PB-PEO-Block-Copolymers mittels Cumylkalium-Initiator

Da von den Polymeren 1A und 1B keine ausreichende Menge zur Verfligung gestanden hat,
wurde ein zweites Polymer PB4-PEOgo synthetisiert. Aufgrund einfacherer Handhabbarkeit
wurde diese Synthese analog Abb. 2.10 durchgefiihrt.[43] Das Polybutadien wurde durch
anionische Polymerisation bei
-78 °C hergestellt. Als Initiator wurde s-BuLi verwendet und die Reaktion durch Ethylenoxid
abgebrochen. Da eine Polymerisation des Ethylenoxids durch die starke Bindung des
Lithiums an die Enolatgruppe nicht moglich ist, wurde das Lithium durch Fillen in Methanol
in Form von Lithiummethanolat entfernt. AnschlieBend wurde das Polybutadien mit
endstidndiger Ethylenoxidgruppe mittels der starken nicht-nukleophilen Phosphazenbase t-
BuPs; (Schwesinger Base) durch Deprotonierung reaktiviert. Durch Zugabe weiteren

Ethylenoxids konnte die Ethylenoxidkette verldngert werden.
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Abb. 2.10: : Schematische Darstellung der Synthese Blockcopolymers PB-PEO mit BuLi-Initiator,
Abbruch mit Methanol und Reinitiierung mit Phosphazen-Base t-Bu-P4

Durch das sich ergebende Blockldngenverhiltnis entstehen bei diesem Polymer ebenfalls
Vesikel in wissrigem Medium. Die sich zunédchst durch die Synthese ergebende Hydroxy-
Endgruppe, wurde weiter durch eine Carboxylgruppe ersetzt. Das ermdglicht eine leichtere

Funktionalisierung mit Farbstoffen oder Verarbeitung zu Biokonjugaten.



2.3.3 Modifikation der Copolymerkette

Das Vorhandensein vieler ungesittigter Bindungen ermoglicht eine Vielzahl von Reaktionen.
Ahnlich wie im Gummi von Autoreifen lassen sich PB-b-PEO-Polymervesikel nach
Selbstorganisation vernetzen. Wéhrend bei der Herstellung von Autoreifen Schwefel als
Vernetzer zum Einsatz kommt, verwendet man bei Vesikeln zum Beispiel
Kaliumperoxosulfat als Initiator. Durch die hohe 1,2-Verkniipfung der Butadienmonomere,
die sich durch die anionische Polymerisation bei -78 °C ergibt, ist eine einfachere Vernetzung
als bei 1,4-Verkniipfung moglich.

Eine Vernetzung ohne weitere Einbringung von Fremdmolekiilen ist durch
Gammabestrahlung moglich.[34] “°Co ist eine geeignete Quelle dieser Strahlung fiir die PB-
PEO-Vernetzung. Durch radioaktiven Zerfall entsteht aus “°Co °*Ni unter Aussendung von p—
und y-Strahlung. Trifft diese y-Strahlung auf Doppelbindungen, werden diese in Radikale
gespalten und starten die Vernetzung. Maskos[2006] konnte =zeigen, dass keine
Strukturdnderung wéhrend der Vernetzung auftritt.[40] Eine Bestrahlung mit 60 kGy reicht
aus, um die zundchst labile Aggregationsform von Vesikeln dauerhaft zu fixieren. Die
vesikuldre Struktur bleibt bei Vernetzung sogar in einem guten Losungsmittel fiir beide
Blocke erhalten. Das gilt sogar im Falle der kompletten Trocknung. Eine derartige
Stabilisierung ermoglicht die sehr leichte Analyse mittels Elektronenmikroskopie ohne
zwingend auf Cryo-TEM angewiesen zu sein, da hier immer eine Trocknung durch das
Hochvakuum erfolgt.

Eine direkte Modifikation ist auch vor der Selbstorganisation moglich. Dabei kann zum
Beispiel durch Kupplung von hydrophoben Molekiilen mit einer Thiol-Gruppe mittels Klick-
Reaktion der hydrophobe Teil des Polymers vergroBBert werden. PB-PEO Polymere, die durch
einen zu groBen PEO-Teil normalerweise keine Vesikel bilden konnen (siehe Abs. 2.1), sind
dann in der Lage vesikuldre Strukturen in Wasser auszubilden.[44]

Aufgrund der geringen Wechselwirkung des Polyethylenoxids mit anderen Molekiilen 14sst
sich die hydrophile Schale des Vesikels ausschlieBlich durch direkte Modifikation der
Endgruppe erreichen. Koppelt man Farbstoffe wie Fluoreszein an die Carboxylgruppe, lassen
sich fluoreszierende Vesikel herstellen. Auflerdem konnen Targeting-Proteine wie EGF an
Vesikel gebunden werden, um diese gezielt an bestimmte Zellen binden zu lassen. Die dabei

entstehenden Partikel nennt man auch Biopolymerhybride.[45]



2.4 Pluronic®-L121 Triblockcopolymer

Ein weiteres verwendetes Polymer ist das PEO-PPO-PEO Triblockcopolymer
(Polyethylenoxid-Polypropylenoxid-Poleyethylenoxid, Pluronic®). Der PEO-Teil fungiert
wieder als hydrophiler Teil und der PPO-Anteil entspricht dem hydrophoben Block. Ahnlich
wie beim PB-PEO Polymer findet in Wasser eine Selbstorganisation statt. Allein dieses
Triblockcopolymer kann theoretisch allein schon eine Doppelschicht ausbilden, da es zwei
hydrophile Blocke an beiden Enden hat. Pluronics® gibt es in unterschiedlichen
Summenverhéltnissen von PEO,-PPO,-PEO;, das Pluronic® L121 mit der Summenformel
PEOs-PEOgs-PEOs bildet dabei in Wasser Vesikel aus.[46-50] Die temperaturabhéngige
Mizellisierung ist charakteristisch fir PEO-PPO-PEO Block-Copolymere. PEO-PPO-PEO
liegt bei niedriger Temperatur (4 °C) in verdlinnter wissriger Losung molekular vor, da hier
PPO ebenso wie PEO 16slich in Wasser ist.[51-54]

Pluronic® L121 hat mit 68 Wiederholungseinheiten PPO im Vergleich zum kurzen PEO von
5 Teilen einen groflen hydrophoben Anteil. Der hydrophobe Teil ist im Vergleich zum
Polybutadien in Wasser noch sehr permeabel. Pluronics® bieten weiterhin den Vorteil,
biokompatibel und nicht toxisch zu sein.[55, 56] Dariiberhinaus liegen fiir eine Vielzahl von
Pluronic®-Priparaten eine FDA Zulassung vor.[57] Obwohl PEO-PPO-PEO nicht biologisch
abbaubar ist, eignen sich diese Préiparate trotzdem fiir die biomedizinische Anwendung, da sie
eine gewisse Loslichkeit in Wasser haben. Sie konnen sogar mit dem Urin langsam
ausgeschieden werden. Dies ist fiir Molekulargewichte bis maximal 10-15 kg/mol
moglich.[58, 59]

Durch die relativ permeable und sehr diinne Membran von etwa 5 nm, sind diese Strukturen
allerdings metastabil. Nach erfolgter Selbstorganisation mit eng-verteilten Vesikelgroflen,
werden diese mit der Zeit immer polydisperser.[50] Eine Losung dieses Problems ist die
Beladung mit einem  hydrophoben Crosslinker wie zum  Beispiel PETA
(Pentaerythryltetraacrylat), der mittels UV aktiviert wird. Dabei bildet sich ein festes und die
Schale durchdringendes Netzwerk, das die Membran stabilisiert.[60] Durch diese Einlagerung
von Fremdstoffen wird das System deutlich komplizierter. Folglich wird es schwieriger diese
Vesikel fiir weitere Beladung zu verwenden. Zudem sind die Stabilisatoren in der Regel nicht
biokompatibel und machen das Vesikel unbrauchbar fiir Anwendungen im Bereich des

Wirkstofftransports.
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2. Theoretische Grundlagen



2.5 Synthese von Polymersomen

Die Herstellung von Polymersomen kann in zwei verschiedene Routen aufgeteilt werden —
mit und ohne organische Lésungsmittel.

Bei der Filmrehydratation wird ein diinner Polymerfilm auf einer Oberflédche direkt in Wasser
geldst. Dabei organisiert sich der Polymerfilm neu und bildet Polymersomen. Bei manchen
amphiphilen Polymeren, deren hydrophober Block eine ausreichende Flexibilitdt zeigt
(kleines Molekulargewicht und niedrige Glastemperatur), ist auch ein direktes Auflésen des
Bulkmaterials fiir eine Herstellung von Polymersomen ausreichend. [3, 4, 61, 62]

Die zweite Methode nutzt zundchst ein gutes Losungsmittel um das Polymer vollstindig zu
l6sen. Dabei sei die Cosolvent-Methode genannt, bei der das geldste Polymer zum Wasser
bzw. umgekehrt Wasser zur Polymerldsung getropft wird. Die zur Verwendung kommende
Losungsmittel (THF, DMSO) sind vollstindig mit Wasser mischbar.[3] Auch Emulsionen
konnen erstellt werden, bei dem die wasserunlosliche Phase anschlieBend abgezogen wird und
so Polymersomen entstehen lassen.[63, 64]

Die beiden wichtigsten Methoden, die Filmrehydratation und die Cosolvent-Methode, werden

im folgenden Kapitel noch einmal genauer beschrieben.

2.5.1 Synthese mittels Filmrehydratation

Liposomen werden oft unter Verwendung der Filmrehydratation hergestellt und diese kann
ebenfalls fiir Blockcopolymere verwendet werden. Man 16st zundchst das Lipid oder Polymer
in einem Losungsmittel wie Chloroform und dampft dieses in einem Gefdl3 ab. Es bleibt ein
sehr diinner Film an der GefaBwand. Durch Zugabe von Wasser und Energie, beispielsweise
Temperaturerh6hung und Riihren oder einfach durch Ultraschall, wird dieser Film wieder in
Losung gebracht. Dabei konnen sich neben einwandigen Vesikeln auch solche mit mehreren
Schalen ausbilden. AuBlerdem ergeben sich sehr groBe Polydispersititen und sehr grof3e
Vesikeldurchmesser. Dadurch ist es oft notig, die Proben mittels Membranextrusion
einheitlicher in Bezug auf deren PartikelgroBe zu machen. Dazu verwendet man eine
Membran mit klar definierten PorengréBen und presst Losung dort mehrmals hindurch. Alle
Vesikel, deren Durchmesser die Porengréfe iiberschreitet, werden durch Scherkrifte
verkleinert. Trotz niedriger Polydispersititen, die mit diesem Verfahren erreicht werden
konnen (8%), stellt es einen weiteren zeitintensiven Zwischenschritt dar. Dariliberhinaus

adsorbieren Polymere an der Membranwand, was sich negativ auf die Ausbeute auswirkt. [23]



2.5.2 Synthese mittels Cosolvent-Methode

Die sogenannte Cosolvent Methode zur Praparation von Polymersomen wurde von Eisenberg
et al. entwickelt. Ein gutes Losungsmittel fiir beide Blocke des Polymers (z.B.: THF fiir PEO
und PB) wird langsam mit einem selektiven Losungsmittel (Wasser nur fiir PEO) versetzt.
Durch die verdnderten Losungsmitteleigenschaften setzt die Selbstorganisation ein.
Energetisch ungiinstige Wechselwirkung zwischen hydrophilem Losungsmittel und
hydrophobem PB-Block konnen durch Ausbildung von Mizellen oder Doppelschichten
vermieden werden. Dabei aggregieren die Polymermolekiile und bilden nur hydrophob-
hydrophobe Wechselwirkungen aus. Die hydrophilen PEO-Ketten zeigen dann nach auflen ins
Wasser. Es konnen verschiedene Strukturen wie zum Beispiel sphirische Mizellen, Scheiben,
Stdbchen oder Vesikel entstehen. Im Vergleich zur Filmrehydratation konnen verschiedene
GrofBen durch unterschiedliche Geschwindigkeiten der Losungsmittelzugabe erzielt werden.
AuBerdem konnen die entstehenden Polymervesikel eine niedrige Polydispersitit aufzeigen.
Nachteilig ist die Begrenzung auf relativ kleine Volumina, da andernfalls keine gleichmafige
Zugabe des Losungsmittels moglich ist. Zudem ergibt sich immer eine gewisse
GroBenverteilung, da an der Eintropfstelle ein relativ groles Konzentrationsgefalle selbst bei
sehr guter Durchmischung entsteht. Zusétzlich muss das verbleibende Losungsmittel nach
beendeter Selbstorganisation entfernt werden. Losungsmittelriickstdnde flihren oft zu

Problemen bei spiterer Nutzung, zum Beispiel als Wirkstofftréger.



2.6 Mikromischer

2.6.1 Allgemein

Seit mehr als 10 Jahren sind Mikromischer Bestandteil der Forschung und haben ein grof3es
Anwendungsgebiet erobert. Dieses erstreckt sich von Lab-on-chip-Systemen fiir
biotechnologische Anwendungen bis hin zum Ersetzen von Batchsynthesen durch eine
kontinuierliche Produktion.
Fiir mikrofluidische Systeme lassen sich zwei verschiedene Mischverfahren nennen —
passives und aktives Mischen.
Aktives Mischen zeichnet sich durch das Einbringen einer externen Energiequelle aus. Als
Energiequellen dienen hier zum Beispiel Ultraschall, durch Bldschen induzierte Vibrationen,
periodische Variation der Flussraten, magnet-induzierte hydrodynamische Bewegungen,
Kanalrdder und einige mehr.[65]
Passives Mischen verwendet allein die Flussenergie innerhalb eines Mischers. Dabei kann die
Pumpenergie oder das hydrostatische Potential ausgenutzt werden, um den Fluss zu
restrukturieren, was ein schnelles Mischen zur Folge hat.[65]
Im Folgenden sind einige Beispiele aufgefiihrt wie die Pumpenergie beim passiven Mischen
eingebracht werden kann (Abb. 2.11):

e Interdigitale multi-laminare Anordnung

e Split-and-Recombine Konzepte (SAR)

e Chaotisches Mischen durch Wirbelbildung

Periodic injection

e Diiseneinspritzung in den Fluss

e Kollision von Jets
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Abb. 2.11 [Hessel]: Beispiele unterschiedlicher passiver und aktiver
Mischungsmethoden



Die in dieser Arbeit verwendeten Mikromischer basieren auf den Konzepten der interdigitalen
Multilamination und dem Split-and-Recombine Prinzip (SAR). Trotz der hohen und schnellen
Mischleistung der anderen genannten Konzepte zeigen sie eine vergleichsweise schlechte
Reproduzierbarkeit. Wirbelbildungen lassen sich beispielsweise schwer kontrollieren, da sie
zum einen nur sehr schwer vorhersagbar und zum anderen zeitlich nicht konstant sind.

Fir groBtmogliche Reproduzierbarkeit und Kontrolle der Mischgeschwindigkeit wurden
daher Konzepte der Multilamination zur Untersuchung der Selbstorganisation von Polymeren
herangezogen.

Die Einsatzmoglichkeiten der genutzten Mikromischer bieten sich fiir spezielle Probleme an,
wie sie sich in der Probenpriparationen fiir chemische Analysen stellen, kdnnen aber auch fiir
traditionelle Mischungsaufgaben wie fiir Reaktionen, Gasabsorptionen, Emulgierung etc.

eingesetzt werden. [65, 66]



2.6.2 Synthese in Mikromischern

Reproduzierbarkeit ist ein entscheidender Faktor fiir eine erfolgreiche Synthese. Fiir
potentielle Anwendungen ist es aber unabdingbar, dass sich diese Synthese auch auf groBere
Ansitze libertragen ldsst und sich somit die Kosten reduzieren lassen.

Ein Ansatz, um diese beiden Faktoren miteinander zu vereinen, ist die Nutzung von
Mikromischertechnologie.[67] Sie ermoglicht verschiedene Reaktionen in sehr kleinen
Volumina unter kontinuierlichen Bedingungen durchzufiihren.[65, 68-71]

Besonders bei schnell ablaufenden Reaktionen ist es oft notig, die beiden Reaktanden sehr
schnell und gleichmifBig zu vermischen. Im Batchversuch gibt man verschiedene Substanzen
oder Losungen direkt zusammen. Es ergeben sich sehr hohe lokale Konzentrationen beider
Losungen. Die Durchmischung findet nur an der im Verhiltnis recht kleinen Grenzfldche
statt.

Im Mikromischer werden zwei Losungen im Mikrometermal3stab gemischt. Dadurch ergeben
sich sehr kleine Reaktionsvolumina mit dementsprechend grofSen Grenzflichen an denen die
gewiinschte Durchmischung stattfinden kann. Die Mischzeiten in den nur wenige Mikroliter
groBBen Reaktionsvolumina betragen nur wenige Millisekunden. Auch schwer handhabbare
Reaktionen kdnnen so kontrolliert werden. Beispielsweise werden Reaktionen mit Peroxiden,
Fluoriden oder Chlorierungen bereits grof3technisch in Mikromischern durchgefiihrt.[72-75]
Eine anionische Polymerisation ist durch Mikromischertechnologie bei Raumtemperatur
durchfiihrbar. Die starke Hitzeentwicklung, die bei der anionischen Polymerisation von Styrol
auftritt, stellt das groBte Problem dar, denn diese fiihrt zu zahlreichen Nebenreaktionen.
Deshalb wird die Synthese normalerweise bei -78 °C durchgefiihrt. Aulerdem muss in
trockenen Reaktionskolben unter Schutzgas gearbeitet werden. Ziegenbalg et al. konnte
erstmals eine Reaktion mittels Mikromischer bei Raumtemperatur erfolgreich durchfiihren. Er
erreichte durch Spiilen aller Kanéle eine inerte Umgebung und erzielte durch die gute
Hitzeabflihrung innerhalb der kleinen Kanile eine sehr enge GroBenverteilung von PDI =
1,05.[76]

Kationische oder ATR-(engl. fiir ,,atom-transfer-radical*) Polymerisationen sind ebenfalls im
Mikromischer realisierbar.[77, 78] Dariiberhinaus konnte eine freie radikalische

Polymerisation im Mikromischer durchgefiihrt und patentiert werden.[79]



Diese Technik kann eingesetzt werden, um die Selbstorganisation von amphiphilen Block-
Copolymeren zu kontrollieren. Einige Forschungsgruppen nutzen Mikromischer, um
Mikroemulsionen aus zwei ineinander unldslichen Fliissigkeiten herzustellen, aus denen man
anschlieBend monodisperse Polymersomen im Mikrometerbereich herstellen kann.[63, 80]

In der vorliegenden Arbeit werden Mikromischer eingesetzt, um ineinander mischbare
Fliissigkeiten zu vereinen. Ahnliche Arbeiten wurden fiir andere Polymere in Form von Lab-
on-chip-Systemen, allerdings fiir deutlich kleinere Ansétze, durchgefiihrt.[81]

THF und Wasser, zwei uneingeschrinkt ineinander mischbare Fliissigkeiten, werden
kontrolliert =~ gemischt. =~ THF  kann  Block-Copolymere  wie  PB-PEO  oder
PEO-PPO-PEO molekular 16sen. Es eignet sich als ein gutes Losungsmittel sowohl fiir den
PB- bzw. PPO-Teil (hydrophober Block), als auch fiir den PEO-Teil (hydrophiler Block). Die
Loslichkeit von PPO ist stark abhéngig von der gewéhlten Temperatur des Wassers, aber auch
von seiner molekularen Masse. Das hier verwendete PPO ist bei Raumtemperatur schwer
16slich (siehe Abs. 2.4).

Mikromischer erlauben die beiden Ldsungsmittel so zu vermischen, dass die Mischung
innerhalb der gleichen Zeitskala ablauft wie die Selbstorganisation (siche Kap. 2.2). Da die
Selbstorganisation von amphiphilen Polymeren bei bestimmten Losungsmitteleigenschaften
immer langsamer wird und sogar kinetisch eingefroren werden kann, ldsst sich durch die
Steuerung der Mischzeiten dadurch auch die Selbstorganisation der amphiphilen Block-
Copolymere kontrollieren. Die Strukturbildung kann gezielt abgebrochen bzw. kinetisch

eingefroren und somit der Mechanismus untersucht werden.
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2.6.3 Mikromischer Architekturen

2.4.1.1 SIMM-V2

Bei dem hier genannten Mikromischer handelt es sich um einen Interdigital-mischer, d.h. es
werden immer abwechselnd beide Losungen zusammen-gebracht. Es entsteht so ein

Stromlinienbild, bei dem sich die Losungsfliisse abwechseln (Abb. 2.12).

Borehole |
3500 um

X |

. Borehole
NI 500 pm

Mutlamellag fiow

Abb. 2.12 [IMM]: a) Bild eines SIMM der ersten Generation und vergroerter Querschnitt
b) Prinzip der Multilamination im SIMM durch ein geschlitztes Inlay

Das Herstellungsmaterial kann veridndert werden, um fiir die jeweilige Reaktion die besten
Bedingungen wihlen zu kénnen. Der verwendete Mischer bestand aus Glaskohlenstoft, da er
ebenfalls fiir die Synthese von Goldnanopartikeln aus Goldsdure benutzt wurde. Edelstahl
wird von Goldsdure angegriffen und ist daher nicht geeignet.

Diese Mischerart wird weit verbreitet eingesetzt, z.B. um organische Multiphasenreaktionen
durchzufiihren oder Emulsionen herzustellen. Der als Inlay bezeichnete obere Abschluss der
Mischkammer besitzt einen Schlitz {iber die gesamte Breite. Er gibt jeweils kleine,
gleichmiBig groBe Teile der Mischkammern frei (Abb. 2.12 rechts). Hierdurch wird ein
interdigitales Mischbild erzeugt, wie in Abbildung 2.13 dargestellt. Die 30 Mischkandle des
verwendeten Mischers haben eine Breite von jeweils 45 pm und Lange von 200 um. Durch
eine Verengung des Ausgangs auf 65 pm Breite entsteht eine hydrodynamische Fokussierung

der Flusskanile.
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5ml/h:5 ml/h 1000 ml/h : 1000 ml/h

Abb. 2.13 [Hessel]: Mischungsprofil bei unterschiedlichen Flussraten aufgenommen durch Wasserblaufarbung
niedrige Flussraten zeigen gleichmifige Lamellenbildung,
hohe Flussraten hingegen fiihren zu turbulenten Mischbedingungen

Abbildung 2.13 zeigt das Mischungsprofil bei unterschiedlichen Flussraten. Bei einer
Gesamtflussrate von 1,67 ml/min kann man die laminare Struktur sowohl vor als auch nach
der Fokussierung noch sehr gut erkennen. Die Mischung erfolgt hierbei fast ausschlieBlich
durch Diffusion. Bei sehr hohen Flussbedingungen von etwa 33 ml/min entstehen am Eingang

des Schlitzes Verwirbelungen und die Losungen werden nicht mehr nur durch Diffusion

gemischt. [82, 83]

0 0.00025  0.0005 (m)
— —
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Abb. 2.14 [Ziegenbalg]: Flussbedingungen und Geschwindigkeitsprofil im SIMM
bei symmetrischer Gesamtflussrate von 3,6 ml/min

Abbildung 2.14 zeigt die CFD-Simulation der Mischung von Hexan und THF bei 3,6 ml/min.
Hier treten bereits vereinzelte Turbulenzen und starke Geschwindigkeitsunterschiede auf. Die
Mischzeiten bei hohen Flussraten konnen nur abgeschitzt werden, da hohe

Geschwindigkeitsunterschiede und Verwirbelungen vermehrt auftreten.
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2.4.1.2 Superfocus Mikromischer SFIMM-V2

Der Superfocus Mikromischer SFIMM-V2-30 des IMM (Institut fiir Mikrotechnik Mainz
GmbH) basiert ebenfalls auf dem Prinzip der interdigitalen Multilamination. Seine
lamellenartige Mischstruktur wird gleichmifBig auf einen Ausgang fokussiert (Abb. 2.15). Im
Vergleich zum SIMM ist dieser Mischer auf einen hoheren Durchsatz ausgelegt. Der Mischer
wird in zwei unterschiedlichen Bauarten hergestellt, die sich jeweils an den Bediirfnissen fiir
den Einsatz im Labor bzw. in der Produktion orientieren. Der SFIMM-V2-30 ist auf einen
Durchsatz von bis zu 35 L/h und der SFIMM-V2-300 auf bis zu 350 L/h ausgelegt. Seine
Geometrie erlaubt ein sehr hohes Fokussierungsverhiltnis von bis zu 178. Im SFIMM-V2
werden die Losungen auf 38 Kandle aufgeteilt. Alle Kanile haben eine Breite von jeweils
260 um und werden auf einen 400 pm breiten Ausgang fokussiert. Dies hat zur Folge, dass
die gesamte Mischung innerhalb des Mischers und nicht in der nachfolgenden

Verweilschleife abgeschlossen wird.[84]

Abb. 2.15 [IMM]: Bild des SFIMM-V2-Mikromischers (links) und dessen
lamellenartige Mischkammer (rechts)

Abbildung 2.15 zeigt den SuperFocus Mikromischer in der Edelstahlausfiihrung und die
Mischstruktur seines Inlays (rechts). Durch die Anfirbung eines Wasserstroms mittels
Wasserblau ldsst sich die Mischstruktur sehr deutlich visualisieren. Auch die
hydrodynamische Fokussierung durch unterschiedlich schnelle Fluidstrome ldsst sich
anschaulich darstellen (Abbildung 2.16).[82-84]

Die Mischbedingungen am Ende des Mikromischers kann man ebenfalls mittels
Wasserblaufarbung visualisieren. Interessanterweise ist das Mischprofil bei hohen

Flussgeschwindigkeiten nicht mehr laminar (Abbildung 2.17).
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Bei niedrigen Flussbedingungen von 0,2 und 0,33 ml/min Gesamtflussrate sind noch
gleichméBige Lamellen vorhanden, jedoch beginnen die am Rand liegenden Lamellen bereits

deutlich zu verschmieren.

