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1 Einleitung

Die Chiralitat spielt seit Jahren nicht nur in der Chemie eine groBe Rolle.™™! Im Jahre 1811
wurde die Chiralitdt und damit die optische Aktivitat von Francois Arago entdeckt. Er
beobachtete den Durchgang der Farben im Sonnenlicht entlang einer optischen Achse im
Quarzkristall, der sich in einem gekreuzten Polarisator befand.”? Darauffolgende
Experimente von Jean-Baptiste Biot zeigten, dass die Farben durch die Rotation der
Polarisationsebene von linear polarisiertem Licht zustande kamen. Er stellte fest, dass
einige Quarzkristalle die Schwingungsebene von linear polarisiertem Licht nach rechts
und andere diese nach links drehen. Ebenso entdeckte er auch die optische Aktivitat der
Weinséure, des Camphers und der Saccharose. Nach seiner Entdeckung von zirkular
polarisiertem Licht im Jahre 1824 konnte Fresnel die optische Aktivitét auf verschiedenen
Brechungsindices fir rechts- und linkszirkular polarisiertes Licht zuruckfuhren, welche
wiederum in linear polarisiertes Licht zerlegt werden konnen. Dies fuhrte ihn zur
Annahme, dass die optische Aktivitdt aus einer schraubenférmigen Anordnung der
Molekiile im Medium resultiert und diese inverse Eigenschaften besitzt. Die
vorangegangenen Arbeiten Uber die optische Aktivitat fuhrten Pasteur 1848 zur Trennung
von Kiristallen des Natriumammoniumtartrats.!®! Er fand heraus, dass zwei Arten von
Kristallen im Salz der Weinsaure vorlagen. Er trennte beide Arten unter dem Mikroskop
und stellte fest, dass sie sich wie Bild und Spiegelbild verhielten. Es wurde somit auch die
erste Enantiomerentrennung durchgefiihrt. Beim Losen in Wasser erkannte er, dass die
spiegelbildlichen Kristalle die Ebene von linear polarisierten Lichts um den gleichen
Betrag, aber in entgegengesetzte Richtung drehten. Vermischte er die beiden Kristalle,
war die Losung optisch inaktiv, eine sogenannte racemische Verbindung. Erst ein halbes
Jahrhundert nach Pasteurs ersten Erkenntnissen, nachdem Duschinsky seine Arbeit (ber
die Effizienz der Separation von Histidinmonohydrochlorid verdffentlichte, begann die

Separation von Enantiomeren, das Interesse der Industrie zu wecken.

Von immer groRer werdender Bedeutung sind Verfahren mit denen man
enantiomerenreine  Verbindungen erhalten kann.® ® Es bieten sich mehrere
Maoglichkeiten (Abbildung 1.1). Auf der einen Seite kénnen die Verbindungen direkt, in
so genannten enantioselektiven Synthesen hergestellt werden, wahrend sie auf der

anderen Seite durch Racematspaltung, wie chromatographischen Methoden,



Einleitung

Kristallisation und enzymatische Trennung, erhalten werden konnen.[” Zur selektiven
Synthesen gehdrt neben der Fermentation und Benutzung chiraler Auxiliaren auch die
asymmetrische Katalyse. Fermentationsmethoden machen Gebrauch vom nattrlichen
Stoffwechsel der Mikroorganismen, um optisch reine Aminosauren im grofen Mafstab
herzustellen.® % ! Ein Beispiel hierfir wére die Produktion von L-Lysin durch
Fermentation der Zell-Linien des Corynebacterium glutamicum. Ein Ubliches Verfahren
in der Verwendung von chiralen Auxiliaren ist die Umwandlung von Enantiomeren in
Diastereomere, um sich die unterschiedliche Reaktivitat zu Nutze zu machen.™! Chirale
Auxiliare bilden Addukte mit dem Ausgangstoff, welches die ungewiinschte Seite der
Trajektorie physikalisch blockiert. Ist das chirale Auxiliar enantiomerenrein, verlauft die
Reaktion nicht &quivalent und die Reaktion kann zu unterschiedlichen Produkten fiihren.
Um dies anzuwenden bedarf es einen Reaktionsschritt um das chirale Auxiliar beizufiigen
und einen um es zu entfernen, was die Ausbeute mindert und die Kosten steigert. Die
Anwendung der asymmetrischen Katalyse zur Erhaltung enantiomerenreiner

Verbindungen erfordert kleine Mengen chiraler Katalysatoren, welche die Reaktionen in

eine gewinschte Richtung fordern und zu einer Bildung enantiomerenreiner Produkte

Enantiomerenreine Verbindungen

fuhren, (213,141

Enantioselektive Auflésung von
Synthese Racematen

Chirale Auxiliare Kristallisation
Asymetrische Enzymatische
Katalyse Trennung

Abbildung 1.1: Mégliche Verfahren, um reine Enantiomere zu gewinnen.
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Einleitung

Die herausragende Wichtigkeit der Trennung eines Racemats zeigt sich vor allem in der

Pharmazie.l*> €

Die Enantiomere besitzen unterschiedliche pharmakologische
Eigenschaften. Auch wenn ein Enantiomer toxisch ist, kann das andere heilende Wirkung
haben. Trotz vieler Methoden, um racemische Gemische in die reinen Enantiomere
aufzuldésen, werden heute Methoden gesucht, die kostenginstiger sind, und auch
existierende Methoden, die weiterentwickelt werden missen. Eine wichtige, schon
bestehende Praxis ist die sogenannte ,,bevorzugte Kristallisation® (im engl. ,,preferential
crystallization®), in der ein Enantiomer im Uberschuss angereichert wird, welches dann
kristallisiert.” Eine Bedingung hierfir ist es, dass die racemische Verbindung als
Konglomerat, welche sich durch enantiomerenreine Kristalle der jeweiligen gleichen
Molekiil-Konfiguration im gleichen Verhéltnis auszeichnen, kristallisiert. Nur 5 bis 10%
aller racemischen Verbindungen konnen in dieser Form Kristallisieren. Nicht nur
Racemattrennungen sind durch Kiristallisationstechniken verfugbar, sondern auch
Reinigungsschritte flr nicht-racemische Verbindungen, die durch selektive Synthese oder
Chromatographie erhalten wurden. Verglichen mit der asymmetrischen Synthese oder
Chromatographie wird die Kristallisation oft als ,,unzeitgemal* angesehen. Schaut man
sich jedoch die Herstellungsverfahren vieler enantiomerenreiner Medikamente an, stellt
man sehr schnell fest, dass viele heutzutage noch (ber die klassische Kristallisation
hergestellt werden. Im Prinzip ist Pasteurs Technik des Trennens von Kristallen der
Enantiomere noch heute eine angewandte Technik, um racemische Verbindungen, die in
Form von Konglomeraten kristallisieren, zu trennen. Beispiele fur chirale Medikamente
die heutzutage industriell Uber bevorzugte Kristallisation hergestellt werden, sind

Breitbandantibiotika wie Chloramphenicol und p-Lactame.™™®

Die ersten Additive, die in der bevorzugten Kristallisation eingesetzt wurden, waren
maRgeschneiderte Verbindungen (,,tailor-made additives*) von Lahav und Leiserowitz.™
2% Einen sehr wichtigen Beitrag zur bevorzugten Kristallisation hat Seidel-Morgensterns
Forschungsgruppe geliefert, die sich mit mehreren Konglomerat-Systemen beschaftigt

und erfolgreich getrennt hat.? 2 =

Mit der Trennung von rac-Threonin mit
Verunreinigungen von L-Threonin beschéftigte sich die Gruppe von Matsuoka.? Auch
Methionin konnte tber bevorzugte Kristallisation getrennt werden.’® ?*) Die Trennung
von rac-Alanin durch funktionalisiertes Graphenoxid wurde von der Gruppe um Yang

[27, 28]

untersucht. Diese setzten auch zum ersten Mal chirale Hybridpartikel aus

Polyacetylen und Silica in der enantioselektiven Kristallisation ein.’?® 3 31 yUnsere
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Einleitung

Kooperationspartner aus Israel, die Gruppe Mastai, zeigten erste Erfolge mit chiralen
Mikropartikeln als Additive fur die bevorzugte Kristallisation.E? *! Die Mikropartikel
zeichnen sich durch eine relativ kleine Oberflache und eine Chiralitét ihrer Oberflache
aus. Die vielversprechenden neuen Resultate mit chiralen Mikropartikeln waren die
Motivation, die Oberflache von Partikel noch weiter zu erhéhen und die Erkenntnisse in
den Nanometerbereich auszuweiten. Die Chiralitdt von Nanopartikeln ist ein neues

spannendes Gebiet, welches physikalische und chemische Oberflachenforschung vereint.

Das Ziel dieser Arbeit war es somit, chirale Nanopartikel, basierend auf Aminoséuren
herzustellen und diese in der enantioselektiven Kristallisation einzusetzen. Zum einen
wurden Uber eine Schotten-Baumann-Reaktion hergestellte chirale Monomere in der
Miniemulsionspolymerisation eingesetzt und somit chirale Nanopartikel erhalten (Kapitel
4.1). Zum anderen wurden chiral funktionalisierte Partikel auf der Basis von drei
unterschiedlichen chiralen Tensiden hergestellt, wobei ein Tensid polymerisierbare
Eigenschaften besitzt und somit kovalent an den Partikel gebunden werden konnte
(Kapitel 4.2). Mit allen Partikeln wurde der Einfluss in der enantioselektiven
Kristallisation von rac-Asparagin getestet. Des Weiteren wurden chirale Nanopartikel auf
der Grundlage von Peptiden synthetisiert und diese in der Mineralisation von

Calciumcarbonat eingesetzt (Kapitel 4.3).
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Chiralitat

Aminoséuren und Aminoséurederivate sind chiral, was bedeutet, dass sie mit ihrem
Spiegelbild nicht zur Deckung gebracht werden kénnen. Bild und Spiegelbild werden
dabei als Enantiomere bezeichnet. In der Natur und auch in unserem Alltag gibt es viele
Gegensténde, die sich wie ein Enantiomerenpaar verhalten, wie zum Beispiel die rechte
und die linke Hand oder rechts- oder linksgewundene Schneckenh&duser. Enantiomere
haben dieselben physikalischen und chemischen Eigenschaften und unterscheiden sich
lediglich in der Drehung der Polarisationsebene von linear polarisiertem Licht. Aufgrund
der chemisch und physikalisch gleichen Eigenschaften kdnnen sie nicht durch einfache

chemische Verfahren wie Umkristallisation oder Destillation getrennt werden.*

Zum Beschreiben der Molekdilstruktur von Enantiomeren gibt es verschiedene
Maoglichkeiten. Die &lteste Methode ist hierbei die Bestimmung der absoluten
Konfiguration. Bei der Untersuchung von Glycrinaldehyd postitulierte Emil Fischer, dass
das Enantiomer, welches linear polarisiertes Licht' nach rechts dreht, eine Struktur
aufweist, die als D-(+)-Glycerinaldehyd bezeichnet wurde.®! Dieser Zucker wurde somit
als Referenzverbindung fur chirale Molekiile festgelegt. Das Kapitdlchen D leitet sich
hierbei von dem lateinischen Wort dexter (rechts) ab. Entsprechend wurde das
linksdrehende Enantiomer als L-(-)-Glycerinaldehyd von laevulus (links) bezeichnet.
Ohne die rdaumliche Anordnung der Hydroxygruppen am Glycerinaldehyd zu kennen,

wurde diese Annahme vorausgesetzt.

Die Bezeichnungen L und D werden heute meist nur noch fiir Aminosdauren und Zucker
verwendet. Der Drehwert des polarisierten Lichts wird mit dem Vorzeichen + oder —
angegeben. Erst 50 Jahre spater gelang es anhand der Rontgenstrukturanalyse die absolute

Konfiguration zu ermitteln. Dabei wurde festgestellt, dass die willkirlich angenommene

! Die Eigenschaft, die Polarisationsebene von linear polarisiertem Licht zu drehen, wird auch als optische
Aktivitat bezeichnet.



Theoretische Grundlagen

Konfiguration der tatsachlichen entsprach. Um Enantiomere eindeutig zu bezeichnen,
eignet sich die CIP-Konvention (nach Cahn, Ingold und Prelog) oder das R/S-System. Mit
Hilfe von Sequenzregeln konnen den Substituenten am chiralen Kohlenstoffatom
Prioritaten zugeordnet werden. Der Substituent mit niedrigster Prioritat steht dabei nach
hinten. Dreht man nun vom Substituent mit hdchster Prioritdt zu dem mit niedrigster

Prioritat, ergibt sich eine R-Konfiguration fiir das Molekil. Gegen den Uhrzeigersinn ist

es S konfiguriert (Abbildung 2.1).

a)
CHO CHO
HO i et H H et OH
CH,OH CH,OH
L- D-
b)
CHO CHO
g ke
HOH,C OH HOH,C H
S- R-

Abbildung 2.1: a) Fischer-Projektion und b) CIP-Projektion des Glycerinaldehyds.

Ein &quimolares Gemisch von Enantiomeren gleicher Konstitution wird als racemisches
Gemisch bezeichnet und kann linear polarisiertes Licht nicht drehen, was bedeutet, dass

es optisch inaktiv sind.!*®!

Ein indirektes MaR fiur die Enantiomerenreinheit einer Verbindung ist der

Enantiomereniiberschuss (e.e.: enantiomeric excess):

I[E,] - [E]l »
[E]+ (B 0 1)

Dabei sind [E;] und [E;] die Massen der entsprechenden Enantiomere. Im Idealfall ist der

%e.e=

Enantiomereniiberschuss identisch mit der optischen Reinheit. VVon optischer Reinheit
kann jedoch nur gesprochen werden, wenn die Bestimmung tber eine Drehwertmessung,

der sogenannten Polarimetrie, erfolgt:

16



Theoretische Grundlagen

a
optische Reinheit % = la] 100 (2.2)

[@max]
Kristallisiert ein racemisches Gemisch aus der Ldsung, so kann es in Form eines
Racemates, eines Konglomerates oder eines Pseudoracemates kristallisieren. Jaques et al
gaben an, dass nur unter 10% aller racemischen Gemische als Konglomerat
kristallisieren.™™ Seit 1979 wurden nur 250 Falle dokumentiert. Dies zeigt, dass
homochirale Wechselwirkungen in Bezug auf die Bildung racemischer Gemische
schwaécher sind als heterochirale Wechselwirkungen. Die Wechselwirkungen kénnen alle
mit einem Phasendiagramm erklart werden. 1899 charakterisierte Roozeboom diese drei
grundlegenden Typen von racemischen Gemischen anhand der Phasenregel.l®”!
Kristallisiert ein System bestehend aus einer oder mehreren Substanzen, stellt es ein
heterogenes System dar. Nach einer bestimmten Zeit und bestimmten Bedingungen, wie
Druck und Temperatur, erreicht das System ein Gleichgewicht. Jeder Teil dieses Systems
ist homogen, mechanisch separierbar und wird als Phase bezeichnet. Das Verhaltnis
zwischen der Anzahl der Phasen und der Anzahl der einzelnen Komponenten wird als
Phasenregel bezeichnet. Besteht ein System aus zwei Komponenten C mit den Phasen

¢, ergibt sich die Zahl der Freiheitsgrade zu:

v=C—-¢+1 (2.3)

Konglomerate sind 1:1-Mischungen aus separaten Kristallen der reinen Enantiomere.
Eine Elementarzelle besteht demnach nur entweder aus dem L- oder dem D-Enantiomer.
Konglomerate besitzen nur einen eutektischen Punkt. Racemate zeichnen sich durch
Kristalle aus, in denen beide Enantiomere in der Elementarzelle nebeneinander existieren.
Sie besitzen zwei eutektische Punkte (Abbildung 2.2)

17



Theoretische Grundlagen

V] My

L-Enantiomer D-Enantiomer L-Enantiomer D-Enantiomer

b) /o J& o
ol o]

Abbildung 2.2: Binére Phasendiagramme von a) Konglomerat und b) Racemat. E steht hierbei fur
eutektischen Punkt.

Um die Stabilitst von Racematen thermodynamisch zu erkléren, wird die freie
Bildungsenergie AG? betrachtet, welche mit der Reaktion zwischen den D- und L-

Kristallen zusammenhangt und direkt zur racemischen Verbindung fihrt:

Dkristall T Lkristall — Racemat 2.4)

Die Anderung der freien Bildungsenergie AG? ist nahezu negativ und liegt in der
Grolenordnung von —0,2 bis —1 kcal/mol. Die freie Bildungsenergie kann auch als

Funktion der Anderung der Enthalpie AH? und der Entropie AS? ausgedriickt werden:

AGP=AH? — TAS? 2.5)

Nimmt man die Mischung zweier Enantiomeren im festen Zustand als ideal an, ist AG”
gleich null und die Entropie AS= —R(x, In Xp + X_ In x.). Fiir ein Racemat mit x, = x,= 0,5
gilt: AS=R In2. Die Kristallisation von Konglomeraten ist eine spontane Separation. Die
Trennung von Enantiomeren allein ist verantwortlich fir eine Abnahme der

Bildungsentropie von R In2, was zu einer Erhéhung der freien Bildungsenergie um RT In2

18



Theoretische Grundlagen

= 0,4 kcal/mol bei Raumtemperatur flhrt. Dies bedeutet, dass Konglomerate relativ zu
Racematen am Anfang der Kristallisation einen Nachteil der Bindungsenergie von

0,4 kcal/mol besitzen.

Eine weitere Erklarung der groReren Stabilitit des Racemats gegeniiber einem
Konglomerat ist die Symmetrie. Auf der Grundlage von statistischen Daten kann
gefolgert werden, dass in den meisten Fallen, D- und L-Molekiile in einem Kristallgitter
eines Racemats (ber ein Symmetriezentrum paarweise vorliegen. Da dieses
Symmetrieelement mit einer dichtesten Kugelpackung vertréaglich ist, tragt dieser Faktor

zur héheren Stabilitat des Konglomerates bei.!*”!

Auch Aminosauren kénnen als Konglomerat kristallisieren. Diese sind Carbonséuren mit
einer Aminofunktion (Abbildung 2.3). Die gebrauchlichsten 20 Aminoséuren sind
aufgrund ihrer priméren, vicinalen Aminogruppe am o-C-Atom als o-Aminoséuren
bekannt. Die Bezeichnung Aminoséure wird bedeutungsgleich fir die proteinogenen
Aminoséuren verwendet. Sie sind neben Nukleinséuren die Grundbausteine des Lebens
und unterscheiden sich anhand ihrer Seitenreste R, welche sich in ihrer Struktur, GroRe,

Ladung und Léslichkeit differenzieren.*®!

HoN
OH

Abbildung 2.3: Schematischer Aufbau einer Aminosdure mit R als Seitenkette.

Basierend auf diesen Eigenschaften werden Aminosduren in funf Klassen eingeteilt:
1. Die Seitenkette R ist eine unpolare, aliphatische Gruppe wie z.B. bei Alanin.
2. Die Seitengruppe ist eine aromatische Gruppe, wie z.B. bei Phenylalanin.

3. Die Seitenkette R ist eine ungeladene polare Gruppe, wie z.B. bei Threonin und

Asparagin.
4. Die Seitenkette R ist eine positiv geladene Gruppe, wie z.B. bei Lysin.

5. Die Seitenkette ist eine negativ geladen Gruppe, wie z.B. bei Glutaminsaure.

19



Theoretische Grundlagen

Abbildung 2.4 zeigt einen Auszug aus den verschiedenen Klassen, um die Klassifizierung
verstandlicher zu machen. Mit Ausnahme von Lysin wurden alle hier gezeigten

Aminosauren in dieser Arbeit verwendet.

a) o b) 0 C) o
HaN \(;LOH N %OH FN %OH
| \© )\OH
d) 0 e) 0 f) 0

HoN
2 E/LLOH HzNz)kOH HZN%OH
0
5 DR
2 \H 07 “OH

NH,

Abbildung 2.4: Auszug aus einem Uberblick der Aminosauren, zur naheren Erlauterung des
Klassifizierungsschema mit a) Alanin, b) Phenylalanin, ¢) Threonin, d) Asparagin, ) Lysin und f)
Glutaminséure.

Abgesehen von Glycin zeigen alle Aminosauren optische Aktivitat. Sie drehen die Ebene
von linear polarisiertem Licht entweder nach rechts (+) oder nach links (—). Des Weiteren
existieren von allen Aminosduren, mit Ausnahme von Glycin, zwei Enantiomere. Die
Stereoisomere einer Aminosadure besitzen identische Eigenschaften und reagieren bis auf

zwei Ausnahmen chemisch gleich:
1. Sie drehen die Ebene von polarisiertem Licht zwar in entgegengesetzter Richtung,
jedoch um den gleichen Betrag.
2. Sie reagieren ungleich schnell mit asymmetrischen Substanzen.

Zwei bis zu 1000 verknlpfte Aminoséuren bezeichnet man als Peptide. Die Aminosduren
sind hierbei kovalent ber eine Peptidbindung gebunden. Auf die Herstellung von
Peptiden wird in Kapitel 3.1.2 ndher eingegangen.
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2.2 Tenside

Tenside spielen eine sehr wichtige Rolle in vielen Prozessen der chemischen Industrie,
wie zum Beispiel in Motorendlen in der Automobilindustrie und in verschiedenen
Pharmaka. Die wichtigste und grote Anwendung finden sie in der Lebensmittel-% 4%
und Kosmetikindustrie.l* ** ! In den letzten Jahren ist ein immer groRer werdendes
Interesse an Tensiden im Bereich der Biotechnologiel** **!, Mikroelektronik®! und der

Virenforschung®*” *®! zu beobachten.