200 mi/h : 800 mih

Abb. 2.16 [Hessel]: Mischbild des SuperFocus-Mischprinzips bei unterschiedlichen Flussgeschwindigkeiten

Auch der SFIMM zeigt bei erhohter Flussgeschwindigkeit Wirbelbildungen. Bei hohen
Flussgeschwindigkeiten verschmieren die Fliisse am Ende der Fokussierungszone vor allem
an den Réandern immer starker. Obwohl der innerste Fluidstrom immer noch intakt erscheint,

ist die gesamte Durchmischung ungleichméBig.
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Abb. 2.17 [Hessel] Mlschblld des SuperFocus-Mischers bei unterschiedlichen Flussgeschw1nd1gke1ten
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2.4.1.3 Raupenmischer

Der Raupenmischer (CPMM, engl. fiir ,,CaterPillarMicroMixer) leitet sich von seiner
raupenformigen Mischkammer ab und beruht auf dem sogenannten SAR-Prinzip (split and
recombine, Abb. 2.18).[85] Seine Mischerarchitektur vereinigt zwei Einldsse direkt
miteinander. Durch Separation, Reorganisation und erneuten Zusammenschluss der

Fluidstrome, lésst sich ebenfalls ein laminares Flussprofil erstellen.
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Abb. 2.18: Split-and-recombine Mischprinzip

Die innere Konstruktion des Raupenmischers stellt die praktische Umsetzung des SAR-

Prinzps dar (Abb. 2.19).[86]

a)

{4

Abb. 2.19 [Schonfeld]: a) Split and Recombine Prinzip im CPMM
b) Namensgebendes raupenformiges Mischprofil
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Abb. 2.20 zeigt eine Hierarchie der Entwicklung des Raupenmischers, angefangen bei einem
einfachen Dreiecksmischer. Die Umorganisation der Fliisse wird im CPMM bis zu 12 mal
wiederholt, wodurch eine sehr hohe Durchmischung erzielt wird. Der Raupenmischer wird
mit unterschiedlichen Stukturgr6Ben und Mischstufen angefertigt. Die Strukturbreiten liegen
je nach Flussrate zwischen 300 und 1200 um pro Kanal. Der in der vorliegenden Arbeit
verwendete Mischer hat eine Strukturbreite von 300 um und ermdglicht Flussraten bis zu 4

L/h. [87]

Abb. 2.20 [IMM]: Hierarchie der Weiterentwicklung des Raupenmischers
Angefangen vom Dreiecksmischer iiber die 300 pm zur 1200 pm Raupe

CFD-Simulationen zeigen jedoch, dass der Raupenmischer das SAR-Prinzip nicht perfekt
realisieren kann. Unter den iiblichen Flussbedingungen (niedrige Viskosititen der
Losungsmittel Wasser/THF) treten transversale Kréfte auf, die den Fluidstrom kontinuierlich
ablenken. Durch die innere Reibung werden die Fluidlamellen gestért und ein ideales
Mischungsbild ldsst sich nicht mehr herstellen. Abbildung 2.21 zeigt eine Simulation des
Mischungsvorgangs im Raupenmischer von Hexan und THF. Dabei entstehen sogenannte
Dean-Wirbel, die den Mischungsprozess dominieren.[76]

Unter den realisierbaren Flussbedingungen kann also eher ein optimierter und kontrolliert-
chaotischer Mischungvorgang erwartet werden.

Der CPMM st ein vielfach verwendeter Mikromischer, der breite Anwendungsmoglichkeiten
bietet. Im Vergleich zum SFIMM und SIMM ist er durch seine einfachere Konstruktion

leichter handhabbar und ist von Verstopfungen seltener betroffen.
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Abb. 2.21 [Ziegenbalg]: A: CFD-Simulation von Fluidstrémen Hexan (rot) und THF (blau)
B: Konzentrationsprofil von Hexan innerhalb der 300 pm Raupe



2.6.4 Vergleich der verschiedener Architekturen

Abbildung 2.22 zeigt einen Vergleich von Mischzeiten bei asymmetrischen und
symmetrischen Flussbedingungen. Es fillt auf, dass der benutzte 300 pm-Raupenmischer
sowohl bei asymmetrischen als auch bei symmetrischen Flussbedingungen &hnliche
Ergebnisse liefert. Das Mischprinzip der Multilamination im SIMM wird bei den
asymmetrischen Flussbedingungen bestétigt. Durch die hydrodynamische Fokussierung
aufgrund der Asymmetrie, werden die Lamellen komprimiert und die Mischzeiten um

GrofBenordnungen verringert.
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Abb. 2.22 [Ziegenbalg]: Mischzeiten unterschiedlicher Mikromischer von asymmetrischen (links)
zu symmetrischen Flussbedingungen (rechts)

In Tabelle 2 sind die Mischzeiten und Reynoldszahlen fiir einige Mikromischer aufgelistet.
Wihrend die Mischzeiten von SIMM und CPMM im &hnlichen Bereich von 1-30 ms liegen,
erzeugt der SFIMM noch schnellere Mischungen.[76, 84]

Tab. 2: Mischkennzahlen verschiedener Mikromischer[76]

Flussraten 1,8 1,8 0,17 1,8
R thM.95% R tM.95%
Y-Mixer 174 4940 88 2919
300 pm Raupe 465 9 230 26
600 pm Raupe 228 79 115 239
SIMM 1293 3 652 1

Flussrate 1 ist konstant bei 1,8 ml/min. Damit ergeben sich einmal symmetrische (links)
und asymmetrische (rechts) Flussbedingungen;
tmosv (in ms) ist die Mischzeit bei der die Losungen zu 95% homogenisiert ist



2.7 Beladung von Polymersomen

Fiir spiatere Anwendungen von Polymersomen als Hohlstrukturen miissen diese weiter
funktionalisiert bzw. beladen werden konnen. Da die PB-Membran sogar den inneren Kern
vor einer pH-Verdnderung schiitzen kann, eignen sich die Hohlstrukturen als
Nanoreaktoren.[32] Sie schiitzen das Innere effektiv und haben abhédngig von ihrer Grof3e ein
definiertes Reaktionsvolumen. Eine enge GroBenverteilung der Polymervesikel ist daher
zwingend erforderlich, um diese Nanoreaktoren gezielt einsetzen zu konnen. Neben der
Einsatzmdglichkeit als Reaktionsgefdll bietet sich auch die Moglichkeit, diese Vesikel als
Wirkstofftrager oder Marker fiir biomedizinische Anwendungen zu nutzen. Sie zeichnen sich
zusétzlich durch eine niedrige Toxizitdt aus.[88]

Neben der direkten Modifikation des Polymers anhand der reaktiven Gruppen (Abschnitt
2.3.3), bieten seine amphiphilen Eigenschaften zwei verschiedene Arten von Beladungen
wihrend der Selbstorganisation, ndmlich hydrophile und hydrophobe Einlagerungen.

Die wichtigste Eigenschaft der vesikuldren Hohlstruktur ist der mit Wasser gefiillte innere
Kern.

Miiller et al. zeigte die erfolgreiche Einlagerung des Farbstoffs Phloxin-B in die
Polymersomen und konnte dabei auch die schiitzende Wirkung der Polybutadienschale vor
dem &dulleren Losungsmittel nachweisen.[32]

Aufgrund der sehr stabilen und dicken Membranwand der PB-PEO Vesikel, koénnen
hydrophobe Beladungen ebenfalls leicht realisiert werden. Miiller zeigte, dass sowohl eine
hydrophobe Beladung mit dem Farbstoff Nilrot als auch Nanopartikel wie Quantum Dots
moglich ist.[89] Durch Cryo-TEM Analysen konnte der Einlagerungsort dieser Quantum Dots
innerhalb der PB Membran bestimmt werden. Die Membrandwand von Polymersomen ist im
Vergleich zu der von Liposomen dicker und erhoht die Kapazitét fiir hydrophobe Molekiile
und Partikel stark. In dieser Arbeit werden neben der Beladungsmoglichkeit mittels
Mikromischer auch dessen Auswirkungen auf die Selbstorganisation untersucht.

Die eingesetzten Partikel werden im folgenden noch einmal ausfiihrlich behandelt.



2.7.1 Quantum Dots

Durch den Einzug der Nanotechnologie in die Halbleiterchemie konnten sehr stark
fluoreszierende Nanopartikel — sogenannte ,,Quantum Dots* — entwickelt werden. Quantum
Dots aus Cadmiumselenid (CdSe) sind mittlerweile sehr gut untersucht und zeichnen sich
durch starke Fluoreszenz in unterschiedlichen Wellenldngen aus. Die Partikel haben etwa
einen Durchmesser von 1-10 Nanometer und zeigen ein anderes physikalisches Verhalten als
das korrespondierende Bulkmaterial.[90, 91]

Der Halbleiter stellt den Grenzfall zwischen einem Leiter und einem Nichtleiter dar. Die
sogenannten Energiebdnder, bestehend aus mit Elektronen gefiilltem Valenzband VB und
leerem Leitungsband LB, iiberlappen bei einem Leiter. Der Halbleiter zeichnet sich durch
eine konstante Bandliicke E,(Bulk) aus, da die Binder sich hier nicht tiberlappen. Anders als
bei einem Nichtleiter konnen bei einem Halbleiter durch geringe Energiezufuhr Elektronen

vom Valenzband ins Leitungsband iiberspringen.
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Abb. 2.23 [Klimov]: a) Bandliicke eines Halbleiters; b) Nétige Photonenenergie fiir Anregungszustinde
c) Absorptionsschema im Bulk und korrspondiereende Quantumdots[92]

Energiebdnder bilden sich aus, wenn sich diskrete Energiezustinde durch Annédherung
anderer Atome verschieben. Je groer die Anzahl zusammenhidngender Atome im
Bulkmaterial, desto geringer wird der Abstand und die diskreten Energiezustéinde gehen in
Bénder iiber. Nanokristalle im Bereich von 1-10 nm zeigen zwar schon eine Verschiebung der
Energiezustinde, haben aber noch keine Energiebdnder. Je grofler das Nanopartikel ist, desto
kleiner wird die Energieliicke E,(QD) bis sie dem des Bulkmaterials entspricht. Dies wird als
GroBenquantisierungseffekt bezeichnet (Abb. 2.23).[92]

Quatum Dots bilden durch Absorption ein Elektron-Loch-Paar. Bei der Rekombi-nation von
diesem Paar wird Fluoreszenzstrahlung freigesetzt. Durch die Anpassung der Grofle der

Nanopartikel konnen unterschiedliche Wellenldngen des emittierten Lichts realisiert werden.
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Zum Beispiel emittieren 10 nm groBe Partikel rotes Licht, widhrend nur 2 nm grof3e Partikel
durch die grofBere Energieliicke blaues, energiereicheres Licht aussenden.

Durch die grofle Oberfliche im Vergleich zu ihrem Volumen sind solche Partikel chemisch
leicht angreifbar. Um sie gegen Photooxidation oder andere Einfliile zu schiitzen, werden
diese Partikel oft mit zusétzlichen anorganischen Schalen versehen. Hierbei wird oft CdS,
ZnS oder beides verwendet (Abb. 2.24). AuBlerdem erhohen diese Schalen die
Fluoreszenzquantenausbeute. Um vor Aggregation in Losungsmitteln zu schiitzen, werden
zusétzlich entweder hydrophobe Oberflachenliganden wie Trioctylphosphinoxid (TOPO) oder
cis-9-Octadecensiure  (Olsdure) verwendet. Es konnen aber auch hydrophile
Funktionalisierungen mit PEG durchgefiihrt werden, um diese wasserldslich zu machen.[93,
94]

Neben der hohen Fluoreszenzausbeute und Stabilitit, bieten diese Nanopartikel einen guten
Kontrast im Transmissionselektronenmikroskop. Die in dieser Arbeit verwendeten Quantum
Dots mit Fluoreszenzwellenldnge bei ca. 600 nm (Kern-Schale-Schale CdSe/CdS/ZnS mit
5,7 nm Durchmesser) wurden von Michaela Wagner (AK Basche, Universitit Mainz) analog
zur Literatur synthetisiert{91, 95, 96]. Kern-Schale-Schale Quantum Dots mit
Fluoreszenzwellenldnge von 530 nm wurden von Can GmbH (Hamburg) bezogen. Beide
Nanopartikel sind mit hydrophoben Oberfldchenliganden funktionalisiert und kénnen nur

innerhalb der hydrophoben Schale eingebaut werden.

Abb. 2.24: Kern-Schale-Schale Quantum Dot (CdSe-CdS-ZnS)



2.7.2 Super-Paramagnetische Eisenoxidnanopartikel

Eisenoxidnanopartikel sind aus der heutigen Medizintechnik nicht mehr weg zu denken.
Durch ihre Biokompatibilitit werden sie bereits als MRT-Kontrastmittel eingesetzt.[97] Die
etwa 5-20nm groBen Partikel zeigen superparamagnetische Eigenschaften mit hoher
Sattigungsmagnetisierung. Durch die relativ einfache und kostengiinstige Synthese werden sie
auch in der Forschung als stimuli-responsive Materialien fiir Wirkstofftransport oder
Hyperthermie verwendet. [98, 99]

Die meisten Eisenoxidnanopartikel bestehen aus Maghemit (y-Fe,Os) oder Magnetit (Fe;Oy4).
Magnetit kristallisiert in einer inversen Spinell Struktur mit kubisch-flichenzentrierter
Elementarzelle, dabei liegen die Sauerstoffatome in einer kubisch dichtesten Kugelpackung

vor. Die Tetraederliicken werden durch Fe'

besetzt, wihrend Oktaederliicken sowohl von
Fe' als auch Fe' besetzt werden. Dies fiihrt zur inversen Spinellstruktur Fe''[Fe'"Fe™M 0,
wobei die Atome, die innerhalb der eckigen Klammer angebeben sind, die Oktaederliicken
besetzen.

Im Unterschied zu Hamatit ist Maghemit trotz seiner gleichen Zusammensetzung aus Fe,O;
stark magnetisch. Das resultiert aus einer Defektstruktur, da es sich zum Beispiel durch
Oxidation von Magnetit bildet. Diese Oxidation der Eisen-atome ist mit einer Wanderung von
Kationen innerhalb des Kristallgitters verbunden. Die sich daraus ergebende Summenformel
lautet 0,75F€IH3/4[F€IH§/3X1/3]04 (X: Leerstelle). Die ungeordnete Struktur unter-schiedlicher
Oxidationsstufen flihrt zu einem Ungleichgewicht der Spinorientierung und resultiert in einem
ferrimagnetischen Verhalten des Materials. Die dhnliche Struktur erklart auch, warum sich
aus Magnetit Maghemit bildet. Bei der Synthese von Nanopartikeln ergeben sich folglich oft
Mischungen aus diesen beiden Varianten des Eisenoxids.

Beziiglich der magnetischen Eigenschaften hat Magnetit (M(300 K) = 92 emu/g) eine hdhere
Sattigungsmagnetisierung als Maghemit (M(300K) = 78 emu/g). Durch die relativ einfach
ablaufende Oxidation ist es instabil und findet daher seltener Anwendungen.[100]

Die verwendeten Eisenoxidnanopartikel wurden als sogenanntes Ferrofluid gekauft. Es
besteht aus Magnetitpartikeln mit einem Durchmesser von 5-10 nm. Diese Partikel wurden
durch basische Fillung einer Mischung aus Fe" und Fe" Salzen hergestellt und mittels
Olsiure hydrophob stabilisiert.[101] Es besteht zu etwa 80w% aus Eisenoxid und ist in
Mineraldl gelost. Durch die Hydrophobizitidt ist nur eine Einlagerung innerhalb der

hydrophoben Schale im Polymersom moglich, da sie andernfalls in Wasser ausfallen.



2.7.3 Beladung mittels Mikromischer

In den vorhergegangen Arbeiten von Miiller ist vor allem auf die hydrophile und hydrophobe
Beladung eingegangen worden. Dabei erfolgte die Beladung sowohl wihrend der Synthese
mittels Cosolvent als auch wihrend der Filmrehydratation. Fiir die hydrophoben Partikel und
Farbstoffe war es schwierig eine effiziente Einkapselung zu ermdoglichen. Dies lag an zur
Einlagerung gegenldufigen Abldufen, beispielsweise der Ausfillung von Nilrot innerhalb der
wissrigen Umgebung. Die Einlagerung von Quantum Dots mittels Cosolvent-Methode
scheiterte komplett und wurde deshalb ausschlieSlich mit der Filmrehydratation durchgefiihrt.
Die hydrophobe Oberflachenfunktionalisierung der Partikel fiihrt zur Ausfillung noch bevor
die Selbstorganisation einsetzt. Genau hier bietet der Einsatz von Mikromischern einen
Ausweg.

Die Mikromischertechnologie ermdglicht wéhrend der kontinuierlichen Synthese eine
Beladung der Vesikel. Im Mikromischer werden die Losungen gleichmifBig und schnell
gemischt. Die fiir die Cosolvent-Methode bendtigte Zeit wird dabei sehr stark verkiirzt. Eine
Féllung kann eventuell verhindert werden, indem die Zeitspanne zwischen Féllung und

Einsetzen der Selbstorganisation verkiirzt wird.
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3 Charakterisierungsmethoden

3.1 Transmissionselektronenmikroskopie

Mit dem Ziel immer kleinere Strukturen (z.B. von Nanopartikeln) beobachten zu koénnen,
musste das Auflosungsvermogen im Vergleich zu konventionellen Mikroskopen deutlich
verbessert werden.

Beim Transmissionselektronenmikroskop werden beschleunigte Elektronen anstelle
sichtbaren Lichts verwendet. Die Strahlung von elementaren Teilchen wie z.B. Elektronen
besitzt eine erheblich kiirzere Wellenldnge (A~ 10~ nm) als Licht (A~ 380-750 nm). Daher
erreicht man mit dem Transmissions-elektronenmikroskop im Vergleich zum Lichtmikroskop
(Omin= 200 nm) eine wesentlich bessere Auflosung (dmin=0,1-0,2 nm).

Das Auflosungsvermdgen konnte soweit verbessert werden, dass Probenuntersuchungen im
atomaren Bereich moglich sind. Beim Transmissionselektronenmikroskop durchstrahlen die
Elektronen das Probenmaterial, das zu diesem Zweck entsprechend diinn sein muss. Es ist ein
Arbeiten im Hochvakuum im Bereich von 102 -10® Pa notwendig, da andernfalls die
Elektronen von Gasmolekiilen gestreut wiirden. Wie auch mit einem Lichtmikroskop, konnen
mit einem Transmissionselektronenmikroskop Aufnahmen im Hell- und Dunkelfeld
angefertigt werden. Dariiber hinaus bietet

TEM auch noch die Mboglichkeit zur

L4 ]
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Aufnahme von Beugungsbildern. Lichtquelle
Als Strahlenemitter kommen im TEM vor Kondensor- ] Kondensor
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eines Lichtmikroskops (Abb. 3.1). [102]
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Abb. 3.1 [Vogel]: Strahlengang eines TEM (1)

Elektronen in sichtbares Licht umwandelt analog zum Lichtmikroskop (r)

bzw. durch eine CCD-Kamera, die eine leichte Datenverarbeitung ermoglicht.[102]



Die Probenprdparation erfolgt durch Eindampfen einer gelosten Probe auf einem
graphitbeschichteten Kupfernetz (Grid) bzw. durch Anfertigung extrem diinner Schnitte fester
Proben. Diinne Schichten werden vom Elektronenstrahl durchleuchtet und streuen ihn
Aufgrund ihrer Dicke bzw. ihrer Ordnungszahl der beinhalteten Atome (Massen-Dicken-
Kontrast). Auf dem Leuchtschirm bzw. CCD-Sensor entsteht dadurch eine
Intensitétsverteilung, die der Probenstruktur entspricht und abgebildet werden kann.

Das Eindampfen ist fiir die Verwendung im Hochvakuum zwingend notwendig, daher miissen
die untersuchten Proben im trockenen Zustand stabil sein. Die Struktur von Polymersomen
muss fixiert werden, wie dies bei der Vernetzung der
PB-PEO-Vesikel moglich ist (sieche Abs. 2.3.3). Bei den meisten Polymersomen ist eine
derartige Fixierung nicht moglich. Es muss auf Cryo-Tem zuriickgegriffen werden, um sie

und unvernetzte PB-PEO-Vesikel im natirlichen Medium abbilden zu konnen.

3.1.1 Cryo-Transmissionselektronenmikroskop (Cryo-TEM)

Die Cryo-Transmissionselektronenmikroskopie ist eine Methode zur Messung von
Materialien, die in ihrem natiirlichem Medium Wasser abgebildet werden sollen. Die
wasserlosliche Probe wird hierbei auf ein diinnes Kupfernetz aufgetragen und durch Abtupfen
vom iibrigen Wasser befreit, so dass nur noch ein sehr diinner Wasserfilm auf dem Netz
zurlickbleibt. AnschlieBend wird die Probe in fliissigem Propan schockgefroren. Bei diesem
Gefriervorgang bleibt dem Wasser nicht geniligend Zeit um auszukristallisieren und die Probe
wird in glasartigem Wasser konserviert. Das glasartige Wasser bietet nur einen sehr geringen
Kontrast und eignet sich daher besonders gut als Matrix fiir die Elektronenmikroskopie. Die
Probe darf auf keinen Fall zwischenzeitlich auftauen, da sonst das Wasser zu kristallisieren

beginnt und die Probe unwiderruflich triibt und somit eine Analyse unmdglich macht.[103]



3.2  Lichtstreuung

Die Lichtstreuung bietet eine zerstorungsfreie Analyse von geldsten Proben und liefert
sowohl statische als auch dynamische Informationen. Sie hat sich zu einer sehr wichtigen
Methode zur Charakterisierung von Polymeren entwickelt.[104] Fiir dieses Verfahren werden
Laser eingesetzt, deren Licht von einer Probe gestreut und anschlieend analysiert wird. Das
elektrische Feld des Laserlichts regt die Elektronenhiillen der Probe zu Schwingungen an.
Durch die Schwingung entsteht ein Herz ‘scher Dipol und sendet durch elastische Streuung
Licht mit der gleichen Wellenlidnge in alle Raumrichtungen aus. Diese gestreute Strahlung

wird mittels eines Detektors, wie in Abb. 3.2 dargestellt, winkelabhéngig analysiert.

Probenzelle

Priméarstrahl m transmittierter Strahl
>— :

I,A

ﬂl

Detektor

Abb. 3.2: Aufbau einer Lichtstreuanlage

Die gestreute Strahlung kann auf zwei verschiedene Weisen ausgewertet werden. Wird das
zeitliche Mittel der gestreuten Strahlung betrachtet, liefert dies die statischen
Lichtstreueigenschaften wie Gewichtsmittel der Molmasse, den zweiten Virialkoeffizienten
des osmotischen Drucks A, oder das z-Mittel des Trégheitsradius.

Bei der dynamischen Lichtstreuung werden die zeitlichen Fluktuationen des gestreuten Lichts
betrachtet, welche uns dann die dynamischen FEigenschaften wie das z-Mittel des
Diffusionskoeffizienten liefert, das wiederum die Berechnung des hydrodynamischen Radius

erlaubt.

3.21 Statische Lichtstreuung (SLS)

Das Phédnomen der Lichtstreuung wurde zuerst von Lord Rayleigh ausfiihrlich erforscht. Er
erstellte die erste Formel die den von Tyndall beobachteten Effekt, dass kiirzere Wellenldngen

stirker streuen als lingere Wellenlédngen, in einer Formel dar:



m? 16t @ 2 2
R(B) = Eza_gz"ﬂ]v" a; (1 + cos“0) (3.1)
R(0): Rayleighverhiltnis als Funktion des Streuwinkels 0
I: Intensitét des gestreuten Lichts
1y Intensitét des Primarstrahls
r: Abstand des Detektors von der Probe
Ao Wellenldnge des eingehenden Strahls
Ny : Anzahl der Streuzentren
g Polarisierbarkeit des Streuzentrums k
0: Winkel zwischen Primérstrahl und gestreutem Strahl

Die gemessene Streuintensitdt wird meist nur in relativen Einheiten gemessen. Daher wird
zundchst die absolute Streuintensitit der reinen Ldsungsmittel mittels spezieller
experimenteller Aufbauten bestimmt. Diese Fliissigkeiten werden dann zur Kalibrierung
benutzt, um andere absolute Streuintensititen zu bestimmen. Fiir das Rayleighverhéltnis

ergibt sich nun:

ILssung —ILssungsmitte
R(H) = g Losungomittel . RRstandara (32)

Istandard

Damit konnen alle speziellen Parameter, die vom experimentellen Aufbau herriihren, wie
Streuvolumen, Abstand vom Detektor r, Primérstrahlintensitit eliminiert werden.

Smoluchowski, Einstein und Debye entwickelten die Fluktuationstheorie. Nach dieser
Theorie beruht die Streuung des Lichts auf Schwankungen der Polarisierbarkeit a,
hervorgerufen durch Dichte- und Konzentrations-schwankungen in Folge der thermischen

Bewegung im Streumedium.

4m? dn\2 dn\? My ¢
R(O) = 03 () RTB + (ngS) RT 22— 33

l‘éNL p 0 dp ﬁ 0 4c Po ( Zﬁu) ( )

N : Loschmidtkonstante

0, Po- Dichte der Losung und des Losungsmittels

n,n: Brechungsindex der Losung und des Losungsmittels

R: Universelle Gaskonstante

T: Absolute Temperatur in Kelvin K

B : Isotherme Kompressibilitéit

My : Molare Masse des Losungsmittels

c Konzentration des gelosten Materials

(_Z?u): Differenz der chemischen Potentiale der Losung und des Losungsmittels

(no %): Brechungsindexverdnderung bedingt durch Konzentrationsschwankungen

(Z—Z) Brechungsindexverdnderung bedingt durch Dichtefluktuation



Da die Streuintensitit der Losung in Relation zu der des reinen Losemittels gemessen wird,
sind Dichteschwankungen und Temperatureffekte fiir verdiinnte Polymerlosungen

vernachlédssigbar. Nur die Konzentrationsschwankungen sind zu berticksichtigen.

R(6) = R(Q)Ldsung — R(0) Losemitter = (3.4)

am*nd (dn)2 RTMyc
v, \a) ~7mamn
AONL dc pO( dcu)

Die Anderung der chemischen Potentiale mit der Konzentration kann auch als Anderung des

Osmotischen Drucks beschrieben werden:

anp) _ Mo (an
- (%) =5 (@) (3-5)
Mit der Reihenentwicklung des Osmotischen Drucks

(53) = BT (5 + 24,c + 345c%+....) (3.6)

A,,As;:  Virialkoeffizienten des Osmotischen Druckes

ergibt sich nun die Lichtstreuungsgleichung fiir kleine Teilchen (d < 4 /20):

Kc _ i 2
R(g)—(M+2A2c+3A3c +) (3.7)
2.2 2
mit K = Z};LO (Z—Z) der optischen Konstante (3.8)

M: Molare Masse des geldsten Stoffes

Fiir groBere Teilchen gilt diese Gleichung nicht mehr, da intrapartikuldre Interferenzen
auftreten. Diese schwichen mit zunehmendem Streuvektor die Intensitit des gestreuten
Strahls ab. Der Partikelformfaktor P(G) beschreibt diesen Verlauf der Intensitit mit dem

Streuvektor q.

P(@) = I X (exp(igh) (3.9)

- _471'7'1 . 0
q=I1ql = . Sin (E) (3.10)

Unter Beriicksichtigung von Formel (3.9) ergibt sich nun mit einigen Vereinfachungen die
bekannte Zimmgleichung (3.11), deren Auswertung das Gewichtsmittel der Molmasse My,
den z-gemittelten quadratischen Trigheitsradius und den 2.Virialkoeffizienten des

Osmotischen Drucks erlaubt.
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Abb. 3.3 [Tieke]: Auswertung mit Hilfe des Zimmplots

Mit Hilfe des Zimmplots (Abb. 3.3) kann man experimentell die gewichtsgemittelte
Molmasse, den zweiten Virialkoeffizienten A, und den z-gemittelten Trigheitsradius

bestimmen. [105]

3.2.2 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Mit Aufkommen des Computerzeitalters wurde die gesamte Elektronik immer weiter
verbessert. Somit wurde es mdglich Zeitabstinde im Nanosekundenbereich aufzuldsen. Dies
ist die Grundlage der dynamischen Lichtstreuung.

Hierbei wird nicht wie bei der statischen Lichtstreuung ein zeitliches Mittel der Streuintensitét
betrachtet, sondern die Intensititsfluktuation.

Durch die Diffusion geldster Partikel in der Probe werden die Fluktuationen der
Streuintensitdt ausgeldst. Dabei bewegen sich groBere Partikel bei gleicher Temperatur
bedingt durch die Brown‘sche Molekularbewegung langsamer als kleine Teilchen. Daher ist
die Verdnderung der Intensitit bei kleinen Teilchen schneller als bei den Proben mit gréeren

Teilchen.



Um nun den Diffusionskoeffizienten der Teilchen zu bestimmen, werden die detektierten
Photonen mit sich selbst korreliert. Dazu benutzt man die Autokorrelationsfunktion, die dem
Produkt aus Streuintensitit zum Zeitpunkt t und dem Zeitpunkt t+n*T entspricht.

g2(t) = (IOI(t +n- 1)) (3.13)
T stellt dabei das kleinste mogliche Zeitintervall dar. Dies wird fiir sehr viele n und
unterschiedliche Startzeiten wiederholt und anschlieBend iiber alle Werte gemittelt. Als
maximalen Wert fiir g,(7) erhélt man nun das Quadrat der Streuintensitdt <I>> zum Startpunkt
t. Mit zunehmender Korrelationszeit féllt diese Funktion auf den Wert <I>? ab (Abb. 3.4). Bei
kleinen Teilchen fluktuiert das Signal deutlich schneller. Somit fillt die Korrelationsfunktion

schneller ab als bei grofleren Teilchen, die eine lingere Korrelationszeit aufweisen.[106]
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Abb. 3.4 [Schartl]: Fluktuation der Streuintensitét (links) mit
korrespondierender Autokorrelationsfunktion gy(t) (rechts)

Die Siegert-Relation

g1(t) = B-exp(—q*D7) = ’@ (3.14)

liefert aus der Autokorrelationsfunktion g, (7). und der experimentell ermittelten Basislinie
A=<I>? die Amplitudenkorrelationsfunktion g,(t). Die Funktion folgt einem einfach
exponentiellen Abfall. Dabei steht B fiir das Signal-Rausch-Verhiltnis und kann durch den
optischen Aufbau des Experiments beeinflusst werden. Die Konstante D ist der translatorische
Diffusionskoeffizient, q ist der Streuvektor und héngt von der gewihlten Wellenlidnge des
Laserlichts und dem Winkel ab. Fiir monodisperse und monomodale Partikel ergibt sich bei

logarithmischer Auftragung eine Gerade mit der Steigung —q°D.
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Abb. 3.5 [Schirtl]: Bimodale Korrelationsfunktion mit unterschiedlichen logarithmischen Auftragungen
Bei monodispersen aber polymodalen Proben ergeben sich unterschiedliche

Diffusionskoeffizienten, welche zu einer bimodalen Funktion wie in Abb. 3.5 fithren. Dazu
muss jedoch der Unterschied der Diffusionskoeffizienten mindestens Faktor 3 betragen.
Unterhalb dieses Faktors gehen beide Funktionen ineinander {tiber, wodurch eine
differenzierte Betrachtung nicht mehr moglich ist.

Fiir polydisperse Partikel ergibt sich die Korrelationsfunktion aus der Summe aller
Exponentialfunktionen der einzelnen Komponenten i:

Y miMexp(-q*D;7)
X m;M;

91(x) =B (3.15)

Bei einer logarithmischen Auftragung erhdlt man nun bei sehr kleinen Winkeln den
apparenten Diffusionskoeffizienten. Dieser ist eine Wichtung aller Partikelfunktionen.
[d(lngl(‘c)) 2 XmiMD; _

_ 2
dt =14 Y m;M; =1 D

]HO app (3.16)

Hierbei werden sowohl die Korrelationsfunktionen der kleinen, aber auch der gro3en Teilchen
berticksichtigt.
91(q,7) = X n; M7P(q) - exp(Diq*1)

Eine Moglichkeit zur Auswertung dieser Funktion ist die Anndherung mit -einer

(3.17)

Kumulantenreihe, welche allerdings nur fiir kleine Abweichungen von <20% gilt.

Ing,(q,7) = —Kk,7T + %rz — %r3+. (3.18)

Der erste Kumulant ; = Dsq? (3.19)
liefert den gemittelten Diffusionskoeffizienten Dy und damit einen Mittelwert des
hydrodynamischen Radius der Partikel. Der zweite Kumulant ist
— =2
x, = (DZ-D;")q"
und liefert bei rein translatorischen Bewegungen ein MaB3 fiir die Polydispersitit der Probe

an.[107]

(3.20)



1’D_SZ_D_SZ_ KZ_
Op=""3 = K—%—\/E (3.21)

no-Werte unter 0,04 zeigen also eine Abweichung von weniger als 20% an. Es handelt sich
hier um eine starke Vereinfachung, denn die Polydispersitdt hidngt auch von der
Verteilungsfunktion der PartikelgroBen wie zum Beispiel einer GauBverteilung ab.

Wie bereits gezeigt, ist der ermittelte Selbstdiffusionskoeffizient durch die Wichtung mit dem
Partikelformfaktor g-abhidngig. Das bedeutet, dass kleinere Teilchen bei grofBerem Winkel
mehr gewichtet werden, da sich durch intrapartikuldre Interferenzen bei grofleren Winkeln fiir

groBBe Teilchen ein kleinerer Formfaktor ergibt (Abb. 3.6).[106]
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Abb. 3.6 [Schértl]: Verlauf der Formfaktoren
bei einer polydispersen Probe
Gleichung 3.23 zeigt uns nun den vereinfachten apparenten Diffusions-koeffizienten Dqpp(q).

Unter Vernachldssigung der Konzentrationsabhéngigkeit von A, ldsst sich durch

Extrapolation gegen q=0 der z-gemittelte Diffusionskoeffizient <D>, erhalten (Abb. 3.7).
Dapp(q) = Ds,z(1 + K(R5>zq2) (3.22)
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Abb. 3.7: Ermittlung des z-gemittelten
Diffusionskoeffizienten durch Extrapolation gegen q=0

Die Berechnung des hydrodynamischen Radius erfolgt anschlieBend iiber die Stokes-Einstein-
Beziehung:

R, = (i): = (3.23)

Rp

T steht hier fiir die Temperatur, mo fiir die Losemittelviskositit und k fiir die

Boltzmannkonstante.

3.2.3 Das p -Verhiltnis

Das o -Verhiltnis ist wie folgt durch den Trégheitsradius R, und den kugeldquivalenten

hydrodynamischen Radius Ry, definiert[108]:

/<R2>z
N (3.24)

(@z)_1

Durch den Vergleich des experimentell aus statischer und dynamischer Lichtstreuung

p:

bestimmten o -Wertes mit dem theoretisch berechneten Wert, ist es moglich Aussagen iiber

die Geometrie der untersuchten Makromolekiile zu treffen. Das theoretisch berechnete p -

Verhiltnis harter Kugeln liegt bei 0,775 und fiir Hohlkugeln bei 1.[107]
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3.3.1 UV-VIS-Spektroskopie

In der Spektroskopie im Allgemeinen beschéftigt man sich mit der Wechsel-wirkung von
elekromagnetischer Strahlung mit Materie. Die UV-VIS-Spektroskopie beschriankt sich auf
elektromagnetische Wellen im ultravioletten (UV) bzw. sichtbaren (engl. VISable)
Wellenldngenbereich. Trifft eine elektromagnetische Welle auf ein Molekiil, kann es zur
Absorption, also Aufnahme der Energie, kommen. Dabei werden Valenzelektronen innerhalb
des Molekiils angeregt und auf hohere Energieniveaus angehoben. Durch Messung der
Absorption bei unterschiedlichen Wellenldngen kann man Riickschliisse auf die Probe ziehen.
Informationen iiber Anwesenheit bestimmter Molekiile oder Bindungsverhéltnisse sind
zuganglich. Durch Kalibrierung der Absorption lassen sich iiber das Lambert-Beer’sche
Gesetz auch Konzentrationen bestimmen.

Der Messautbau besteht im allgemeinen aus einer Referenz- und einer Probenkiivette. Licht
wird {iber einen Monochromator mit Wellenldngen zwischen 200 nm bis 800 nm abwechselnd
durch beide Kiivetten geleitet. Das transmittierte Licht wird durch einen Detektor erfasst. Aus
der Differenz der beiden Signale ergibt sich die Absorption der Probe. Durch Auftragung der
Absorption gegen die Wellenlidnge ergibt sich das UV-VIS-Spektrum.

3.3.2 IR-Spektroskopie

Die sogenannte Infrarot(IR)-Spektroskopie bezieht sich auf den Wellenldngenbereich, der
nicht mehr fiir das menschliche Auge sichtbar ist. Der Wellenldngenbereich erstreckt sich
iiber 1 bis 1000 pm bzw. im korrespondierenden Frequenzbereich von 310" s bis 3¢10'" s~
1.

Die Energie, die ndtig ist um Molekiilrotationen und —schwingungen zu erzeugen, entspricht
der Strahlungsenergie dieses Frequenzbereichs. Die IR-Spektroskopie geht es also um die
Anregung von Molekiilrotationen und -schwingungen durch elektromagnetische Strahlung.
Die Absorption von Strahlung dieses Frequenzbereichs ermoglicht somit die Zuordnung zu
bestimmten Strukturelementen eines Molekiils. Die IR-Spektroskopie kommt vor allem in der
chemischen Analytik zum Einsatz und ermoglicht die Konstitutionsautkldrung organischer

und anorganischer Materialien.



3.33 Fluoreszenzspektroskopie

Fluoreszenzspektroskopie ermoglicht die Untersuchung fluoreszierender Molekiile oder
Partikel. Molekiile, die durch elektromagnetische Strahlung angeregt werden (Absorption in
Abb. 3.8), konnen diese aufgenommene Energie durch verschiedene Wege abbauen. Durch
die ablaufenden Schwingungsrelaxationen (SR) erreicht das Molekiil seinen niedrigsten
Schwingungszustand des angeregten Zustandes. Durch Innere Konversion (IC) kann der
elektronisch angeregte Zustand S1 in den niedrigsten elektronischen Zustand libergehen, das
Molekiil gibt seine aufgenommene Energie also nur durch Abgabe von Wérme ab. Bestimmte
Molekiile konnen aber auch aus elektronischen Zustinden ohne innere Konversion den
niedrigeren Zustand erreichen indem sie Strahlung abgeben. Dieses Verhalten nennt man
Fluoreszenz. Normalerweise ist die abgegebene Energie immer niedriger als die eingestrahlte
Energie (Stokessche Regel). Neben der Resonanzfluoreszenz, die die gleiche Wellenlédnge
emmitiert die zuvor absorbiert wurde, kann

auch in seltenen Fillen Strahlung mit groBerer |, 2
‘ = S
¥

Energie emittiert werden. Diese Energie kann SR

zum Beispiel aus thermischer Energie ie

w
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Abb. 3.9: Aufbau zwei verschiedener Fluoreszenzsspektrometer



Mit Hilfe der Front-Face Messung ldsst sich diese Reabsorption verringern, da die emittierte
Strahlung nur noch einen sehr kurzen Weg durch die Probe zuriicklegen muss.

Fluoreszenzmessungen werden durch ein Emissionsspektrum und ein Anregungsspektrum
bestimmt. Bei konstanter Anregungswellenldnge A.x wird die Emission iiber verschiedene
Wellenldngen gemessen und liefert das Emissionsspektrum. Das Anregungsspektrum ergibt
sich aus Intensititsmessungen einer konstanten Emissionswellenlinge Ao, bei
unterschiedlichen Anregungswellenldngen. Die Peakmaxima entsprechen oft denen, die in

Absorptionsmessungen ermittelt werden konnen. [110]
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Polymere Nanopartikel durch Selbstorganisation

Abhingig von der Zusammensetzung amphiphiler Blockcopolymere bilden sich in Wasser
Nanopartikel mit unterschiedlichen Morphologien aus. Ein entscheidender Faktor ist wie
bereits in Kap. 2 beschrieben, das GréBenverhiltnis des hydrophoben zum hydrophilen Block.
Aus diesem ergibt sich die mogliche Kriimmung der ausgebildeten Doppelschicht. Da sich
jedes Polymer in Hinsicht auf die Dichte, Knéduelung, Quellung, Oberflichenladung etc.
unterscheidet, muss jedes Blockcopolymer getrennt betrachtet werden.

Nach Discher et al. kann die Wanddicke der Vesikel bzw. die Mizellengré8e von PB-PEO-
Polymeren anhand der Grofe des hydrophoben Blocks bestimmt werden. TEM und Cryo-
TEM Aufnahmen erlauben die direkte Bestimmung der Wanddicke. Fiir PB3o-PEOgc-
OH/COOH ergibt sich im Cryo-TEM eine reine hydrophobe Wanddicke von 15-16 nm, da die
Polyethylenoxidketten durch Quellen im Wasser keinen ausreichenden Kontrast bietet. Die
hydrophile Schicht wurde bereits durch frithere Arbeiten auf 4 nm bestimmt (Mueller 2009).
Im TEM nach vorheriger Strukturfixierung mittels Gammastrahlung lésst sich ebenfalls eine
Wandstirke bestimmen. Allerdings liegt die PEO Schicht kollabiert auf der hydrophoben PB
Schicht, da sich kein stabilisierendes Wasser mehr um die Partikel befindet. Durch die
Vernetzung schrumpft die PB-Wand wieder etwas zusammen, wodurch die Ergebnisse
durchaus vergleichbar sind.

Discher et al. konnte zeigen, dass die Membrandicke d proportional zum Molekulargewicht
des Polybutadien-Blocks My mit b= 0,5 - 0,66 ist.[111] Fiir niedrige Molekulargewichte des
hydrophoben Blocks ist b= 0,66, da hier das Polymer etwas gestreckter vorliegt. Fiir hohere
Molekulargewichte liegt das Polymer als Knduel vor und somit ist b = 0,5. Auch fiir die
Polymere, die in dieser Arbeit verwendet wurden, kann diese Proportionalitit bestitigt
werden. Tabelle 3 fasst die Molekulargewichte und die Membrandicken unterschiedlicher PB-
PEO Polymere zusammen. Fiir das Polymer PB,3p-PEQOgg ergibt sich eine Membrandicke von
15,2 nm und fir PBis-PEOsy 16 nm. Abbildung 4.1 zeigt TEM-Bilder von vernetzten
Polymersomen dieser beiden Polymere. Durch die Bestimmung der Membrandicke aus TEM-
Aufnahmen kann diese Berechnung bestétigt werden. Es ergeben sich Membrandicken von 15

nm fiir das PB;39-PEOgs-Copolymer und etwa 16 nm fiir PB;¢p-PEOg0.
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Tab. 3: Molekulargewichte und Membrandicken von PB-PEO-Polymeren

Polymer M, frEO My d

(kg/mol) (kg/mol) (nm)

PB.s-PEOy 3,6 0,32 2,5 9,6

PBss-PEOs 5,2 0,43 3,0 10,9*

PB)25-PEOxg 10,3 0,34 6,8 14,8

PB350-PEO 50 20,1 0,33 13,5 20,9*
Verwendete Block Copolymere

PB)30-PEOgs 10,114 0,29 7,2 15,2"

PB160-PEOg0 11,3 0,23 8,7 16,8*

Hydrophiler Anteil fpeo=m(PEO)/m(PB-PEO); Molekulargewicht des hydrophoben PB-Blocks My=M,(1-fpr0);
(*) berechnet nach dN(Mh)b mit b:O,S fur PB 25250 bzw. 0,66 fur PBys.ss am

100 nm

Abb. 4.1: Bestimmung der Membrandicke der Polymere PB 30-PEOgs (links) und
PB150-P EO50 (reChtS)

4.1.1 Polymervesikel durch Filmrehydration

Polymervesikel aus Polybutadien-Polyethylenoxid und Pluronic® L121 kénnen sowohl durch
Filmrehydration als auch durch die Colosemittel-Verfahren erhalten werden. Die in der
Filmrehydration erzeugten Nanopartikel benétigen allerdings eine aufwéndige
Weiterverarbeitung mittels Extrusion bevor sie eine einheitliche Grofle haben. In der Arbeit
von Miiller konnte gezeigt werden, dass etwa 30fache Extrusion zu einheitlichen Partikeln
fiihrt, durch Adsorption an der Membran aber auch Polymer verloren geht. Diese Art von
Synthese steht in der vorliegenden Arbeit nicht im Vordergrund, da sie nur fiir Anwendungen
geeignet ist, bei der man grofle Vesikel benotigt und deren GréBenpolydispersitit zweitrangig

ist.[89]



4.1.2 Cosolventverfahren im Batch

Neben der Filmrehydration lassen sich Polymerpartikel aus Polybutadien-Polyethylenoxid
mittels Coldsemittelzugabe synthetisieren. Miiller[2006] zeigte, dass in THF gelostes PBj3-
PEOg-COOH durch langsame Zugabe von Wasser Polymersomen bildet. Unterschiedliche
Geschwindigkeiten der Losungs-mittelzugabe fithren zu unterschiedlich  groflen
Polymerpartikeln (Cosolvent-Methode). Wihrend sehr schnelle Zugabe des selektiven
Losungsmittels H,O zu kleinen Partikeln fiihrt, entstehen bei langsamer Zugabe grof3e
Polymervesikel. Durch die langsamere Verdnderung der Losungsmitteleigenschaften bleibt
dem Polymer mehr Zeit fiir die Selbstorganisation und ermdglicht grofere Strukturen. In
Tabelle 4 sind die Radien der Polymerpartikel dargestellt, welche durch Zugabe von 5 ml
Wasser in eine 10 mg/ml konzentrierte Polymerlosung hergestellt wurden. Die Radien der
entstandenen Polymerpartikel wurden mittels Lichtstreuung bestimmt. Nach y-Bestrahlung
erlaubte die TEM-Charakterisierung die dominierende Morphologie der Partikel zu
analysieren.

Wie schon in Arbeiten von Miiller [89] bestétigt, bilden sich mittels Cosolvent-Methode beim
Polymer PB;3p-PEOg mit OH bzw. COOH-Endgruppe vorwiegend Polymervesikel mit
30 bzw. 34 nm Radius aus. PB4-PEO¢/COOH wurde, wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben, auf
die zweite Syntheseart mittels Phosphazenbase erstellt. Das Polymer besitzt einen groflen
PEO Rest und bildet mittels Cosolvent-Methode in Wasser nur Mizellen aus. Dies ist aus den
TEM Bildern und der dynamischen Lichtstreuung ersichtlich. Eine zweite Synthese mit
kiirzerem PEO-Rest wurde erfolgreich durchgefiihrt und lieferte das Polymer PB;s-PEQOg
und PBi40-PEOQg-COOH, welche mittels Cosolvent-Methode in Wasser Vesikel ausbilden.
Tab. 4: DLS-Ergebnisse der Partikelsynthese im Batch

FRey <r|$r:1> H2 Mor;nglogie
PB130-PEOgs 30 0,05 v
PB130-PEO¢-COOH 34 0,05 v
PB160-PEOgg 15 0,15 s
PBi60-PEOg,-COOH 15 0,15 S
PB160-PEOg0 39 0,1 v
PB160-PEOg-COOH 60 0,1 v

Ausgangslosung: 5 mg Polymer in 2,1ml THF; Wasserzugabe: Sml mit 9,9ml/h
<Ry,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <1/Rh>z" aus dynamischer Lichtstreuung
Morphologie nach Vernetzung: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe
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4.2 Vesikelbildung in Mikromischern

Das in dieser Dissertation behandelte Prinzip der Vesikelbildung im Mikromischer basiert auf
der Cosolvent-Methode. Dem guten Losungsmittel THF wird das selektive Losungsmittel
Wasser mittels Mikromischer zugesetzt. Das Losungsmittel wird zunehmend selektiv fiir den
hydrophilen Block und 16st schlieBlich bei unzureichender Loslichkeit des hydrophoben
Blocks die Selbstorganisation aus. Abbildung 4.2 zeigt ein vereinfachtes Schema der

Selbstorganisation von Blockcopolymeren mittels Cosolvent-Methode.

Konzentration des selektiven Lésungsmittels in der Polymerphase

+ Keine Strukturbildung * Bereich freier Selbstorganisation + Strukturbildung kinetisch eingefroren

+ Ldsungsmittelgemisch unselektiv + Lisungsmittelgemisch selektiv * Hohe Selektivitat des LM-Gemischs

+ Polymerketten liegen molekular + Ausreichende Diffusionsmaglichkeit = Keine Diffusionsmiglichkeit einzelner
vor der einzelnen Polymerketten Polymerketten

+  Start der Selbstorganisation getrieben durch Vermeidung hydrophil-hydrophober
Wechselwirkungen
« Bendtigter Gehalt an sel. Losungsmittels abhédngig von:
*  Polymerkonzentration, Temperatur
+  Block-Copolymer (Monomer, Blocklingenverhiltnis, Molmasse)
+  Lésungsmitteleigenschaften des selektiven und guten Losungsmittels
= Beispiel: 4 g/L PB,,-PEO,, bei 25°C: > 50v% Wasser (sel. LM) in THF (gutes LM)

«  Abbruch der Selbstorganisation durch die hohe Selektivitdt des LM-Gemischs

+ Gleiche Abhdngigkeit des bendtigten sel. Losemittelgehalts wie bei den
Startbedingungen

= Beispiel: PB,3,-PEObei 25°C: > 70v% Wasser in THF

Abb. 4.2: Vereinfachtes Schema der Selbstorganisation von Blockcopolymeren mittels Cosolvent-Methode

Durch Zugabe eines selektiven Losungsmittels, beispielsweise Wasser, wird die
Selbstorganisation ausgelost (START, siehe auch Abb. 4.3). Die zunédchst molekular geldsten
amphiphilen Molekiile beginnen sich selbst zu organisieren. Ab welchem prozentualen Gehalt
des selektiven Losungsmittels die Selbstorganisation einsetzt, ist von vielen Faktoren
abhingig. Nicht nur die Konzentration, wie sie bei der cmc von Tensiden entscheidend ist,
spielt hier eine grole Rolle. Auch Temperatur, Molmasse bzw. die Monomereinheiten tragen
zu den Bedingungen der Selbstorganisation bei. Zuletzt sind auch die Losungsmittel an sich

malgeblich fiir die Selbstorganisation verantwortlich.
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Im Unterschied zu vielen Tensiden, die auch in reinem selektiven Losungsmittel Wasser noch
Strukturen bilden konnen, kann die Selbstorganisation von bestimmten Block-Copolymeren
ab einem gewissen Anteil an selektivem Losungsmittel kinetisch eingefroren werden. Diese
Polymere haben einen so groBBen hydrophoben Teil, dass die Loslichkeit der einzelnen Kette
im selektiven Losungsmittel dann verschwindend gering ist. Ein Beispiel fiir ein solches
Polymer ist das in dieser Arbeit verwendete PB;30-PEOgs. Dessen grofler hydrophober Teil
aus Polybutadien verhindert ab einem Gehalt von 70% Wasser die Selbstorganisation des
Polymers (Abb. 4.2: STOP).

Innerhalb eines bestimmten Lésungsmittelgemisches aus THF und Wasser hat das Polymer
ausreichend Moglichkeiten zur freien Selbstorganisation.

Abbildung 4.3 zeigt den zeitlichen Ablauf der Selbstorganisation eines amphiphilen Polymers
im Bereich freier Selbstorganisation zwischen START und STOP.

Der ,,Mechanismus 1* der Bildung von Polymersomen ist hier dargestellt, da er sowohl fiir

dieses Polymer als auch fiir Lipide und Tenside bevorzugt wird (siche Abschnitt 2.2).

Polymerkonzentration

Abb. 4.3: Selbstorganisation eines vesikelbildenden amphiphilen Block-Copolymers im Bereich der freien Selbstorganisation in der
Cosolvent Methode bei unterschiedlichen Konzentrationen und Zeiten
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Am Anfang sind zundchst noch alle Polymerketten molekular gelost und bilden zundchst
sphérische Mizellen aus. Durch Aufnahme von weiteren Polymerketten kann bereits die
bevorzugte lamellare Struktur durch eine Scheibe gebildet werden. Je hoher die Konzentration
an Polymer, desto schneller verlduft sowohl die Mizellenbildung als auch das Anwachsen zu
Scheiben. Durch ihre ungiinstigen Rénder sind diese Partikel aber instabil. Bei ausreichender
GrofBe, die durch das Volumen und die ndtige Biegeenergie (,,.bending energy*) gegeben ist,
kann sich diese Scheibe zu einem Vesikel umlagern. Hohere Konzentrationen fiihren dabei
nicht nur zu einer Erhohung der Gesamtpartikelzahl, sondern es werden auch grof3ere Vesikel
gebildet (siche Abs. 2.2).

Diese Zeitabhédngigkeit der Vesikelbildung und die Mdoglichkeit zur kinetischen Einfrierung
der Selbstorganisation mittels der Cosolvent Methode, kann Einblicke in den Mechanismus
der Selbstorganisation liefern. Durch die ungleichmifBige Durchmischung im Batch ist eine
Verwendung von Mikromischern zwingend vorteilhaft.

In Abschnitt 2.6 sind bereits die Mischungseigenschaften der verwendeten Mikromischer
besprochen worden. Asymmetrische Flussbedingungen liefern dabei sehr kurze Mischzeiten,
wihrend symmetrische Flussraten zu deutlich langeren Mischzeiten fiihren.

Die Mischgeschwindigkeit ist bei den meisten Mikromischern abhédngig von der
Flussgeschwindigkeit. Sogar Mikromischer, denen das interdigitale Mischprinzip zugrunde
liegt, erzielen nur bei sehr niedrigen Flussraten von wenigen Millilitern pro Stunde eine rein

diffusive Mischung.

Eingang

Ausaang

A
\ 4

Mischkammerlange

Lamellares Flussprofil
Mischung durch langsame Diffusion

Mischgeschwindigkeit abhéngig von der Beispiel: SIMM
Lamellendicke, allerdings unabhangig
von der Flussgeschwindigkeit Flussrate: ca. 33 mi/min

Ubergang von lamellarem in
turbulentes Mischen
Entstehungsort abhangig von
Flussgeschwindigkeiten
Erhohte Mischgeschwindigkeit

Turbulentes Mischprofil
Sehr starke Erhohung der
Mischgeschwindigkeit

Abb. 4.4: Vereinfachtes Flussprofil der verwendeten Mikromischer
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Abbildung 4.4 zeigt ein vereinfachtes Flussprofil innerhalb einer Mischkammer der
Mikromischer. Bei den zunidchst ausgebildeten laminaren Flussprofilen hingt die
Geschwindigkeit der Durchmischung nur von der Lamellendicke ab und ist vergleichsweise
langsam. Im turbulenten Stromungsbereich erhoht sich die Mischgeschwindigkeit um
GroBenordnungen.