Von einem Tensid spricht man, wenn eine Substanz die Fahigkeit besitzt, die
Grenzflachenspannung zwischen zwei Phasen zu senken. Unter Grenzflache versteht man
eine Grenze zwischen zwei sich nicht mischbaren Phasen. Die Grenzflachenenergie ist
die minimalste Arbeit die verrichtet werden muss, um eben diese Grenzflache zu bilden.
Der Grund dieses Verhaltens ist die amphile Struktur von Tensiden. Dies bedeutet, dass
das Tensid einen hydrophilen Kopf und einen hydrophoben Schwanz besitzt (Abbildung
2.5).

Hydrophober Schwanz

Hydrophiler Kopf

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung eines Tensids mit hydrophiler Kopfgruppe und hydrophoben
Schwanz.

In den meisten Féllen ist der hydrophobe Teil eine aliphatische Kette bestehend aus zehn
bis 20 C-Atomen. Wird nun ein Tensid in einem Lésemittel wie Wasser gelost, wird die
Struktur von Wasser, durch Aufbrechen der Wasserstoffbriickenbindungen gestort und
somit die Freie Energie erhoht. Dadurch wird ein Teil der Tensidmolekile zur
Grenzflache gedréngt. Die Oberflache des Wassers ist somit mit einer Schicht aus

Tensidmolekilen bedeckt, wobei sich die hydrophoben Schwanzgruppen vorwiegend zur
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Luft/Ol ausrichten. Die amphile Struktur begriindet hierbei nicht nur die Erniedrigung der
Grenzflachenspannung von Wasser, sondern auch die Ausrichtung der Molekule an der
Oberfl&che. Ein einziges Tensidmolekdl in wassriger Losung strebt somit aufgrund der
Abstollung des hydrophoben Teils in waéssriger Losung an die Oberflache. Weitere
Tensidmolekdle schlielen sich dem an. Ist die Oberflache schon von Tensidmolekilen

besetzt, so bilden sich Mizellen aus.

Tenside kdnnen allgemein entsprechend der hydrophilen Kopfgruppe eingeteilt werden:
Anionische Tenside sind Tenside, deren hydrophiler Kopf eine negative Ladung tragt. Das
wohl bekannteste Beispiel in der Kolloidchemie ist Natriumdodecylsulfat (SDS), welches
vor allem in Handspulmitteln und flissigen Waschmitteln eingesetzt wird. Kationische
Tenside enthalten hydrophile Kopfgruppen mit einer positiven Ladung. Bei
zwitterionischen Tensiden enthdlt der hydrophile Kopf eine positive und eine negative
Ladung. Ein bekanntes Beispiel hierfiir sind Betaine. Eine weitere Gruppe sind die nicht-
ionischen Tenside, welche an ihrer Kopfgruppe keine Ladung aufweisen und meist auf

Oligoethylenglykolen oder auch auf Glykosiden beruhen.

Um eine Aussage treffen zu konnen, welches Tensid verschiedene Zweiphasensystem
stabilisieren kann, muss das Verhéltnis von hydrophilen Kopfgruppen zu hydrophilen
Schwanzgruppen bestimmt werden. Eine oft genutzte Methode ist der sogenannte HLB-
Wert (HLB: hydrophile-lipophile balance). Griffin entwickelte eine empirische Formel,
die im Zusammenhang mit dem Gleichgewicht zwischen dem hydrophilen und
hydrophoben Teil des Tensides steht.[*”) Die Normierung erfolgte willkirlich mit einem

Maximalwert von 20:

HLB = 20 (1 — M/Mj) (2.6)

M ist hierbei die Molmasse des lipophilen, also dem hydrophoben Anteil, wobei My der
Gesamtmolmasse entspricht. Mit Formel (2.6) konnen die HLB-Werte fur nicht-ionische
Tenside berechnet werden. Tabelle 2.1 fasst die HLB-Werte zur Einteilung der Tenside

und ihrer Anwendung zusammen.
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Tabelle 2.1: HLB-Werte von Tensiden und ihre méglichen Anwendungen.

HLB-Wert Verwendungszweck

15-3 Antischaummittel
3-8 W/O-Emulsion
7-9 Netzmittel
8-18 O/W-Emulsion
13-15 Waschaktive Substanz
12 -18 Losungsvermittler fir wéssrige Systeme

Nach Davies lassen sich die HLB-Werte mit Formel (2.7) von ionischen Tensiden

berechnen:>"

HLB=7+mH,-nH, 2.7)

Dabei ist m die Anzahl der hydrophilen Gruppen, n die Anzahl der lipophoben Gruppen,
Hn der Wert der hydrophilen Gruppe und H, der Wert der lipophilen Gruppe (empirische
Werte). Die HLB-Werte, die man nach Davies erhalten kann, kdnnen groRer als 20

(Maximalwert nach Griffin) sein.

2.2.1 Polymerisierbare Tenside

Ein groRes Interesse gilt den polymerisierbaren Tensiden, auch Surfmere genannt. Dieser
Begriff stammt aus dem Englischen und ist ein Acronym von surface-active monomer.
Vor allem in der Miniemulsionspolymerisation bringt der Einsatz von polymerisierbaren
Tensiden, die kovalent an die Partikeloberflache gebunden sein kdnnen, eine Reihe von
Vorteilen wie z.B die Verbesserung der Latex Stabilitat."™ Vergleicht man hierbei die
Bindung des Tensids in einer Emulsion mit konventionellen Tensiden, wird klar, dass
diese nur auf der Partikeloberfliche adsorbiert sind und bei verschiedenen
Reaktionsbedingungen wieder desorbieren konnen, was zu einem Stabilitatsverlust der

Emulsion fiihren kann

Wird ein polymerisierbares Tensid als Comonomer in der Miniemulsionspolymerisation
eingesetzt, stellt sich die Frage der Strukturkontrolle. Zudem ist zu kléaren, wie man die

Reaktivitat steuern kann, damit die Bindung auf der Partikeloberflache optimiert wird und
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die Emulsion stabil bleibt. Die Einbaurate héngt von den im nun Folgenden aufgefihrten

Parametern ab:

1. Die Position der polymerisierbaren Gruppe: Liegt diese am Ende des hydrophoben
Schwanzes, am Ende des hydrophilen Kopfes oder in deren Mitte. Es scheint
offensichtlich, dass die polymerisierbare Gruppe am Ende der hydrophoben Kette
liegen sollte, da die hydrophobe Gruppe vorzugsweise absorbieren wird. Die

meisten polymerisierbaren Tenside sind auf diese Weise aufgebaut®> >

, jedoch
lassen sich auch Surfmere finden, bei denen sich die polymerisierbare Einheit am
lipophilen Kopf® oder auch in der Mitte befindet.®™ Eine direkte Studie dazu

wurde jedoch erst 1993 angefertigt.l*®

Ein weiterer Beleg dazu lieferten
Sherrington und dessen Mitarbeiter.®]  Alkylethoxylate wurden mit Acryl-
Derivaten, welche durch Veresterung der Alkoholgruppe am Ender der

Polyethylensequenz erhalten wurde, verglichen.

2. Der HLB-Wert: Dieser trifft zum einen, eine Aussage Uber die Stabilitat von
Emulsionen und vermittelt Informationen Uber die Verteilung des Tensides in der
waéssrigen und organischen Phase. Generell sollte das Tensid in der wassrigen

Phase l6slicher als in der organischen Phase sein.

3. Die relative Reaktivitdit der polymerisierbaren Gruppe im Vergleich zur
Reaktivitat des Monomers: Dazu kann das Q-e-Schema nach Alfred und Price zu
Rate gezogen werden.® Dieses erlaubt, die auf experimenteller Basis ermittelten
Werte der Copolymerisationsparameter unbekannter Monomerpaare abzuschétzen
und so die Copolymerisationsfahigkeit qualitativ zu beurteilen.Jedem Monomer
wird dabei eine Polaritat (E-Wert) und eine Resonanz (Q-Wert) zugeordnet. Das
Monomer Styrol dient als Bezugssubstanz (mit Q = 1,0 und e = 0,8). Schon kleine
Modifizierungen konnen in der Reaktivitdit der Tenside einen bedeutenden
Einfluss ausiiben. So zeigten Goebel wund Stahler, dass in der
Emulsionspolymerisation von Styrol Fumerat-Tensiden am Anfang des Prozesses

und Maleat-basierte Tenside vorzugsweise am Ende polymerisieren.!

1958 publizierte Freedman et al. die erste Synthese von Vinyl-Monomeren, welche auch
als Tenside genutzt wurden.® Seit dieser Zeit genieBen polymerisierbare Tenside ein
grol3es Interesse in allen mdglichen Bereichen. Die friilhen Arbeiten von Greene et al.

zeigen ebenfalls das grofRer werdende Interesse auf diesem Gebiet. Diese nutzten
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Natriumacrylamidostereat als polymerisierbares Tensid und copolymerisierten dieses mit
Styrol und Butadien.’® Nur kleine Mengen an Tensid wurden beigefigt, so dass das
Tensid hauptsachlich auf den Partikeln absorbiert ist." Das von Tsaur entwickelte
Surfmer war das erste Surfmer, welches eine endstandige polymerisierbare Gruppe besal}
und erfolgreich mit Styrol polymerisiert werden konnte. Die polymerisierbare Einheit
befindet sich in der Mitte des hydrophoben Schwanzes, da sie durch Additionsreaktion an
die Olsaure gebunden wurde. Ein polymerisierbares Tensid mit polymerisierbarer Gruppe
am Ende wurde von Chen et al. publiziert.®? Die kritische Mizellbildungskonzentration
(CMC) der Surfmere wurde bestimmt und es wurde versucht, die Surfmere in der
Emulsionspolymerisation von Styrol einzusetzen. Eine umfassende Arbeit (ber
polymerisierbare Tenside wurde von El-Aasser und seiner Arbeitsgruppe vorgestellt.[*® ¢4
Sie verglichen das kommerziell erhaltliche polymerisierbare Tensid Natriumalkylallyl-
sulfosuccinat (SAAS) mit dem nicht-polymerisierbaren Analogon (H-SAAS) und fanden
heraus, dass das polymerisierbare Tensid als Transfereagenz wirkt, wéhrend das
Analogon keinerlei Transfer-Vermogen zeigt. Die GroRe der Partikel steigt dabei mit
wachsender Initiatorkonzentration. In Anwesenheit von H-SAAS hat der Initiator
dagegen keinen Einfluss auf die GroRe der Partikel. Auf dem Gebiet der nicht-ionischen
Tenside wurde wegweisende Arbeit von der Gruppe um Ottewill geleistet.® ¢ 8" Djese
nutzte ein Polyethylenglycol-basiertes Methacryl-Macromonomer, welches auch heute
kommerziell verfiigbar ist. Dieses reaktive Tensid soll ein nicht-reaktives Tensid auf der

Oberflache der Partikel ersetzen.
Tenside basierend auf Aminosauren

Tenside aus erneuerbaren Materialien sind heutzutage die bevorzugte Wahl in der
Lebensmittel-, pharmazeutischen und kosmetischen Industrie.[*® Sie zeigen eine geringe
Toxizitat und sind bioabbaubar.’®® " Die Praxis, Aminosauren zur Herstellung von
Tensiden einzusetzen, reicht bis in die 30er Jahre zuriick.”™ Anfangs wurden sie als
Konservierungsstoffe fiir medizinische und kosmetische Materialien benutzt. Mittlerweile
wei man, dass sie gegen verschieden Bakterien und Viren aktiv sind.’? Die
Kombination von polaren Aminosduren oder auch Peptiden und einer nicht-polaren
Alkylkette kann Molekile mit einer hohen Oberflachenaktivitdt hervorbringen. Die
Alkylketten konnen in Lange, Struktur und Anzahl variieren. Daraus kann eine groRe

Anzahl an verschiedenen Tensiden mit unterschiedlichen physiochemischen und
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biologischen Eigenschaften entstehen.[”® ™ Kationische, anionische und zwitterionische
Tenside konnen abhéngig von der funktionellen Gruppen der Aminoséduren erhalten
werden. Weitere Modifizierungen dieser Gruppen erlauben eine genaue Einstellung der
Eigenschaften, wodurch die Tenside in einem breit gefdcherten Anwendungsgebiet
eingesetzt werden kodnnen. Eine weitere interessante Klasse der Aminosaure basierten
Tenside stellen die Zwillings (,,Gemini)-Tenside dar.” Diese bestehen aus zwei
hydrophoben Ketten und zwei hydrophilen Képfen, welche Uber einen Zwischenteil
(Spacer) miteinander verbunden sind. Eine breit gefdcherte Auswahl an Gemini-Tensiden
waurde in den letzten Jahren durch Anderung der Lange des hydrophoben Schwanzes oder
der Art des hydrophilen Kopfes synthetisiert. Des Weiteren l&sst sich auch die Lange und
Beweglichkeit des Zwischenstiicks variieren.[’®

Die ersten auf Aminosduren basierten Tenside wurden 1989 von Dobashi et al.
entwickelt.”” ® Die Tenside beruhen auf Dodecanoyl-Aminosauren und wurden fur die
mizellare elektrokinetische Chromatographie (MEKC) mit dem Ziel hergestellt,
enantiomere Verbindungen zu trennen.” Ebenso wurde von Foley in der MEKC das
synthetisierte Tensid Dodeoxycarbonylvalin angewendet.® Nicht nur reine Tenside
wurden synthetisiert, sondern auch polymerisierbare Tenside. Shamsi et al. stellten Gber
Mikroemulsion chirale Mizellen aus Undecenoyl-Valin her und setzen die Tenside und
polymerisierbaren Tenside ebenfalls in der MEKC ein.** 88 Eine weitere Anwendung
der Aminoséure-basierten Tenside ist die Herstellung von chiralem mesopordsen
Siliziumdioxid.®®* 1 Die Maglichkeit, chirale Tenside in der Miniemulsionspolymeri-
sation zu nutzen, bringt neue Erkenntnisse im Gebiet der Chiralitit auf Nanometer-Ebene.
Mastai et al. nutzten die chiralen Tenside erstmalig in der inversen
Miniemulsionspolymerisation und setzten die erhaltenen Partikel zur Trennung von

racemischen Verbindungen durch Kristallisation ein.

2.3 Kristallisation

Die Kristallisation geht von einer Bildung von Kristallen aus Schmelzen, Ldsungen,
Dampf oder Umwandlungen von Feststoffen aus und kann somit als Phasenénderung
angesehen werden.®!. In der vorliegenden Arbeit wird nur von der Lésung als Flussigkeit
ausgegangen. Eine Voraussetzung direkt aus der Ldésung zu kristallisieren, ist die

Ubersattigung der Losung.'®® Bei einer gegebenen Temperatur gibt es eine bestimmte
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Menge an Substanz, die sich gerade noch in einer bestimmten Menge von Ldsemittel
I6sen kann. Ist dieses Maximum erreicht, spricht man von einer bersattigten Losung. Es
existieren vier Methoden, um eine Ubersattigung hervor zu rufen:

o Anderung der Temperatur

o Verdampfung des Losemittels

o Chemische Reaktion

o Anderung der Losemittelzusammensetzung
Neben dem Prozess der Temperaturdnderung ist die Ldsemittelverdampfung die am

haufigsten angewandte Methode.

Abbildung 2.6 zeigt eine schematische Darstellung eines Kristallisationsprozesses. Wird
eine Ubersattigte LOsung hergestellt, so konnen sich Kristallisationskeime in einem
sogenannten Nukleationsschritt bilden, an denen somit spontanes Kristallwachstum

stattfinden kann.

W
Nukleation Reifun
% E . |
Uberséttigte Lésung Kristallisationskeime Kristalle

Abbildung 2.6: Schematische Darstellung des Kristallisationsprozesses.

Die Ubersattigung der Losung alleine reicht nicht aus, um eine Losung zur Kristallisation
zu zwingen. Damit Kiristalle entstehen kénnen, missen sogenannte Kristallisationskeime
vorliegen, welche als Kristallisationszentrum agieren. Die Nukleation kann primar oder
sekundar erfolgen. Von primérer homogener Nukleation wird gesprochen, wenn Keime
nur aufgrund der Uberséttigung der Losung aus dem gelGsten Stoff gebildet werden,
wahrend die primédre heterogene Nukleation auftritt, wenn die Keimbildung durch
Verunreinigungen oder Fremdstoffe ausgelost wird. Die sekunddre Nukleation kann
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zustande kommen durch das ZusammenstoRen der Kristalle untereinander, mit der

GeféBwand oder auch durch die Zugabe von Impfkristallen.

2.3.1 Priméare Nukleation

2.3.1.1 Homogene Nukleation
Die homogene Nukleation kommt durch die Bildung von Clustern kritischer GroRe

zustande. Die klassische Nukleationstheorie nach Volmer und Nielsen nimmt an, dass die

Bildung der Cluster eine bimolekulare Additionsreaktion ist;”

ata<= a
dy+a<as

agta= a4

dentan= A

Um einen stabilen Nukleus zu bilden, muss eine Energiebarriere tiberwunden werden. Die
Anderung der freien Reaktionsenthalpie AG der Bildung dieser neuen Phase setzt sich
zusammen aus der freien Enthalpie der Bildung der Oberfliche AGo des
Nukleationskeimes und der freien Enthalpie der Phasentransformation AGy. Nimmt man
an, dass spharische Nukleationskeime mit dem Radius r gebildet werden, ergibt sich die

Anderung der freien Reaktionsenthalpie AG zu:

4
AG = AGy + AGy = 37 r3AG, + 4 trly (2.8)

Dabei entspricht » der Grenzflachenspannung zwischen der entstandenen
Kristalloberflache und der Umgebung der tberséttigten Losung. AG, kommt gleich mit
der Energiedifferenz der Phasendnderung pro Volumeneinheit. Die freien Enthalpie
Anderungen und ihre Resultate sind qualitativ fiir spharische Nuklei in Abbildung 2.7

zusammengefasst.
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AG
AGo

m=~ 7% AG*
—

AGy

AG

Abbildung 2.7: Anderung der freien Reaktionsenthalpie bei Bildung eines Nukleus als Funktion des
Radius r.

Aus dieser Abbildung wird klar, dass Nuklei, die groRer als die kritische Grofie sind,
stabil sind, einen Abfall der freien Reaktionsenthalpie zur Folge haben und somit einen
Nukleationsprozess herbeifiihren. Die kritische Grofe kann dann nach Ableitung des
Radius herausgefunden werden:

d(AG)
dr

Es ergibt sich somit fir den kritischen Nukleationsradius:

= 4r2AG, + 811,y = 0 (2.9)

_ T2y
"~ AG,

(2.10)

Te

Setzt man Gleichung (2.10) in (2.9) ein, wird ein Ausdruck fir die kritische freie
Reaktionsenthalpie erhalten:

_lémy®  Amyrf (2.11)
- 3(M0G,)? 3

AG”

Das Verhalten des neu gebildeten Kristalls in einer Gbersattigten Losung hangt von seiner
GroRe ab. Er kann entweder wachsen oder sich wieder auflosen, jedoch sollte der Prozess

in einer Abnahme der freien Enthalpie enden. Die kritische Grofze (Nukleationsradius)
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prasentiert somit die minimalste GrélRe eines stabilen  Nukleationskeimes.
Nukleationskeime Kkleiner als r. werden sich wieder auflésen, da nur so eine Abnahme der
freien Enthalpie erzielt wird. Nukleationskeime grof3er als r. wachsen weiter, und es

bildet sich eine neue Phase.

Die Nukleationsrate einer solchen Reaktion ist durch eine Arrheniusgleichung gegeben:
(AG) (2.12)

Mit k der Boltzmannkonstante und T der Temperatur. A entspricht einem exponentiellen
Faktor mit einem theoretischen Wert von 10*° Nukleationskeime/cm®s. Das Wachstum
eines Nukleationskeimes ist gegeben durch die Gibbs-Thomson-Gleichung, wobei S dem

Sattigungsgrad entspricht:
2yv (2.13)

Gleichung (2.13) kann wiederum in Gleichung (2.11) eingesetzt werden:

3,,2
Lémy"v (2.14)

AGe = 3T )2

Die Nukleationsrate ergibt sich somit zu:

—16my3v?

3k3T3(In S)2 (215)

]=Aexpl

Die Nukleationsrate erhoht sich mit zunehmender Uberséttigung und Temperatur und

nimmt durch eine Erhéhung der freien Reaktionsenthalpie ab.[®®!

2.3.1.2 Heterogene Nukleation

Heterogene Nukleation kommt durch Verunreinigungen zustande. Nukleation in einem
heterogenen System passiert bei geringerer Ubersattigung frither als in einem homogenen
System. Die Energiebarriere, die Uberwunden werden muss, ist hoher als bei der
homogenen Nukleation. Die konventionelle Theorie der heterogenen Nukleation
behandelt den Nukleus als eine spharische Kugel auf einem ebenen Substrat.®® Volmer
fand heraus, dass der Anstieg der freien Reaktionsenthalpie abhdngig vom Kontaktwinkel

des Substrates ist.l*”
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Die Anwesenheit einer Verunreinigung, einer sogenannten Fremdoberflache verringert
die Nukleation bei der heterogenen Keimbildung und somit muss die freie
Reaktionsenthalpie in Verbindung mit der Bildung eines kritischen Nukleus unter
heterogenen Bedingungen niedriger sein als die freie Reaktionsenthalpie der homogenen
Nukleation (2.16).

A Ghetero = @A Ghomo (2.16)
Der Faktor gkann dabei einen Wert zwischen 0 wund 1 annehmen. Die
Grenzflachenspannung vy ist ebenfalls eine wichtige GrolRe im Nukleationsprozess. Abb
zeigt die unterschiedlichen Grenzflachenspannungen zwischen den drei Phasen: ycs ist
die Grenzflachenspannung zwischen dem Kristall C und der Fremdoberflache S. yc, ist
die Grenzflachenspannung zwischen dem Kristall C und der Lésung L und ys_ die

Grenzflachenspannung zwischen der Fremdoberflache S und der Losung L.

YoL

Lésung L
Abgeschiedener
Kristall C
0
Yos € > YL
Fremdoberflache S

Abbildung 2.8: Grenzflachenspannung zwischen den drei Phasen ( Ldsung, Kristall und Fremdoberfléche).

Somit ergibt sich fur den Kontaktwinkel, der dem Winkel zwischen dem abgeschiedenen

Kristall und der Fremdoberflache entspricht, folgender Zusammenhang:

cos g = 1L YCs 2.17)

YcL

Der Faktor ¢ kann nach VVolmer ausgedriickt werden als!®®:

_ (2+cos0)(1 — cos 6)?
B 4

(2.18)
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Bei einem Kontaktwinkel von 180°, das heilst im Falle einer vollstandigen
Nichtbenetzung und somit keiner Affinitat zwischen Cluster und Fremdoberflache ergibt
sich fur ¢=1. Die freie Reaktionsenthalpie entspricht somit der der homogenen

Nukleation, dies bedeutet, dass die Cluster in Losung gebildet werden.

A Ghetero =A Ghomo (2 19)
Ergibt sich der Kontaktwinkel zu 0°, erfolgt eine komplette Benetzung, die freie
Reaktionsenthalpie ist gleich null. Dieser Fall tritt bei der Kristallisation aus ubersattigter

Ldsung ein.

Aaletero =0 (220)

Liegt der Kontaktwinkel zwischen 0° und 180° ist die freie Reaktionsenthalpie der
heterogenen Nukleation Kkleiner als die der homogenen Nukleation, wodurch die
Oberflache des Fremdkorpers die Nukleationsenergie verringert und somit die Nukleation
stattfindet.

AGhetero S AGhomo (221)

2.3.2 Sekundéare Nukleation

Sekundare Nukleation resultiert aus der Anwesenheit von Kristallen in der bersattigten
Losung. Diese Kristalle haben einen katalysierenden Effekt auf die Nukleation und
dementsprechend geschieht die Nukleation friiher als die spontane (primére) Nukleation.
Mehrere Theorien wurden vorgeschlagen, um die sekundare Nukleation zu erklaren.

Hierzu zahlen, ,,initial-breeding®, ,,needle-breeding* und ,,collision-breeding*.

Wéhrend des Prozesses des ,,initial-breedings® werden sehr kleine Kristallite auf der
Kristalloberflache geformt. Diese sind groRer als die kritische GréRe und haben zur
Folge, dass die Nukleationsrate unabhangig von der Uberséttigung der Losung ist. Bei
einer hohen Ubersattigung bilden sich nadelférmige oder dendritische Kristalle, die in der
Kristallisationsldsung fragmentieren und als Nukleationskeime dienen. Dieser Prozess
wird als ,,needle-breeding® bezeichnet. Durch hohe Riihrgeschwindigkeiten kommt es zu
einem Abrieb der Kristalle in der Losung und die Kristalle fragmentieren ebenfalls und

dienen als Nukleationsstelle. Dieses Ph&nomen nennt sich collisions-breeding. Diese

32



Theoretische Grundlagen

unterschiedlichen Theorien zeigen, dass sekunddre Nukleation entweder durch Keime

oder durch eine Grenzschicht in der Néhe des wachsenden Kristalls entsteht. 8]

2.3.3 Kristallwachstum

Sobald ein stabiler Nukleationskeim in einer uUbersattigten Losung gebildet wird,
beginnen die Keime auf eine sichtbare Grél3e zu wachsen. Die Wachstumsrate wird in der
Literatur durch viele verschiedene Theorien beschrieben. In dieser Arbeit wird sich die
Erklarung dazu jedoch auf die Theorie der Oberflachenenergie und der Diffusionstheorie
beschranken. Die Theorie der Oberflachenenergie beruht auf der Annahme, dass ein
wachsender Kristall immer die GréRe annimmt, welche die geringste Oberflachenenergie
besitzt. Die Geschwindigkeit des Wachstums wird senkrecht zur Oberflache gemessen.
Um im Kristall konstante Grenzflachenwinkel (Halys-Gesetz) zu erhalten, muss die
aufeinanderfolgende Verschiebung der Kristalloberflachen wéhrend des Wachstums und
die Auflésung der Kristalle parallel zu einander zu sein. Abbildung 2.9 zeigt auf dem
linken Bild den idealen Fall eines Kristalls, der sein geometrisches Muster wéhrend des
Wachstums erhalt. Die Flachen wachsen mit gleicher Geschwindigkeit, wéhrend rechts
ein Kristall mit verschiedenen Wachstumsstufen zu sehen ist.

Abbildung 2.9: Geschwindigkeiten wéhrend des Kristallwachstums. Links: invarianter Kristall; rechts:
tiberlagerter Kristall.t®®!

Die Diffusionstheorie setzt eine kontinuierliche Abscheidung der Substanz auf der
Kristalloberflache  voraus. Das  Konzept dieses  Wachstumsmechanismus

thermodynamischen Ursprungs wurde 1939 von Volmer vorgeschlagen. Sobald Teile der
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zu kristallisierenden Substanz die Kristalloberflache erreichen, sind diese nicht direkt im
Kristallgitter integriert, sondern sind frei um und wandern tber die Kristalloberflache.
Dieser Schritt wird als Oberflachendiffusion bezeichnet. Aufgrund dieser adsorbierten
und freien Schicht auf der Oberflache besteht ein dynamisches Gleichgewicht zwischen
dieser freien Schicht und den Teilchen in Lésung. Atome, lonen und Molekiile werden an
den Positionen im Kristallgitter integriert, an der die attraktiven Kréafte am gréften sind
(Abbildung 2.10).

Abbildung 2.10: Kristallwachstum durch Diffusion der zu kristallisierenden Substanz an der
Kristalloberflache. !

Fir weitere Schichten muss sich erst ein Kristallisationszentrum bilden(zweidimensionale
Nukleation). Nach Gibbs-Vollmer l&sst sich dieses thermodynamisch analog zu

Gleichung(2.9) erklaren:

AG, = vAG + ay = nr?hAG + 2nrhy (2.22)

Mit a der Flache des Nukleationskeims und v das Volumen des Nukleationskeimes.
Analog zu Kapitel 2.3.1.1 ergibt sich fur den kritischen Nukleationsradius somit:

Y
AG,

= (2.23)

Bevor das Wachstum an der Kristalloberflaiche stattfinden kann, muss der
Nukleationskeim eine kritische GrélRe und eine kritische freie Reaktionsenthalphie AG.

erreichen.

y2mh (2.24)
AG,

AG,= —

Setzt man Gleichung (2.13) in Gleichung (2.24) ein erhédlt man einen Ausdruck flr die
kritische freie Reaktionsenthalphie AG. in Abhangigkeit des Sattigungsgrades S.
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_ ¥y mhv (2.25)

AG,=
kgTInS

Vergleicht man Gleichung (2.25) mit Gleichung (2.14), wird Klar, dass die
zweidmensionale Nukleation bei gleichen Reaktionsbedingungen einen geringeren

Sattigungsgrad benétigt als die dreidimensionale Nukleation.

2.3.4 Bevorzugte Kristallisation

Die bevorzugte Kristallisation ist eine Methode zur Trennung von Konglomeraten, die auf
der aufeinanderfolgenden Kristallisation der einzelnen Enantiomere beruht. Die ersten
Beobachtungen zur bevorzugten Kristallisation lieferte Gernez, eine Studentin Pasteurs,
im Jahre 1866.1") Sie fand heraus, dass eine Uberséttigte Losung der L-Enantiomere von
Natriumammoniumtartrat nur in Anwesenheit des linksdrehenden Salzes kristallisiert und
das D-Enantiomer nur in  Anwesenheit der rechtsdrehenden Salze von
Natriumammoniumtartrat kristallisiert. Aufgrund dieser Beobachtungen fiihrte sie die
gleichen Versuche mit dem Racemat von Natriumammoniumtartrat durch und stellte fest,
dass bei Zugabe von reinen Enantiomeren zu einer 0bersattigten Ldsung von
Natriumammoniumtartrat nur jenes Enantiomer Kkristallisiert, welches man vorher als

Verunreinigung zugegeben hatte.

Um ein Racemat durch bevorzugte Kristallisation zu trennen, ist die VVoraussetzung, dass
das Racemat als Konglomerat vorliegt.? Ist dies der Fall, kann die Trennung nach zwei
unterschiedlichen Methoden erfolgen. Die erste Methode ist die sogenannte simultane
Kristallisation. Beide Enantiomere kristallisieren gleichzeitig in der Mutterlauge, jedoch
lokal getrennt aus, wéhrend die Mutterlauge immer in ihrer racemischen
Zusammensetzung bleibt. Die zweite Methode ist die bevorzugte Kristallisation, mit
welcher sich in den letzten drei Jahren auch beschéaftigt wurde. Bei diesem Prozess
kristallisieren die Enantiomere nacheinander aus einer Uberséttigten Losung, jedoch ohne
den Gleichgewichtszustand zu erreichen. Es handelt sich hierbei um eine kinetische
Separation, die von den unterschiedlichen Kristallisationsraten der Enantiomere abhéngt.
Deutlich gemacht werden kann das Prinzip der bevorzugten Kristallisation durch
Abbildung 2.11.
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Abbildung 2.11:Dreiecksdiagramm zur Erklarung de[s Ii"rinzips der bevorzugten Kristallisation, nach
Jacques.®*

Hierbei stehen D und L jeweils flr die beiden Enantiomere und R fiir das Racemat. P ist
die Mischung, die kristallisiert werden soll, welche in Lésung Ubersattigt vorliegt und
einen Uberschuss an L enthélt. Ist ein Gleichgewicht in der Losung erreicht, besitzt die
Losung die Zusammensetzung E. Kristallisiert nun zuerst das L-Enantiomer, dann
verschiebt sich die Zusammensetzung der Losung von P nach |. Kristallisiert im
Gegensatz dazu das D-Enantiomer zuerst, verschiebt sich die Zusammensetzung der
Losung von P nach d. Kiristallisieren jedoch L und D gleichzeitig, resultiert fir die
Zusammensetzung der Losung eine Kurve am Endpunkt E. Diese Kurve hangt von dem
Verhaltnis der Kristallisationsraten der zwei Enantiomere ab. Sind die Raten gleich,
verlauft die Kristallisation gemall der grinen Kurve. Kristallisiert zum Beispiel das L-
Enantiomer schneller als das D-Enantiomer, verlduft die Kristallisation nach der roten
Kurve. In diesem Fall andert die Losung das Vorzeichen wéhrend der Kristallisation. Die
Losung ist erst links drehend am Punkt P und geht dann tber O zu rechts drehend. Der

ausfallende Niederschlag mit Zusammensetzung T enthalt somit mehr L als D.[*?

2.3.5 Kristallisation mit ,,Tailor-made“-Additiven

Ein weiterer Ansatz der bevorzugten Kristallisation ist die Kristallisation mit sogenannten
,»lailor-made” Additiven. Die Additive werden so gewahlt, dass sie stereochemisch

ahnlich zu einem Enantiomer des Konglomerates sind. Das Additiv wirkt als
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Verunreinigung, adsorbiert wahrend der Kristallisation stereoselektiv auf die Oberflache
des &hnlichen Enantiomers und hindert so seinen Wachstumsprozess. Somit kristallisiert
stereochemisch entgegengesetzte Enantiomer aus.®*! Dieser Mechanismus nennt sich
auch ,,Rule of Reversal®. Lahav und Leiserowitz et al. zeigen, dass die Kristallisation von
rac-Asparagin in Gegenwart von Glutaminséure, Asparaginsaure und Glutamin genau zur
Kristallisation des entgegengesetzten Enantiomers fuhrt.* ! Auch Kubota et al.
studierten die Kiristallisation in Anwesenheit von , Tailor-made“-Additiven und
demonstrierten somit ebenfalls die Kristallisation von rac-Asparagin mit mehreren
Aminosauren als Verunreinigung.®® Damit dieser Mechanismus auftritt, miissen folgende

Voraussetzungen erfillt sein:*”

e Das Additiv muss stereochemisch ahnlich zu einem Enantiomer sein, so dass es
bevorzugt auf die Oberflache dieses Enantiomers adsorbieren kann und den
Wachstumsprozess hindert. Dieses Enantiomer sollte allerdings in der zweiten

Anreicherung zu finden sein.

e Das Additiv agiert als Inhibitor der Kristallisation und sollte auch als Inhibitor der
Auflésung des betroffenen Enantiomers agieren. Dies sollte zu einer héheren

Anreicherung des Enantiomers mit entgegengesetzter Konfiguration fiihren.

e Die Wachstumsgeschwindigkeit des Enantiomers, auf dem das Additiv adsorbiert
ist, wird in verschiedene Richtungen beeinflusst. Dies sollte sich auch in einer

Anderung der Morphologie zeigen.

e Die Kiristallisation einer optisch reinen Substanz in Anwesenheit einer
racemischen Verunreinigung muss in einer bevorzugten Adsorption des

verunreinigten Enantiomers mit derselben Chiralitét enden.®®
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3.1 Synthetische Methoden

3.1.1 Miniemulsion

Miniemulsionen sind eine spezielle Klasse von Emulsionen. Mit der

Miniemulsionstechnik kdnnen Tropfchen, mit einer GroRe von 50 bis 500 nm hergestellt
werden.®  Es wird zwischen direkter (Oltropfchen-in-Wasser) und inverser
(Wassertropfchen-in-Ol) Miniemulsion unterschieden. In der vorliegenden Arbeit liegen

die Partikelherstellungen einer direkten Miniemulsion zu Grunde (Abbildung 3.1).

jarad A Q
o, ) J
N~ N N
A Monomer & Tensid
u  Ultrahydrophob w Initiator

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des Miniemulsions-Prozess. In der dispersen Phase (orange)
befinden sich der Initiator und das Hydrophob. Durch Ultraschall werden die disperse Phase und die
kontinuierliche Phase (blau), welche das Tensid enthélt, homogenisiert und dann polymerisiert.

Die Herstellung der Miniemulsion erfolgt durch Homogenisierung zweier Phasen, einer
dispersen und einer kontinuierlichen Phase. Um Koaleszenz entgegenzuwirken, wird der
kontinuierlichen Phase ein Tensid zugesetzt, welches die Trépfchen gegen Kollision
elektrostatisch, im Falle von ionischen Tensiden und sterisch im Falle von nicht-ionischen
Tensiden abschirmt. Eine weitere Destabilisierung der Miniemulsion kann durch
Ostwald-Reifung erfolgen. Um dies zu verhindern, wird der dispersen Phase bei direkten
Emulsionen ein Hydrophob, z.B. Hexadekan, hinzugefiigt. Das Hydrophob bedingt den
Aufbau eines osmotischen Drucks, welcher die Tropfchen stabilisiert, indem er dem
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Laplace-Druck entgegen wirkt. Beide Phasen werden durch Ultraschall homogenisiert
und dadurch in eine Miniemulsion tberfihrt.?® Gestartet wird die Polymerisation durch

einen Initiator, welcher wasser- oder 6ll6slich sein kann.

3.1.2 Festphasenpeptidsynthese

Die von Merrifield entwickelte Festphasenpeptidsynthese beruht auf einer aufeinander
folgenden Anbindung von verschiedenen Aminosauren an ein polymeres Harz.**! Durch
mehrfache Durchfiihrung des unten beschriebenen Zyklus kann ein Peptid bis auf eine
gewilinschte Lange synthetisiert werden. Die Anbindung erfolgt an der Sauregruppe, was
voraussetzt, dass die Aminogruppe der Aminosauren uber eine Schutzgruppe geschutzt
ist. Diese Schutzgruppe kann typischerweise eine Fmoc (9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-
oder Boc (tert-Butyloxycarbonyl)-Schutzgruppe sein. Ausgehend von der ersten, ndmlich
der Aminogruppe-geschutzten Aminoséure, die Uber einen Linker mit dem Harz
verknUpft ist, ist der erste Schritt der Festphasenpeptidsynthese die Entschitzung der
Aminogruppe der Aminosaure durch Piperidin, um somit die Kupplung zu ermdglichen
(Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: Prinzip der Festphasenpeptidsynthese.

Im zweiten Schritt wird nun die nachste Aminosaure, welche vorher durch DIPEA

deprotoniert wurde, unter zu Hilfenahme eines Kupplungsreagenzes angebunden. Der
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bekannteste ~ Vertreter ist hierbei HBTU (O-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
teramethyluroniumhexafluoro-phosphat). Durch Zugabe von Oxyma Pure (Ethyl-2-
cyano-2-(hydroyimino)acetat) zu HBTU kann zusétzlich die Ausbeute erhéht und der
Racemisierungsgrad erniedrig werden. Die Abspaltung vom Harz und die Entschiitzung

der Aminosaure erfolgt durch TFA, Wasser und Triisopropylsilan.

Die Peptide wurden Uber eine mikrowellengesteuerte Festphasenpeptidsynthese
hergestellt. Diese reprasentiert eine einfache Alternative zur klassischen organischen
Synthese von Peptiden in Losung. Die Festphasenpeptidsynthese stellt folgende Vorteile

in Aussicht:

e Die wachsende Peptidkette muss in keinem Losemittel gelost werden kénnen.

e Die Temperatur kann schnell und homogen durch das Mikrowellenfeld erhoht

werden.

e Durch die Polaritat des Peptidriickgrates und der N-terminalen Aminogruppe,
richten diese sich im elektrischen Feld der Mikrowellen standig neu aus. Somit

kann die Aggregation der Peptidketten reduziert werden.

e Die Reaktion kann durch einen Uberschuss an Reagenzien nahezu quantitativ

durchgefuhrt werden.
e Kaum Produktverlust durch die kovalente Anbindung der Aminoséuren.
e Nebenprodukte kdnnen durch Waschen des Harzes entfernt werden.
e Geringerer Arbeitsaufwand und immense Zeitersparnis.

Blickt man auf die geschichtliche Entwicklung der Peptidsynthese zurtick, stellt man fest,
dass diese zuriick bis zu 1900 reicht. Fischer und Fourneau entwickelten damals die erste
Peptidsynthese.™® 1953 brachte Du Vigneaud die erste klassische Peptidsynthese eines
aktiven Peptids in Losung zustande.l’®! In den 1960er Jahren hatte Merrifield die Idee,
einen auf Polystyrol basierten Harz fiir die Peptidsynthese zu nutzen. 1963 fiihrte er die
erste Festphasenpeptidsynthes durch.™® Nach knapp 10 Jahren der Modifizierung der
Festphasenpeptidsynthese wurde 9-Flourenylmethoxycarbonyl (Fmoc) als Schutzgruppe
des N-Terminus der Aminosaure in der Festphasenpeptidsynthese eingefiihrt.*%! In den

folgenden Jahren wurde die Peptidsynthese stetig verbessert. Die mikrowellengesteuerte
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Peptidsynthese wurde 1992 zum ersten Mal getestet. Schnell wurden automatisierte

mikrowellengesteuerte Peptidsynthesizer auf den Markt gebracht.™*%®

Alle verwendeten Chemikalien die zur Peptidsynthese gebraucht wurden sind in

Abbildung 3.3 zu finden.
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Mit Glutaminsaure geladenes Harz (Wang Resin)
Abbildung 3.3: Verwendete Chemikalien in der Festphasenpeptidsynthese.

Abbildung 3.4 zeigt den ersten Schritt des Mechanismus der Peptidsynthese. Das in DMF
geloste geladene Harz wird mit Piperazin versetzt, um die Fmoc-Schutzgruppe

abzuspalten, welche in CO, und 9-Methylenfluoren zerféllt.
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Abbildung 3.4: Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe.

Wahrenddessen wird aus der nachsten Aminosaure ein Aktivester gebildet. Dazu wird die
Fmoc geschiitzte Aminosédure von DIPEA, eine Base mit geringer Nucleophilie,
deprotoniert. Im darauffolgenden Schritt kann nun das Kupplungsreagenz HBTU
nucleophil am Sauerstoffatom der Carboxylgruppe angreifen und der reaktive Aktivester

der Aminosaure wird erhalten (Abbildung 3.5). Die treibende Kraft dieser Reaktion ist die
Bildung des Tetramethylharnstoffs.
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Abbildung 3.5: Bildung des Aktivesters.

Die Kupplung der néchsten Aminosédure erfolgt nun durch den nucleophilen Angriff
durch das freie Amin der am Harz verbundenen Aminoséure an das Carboxyl-C-Atom

des Aktivesters. Hierbei garantiert die Fmoc Schutzgruppe des Aktivesters, dass die
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Kupplung ausnahmslos an der am Harz verbundenen Aminosaure gebildet wird
(Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6: Kupplung des Aminoséaureaktivesters an die am Harz gebundene Aminoséure.