Nur bei niedrigen Flussgeschwindigkeiten wird eine von der Flussrate unabhingige Mischzeit
erhalten. Dies ist auf die Turbulenzen zuriickzufilhren, die erst bei zunehmender
Flussgeschwindigkeit auftreten. Die Mischzeiten verkiirzen sich dann aufgrund von zwei
Faktoren. Die Turbulenzen entstehen nicht nur frither, sondern der Zeitraum, in dem sich die
Losungen im laminaren Bereich authalten, wird durch die hohere Flussgeschwindigkeit
verkiirzt.

Diese Flussratenabhédngigkeit kann bei der Selbstorganisation amphiphiler Block-copolymere

mittels Cosolvent daher analog zu Abbildung 4.5 genutzt werden.

Erhdhung der Gesamtflussrate

Abb. 4.5: Vereinfachte schematische Flussratenabhingigkeit der erzielten Strukturen im Mikromischer unter gleichen
Losungsmittelbedingungen

Je hoher die Flussrate desto weniger Zeit bleibt der Selbstorganisation. Der Startpunkt zur
Selbstorganisation wird durch langsamere Flussgeschwindigkeiten bereits weiter am Anfang

der Mischkammer erreicht. Zum anderen entstehen viele Turbulenzen erst ndher am Ausgang



4. Ergebnisse und Diskussion 65

der Mischkammer. Allein durch die Flussratenverdnderung konnte man also die
Selbstorganisation gezielt steuern.

Um der Selbstorganisation moglichst viel Zeit geben zu kénnen, sollte der Startpunkt der
Selbstorganisation nahe am Eingang der Mischkammer sein. Dies ldsst sich durch eine
Vormischung mit dem selektiven Losungsmittel erzielen. Diese darf die Selbstorganisation an
sich noch nicht auslosen, aber sollte an der Grenze des tolerierbaren selektiven
Losungsmittelgehalts liegen. Abbildung 4.6 zeigt die mogliche Einflussnahme auf die
gebildeten  Strukturen bei gleichen Flussraten und Konzentrationen allerdings
unterschiedlichen Losungsmittel-vormischungen.Die Erhohung des Wassergehalts fiihrt dann
zu einem fritheren Beginn der Selbstorganisation. Trotzdem miisste der Abbruch fiir alle
Vormischungen fast zeitgleich erfolgen, da dieser im turbulenten Profilbereich des Mischers

erfolgt.

Erh6hung der vorgemischten Wasserkonzentration
in der Polymerlosung

Abb. 4.6: Prinzip der Selbstorganisation bei unterschiedlichen Vormischungen
und unter gleichen Flussbedingungen
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4.3 PB-PEO Polymersomen

4.3.1 Selbstorganisation von PB;3)-PEOg; im Mikromischer

Die Strukturbildung von amphiphilen Blockcopolymeren in selektiven Losungsmitteln ist von
vielen Faktoren abhdngig. Fiir das System PB;3)-PEO¢ in Wasser zeigte sich, dass die
Probenpréparation einen starken Einfluss auf die gebildeten Strukturen hat (vlg. Abs. 2.3.1,
2.5).

Die Verwendung der Mikromischertechnologie ermdglicht die Verfeinerung der sogenannten
Cosolvent-Methode und liefert kontinuierliche, reproduzierbare Bedingungen. Eine Kontrolle
tiber die gebildeten Strukturen ist eine wichtige Voraussetzung fiir spatere Anwendungen.

Der Mikromischer erlaubt es zwei Fluidstrome unter immer gleichen Bedingungen zu
mischen. Hier soll nur THF als gutes und Wasser als selektives Losungsmittel behandelt
werden. Diese Bedingungen lassen sich durch Anderung der Flussraten,
Flussratenverhéltnisse, Temperatur, Polymerkonzentrationen oder des Druckes gezielt
verdndern und kontrollieren. Der kontinuierliche Mischprozess mit Flussraten bis zu 200 L/h
ermdglicht zudem ein Up-Scaling des Prozesses.

Tabelle 5 zeigt die Ergebnisse der Mischung im SFIMM von 20 g/L. PB;3p-PEOgs gelost in
THF mit Wasser bei unterschiedlichen Flussgeschwindigkeiten. Die Morphologie wurde nach
Vernetzung mittels y-Strahlung im TEM ermittelt (Abbildung 4.7). Unter allen
Flussbedingungen ist die einzige beobachtete Morphologie die der Mizelle. Auch die
Bestimmung der mittleren hydro-dynamischen Radien ldsst nur geringe Verdnderungen
beziiglich der Grof3e erkennen.

Diese Beobachtung kann durch die extrem kurze Mischzeit erkldrt werden, die im SFIMM
erreicht wird. Durch das asymmetrische Flussprofil wird die THF-Lamelle zusitzlich
hydrodynamisch fokussiert und Mischzeiten deutlich unterhalb von Millisekunden erzielt
(vlg. Abschnitt 2.6.3). Die Selbstorganisation von Vesikeln braucht dagegen deutlich mehr
Zeit. Trotzdem kann von einer kontrollierten Selbstorganisation gesprochen werden, da zum
einen keine Féllung auftrat und zum anderen fast ausschlielich Mizellen entstanden. Die
Losungsmittel-bedingungen wurden so schnell geédndert, dass eine weitere Diffusion von

Molekiilketten bzw. die Fusion von Mizellen nicht mehr moglich war.



Tab. 5: Analyse der Partikelsynthese im Superfocus-Mikromischer

Probe Fluss H.ZO Fluss THF DLS-Radius " TEM .
ml/min ml/min nm Morphologie
SF1 15,6 0,78 14,8 0,13 S
SF2 15,6 0,52 18,3 0,2 S
SF3 12 0,6 17,7 0,22 S
SF4 12 0,3 21,9 0,22 S
SF5 8,4 0,42 17,6 0,17 S
SF6 8,4 0,2 18,8 0,18 S
SF7 4,8 0,24 21,0 0,16 S
SF8 4,8 0,12 22,0 0,17 S

Da Geschwindigkeit der Selbstorganisation auch von der lokalen Konzentration abhéngt
(Kap. 4.2), sollte eine Vesikelbildung bei hoherer Konzentration erreicht werden. Tabelle 6
fasst die Ergebnisse fiir 40 g/L zusammen. Ahnlich wie bei 20 g/L Startkonzentration erzielt
man aber auch unter diesen Bedingungen keine Vesikelbildung. Sowohl DLS- als auch TEM-
Ergebnisse (Abbildung 4.7 rechts) zeigen, dass fast ausschlielich Mizellen hergestellt

wurden.

Ausgangslosung: 20 g/L Polymer in THF

<R;,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I/R,>z" aus dynamischer Lichtstreuung

Morphologie nach Vernetzung: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe

Tab. 6: Analyse der Partikelsynthese im Superfocus-Mikromischer

Probe Fluss H.ZO Fluss THF DLS-Radius " TEM .
ml/min ml/min nm Morphologie
SF9 15,6 0,78 16,3 0,1 S
SF10 15,6 0,4 17,3 0,07 S
SF11 12 0,6 17,9 0,12 S
SF12 12 0,3 20,3 0,14 S
SF13 8,4 0,42 21,9 0,15 S
SF14 8,4 0,2 20,3 0,11 S
SF15 4,8 0,24 17,7 0,09 S
SF16 4,8 0,12 22,0 0,14 S

<R;>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I1/R,>z"' aus dynamischer Lichtstreuung

Ausgangslosung: 40 g/L Polymer in THF

Morphologie nach Vernetzung: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe
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Der Grund hierfiir liegt in den asymmetrischen Flussbedingungen. Diese sind nétig, damit
einerseits der THF-Gehalt kleiner als 25% ist und andererseits die finale

Polymerkonzentration nicht zu hoch liegt. Bei zu hoher Konzentration kommt es zur

Ausfillung.

......

AN N

Abb. 4.7: TEM-Bilder der vernetzten Proben SF7 links (aus 20 g/L) und SF11 rechts (aus 40 g/L)
Scalebar entspricht 100 nm

Es verwundert daher nicht, dass auch bei noch hoéheren Anfangskonzentrationen keine
kontrollierte Vesikelbildung zu beobachten ist (80 und 100 g/L siehe Anhang). Die
Zeitspanne innerhalb der die Losungsmitteleigenschaften Selbstorganisation von Vesikeln
ermoglichen, ist im SFIMM bei asymmetrischen Flussbedingungen offenbar viel zu kurz.

Bei hoheren Konzentrationen des Polymers in THF entstehen zwar auch vereinzelt Vesikel,
bedingt durch die hohe Asymmetrie ist aber keine Kontrolle iiber die Selbstorganisation
moglich. Die theoretisch schnellere Bildungs-geschwindigkeit von Vesikeln wird dann durch
die schnelleren Mischzeit, bedingt durch die hdéhere hydrodynamische Fokussierung der
Fliisse, konterkariert.

Die Entstehung von Vesikeln trotz hoher Mischgeschwindigkeit ist vor allem darauf
zuriickzufiihren, dass die hohe Polymerkonzentration zu undefinierten Viskositétseffekten
bzw. Polymerabscheidungen fiihrt. Dies lieB3 sich durch das Glasfenster im SFIMM ab einer
Konzentration von 40 g/L beobachten. Eine Kontrolle iiber die Selbstorganisation mittels
Mikromischer, wie sie in Kapitel 4.2 besprochen wurde, ist unter diesen Umstdnden nicht

moglich.



Der SFIMM-Mischer bietet zwar ein sehr gutes laminares Mischprofil, andererseits ergeben
sich durch die groen Oberflichen und vielen Lamellen auch etliche Storfaktoren. Durch die
grofle Glasoberflache und dessen unterschiedlich schnelle Benetzung durch THF und Wasser
ist keine gleichmdfige Durchmischung moglich und erhoht die Polydispersitit der
entstandenen  Partikel. = Kleine  Bldschen  blockieren  zusétzlich  einige  der
Mischkammereinginge und verursachen bereits Wirbelbildungen am FEingang der
Mischkammer. Dartliberhinaus setzt sich bei hoheren Konzentrationen Polymer auf der
Glasoberfldche ab.

Der SFIMM wurde daher nur genutzt, wenn sehr schnelle Mischvorgénge bendtigt wurden.
Ansonsten wurde entweder auf den SIMM, der mit weniger starker hydrodynamischer

Fokussierung auskommt, oder den Raupenmischer zuriickgegriffen.



4.3.1.1 Raupenmischer (CPMM)

Anders als der SFIMM kommt der Raupenmischer ohne hydrodynamische Fokussierung aus
(Ein- und Ausginge haben die gleiche Dimension). Durch das Split-and-recombine Prinzip
sollen die zwei Fluidstrome anndhernd laminar gemischt werden. In der Praxis kann dieses
Verhalten nicht bestdtigt werden, es kann eher von einem kontrolliert chaotischen
Mischvorgang gesprochen werden (vlg. Abs. 2.6.3).

Tabelle 7 zeigt die Mischungsergebnisse von 42 g/L. PB30-PEOg-OH in THF mit Wasser bei
verschiedenen Flussgeschwindigkeiten und Flussverhdltnissen. Auch hier ist keine
iiberwiegende Vesikelbildung zu beobachten. In diesem Mischer ist die Zeitspanne, in der das

System ausreichend Zeit fiir freie Selbstorganisation hat, ebenfalls zu kurz.

Tab. 7: Analyse der Partikelsynthese im CPMM aus PB;;,-PEOgs-OH

Probe Fluss H.ZO Fluss THF DLS-Radius " TEM .
ml/min ml/min nm Morphologie
CPA1 10 0,24 16 0,15 S,V
CPA2 2,1 0,05 20 0,19 S,V
CPA3 10 0,16 19 0,18 S,V
CPA4 10 0,12 19 0,2 S,V
CPAS 4,2 0,12 19 0,18 S,V
CPA6 7,35 0,05 22 0,2 S,V
CPA7 6,3 0,05 20 0,17 S,V

Ausgangslosung: 42 g/L Polymer in THF
<R;>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I/R;,>z"' aus dynamischer Lichtstreuung;
Morphologie: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe;
Dominierende Morphologie ist unterstrichen
Interessanterweise konnte in einer vorrangehenden Arbeit von Mueller bei &hnlichen
Flussbedingungen fiir das PBj3-PEOg-COOH-Polymer etwas andere Ergebnisse erzielt
werden (Tabelle 8). In den meisten Fillen entstehen allerdings, dhnlich wie bei dem Polymer
mit OH-Endgruppe, nur Mizellen. Trotzdem entstehen im Vergleich deutlich mehr Vesikel
mit PB;39-PEOg-COOH. Die Erkldarung dieses Verhaltens muss also in der Carboxyendruppe
gesucht werden. Die spezifische Wechselwirkung der COOH-Gruppe fiihrt zu einer
Streckung der hydrophilen Polyethylenoxidkette. Dadurch verkleinert sich das hydrophile

Volumen. Dies fiihrt zu einer groBeren Tendenz zur Lamellenbildung.[18, 40]



Tab. 8: Analyse der Partikelsynthese im CPMM aus PB,; 30-PEOs-COOH!Y

Probe Fluss H.ZO Fluss THF DLS-Radius " TEM .
ml/min ml/min nm Morphologie
CPBI 10 0,24 35 0,13 S,C,V
CPB2 2,1 0,05 41 0,13 S,V
CPB3 10 0,16 51 0,13 S,V
CPB4 10 0,12 56 0,19 S,V
CPB5 10 0,1 65 0,17 S,V
CPB6 6,3 0,05 71 0,18 s,w,d,v
CPB7 7,35 0,05 92 0,16 S, W,V

Ausgangslosung: 42 g/L Polymer in THF
<R;>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I1/R,>z"' aus dynamischer Lichtstreuung
Morphologie: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe, w=Wiirmer
Dominierende Morphologie ist unterstrichen

Die Ausbildung der Mizelle ist daher weniger favorisiert als im Falle des
PB130-PEO¢-OH Polymers.

Trotzdem ist die Fahigkeit zur Lamellenbildung fiir das Polymer mit OH-Endgruppe ebenso
gegeben. Die Entstehung der PB3p-PEOg-COOH-Vesikel unter diesen Umstidnden kann nur
teilweise erkldrt werden. Der Selbstorganisation muss mehr Zeit zur Verfligung gestanden
haben. Andernfalls wére die Bildung von Vesikeln und wurmartigen Mizellen nicht erklérbar.
Da im CP-Mikromischer vor allem zu Beginn des Mischprozesses noch ein laminares
Flussprofil vorliegt, ist hier das Mischen noch vergleichsweise langsam. Erst am hinteren
Ende der Mischkammer {iiberwiegt das chaotische Mischprofil und beschleunigt die
Vermischung extrem. Es ist daher sehr entscheidend, wann die Selbstorganisation einsetzt um
die maximale Kontrolle mittels Mikromischer zu erreichen.

Fiir PB;30-PEO¢-OH scheint der Zeitraum zur freien Selbstorganisation kiirzer zu sein,
wihrend die Zeitspanne fiir die Selbstorganisation bei PB;3-PEOg-COOH etwas langer
ausfdllt. Im Falle des Polymers mit OH-Endgruppe scheint der Startpunkt der

Selbstorganisation, wie er in Kapitel 4.2 beschrieben wurde, erst bei hoherem Wassergehalts

Zu sein.



Fiir die bessere Kontrolle der Selbstorganisation und die Synthese groBerer Strukturen, muss
der Beginn der Selbstorganisation moglichst friih in der Mischkammer einsetzen. Andernfalls
startet die Selbstorganisation erst dann, wenn bereits turbulente Stromungen in den
Mischkammern auftreten und eine Kontrolle nicht mehr moglich ist.

Wie in Kapitel 4.2 beschrieben wurde, kann der Startpunkt der Selbstorganisation durch das
Vormischen einer gewissen Wassermenge verdndert werden. Die Selbstorganisation setzt
dann deutlich friiher in der Mischkammer ein. Es wurde darauf geachtet, dass sich bei diesem
Wassergehalt noch keine Strukturen ausgebildet haben. Diese Strukturen hitten sich durch

Triibung der Losung bzw. in der dynamischen Lichtstreuung bemerkbar gemacht.



4.3.2 PBy3-PEO¢-OH Vesikel durch Vormischung im Mikromischer

Da die im Kap. 4.2.1 besprochenen Bedingungen — hohe Konzentration von Polymer in
reinem Losungsmittel — keine kontrollierte Selbstorganisation zulieBen, sollte dies mit
anderen Startbedingungen erreicht werden.

Dazu wurden die Flussratenverhiltnisse von Polymer in THF und Wasser 1:1 gewihlt, um
Turbulenzen und die Komprimierung der THF-Lamellen mdglichst gering zu halt.[113]
Damit dies moglich ist, muss man sicherstellen, dass die Selbstorganisation nach dem
vollstindigen Mischen beider Fluidstrome auch abgeschlossen ist. Durch einfache Zugabe
von 50v% Wasser in die THF-Stammlosung wurde eine neue Startlosung erstellt. Bei dieser
Wasserkonzentration entstehen noch keine Vesikel bzw. generell keine festen
selbstorganisierten Strukturen, was von Kelly et al. mittels Cryo-TEM und SANS
herausgefunden wurde.[114] Diese Vormischung ermoglicht es, dass nach dem Mischen mit
dem Wasserstrom die finale THF-Konzentration unterhalb von 30v% liegt. Somit wird die
weitere Selbstorganisation verhindert.[115]

Neben der niedrigeren Asymmetrie ergibt sich noch ein weiterer entscheidender Vorteil der
Vormischung. Der Punkt, an dem die Selbstorganisation in der Kammer des jeweiligen
Mikromischers einsetzt, ist deutlich ndher zum Eingang des Mischers vorgezogen. Am
Eingang aller Mischer herrschen optimale laminare Flussbedingungen. Hier beruht das
Mischen noch auf reiner Diffusion. Setzt die Selbstorganisation in diesem Bereich an, ist
bestmdgliche Kontrolle gegeben.

Tabelle 9, 10 und 11 =zeigen unter verschiedenen Mischbedingungen resultierende
Partikelgrofen aus den drei Mischern CPMM, SIMM und SFIMM.

Hier lassen sich auch die verkiirzten Mischzeiten bei schnelleren Flussraten von allen drei
Mischserien erkennen (vgl. Kap. 2.6.3, 2.6.4). Je niedriger die Flussrate ist, desto hoher ist
auch der entstehende Partikelradius.

Auch die resultierenden p, Werte sind sehr gering und lassen auf eine kontrollierte
Selbstorganisation schlieBen. Durch Vernetzung und anschlieBende Elektronenmikroskopie
konnte die Morphologie der Partikel bestimmt werden. Es zeigt sich, dass bei sehr hohen

Flussraten auch sphdrische Mizellen entstehen.



Tab. 9: DLS-Ergebnisse PB3-PEOss-OH Partikelsynthese im SFIMM

Probe FIussrgte <R,> Uy TEM _
ml/min nm Morphologie

SFA1 9,6 25 <0,05 -
SFA2 3,6 28 <0,05 S,V
SFA3 1,2 34 <0,05 S, V
SFA4 0,6 39 0,08 S,V
SFAS 0,4 42 0,1 v
SFA6 0,2 49 <0,05 \%

Flussbed.: Wasser/THF 1:1; Ausgangslosung: 4 g/L Polymer in THF/H,O (50/50 v%/v%)
<R;,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I/Rh>z" aus dynamischer Lichtstreuung
Morphologie: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe

Tab. 10: DLS-Ergebnisse PB,;-PEOss-OH Partikelsynthese im CPMM

Probe Flussrgte <Ry> Uy TEM _
ml/min nm Morphologie
RP4 9,6 28 <0,05 S,V
RP7 3,6 33 0,07 v
RP10 1,2 39 <0,05 v
RPI13 0,6 42 <0,05 v
RPI15 0,2 47 0,09 v

Flussbed.: Wasser/THF 1:1; Ausgangslosung: 4 g/L Polymer in THF/H,O (50/50 v%/v%)
<Ry,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I/Rh>z"' aus dynamischer Lichtstreuung
Morphologie: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe

Tab. 11: DLS-Ergebnisse PB;;-PEOgs-OH Partikelsynthese im SIMM

Probe FIussrgte <R,> Uy TEM ‘
ml/min nm Morphologie
SIA1 9,6 29 0,07 v
SIA2 3,6 32 <0,05 v
SIA3 1,2 36 <0,05 v
SIA4 0,6 38 0,09 v
SIAS 0,4 39 <0,1 v
SIA6 0,2 46 <0,1 \%

Flussbed.: Wasser/THF 1:1; Ausgangslosung: 4 g/L Polymer in THF/H,O (50/50 v%/v%)
<R;,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I/Rh>z" aus dynamischer Lichtstreuung
Morphologie: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe
Auch unter symmetrischen Bedingungen lésst sich das Polymer kinetisch in der Form der
Mizelle einfangen. Damit wird der Mechanismus der Vesikelbildung bestitigt, der das

Vorhandensein von Mizellen bei hohen Flussraten erkldrt. Durch sehr schnelles Mischen

bleibt der Selbstorganisation nur so viel Zeit, dass sich Mizellen bilden kénnen.



Der Mechanismus der Vesikelbildung aus Mizellen als erste gebildete Struktur kann also
durch den Einsatz von Mikromischern allgemein bestitigt werden.
In Bezug auf die Mischzeiten lassen sich Unterschiede zwischen den einzelnen
Mikromischern erkennen. Die Mischzeiten bei gleichen Flussraten steigen vom
Superfocusmischer iiber den Raupenmischer bis zum Schlitzinterdigitalmischer an. (siche
Theorie 2.6).

55

50 )

<R;>p.s / hm
S &
2y
I_EpH —
-+l

%) w w
3 <) o
AH

N
o

0 2 4 6 8 10
Flussrate / ml/min

Abb. 4.8: Resultierende Partikelgr6en in Abhdngigkeit zur Flussrate
CPMM (Quadrate); SFIMM (Kreise); SIMM (Dreiecke)

Im Schlitzinterdigitalmischer entstehen erst bei drei mal so hoher Flussrate sphérische
Mizellen. Durch die vielfach hohere Kompression beim Superfocus-Mischer entstehen
Mizellen auch bei viel langsameren Flussbedingungen. Abbildung 4.8 zeigt die
Zusammenfassung aller Ergebnisse der Lichstreuungsdaten zu den Proben der drei Mischer.
Man kann sehr gut erkennen, dass die Selbstorganisation anhand der Flussgeschwindigkeiten
(siche Kapitel 4.2, Abbildung 4.5) kontrolliert werden kann. Polymervesikel lassen sich mit
einheitlicher GroBe kontrolliert und kontinuierlich herstellen. Diese Polymervesikel sind iiber

Monate stabil und zeigen keine Verdnderung in der DLS.



4.3.3 PB3)-PEO4-COOH im Mikromischer

Da bereits die erfolgreiche kontinuierliche Synthese mit dem vesikelbildenden Polymer
PB130-PEOg-OH gezeigt werden konnte, wurde dies fiir das Polymer mit COOH-Endgruppe
wiederholt. Wie aus Tabelle 12 ersichtlich ist, verhélt sich dieses Polymer unter gleichen

Mischbedingungen sehr dhnlich.

Tab. 12: DLS-Ergebnisse PB;,-PEOg-COOH Partikelsynthese im CPMM

Flussrate <Rp> TEM
Probe ) 15 :

ml/min nm Morphologie
RPBI 4.8 34 <0,05 S,V
RPB2 1,8 40 <0,05 S,V
RPB3 0,6 48 <0,1 v
RPB4 0,4 55 <0,1 v
RPBS5 0,2 66 <0,05 v

Flussbed.: Wasser/THF 1:1; Ausgangslosung: 2 g/L Polymer in THF/H;0 (50/50 v%/v%)
<R,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <1/Rh>z" aus dynamischer Lichtstreuung
Morphologie: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe

Je hoher die Flussrate ist umso kleiner ist der resultierende hydrodynamische Radius der
Partikel. Auch die p,-Werte sind klein und sprechen fiir eine niedrige Polydispersitdt. Bei
hohen Flussraten entstehen neben Vesikeln auch noch sphirische Mizellen, da hier die
Mischzeit sehr kurz ist. Bei niedrigen Flussraten entstehen, wie schon beim Polymer mit OH-
Endgruppe, nur Vesikel.
Durch die Carboxyendgruppe bildet dieses Polymer groBBere Vesikel aus, da der hydrophobe
Teil sich scheinbar vergroBert und die Bildung einer Lamelle erleichtert wird (vgl. Kap. 2.1).
Die Untersuchungen wurden auf den Raupenmischer beschrinkt, da keine ausreichende
Menge des Polymers fiir Untersuchungen in verschiedenen Mischern zur Verfiigung stand.
Abbildung 4.9 zeigt eine Zusammenfassung der DLS-Ergebnisse des PBj3p-EOg-COOH
Polymers im CPMM. Im Vergleich zum Polymer mit OH-Endgruppe entstehen etwas groflere
Partikel. Die Kurven sehen trotzdem sehr dhnlich aus und bestitigen die Kontrollierbarkeit

der Selbstorganisation in Mikromischern.
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Abb. 4.9: Resultierende Partikelgr6en in Abhdngigkeit der Flussrate
Flussbed.: Wasser/THF 1:1;
Ausgangslosung: 2 g/L Polymer in THE/H,0O (50/50 v%/v%)
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4.3.4 PB6-EO¢-COOH im Mikromischer

Es wurde ein neues Polymer synthetisiert, um die Reproduzierbarkeit weiter zu tliberpriifen.
Das neue Polymer wurde ebenfalls iiber anionische Polymerisation hergestellt. Der
Syntheseweg unterscheidet sich leicht von dem des PB;3p-PEOg¢s, da ein anderer Initiator
verwendet wurde (vgl. Theorie 2.4.1). Die GPC-Analyse ergab ein Molgewicht von insgesamt
11300 g/mol, davon fallen 8800g/mol auf Butadieneinheiten und 2500 g/mol auf
Ethylenoxidanteile. Es ergibt sich somit eine Polymerzusammensetzung von etwa 160
Butadien und 60 Ethylenoxid Einheiten. Da sich im Batch eine Vesikelbildung zeigte (vlg.
Abschnitt 4.1.2), sollte anschlieBend die Synthese im Mikromischer durchgefiihrt werden.
Dazu wurde zunidchst ein dhnlicher Versuch zur Selbstorganisation im Mikromischer
durchgefiihrt, wie bereits fiir PB;3p-PEOgs beschrieben.

Tab. 13 zeigt die DLS-Ergebnisse der im Mikromischer synthetisierten Proben bei 2 g/L
Startkonzentration in der THF-Losung. Um symmetrische Flussbedingungen nutzen zu
konnen, wurde ebenfalls Wasser in die THF-Phase vorgemischt. Ab 40v% Wassergehalt
zeigte sich eine leichte Triibung. Dies hat mit der gréBeren Polybutadienkette im
Zusammenspiel mit der kiirzeren hydrophilen Polyethylenoxidkette zu tun. Die
Selbstorganisation ist bei diesem Wassergehalt zwar nicht eingefroren, aber die
Polymermolekiile bilden schon sichtbare Vorstrukturen aus. Daher wurde eine niedrigere
Wasserkonzentration gewahlt.