Als letzter Schritt wird anstatt einer Aminosaure das selbst synthetisierte N-Methacryloyl-
11-aminoundecansaure (Kapitel 4.2.2) an die letzte Aminosdaure angebunden, um somit
ein polymerisierbares Tensid zu erhalten(Abbildung 3.7). Die Abspaltung vom Harz und
die Entschitzung der anderen Schutzgruppe wurden im Labor manuell durchgefuhrt.
Dazu wurden die Peptide mit einer Mischung aus TFA, DCM, H,0 und TIS versetzt.
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Abbildung 3.7: Anbindung der Metharylaminoundecansdure an das Peptid und Abspaltung vom Harz.
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3.2

3.2.1

Charakterisierungsmethoden

Zirkulardichroismus (CD)

Licht ist eine transversale Welle mit rechten Winkeln zwischen dem Wellenvektor k und

den Vektoren des elektrischen und magnetischen Feldes E und H. Unter einer Polarisation

versteht man die Orientierung des E- oder H-Feldes (Abbildung 3.8).

Y

Abbildung 3.8: Schematische Darstellung einer elektromagnetischen.!™®”! With the permission of John

Wiley and Sons, Inc.

Man kann drei Arten von Polarisation unterscheiden:

1.

Lineare Polarisation:

Die Schwingung des Feldes findet nur in eine einzige Richtung statt, die
Auslenkung andert ihren Betrag und ihr Vorzeichen periodisch. Die
gebréuchlichste Methode, um linear polarisiertes Licht zu erzeugen, besteht im
Einsatz von Polarisationsfiltern. In diesen aus speziellen Kunststofffolien
bestehenden Polarisationsfiltern sind die einzelnen Molekilketten parallel
zueinander angeordnet und zusatzlich mit einer lodverbindung dotiert. Durch die
Dotierung werden Elektronen eingelagert, die sich nur entlang der Ketten
bewegen kdnnen. Sobald Licht mit einem elektrischen Feldvektor parallel zu den
Molekilketten auf die Folie trifft, resultiert eine Beschleunigung der Elektronen
entlang der Molekilketten. Ein Polarisationsfilter ist demnach nur fur Licht
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durchlassig, dessen elektrischer Feldvektor senkrecht zu den Molekilketten

ausgerichtet ist.

2. Zirkulare Polarisation:

Zirkulare Polarisation entsteht durch die Uberlagerung zweier linear polarisierten
Wellen. Bei Voranschreiten der Welle dreht sich der elektrische Feldvektor mit
konstanter Winkelgeschwindigkeit um den Wellenvektor ohne Anderung seines
Betrages. Eine Mdoglichkeit, zirkular polarisiertes Licht zu erzeugen, ist linear
polarisiertes  Licht auf einen Kristall zu strahlen, in dem die
Ausbreitungsgeschwindigkeit von der Polarisationsrichtung abhéngt. Diese
Kristalle sind meist doppelbrechende Materialien, wie z.B. Quarz. Diese
doppelbrechende Beschaffenheit des Kristalls fuhrt dazu, dass die senkrechte
Komponente des elektrischen Feldvektors sich schneller durch den Kristall
ausbreitet als die Waagrechte. Durch die Lange des A/4-Plattchens zeigt sich beim
Austritt eine Phasenverschiebung zwischen den beiden Komponenten. Werden
diese beiden addiert, ergibt sich eine polarisierte Welle, die mit konstanter

Amplitude um die Ausbreitungsachse zirkuliert.

3. Elliptische Polarisation:

Die Wechselwirkung zweier senkrecht zueinander stehender linear polarisierter
Wellen ergibt elliptisch polarisiertes Licht, dabei rotiert der elektrische Feldvektor
um den Wellenvektor und &ndert periodisch den Betrag. Die Spitze des

elektrischen Feldvektors bewegt sich auf einer Ellipse.

Wenn Licht eine optisch aktive Substanz durchdringt, bewegen sich die links und rechts
polarisierten Strahlen nicht nur mit unterschiedlicher Geschwindigkeit fort, sondern auch
mit unterschiedlichem Extinktionskoeffizient & # &r. Die Differenz Ae=g_—&z nennt sich
Zirkulardichroismus. Um den Zirkulardichroismus quantitativ zu beschreiben, nutzt man

das Lambert-Beer-Bouguer Gesetz aus (Gleichung(3.1)).1%!

1
A= logT0 = ecd
(3.2)
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Wenn |, die Intensitat des einfallende Lichtstrahls und | die Intensitat des ausfallenden
Lichtstrahls ist, dann ist die Absorption A proportional zur Konzentration ¢, dem
Absorptionskoeffizient & und der Schichtdicke d des durchstrahlten Korpers. In einem
optisch aktiven Medium kann man zwei Absorptionen verzeichnen, eine fir links und die
andere fur rechts zirkular polarisiertes Licht. Es wird die Anderung der Absorption von
rechts und links zirkular polarisiertem Licht gemessen (Gleichung (3.2)):
A=A, — A, = logl—L (3.2
I
Um den  Zirkulardichroismus  auszuwerten  wird die  Anderung  der
Absorptionskoeffizienten aufgetragen (Gleichung (3.3)). Es gilt somit:
1

. 3.3
As CdAA (3.3)

Ein weiterer Effekt der den Zirkulardichroismus begrindet, ist die Elliptizitat. Linear
polarisiertes Licht gliedert sich in rechts und links zirkular polarisiertes Licht, R und L.
Sind die Intensitaten und die Phasen der zwei zirkular polarisierten Komponenten gleich,

liegt ihr Produkt auf einer Ebene und oszilliert im Betrag (Abbildung 3.9 a).

M amn

Abbildung 3.9: Vektor- und Winkelbeziehungen bei der CD-Spektroskopie beim Durchgang linear
polarisierten Lichtes durch ein optisch aktives Medium. (I) beschreibt den hypothetischen Fall der reinen
optischen Rotation bei zwei Komponenten mit gleicher Amplitude. (I1) zeigt die entsprechende Elliptizitét
als Folge unterschiedlicher Absorption beider zirkularpolarisierter Wellen." Reprinted from Biochimica
et Biophysica Acta (BBA) - Proteins and Proteomics, Vol. 1751, 2728-2732, 2005, with permission from
Elsevier.
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Absorbiert die rechts zirkular polarisierte Komponente mehr als die links zirkular
polarisierte Komponente, folgt der elektrische Feldvektor einem elliptischen Weg,
entsprechend zum elliptisch polarisierten Licht (Abbildung 3.9 b). Der Winkel & ist die
Elliptizitdt, die proportional zum Zirkulardichroismus steht. Fir die spezifische
Elliptizitat (Gleichung (3.4) bzw. die molare Elliptizitit mit M der molare Masse
(Gleichung (3.5) qilt:

07 = - @4
M 6
(6]} = 100 2d (3.5)

Mit der CD-Spektroskopie kann Auskunft tber den Anteil von Sekundérstrukturen in
Proteinen gegeben werden. Wie man in Abbildung 3.10 erkennen kann, unterscheidet sich
der Dichroismus fiur die verschiedenen Sekundarstrukturen. Die Sekundarstruktur von

Proteinen kann eine a-Helix, ein B-Faltblatt oder ein statistisches Knéuel sein.

8e+4 | 1 — o-helix
2 — antiparallel B
Ge+d | 3 — disordered
4 — collagen (triple helix)
— 5 collagen (denatured
S de+d gen )
=
Ly
NE 2e+4
[&]
[@)]
O Qe+0
©
~
2. -2e+4
-4e+4
-6e+d ] ] ] ] ]

190 200 210 20 230 240 250

Wellenlange / nm

Abbildung 3.10: CD-Spektrum fiir verschiedene Sekundarstrukturen. Die verschiedenen
Sekundérstrukturen sind o.-Helix(schwarze Kurve); B-Faltblatt (rote Kurve) und statistisches Knéuel (griine
Kurve).M® Adapted by permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature Protocols, 2007.
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3.2.2 Polarimetrie

Eine weitere optische Methode, um die Chiralitdt nachzuweisen, stellt neben dem
Zirkulardichroismus die Polarimetrie dar. Mit einem Polarimeter kann die Drehung der
Polarisationsebene von Licht durch optisch aktive Substanzen gemessen werden.
Wechselwirkt linear polarisiertes Licht mit einem optisch aktiven Molekil, bewegt sich
ein Lichtstrahl langsamer als der andere. Die Phase des einen Lichtstrahls verschiebt sich,
wodurch sich die Anteile der VVektoren &ndern. Es entsteht eine neue Schwingungsebene.
Der Winkel, um den sich die Ebene dreht, wird als optische Drehung bezeichnet. Das
Polarimeter setzt sich zusammen aus einer Lichtquelle, einem Polarisator, einem
Analysator, der nur fir Licht einer Polarisationsebene durchléssig ist, und einem Detektor
(Abbildung 3.11). Trifft unpolarisiertes Licht mit einer festen Wellenldnge auf den
Polarisator, wird nur Licht mit einer bestimmten Polarisation durchgelassen. Befindet sich
eine optisch aktive Substanz im Strahlengang, dreht diese die Polarisation so, dass nur das
Licht den Analysator passiert, welches parallel zur Ebene des Analysators schwingt. Der
Drehwert der Substanz wird ermittelt, indem der Analysator so weit gedreht wird, dass
der dunkelste Zustand erreicht wird. Der Analysator steht dann senkrecht zur Ebene des

polarisierten Lichts, das durch die Probe gedreht wurde.

O B @ Ay [

Lichtquelle Polarisator Kuvette Analysator Betrachter

Abbildung 3.11: Schematischer Aufbau eines Polarimeters, bestehend aus Lichtquelle, Polarisator,
Kuvette, Analysator und Detektor.

Der Drehwert « ist der Winkel, um den der Analysator gedreht werden muss, bis das
minimalste Detektorsignal erreicht wird. Dieser kann daraufhin in den spezifischen
Drehwert umgerechnet werden. Es gilt fiir den spezifischen Drehwert mi A der

Wellenlange, c der Konzentration, | der Kiivettenldnge und « dem gemessenen Drehwert:

[a]] = % (3.6)
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3.2.3 Dynamische Lichtstreuung

Mit der dynamischen Lichtstreuung (DLS) kann uber die GroRe von Partikeln Auskunft
gegeben werden. Trifft Licht auf ein Streuzentrum, werden die Elektronen der Molekiile
periodisch gegen die Kerne verschoben und es entstehen oszillierende Dipole. Diese
Dipole wirken als Sender einer elektrischen Welle und strahlen kreisférmig Wellen der

gleichen Wellenlénge wie die des einfallenden Lichtstrahls aus (Abbildung 3.12).

e 4

.
s, E
‘e

*

‘4
Abbildung 3.12: Elektrische Dipole werden durch Licht induziert. Die Dipole wirken als Sender und

strahlen Lichtwellen kreisférmig und senkrecht zur Oszillationsebene ab.™* With kind permission from
Springer Science and Business Media.

Partikel, die dispergiert sind, zeigen aufgrund der thermischen Dichtefluktuation des
Losemittels eine  Brownsche-Molekularbewegung. Diese fiihrt  zur  zeitlichen
Fluktuationen interpartikuldrer Interferenzen und somit zur zeitlichen Fluktuation der
Streuintensitat. Die zeitliche Veranderung der Teilchen wird durch die van-Hove-
Autokorrelationsfunktion Gs (#,t) beschrieben. Um aus einem Zeitsignal ein Spektrum zu
erhalten, wird eine Fourier-Transformation Fs(g,7) angewendet. Man erhadlt das

zugehorige DLS-Signal:

G 1) = (n(0,)n t + D)y © E@G,0) = J Gs (7, T) exp(iGr)d7 (3.7)

Die Anzahl der streuenden Teilchen am Ort r bei einer gegebenen Zeit t wird durch

n(7, t) reprasentiert. Die Zeit nach der zeitlichen Fluktuation wird durch zbeschrieben.

Die Bewegung der Teilchen kann durch eine ,,Random-Walk-Bewegung*“ beschrieben
werden. Der ,,Random-Walk* wiederum wird Uber das mittlere Verschiebungsquadrat

<AR2>und den Selbstdiffusionskoeffizienten Ds charakterisiert:
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2 =
< AR(1)* >=6Dgst (3.8)

Experimentell kann die Amplituden-Korrelationsfunktion Fs(g,7) aus der zeitabhangigen
Streuintensitat 1(t) sowie der Intensitatskorrelation </(z)-1(t+7)> bestimmt werden. Die

gemessene Intensitatskorrelation wird (ber die Siegert-Relation in eine normierte
Amplitudenkorrelationsfunktion tberfuhrt. Dazu werden alle Produkte der Intensitat zum

Zeitpunkt I(t) mit der Intensitdt nach einem bestimmten Zeitpunkt I(t+7) gebildet und

aufsummiert (Abbildung 3.13).

1(q,)I(q,
F(q,t) = exp(—=Dsq°7) = (Es(q, )Es(q, t + 7)) = J (4 (tl)(q(qt)ij T)—l (39)

It)
IO I(t+1)>,

Abbildung 3.13: Schematischer Ablauf der DLS. Die Intensitatskorrelation wird in eine normierte
Amplitudenkorrelationsfunktion umgewandelt.**"! With kind permission from Springer Science and
Business Media.

Tragt man die Amplitudenkorrelation nach Gleichung (3.9) logarithmisch auf, ergibt sich
eine Gerade, aus deren Steigung man den Diffusionskoeffizienten erhalt. Aus diesem lasst
sich Ober die Stokes-Einstein-Gleichung (3.10, mit der Viskositat 7 und der Boltzmann-

Konstante k, der hydrodynamische Radius Ry der streuenden Partikel bestimmen:

kt

~ 6mnR, (3.10)

N
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3.2.4 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Das Rasterelektronenmikroskop ist ein Mikroskop, das eine Oberflache mit einem
Elektronenstrahl abtastet. Dabei kann eine Auflésung bis in den Nanometerbereich erzielt
werden. In einer Elektronenkathode wird ein Elektronenstrahl erzeugt, der durch einen
Steuerzylinder fokussiert und dann durch eine Anode beschleunigt wird. Durch eine
angelegte Spannung zwischen Anode und Kathode im Bereich von 1 bis 30 kV erhalten
die Elektronen ihre Energie. Eine weitere Fokussierung erhalt der Elektronenstrahl durch
elektromagnetische Linsen und trifft dadurch gebiindelt auf das Objekt auf. Linsen, Probe
und Elektronen missen sich im Hochvakuum befinden, um St63e der Elektronen mit
Gasteilchen zu vermeiden. Der Elektronenstrahl rastert die Probe Punkt fur Punkt ab,
wobei abhangig von der Probenbeschaffenheit Sekundarelektronen entstehen, die
zuruckgestreut werden. Die Anzahl der Elektronen ist proportional zur Helligkeit, die
detektiert wird. Das Signal wird durch einen Elektronenvervielfacher verstarkt und auf
den Bildschirm eines Monitors ubertragen. Vom Elektronenstrahl abgewandte Stellen
erscheinen dunkler als Stellen, die dem Elektronenstrahl zugewandt sind. Dies bedingt
den dreidimensionalen Effekt der REM-Aufnahmen.™?

3.2.5 Partikelladungsdetektion

Die Partikelladungsdetektion erfolgt nach dem Prinzip der elektrochemischen
Doppelschicht. Befindet sich ein geladener Partikel in einer Elektrolytldsung ist dieser
von einer Schicht entgegengesetzt geladener lonen umgeben. Diese Schicht besteht
wiederum aus zwei Schichten: Der inneren Schicht, der sogenannten Helmholtzschicht
und einer diffusen Schicht. Die Helmholtzschicht, welche sich in eine innere und eine
auBere Schicht aufteilt, beinhaltet lonen, die sehr stark an die Oberflache des Partikels
gebunden sind. In der diffusen Schicht sind die lonen durch elektrostatische Kréfte und
zufalliger thermischer Bewegung verteilt. Der Potentialverlauf entspricht linearem
Verhalten. Nachdem das Potential ein Maximum in der inneren Helmholtzschicht erfahrt,
erniedrigt es sich in der dauReren Helmholtzschicht (Stern-Potential) und geht dann in der
diffusen Schicht Richtung Null.

Zur experimentellen Bestimmung der Anzahl an funktionellen Gruppen auf der

Oberflache der Partikel, wird die verdiinnte Dispersion mit einer wéssrigen Losung eines
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entgegengesetzt geladenen Polyelektrolyten titriert. Im Falle von negativ geladenen
Partikeln, so wie in dieser Arbeit, wurde ein Kationischer Polyelektrolyt,
Polydiallyldimethylammoniumchlorid, Poly(DADMAC), eingesetzt. Durch ionische
Wechselwirkungen agieren die Partikel mit dem Polyelektrolyt. Wé&hrend der Titration
wird ein Signal der Zugabemenge an Polyelektrolyt bis zu einem PCD-MeRwert = + 0

verfolgt.

Die Menge an geladenen Gruppen pro Gramm Polymer wurde nach folgender Gleichung
berechnet:

(3.11)

Gruppen | V-M- N,
~ FG

Iprolymer
In Gleichung (3.11) steht V dabei fiir das Volumen an verbrauchter Polyelektrolyldsung,
M flr die Konzentration der Polyelektrolytlésung, Na flr die Avogardro-Konsante und
FG fur den Feststoffgehalt der Dispersion. Die Menge an geladenen Gruppen pro Partikel
und pro Oberflacheneinheit in nm? wurde wiederum nach folgenden Gleichungen

berechnet:
Gruppen ] Gruppen| p-m- Dj (3.12)
Partlkel IJpolymer 6
Gruppen] lGruppenl p- 1078. p, (3.13)
nm?2 9polymer 6

Dy entspricht dem hydrodynamischen Durchmesser der Partikel und p der Dichte des
Polymers. Zur Naherung wurde die Dichte von Polystyrol angenommen (o =
1,045 g/lcm®).

3.2.6 Isotherme Titrationskalorimetrie

Die Isotherme Titrationskalorimetrie dient zur thermodynamischen Beschreibung von
inter- und intramolekularen Wechselwirkungen und zur quantitativen Untersuchung.
Voraussetzung zur Anwendung der Methode ist, dass das Molekil in Ldsung vorliegt.
Das Kalorimeter besteht aus zwei Zelle, einer Mess- und einer Referenzzelle. In der

Messzelle befindet sich die zu messende Losung und in der Referenzzelle das Losemittel

52



Methoden

der Probe. Mit einer Spritze wird nun ein definiertes VVolumen des Ldsemittels in die
Messzelle titriert. Wahrend der gesamten Messung wird die Temperaturdifferenz
zwischen Mess- und Referenzelle gemessen und konstant gehalten. Dies wird erreicht,
indem beide Zellen aufgeheizt oder abgekihlt werden. Die Temperaturdnderung der
exothermen oder endothermen Reaktion wird als Signal erhalten.
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4 Ergebnisse und Diskussion

In diesem Kapitel werden die auf drei verschiedenen Wegen hergestellten chiralen
Nanopartikel vorgestellt (Abbildung 4.1):

(1) Die Partikel bestehen aus einem chiralen Polymer, welches tber eine radikalische
Polymerisation in Miniemulsion durch ein chirales Monomer erhalten wurde.

(2) Die Partikel bestehen aus Polystyrol und wurden an der Oberflache mit einem

chiralen Tensid funktionalisiert.

(3) Die Partikel bestehen ebenfalls aus Polystyrol und wurden an der Oberflache mit

chiralen Tensiden, basierend auf Peptiden, funktionalisiert.

HO
o

O
HN o

Abbildung 4.1: Ubersicht der verschieden hergestellten Partikel.

4.1 Partikel aus chiralem Polymer

Dieser Teil der Arbeit ist bereits in Advanced Materials, 2015, 27, 2728-2732
veroffentlicht. 1!

Um Partikel herzustellen die vollstandig aus chiralen Molekl bestehen, wurden als erstes
die chiralen Monomere basierend auf verschiedenen Aminoséauren hergestellt. Abbildung
4.2 zeigt die Syntheseroute zur Monomerherstellung. Diese optisch aktiven Monomere
wurden anhand einer  Einhorn-Variation der  Schotten—Baumann—Reaktion
synthetisiert.™* Dazu wurde Acrylsaurechlorid mit dem jeweiligen geschiitzten
Aminosaure-Hydrochlorid mit Triethylamin als Hilfsbase umgesetzt. Die Hydochloride

sind im Vergleich zu den freien Aminosauren in Triethylamin oder einer Mischung aus
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Triethylamin und Dichlormethan I6slich. Es bildet sich Triethylamoniumchlorid, welches
einfach durch Filtration abgetrennt werden kann. Die Monomere wurden durch
saulenchromatographische Aufreinigung mit Ethylacetat/Hexan (1:1) in guten Ausbeuten
erhalten. Im Folgenden werden die Monomere mit der in Abbildung 4.2 und Abbildung

4.3 gezeigten Nomenklatur abgekirzt.

} A

N-Acryl-di-tert-butyl-L-Glutaminsaure (LGlu) und
N-Acryl-di-tert-butyl-D-Glutaminséure (DGlu)

I

N-Acryl-tert-butyl ester L-Phenylalanin (LPhe) und
N-Acryl-tert-butyl ester D-Phenylalanin (DPhe)

Ao
B

N-Acryl-O-tert-butyl methyl ester-L-Threonin (LThr) und
N-Acryl-O-tert-butyl methyl ester-D-Threonin (DThr)

-CH,

Abbildung 4.2: Syntheseroute zur Herstellung der Monomere. Mit Genehmigung von Advanced Materials,
Wiley-VCH.

Zur Herstellung der chiralen Nanopartikel wurden die synthetisierten Monomere durch
Miniemulsionspolymerisation polymerisiert. Dabei bildet das jeweilige Monomer mit
Azobis-isobutyronitril (AIBN) als Initiator und Hexadekan als Ultrahydrophob in Toluol
geldst, die disperse Phase. Die kontinuierliche Phase besteht aus Natriumdodecylsulfat
(SDS) in Wasser. Nach dem Voremulgieren beider Phasen und Behandlung im

Ultraschall wurde die Emulsion iber Nacht fiir 16 Stunden polymerisiert.
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Monomer Polymer Monomer Polymer

o NH o NH o NH o NH
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LGlu poly(LGlu) DGlu poly(pGlu)

o] NH o NH o NH
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N OtBu o\ OtBu 0\ OtBu o\
LThr poly(LThr) DThr poly(DThr)
L b X &
o NH o NH o NH o NH
OtBu OtBu OtBu OtBu
LPhe poly(LPhe) DPhe poly(pPhe)

Abbildung 4.3: Uberblick der hergestellten Monomere und Polymere mit Abkiirzungen, die tber die
komplette Arbeit verwendet werden. Mit Genehmigung von Advanced Materials, Wiley-VCH.

Die Grolken der erhaltenen Partikel, welche durch dynamische Lichtstreuung bestimmt
wurde, reichen von 150-200 nm. Das Zahlenmittel des Molekulargewichts befindet sich
im Bereich von 30.000 g/mol (Tabelle 4.1). Die Aufnahmen der Partikel am
Rasterelektronenmikroskop zeigen Partikel mit einer einheitlichen GroRe. Die GréRRe im
Rasterelektronenmikroskop stimmt mit den durch DLS erhaltenen GrofRen sehr gut
uberein (Abbildung 4.4).
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Tabelle 4.1: Erhaltene PartikelgroRen und Molekulargewichte.

Molekulargewicht

Monomer Monomer Dy, /nm [g-mol™]
Abktirzung
M, My
N-acryl-di-tert-butyl-L-Glutaminséure LGlu 220 + 60 27.400 56.300
N-acryl-di-tert-butyl-D-Glutaminséure DGlu 220+ 30 28.200 83.100
N-acryl-tert-butyl ester L-Phenylalanin LPhe 230+ 40 28.300 181.500
N-acryl-tert-butyl ester D-Phenylalanin DPhe 200+ 70 27.100 63.600
N-acryl-O-tert-butyl methyl ester-L-Threonin LThr 260 + 60 31.000 75.300
N-acryl-O-tert-butyl methyl ester-D-Threonin DThr 150 + 20 31.900 92.600

| 500 _|

F Ve V. VWV W,

Abbildung 4.4: REM-Aufnahmen von a) poly(LGlu), b) poly(DGlu), ¢) poly(LThr), d) poly(DThr), €)
poly(LPhe) and f) poly(bPhe)-Nanopartikeln. Mit Genehmigung von Advanced Materials, Wiley-VCH.
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Die optische Aktivitat und somit die Chiralitdt der Nanopartikel wurde anhand von
Zirculardichroismus-Spektroskopie (CD-Spektroskopie) bestimmt. In Abbildung 4.5 sind
die CD-Spektren der L- und D-Partikel in waéssriger LOsung zu sehen. Jedes
Enantiomerenpaar weist ein Maximum der Intensitét bei einer Wellenldange von ~ 225 nm
auf. Wie erwartet zeigen die jeweiligen Enantiomerenpaare der Nanopartikel eine

Elliptizitat von unterschiedlichem Vorzeichen.

Um die Stereoselektivitat der hergestellten Partikel zu demonstrieren, wurden die Partikel
in der enantioselektiven Kristallisation eingesetzt. In den letzten Jahren wurden viele
Prozesse zur Auflésung racemischer Substanzen bestatigt, doch die am weitesten
angewendete Technologie, basiert immer noch auf dem Prinzip der enantioselektiven
Kristallisation. Das Ziel hierbei war es, diese chiralen Partikel zu nutzen, um racemische
Substanzen, durch enantioselektive Kristallisation zu trennen. Unsere Hypothese ist, dass
die hergestellten chiralen Nanopartikel als selektiver chiraler Keim agieren und somit zur
enantioselektiven Kristallisation von nur einem Enantiomers des Racemates auf dem
chiralen Partikel fiihren. Diese Annahme wird durch vorangegangene Forschung, wie
zum Beispiel die Kristallisation von L-Glutaminsdure auf chirale selbstorganisierende
Multilagen-Oberflachen  unterstiitzt.'®!  Als racemische Verbindungen wurden
Aminosauren gewahlt, da Aminosduren die Basis aller Lebensprozesse sind und die

Kristallisation zu einem der wichtigsten Prozesse ihrer Herstellung gehort.!*%

Chirale Verbindungen kristallisieren, wie in der Einleitung erwahnt, in drei verschiedenen
Formen: als Konglomerate, racemische Verbindungen und Pseudoracemate. Aufgrund der
Zusammensetzung der Konglomerate, welche sich durch separate Kristalle der reinen
Enantiomere auszeichnnen, konnen diese am einfachsten kristallisiert und aufgel®st
werden. In dieser Arbeit wird die Kristallisation des repréasentativen Konglomerat

Systems, rac-Asparagin, aufgezeigt.
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Abbildung 4.5: CD Spektren von a) poly(LGlu) und poly(DGlu), b) poly(LThr) und poly(DThr), und c)
poly(LPhe) und poly(DPhe)-Nanopartikel. Mit Genehmigung von Advanced Materials, Wiley-VCH.
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Um die optimalen Kristallisationsparameter, wie Kiristallisationsgeschwindigkeit und
Induktionszeit herauszufinden, wurden Tribungsmessungen durchgefiihrt. Dazu wurde
das transmittierte Licht der Probe wahrend der Kiristallisation gemessen. Die
Tribungsmessung wurde fir rac-Asparagin, L-Asparagin, D-Asparagin, rac-Asparagin
auf  L-Glutaminsédure-Partikel und rac-Asparagin auf D-Glutaminsdure-Partikel
durchgefuhrt (Abbildung 4.6).

Die (bersattigte Losung aus dem Racemat von Asparagin bzw. die jeweiligen
Enantiomere in Wasser wurden auf 60 °C erhitzt und mit kontrollierten Parametern

abgekuhlt. Das Kuhlungsprofil wurde so gewahlt, dass die Abkihlungskurve der der
spontanen Abkuhlung auf Raumtemperatur entspricht.

Intensitat / a.u.
Temperatur / °C

1 —E-L-Asn

—m— D-Asn

0,27 —m— rac-Asn

4 —B—rac-Asn auf poly(DGlu)
—— rac-Asn auf poly(LGlu)
—0O— Temperatur

0,0 —
0 1000

)
2000 3000 4000 5000
Zeit/s

Abbildung 4.6: Triibungsmessung von reinem rac-Asparagin, reinem L-Asparagin, reinem D-Asparagin,
rac-Asparagin auf poly(LGlu) und rac-Asparagin auf poly(DGlu). Dazu wurde wahrend der Kristallisation
das transmittierte Licht gegen die Zeit aufgenommen. Mit Genehmigung von Advanced Materials, Wiley-

VCH.

Das transmittierte Licht wurde gegen die Zeit aufgenommen. Die Kurve zeigt eine
Induktionsperiode, in der die Nukleationskeime gebildet werden, bis eine kritische GroRe

erreicht wird. Auf diese Induktionsperiode folgt ein Abfall und die L6sung beginnt zu
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kristallisieren. Wenn die Kiristallisation beendet ist, tendiert die Kurve zu einem

Gleichgewichtszustand, welcher der Loslichkeit der Aminoséure entspricht.

Die Kurven wurden jeweils mit folgender Gleichung angepasst:

n
I(t) = to + (tena — tO)kn-l-—tn (4.1)

Die Geschwindigkeitskonstanten ergaben sich mit folgender Gleichung:

al(t) nk™t®-D
r=ar - Wena = W) ey (4.2)
Dabei entsprechen ty und te,q der Start und Endzeit der Tribung und k und n den

Anpassungskonstanten.

Tabelle 4.2 zeigt die Kristallisationsparameter, die durch die Tribungsmessung erhalten
wurden. Die Induktionszeit ist fir die Systeme unterschiedlich: rac-Asparagin liegt mit
einer Induktionszeit von 50 min zwischen der von L-Asparagin (60 min) und D-Asparagin
(39 min).

Tabelle 4.2: Kristallisationsparameter, die durch die Trubungsmessung erhalten wurden.

Startpunkt der Kristallisation

System fmax / S*%107%  ting / min (min)
rac-Asparagin 2.3 50 ~50
L-Asparagin 5.7 60 ~60
D-Asparagin 4.4 39 ~39
rac-Asparagin auf poly(LGlu) ) 5
Partikel 2.6
rac-Asparagine auf poly(bGlu) ] .

Partikel 4.0

Man konnte erwarten, dass die Induktionszeit von reinem rac-Asparagin die kiirzeste ist,
da es die stabilste Form ist, die aus dem ,,Bulk* kristallisiert. Jedoch muss man bedenken,
dass rac-Asparagin in Form des Konglomerates kristallisiert, was bedeutet, dass die
Enantiomere aufgrund der gleichen physikalischen Zusammensetzung der einzelnen

homochiralen Kristalle der Enantiomere nacheinander Kkristallisieren konnen. In
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Anwesenheit von poly(LGlu)-Partikeln  und poly(DGlu)-Partikeln  beginnt die
Kristallisation 5-8 min spater, was darauf hinweist, dass die chiralen Partikel leichter als
Kristallisations-Hemmer fungieren. Vergleicht man die berechneten
Geschwindigkeitskonstanten wird deutlich, dass in Anwesenheit von poly(LGlu)
Partikeln und poly(DGlu) Partikeln die Geschwindigkeitskonstanten héher sind als zu

reinem rac-Asparagin.

Die enantioselektive Auflésung wurde anhand von Polarimetriemessungen Uberpruft. Die
chiralen Nanopartikel agieren als Kristallisationskeim in der Gbersattigten Losung von
rac-Asparagin und fuhren zur bevorzugten Kristallisation von einem Enantiomer.
Abbildung 4.7 zeigt die gemessenen optischen Aktivitaten und den daraus errechneten
Enantiomerenuberschuss (e.e.) wahrend der Kristallisation von reinem rac-Asparagin und
in Anwesenheit von a) poly(LGlu)- und poly(pGlu)-, b) poly(LThr)- und poly(DThr)-
und c) poly(LPhe)- und poly(pPhe)-Nanopartikel.
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Abbildung 4.7: Kristallisation von rac-Asparagin auf a) poly(LGlu) and poly(DGlu), b) poly(LThr) and
poly(DThr), und c) poly(LPhe) and poly(DPhe)-Nanopartikel. Mit Genehmigung von Advanced Materials,

t/ min

Wiley-VCH.
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Kristallisiert reines rac-Asparagin alleine, das bedeutet in Abwesenheit der chiralen
Nanopartikel, erfolgt eine gering spontan bevorzugte Kristallisation von 3% in die
positive Richtung (D). Durch die einzelnen Enantiomere in einer Einheitszelle kann ein
Enantiomer spontan alleine kristallisieren, wahrend das andere in Losung bleibt. In
Anwesenheit der chiralen Nanopartikel, z.B. L-Partikel, konnte man beobachten, dass L-
Asparagin bevorzugt auf L-Partikel adsorbiert und somit als Nukleationskeim fiir L-
Asparagin-Kristalle wirkt. Der Anstieg des optischen Drehwerts nach ca. 75 min deutet
auf den Start des Wachstumsprozesses hin. Am hochsten Punkt der Kurve beginnt
ebenfalls D-Asparagin zu kristallisieren und der optische Drehwert geht zurtick zu einem
Wert von 0, sobald die Kristallisation vollstandig ist. In Anwesenheit von D-Partikeln
wird die gleiche Kurve als Spiegelbild beobachtet. Der optische Drehwert hat hier ein
negatives Vorzeichen, welches die bevorzugte Kristallisation von D-Asparagin andeutet.
Die bevorzugte Kiristallisation konnte fur alle hergestellten chiralen Partikel gezeigt
werden. Der Enantiomereniiberschuss betragt in allen Kristallisationen 15% bis 23%
(Tabelle 4.3). Wahrend der Kristallisation wurden nach charakteristischen Zeiten (80, 92,
100, 107, 115 und 150 min) Aliquote zentrifugiert und der Feststoff getrocknet. Es sollte
untersucht werden, was genau wahrend der Kristallisation geschieht. Abbildung 4.8 zeigt
die REM-Aufnahmen, die wahrend der Kristallisation von rac-Asparagin auf poly(LGlu)-
Partikel aufgenommen wurden. Die verschieden Zeiten wurden so gewahlt, dass in jeder
Kristallisationsstufe ein Bild aufgenommen werden konnte. Nach 80 min sollte die
Losung bereits angefangen haben zu kristallisieren. Es wird deutlich, dass sich bereits
einige Partikel willkdrlich auf der Kristalloberflache angelagert haben. Nach ca. 92-100
min sollte das Maximum des Enantiomereniiberschusses erreicht sein. Anhand der Bilder
kann vermutet werden, dass die chirale Partikel sich nur an bestimmten Seiten des
Kristalls anlagern, was bedeuten wiirde, dass die Partikel in diesem Fall das Wachstum in
eine Richtung fordern bzw. hemmen. Man kann ebenso erkennen, dass mit der Zeit
immer weniger Partikel sich auf der Kristalloberfliche ansammeln. Der Grund hierfir
konnte sein, dass zu dieser Zeit der Kristallisation das D-Enantiomer von rac-Asparagin
zu kristallisieren beginnt. Die Partikel lagern sich jedoch nur aufgrund der gleichen

Chiralitat auf dem L-Enantiomer von Asparagin an.
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Abbildung 4.8: REM-Aufnahmen wahrend der Kristallisation nach 80, 92, 100, 107,115 und 150 min.

Des Weiteren wurde der Kristallisationsprozess im konfokalen Laser-Rastermikroskop
(CLSM) untersucht. Dazu wurden die Partikel mit einem Farbstoff, Cumarin 6,
funktionalisiert. Abbildung 4.9 a) und b) zeigt die Transmissions-Aufnahmen bei
Kristallisationsbeginn und nach 7 min Kristallwachstum. Der gezeigte Kristall wéachst nur
in eine Richtung (siehe roter Pfeil.). Abbildung 4.9 c) l&sst erkennen, dass sich die
Partikel, wie vermutet, nur an einer Seite des Kristalls anlagern und somit die

Kristallisation an dieser Stelle hindern.
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90,1 ym

Abbildung 4.9: CLSM-Aufnahmen wahrend des Kristallisationsprozesses. a) Beginn der Kristallisation, b)
Aufnahme nach 7 min Wachstum und c) Uberlagerung von Transmission und Fluoreszenz.

Ebenso wurde die Kristallisation von rac-Glutaminsédure auf poly(LGlu)- und
poly(DGlu)-Partikel durchgefihrt, jedoch wurde hier keine bevorzugte Kristallisation
beobachtet (Abbildung 4.10). Eine mdgliche Erklarung konnte folgende sein: rac-
Glutaminséure kann aus der Losung in zwei temperaturabh&ngigen Formen kristallisieren.
Und zwar zum einen in einer metastabilen Konglomerat-Form und zum anderen in der
thermodynamisch stabilsten racemischen Form.™ In unseren Experimenten bildete sich
die thermodynamisch stabilere racemische Monohydrat-Form, was erklart, warum die
Kristallisation nicht erfolgreich war. Dies ist ein typisches Beispiel von Polymorphie.
Racemate sind wie erwahnt stabiler als die Konglomerat-Form. Die Anderung der freien

Energie der Reaktion ist somit immer negativ.
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Tabelle 4.3: Kristallisationsexperimente von rac-Asparagin und rac-Glutaminsaure.

Konglomerat Partikel Enantiomereniiberschul’/ %
rac-Asparagin poly(LThr) 21D
rac-Asparagin poly(DThr) 19L
rac-Asparagin poly(LGlu) 15D
rac-Asparagin poly(DGlu) 15L
rac-Asparagin poly(LPhe) 23D
rac-Asparagin poly(DPhe) 12 L
rac-Glutaminsaure poly(LGlu) 0
rac-Glutaminsdure  poly(bGlu) 0
0,10 10
4 —a— rac-Glu auf poly(LGlu) D
0.08 = —e— rac-Glu auf poly(DGlu) - O
0054 —a— rac-Glu (ohne Partikel) "
0,044 4
0,024 Lo
- =}
o 0,00+ EW{ Lo &
3 o
-0.02 = -2 o
0,044 _ 4
0,06 - 6
-0,08 4 - 8
. L
-0.10 T Y T Y 1 4 T T T 10
0 50 100 160 200 250
t/ min

Abbildung 4.10: Kristallisation von rac-Glutaminséure auf poly(LGIu)- und poly(DGlu)-Partikel. Mit
Genehmigung von Advanced Materials, Wiley-VCH.

Als  Kontrollexperiment diente die Kristallisation von rac-Asparagin  auf
Polymethylmethacrylat-Partikel. Es wurden PMMA-Partikel gewahlt, da diese eine
ahnliche Struktur zu den Aminosdurepartikeln haben und eine unspezifische Oberflache
besitzen. In Abbildung 4.11 erkennt man den Verlauf der Kristallisation von rac-
Asparagin auf die PMMA-Partikel. Der Enantiomereniiberschuss betragt hierbei ca. 5%.
Im Vergleich zur Kristallisation ohne Partikel ist dies nur ein kleiner Unterschied, was im
Fehlerbereich der Messung liegt. Wie zu erwarten, agieren die PMMA-Partikel aufgrund

der fehlenden Chiralitat nicht als chirale Keime.
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Abbildung 4.11: Kristallisation von rac-Asparagin auf Polymethylmethacrylatpartikel. Mit Genehmigung
von Advanced Materials, Wiley-VCH.

Um den Einfluss der Schutzgruppen an den S&uregruppen der Aminosdure zu
untersuchen, wurden vernetzte chirale Partikel hergestellt, welche in einem darauf
folgenden Schritt entschiitzt wurden. Die vernetzten Partikel wurden ebenfalls tber eine
Miniemulsionspolymerisation mit 1,4 Butandioldiacrylat als Vernetzer hergestellt.
Abbildung 4.12 zeigt die REM-Aunahmen der vernetzten poly(LGlu)-, poly(DGlu)-,
poly(LThr)- und poly(DThr)-Nanopartikel. Die GrolRen entsprechen den Grofien der

nicht vernetzten Nanopartikel (~200 nm).

Nach der Entschiutzung mit TFA und DCM im Mischungsverhaltnis 1:1 wurden die
Partikel ebenfalls im SEM aufgenommen (Abbildung 4.13). Durch die freien
Sauregruppen luden sich die Partikel im Rasterelektronenmikroskop sehr stark auf.
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Abbildung 4.12: REM Aufnahmen von vernetzten a) poly(LGlu), b) poly(DGlu), ¢) poly(LThr) und d)
poly(DThr)-Nanopartikel. Mit Genehmigung von Advanced Materials, Wiley-VCH.

Abbildung 4.13: SEM-Aufnahme von entschiitzten poly(LGlu) Partikel. Mit Genehmigung von Advanced
Materials, Wiley-VCH.
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Um die Entschitzung zu Uberprifen wurde Festkdrper-NMR-Spektren gemessen
(Abbildung 4.14). Die verschiedenen Peaks zeigen eindeutig, dass die Entschiitzung
erfolgreich war. Wére die Entschiitzung unvollstandig wirde man einen eindeutigen Peak
der tert-Butyl Schutzgruppe bei ca. 30 ppm (-CHs) und 80 ppm (-C-CHs) sehen. Auch die
Wiederholungseinheit des Polymers lasst sich leicht bei ca. 40 ppm erkennen. Die beiden

Carbonyl-Kohlenstoffe befinden sich bei ca. 180 ppm.

e AN N i e e T SIS

r——+* & I - I ~ 1T =~ 1 = 1 = T *+* T = 1
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Abbildung 4.14: Feststoff-NMR-Spektrum der entschiitzten poly(LGlu) Partikel. *C-NMR (10 kHz) &:
178.2 (C=0), 53.42 (C-H), 42.35 (Wiederholungseinheit), 22.10-38.98 (CH,-CH.).