Oberhalb von 65v% Wasser konnte keine Triibung mehr beobachtet werden. Die Loslichkeit
von reinem Polybutadien liegt bei ca. 73v% THF.[114] Die Proben wurden zunichst bei
73v% und 70v% THF-Gehalt in der THF- Polymerphase hergestellt, da keine ausreichenden

Erfahrungen vorlagen.

Tab. 13: DLS-Ergebnisse PB59-PEQOg-COOH Partikelsynthese im CPMM

Flussrate <Rp> TEM
Probe . 15 :
ml/min nm Morphologie
XB-73-1 3,6 29 0,08 v
XB-73-2 1,8 36 0,07 \Y%
XB-73-3 0,6 48 0,06 v
XB-73-4 0,2 51 0,1 \Y%

Flussbed.: Wasser/THF 1:1; Ausgangslosung: 2 g/L Polymer in THF/H,O (73/27 v%/v%)
<Ry,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <1/Rh>z" aus dynamischer Lichtstreuung
Morphologie: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe



Tab. 14: DLS-Ergebnisse PB5-PEOg-COOH Partikelsynthese im CPMM

Probe FIussrgte R; Uy TEM _
ml/min nm Morphologie
XB-70-1 3,6 37 0,06 \Y%
XB-70-2 1,8 43 0,09 Vv
XB-70-3 0,6 49 0,07 \Y%
XB-70-4 0,2 54 0,1 Vv

Flussbed.: Wasser/THF 1:1; Ausgangslosung: 2 g/L Polymer in THF/H,0 (70/30 v%/v%)
<R,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I/Rh>z" aus dynamischer Lichtstreuung
Morphologie: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe

Sowohl Vormischungen mit 73v% als auch mit 70v% THF-Gehalt (Tab. 13 und 14) liefern
gute und reproduzierbare Vesikelsynthesen. Sie erlauben ein  symmetrisches
Mischungsverhéltnis. Die THF-Konzentration liegt nach dem Mischvorgang unterhalb von
34w% THF in Wasser und verlangsamt die Selbst-organisation, sodass keine weitere
Strukturdnderung mehr beobachtet werden kann.

Ahnlich zum PBi3-PEQ¢ bildet das PBig-PEOg, im Mikromischer Vesikel mit enger
GroBenverteilung aus. Durch die kontrollierbare Mischgeschwindigkeit lassen sich
unterschiedliche GroBen der geformten Vesikel erzielen. Abbildung 4.10 begriindet noch
einmal, dass der Zeitpunkt, zu dem die Selbstorganisation in der Mischkammer einsetzt, einen
Einfluss auf die entstehenden Partikelradien hat. Dabei setzt die Selbstorganisation bei 3v%
geringerer THF-Konzentration in der Polymerldsung deutlich frither im laminaren Bereich der
Mischkammer ein und bildet daher groBere Partikel aus. In Abbildung 4.6 wurde auf die
grofle Einflussmoglichkeit der Vormischungen eingegangen und kann hier bestétigt werden.
Bereits eine kleine Verdnderung von 3v% in der Vormischung veridndert den Radius sichtbar.
Daraus ergibt sich aber auch das Problem, dass schon kleine Fehlerschwankungen hier zu
veranderten Ergebnissen fithren kdnnen. Allein durch das Verdampfen des leicht fliichtigen

THFs konnen diese Verdnderungen eintreten und die Ergebnisse stark beeinflussen.
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Abb. 4.10: Resultierende Partikelgroen in Abhingigkeit zur Flussrate fiir die Vormischungen
73v%/27v% THF/Wasser in 2g/L Polymerlésung (Quadrate)
70v%/30v% THF/Wasser in 2g/L Polymerldsung (Dreiecke)
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4.3.5 Konzentrationsabhingigkeit

4.3.5.1 PB;30-PEOss-OH

Mit Hilfe der mikrokanalbasierten Technologie kann durch Anderung der Flussparameter
Einfluss auf die Grofe der geformten Partikel genommen werden. Durch hohe Flussraten
lieBen sich sphdrische Mizellen bei PB30-PEO¢s in Wasser herstellen. Die Synthese im
Mikromischer bietet folglich eine kinetische Kontrolle der Reaktion.

Der Mechanismus der Selbstorganisation bis hin zum Vesikel ist noch nicht vollstindig
verstanden (wie in Abschnitt 2.3.3 beschrieben). Die zwei am haufigsten diskutierten Ansitze
setzen beide voraus, dass zunidchst Mizellen wihrend der Selbstorganisation gebildet werden.
Dies kann aus den Mischergebnissen im Mikromischer ebenfalls gefolgert werden, denn
sowohl bei asymmetrischen Fliissen, als auch bei sehr schnellen symmetrischen Flussraten
entstehen Mizellen im Mikromischer[113].

Bei Mechanismus 2 der Vesikelbildung entstehen aus den vorhandenen Polymermizellen
groBBere instabile Mizellen, die durch interne ,,Reorganisation zu Vesikeln werden.
Anisotrope Zwischenzustinde werden dabei {bersprungen. Eine Konsequenz dieses
Mechanismus ist, dass eine hohe innere hydrophile Beladung kaum umsetzbar ist. He und
Schmid konnten eine spinodale Entmischung simulieren, welche dem Mechanismus 2
dhnelt.[30]

Mechanismus 1, der von anderen Computersimulationen bevorzugt wird, sagt voraus, dass die
Mizellen langsam zu anisotropen Stidbchen oder Scheiben wachsen und anschlieBend bei
ausreichender GroBe eine Hohlkugel bilden.

Damit dies moglich ist, muss die Scheibe eine bestimmte Grofe haben, damit eine komplette
Biegung zur SchlieBung zum Polymersom erfolgen kann.

Aber selbst wenn es diese scheibenformige Ubergangsformen gibt, sind sie durch ihre
Anisotropie instabil und bilden sehr schnell durch Zusammenschluss Vesikel aus. Generell ist
die Vesikelbildung sehr schnell und konnte fiir Lipide simuliert werden. Deren Bildung liegt
im Nano- bis Mikrosekundenbereich. Blockcopolymere sind deutlich groBer und brauchen
mehr Zeit fiir ihre Bildung durch die sehr viel langsamere Diffusion (Millisekunden-
Bereich).[28]

Auch die Mischzeiten in einem Mikromischer liegen im Millisekundenbereich und erlauben
theoretisch kinetische Einfrierung von Ubergangszustinden zwischen Mizelle und Vesikel.
Durch Verringerung der Ausgangskonzentration in der THF-Phase konnte man die Zeit

deutlich erhdhen, die fiir die Selbstorganisation des Polymers notig ist um Vesikel zu bilden.
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Die Konzentration des Polymers wurde daher auf 2 g/L halbiert und erneut im Superfocus
gemischt. Dadurch wird der Abstand zwischen den einzelnen gelosten Polymerketten im

statistischen Mittel vergrofert.

Tab. 15: DLS-Ergebnisse PB,;p-PEOgss-OH Partikelsynthese im SFIMM

Probe Flussrate Ry TEM
ml/min nm Hz Morphologie
RT133 1,2 22,9 0,02 S
RT136 0,6 24.6 0,07 S
RT137 0,4 25,0 0,07 s,d,v
RT138 0,2 27,7 0,04 s,d,v

Flussbed.: Wasser/THF 1:1; Ausgangslosung: 2 g/L Polymer in THF/H,O (50/50 v%/v%)
<Ry>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I/Rh>z"' aus dynamischer Lichtstreuung
Morphologie: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe
Tabelle 15 zeigt die Abhédngigkeit von Gesamtflussgeschwindigkeit, der Partikelgroe und
der korrespondierenden Morphologie, die mit der Elektronenmikroskopie ermittelt wurde. Bei
hohen Mischgeschwindigkeiten erzielt man sehr kleine Partikel, die nur aus Mizellen

bestehen. Senkt man die Geschwindigkeit der Fliisse ab, bleibt mehr Zeit zur

Selbstorganisation bis keine Gréf3enédnderung mehr stattfindet.

Abb. 4.11: Elektronenmikroskopieafnahme der vernetzten Proben RT137(links) und RT138(rchts) -
Scalebar = 100 nm

Abbildung 4.11 zeigt die getrockneten Proben RT137 und RT138. Es fillt auf, dass neben
Mizellen und Vesikeln, auch groflere sphérische Partikel entstanden sind, die trotz ihrer Gréf3e
von bis zu 60 nm keine Ringstruktur aufzeigen. Es konnte sich dabei entweder um sehr grof3e

sphidrische Mizellen oder scheibenartige Nanopartikel handeln.
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Da beim Trocken-TEM alle Partikel flach aufliegen, kann hier keine direkter Riickschluss auf
deren anisotrope Form gezogen werden. Im Cryo-TEM liegen alle Partikel ungeordnet im
Wasser vor. Die Form der Nanopartikel kann durch eine Verkippungsserie beobachtet

werden, da keine Trocknungsartefakte vorhanden sind.

Abb. 4.12: Cryo-TEM-Aufnahme der unvernetzten Probe RT138 in Wasser (links)
Morphologieveranderung (Rote Pfeile) durch Kippen des Halter um 15° (rechts)
Scalebar = 200nm

In Abb. 4.12 kann man eine Cryo-TEM Aufnahme der Probe RT138 sehen. Neben Vesikeln
und Mizellen sind dort ebenfalls stdbchenformige Partikel zu sehen, die im trockenen TEM
nicht zu erkennen waren. Es konnte durch einfaches Kippen des Probenhalters gezeigt
werden, dass es sich hier tatsidchlich nicht um Stdbchen handelt. Auf diese Weise war eine
Morphologieverwandlung zu beobachten. Die scheinbar stibchenférmigen Partikel gaben sich
nun als anisotrope Scheiben zu erkennen. Da nur ein Winkel von 15° einstellbar war,
verdndert sich die Partikelansicht nicht vollstindig. Zusétzlich ist es nur moglich entlang einer
Achse zu kippen. Daher konnen nicht alle stdbchenformige Partikel als Scheiben erkannt
werden. Nur bei den Partikeln, welche senkrecht zur Kippachse liegen, kann eine
Morphologieverdnderung beobachtet werden.

TEM-Aufnahmen der vernetzten Proben zeigen, dass Scheiben in diesen Proben nicht
vereinzelt vorliegen, sondern etwa in &hnlich groBer Anzahl wie die Vesikel. Da diese
Scheiben nicht bei Proben beobachtet werden konnen, die aus hoheren Stammldsungen
hergestellt wurden, scheint es, als seien diese Scheiben Zwischenprodukte, die aufgrund
niedriger lokaler Konzentration nicht schnell genug wachsen konnten. Das Vorhandensein

dieser Partikel muss durch den Mechanismus der Vesikelbildung erkliart werden. Dieser geht



davon aus, dass sich wiahrend der Selbstorganisation zunédchst Mizellen bilden. Durch weitere
Aufnahme von Polymerketten oder Kollision mit anderen Mizellen wachsen sie zu Scheiben
heran. SchlieBlich stiilpt sich die flexible Scheibe um und bildet das Vesikel. Dieser Vorgang
ist irreversibel. Bedingt durch die thermodynamisch ungiinstigen Rinder der Scheibe schlief3t
sich diese, wenn sie eine bestimmte Grof3e erreicht hat, unwiderruflich zusammen. Es bilden
sich thermodynamisch sehr stabile sphérische doppelte Doppelschichten aus. In diesem Fall
konnten sich diese Scheiben trotz ihrer energetisch ungiinstigen Réander nicht zu stabileren
sphérischen Vesikeln zusammenschlieBen, denn die notige Anzahl an Polymerketten fiir ein
vollstindiges stabiles Vesikel war noch nicht erreicht.

Um die kritischen GroBe einer Scheibe beschreiben zu konnen muss zunichst der
Ubergangszustand beschrieben werden. Hierbei schlieBt sich eine Scheibe zu einem Vesikel
zusammen. Das Polymervolumen sollte dabei gleich bleiben und sich nur umorientieren.
Gleichung 4.1 und 4.2 beschreiben die Polymervolumina eines Vesikels Vy bzw. einer
Scheibe Vp. Dabei besteht die Wanddicke d der Doppelschicht aus hydrophobem und
hydrophilem Anteil und wurde als 18 nm angenommen. Diese Wanddicke ergibt sich aus den
kleinsten Vesikeln, welche im getrockneten Zustand nach Vernetzung im TEM zu erkennen
waren, und hatten einen Durchmesser von 36 nm. Ausgehend von diesen Gleichungen bei
Beriicksichtigung der Massenerhaltung kann aus einem Vesikeldurchmesser Dy dessen
theoretischen Scheibendurchmesser Dp (Gleichung 4.3) bzw. aus einem Scheibendurchmesser

dessen Vesikeldurchmesser (Gleichung 4.4) berechnet werden.

S O LR e

2
Dy = 2\/0‘,2 —2Dyd +2d? (43) Dy=d+ 22 (4.4)

Tabelle 16 zeigt einige Scheiben- und Vesikel-Durchmesser und deren korrespondierende

Struktur, welche aus Gleichung 4.3 und 4.4 berechnet wurden.



Tab. 16: Korrespondierender Durchmesser Vesikel €2 Scheibe

Dy = Dp
Dy / nm Dp/ nm
36,0 41,6
38,0 45,1
40,0 48,7
42,0 52,3
44,0 56,0
46,0 59,7
48,0 63,5
50,0 67,3
52,0 71,1
54,0 74,9
56,0 78,8
58,0 82,7
60,0 86,5
62,0 90,4

Berechneter Durchmesser Scheibe rrﬁt z:\llgrslinliel anhand der Formeln 4.3 und 4.4

Die Mikromischertechnologie ermoglichte das kinetische Einfangen einer groen Anzahl an
Scheiben. Anhand einer numerischen Auswertung der TEM-Bilder der vernetzten Proben
RT136-137 konnten die mittleren Durchmesser der Scheiben bzw. Vesikel bestimmt werden.
Dabei sind die wichtigsten Grofen die minimale Vesikelgroe bzw. die maximale
ScheibengroBe, denn diese GroBen zeigen den Ubergang von Scheibe zu Vesikel an.
Abbildung 4.13a) zeigt eine Statistik von 950 Scheiben ab einer Gréfle von 35 nm, welche im
TEM als Struktur ohne Doppelschicht erkennbar waren. Die mit 25% am haufigsten
vorkommende Scheibengrofle hat einen Durchmesser von 55-65 nm. Scheiben mit einer
GroBe von 75-80 kommen nur noch in geringer Zahl vor, wihrend Scheiben von iiber 80 nm
nicht mehr beobachtet werden konnen. Abbildung 4.13b) zeigt die Statistik der
Vesikeldurchmesser an. Diese Statistik wurde aus den gleichen TEM-Bildern erstellt, wie
schon Abb. 4.13a). Vesikel mit D <45 nm kommen sehr selten vor. Die etwas groBeren
Vesikel kommen hingegen deutlich hdufiger vor und haben ihr Maximum bei 50-55 nm. Um
einen moglichen Ubergangszustand zu bestimmen, muss der Vesikeldurchmesser in einen
Scheibendurchmesser umgerechnet werden. Abb. 4.13¢) zeigt die gemeinsame Statistik von

Scheibendurchmessern (Rot) und Vesikeldurchmessern (Blau). Dabei wurden die
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Vesikeldurchmesser mittels Gleichung 4.3 umgerechnet. Beim jeweiligen Maximum der
einzelnen Statistiken liegen nur wenige Partikel der korrespondierenden Struktur vor und
bestitigen die Moglichkeit der Bildung von Vesikeln aus scheibenartigen Mizellen. Die
kritische Ubergangsgréﬁe scheint somit fiir PB3)-PEOg¢¢ bei etwa 65 nm zu sein, denn bei

dieser nimmt die Anzahl von Scheiben deutlich ab wihrend die Anzahl der Vesikel steigt.
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Abb. 4.13: Numerische Auswertung der TEM-Aufnahmen der Proben RT136-137
a) Statistik der Scheibendurchmesser anhand von 950 Partikeln
b) Statistik der Vesikeldurchmesser anhand von 400 Vesikeln
¢) Gemeinsame Statistik der Scheiben-Durchmesser von Vesikeln und Scheiben
(Vesikel-Durchmesser umgerechnet in theoretischen Scheibendurchmesser mit d = 18 nm)



4.3.5.2 PB15p-PEO4s)-COOH

In Abschnitt 4.3.1 konnte bereits gezeigt werden, dass die Selbstorganisation von PB;39p-EOg¢
im Mikromischer konzentrationsabhédngig ist. Auch das Polymer mit der Zusammensetzung
PBi0-EO¢p zeigt eine solche Konzentrations-abhingigkeit.

Tabelle 16-20 stellt die durch DLS ermittelten PartikelgroBen und ihre korrespondierende
Morphologie dar. Abhédngig von der gewdhlten Startkonzentration kénnen aufgrund der

unterschiedlichen Mischzeiten Partikel von 20-80 nm im Radius erstellt werden.

Tab. 17: DLS-Ergebnisse PB;5p-PEQOgs-COOH Partikelsynthese im CPMM

Probe Flussrgte Rn Uy TEM ‘
ml/min nm Morphologie
XB-292-1 3,6 46 0,07 \Y%
XB-292-2 1,8 51 0,09 \%
XB-292-3 0,6 79 [0,14] Vv
XB-292-4 0,4 79 0,11 \%

Flussbed.: Wasser/THF 1:1; Ausgangslosung: 2,92 g/L Polymer in THF/H,O (73/27 v%/v%)
<R;>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I/Rh>z" aus dynamischer Lichtstreuung
Morphologie: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe
Bei Verringerung der Startkonzentration werden die Partikel kleiner, da weniger Polymer
vorhanden ist, um Vesikel zu bilden. Dies ldsst sich auch sehr gut mit Simulationen der

Selbstorganisation von amphiphilen Systemen in Ubereinstimmung bringen, deren

Partikelwachstum sehr stark von der Konzentration abhéngt (vgl. Abb. 2.6 im Kap. 2.2.2).

Tab. 18: DLS-Ergebnisse PB5p-PEQOg-COOH Partikelsynthese im CPMM

Probe Flussrgte Ry Uy TEM _
ml/min nm Morphologie
XB-S072-4 3,6 18 0,1 s
XB-S072-1 1,8 22 0,08 s
XB-S072-2 0,6 23 0,08 s
XB-S072-3 0,4 25 0,04 s

Flussbed.: Wasser/THF 1:1; Ausgangslosung: 0,72 g/L Polymer in THF/H,O (73/27 v%/v%)
<R;>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I/Rh>z" aus dynamischer Lichtstreuung
Morphologie: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe
Bei einer sehr geringen Startkonzentration von 0,72 g/L Polymer im THF/H,O-Gemisch

erhilt man ausschliefSlich Mizellen. Die Abstinde zwischen den einzelnen Molekulketten sind

deutlich gréBer, was zu ldngeren Diffusionszeiten fiihrt.



Da nur eine begrenzte Zeit zur Verfiigung steht, entstehen folgerichtig nur kleine Partikel. Die
niedrige Konzentration an Blockcopolymer verschiebt zusétzlich die cac (critical association
concentration) zu einem Ldsungsmittel-gemisch mit héherer Wasserkonzentration. Dieses
wird erst weiter Richtung Mischerausgang erreicht. Die Selbstorganisation setzt zum Teil erst
in den turbulenten Strémungen ein und wird sehr friih gestoppt. Der Ubergang von Mizelle zu

Vesikel wird durch diese Mischbedingungen nicht erreicht.

Tab. 19: DLS-Ergebnisse PB5-PEOg-COOH Partikelsynthese im CPMM

Probe FIussrgte Ry, Uy TEM ‘
ml/min nm Morphologie
XB-S.1-1 3,6 28 0,09 S,V
XB-S.1-2 1,8 33 0,07 Y
XB-S.1-3 0,6 38 0,1 s,V
XB-S.1-4 0,4 43 0,1 v

Flussbed.: Wasser/THF 1:1; Ausgangslosung: 1 g/L Polymer in THE/H2O (73/27 v%/v%)
<Ry,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I/Rh>z"" aus dynamischer Lichtstreuung
Morphologie: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe
Erhoht man die Startkonzentration auf 1 g/L, ist der Abstand zwischen den Polymerketten
geringer. Wie in Tab. 19 zu sehen ist, werden dabei auch deutlich groBere Partikel erzielt. Bei

sehr langsamer Flussgeschwindigkeit von insgesamt 0,4 ml/min werden vorwiegend Vesikel

gebildet.

Tab. 20: DLS-Ergebnisse PB59-PEOg-COOH Partikelsynthese im CPMM

Probe Flussrate Ry Mo TEM
ml/min nm Morphologie
XB-S146-1 3,6 31 0,05 s,d,v
XB-S146-2 1,8 36 0,08 v
XB-S146-3 0,6 45 0,09 v
XB-S146-4 0,4 53 0,1 v

Flussbed.: Wasser/THF 1:1; Ausgangslosung: 1,46 g/L Polymer in THF/H,O (73/27 v%/v%)
<R;,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I/Rh>z" aus dynamischer Lichtstreuung
Morphologie: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe
Auch die weitere leichte Erhohung der Konzentration auf 1,46 g/L fithrt zu groBeren
Partikelradien, was zu erwarten war.
Denn sind die Polymerketten vollstindig geldst und zeigen keine Wechsel-wirkungen
miteinander, kann angenommen werden, dass sie in einer Art kubisch-dichtest Packung

vorliegen. Jede Polymerkette hat dann den gleichen Abstand zu seinem néichsten Nachbarn.

Halbiert man nun die Konzentration, nimmt auch die Polymerkettenanzahl um die Hélfte ab.



Da das Volumen gleich bleibt, vergrofert sich der Abstand der Ketten zur néchsten
Nachbarkette um den Faktor ¥/2.

Vergleicht man Tabelle 17 und 20, bei der die Konzentration um die Hélfte abnimmt, kann
der Faktor von V2 in der Radiusverinderung wieder gefunden werden. Hierbei muss
beriicksichtigt werden, dass der Radius nicht linear mit der Partikelzahl ansteigt. Die
Verdnderung des Radius mit diesem Faktor kann daher nur als qualitativer Richtwert gesehen
werden. Trotzdem zeigt er eine relativ gute Ubereinstimmung bei der Halbierung der
Konzentration.

Die Abb. 4.14 fasst diese Ergebnisse zusammen und demonstriert die Einflussmoglichkeiten
auf die Selbstorganisation mittels Mikromischer sehr anschaulich. Je niedriger die
Konzentration ist, desto kleiner sind die Partikel. Auch die Flussabhangigkeit bzw. die daraus
folgende Mischzeitverdnderung, wie sie schon in Kap. 4.2 beschrieben wurde, wird

eindrucksvoll belegt.

X (C=0,72 g/L
Ll @C=1g/L
y < mC=1,46 g/L
30.00 g g €=2,92 g/L

20,00 X

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
Flow rate 1:1 / ml/min

Abb. 4.14: Zusammenfassung der Mischergebnisse im CPMM bei unterschiedlichen Konzentrationen in 73/27 v%/v%
THF/Wasser

Zusatzlich lassen sich vorwiegend bei Partikeln mit DLS-Radien ~30 nm anisotrope Partikel
im Elektronenmikroskop finden. Abbildung 4.15 ist eine TEM-Aufnahme der vernetzten
Probe XB-S146-1. Auch hier zeigen sich einige grofle sphérische Partikel ohne ausgeprigte
Doppelschicht.
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Dies bestdtigt die Annahme, dass die Vesikel aus dem Zusammenschluss einer Scheibe
geformt werden, denn sie lassen sich fast ausschlieBlich bei etwa DLS-Radien <35 nm finden.
Uber 35 nm sind bereits alle Scheiben so weit angewachsen, dass sie sich zu Vesikeln
zusammengeschlossen haben.

Die Anzahl der Scheiben ist geringer als beim Polymer PB;3)-EO¢s. Eine Synthese von
ausschlieBlich Scheiben des PB;s-PEOgy war nicht moglich. Durch den noch gréBeren PB-
Anteil erfolgte das Anwachsen der Lamelle im Vergleich zum PB;30-PEOgs noch schneller
und es enstanden schneller Vesikel. Aufgrund der geringen Anzahl an Scheiben im Vergleich
zum PBi3)-PEOg¢ konnte fiir das Polymer PB,40-PEOg keine aussagekriftige Statistik wie in
Abb. 4.13 erstellt werden.

Abb. 4.15: Elektronenmikroskopieaufnahme der vernetzten
Proben XB-S146-1
Scalebar = 100nm



4.3.6 Temperaturabhingigkeit

Der Einfluss der Konzentration der Polymerldsung auf die Selbstorganisation konnte bereits
nachgewiesen werden. Durch die Mikromischertechnologie lassen sich auch Reaktionen bei
unterschiedlichen, kontrollierten Temperaturen leicht realisieren. Bedingt durch die gute
Wirmeleitfahigkeit des Edelstahlmischers, kann die kontrollierte Selbstorganisation auch bei
verschiedenen Temperaturen im thermostatisierten Bad durchgefiihrt werden.

Da die Temperatur sowohl die Diffusionsgeschwindigkeit (Brown’sche Bewegung schneller
durch steigende thermische Energie) als auch die Viskositdt des Losungsmittels beeinflusst,
ist eine verdnderte Selbstorganisation folgerichtig.

Die Tabellen 21-23 zeigen jeweils bei gleicher Konzentration von 2,92 g/L in der 73/27
v%/v% THF/Wasser Vormischung und gleichen Flussbedingungen die Analysen mittels DLS
und TEM. Die hochste Konzentration wurde gewéhlt, da die hochste Flussrate ausschlielich
Vesikel als dominierende Morphologie lieferte. Die Temperaturen wurden zwischen 10 °C
(Tab. 22), 25 °C (Tab. 21) und 40 °C (Tab. 23) variiert.

Eine niedrige Temperatur von 10 °C verringert die Diffusionsgeschwindigkeit der einzelnen
Molekiile bzw. deren selbstorganisierenden Strukturen im Vergleich zu 25°C. AuBlerdem
erhoht sich die Viskositidt des Wassers von 0,65 mPa*s bei 40 °C tiber 0,9 mPa*s bei 25 °C
auf 1,3 mPa*s bei 10 °C.[116] Ahnlich wie bei der Verringerung der Konzentration um die
Hélfte (Tabelle 20) kann ein Faktor bestimmt werden, der die Abnahme qualitativ
widerspiegelt. Im Vergleich zur Strecke die bei Verringerung der Konzentration verldngert
wird, wird jetzt die Geschwindigkeit der Ketten veridndert. Die Mobilitdt einer Polymerkette

kann tiiber seinen Diffusionskoeffizienten ausgedriickt werden. Dieser kann mit Hilfe der

Stokes-Einstein-Gleichung D = 61TkTR fiir ein gegebenes Block-Copolymer mit dem Radius
h

Ry bestimmt werden. Daraus ergeben sich dann die Faktoren Dysec/Digec = 1,5 bzw.
D4oec/Dasec = 1,4 unter Vernachldssigung des temperatur-abhiangigen Loseverhaltens von
PEO.