Die entschutzten chiralen Nanopartikel wurden ebenfalls in der enantioselektiven
Kristallisation von rac-Asparagin eingesetzt. Abbildung 4.15 zeigt, dass die entschiitzten
chiralen Nanopartikel ebenfalls als chirale Keime agieren. Durch die Agglomeration nach
der Entschiitzung war es schwierig die poly(LThr) Partikel zu redispergieren. Aufgrund
dieser Tatsache sind die Kurven in Abbildung 4.15 b) nicht so eindeutig reproduzierbar
wie die der nicht vernetzten Partikel. Jedoch kann man eindeutig sehen, dass die
entschiitzten Partikel ebenfalls eine Trennung durch Kiristallisation induzieren kdnnen.
Die entschutzten Parikel fuhren zu einem Enantiomereniiberschu8 von (iber 20%, was
bedeutet, dass sie genauso wirksam in der chiralen Trennung sein kdnnen wie die

geschitzten Partikel.
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Abbildung 4.15: Kristallisation von rac-Asparagin auf entschiitzte a) poly(LGlu) und poly(LGlu) und b)
poly(LThr)- und poly(DThr)-Nanopartikel. Mit Genehmigung von Advanced Materials, Wiley-VCH.
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4.2 Chiral funktionalisierte Partikel

In diesem Kapitel werden chirale Nanopartikel vorgestellt, die an der Oberflache durch
Anwendung verschiedener chiraler Tenside bzw. polymerisierbarer Tenside
funktionalisiert wurden. Die Tenside wurden mit L- und D-Glutaminsdure als hydrophile
Kopfgruppe und Undecanoyl-, Undecenoyl- und Methacrylaminoundecansdure als
hydrophober Schwanz hergestellt. Dabei wurden alle Tenside jeweils in der L- und D-
Form und auch an der Saurefunktion ge- und entschitzt synthetisiert. Auch hier werden
zum leichteren Verstandnis und leichterem Lesen der Arbeit die Tenside im Folgenden
abgekurzt, wobei die an der Saurefunktion der Aminosaure geschitzten Tenside mit
einem ,,g* versehen sind (Abbildung 4.16).
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Abbildung 4.16: Ubersicht der hergestellten geschiitzten (mit ,,g* markiert) und entschiitzten Tenside.
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Die an der Séaurefunktion ge- und entschitzten Tenside wurden jeweils in ihrer D- und L-
Form in der Miniemulsiospolymerisation mit Styrol eingesetzt. Es soll gezeigt werden,
welchen Einfluss die Partikel, basierend auf den verschiedenen Tensiden, in der
enantioselektiven Kristallisation haben. Der Unterschied der Tenside ist hierbei die
Anbindung an die Oberflache der Partikel. Im Falle des Tensides T1 kann nur eine
Adsorption des Tensides erfolgen, wéhrend sich im Falle von T2 und T3 eine kovalente

Anbindung der Tenside an die Oberflache der Partikel ausbilden kann.

4.2.1 Synthese von Undecanoyl-di-tert-butyl-L/D-glutaminséure (L/D-gT1)
und Undecenoyl-di-tert-butyl-L/D-glutaminséure (L/D-gT2)

Abbildung 4.17 zeigt die Syntheseroute zur Herstellung von L/D-gT1 und L/D-gT2. Das
Di-tert-butyl-L/D-glutaminsaure-hydrochlorid wurde mit der Hiinig-Base,
Diisopropylethylamin in Dichlormethan vorgelegt und Undecanséurechlorid bzw.
Undecenséurechlorid wurde zugetropft. Die Hiinig-Base diente dabei als Protonenfanger.
Aufgrund der sterischen Abschirmung und einer sehr geringen Nucleophilie vermeidet es
unerwiinschte Nebenreaktionen. Es entsteht Salzsdaure, die durch den basischen Stickstoff
gebunden wird und als Ammoniumsalz entfernt werden kann. Nach Aufarbeitung und
saulenchromatographischer Reinigung konnten die Monomere in guten Ausbeuten

erhalten werden.
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Abbildung 4.17: Syntheseroute zur Herstellung von Undecanoyl-di-tert-butyl-L/D-glutaminséure (L/D-gT1)
und Undecenoyl-di-tert-butyl-L/D-glutaminséure (L/D-gT2).
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4.2.2 Synthese von Methacrylaminoundecanoyl-di-tert-butyl-L/D-

glutaminsaure (L/D-gT3)

Die Synthese von L/D-gT3 erforderte zwei Vorstufen. Zuerst musste N-Methacryl-11-
aminoundekanséure Uber eine Schotten—Baumann-Reaktion hergestellt werden. Die
Reaktion verlduft bei basischem pH. Methacrylsaurechlorid wird langsam zu
Aminoundecansaure getropft und anschlielend die Losung bei Raumtemperatur gerihrt.
Zur Neutralisation der entstandenen S&ure dient die wassrige NaOH-L06sung. Das primare
Amin der Aminoundecansdure addiert an Methacrylsdaurechlorid und es entsteht nach
Deprotonierung  und  Abspaltung  eines  Chlorid-lons  die  gewinschte
Methacrylaminoundekansdure. In der zweiten Stufe wird die entstandene Methacryl-
aminoundekanséure mit Thionylchlorid unter Schutzgas chloriert. Um den Umsatz der
Reaktion zu steigern, wurde Thionylchlorid im Uberschuss und katalytische Mengen
DMF zugegeben. Im letzten Schritt der Synthese wird das hergestellte Methacyloyl-
aminoundekanséaurechlorid wie bei der Synthese von L/D-gT1 und L/D-gT2 umgesetzt
und es wird nach sédulenchromatographischer Aufarbeitung Methacrylaminoundecanoyl-
di-tert-butyl-L/D-glutaminsédure(L/D-gT3) erhalten (Abbildung 4.18).
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Abbildung 4.18: Synthesroute zur Herstellung von Methacrylaminoundecanoyl-di-tert-butyl-L/D-
glutaminsaure L/D-gT3.

4.2.3 Herstellung der chiralen Nanopartikel mit den geschutzten Tensiden

Die in diesem Kapitel erhaltenen unterschiedlichen Tenside wurden in der
Miniemulsionspolymerisation eingesetzt. Dazu wurden die Tenside (5 Gew.% und 10

Gew.% bezlglich der disperen Phase) in Styrol mit Hexadekan als Ultrahydrophob und
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AIBN als Initiator geldst und mit der kontinuierlichen Phase, die in diesem speziellen Fall
nur aus Wasser besteht, vereint. Nach Behandlung mit Ultraschall und Polymerisation
konnten Nanopartikel mit chiraler Oberflache erhalten werden. Abbildung 4.19 zeigt die
mit L-gT1 und D-gT1 hergestellten Nanopartikel. Tabelle 4.4 zeigt die erhaltenen

hydrodynamischen Durchmesser, gemessen durch DLS.

Abbildung 4.19: REM-Aufnahmen von a)poly(L-gT1) und b)poly(p-gT1) mit 10 Gew.% bzgl. der
dispersen Phase eingesetzten Tensid und c) poly(L-gT1) und d) poly(D-gT1) mit 5 Gew.% bzgl. der
dispersen Phase eingesetzten Tensid.

Tabelle 4.4: Erhaltene hydrodynamische Durchmesser der mit L - gT1 und D-gT1 hergestellten
Nanopartikel.

Menge Tensid

bzgl. der

] Dy / nm
dispersen Phase

/1Gew.%
poly(L-gT1) 5 300 + 50
poly(L-gT1) 10 345 £ 65
poly(D-gT1) 5 370 + 60
poly(p-gT1) 10 460 =90
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Die durch DLS ermittelten Werte flr den hydrodynamischen Durchmesser stimmen sehr

gut mit dem erkennbaren Durchmesser auf den REM-Aufnahmen Uberein.

Um nicht nur ein reines Tensid, sondern ein polymerisierbares Tensid einzusetzen,
welches kovalent an die Oberflache der Partikel gebunden werden kann, um somit
unerwinschte Effekte wie Desorption z.B wéhrend der Kristallisation zu umgehen,
wurden die mit einer Vinylgruppe versehenen, polymerisierbaren Tenside L-gT2 und D-
gT2 in der Miniemulsionspolymerisation mit Styrol genutzt. Es konnten mit 5 Gew.%
und 10 Gew.% Tensid bezuglich der dispersen Phase Partikel erhalten werden. Abbildung
4.20 zeigt die REM-Aufnahmen von L/D-gT2 mit jeweils 5 Gew.% und 10 Gew.%
eingesetztem Tensid. Die Partikel besitzen alle einen hydrodynamischen Durchmesser
von ca. 300 nm. Im Vergleich zu den mit den nicht-polymerisierbaren Tensiden L- und D-
T1 hergestellten Partikeln, sind die Partikel monodisperser, was an der besseren

Stabilisierung durch die polymerisierbare Vinylgruppe der Tenside liegen kann.

Abbildung 4.20: REM-Aufnahmen von a) poly(L-gT2)- und b) poly(D-gT2)-Partikel mit 10 Gew.%
eingesetzten Tensid und c¢) poly(L-gT2)- und d) poly(D-gT2)-Partikel mit 5 Gew.% eingesetztem Tensid.
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Tabelle 4.5: Erhaltene hydrodynamische Durchmesser der mit L-gT2 und D-gT2 hergestellten
Nanopartikel.

Menge Tensid

bzgl. der
i Dn/nm
dispersen Phase /
Gew.%
poly(L-gT2) 5 275+ 65
poly (L-gT2) 10 310+ 70
poly (D-gT2) 5 330 £53
poly (D-gT2) 10 300 £ 52

Auch mit dem polymerisierbaren Tensid, mit endstandiger Methacrylgruppe, L-gT3

konnten stabile Emulsionen erzielt werden. Abbildung 4.21 zeigt die REM-Aufnahmen
der Partikel mit 5 Gew.% und 10 Gew.% L-gT3. Tabelle 4.6 gibt die durch DLS

bestimmten hydrodynamischen Durchmesser wieder.

Abbildung 4.21: REM-Aufnahmen von poly(L-gT3)-Partikel mit a) 5% eingesetztem Tensid und b) 10%
eingesetzten Tensid.

Tabelle 4.6: Erhaltene hydrodynamische Durchmesser der mit L-gT3 und D-gT3 hergestellten
Nanopartikel.

Menge Tensid bzgl. der dispersen Phase /

D/ nm

Gew.%
poly(L-gT3) 5 325+ 86
poly(L-gT3) 10 400 + 94
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Das besondere an diesen direkten Miniemulsionen ist, dass das wasserunlgsliche Tensid
nicht in der kontinuierlichen Phase gel6st wird, sondern sich aufgrund der Schutzgruppen
(tert-Butyl) an der Sduregruppe der Aminoséure in der dispersen Phase befindet. Die
wasserunloslichen Tenside werden somit in Styrol geldst und halten sich nicht direkt an
der Wasser/Styrol-Grenzflache auf. Aufgrund der geringen Hydrophilie der Kopfgruppe
wird nur ein sehr kleiner Teil des Tensides an die Grenzflache wandern. Die Tropfen
werden dadurch von innen durch das Tensid stabilisiert. Jedoch wurde nur ein relativ
niedriger Feststoffanteil von 1,5% erzielt und der Koagulumanteil (bis zu 80%), welcher
durch Auswiegen des zuriickgebliebenen Feststoffes (Koagulum) nach der Polymerisation
bestimmt wurde, war ebenfalls sehr hoch (Tabelle 4.7). Dies kann wie erwahnt an der
Stabilisierung der Tropfen von innen liegen, da nur ein geringer Teil des Tensids an die

Grenzflache wandern kann.

Tabelle 4.7: Bestimmte Feststoffgehalte der hergestellten Emulsionen.

Menge Tensid bzgl.
der dispersen Phase/  Feststoffgehalt / %

Gew.%
poly(L-gT1) 5 0,6
poly(L-gT1) 10 0,4
poly(p-gT1) 5 0,3
poly(p-gT1) 10 0,5
poly(L-gT2) 5 0,4
poly(L-gT2) 10 1,5
poly(D-gT2) 5 0,7
poly(D-gT2) 10 0,9
poly(L-gT3) 5 0,3
poly(L-gT3) 10 0,6

Mit allen Tensiden konnten Nanopartikel mit einem hydrodynamischen Durchmesser um
die 300 nm erhalten werden. Ein Problem waren die niedrigen Feststoffanteile und die
hohen Koagulum-Anteile. Anhand dieser Werte zeigt sich, dass die Tropfen wéhrend des
Miniemulsionsprozesses nicht komplett gegen Koaleszenz und Ostwaldreifung stabil

waren. Koaleszenz kommt aufgrund der Brownschen Molekularbewegung zustande. Die
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Tropfchen flieRen zusammen und kollidieren, daraus entstehen gréRere Tropfchen. Durch
das ZusammenflieRen wird die Grenzflachenspannung reduziert. Tenside sollten diesen
Vorgang verhindern, da durch sterische Wechselwirkungen und das Ausbilden einer
ionischen Doppelschicht eine Abstolung der Tropfchen erzielt werden kann.
Destabilisierung kann ebenso durch Ostwald-Reifung erfolgen. Bei diesem Prozess
kommt es zu einer Monomerdiffusion, wodurch sich groflere Tropfchen auf Kosten
kleinerer Tropfchen bilden. Die treibende Kraft ist hierbei der Laplace-Druck. Dieser ist
in groBeren Tropfchen niedriger, weshalb diese thermisch stabiler sind als kleinere
Tropfchen. Die Ostwald-Reifung kann durch die Zugabe eines Ultrahydrophobs, wie
beispielsweise Hexadekan, unterdriickt werden. Die Erh6hung von Hexadekan in den hier

gezeigten Emulsionen, fuhrte nicht zu einer htheren Stabilitat.

4.2.4 Entschitzung der Tenside

Um all diese Nachteile zu umgehen, mussten die Tenside hydrophiler gestaltet werden, so
dass sie in der kontinuierlichen Phase gelést werden konnen. Somit lag die Entschiitzung
der S&urefunktionen der Aminosdure nahe. Die vorhandene tert-Butyl-Schutzgruppe
wurde entfernt, indem die Tenside bei Raumtemperatur mit einer Mischung aus TFA und
DCM und TIS geriihrt wurden (Abbildung 4.22).[18]
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)}(N\/\/\/\/\/\[rN £ ~otBu DCM!TFA }\WN\/\/\W\(N 4 “CH
O o] o Q
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Abbildung 4.22: Entschiitzung der drei unterschiedlichen Tenside.
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Der Erfolg der Entschiitzung konnte mittels *H-NMR-Spektroskopie tberpriift werden.
Abbildung 4.23 zeigt anhand des *H-NMR-Spektrums des geschiitzten und entschiitzten
Tensides L-T2 ein Beispiel fur den Erfolg der Entschitzung. Die obere Kurve gibt das
geschiitzte Tensid L-T2 wieder, wobei die untere Kurve das entschiitzte Tensid zeigt.
Man kann eindeutig erkennen, dass die tert-Butyl gruppe, welche bei 1,4 ppm (k) im

oberen Spektrum erscheint, im unteren Spektrum nicht mehr zu finden ist.

Des Weiteren wurde die Entschiitzung mittels **C-NMR-Spektroskopie iiberpriift und
konnte ebenso bestitigt werden. Abbildung 4.24 zeigt das *C-NMR-Spektrum des
Tensides L-T2. Die tert-Butylgruppe wurde vollstdndig entfernt. Im unteren Spektrum
sind die Signalemit j (80 ppm) und h (28 ppm) markiert, welche jeweils fiir das tertidare

Kohlenstoffatom und die sechs CHs-Gruppen stehen, nicht mehr zu sehen.
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Abbildung 4.23: 'H-NMR-Spektren von entschiitzten (unten) und geschiitzten (oben) Tensid L-T2.
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Abbildung 4.24: *C-NMR-Spektren von entschiitzten (unten) und geschiitzten (oben) Tensid L-T2.

Zunéchst wurde von allen Tensiden die kritische Mizellenbildungskonzentration (CMC)
durch isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) bestimmt (Tabelle 4.8). Bei der kritischen
Mizellenbildungskonzentration (CMC) handelt es sich um die Konzentration von
Mizellen bei der die Grenzflache zu Luft vollstandig mit Tensid besetzt ist und ebenfalls
die kontinuierliche Phase mit Tensid geséttigt ist. Bei Zugabe von zusétzlichem Tensid,
bilden sich Mizellen aus. Dazu wurden Losungen der jeweiligen Tenside mit einer
Konzentration von 1 g/L hergestellt und zur Deprotonierung mit NaOH versetzt. Die
Messungen erfolgten bei 15 °C. Die niedrige Temperatur war notwendig, um in den
endothermen Bereich zu gelangen, um somit den Wendepunkt in der Kurve besser zu
erkennen. Die CMC stellt genau den Wendepunkt der integrierten und normierten
Reaktionswarme in Abhéngigkeit der Tensid Konzentration dar.
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Tabelle 4.8: Erhaltene kritische Mizellenbildungskonzentrationen. Bestimmt durch ITC.

Tensid CMC / mmol/L
L-T1 <0,01
D-T1 0,1
L-T2 <0,05
D-T2 0,1
L-T3 <0,05
D-T3 <0,05

Die CMC aller hergestellten Tenside sind sehr gering und aus diesem Grund konnte
teilweise nur der Bereich, in der die CMC liegt, angegeben werden. Im Vergleich zu SDS,
welches eine CMC von 8,2 mmol/L besitzt, sind die CMC um eine Gr6Renordnung
Kleiner. Sehr aufféllig ist die CMC der Tenside D-T1 und D-T2, diese sind um eine
GrolRenordnung hoher als die der Tenside L-T1 und L-T2. Die niedrigen CMCs konnten
durch die Zugabe von NaOH zustande kommen, welche notwendig war, um das Tensid
komplett in Wasser zu l6sen. Die Tenside sind vermutlich keine guten Mizellbildner,

reichen jedoch aus, um Emulsionen zu stabilisieren.

4.2.5 Herstellung der chiralen Nanopartikel mit den entschitzten

Tensiden

Die  hergestellten  entschitzten  Tenside  wurden  ebenfalls in  der
Miniemulsionspolymerisation eingesetzt. Im Vergleich zu den geschitzten Tensiden
konnten diese Tenside mit katalytischen Mengen NaOH in der wassrigen Phase gel6st
werden. Die Miniemulsionen wurden mit einer Tensidkonzentration von 0,2 Gew.% und
0,3 Gew.% beziglich der kontinuierlichen Phase angesetzt. Nach dem Mischen mit der
dispersen Phase, die Styrol, Hexadekan und AIBN enthélt, wurde mit Ultraschall
homogenisiert. Abbildung 4.25 zeigt die REM-Aufnahmen von poly(L-T1)- und poly(D -
T1)-Partikel mit jeweils 0,2 Gew.% und 0,3 Gew.% eingesetztem Tensid.
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Abbildung 4.25: REM-Aufnahmen von a) poly(L-T1) und b) poly(D-T1) mit 0,2 Gew.% eingesetzten
Tensid und c) poly(L-T1) und d) poly(D-T1) mit 0,3 Gew.% eingesetztem Tensid.

Ebenso die Tenside L-T2 und D-T2 wurden in der Miniemulsionpolymerisation
eingesetzt. In Abbildung 4.26 wird deutlich, dass die Partikel mit diesen Tensiden groRer
und die Grolienverteilungen nicht so einheitlich sind, wie dies der Fall bei den Partikeln
mit L-T1 und D-T1 ist.

Abbildung 4.26: REM-Aufnahmen von a) poly(L-T2) und b) poly(D-T2) mit 0,2 Gew.% eingesetzten
Tensid und ¢) poly(L-T2) und d) poly(D-T2) mit 0,3 Gew.% eingesetztem Tensid
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Die Copolymerisation des polymerisierbaren Tensides mit Vinylgruppe, L-T2, zusammen
mit Styrol wurde anhand von *H-'H-DOSY (Diffusion-Ordered NMR-Spectroscopy)
tiberpriift. Abbildung 4.27 zeigt das *H-'H-DOSY der Miniemulsion mit Styrol und dem

Tensid L-T2.
L
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Abbildung 4.27: *H-'H-DOSY-Spektrum des Polymers aus Styrol und dem Tensid L-T2.

Wie man erkennen kann, ist kein Copolymer von Styrol und L-T2 vorhanden, da die
Vinylgruppe des Tensides noch zu sehen ist. Betrachtet man sich dabei die
Copolymerisationsparameter der zwei Verbindungen wird klar, dass L-T2 und Styrol kein
Copolymer bilden kénnen. Das Copolymerisationsdiagramm (Q-e-Schema) nach Alfrey
und Price dient, wie in den theoretischen Grundlagen erwéhnt, zur semiempirischen
Ermittlung der Reaktivitatsverhdltnisse. Im Q-e-Schema wird jedem Reaktionspartner
eine bestimmte Polaritdt e und eine Reaktivitdit Q zugeordnet. Fir Styrol wurde

willkirlich Q1 = 1 und e; = —0,8 bestimmt. Nimmt man nun aufgrund der endstandigen
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Doppelbindung fur das Tensid L-T2 an, dass es sich wie Propylen verhalt, erkennt man
anhand der Copolymerisatinsparameter nur ein Blockcopolymer entstehen konnte. Der Q-
Wert fir Propylen betragt Q; = 0,002, wahrend der e-Wert e; = 0,78 ist. Aufgrund der
unreaktiven endstandigen Vinylgruppe besteht moglicherweise keine Chance mit Styrol

und auch mit sich selbst zu polymerisieren.

Die Partikel, welche mit den polymerisierbaren Tensiden L-T3 und D-T3 hergestellt
wurden, sind wiederum kleiner und monodisperser (Abbildung 4.28). Vergleicht man
diese Aussagen mit den uUber DLS ermittelten hydrodynamischen Durchmessern, findet

man eine gute Ubereinstimmung (siehe Tabelle 4.9).

Abbildung 4.28: REM-Aufnahmen von a) poly(L-T3) und b) poly(D-T3) mit 0,2 Gew.% eingesetzten
Tensid und ¢) poly(L-T3) und d) poly(D-T3) mit 0,3 Gew.% eingesetztem Tensid.

Die Schwierigkeiten beim Einsetzen polymerisierbarer Tenside bestehen in der
mizellaren Nukleation und der Diffusion zwischen Mizellen und Monomertropfen. Die
Reaktivitdt des polymerisierbaren Tensids spielt hierbei eine sehr grole Rolle. Der
Einbau des polymerisierbaren Tensids in den Partikeln wird durch den Einfang von
Oligoradikalen, die in der kontinuierlichen Phase wachsen, kontrolliert. Terminieren sich
die Oligoradikale in Wasser, bevor sie durch einen Partikel eingefangen werden, wird

eine wasserlosliche Kette gebildet. Diese wasserldslichen Ketten fihren dann eher zu
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Flockulation. Hat das polymerisierbare Tensid die Eigenschaft, sehr reaktiv zu sein, und
besitzt es eine niedrige CMC, wird es zu Beginn der Reaktion homopolymerisieren. Dies
flhrt zwar zum Ergebnis durch immer nachdiffundierendes Monomer eingebaut zu sein,
jedoch geschieht dies zum Nachteil der Stabilisierung der Emulsion.**! Auf der anderen

Seite enden zu geringe Reaktivitdten in einem ungeniigendem Einbau.

Die Copolymerisation des polymerisierbaren Tensids L-T3 mit Styrol wurde ebenfalls
anhand von 'H-'H-DOSY uberpriift. Die zu anfangs nur mit AIBN als Initiator
hergestellten Emulsionen zeigten im DOSY, dass das polymerisierbare Tensid nicht
polymerisierte. In Abbildung 4.29 wird klar, dass die beiden Signale der
Methacryloylgruppe noch eindeutig zu sehen sind. Des Weiteren erkennt man
unterschiedliche Diffusionskoeffizienten fir Styrol und das Tensid L-T3. Dies bedeutet,
dass weder ein Copolymer mit Styrol, noch ein Homopolymer des reinen
polymerisierbaren Tensids entstanden ist. Das polymerisierbare Tensid, fungiert zwar als

reines Tensid, da stabile Partikel erhalten wurden, jedoch nicht als Surfmer.
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Abbildung 4.29: *H-"H-DOSY-Spektrum des Polymers mit dem polymerisierbaren Tensid L-T3, zur
Uberpriifung der Copolymerisation mit Styrol. In dieser Emulsionspolymerisation wurde nur AIBN als
Initiator genutzt.
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Betrachtet man wiederum die Copolymerisatiosparameter im Q-e-Schema und nimmt fir
L-T3 die Werte fir Methacrylamid an, wird klar, dass Styrol (Q; = 1 und e; = -0,8) und
Methacrylamid (Q1 = 1,5 und e; = 1,3) dhnliche Werte fiir die Reaktivitat Q aufweisen.
Dies bedeutet, dass Styrol und das Tensid L-T3 miteinander copolymerisieren sollten.
Aus diesem Grund wurde versucht, dass polymerisierbare Tensid zum polymerisieren zu
zwingen, indem zusétzlich ein zweiter Initiator in der kontinuierlichen Phase eingesetzt
wurde. Als wasserloslicher Initiator wurde Kaliumperoxodisulfat (KPS) gewahlt und
dieser wurde erst nach Behandlung mit Ultraschall, aufgrund der grol3en
Hitzeentwicklung wahrend des Ultraschall-Prozesses zugesetzt. Abbildung 4.30 zeigt, das
'H —'H-DOSY-Spektrum des Polymers, welches zeigt dass die Doppelbindung der
Methacrylgruppe ist nicht mehr vorhanden ist, was bedeutet, dass das Tensid

i I
i

polymerisiert ist.
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_Abbildung 4.30: 'H-'H-DOSY-Spektrums des Polymers mit dem polymerisierbaren Tensid L-T3, zur
Uberpriifung der Copolymerisation mit Styrol. In dieser Emulsionspolymerisation wurde AIBN und KPS
als Initiator genutzt.
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Um die Oberflachenladungen auf den Partikeln zu bestimmen, wurden PCD-Messungen
durchgefuhrt. Dazu wurden 0,1%ige Losungen der jeweiligen Tenside hergestellt und mit
Polydiallyldimethylammoniumchlorid (Poly-DADMAC) gegentitriert. Vergleicht man
die Werte der Gruppen pro Polymer, Partikel oder nm? fir 0,2 Gew.% und 0,3 Gew.%
eingesetztes Tensid, erkennt man die geringeren Werte fur die mit 0,2 Gew.% Tensid
hergestellten Nanopartikel (Tabelle 4.9). Aufféllig sind auch die hohen Werte von 6,20
und 6,22-10° Gruppen pro Partikel fir die polymerisierbare Tebside poly(L-T3) und
poly(D-T3). Diese Werte kommen maglicherweise durch die Zugabe von KPS zustande.
KPS kann zuséatzlich Sulfat-Gruppen mit einbringen. Es kann hierbei jedoch nicht
unterschieden werden, ob diese Werte wirklich von den Sulfatgruppen abhéngen oder
durch die kovalente Bindung des polymerisierbaren Tensids entstehen. Wie erwartet
zeigen alle Emulsionen ein negatives Zeta-Potential um die -60 mV.

Tabelle 4.9: Ergebnisse der DLS, PCD- und Zeta Potential-Messungen der hergestellten Partikel.

Tensid bzgl.
Gruppen/  Gruppen/ Zeta-
der i Gruppen / .
) Dn/nm g Polymer Partikel Potential
kontin.Phas s nms2
10% 10 / mV
e/ Gew.%
poly(L-T1) 0,2 340 + 80 0,98 + 0,08 2,1+0.2 0,58 + 0,05 58+ 9
poly(L-T1) 0,3 310+70 1,17 +0,03 42+0,2 0,98 + 0,06 59+7
poly(p-T1) 0,2 366 + 85 0,90 + 0,04 24+0,2 0,57 £ 0,03 61+9
poly(D-T1) 0,3 33095 1,14 + 0,02 39+0,3 0,78 + 0,06 63+ 8
poly(L-T2) 0,2 423 + 65 0,79 £0,03 3,310,1 0,58 £ 0,03 62+8
poly(L-T2) 0,3 450+95  0,72+0,04 3,6+0,3 0,57 +0,08 676
poly(D-T2) 0,2 418+90  0,81+0,04 32+0,3 0,57 £ 0,07 64+8
poly(D-T2) 0,3 362 + 60 1,32 £ 0,04 3,7+0,3 0,85+ 0,05 667
poly(L-T3) 0,2 254 £ 75 1,46 £ 0,09 1,4+0,2 0,66 + 0,04 639
poly(L-T3) 0,3 286 £ 60 2,69 £0,22 6,2+0,5 1,63 £ 0,05 64 +8
poly(D-T3) 0,2 213 £45 1,47 £ 0,02 0,8+0,3 0,54 £ 0,06 68+8
poly(p-T3) 0,3 300+45  4,34+042 6,2+0,5 2,24 0,09 70 £ 10
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Tabelle 4.10 gibt die Feststoffgehalte und Koagulumanteile der hergestellten Emulsionen
wieder. Man kann erkennen, dass alle Emulsionen mit 0,3 Gew.% eingesetztem Tensid
einen hoheren Feststoffgehalt und einen niedrigeren Koagulumanteil aufweisen. Dies
bedeutet, je mehr Tensid eingesetzt wurde, desto stabiler die Emulsionen sind.

Tabelle 4.10: Erhaltene Feststoffgehalte der hergestellten Emulsionen.

Menge Tensid bzgl.
der dispersen Phase Feststoffgehalt / %

| Gew.%
poly(L-T1) 0,2 1,6
poly(L-T1) 0,3 5,3
poly(D-T1) 0,2 1,2
poly(D-T1) 0,3 3,2
poly(L-T2) 0,2 1,2
poly(L-T2) 0,3 34
poly(D-T2) 0,2 1,7
poly(D-T2) 0,3 6,3
poly(L-T3) 0,2 2,1
poly(L-T3) 0,3 6,5
poly(D-T3) 0,2 2,2
poly(D-T3) 0,3 2,3

4.2.6 Anwendung in der enantioselektiven Kristallisation

Nach erfolgreicher Charakterisierung wurden alle oberflachenfunktionalisierten chiralen
Nanopartikel in der enantioselektiven Kristallisation eingesetzt. Dabei stellte sich heraus,
dass die chiralen Nanopartikel aus den Tensiden L-T1 und D-T1 in der chiralen
Kristallisation nicht als Nukleationszentrum agieren. Der Wert fir die optische Reinheit
liegt bei nur 5%, was dem Wert fur die spontane Kristallisation von rac-Asparagin
entspricht (Abbildung 4.31 a). L-T1 und D-T1 wirken als reine Tenside und sind nicht
kovalent an das Styrol gebunden. Wéahrend der Kristallisation desorbieren die Tenside
moglicherweise in Losung und stellen somit kein chirales Nukleationszentrum dar.

Werden nun die Partikel mit der endstdndigen Vinylgruppe, L-T2 und D-T2 in der
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enantioselektiven Kristallisation von rac-Asparagin getestet, stellt man fest, dass sie nur
eine optische Reinheit von ca. 7% erzielen (Abbildung 4.31 b). Dies ist ein sehr geringer
Wert fir die optische Reinheit, jedoch kann man die Partikel als Nukleationszentrum
ansehen, da die Kurven in unterschiedliche Richtungen gehen. Die Partikel mit L-T3 und
D-T3 als polymerisierbare Tenside zeigen eine optische Reinheit von 20%. Dies bedeutet,
dass die Partikel als Nukleationszentrum agieren und eine chirale Trennung bewirken
konnen. Interessanterweise agieren die Partikel im Vergleich zu den in Kapitel 4.1
hergestellten Tensiden als Tailor-made-Additive. In diesen Fall adsorbieren die Partikel
auf das stereoselektiv &hnliche Enantiomer und verhindern somit das Wachstum. Das
gegenstdndige Enantiomer Kristallisiert und man misst das zu dem Kkristallisierten

entgegengesetzte Enantiomer im Polarimeter.

Eine Voraussetzung fir das Wirken als Tailor-made-Additiv ist die stereochemische
Ahnlichkeit des Additivs zum Racemat. Lahav et al. postulierten bereits, dass in der
enantioselektiven Kiristallisation von rac-Asparagin Glutaminséure als tailor-made
Additiv wirken kann und somit die Rule of Reversal bestatigt wird.®” In Abbildung 4.31
c¢) wird dies noch einmal deutlich.

Nach etwa 70 min beginnen die mit dem polymerisierbaren Tensid L-T3 hergestellten
Partikel auf das L-Enantiomer von rac-Asparagin zu adsorbieren. Das Wachstum dieses
Enantiomers wird somit gehindert und das D-Enantiomer von rac - Asparagin beginnt zu
kristallisieren. Wird hierbei ein Aliquot der Losung entnommen und filtriert, misst man
im Polarimeter wiederum das L-Enantiomer mit negativem Wert fiir die optische Drehung
a, da die Kristalle des D-Enantiomers im Filter zurtickbleiben. Der Wert fur die optische
Drehung steigt solange an bis das D-Enantiomer im Idealfall verbraucht ist und auch L-
Asparagin anfangt zu kristallisieren. Der Wert fiir die optische Drehung fallt wieder in
Richtung o = 0 bis im Idealfall beide Enantiomere nacheinander kristallisiert sind. Das
erfolgreiche Agieren als Nukleationzentrum konnte hierbei auf die Copolymerisation von
L-T3 bzw D-T3 und Styrol zuriick zu fihren sein. L - T3 und D-T3 sind kovalent an die
Partikeloberflache gebunden. Im Falle der D-T3 -Partikel ist der Mechanismus genau
derselbe, nur in entgegengesetzte Richtung. Hier adsorbieren die mit D-T3 hergestellten
Partikel auf D-Asparagin und L-Asparagin kristallisiert. Nach Filtration der Ldsung und
somit auch der Kristalle von L-Asparagin, misst man das zurtickbleibende p-Asparagin im

Polarimeter.
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Abbildung 4.31: Kristallisation von rac-Asparagin auf a) poly(L-T1) und poly(D-T1);b) poly(L-T2) und

poly(D-T2) und c) poly(L-T3) und poly(D-T3).

Die unterschiedliche Wirkung der drei verschiedenen Tenside in der enantioselektiven
Kristallisation ist auf chemische Eigenschaften zuriick zu fiihren. Die Tenside, die keine
Copolymerisation mit Styrol eingehen kdnnen, zeigen auch keine chirale Wirkung in der

enantioselektiven Kristallisation. Im Falle der mit L/D-T2 hergestellten Partikel kann man
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eine geringe chirale Auflésung beobachten. Mdglicherweise konnte ein geringer Teil der
Tenside mit Styrol copolymerisieren. Die mit L/D-T3 hergestellten Partikel waren
aufgrund der hoheren Reaktivitdt und Polaritat in der Lage mit Styrol zu copolymerisieren
und somit auch als chirales Additiv in der enantioselektiven Kristallisation zu agieren.
Eine Copolymerisation zwischen Tensid und Styrol ist somit nétig, damit die Partikel als

chirale Additive wirken.
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4.3 Peptid-funktionalisierte chirale Nanopartikel

In diesem Abschnitt wird die Synthese von Peptiden beschrieben. Die Peptide sollen als
polymerisierbare Tenside, die kovalent an der Partikeloberflache gebunden sind, in der
Miniemulsion agieren. Nach Herstellung der chiralen Peptid-basierten Nanopartikel sollte
deren Einfluss in der Mineralisation von Calciumcarbonat untersucht werden. Abbildung

4.32 zeigt die hergestellten Tenside.
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Abbildung 4.32: Ubersicht der hergestellten Peptide.
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Es wurden alle Tenside in L-Form hergestellt. Das Peptid (L-Glu)s-methacryl-
aminoundecansaure wurde ebenso in der D-Form hergestellt, da mit diesen Peptiden die
unterschiedliche Wechselwirkung von L- und D- in der Mineralisation von
Calciumcarbonat untersucht wurde. Der hydrophobe Anteil der Tenside, basierend auf
den Peptiden, steigt von P1 zu P5 an. Berechnet man die HLB-Werte mit Gleichung (2.6)
nach Griffin erhalt man die in Tabelle 4.11 gezeigten Werte.

Tabelle 4.11: Berechnete HLB-Werte nach Griffin.

Peptid HLB
L-P1 14,5
L-P2 11,4
L-P3 8,5
L-P4 5,6
L-P5 2,9

Vergleicht man diese Werte mit Tabelle 2.1 stellt man fest, dass nur die ersten drei
Peptide fiir eine direkte Emulsion geeignet sind. L-P4 und L-P5 eignen sich somit eher fur
die inverse Emulsionspolymerisation. Jedoch muss bedacht werden, dass die Berechnung
der HLB-Werte nach Griffin fur nicht-ionische Tenside, typischerweise fur Tenside mit
(Poly)-Ethylenoxid als Kopfgruppe gilt.[*) Da die Peptide allerdings in Wasser bei einem
bestimmten pH-Wert ionisch vorliegen, miisste der HLB-Wert nach Davies berechnet
werden.*™ Die Werte zur Berechnung waren fiir unsere Peptide jedoch nicht bekannt.
Somit kann mit der vorliegenden Berechnung keine genauere Aussage, sondern nur eine

grobe Einschétzung getroffen werden.

4.3.1 Herstellung der chiralen Nanopartikel

Alle Peptide wurden in der Miniemulsionspolymerisation eingesetzt und sollten als
polymerisierbares Tensid, welches kovalent an die Partikeloberflache gebunden ist,
dienen. Dazu wurden die Peptide in Wasser (0,5% der kontinuierlichen Phase) mit
wenigen Tropfen Natriumhydroxid-Ldsung geldst und zur dispersen Phase, bestehend aus

Styrol, AIBN und Hexadekan, gegeben. Nach Behandlung mit Ultraschall und
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Polymerisation wurden stabile Partikel erhalten. Nach einer gewissen Polymerisationszeit
wurde der wasserlosliche Initiator KPS zugesetzt, da AIBN wie schon bei den zuvor
hergestellten Partikeln nicht ausreichte um die Reaktion zu initiieren. Es konnten mit
allen Peptiden Partikel erhalten werden. L-P4 und L-P5 sind gemal} den HLB-Werten
nicht mehr fir die direkte Miniemulsionspolymerisation geeignet. Betrachtet man dazu
die REM-Aufnahmen, kann man erkennen, dass mit L-P5 keine stabilen Partikel mehr
erhalten werden konnten (Abbildung 4.33).

Abbildung 4.33: REM-Aufnahmen von a) poly(L-P1), b) poly(D-P1), ¢) poly(L-P2), d) poly(L-P3), €)
poly(L-P4) und f) poly(L-P5).
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Tabelle 4.12 zeigt die gemessenen hydrodynamischen Durchmesser und
Molekulargewichte der mit den Peptiden hergestellten Miniemulsionen. Betrachtet man
die Molekulargewichte und bezieht Stellung zu den HLB-Werten, lasst sich wiederum
eine Ubereinstimmung erkennen. Fiir die Partikel mit L-P5 erhilt man ein Zahlenmittel
von 8000 g/mol und ein Gewichtsmittel von 36.000 g/mol. Dies deutet darauf hin, dass
die Polymerisation im Vergleich zu den mit den anderen Peptiden hergestellten
Emulsionen, nicht volistandig war und somit ein Polymer mit sehr geringem

Molekulargewicht entstand.

Tabelle 4.12: Erhaltene hydrodymischen Durchmesser, Festoffgehalte und Molekulargewichte.

Molekulargewicht /
. Feststoffgehalt / »
Peptid Dn/nm g-mol
%

Mn My
poly(L-P1) 251 + 65 4,3 21.000 165.000
poly(p-P1) 236+ 78 4,3 20.000 203.000
poly(L-P2) 105 + 46 6,3 19.200 154.000
poly(L-P3) 92 + 32 6,5 18.800 133.000
poly(L-P4) 120 + 30 5,0 15.700 67.800
poly(L-P5) 150 + 80 1,2 8000 36.000

4.3.2 Mineralisation von Calciumcarbonat

In der Natur findet die Bildung von anorganischen Kristallen in Anwesenheit von
biogenen Makromolekuilen statt, welche imstande sind die Kristallisation zu kontrollieren.
Diese Fahigkeit die Morphologie und Polymorphie zu steuern, ist wichtig in biologischen
Materialien wie zum Beispiel in Eierschalen. Um den Biomineralisationsprozess besser
zu verstehen, wurden von mehreren Forschungsgruppen Peptide aus Schalen von
Weichtieren extrahiert und untersucht, welche Eigenschaften dafir verantwortlich sind
die Calciumcarbonat Kristallisation zu kontrollieren. Eine groRe Anzahl an sdurehaltigen
Substanzen, die reich an Glutaminsaure und Asparaginsaure sind, wurden beobachtet.™*
121 Diese saurehaltigen funktionellen Gruppen zeigten eine starke Bindung zu Calcium-
lonen und geladenen Calciumcarbonat-Oberflachen. Die bevorzugte Anbindung der

séurehaltigen Gruppen an Metall-lonen resultiert in einer Unterdriickung des Calcit-
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Wachstums.?% 12 124 Frihere Arbeiten zeigten, dass Vaterit durch verschiedene
Biomakromolekile, wie Aminosauren und Peptide, stabilisiert werden kann.[?® Weiner
et al. untersuchten den stereochemischen Einfluss s&urehaltiger Proteinen in der
Biomineralisation von Calciumcarbonat.*?®! \on der Arbeitsgruppe Tremel wurde der
Einfluss der Chiralitdt in der Kristallisation von Calciumcarbonat diskutiert und
bestatigt.[*” 12! Calciumcarbonat findet sich zum Beispiel in Muscheln,*? Schalen von
Weichtieren™® U und Korallen.'®2 3 Auch in der chemischen Industrie, X3 9
Kosmetikindustrie,*® Landwirtschaft™™®" 38 und in der Wasseraufbereitung™*! besteht
ein groRer Anwendungsbedarf. In der Biomineralisation ist es eine der wichtigsten
anorganischen Feststoffkomponente. Typischerweise Kkristallisiert Calciumcarbonat in
drei polymorphen Phasen: Calcit, welches bei Standardbedingungen die stabilste Phase

darstellt, Vaterit und Aragonit.

Aufgrund dieser vorangegangenen Arbeiten wurde in diesem Teil der Arbeit der Einfluss
von Peptid-funktionalisierten Partikeln in der Mineralisation von Calciumcarbonat im
Hinblick auf die Morphologie und Kristallstruktur untersucht. Als Vergleich dienten
Polystyrol-Nanopartikel, die keine Chiralitdt aufweisen, und ein Oligomer L-Glus.
Abbildung 4.34 zeigt die REM-Aufnahmen und Abbildung 4.35 die
rontgenstrukturanalytischen Daten der Mineralisation von Calciumcarbonat. Ohne
Additiv und im Falle von Polystyrol-Nanopartikeln wird reines Calcit erhalten, welches
sich in den REM-Aufnahmen in einer rhomboedrischen Struktur wiederspiegelt. In
Anwesenheit von poly(L-P1)und poly(D-P1) und dem Oligomer L-Glus wird eine

Mischung aus Calcit und Vaterit erhalten.
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Abbildung 4.34: Kristallisation von CaCO3 in Anwesenheit von a) poly(L-P1), b) poly(p-P1), c) PS, d) L -
Glus und e) ohne Additiv.