Die entstehenden Partikelradien folgen diesen Faktoren und werden bei allen Flussraten
kleiner. Allerdings ist der Unterschied, vor allem bei sehr schnellen Flussraten, sehr klein. Ein
moglicher Grund hierfiir konnte die freigesetzte Mischungsenthalpie von Wasser und THF
sein. Diese ist bei niedriger Temperatur am groBten und nimmt mit steigender Temperatur ab
(10°C - 25 °C - 40 °C).[117] Daher kann es bei hohen Flussraten und niedriger Temperatur
des Bades zu einem Temperaturungleichgewicht innerhalb des Mischers kommen, da sich die

Losung sehr schnell erwédrmt und nicht ausreichend vom Mischer gekiihlt werden kann.



Bei niedrigeren Flussraten ist der Unterschied der DLS-Radien zwischen 10 °C und 25 °C
grofer. Die Mischungswirme wird nicht ganz so schnell frei und kann besser durch das Bad

ausgeglichen werden.

Tab. 21: Analyse der PB5-PEOg,-COOH Partikelsynthese im CPMM bei 25 °C

Frebe les/:?r;ce r? r:1 H2 Mor-;l)—EcI)\flogie
XB-292-1 3,6 46 0,07 \Y%
XB-292-2 1,8 51 0,09 \Y%
XB-292-4 0,4 79 0,11 Vv

Flussbed.: Wasser/THF 1:1; Ausgangslosung: 2,92 g/L Polymer in THF/H,O (73/27 v%/v%)
<Ry,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I/Rh>z"' aus dynamischer Lichtstreuung
Morphologie: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe

Tab. 22: Analyse der PB5p-PEQO4-COOH Partikelsynthese im CPMM bei 10 °C

HEle Flrlrilslfrl;?r:e r? r:1 H2 Mor:)—rllzgfogie
XB-292-5 3,6 45 0,09 \%
XB-292-6 1,8 48 0,09 \%
XB-292-7 0,6 64 0,09 A%
XB-292-8 0,4 68 0,06 A%

Flussbed.: Wasser/THF 1:1; Ausgangslosung: 2,92 g/L Polymer in THF/H,O (73/27 v%/v%)
<Ry,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <1/Rh>z"" aus dynamischer Lichtstreuung
Morphologie: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe
Bei hoherer Temperatur von 40°C spielt die Mischungsenthalpie kaum noch eine Rolle und
die DLS-Radien zeigen einen signifikanten Anstieg bei allen Flussgeschwindigkeiten.

Allerdings vergroflern sich die p,-Werte ebenfalls, was sich durch Fusionieren von grofen

Vesikeln bei dieser Temperatur erkldren lésst.

Tab. 23: Analyse der PB5p-PEO4-COOH Partikelsynthese im CPMM bei 40 °C

Pl Flrﬁisr;:?r:e r? r; K2 Mor-;l)-EcIJ\fogie
XB-292-9 3,6 69 0,09 Vv
XB-292-10 1,8 85 0,1 Vv
XB-292-11 0,6 97 0,12 Vv
XB-292-12 0,4 107 0,14 \Y%

Flussbed.: Wasser/THF 1:1; Ausgangslosung: 2,92 g/L Polymer in THF/H,O (73/27 v%/v%)
<Ry,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <1/Rh>z" aus dynamischer Lichtstreuung
Morphologie: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe



Die groflen Radien bei hoher Flussgeschwindigkeit lassen sich nur teilweise durch die
schnellere Diffusionsgeschwindigkeit erklaren.

Ein weiterer Faktor liegt in der temperaturabhingigen Loslichkeit von PB-PEO im
THF/Wasser Gemisch, der ,,cat™ (critical association temperature).

Die kritische Assoziationstemperatur gibt an, ab welcher Temperatur bei gegebener
Konzentration die Bildung von Strukturen einsetzt. Hierbei entsteht durch Freisetzung des
gebundenen Losungsmittels mehr Energie, als durch die Losungsenthalpie verloren geht. In
wissriger Umgebung ist dieses Verhalten fiir das System PB-PEO vernachléssigbar, da PB in
Wasser quasi unldslich ist. Fiir die im Kanal auftretenden THF/Wasser-Gemische wird die
,cat” jedoch eine Rolle spielen. Die Selbstorganisation beginnt im Kanal durch die héhere
Temperatur frither. Da am Anfang des Kanals noch durch langsame Diffusion und nicht durch
Turbulenzen gemischt wird, erklirt es auch die bei erhohter Temperatur deutlich gréferen
Partikelradien.

Die Zusammenfassung der Temperatureinfliisse ist in Abb. 4.16 zu sehen. Sie unterstreicht
zum einen noch einmal die Kontrollierbarkeit der Partikelradien mit der Flussgeschwindigkeit
wie sie in Kapitel 4.2 bereits anschaulich beschrieben wurde. Zum anderen zeigt sich auch die

starke Temperaturabhédngigkeit der Selbstorganisation von PB-PEO in Mikromischern.
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Abb. 4.16: Zusammenfassung der Mischergebnisse im CPMM bei unterschiedlichen Temperaturen
Startkonzentration von 2,92 g/L XB in 73/27 v%/v% THF/Wasser



4.3.7 Kontinuierliche hydrophobe Beladung von PB-PEO

4.3.7.1 Quantum Dots

Die erfolgreiche hydrophile und hydrophobe Beladung im Batchversuch konnte in der Arbeit
von Mueller [2009] gezeigt werden. Als hydrophile Beladung des Kerns diente PhloxinB,
dessen Fluoreszenz durch pH-Anderungen im Sauren gequencht werden kann. Es konnte dort
gezeigt werden, dass die hydrophobe Schale sogar Protonen erfolgreich vom inneren Kern
abhalten konnte. Die Beladung erfolgte sowohl im Batchverfahren als auch in der
Filmrehydration.

Als hydrophobe Beladung konnte sowohl Nilrot als auch Quantum Dots in die Schale
eingelagert werden. Die hydrophobe Beladung mit Quantum Dots war nur {ber die
Filmrehydration zugénglich. Wahrend des Batchverfahrens fielen die Quantum Dots aus, da
an der Eintropfstelle immer ein sehr groBer Wasseranteil in der Losung entsteht. Die relativ
langsame Zugabe war notig, da ansonsten keine gleichméfige Wasserverteilung wahrend der
Selbstorganisation gewdihrleistet werden konnte. Da die Selbstorganisation noch nicht
eingesetzt hatte, die Quantum Dots aber bereits ihre Loslichkeit im Wasser/THF Gemisch
verloren hatten, konnten keine Quantum Dots iiber die Batchmethode in die Vesikelschale
direkt eingelagert werden.

Da mit der Mikromischertechnologie eine ebenso schnelle wie gleichmidfige Mischung

moglich ist, wird die Einlagerung der Quantum Dots in die Schale untersucht.

Tab. 24: Analyse der PB5p-PEQO4-COOH Partikelsynthese mit QD-Beladung

Probe FIussrgte Rn Uy TEM ‘
ml/min nm Morphologie
GPXB10QD 4,8 34 0,06 V
GPXB5QD 3,6 35 0,06 v
GPXB6QD 1,8 45 0,08 A\
GPXB7QD 0,6 52 0,09 v
GPXB9QD 0,4 50 0,09 v
GPXB8QD 0,2 61 0,07 A\

Flussbed.: Wasser/THF 1:1; Ausgangslosung: 2,92 g/L Polymer in THF/H20 (73/27 v%/v%)
<R;,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I/Rh>z" aus dynamischer Lichtstreuung
0,5w% QD-Beladung (bezogen auf das Polymer); Morphologie: V=Vesikel
Trotz der Beladung mit in Wasser unloslichen Quantum Dots, haben die Proben eine niedrige
Polydispersitit (Tab. 24). Ahnlich wie schon bei den unbeladenen Vesikeln reicht die GroBe

von 34 nm (schnelle Flussgeschwindigkeit) zu 61 nm (langsame Flussgeschwindigkeit).
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Abbildung 4.17 zeigt ein TEM-Bild der Probe GPXB7QD mit QuantumDots in der Schale

(Weile Pfeile) mit sehr einheitlicher GroBenverteilung.

Abb. 4.17: TEM-Aufnahme der vernetzten Probe GPXB7QD
mit eingelagerten QDs(weifle Pfeile)
Scalebar = 100nm

Mit Erhohung der QuantumDot-Konzentration bezogen auf die Polymer-konzentration war es
gleichzeitig moglich eine Erhdhung der Beladung zu erzielen. Dies allerdings fiihrte zu einer
sehr groBBen Polydispersitit. Schon bei hohen Flussraten zeigten sich groBe DLS-Radien mit
hohem p,-Wert (Tabelle 25).

Es ist auch kein einheitlicher Trend mehr zu sehen, dass die Vesikel mit langsamerer

Flussgeschwindigkeit groBere Partikel ausbilden.

Tab. 25: Analyse der PB,sp-PEOg-COOH Partikelsynthese mit QD-Beladung

Pl Flrlrilslfnr?r:e r?r; K2 Mor-gl)-Ecl)\flogie
GPXBI11 3,6 68 0,12 \%
GPXBI12 1,8 85 0,13 \%
GPXBI16 0,4 73 0,1 A%
GPXB14 0,2 77 0,13 \%

Flussbed.: Wasser/THF 1:1; Ausgangslosung: 2,92 g/L Polymer in THF/H,O (73/27 v%/v%)
<R;,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I/Rh>z"' aus dynamischer Lichtstreuung
4w% QD-Beladung (bezogen auf das Polymer); Morphologie: V=Vesikel
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Da sich trotz hoher QuantumDot-Konzentration keine Fillung zeigte, scheint die
Selbstorganisation und der Einbau der Partikel nicht behindert gewesen zu sein. Die TEM-
Aufnahme der Probe GPXB-16 (Abb. 4.18) zeigt verschiedene Partikel mit hoher Beladung
an QuantumDots. Man kann sehen, dass das Polymer keine einheitliche Doppelschicht mehr
ausbilden kann, da die hydrophobe Schale instabil wurde. Mehrere Vesikel fusionieren zum
Teil zusammen und bilden Multivesikel aus. Es gibt also eine obere Grenze der

Beladungskonzentration, bei der Vesikel aus PB-PEO ihre Stabilitét verlieren.

Abb. 4.18: TEM-Aufnahme der vernetzen Probe GPXB16,
eingelagerte QD verursachen Destabilisierung der Schale

Nimmt man fiir die Kern-Schale-Schale Quantum Dots ein molares Gewicht von etwa 100
kg/mol an, kann die Beladungsdichte pro Vesikel abgeschétzt werden. Fiir eine
Aggregationszahl von Z = 20000 fiir Vesikel ergeben sich bei 4w% Beladung 88 Quantum
Dots pro Vesikel und fiir 0,5w% 11 Quantum Dots pro Vesikel. Dies erkldrt auch die
Destabilisierung der Membran mit der hohen Anzahl an Quantum Dots pro Vesikel bei 4w%
Beladung. Wihrend in den Polymervesikeln bei 0,5w% Beladung auch zahlreiche Vesikel
ohne Quantum Dots zu finden sind, gibt es bei 4w% Beladung nur noch sehr wenige Vesikel,

welche in den TEM-Bildern keine Quantum Dots aufweisen.



4.3.7.2 Superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel

Neben  QuantumDots als  fluoreszente  hydrophobe  Partikel kénnen  auch
superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel in die Schale eingelagert werden. Magnetische
Vesikel bieten viele potentielle Anwendungensmoglichkeiten, wie zum Beispiel als MRT
Kontrastmittel, zur Hyperthermie oder als multifunktioneller Wirkstofftriager.

Die Mischbedingungen mussten flir die Beladung mit Eisenoxidnanopartikeln allerdings
angepasst werden, da diese bei 70/30 THF/Wasser-Gemischen innerhalb weniger Sekunden
ausgefallen sind. Bei einer 80/20 Vormischung konnte keine direkte Féllung mehr beobachtet
und die symmetrischen Mischbedingungen beibehalten werden. Auch Konzentrationen
oberhalb von 4% Eisenoxidnanopartikel bezogen auf das Polymer waren nicht erfolgreich.
Hierbei trat eine Féllung nach dem Mischen auf. Tabelle 26 zeigt die Vesikelgroflen

resultierend aus der DLS.

Tab. 26: Analyse der PB59-PEOg-COOH Partikelsynthese mit Fe-NP-Beladung

Probe Flussrgte Ry Uy TEM _
ml/min nm Morphologie
XB&020-1 3,6 35 0,08 A%
XB8020-2 1,8 36 0,1 A"
XB8&020-3 0,4 38 0,08 A%
XB8020-4 0,2 52 0,12 A%

Flussbed.: Wasser/THF 1:1; Ausgangslosung: 2 g/L Polymer in THF/H,O (80/20 v%/v%)
<Ry>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <1/Rh>z" aus dynamischer Lichtstreuung
4w% Fe-NP-Beladung (bezogen auf Polymer); Morphologie: V=Vesikel

Die Beladung mit 4w% Eisenoxid bezogen auf das Polymer scheint der Vesikelbildung nicht
abtriglich zu sein. Es bilden sich in ihrer GréBe einheitliche Vesikel aus. Nach dem
Mischvorgang ist auch keine Féllung von Eisenoxid zu erkennen. Trotzdem ist die
Beladungsdichte im TEM relativ niedrig und es lassen sich nur wenige Partikel finden, bei
denen Eisenoxid in die Schale eingelagert ist. Abb. 4.19 zeigt ein Vesikel mit Eisenoxid in der
Schale (Weille Pfeile). Der Grund fiir die niedrige Einbauquote konnte sein, dass sich die
hydrophoben Eisenoxidpartikel im Losungsmittelgemisch von Wasser und THF teilweise
vororientieren und polymer-stabilisierte Cluster bilden, die anschlieend nicht mehr eingebaut
werden konnen. Dies findet bei groBeren Konzentrationen noch schneller statt und fiihrt somit
zur Ausfillung. Fiir einen effizienten Einbau solcher hydrophober Partikel kann keine
Vormischung gewéhlt werden. Um eine mdglichst effiziente Beladung zu erreichen, muss

man mit 100% THF als Losungsmittel der Polymerphase starten.
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Hierbei muss darauf geachtet werden, dass symmetrische Flussbedingungen ausgeschlossen
sind. In diesem Fall wiirde der resultierende THF-Gehalt bei 50% liegen. Bei dieser THF-

Konzentration ist die Selbstorganisation noch nicht abgeschlossen bzw. kinetisch eingefroren.

Abb. 4.19: TEM-Aufnahme der vernetzten Probe GPXB8020-4
mit eingelagerten Fe-NP(weifle Pfeile)
Scalebar= 100nm



4.3.7.3 Dualbeladung von Polymervesikeln

Eine gleichzeitige Beladung von Eisenoxidnanopartikeln und QuantumDots wurde ohne
Vormischung untersucht. Die Verwendung von 100% THF als Losungsmittel sollte die
Effizienz der Beladung, wie bereits im Kapitel zuvor beschrieben, deutlich erhdhen.

Dazu wurden 4w% Eisenoxid und 0,5w% (jeweils bezogen auf die Polymerkonzentration)
QuantumDots direkt in die Polymerldosung gegeben und im Mikromischer gemischt, um
multifunktionelle Polymersomen zu erhalten.

Tab. 27 zeigt die Mischergebnisse mit dem CPMM von PBjEOgCOOH mit
Eisenoxidnanopartikeln und QuantumDots. Da sichergestellt werden musste, dass die THF-
Konzentration nach dem Mischen unterhalb von 34% liegt, wurde im Verhiltnis 1:3
(THF:Wasser) gemischt. Auch hier kann man erkennen, dass die Vesikelgro3e mit steigender
Flussrate abnimmt. Allerdings ist die Polydispersitit relativ hoch. Dies ist einerseits der
grolen Anteile an hydrophoben Partikeln in der Schale geschuldet. Andererseits kann es
aufgrund der asymmetrischen Flussbedingungen zu Turbulenzen bzw. Kompressionen im
THF-Strom kommen, wie dies schon in Kap. 4.2 besprochen wurde.

Alle Proben waren stabil und keine Féllung wurde beobachtet. Die hydrophoben Partikel
wurden also erfolgreich in die Vesikelschale eingebaut, obgleich eine erhohte Polydispersitdt

nicht verhindert werden konnte.

Tab. 27: Analyse der PB,sp-PEOg-COOH Partikelsynthese mit Dual-Beladung

Proben Flussrate Flussrate THE/P | <R;> o TEM
H0 (ml/min) nm 12(90°) Morphologie
(ml/min)
XB C6 4 4,8 1,6 73,5 0,13 S,V
XB C6 5 2,4 0,8 71,3 0,12 S,V
XB C6 6 1,8 0,6 84,4 0,13 S,V
XB C6 7 0,6 0,2 83,6 0,11 SV
XB C6 3 0,3 0,1 103 0,07 S,V

THE/P: 5 g/L Polymer in THF; 0,5% QD-Beladung, 4% Fe-Np
<R;>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I/Rh>z"' aus dynamischer Lichtstreuung Morphologie: S=Mizelle, V=Vesikel

Auch die TEM-Bilder (Abb. 4.20) bestdtigen den erfolgreichen Einbau von Eisenoxid-
Nanopartikeln.
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Abb. 4.20: TEM-Aufnahme der vernetzten Probe XB_C6_3 (links) und XB_C6_4 (rechts)
Einbau von Eisenoxid- und QuantumDot-Partikeln in die hydrophobe Vesikelschale
Scalebar = 100 nm

Abbildung 4.21 zeigt ebenfalls eine TEM Aufnahme der vernetzten Probe XB C6 4. Dazu
wurden zwei EDX-Spektren von einem Vesikel und einer Mizelle aufgenommen. Sie zeigen
deutlich, dass sowohl die USPIOS (Fe-Signal) als auch die Quantum Dots (Cd-Signal) in das
Polymer eingelagert wurden. Die Quantum Dots zeigen wie vermutet, einen deutlich

schlechteren Kontrast und sind schwieriger als die Eisenoxid-Nanopartikel zu erkennen.
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Abb. 4.21: TEM-Aufnahme der vernetzten Probe XB_C6 4 (links) und den EDX-Spektren aus zwei verschiedenen Positionen 1 und 2
(rechts)
(Rahmen 1 entspricht dem unteren Spektrum und Rahmen 2 dem oberen Spektrum)
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4.4 Pluronic®-L.121-Vesikel

4.4.1 Pluronic®-L121 im Mikromischer

Pluronic®-L.121 Vesikel zeichnen sich durch Biokompatibilitit und eine diinne flexible
Membran aus. Die aus Polyethylenoxid und Polypropylenoxid bestehende Membran, ist nur
etwa 3-5 nm dick und sehr durchléssig fiir Wasser oder andere hydrophile Molekiile.[46] Der
sehr grofle hydrophobe Block von 68 Polypropylenoxid-Monomeren fiihrt aber auch zu einer
hohen Tendenz lamellare Strukturen mit kleiner Kriimmung ausbilden zu wollen. Gepaart mit
der hohen cmc dieses Polymers sind die Vesikel nur wenige Stunden bis Tage stabil. Durch
die Instabilitit war die Einsatzmdglichkeit bisher dulerst beschréinkt, da es zur Stabilisierung
erforderlich war, Quervernetzer in die Membran einzubauen. Diese Vernetzer miissen mittels
UV oder Radikalstartern aktiviert werden und verdndern bzw. verkomplizieren das System.
Die Herstellung einheitlicher Vesikelgrofen ist schwierig bzw. langwierig, weil diese Vesikel
meist {iber Elektroformation und anschlieBender Extrusion dargestellt werden.

Wie schon bei den Polybutadien-Polyethylenoxid Vesikeln wurde das Polymer L121 zunéichst
in THF gelost. Dieses ist gleichermaBBen fiir Ethylenoxid und Propylenoxid ein gutes
Losungsmittel. AnschlieBend wird es mit Wasser gemischt und die Selbstorganisation
ausgelost. Da die Selbstorganisation schon bei niedriger Wasserkonzentration ausgeldst wird,
konnte bei L121 auf eine Vormischung verzichtet werden. Es wurde daflir eine hdhere
Konzentration an L121 in der Stammlésung von 10 g/ gewdhlt und diese in
unterschiedlichen Flussraten verwendet. Tabelle 28 fasst unterschiedliche Flussraten mit den
korrespondierenden PartikelgroBen zusammen. Wie schon bei PB-PEO fiihren niedrige

Flussraten zu grofBeren Vesikeln, wihrend hohe Flussraten zu kleineren Partikeln fiihren.

Tab. 28: DLS-Ergebnisse der Pluronic®-L121-Partikelsynthese im CPMM

Proben Fh;;zs(gate Féufslirfa;e R 1(90°)
(ml/min) (ml/min) nm

PLAI 10 1 47 0,16

PLA2 5 1 66 0,07

PLA3 1 0,2 73 0,10

PLA4 0,6 0,12 75 0,11

Konzentration THF/P: 10g/L L121

<Rp,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <1/Rh>z"' aus dynamischer Lichtstreuung




Fiir weitere Anwendungen, die eine Modifikation mit unterschiedlichen Molekiilen an der
Membranwand erfordern, ist es oft hilfreich zunédchst eine Modifikation der Endgruppe
durchzufiihren. Wie schon bei PB-PEO wurde die Endgruppe OH durch eine COOH-Gruppe
ersetzt. Diese erfolgte analog zu den Polymeren PB;30-PEO¢s/PBisoPEO¢y durch Addition
eines Bernsteinsdureanhydrids. Dabei enstehen Esterbindungen, die basisch abgespalten
werden konnen. (siche Anhang)

Wie schon bei PB-PEO zu beobachten war, konnte eine erneute Verdnderung des
Selbstorganisationsverhaltens  festgestellt werden (7ab. 29). Durch spezifische
Wechselwirkung der Carboxygruppe mit der PEO-Kette wird das Polymer in die Linge
gezogen und verschlankt damit im Vergleich zum ungeladenen Polymer seinen hydrophilen
Anteil. Somit konnen auch die gréBeren Partikelradien erkldrt werden, die im Vergleich zum
unmodifizierten Polymer entstehen. Der Trend der Flussraten, die mit den Vesikelgrof3en
korrelieren, bleibt allerdings gleich und bestitigt, dass unterschiedliche Flussraten
unterschiedlichen Mischzeiten entsprechen. Durch verschiedene Mischzeiten bleibt dem
Polymer unterschiedlich viel Zeit zur Selbstorganisation, woraus verschiedene Vesikelgrof3en
resultieren.

Es konnen nicht nur verschiedene sondern auch einheitliche GroBlen dieser polymeren
Nanohohlkugeln erzielt werden. Bedingt durch die hohe Affinitit des Polymers zur
Lamellenbildung verdndern sich die Vesikel aus Polymeren mit COOH-Endgruppen noch
schneller und zeigen auch eine erhohte Polydispersitdt im Vergleich zu den Vesikeln mit OH-

Endgruppen.

Tab. 29: DLS-Ergebnisse der Pluronic®-L121-COOH Partikelsynthese im CPMM

Proben Fhllisjga - F%IESFr/afEe R 15(90°)
(ml/min) | (ml/min) nm

PLB1 10 1 58 0,12

PLB2 5 1 62 0,13

PLB3 1 0,2 74 0,12

PLB4 0,6 0,12 95 0,11

Konzentration THF/P: 10g/L L121-COOH
<R;,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I/Rh>z"' aus dynamischer Lichtstreuung




4.4.2 Kontinuierliche Beladung von Pluronic®

Aufgrund der Biokompatibilitit und guten Membrandurchlissigkeit sind Pluronic® als
multifunktionelle Vesikel fiir den Einsatz als Wirkstofftradger oder Biomarker sehr interessant.
Da eine Herstellung im Mikromischer in Kap. 4.6.1 gezeigt werden konnte, wurde nun die
Aufnahme von hydrophoben Partikeln untersucht. Durch den groBen hydrophoben
Polypropylenoxidanteil von 68 Monomeren des Pluronic® L121 lassen sich dhnlich zum PB-
PEO-Polymer hydrophobe Molekiile und Partikel in die Schale einlagern.

Tab. 30 zeigt die Mischergebnisse mit unterschiedlichen hydrophoben Einlagerungen. Als
hydrophobe Einlagerungen wurden wieder superpara-magnetische, Olsdure-beschichtete
Eisenoxidnanopartikel und fluoreszierende Quantum Dots in wechselnden Konzentrationen

gewahlt.

Tab. 30: DLS-Ergebnisse der L121-COOH Partikelsynthese mit Beladung im CPMM

Fe-Gehal D-Gehal Ry~
Proben i;;;‘ e (W(f/:*)at (n‘;n) 12(90°)
PLB-8Fe 8 0 77 0,05
PLB-16Fe 16 0 83 0,05
PLB-4FeQD 4 0,5 74 0,09
PLB-QD 0 I [100] [0,12]
PLB-QD2 0 2 184] [0,14]

THE/P: 10g/L L121, Flussrate H,O=10ml/min; Flussrate THF/P=1,5ml/min
<R;,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I/Rh>z" aus dynamischer Lichtstreuung
Eckige Klammern = Hohe Polydispersitit
*bezogen auf das Polymer
**gemessen nach Abdampfen tiber Nacht

Trotz der recht hohen Konzentration an hydrophoben Nanopartikeln blieben alle Losungen
stabil. Da die hydrophoben Nanopartikel in Wasser sofort ausfallen wiirden, miissen diese
durch das Polymer stabilisiert worden sein.

Die Lichtstreuung zeigte ebenfalls keine Strukturen bei 10-20 nm, welches auf sphérische
Mizellen hindeuten wiirde. Die Partikel scheinen in die Vesikelmembran eingebaut worden zu
sein. Interessanterweise konnten fiir hohere Beladungsdichten ab 4w% niedrigere p,-Werte
als fir 1w% - 2w% Beladung gefunden werden. Alle p,-Werte liegen dann unterhalb von 0,1

und deuten auf eine niedrige Polydispersitdt hin. Da die Proben erst nach Abdampfen {iber

Nacht gemessen wurden, sollte fiir alle Partikel eine erhdhte Polydispersitit erwartet werden.
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Abb. 4.22: Winkelabhingige Auftragung des apparenten Diffusionskoeffizienten der Proben;
Unterschiedliche Beladungen fiithren zu geringerer Winkelabhédngigkeit und damit zu einer niedrigern Polydispersitét

Bei hoher Beladungsdichte zeigte sich allerdings eine niedrige Winkelabhdngig-keit (Abb.
4.22) und signalisiert eine Stabilisierung der Vesikel.

Durch 16w% Eisenoxidgehalt lassen sich die hergestellten Partikel durch ein Magnetfeld
leicht separieren und erneut durch Lichtstreuung vermessen. Tab. 31 liefert die DLS-
Ergebnisse der magnetseparierten Probe PLB16. Trotz der Instabilitit von L121-Vesikeln
lieBen sich die Partikel sehr gut abtrennen. Bei gleicher Konzentration liefern die Vesikel mit
Eisenoxid eine fast 30mal so hohe Intensitdt des gestreuten Lichts als die Partikel, die sich
nicht mittels Magnetfeld abtrennen lieBen. Ebenfalls muss beriicksichtigen werden, dass
Eisenoxid rotes Laserlicht zusétzlich absorbiert, was das tatsdchliche Verhiltnis an Partikeln
mit und ohne Eisen noch vergroflert. Das Eisenoxid scheint in die Vesikel gleichmiBig
eingelagert worden zu sein.

Der hydrodynamische Radius ist trotz der Abtrennung nicht signifikant grofer geworden.
Dies beweist zum einen dessen magnetischen Eigenschaften und zum anderen die Stabilitdt
der Partikel.

Auch die statische Lichtstreuung liefert einen Trégheitsradius der nahe des hydrodynamischen

Radius liegt und daher die Annahme von Vesikeln als Morphologie der Partikel bestétigt.



Tab. 31: DLS-Ergebnisse und Streuintensitdt der Magnetseparation

Countrate Verhiltnis <Rp> <Ry
Proben . - H2
Verhiltnis Intensitét (nm) (nm)
PLB-16Fe-Seperated 3,7 MHz 28 86 0,05 88
PLB-16Fe-Residue 131 kHz 1 65 0,07 64

PLB-Seperated = Magnetseparation aus 2ml Probe PLB16 in 2ml H,O
PLB-Residue = Magnetseparierte Losung der Probe PLB16
Countrate gemessen bei 90° einer 1:10 verdiinnten Probe
<Rp,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <1/Rh>z"' aus dynamischer Lichtstreuung
<Rg>: Trégheitsradius aus statischer Lichtstreuung bei 1:10 Verdiinnung




4.4.3 Stabilitiat von Pluronic® Vesikeln

4.4.3.1 Unfunktionalisiertes Pluronic®-LI121

Pluronic®-L121 Vesikel haben wie bereits erwdhnt den Vorteil biokompatibel und ihre
Polymermembran durchldssig fiir kleine Molekiile zu sein. Durch die Moglichkeit der
direkten Beladung mit Eisenoxidpartikeln oder Quantendots konnen die Polymersomen in
grofler Zahl und engen GroBenverteilungen kontinuierlich hergestellt werden. Die Synthese
unter immer gleichen Bedingungen ermdoglicht die bessere und hdufigere Nutzung auch in
biomedizinischen Anwendungsgebieten. Durch Kopplung mit Targeting-Proteinen und
zusitzlichen Farbstoffmarkierungen lassen sich viele Anwendungs-moglichkeiten vorstellen.
Ein Nachteil der reinen L121-Polymersomen ist ihre Instabilitdt. Nur frisch hergestellte
Vesikel haben eine enge Grofenverteilung. Durch Diffusion einzelner Polymermolekiile und
der Fusion vorhandener Vesikel werden die Polymerradien unterschiedlicher. Eine
Stabilisierung wurde bereits mit PETA berichtet (siche Kap. 2.4). PETA ist allerdings
zytotoxisch und eignet sich nicht fiir Zellversuche. Auflerdem muss das Molekiil in groBer
Zahl in die Vesikel eingelagert werden und anschlieBend mittels UV oder Radikalstartern
vernetzt werden. Dies wiirde weitere Anwendungsmoglichkeiten stark einschrianken, da nicht
alle eingelagerten Molekiile oder Partikel UV-Bestrahlung standhalten konnen.

Bei der Beladung der Vesikel mit Eisenoxidnanopartikeln konnte beobachtet werden, dass die
resultieren Polymervesikel eine sehr enge GroBenverteilung haben. Diese war deutlich
schmaler als bei den unbeladenen Vesikeln, die unmittelbar nach der Produktion entstanden
sind. Trotz der hohen Beladung mit 16w% Eisenoxidnanopartikeln konnte hier beobachtet

werden, dass sich die GroBenverteilung dieser Vesikel kaum verdndert.

Tab. 32: Zeitliche Verdnderung der DLS-Radien mit unterschiedlicher Beladung

Fe-NP Herstellung +24 Stunden +3 Tage +4 Tage “7Tage

Probe (W%) Rh.g0° 2 Rh.90° M2 Rh.90° M2 Rh.90° 2 Rh.90° 2
nm (90°) nm (90°) nm (90°) nm (90°) nm (90°)

PLSA9 0 65 | 0,09 | ol 0,09 | 51 0,11 | 49 0,1 50 0,1

PLSA10 4 66 | 0,09 | 68 |006]| 66 | 008 | 65 | 0,12 | 65 0,1

PLSAI12 16 70 | 0,09 | 67 0,1 66 0,1 66 0,1 66 | 0,09

THF/P: 10g/L L121, Flussrate H,O=10ml/min; Flussrate THF/P=1,5ml/min; c4s=0,1g/L
R 00-: Apparenter hydrodynamischer Radius bei 90° aus dynamischer Lichtstreuung
Fe-Konzentration bezogen auf den Polymeranteil




Tabelle 32 zeigt drei verschiedene Proben mit unterschiedlichen Eisengehalten.

PLSA9 enthélt kein Eisenoxid und zeigt eine deutliche Verdnderung des apparenten
hydrodynamischen Radius gemessen bei 90°. Die Probe verdndert sich stetig weiter und zeigt
auch eine Zunahme des p,-Wertes bei 90°. Dies ldsst darauf schlieBen, dass die
Polydispersitit zunimmt. Auch eine Auftragung der Diffusionskoeffizienten gegen den

Streuvektor g (Abb. 4.23) zeigt eine starke Verinderung der Partikelgréfe.
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Abb. 4.23: Zeitliche Verdndung der winkelabhéngigen Diffusionskoeffizienten der Probe PLSA9 ohne Eisenoxidbeladung

Bei groflen q-Werten bzw. Winkeln ist eine Erhéhung des Diffusionskoeffizienten zu sehen.
Dies ist dadurch zu erkldren, dass die Vesikel deutlich kleiner werden, weil Polymermolekiile
aus den Vesikeln diffundieren. Bei kleinen Winkeln hingegen kann eine Verringerung des
apparenten Diffusionskoeffizienten beobachtet werden, was auf Aggregation hindeutet.

Bringt man Eisenoxidnanopartikel in die Schale der Vesikel, erhoht dies die Hydrophobizitit
der Membran, denn Polymerketten konnen nicht ohne weiteres aus der Membran
diffundieren, da sie an die hydrophoben Eisenoxidpartikel gebunden sind.

Die winkelabhingige Lichtstreumessung zeigt bei 4%Fe-Beladung (Abb. 4.24) (w% bezogen
auf den Polymeranteil) immer noch die Aggregation von Polymervesikeln, allerdings nicht

mehr die Verkleinerung der Partikelradien bei hoheren Winkeln.
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Abb. 4.24: Zeitliche Verdndung der winkelabhéngigen Diffusionskoeftizienten der Probe PLSA10 mit 4w% Fe-Np-Beladung

Belddt man die Vesikel mit 16% Eisenoxid, zeigt sich kaum eine Verdnderung der

Partikeldiffusionskoeftizienten (Abb. 4.25).
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Abb. 4.25: Zeitliche Verdndung der winkelabhéngigen Diffusionskoeftizienten der Probe PLSA12 mit 16w% Fe-Np-Beladung



Die verbleibende Anderung ist damit zu erkliren, dass immer noch Vesikel vorhanden sind,
die kein oder sehr wenig Eisenoxid enthalten. Steigert man die Eisenkonzentration auf 50%
im Verhéltnis zum Polymer, entstehen immer noch sehr einheitliche Vesikel. Hier zeigt sich
keine Verdnderung der Lichtstreuungsdaten, weder winkelabhingig noch im p,-Wert bei 90°
(Abb. 4.26). Dies ldsst sich damit begriinden, dass Eisenoxid gleichmifBig in der Schale
verteilt ist und keine Diffusion von Polymerketten aus der Membran erlaubt. Diese Vesikel

sind iiber Monate stabil.
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Abb. 4.26: Zeitliche Verdandung der winkelabhangigen Diffusionskoeffizienten der Probe R232 mit 50w% Fe-Np-Beladung

Aufgrund des niedrigen Kontrastunterschieds des Polypropylenoxids zum Wasserfilm im
Cryo-TEM konnten nur beladene Vesikel visualisiert werden. Man sieht in Abb. 4.27
ausschlieBlich die Eisenoxidnanopartikel. Da diese in Wasser nicht stabil sind, miissen sie

durch das Polymer stabilisiert sein.
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Abb. 4.27: Cryo-TEM Aufnahmen der Probe R232 mit 50w%Fe-NP Beladung (links)
Verkippung um 35° offenbart dreidimensonale Hohlkorperstruktur (rechts)

Das linke TEM Bild zeigt ein Vesikel mit einer ,,Fehlstelle® an der kein Eisenoxid vorhanden
ist. An dieser Stelle fehlt sowohl in der im Vordergrund als auch in der im Hintergrund
liegenden Schale das Eisenoxid. Dreht man nun das Grid im Elektronenstrahl um 35°,
verschwindet das Loch scheinbar. Durch die drei dimensionale Form der Vesikel schiebt sich
das Eisenoxid der im Vordergrund liegenden Schale {iber das Loch. Man kann daher nicht
mehr durch das Vesikel hindurch schauen. Dadurch wird die vesikuldre Struktur dieser

Partikel bestétigt.



4.4.3.2 Pluronic®-L121-COOH

Auch bei dem mit Bernsteinsdureanhydrid funktionalisierten L121 verdnderte sich die Grof3e

innerhalb von 24 Stunden von 59 nm auf 89 nm (R244, Tab. 33).

Tab. 33: Zeitliche Verdnderung der DLS-Radien mit unterschiedlicher Beladung

Probe Fe-NP Herstellung +24h +4d +7d
(W%) Rn b2 | Ry | p2 Rn p2 Rn p2
R244 0 59 10,09|73]10,09| 86 0,1 89 0,1
R245 4 72 10,1378 [ 0,13 | 84 0,14 85 (0,12
R234 16 72 10,09 71 0,11 71 0,08

THE/P: 10g/L L121-COOH, Flussrate H,O=10ml/min; Flussrate THF/P=1,5ml/min; cqs=0,1g/L
Ry 00:: Apparenter hydrodynamischer Radius bei 90° aus dynamischer Lichtstreuung
Interessanterweise wurde hier der Radius grofer. Wie bereits in der Theorie erwéhnt wurde,
fiihrt die Carboxyendgruppe zu einer Elongation der Polymerkette. Die hydrophile
Kopfgruppe hat dadurch einen geringeren Platzbedarf und fiihrt zu einer bevorzugten
Lammellenbildung mit niedriger Kriimmung. Bei kleineren Vesikeln ist diese Kriimmung
deutlich stdrker als bei groBeren Vesikeln und erkldart die Verdnderung hin zu groBeren

Partikelradien (Abb. 4.28).
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Abb. 4.28: Zeitliche Verdnderung der winkelabhéngigen Diffusionskoeffizienten der Probe 244 ohne Fe-NP-Beladung



Trotz der verdnderten Eigenschaften kann man in 7ab. 32 deutlich erkennen, dass bei
Einlagerung von Eisenoxidpartikeln die GroBenverdnderung abnimmt. Bei einem Eisengehalt
von 16% verdndern sich auch diese Polymersomen nicht mehr mit der Zeit. Sie weisen im
Vergleich zu den unmodifizierten Vesikeln einen etwas groferen Radius auf. Auch die
winkelabhéngige Auftragung der Diffusionskoeffizienten bestétigt die Stabilitdt der Vesikel
bei Beladung mit 16%-Eisenoxid-Beladung (Abb. 4.29).
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Abb. 4.29: Zeitliche Verindung der winkelabhéingigen Diffusionskoeffizienten der Probe R234

mit 16% Fe-Beladung
Die Cryo-TEM Aufnahme der mit 16w% Eisenoxid beladenen Probe R234 bestétigen
ebenfalls die vesikuldre Struktur (Abb. 4.30). Man erkennt ein sphirisches Partikel mit
gleichmiBiger Eisenoxidnanopartikelverteilung. Bei diesem Vesikel fehlt an einer Stelle
(roter Pfeil) das Eisenoxid im Fokusbereich und daher sieht man nur eine Doppelschicht mit

Eisenoxid in der Vesikelschale im ,,Hintergrund*.
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Abb. 4.30: Cryo-TEM-Aufnahme der Probe R234 mit
16w%-Fe-Beladung
Der rote Pfeil markiert den Hohlraum des Vesikels

Kugelformige mizellare Strukturen ohne Hohlraum koénnen auch hier ausgeschlossen werden,
denn diese miissten in der Mitte des Partikels einen deutlichen Kontrastanstieg zeigen. Hier
miisste der Elektronenstrahl einen erheblich lingeren Weg durch das Partikel zuriicklegen.

Der innere Raum kann also nicht mit Eisenoxid-Nanopartikeln gefiillt sein.



4.4.3.3 Konzentrationsabhdngige Stabilitiit der Pluronic®-Vesikel

Die kritische Mizellenkonzentration von Polymeren ist ein Parameter der die Strukturbildung
beschreibt. Liegt diese sehr niedrig, bilden sich mizellare Strukturen sehr friih. (Kap. 2.1).

In Abb. 431 ist eine typische CMC Messung von PLSA9 zu sehen, die mit der
Lichtstreuanlage durchgefiihrt wurde. Man kann die cmc am Schnittpunkt der beiden Geraden
erkennen. Hier haben sich alle Partikel aufgelost und es tritt keine weitere
GroBenverdnderung in der Losung auf. Die cmc liegt bei etwa 0,017 g/L und ergibt sich aus

dem Schnittpunkt der zwei Geraden.
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Abb. 4.31: cmc-Bestimmung der Probe PLSA9 durch Auftragung der konzentrationsunabhédngigen Streuintensitit gegen die
Konzentration

Der Messwert von 0,017 g/L liegt etwas iiber dem Literaturwert von 0,0114 g/L. Dies kann
durch die unterschiedlichen Messmethoden erklirt werden.
Bei 16% Eisenoxid verringert sich die cmc auf 0,0045 g/L und ist damit vier mal niedriger als

bei den unbeladenen Vesikeln (Abb. 4.32).
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Abb. 4.32: cmc-Bestimmung der Probe PLSA12 durch Auftragung der konzentrations-unabhéngigen Streuintensitét

gegen die Konzentration

Das Ergebnis erklért auch, warum sich die mit Eisenoxidnanopartikeln beladenen Vesikel viel

langsamer verdndern als die unbeladenen Vesikel.

Bei den Vesikeln mit 50% Eisenoxidgehalt ist keine CMC mehr messbar. (Abb. 4.33).

Deswegen verdandern sich diese Vesikel iiberhaupt nicht mehr und sind iiber mehrere Monate

stabil.
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4.5 Pluronic® und PB-PEO Vesikel im Vergleich

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl Vesikel aus PB-PEO Di-
Blockcopolymeren als auch PEO-PPO-PEO Triblockcopolymeren kontinuierlich hergestellt
werden konnen. Aufgrund der unterschiedlichen Eigenschaften wie Loslichkeit(cmc),
Blockzusammensetzung etc. mussten die Bedingungen im Mikromischer an das jeweilige
Polymer angepasst werden. Das hier verwendete Polybutadien-Polyethylenoxid hat ein
deutlich hoheres Molekulargewicht. Dadurch verlangsamt sich der Prozess der
Selbstorganisation und die Mischzeiten miissen relativ lang gewéhlt werden. Dies fiihrt dazu,
dass man sehr niedrige Flussraten einstellen muss. Die Polymere bilden im ersten Schritt
Mizellen, die durch Kollision anschlieBend wachsen miissen. Diese Mizellen besitzen einen
viel groBBeren Radius, was die Diffusion deutlich verlangsamt und die Wahrscheinlichkeit auf
eine Kollision sinken ldsst. Es ist daher auch verstindlich, warum die Polybutadien-
polyethylenoxid Polymere bei symmetrischen Flussbedingungen gemischt werden miissen.
Die sonst auftretenden Turbulenzen beschleunigen den Mischungsvorgang und fiihren
ausschlieBlich zur Entstehung von Mizellen.

Im Falle des Triblockcopolymers L121 ist verlduft die Vesikelbildung leicht abweichend von
dem des PB-PEO Polymers. Nachdem der Bereich der guten Loslichkeit des hydrophoben
Blocks verlassen wurde und sich die Polymere selbst organisieren, kann sich theoretisch
sofort eine Doppelschicht ausbilden. Diese kann direkt durch Anlagerung einer Polymerkette
weiter wachsen ohne den Umweg iiber Mizellen zu nehmen. Dadurch wird die
Vesikelbildungszeit im Vergleich zum Diblockcopolymer erheblich verkiirzt. Hier wird eine
sehr schnelle Mischzeit notwendig, da ansonsten die Vesikel sehr grol werden wiirden.
Pluronic®-L121 ist dafiir bekannt, riesige Doppelschichten aufzubauen und letztendlich
auszufallen. Dies konnte auch beobachtet werden, wenn bei zu niedrigen Flussraten gearbeitet
wurde (< 4 ml/min).

Auch im Vergleich mit ihrer Beladungsfahigkeit unterscheiden sich die Polymere erheblich.
Wihrend die Schale der Polybutadienvesikel destabilisiert wird, kann die L121-Membran
deutlich verstirkt werden.

Im Falle der PB-PEO-Vesikel vergroBert die Einlagerung den hydrophoben Block und fiihrt
zu einer Destabilierung der Membran. Dies ldsst sich vor allem in den TEM-Aufnahmen von
den Vesikeln mit hoher Konzentration an QuantumDots beobachten. Die Polymere bilden
keine einfache Doppelschicht aus, sondern verschmelzen zum Teil mit anderen Vesikeln und

bilden eine Art ,,Multivesikel.



L121 weist eine relativ hohe kritische Mizellenkonzentration (cmc) auf. Dadurch sind reine
Vesikel aus L121 fragil und weisen keine grole Langzeitstabilitdt aus. Bereits nach einem
Tag ist die GroBenverteilung der Vesikel anders und verdndert sich auch weiterhin. Belddt
man diese Membran mit sehr hydrophoben Eisenoxid-Nanopartikeln, erhoht dies die
Hydrophobizitit der Membran. Die cmc sinkt und erhoht so ebenfalls die Stabilitdt der
Vesikel. Die Temperaturabhingigkeit der cmc, die ebenfalls fiir die Stabilitit der Vesikel

verantwortlich ist, wird in einer parallelen Arbeit von R. Bleul untersucht.



5 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden Fragestellungen zur Selbstorganisation amphiphiler
Polymere in Mikromischern untersucht. Zwei Polybutadien-b-Polyethylenoxid Copolymere
PBi30-PEOgs und PB4EOg mit jeweils zwei unterschiedlichen Endgruppen und das Triblock
Copolymer PEOs-PPOgs-PEOs Pluronic®-L121 wurden im Mikromischer auf ihre
Selbstorganisation untersucht. Alle untersuchten Polymere konnen im selektiven
Losungsmittel Wasser fiir PEO, Vesikel mit einer Doppelschicht und innerem wassergefiillten
Kern ausbilden. Die kontinuierliche Beladung dieser Polymer-Hohlkugeln wurde ebenfalls

behandelt.

In vorherigen Arbeiten wurden verschiedene Préparationsmethoden der PB-PEO-
Polymersomen untersucht. Die Cosolvent-Methode erwies sich dabei als besonders
vielversprechend und bildet die Grundlage der Synthese von Polymersomen in
Mikromischern (vgl. Abbildung 5.1a).

Es wurden drei verschiedene Mikromischer auf ihre Fihigkeit, Polymersomen herstellen zu
konnen, untersucht. Zwei dieser Mikromischer beruhen auf dem Prinzip der interdigitalen
Multilamination und zwar der SIMM (Schlitz-Interdigital-MikroMischer) und der SFIMM
(SuperFocus-Interdigital-Mikromischer) vom Institut fiir Mikrotechnik (IMM Mainz GmbH).
Der dritte Mikromischer, es handelt sich hierbei um den gleichfalls vom IMM hergestellten
CPMM (CaterPillar-Mikromischer), beruht auf dem SAR-Prinzip (Split-and-Recombine).

In den Mischern wurden Losungen amphiphiler Blockcopolymere in THF mit dem fiir PEO
selektiven Losungsmittel Wasser kontinuierlich gemischt. Dabei konnte durch Anderungen
der Bedingungen wie Konzentration, Flussratenverhéltnisse, Flussraten,
Losungsmittelgemische oder Mischerarchitektur Einfluss auf die Selbstorganisation der
Polymere genommen werden. Die dynamische und statische Lichtstreuung wurde als
Ensemblemethode gewéhlt, um die erfolgreiche Synthese von selbstorganisierten Strukturen
zu zeigen. Die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) bzw. dessen kryogene Variante
(Cryo-TEM) wurden als bildgebendes Verfahren ausgewihlt.

Polybutadien-b-Polyethylenoxid Polymersomen konnten aus reinem Losungsmittel THF in

Mikromischern nicht hergestellt werden. Die im Verlauf des Mischens entstehenden



Losungsmittelgemische, mit idealen Eigenschaften fiir eine freie Selbstorganisation
(Abbildung 5.1a zwischen Start und Stop), sind dann nur iiber eine kurze Zeitspanne

vorhanden.

Reine Losungsmittelansitze erfordern asymmetrische Flussbedingungen im Mikromischer,
damit der verbleibende THF-Gehalt gering genug ist, um ungewiinschte
Strukturverdnderungen nach Austritt aus dem Mikromischer zu vermeiden. Durch diese
Asymmetrie im Profil werden sehr kurze Mischzeiten erzielt. Dadurch lassen sich kinetisch
eingefangene Strukturen erzeugen, die Einblick in den Mechanismus der Selbstorganisation
geben. Die vom PB;30-PEO¢s bevorzugte Vesikelbildung wird nicht erhalten. Es entstehen nur
sphérische Mizellen ohne hydrophilen Hohlraum. Diese Mizellen sind kinetisch eingefangene

Zwischenstufen der Vesikelbildung.

Die Startbedingungen wurden in soweit gedndert, dass Asymmetrien im Flussprofil
vermieden werden. Dazu wurde die Menge an Wasser der THF-Losung zugesetzt, die es
ermdglichte, symmetrische Mischbedingungen zu nutzen und damit auch bessere Kontrolle
ausiiben zu konnen. Unterschiedliche Mischerarchitekturen haben Einfluss auf die Grofe der
gebildeten Polymersomen.

Dabei zeigen Mischerarchitekturen, die eine kurze Mischzeit ermdglichen kleine
Polymersomen, wogegen Mischer mit ldngeren Mischzeiten gro3ere Polymersomen ergeben

(siche Abbildung 5.1¢ links ).

Auch die Flussgeschwindigkeiten der jeweiligen Strome sind mafBigeblich fiir die GroB3e der
selbstorganisierten Strukturen. Schnelle Flussraten fiihren bei allen Mischerarchitekturen zu
kiirzeren Mischzeiten. Kleinere Zeiten lassen folglich auch nur kleinere PartikelgroBen zu. Je
langsamer die Flussrate, desto groBBer werden die geformten Vesikel (Abbildung 5.1c rechts).
Die Anderung der Flussraten liefert also einen sehr einfachen Weg, um kontrolliert und
kontinuierlich Polymersomen mit einer bestimmten Gréfe zu erhalten. Durch die
gleichbleibenden Bedingungen im Mikromischer haben die erzielten Polymersomen auch eine

sehr niedrige Polydispersitét.
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a) Konzentration des selektiven L6sungsmittels in der Polymerphase

Selbstorganisation
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Abb. 5.1: Vereinfachte schematische Darstellungen der Selbstorganisation amphiphiler
Block Copolymere in Mikromischern
a) Auslosung / Abbruch der Selbstorganisation durch Verdnderung der Losungsmitteleigenschaften
b) Vereinfachtes Flussprofil in der Mikromischerkammer
c) GroBenabhéngigkeit der selbstorganisierten Nanopartikel im Mikromischer bei Verdnderung
der Flussrate (rechts) bzw. der Losungsmittelbedingungen (links)
Auch die Konzentration von PB-PEO in der THF-Phase hat einen Einfluss auf die
Selbstorganisation. Niedrigere Konzentrationen vergroern den Abstand zwischen den
gelosten Polymerketten und verlingern die bendtigte Zeit um vorgegebene Strukturen zu
bilden. Bei symmetrischen Flussbedingungen und Justierungen auf die richtige Konzentration
kann der Ubergang von sphédrischer Mizelle zu Vesikel beobachtet werden. Dabei entstanden
anisotrope Polymerpartikel ohne Doppellagenmembran, welche sich durch Untersuchung mit

Cryo-TEM als scheibenartige Mizellen herausstellten. Ein in der aktuellen Forschung



diskutierter Mechanismus der Vesikelbildung schligt als Ubergangszustand die Scheibe
vor. Daher kann die Scheibe als Ubergangszustand auch fiir die Block-Copolymere PBi3o-
PEOgs und PB40-PEO¢, favorisiert werden.

Die Beladung von Polymersomen mittels Mikromischer wurde ebenso untersucht. Dabei
stand vor allem die hydrophobe Beladung im Mittelpunkt, die der Prédparation mittels
Filmrehydration vorbehalten war. Durch Zugabe von hydrophoben Partikeln wie stark
fluoreszierenden Quantum Dots oder superparamagnetischen Eisenoxidpartikel sollten
multifunktionelle Polymersomen kontinuierlich dargestellt werden. Durch die hohe
Mischgeschwindigkeit ist es moglich, diese Partikel mittels Cosolvent-Methode in die
Membran einzulagern. Durch kurze Mischzeiten konnte die Ausfdllung stark hydrophober
Partikel im Mikromischer vermieden werden. Stattdessen werden sie in die Polybutadien-

Membran eingebaut und stabilisiert.

Aufgrund besserer Biovertraglichkeit und Zugénglichkeit wurde auch die Selbstorganisation
von Pluronics®-L121 in Mikromischern untersucht. Polymersomen aus L121 wurden bisher
nur per Filmrehydration oder Elektroformation hergestellt. Im Cosolvent-Verfahren war eine
Herstellung bisher nicht moéglich, da L121 zu groer Lamellenbildung neigt und schnell
ausfdllt. Trotzdem konnten Mischbedingungen gefunden werden, bei denen sich
Polymersomen mit niedriger Polydispersitit kontinuierlich produzieren lieBen. Durch
Verdnderung  der  Endgruppe  mittels  Bernsteinsdureanhydrid ~ werden  die
Modifizierungsmoglichkeiten erleichtert. Mit dem so entstandenen Polymer konnen ebenfalls
Polymersomen kontinuierlich im Mikromischer hergestellt werden. Die L121 Vesikel sind
allerdings =zeitlich instabil und verlieren die im Mikromischer erreichte niedrige

Polydispersitdt innerhalb weniger Tage.

Auch die Beladungsmoglichkeiten fiir von L121 mit Eisenoxid-Nanopartikeln und Quantum
Dots wurden untersucht. Es gelang hier ebenfalls eine kontinuierliche Beladung dieser
Hohlkugeln sowohl mit QDs als auch USPIOs.

Interessanterweise fiihrte diese hydrophobe Beladung von Pluronic®-Polymersomen mit
Quantum Dots oder Eisenoxidnanopartikeln zu einer Stabilisierung der flexiblen Membran. Je
hoher die Konzentration eingelagerter hydrophober Partikel ist, desto niedriger ist die

zeitliche Verdnderung der Partikelradien.
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5. Zusammenfassung und Ausblick 1
Auch die cme des Polymers L121 verringert sich merklich. Dabei wird die cmc umso
niedriger, desto hoher die hydrophobe Beladung ist. Trotz der starken Hydrophobizitét setzt

auch nach Wochen weder Fallung noch Veridnderung der Partikelgrof3e ein.

Abbildung 5.2 zeigt den schematischen Aufbau der verwendeten Mikromischeranlage. Dabei
kann zwischen den untersuchten drei Mikromischern gewéhlt werden. Hydrophile und
hydrophobe Beladungen konnen den Startlosungen zugesetzt werden. Es entstehen schlie8lich

kontinuierlich multifunktionelle Polymersomen.

A Thermostatisiertes
Bad

Hydrophile
Beladung

Schlitzinterdigital
Mischer SIMM-V2

Beladung
(2.B.: Farbstoffe,

Quantum Dots, Hydrophobe ™
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Abb. 5.2: Schematische Herstellung und Beladung von Polymersomen mittels Mikromischeranlage
mit drei verschiedenen Mischerarchitekturen:
Schlitzinterdigitalmikromischer (SIMM)
Superfocusinterdigitalmikromischer (SFIMM)
CaterPillar/Raupenmischer (CPMM)



Ausblick

Die vorgestellte Herstellung und Beladung amphiphiler Polymerpartikel im Mikromischer
liefert einen einfachen und kontinuierlichen Zugang zu wunterschiedlich groflen
selbstorganisierten Strukturen.

Anhand des Modellsystems PB-PEO, welches sich leicht mittels TEM und DLS analysieren
lasst, konnte der erfolgreiche Syntheseweg auf ein anderes Polymersystem iibertragen
werden. Wie auch beim PBj3-PEOg¢ kann der Mechanismus der Selbstorganisation von
weiteren Polymersystemen untersucht werden.

Fiir ein spezifisches Polymer konnen im Mikromischer unterschiedlich groflie Strukturen
erhalten werden. Anhand von Zelltests lieBe sich die am besten vertrdgliche Struktur
ermitteln. Dies ermdglicht bei spédterer Anwendung im biomedizinischen Bereich
unerwiinschte Wirkungen reduzieren zu kdnnen.

Die groBen Variationsmdglichkeiten, die sich allein durch die Anderung der Monomere bei
Polymeren ergeben, konnen vielfdltige Polymersomen mit spezifischen Eigenschaften liefern.
Diese reichen von hoher bis niedriger Membranpermeabilitét iiber stimuli-responsive bis hin
zu magnetischen und fluoreszierenden Féhigkeiten. Die einfache und kontinuierliche
Synthese unterschiedlicher Partikel amphiphiler Systeme bietet eine wichtige Grundlage fiir
weitreichende Anwendungen als Nanoreaktoren, Kontrastmittel oder multifunktionelle
Wirkstofftrager sowohl in der Forschung als auch in der Industrie.

Die Biovertraglichkeit und einfache Verfiigbarkeit von PEO-PPO-PEO machen dieses System
zu einem vielversprechenden Vertreter fiir biomedizinische Anwendungen. Mit weiterer
Funktionalisierung durch Farbstoffe/Targeting-Liganden und sowohl hydrophiler als auch
hydrophober Beladung von Wirkstoffen, stellen sich die Pluronic®-L121-Polymersomen als
hoch interessantes System dar mit breiter Anwendungsperspektive im medizinisch-
biologischen Umfeld. Bei gleichzeitiger Beladung mit Wirkstoffen und magnetischen
Partikeln konnte sich durch Anlegen magnetische Felder die Freisetzung gezielt steuern

lassen und ebnet den Weg zur Anwendung in der Theranostik.



6 Experimenteller Teil

6.1 Vesikelpriparation

Alle Losungen wurden mit destilliertem, entionisiertem Wasser aus einer Milli-Q-Anlage von
Satorius prépariert. Tetrahydrofuran wurde von Merck, Acros oder Fluka in p.a. Qualitdt
bezogen und durch Destillation vom enthaltenen Stabilisator befreit. Die verwendeten Filter
stammen von Millipore.

Das verwendete PB;390-PEOgs-H bzw. PB;39-PEOgs-COOH (1A/1B, vgl. Theorie) wurden von
M. Maskos durch anionische Polymerisation synthetisiert, charakterisiert und zur Verfiigung
gestellt. Das zweite PB;g-PEOg-COOH wurde ebenfalls durch anionische Polymerisation
hergestellt, allerdings ein anderer Initiator verwendet. Pluronic® L121 (Sigma Aldrich) wurde
ohne weitere Aufarbeitung verwendet. L121-COOH wurde durch Kopplung von L121 und
Bernsteinsdureanhydrid ~ hergestellt und  mittels Dialyse von  iiberschiissigem
Bernsteinsdureanhydrid in THF befreit. Das THF wurde durch Destillation entfernt und das

Polymer im Hochvakuum getrocknet.

6.1.1 Batch

Eine Stammldsung mit 10mg/ml des jeweiligen Polymers in THF wurde hergestellt und
filtriert (LG-F, 0,2 um). In einem Rundkolben mit Riihrfisch wurden 1,6 ml THF vorgelegt
und 0,5 ml dieser 1B-Stammldsung zugesetzt (entspricht 5 mg Polymer in 2,1 ml THF). Unter
Riihren wurde 5 mL Wasser

kontrolliert mittels einer Spritzenpumpe (Bioblock Scientific) mit einer Geschwindigkeit von
9,9 ml/h zudosiert. Nach beendeter Wasserzugabe standen die Proben offen bis das THF
vollstindig abgedampft war (Geruchs- und

Gewichtskontrolle). Durch Wiegen wurde die Polymer-Endkonzentration bestimmt.

6.1.2 Vesikelvernetzung

Zur Vernetzung wurden die Polymerlosungen in Glasgefiaen gut verschlossen zum Versand
verpackt. Es wurde darauf geachtet, dass die Konzentrationen der Losungen nicht iiber

1,5 g/L lag, da ansonsten eine Féllung beobachtet werden konnte.



Bei der Firma Isotron Deutschland GmbH (Firmensitz: Kesselbodenstr. 7, D-85391
Allershausen) wurden die Proben mit einer Durchschnitts-Dosis von 60 kGy mittels Co®

Quelle bestrahlt und anschlieBend zuriickgeschickt.
6.1.3 Mikromischer

6.1.3.1 Ansetzen der reinen Polymerlésungen

Das jeweilige Polymer wurde vor Verwendung im Vakuum getrocknet. AnschlieBend wurde
es abgewogen und dann mit destilliertem THF geldst. Vor der Verwendung im Mikromischer

wurde es mit einem Milex LCR 5 pum Filter von Staub oder anderen Partikeln befreit.

6.1.3.2 Polymergemische

Zunidchst wurde das Polymer in reinem THF wie oben prépariert und anschlieBend mit
Wasser auf das gewiinschte Verhiltnis langsam verdiinnt. Dabei wurde beachtet, dass die

Losung weder eine hohe Viskositit noch eine starke Triibung aufwies.

6.1.3.3 Polymerlosungen mit hydrophober Beladung

Die QuantumDots QD2 wurden von Michaela Wagner, Arbeitskreis Prof. Basché wie in [87]
beschrieben synthetisiert. Die QD2 tragen Olsiure und Oleylamin als hydrophobe
Oberflachenliganden, waren aus einem Kern mit vier Schalen CdS und einer AuBlenschale
ZnS aufgebaut und in Chloroform gelost. Durch Trocknung und anschlieBender
Resolubilisierung wurden sie in THF iiberfiihrt.

Die Quantum Dots von Can (Hamburg) wurden direkt in Hexan geliefert und wie QD2 in
THF tiberfiihrt.

Eisenoxidnanopartikel wurden als Ferrofluid (Eisenoxidnanopartikel in Mineral6l 80w%) bei
supermagnete.de bestellt. Durch Zugabe von THF und anschlieBender Dialyse wurde das
Mineralol entfernt. Die THF Losung war stabil und keine Fillung bzw. Trilbung ist
aufgetreten. Durch Trocknung wurde der Feststoffgehalt gravimetrisch bestimmt.

Den Polymerlosungen aus reinem THF wurden bei Beladung mit Quantum Dots oder
Eisenoxidnanopartikeln in THF diese direkt in die Losung getropft.

Bei den Polymeren in Losungsmittelgemischen wurde zunédchst das Beladungsagens in der

gewlinschten Menge zugesetzt und anschlieBend das Wasser zudosiert.



6.1.3.4 Partikelsynthese im Mikromischer

Die Forderung der jeweiligen Losungen erfolgte mit zwei HPLC-Pumpen von Knauer. Die
Pumpenkopfe waren aus Keramik, um diese auch mit aggressiveren Losungen bzw. Reinigern
betreiben zu konnen.

Zur Wahl standen drei verschiedene Mikromischer des Instituts fiir Mikrotechnik Mainz
(IMM). Der SIMM (Schlitz Interdigital Mikromischer) mit interdigitalem Mischprofil, der
SFIMM (SuperFocusInterdigitalMikromischer) mit vergleichs-weiser hoher
Kompressionsrate und zuletzt der CPMM (CaterPillar Mikromischer) der ein ,,Split and
Recombine“~-Mischprofil erzeugt.

Alle Mischversuche wurden in einem Thermostat-Bad von Huber (Huber MPC-K12) bei
kontrollierter Temperatur durchgefiihrt.

Vor jeder Synthese im Mikromischer wurden die Pumpen auf Ungenauigkeiten der Flussrate,
die Mischer auf Verstopfung und die Schlduche auf Verunreinigungen gepriift.

Nachdem man beide Pumpen mit der jeweiligen Flussrate gestartet hatte, wurden 3,5 ml an
eluierter Probe verworfen und anschliefend in Schraub-deckelglidsern aufgefangen.
Polybutadienvesikel wurden zum Abdampfen bei Raumtemperatur stehen gelassen, bis in der
Probe kein THF mehr vorhanden war (Geruchs- und Gewichtskontrolle).

Durch die zeitliche und thermische Instabilitidt der Pluronicvesikel wurde das THF bei den
L121-Proben im Rotationsverdampfer bei 30°C innerhalb einer halben Stunde abgedampft
und direkt in der Lichtstreuung vermessen.

Bei allen Proben wurde darauf geachtet, dass keine Fillung beobachtet werden konnte.

Die Proben R232 (Pluronic®-L121 mit 50w% Eisenoxid) und R234 (L121-COOH mit 16w%
Eisenoxid) wurden von R.Bleul analog zu den beladenen L121-Proben PLA/PLB im CPMM
Mikromischer hergestellt und zur Verfiigung gestellt.
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6.2 Charakterisierung

6.2.1 Elektronenmikroskopie

Die Elektronenmikroskopieaufnahmen wurden an zwei verschiedenen Mikroskopen
durchgefiihrt.

Vernetzte Proben wurden vorwiegend mit einem EM420 von Philips mit 120 kV
Beschleunigungsspannung gemessen und mit einer CCD-Kamera festgehalten.

Alle Cryo-TEM Aufnahmen und einzelne getrocknete bzw. vernetzte Proben wurden an
einem Tecnai F12 von Fei mit 120 kV Beschleunigungsspannung gemessen. Die EDX-
Aufnahmen erfolgten an einem Tecnai 300 von Fei mit 300kV Beschleunigungsspannung.

Fiir die Vitrifizierung der cryogenen TEM-Proben wurde ein Vitrobot (FEI)

zu Hilfe genommen. Auf die Grids (Quantifoil ‘Holey Carbon Films® R2/1), die zuvor im
Plasma-Ofen fiir 45 s im Argon-Sauerstoff-Strom gereinigt wurden, wurde 5 pL. der Probe
aufgetragen.

Die atmosphérischen Bedingungen lagen in der Priparationskammer bei 20°C und 90-100%
Luftfeuchtigkeit.

Das Schockgefrieren der Probe erfolgte in kondensiertem Propan unter Kiihlen mit fliissigem

Stickstoff.

6.2.2 Lichtstreuung

Die Lichtstreu-Messungen wurden an einer Anlage der Firma ALV GmbH durchgefiihrt. Die
eine Anlage besteht aus einem Helium-Neon Laser (JDS

Uniphase, A=632,8 nm, P=22 mW), einem Goniometer (ALV, CGS-3) mit acht Single-
Photon-Detektoren (SO-SIPD), einem Thermostat (Haake, C25P) und zwei Multiple-Tau
Realtime Digital Korrelator (Multiple Tau Correlator ALV-7004) fir jeweils 4
Korrelationsfunktionen.

Die dynamischen Messungen wurden in einem Winkelbereich von 26° bis 152° in 8°-
Schritten durchgefiihrt. Das zur Auswertung verwendete, arbeitskreisinterne Fitprogramm
basiert auf dem Simplex-Algorithmus (Simplexe Version 3.2, bzw. HDRC Version 5.1). Zur
Bestimmung des Kumulanten p2 wurde jeweils fiir die Daten der 90°-Messung ein
Kumulantenfit [at+b*exp(-x/c+d*x?)] verwendet. Zur Bestimmung des
Diffusionskoeffizienten D,,, wurde ein biexponentieller Fit [at+b*exp(-x/c)+d*exp(-x/e)]

verwendet, und die winkelabhéngigen Ergebnisse anschlieend fiir g—0 extrapoliert.



Im Folgenden wird eine beispielhafte Auswertung der dynamischen Lichtstreuung anhand der

Probe XB-292-1 durchgefiihrt. Diese Methode wurde fiir alle DLS-Ergebnisse durchgefiihrt.

Zunéchst wurden vier Korrelationesfunktionen bei insgesamt 16 Winkeln gemessen.

Die vier Korrelationsfunktionen eines Winkels wurden anschlieBend gemittelt (Abb. 6.1)
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Abb. 6.1: Mittellung vier Korrelationsfunktionen eines Winkels
Im Anschluss wurde diese Korrelationsfunktion der Probe bei einem Winkel Bi-exponentiell

gefittet. Aus diesem ergab sich der apparente Diffusionskoeffizient bei diesem Winkel (Abb.
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6.2: Bi-exponentieller Fit zur Bestimmung des Diffusionskoeffizienten aus der gemittelten Korrelationsfunktion und zugehoriges

einzelnen

Residuum

ermittelten Diffusionskoeffizienten konnte

eine

Regressionsgerade auf q=0 erstellt wurden. Mit q=0 erhdlt man den z-gemittelten

Diffusionskoeffizienten und iber die

hydrodynamischen Radius (siche Kap. 3).

Stokes-Einstein-Gleichung aus diesem den
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Abb. 6.3: Ermittlung des z-gemittelten Diffusionskoeffizienten
durch lineare Regression auf q=0

Die statischen Messungen wurden in einem Winkelbereich von 25° bis 152° in 1°- bzw. 5°-
Schritten durchgefiihrt und mit der Software ALV Statik Version 4.25 ausgewertet. Die
verdiinnten Vesikellosungen wurden durch geeignete Filter (LCR/LH mit 0,45 pm bzw. LS

mit 5 um Poren) in staubfreie Kiivetten filtriert.

6.2.3 CMC-Messungen

Die Messung der kritischen Mizellenkonzentration (cmc) erfolgte mit der
Lichtstreuungsanlage. Die Bestimmung der cmc wurde durch Auftragung der Countrate bei
90° gegen die Konzentration bestimmt. Um den durch die Verdiinnung bedingten Abfall der
Countrate zu bereinigen, wurde die Countrate noch mal durch die Konzentration geteilt. Die
cmc wurde dann an dem Punkt bestimmt, an dem die konzentrationsbereinigte Countrate

nicht weiter abfillt, da sich hier die Polymersomen vollstindig aufgeldst haben.
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7 Anhang

Ergianzende Daten

Weitere Ergebnisse des SFIMM mit PB3¢-PEQgs
Auch hohere Konzentrationen fithren nicht zur ausschlie8lichen Entstehung von Vesikeln im
SFIMM. Auch eine Kontrolle {iber die Selbstorganisation ist nicht gegeben und spiegelt sich

in den hohen p,-Werten wider.

Tab. A. 1: Analyse der Partikelsynthese im Superfocus-Mikromischer

Fluss H,O Fluss THF DLS-Radius TEM
Probe . . 2 (90°) .
ml/min ml/min nm Morphologie
SF17 19,2 0,24 20,8 0,1 CAY
SF18 19,2 0,16 23 0,09 S,V
SF19 16 0,2 23 0,09 S,V
SF20 16 0,14 33,5 0,1 CAY
SF21 12,8 0,16 32,5 0,12 CAY
SF22 12,8 0,1 35,6 0,1 S,V
SF23 8 0,1 43,6 0,15 AY
SF24 8 0,06 37,9 0,1 AY
Ausgangslosung: 80 g/L Polymer in THF
<R;,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I/Rh>z" aus dynamischer Lichtstreuung
Morphologie: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe
Tab. A. 2: Analyse der Partikelsynthese im Superfocus-Mikromischer
Fluss H,O Fluss THF DLS-Radius TEM
Probe . . 2 (90°) ]
ml/min ml/min nm Morphologie
SF25 20 0,2 27,4 0,18 s,V
SF26 20 0,1 39,3 0,19 s,V
SF27 16 0,16 414 0,17 S,V
SF28 16 0,08 46,1 0,19 S,V
SF29 12,8 0,12 445 0,20 S,V
SF30 12,8 0,06 44 1 0,18 S,V
SF31 8 0,08 44.6 0,17 s,V
SF32 8 0,04 49,2 0,19 s,V

Ausgangslosung: 100 g/L Polymer in THF
<R;,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I/Rh>z" aus dynamischer Lichtstreuung
Morphologie: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe
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SF22 SF24
SF25 SFE32

Abb. 7.1: TEM-Aufnahmen vernetzter Proben aus den Mischversuchen im SFIMM mit 80 und
100 g/L Polymerkonzentration
Scalebar = 100nm



Verhiltnis der 1,2/1,4-Verkniipfung in Polybutadien

Abbildung 7.2 zeigt das H-NMR-Spektrum des Polybutadien-Precursors.

Aus den

Verhiltnissen der Peakbanden ldsst sich analog zu Forster [1999] ein Verkniipfungsgrad von
88% 1,2- und 12%-1,4-Polybutadien feststellen.
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Abb. 7.2: NMR-Spektrum des Polybutadien-Precursors, anhand der Peakverhéltnisse ergibt sich ein Verhaltnis von 88% 1,2- und 12% 1,4-

Verkniipfung



Pluronics-L121 Modifikation

Abb. 7.3 zeigt die Modifikation des Pluronic-LL121 Polymers mit einer Carboxygruppe. Die
OH-Endgruppe von L121 wird durch Bernsteinsidureanhydrid verestert. Uberfliissiges
Bernsteinsdureanyhdrid wurde mittels Dialyse entfernt. Das IR-Spektrum (Abb. 7.4) zeigt die

erfolgreiche Modifikation mit Bernsteinsdureanhydrid durch die Carbonylbande bei

1700 cm™.
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Abb. 7.3: Veresterung des Pluronic L121 mit Bernsteinsdureanhvdrid
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Abb. 7.4: IR-Spektrum von L121 vor und nach der Modifikation mit Bernsteinséureanhydrid; die Bande bei 1700 zeigt die
Carbonylbande des Bernsteinsdureanhydrids



Fluoreszenzmessung von Vesikeln mit Quantum Dots
Um die Reproduzierbarkeit und Fluoreszenz unter Beweis zu stellen, wurden Quantum Dots

der Firma Can in die Vesikel eingelagert. Die Fluoreszenz dieser Partikel ist in Abbildung

7.5-7.7 zu sehen.

Tab. A. 3: Analyse der PB5-PEQOs-COOH Partikelsynthese im CPMM mit QDs

e Flrlri‘lg}sr’r:?r:e r?rpm H2 Mor-rl)-Egl/logie
Cd9 3,6 34 0,08 S,V
Cd10 1,8 39 0,08 %
Cd11 0,4 43 0,07 %

Flussbed.: Wasser/THF 1:1; Ausgangslosung: 0,5w% QD 2,92 g/L Polymer in THF/H,O (73/27 v%/v%)
<R;,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I/Rh>z" aus dynamischer Lichtstreuung
Morphologie: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe
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Abb. 7.5: Fluoreszenzspektrum der Probe Cd9
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Abb. 7.7: Fluoreszenzspektrum der Probe Cd10
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Abb. 7.6: Fluoreszenzspektrum der Probe Cd11
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Cd9 Cd10

Cdl1

Abb. 7.8: TEM-(oben) und Cryo-TEM-(unten)-Aufnahmen der Proben Cd9-Cd11
Scalebar = 100 nm



Reproduzierbarkeit

Zusatzlich wurde die gleiche Synthese am nichsten Tag fiir eine Flussrate wiederholt. Die
grofiten Fehlerquellen sind gegeben durch Konzentrations-schwankungen und Schwankungen
in der THF-Vormischung. Wenn diese genau eingestellt werden, ist die Reproduzierbarkeit
im Mischer extrem hoch und betrdgt nur wenigen Prozent. Auch die winkelabhingige
Auftragung und die niedrigen pp-Werte zeigen die gute Kontrollierbarkeit der

Selbstorganisation.

Tab. A. 4: Wiederholung der PB;s)-PEQOs-COOH Partikelsynthese im CPMM

Flussrate Ry
Probe ml/min nm H2
Cd10 1,8 39,3 0,08
Cd10w 1,8 39 0,07

Flussbed.: Wasser/THF 1:1; Ausgangslosung: 0,5w% QD 2,92 g/L Polymer in THF/H,O (73/27 v%/v%)
<R;,>: Reziprokwert eines reziproken z-Mittels <I/Rh>z"' aus dynamischer Lichtstreuung
Morphologie: s=Mizelle; v=Vesikel; d=Scheibe
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Abb. 7.9: Winkelabhédngige Auftragung der Diffusionskoeffizienten
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Erginzende TEM-Aufnahmen

Abb. 7.11: TEM-Aufnahme von vernetzten Mizellen bestehend aus dem Polymer
PB 0-PEOy nach Batchsynthese (Scalebar = 100 nm)

XB70-1 XB70-3

XB73-1

Abb. 7.12: Weitere TEM-Aufnahmen der PB)4-PEOg-COOH-Partikel aus dem CPMM nach Vernetzung
(Scalebar entspricht 100 nm)



144 7. Anhang

CPA1l CPA2 CPA3

CPA4 CPAS CPAG6

Abb. 7.13: Weitere TEM-Aufnahmen der PB 3)-PEOgs-Partikel aus dem CPMM nach Vernetzung

CPB1 CPB3

CPB5

200nm
s = — —

Abb. 7.14: Weitere TEM-Aufnahmen der PB3p-PEO¢-COOH-Partikel aus dem CPMM nach Vernetzung
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SIA2 SIA3

SIA4 SIAS

Abb. 7.15: TEM-Aufnahmen der PB3)-PEOg¢-Partikel aus dem SIMM nach Vernetzung

RPA1l RPA2

100nm

Abb. 7.16: TEM-Aufnahmen der PB)3)-PEOg¢-Partikel aus dem CPMM nach Vernetzung
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SFAl SFA2 SFA3

SFA4 SFAS

Abb. 7.17: TEM-Aufnahmen der PB3p-PEOg¢-Partikel aus dem SFIMM bei symmetrischen Flussraten nach Vernetzung

RPB2 RPB3

RPB4 RPB5

Abb. 7.18: TEM-Aufnahmen der PB3p-PEOg-COOH Partikel aus dem SFIMM bei symmetrischen Flussraten
nach Vernetzung
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RT 1323

RT137 RT138

Abb. 7.19: Weitere TEM-Aufnahmen der PB3p-PEOgs-Partikel aus dem SFIMM bei symmetrischen Flussraten und
niedriger Konzentration nach Vernetzung

Abb. 7.20: TEM-Bilder vernetzter Proben aus denen die Scheiben/Vesikel-Statistik erstellt wurde
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XB292-1 XB292-2

XB292-3 XB292-4

Abb. 7.22: Weitere TEM-Aufnahmen der PB)4-PEOg-COOH-Partikel aus dem CPMM nach Vernetzung
(Scalebar entspricht 100 nm)

XB-51-1 XB-S1-2

XB-51-3 XB-S1-4

Abb. 7.21: Weitere TEM-Aufnahmen der PB,s-PEOg-COOH-Partikel aus dem CPMM nach Vernetzung
(Scalebar entspricht 100 nm)
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XB-5146-1

XB-5146-3 XB-5146-4

Abb. 7.24: Weitere TEM-Aufnahmen der PB,4-PEOg-COOH-Partikel aus dem CPMM nach Vernetzung
(Scalebar entspricht 100 nm)

8020-1 8020-2

8020-3 - 8020-4

Abb. 7.23: Weitere TEM-Aufnahmen Eisenoxid-beladenen PB¢-PEO4s-COOH-Partikel aus dem
CPMM nach Vernetzung (Scalebar entspricht 100 nm)
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C6-3

C6-5 C6-6 C6-7

Abb. 7.26: Weitere TEM-Aufnahmen der dual-beladenen PB,-PEOg-COOH-Partikel aus dem CPMM nach
Vernetzung (Scalebar entspricht 100 nm)

GPXB-9
GPXB-6

GPXB-11 GPXB-12 GPXB-14

Abb. 7.25: Weitere TEM-Aufnahmen der QD-beladenen PB-PEO¢-COOH-Partikel aus dem CPMM nach Vernetzung (Scalebar
entspricht 100 nm)



Abkiirzungsverzeichnis

1A Copolymer PBy3;-PEO¢-OH

1B Copolymer PB3p-PEO4-COOH

Abb. Abbildung

Abs. Abschnitt

AFM Rasterkraftmikroskopie

s-BuLi s-Butyllithium

Cy Konzentration x

CdSe Cadmiumselenid

CdS Cadmiumsulfid

CPMM ‘split and recombine‘-Mikromischer

CryoTEM Cryogene Transmissionselektronenmikroskopie

d Durchmesser

D Diffusionskoeffizient

DLS Dynamische Lichtstreuung

DMSO Dimethylsulfoxid

L121 PEO;-PPOg;-PEO;

LS Lichtstreuung

M, Zahlenmittel der Molmasse

M,, Gewichtsmittel der Molmasse

NR Nilrot

PB Polybutadien

PEO Polyethylenoxid

PLA PEO;-PPOg-PEO;

PLB HOOC-PEO;-PPO¢s-PEOs-COOH

PPO Polypropylenoxid

QD Quantum Dot, Halbleiter-Nanokristall

R, Tragheitsradius

Ry, Hydrodynamischer Radius

SIMM Schlitz-interdigital Mikromischer

SFIMM SuperFocus Mikromischer

SLS Statische Lichtstreuung

t-BuP4 N-[[tert-butylimino-bis[[ tris(dimethylamino)-A’-phosphanylidene]amino]-A’-phosphanyl]imino-
bis(dimethylamino)-A’-phosphanyl]-N-methylmethanamin

Tab. Tabelle

TEM Transmissionselektronenmikroskopie

THF Tetrahydrofuran

USPIO-NP Ultra-kleine superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel

XA Copolymer PB4-PEO4-OH

XB Copolymer PB4,-PEO-COOH

ZnS Zinksulfid

w% Gewichtsprozent

v% Volumenprozent
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