Es zeigte sich, dass mit poly(L-P1) mehr Vaterit erhalten wurde als mit poly(p-P1).
Tremel et al fanden ebenfalls heraus, dass in diesem Falle L-Alanin vorzugweise Vaterit
stabilisiert.™*! Jedoch wurde diese Arbeit sehr stark diskutiert und ein Missachten der
Symmetrieregeln bemangelt.?**! Es bleibt immer noch eine offene Frage, ob die Chiralitat
einen eindeutigen auf die Morphologie und die Kristallstruktur von Calciumcarbonat hat
oder ob mdogliche Verunreinigungen, die durch die Partikelherstellung mdoglicherweise
zustande kamen, die Ergebnisse verfélschen. Aber unabhéngig davon, haben wir ohne
Zweifel bestétigt, dass die Peptid-basierten Partikel zur Stabilisierung von Vaterit

beitragen.
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Cai.‘,o3 ohne Additiv
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Abbildung 4.35: Réntgenspektrum von CaCO; in Anwesenheit verschiedener Additive (* Vaterit).
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5 Experimenteller Teil

5.1 Verwendete Chemikalien

Di-tert-butylester-L-glutaminséure-hydrochlorid (Merck), Di-tert-butylester-D-
glutaminsaure-hydrochlorid (Orpegen Peptide Chemicals), tert-Butylester-L-phenylalani-
hydrochlorid (Sigma Aldrich), tert-Butylester-D-phenylalanin-hydrochlorid (Iris Biotech)
O-tert-Butyl-L-threonin-methylester-hydrochlorid ~ (Merck),  O-tert-Butyl-D-threonin-
methylester-hydrochlorid  (Iris Biotech), 1,4-Butandioldiacrylat (Sigma Aldrich)
Triflouoressigsaure (Acros Organics; 99,5%), Acrylsaurechlorid (Sigma Aldrich; 97%),
Methacrylséurechlorid (Sigma Aldrich; 97%), Undecansdurechlorid (Merck; for pharma
synthesis), Undecensdurechlorid (Acros; 98%), Oxalylchlorid (Acros, 98%) Triethylamin
(Fluka; 99,5%), Ethylacetat (Sigma Aldrich, p.a), Dimethylformamid (Sigma Aldrich;
>99,8%), Ethanol (VWR; p.a), Dichlormethan (Sigma Aldrich; >99,8%), Tetrahydrofuran
(Sigma Aldrich; >99,9%), Methanol (VWR; HPLC grade), Toluol (Sigma Aldrich;
99,7%), Chloroform (Sigma Aldrich, 99%), 1,2-Dichlorbenzol (Sigma Aldrich),
Hexadekan (Sigma Aldrich; 99%), Styrol (Sigma Aldrich, >99%) 11-Aminoundecansaure
(Acros, 97%), Diisopropylethylamin (Fluka; >98%), Natriumlauryl (SDS, Carl Roth,
99%), Azo-bis-(isobutyronitril) (AIBN, Fluka), Natriumhydrogensulfat (Acros; 92%),
Natriumhydrogencarbonat (Fisher Scientific) Natriumchlorid (Sigma Aldrich; p.a.),
NaOH (Sigma Aldrich;98%), rac-Asparagin (Sigma Aldrich) und Cumarin 6(Lambda

Physik) wurden kéauflich erworben.

Fur die Peptidsynthese wurden folgende Chemikalien bendétigt: Harz (Wang-Resin 0,64
mol Aquivalente, Novabiochem), Fmoc geschitzte L-Glutaminsédure (Novabiochem),
(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-teramethyluroniumhexafluoro-phosphat (HBTU,
Novabiochem), Ethyl-2-cyano-2-(hydroyimino)acetat (Oxyma Pure, Novabiochem),
Piperidin (Alfa Aesar, 99%), Dimethylformamid (Sigma Aldrich; >99,8%), N-Methyl-2-
pyrrolidon  (Sigma  Aldrich, 99%), Diisopropylethylamin  (Fluka; >98%),
Triflouoressigsaure (Acros Organics; 99,5%) und Triisopropylsilan (Sigma Aldrich,
98%).
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Zur Mineralisation von Calciumcarbonat wurde Calciumchlorid Dihydrat (Sigma Aldrich;
>99%) und Natriumcarbonat (Deutero GmbH; 99,5%) genutzt.

Bis auf Styrol, welches vorher tber eine Aluminiumoxidséule gegeben wurde, wurden

alle Chemikalien ohne weitere Aufreinigung genutzt.
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Das Aminosaurederivat (5 g) und Triethylamin (2,5 Aquivalente) wurden in
Dichlormethan (50 mL) gelost. Die Losung wurde im Eisbad auf 0 °C abgekhlt und Gber
30 min tropfenweise Acrylsaurechlorid (1,5 Aquivalente) zugegeben. AnschlieRen wurde
das Eisbad entfernt und die Losung 12 h bei Raumtemperatur geriihrt. Unter
vermindertem Druck wurde Dichlormethan im Rotationsverdampfer abgezogen. Das
zuriickgebliebene Rohprodukt wurde in Ethylacetat (100 mL) aufgenommen und das
entstandene Triethylamoniumchlorid durch Filtration entfernt. Nach Waschen mit 1 M
Natriumbisulfatlosung, 1 M  Natriumhydrogencarbonatlésung und 1 M
Natriumchloridlésung wurde die organische Phase tGiber Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losemittel im Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wurde anschlieflend

sdulenchromatographisch mit einem Hexan-Ethylacetat-Gemisch (1:1) aufgereinigt.
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N-Acryl-di-tert-butyl-L-glutaminsaure:
Ausbeute: 3,84 g, 73% der theretischen Ausbeute.

'H NMR (300 MHz, Chloroform-d): [8/ppm]= 6.40 — 6.17 (m, 2H), 6.06 (dd, J = 17.0,
10.2 Hz, 1H), 5.60 (dd, J = 10.2, 1.5 Hz, 1H), 451 (td, J = 7.9, 4.5 Hz, 1H), 2.42 — 2.01
(m, 3H), 1.94 — 1.77 (m, 1H), 1.39 (d, J = 12.2 Hz, 18H).

BC-NMR (75 MHz, Chloroform-d): [8/ppm]= 171.73 (d, J = 87.2 Hz), 165.17, 130.55,
126.84, 82.41, 52.28, 31.56, 28.01 (d, J = 5.5 Hz), 27.67.

N-Acryl-di-tert-butyl-D-glutaminséure:
Ausbeute: 3,95 g, 75% der theoretischen Ausbeute.

'H-NMR (300 MHz, Chloroform-d): [6/ppm]= 6.51 — 6.31 (m, 1H), 6.23 (dd, J = 17.1,
1.6 Hz, 1H), 6.06 (dd, J = 17.0, 10.1 Hz, 1H), 5.59 (dd, J = 10.1, 1.6 Hz, 1H), 4.51 (td, J
=8.0, 4.6 Hz, 1H), 2.40 — 2.02 (m, 3H), 1.95—-1.74 (m, 1H), 1.39 (d, J = 12.2 Hz, 18H).

BBC-NMR (75 MHz, Chloroform-d): [3/ppm]= 172.37, 171.13, 165.16, 130.55, 126.91,
82.47,52.31, 31.57, 28.02 (d, J = 5.5 Hz), 27.69.

N-Acryl-tert-butylester-L-phenylalanin:
Ausbeute: 4,08 g, 76% der theoretischen Ausbeute.

'H-NMR (300 MHz, Chloroform-d): [8/ppm]= 7.29 — 6.99 (m, 5H), 6.21 (dd, J = 17.0,
1.5 Hz, 1H), 6.15 — 6.09 (m, 1H), 6.06 — 5.96 (m, 1H), 5.58 (dd, J = 10.2, 1.5 Hz, 1H),
4,77 (dt, J=7.7,5.9 Hz, 1H), 3.06 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 1.34 (s, 9H).

BBC-NMR (75 MHz, Chloroform-d): [8/ppm]= 170.64, 164.78, 136.10, 131.27 — 126.14
(m), 82.53, 53.52, 38.00, 27.96.

N-Acryl-tert-butylester-p-phenylalanin:
Ausbeute: 3,80 g, 71% der theoretischen Ausbeute.

'H-NMR (300 MHz, Chloroform-d): [8/ppm]= 7.27 — 7.02 (m, 5H), 6.22 (dd, J = 17.0,
1.5 Hz, 1H), 6.03 (dd, J = 17.0, 10.2 Hz, 2H), 5.59 (dd, J = 10.2, 1.5 Hz, 1H), 4.77 (dt, J
=7.7,5.8 Hz, 1H), 3.07 (d, J = 5.8 Hz, 2H), 1.34 (s, 9H).
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3C-NMR (300 MHz, Chloroform-d): [8/ppm]= 170.62, 164.77, 136.09, 130.55, 129.55,
128.34, 126.92 (d, J = 6.2 Hz), 82.54, 53.52, 38.00, 27.96.

N-Acryl-O-tert-butylmethylester-L-threonin
Ausbeute: 3,50 g, 65% der theoretischen Ausbeute.

'H-NMR (300 MHz, Chloroform-d): [8/ppm]= 6.26 — 6.20 (m, 1H), 6.18 — 6.11 (m, 1H),
5.63 (dd, J = 9.8, 2.1 Hz, 1H), 4.56 (dd, J = 9.4, 1.8 Hz, 1H), 4.19 (qd, J = 6.3, 1.9 Hz,
1H), 3.65 (s, 3H), 1.12 (d, J = 6.2 Hz, 3H), 1.06 (s, 9H).

3C-NMR (300 MHz, Chloroform-d): [5/ppm]= 171.18, 165.74, 130.59, 127.03, 74.15,
67.52, 57.80, 52.17, 28.29, 20.94.

N-Acryl-O-tert-butylmethylester-D-threonin:
Ausbeute: 3,10 g, 58% der theoretischen Ausbeute.

'H-NMR (300 MHz, Chloroform-d): [8/ppm]= 6.38 — 6.07 (m, 3H), 5.64 (dd, J = 9.8, 1.9
Hz, 1H), 4.56 (dd, J = 9.4, 1.8 Hz, 1H), 4.19 (qd, J = 6.3, 1.8 Hz, 1H), 3.65 (s, 3H), 1.12
(d, J =6.2 Hz, 3H), 1.06 (s, 9H).

B3C-NMR (75 MHz, Chloroform-d): [8/ppm]= 171.21, 165.73, 130.51, 127.04, 74.15,
67.52, 57.73, 52.18, 28.30, 20.96.

5.3 Synthese der chiralen Nanopartikel

Der Ansatz fur die Miniemulsionen wurde anhand der Mengen des Standard-Ansatzes fur
eine Miniemulsion mit Styrol berechnet.*?! Fiir die disperse Phase wurden Monomer
(500 mg), AIBN (10 mg) und Hexadekan (10 mg) in Toluol (1 g) gelost. Als
kontinuierliche Phase wurde SDS (12 mg; 0,3 Gew% bezlglich der dispersen Phase) in
H,O (4 g) eingesetzt. Die Phasen wurden gemischt, 30 min voremulgiert und
anschlieflend unter Eiskihlung im Ultraschall behandelt (%" Spitze, 70% Amplitude, 3
min, 10 s Puls, 2 s Pause). Danach wurde die Emulsion fur 16 Stunden bei 60 °C im
Olbad polymerisiert. Nach Beendigung der Polymerisation wurde die Emulsion durch

einen Faltenfilter mit einem Durchmesser von 110 mm der Firma Whatmann filtriert.
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Zur Anwendung der chiralen Nanopartikel in Kristallisations- oder Triibungsprozessen,
musste sowohl Toluol als auch SDS entfernt werden. Dazu wurde die Emulsion uber
Nacht bei 60 °C abgedampft und gegen Wasser dialysiert. Im Falle der mit dem Farbstoff
Cumarin 6 markierten Nanopartikel wurde der dispersen Phase 2 mg Cumarin 6 zugefugt.

Entschitzung der chiralen Nanopartikel:

Um die chiralen Partikel zu entschitzen, mussten sie zuerst vernetzt werden. Die
Herstellung erfolgte auf gleiche Weise, jedoch wurde zur dispersen Phase 5 mol% 1,4 -

Butandioldiacrylat als VVernetzer gegeben.

Die chiralen Nanopartikel wurden mit einer Mischung aus TFA und DCM (1:1) versetzt
und Uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Am néchsten Tag wurden die entschiitzten
Nanopartikel in kaltem Diethylether geféllt und bei Raumtemperatur unter Vakuum

getrocknet.

5.4 Synthese der Polymethylmethacrylat Nanopartikel

Um ein Kontrollexperiment mit Partikeln ohne Chiralitdt durchzufihren wurden
Polymethylmethacrylat-Partikel hergestellt. Dazu wurden Hexadekan (40 mg) und AIBN
(17 mg) in Methylmethacrylat (1 g) geldst. Die kontinuierliche Phase bestand aus SDS
(12 mg) in Wasser (4 g). Nach Vereinen der zwei Phasen und Behandlung mit Ultraschall

wurde die Emulsion fur 16 Stunden bei 60 °C polymerisiert.

5.5 Trdbungsmessungen

Um die Tribung zu messen wurden 100 g/L rac-Asparagin in Wasser gelést und bei
60 °C gerlhrt bis auch der kleinste Kristall gelost war. Die Losung wurde dann mit
folgenden Parametern unter Rilhrung abgekdhlt:

60 °C — 45 °C in 15 min; 45 °C — 35 °C in 10 min; 35 °C — 30 °C in 10 min; 30 °C —
25 °C in 10 min; 25 °C — 22 °C in 30 min.

Die Messungen wurden in der Dunkelheit in An- und Abwesenheit der chiralen
Nanopartikeln durchgefiihrt. Das Tribungsmessgerat besteht aus einem Laser (He-Ne,
JDSU, Modell 1145P, 633 nm, 25 mW), einem Filter (Schott), der die Intensitat des
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transmittierten Lichtes um den Faktor 100 reduziert und einem Photodiodendetektor. Die
detektierte Intensitét wird durch einen Transimpedanz-Verstarker verstarkt und Gber ein
Multimeter (Keithley 2010) an den Computer weitergeben. Die Temperatur und die

Intensitat wurden in Abhangigkeit der Zeit aufgetragen.i**’]

5.6 Chirale Tenside

5.6.1 Synthese von Undecanoyl-di-tert-butyl-L/D-glutaminsdure und

Undecenoyl-tert-butyl-L/D-glutaminsaure

Hal e L O
/\/\/\/\/YCl ’ ¥ OfBu DIPEA N\AWN % OtBu
* _
0 O
O~ "OfBu O~ "OtBu
/\/\/\/\/YCl . 2 % OtBu DIPEA WM/\H/ % OtBu
o O
O~ "OtBu O~ "OtBu

Di-tert-butylester-L/D-glutaminsaurehydrochlorid (4,3 g; 14.5 mmol) und DIPEA (19.4
mmol) wurden in  trockenem  Dichlormethan gelést und  tropfenweise
Undecansdurechlorid bzw. Undecensdurechlorid (14.8 mmol) zugegeben. AnschlieRend
wurde die Losung Gber Nacht geriihrt. Am darauffolgenden Tag wurde das Losemittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Der bleibende Rest wurde in Wasser aufgenommen und
dreimal mit Dichlormethan gewaschen. Die organische Phase wurde mit
Magnesiumsulfat  getrocknet, abfiltriert und das Losemittel abermals am
Rotationsverdampfer entfernt.
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Undecanoyl-di-tert-butyl-L-glutaminsaure

Das Produkt wurde mittels Flashchromatographie (Petrolether / Ethanol 10:1, R = 0,48)
gereinigt und es wurden 4,0 g (9,3 mmol, 65% d.Th.) des Produktes als farbloses Ol
erhalten.

'H-NMR (300 MHz, Chloroform-d): [8/ppm]= 6.12 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 4.48 (td, J = 8.0,
4.8 Hz, 1H), 2.36 (s, 1H), 2.51 — 1.98 (m, 4H), 1.89 (dtd, J = 14.4, 8.5, 6.0 Hz, 1H), 1.62
(t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.45 (d, J = 7.7 Hz, 18H), 1.25 (s, 14H), 0.86 (d, J = 6.8 Hz, 3H).

BC-NMR (75 MHz, Chloroform-d): [5/ppm]= 174.38, 172.35, 171.90, 84.41, 81.21,
52.31, 37.52, 31.09, 30.70, 29.80 — 29.02, 28.14, 27.75, 23.71, 22.83, 14.10.

Undecanoyl-di-tert-butyl-D-glutaminsaure
Das Produkt wurde mittels Flashchromatographie (Petrolether / Ethanol 10:1, R = 0,48)
gereinigt und es wurden 4,5 g (10,5 mmol, 73% d.Th.) des Produktes als farbloses Ol

erhalten.

'H-NMR (300 MHz, Chloroform-d): [8/ppm]= 6.25 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 4.48 (td, J = 8.0,
4.8 Hz, 1H), 2.31 (dd, J = 7.1, 2.2 Hz, 1H), 2.28 — 2.13 (m, 3H), 2.09 (dddd, J = 13.5, 8.5,
6.6, 4.8 Hz, 1H), 1.88 (dtd, J = 14.5, 8.5, 6.1 Hz, 1H), 1.61 (p, J = 7.4 Hz, 2H), 1.44 (d, J
= 7.7 Hz, 18H), 1.30 — 1.20 (m, 14H).

BBC.NMR (75 MHz, Chloroform-d): [8/ppm]= 173.33, 172.49, 171.48, 82.41, 80.85,
52.29, 36.72, 32.00, 31.70, 29.76 — 29.09, 28.14, 27.78, 25.72, 22.79, 14.22.

Undecenoyl-di-tert-butyl-L-glutaminsaure
Das Produkt wurde mittels Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol/Ethanol 20:1, R¢ =
0,46) gereinigt und es wurden 4,0 g (9,2 mmol, 65% d.Th.) des Produktes als gelbes Ol

erhalten.

'H-NMR (300 MHz, Chloroform-d): [8/ppm]= 6.17 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 5.90 — 5.70 (m,
1H), 5.05 — 4.85 (m, 2H), 4.48 (td, J = 8.0, 4.8 Hz, 1H), 2.39 — 2.21 (m, 3H), 2.26 — 2.14
(m, 2H), 2.10 — 1.96 (m, 2H), 1.89 (dddd, J = 14.1, 9.1, 8.1, 6.0 Hz, 1H), 1.70 — 1.54 (m,
2H), 1.45 (d, J = 7.7 Hz, 18H), 1.29 (d, J = 3.7 Hz, 10H).

BC-NMR (75 MHz, Chloroform-d): [5/ppm]= 172.36. 171.49, 170.32, 138.87, 113.84,
82.09, 53.04, 36.30, 33.49, 30.58, 29.18 — 28.47, 27.66, 25.28.
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Undecenoyl-di-tert-butyl-D-glutaminsaure
Das Produkt wurde mittels Flashchromatographie (Laufmittel: Hexan/Ethanol 10:1, R¢ =
0,45) gereinigt und es wurden 4,7 g (11,0 mmol, 77% d.Th.) des Produktes als gelbes Ol

erhalten.

'H-NMR (300 MHz, Chloroform-d): [8/ppm]= 6.16 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 5.80 (ddt, J =
16.9, 10.1, 6.7 Hz, 1H), 5.06 — 4.86 (m, 2H), 4.48 (td, J = 8.0, 4.8 Hz, 1H), 2.42 — 2.21
(m, 2H), 2.20 (dd, J = 9.0, 7.2 Hz, 2H), 2.11 — 1.95 (m, 2H), 1.89 (dtd, J = 14.5, 8.5, 6.0
Hz, 1H), 1.63 (q, J = 7.8 Hz, 2H), 1.45 (d, J = 7.7 Hz, 18H), 1.26 (s, 14H).

BBC-NMR (75 MHz, Chloroform-d): [3/ppm]= 173.12, 172.47, 171.51, 139.29, 114.25,
82.38, 52.26, 36.76, 33.90, 31.71, 29.52 — 29.33, 29.19, 29.02, 28.16, 27.83, 25.69.

5.6.2 Synthese von Methacryl-aminoundecanséaure-tert-butyl-L/D-

glutaminséure

Methacrylamid-aminoundecanséure-tert-butyl-L/D-glutaminsaure  konnte  (ber eine

dreistufige Synthese hergestellt werden.

5.6.2.1 Methacryl-aminoundecansaure

o Cl 4 H2N R N S ,..OH

) e
NaOH (1,74 g; 43,50 mmol) wurden in 70 mL Wasser geldst und auf 0°C abgekdihlt. 11-
Aminoundecansaure (4,17 g; 20,71 mmol) wurde zur NaOH-L6sung gegeben und
wiederrum auf O °C abgekihlt. In einem Zeitraum von 30 Minuten wurde
Methacrylsédurechlorid (3 mL; 31 mmol) zugetropft und die Lésung 12 Stunden bei
Raumtemperatur gerlhrt. Die Lésung wurde am néchsten Tag bei pH 2 mit 1 M HCI
gefallt und dreimal aus Aceton umkristallisiert. Es wurden 4,87 g (18,0 mmol, 87% d.Th.)

des Produktes als farbloser pulvriger Feststoff erhalten.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): [/ppm]= 7.87 (d, J = 6.1 Hz, 1H), 5.62 (t, J = 1.3 Hz,
1H), 5.30 (m, J = 1.6 Hz, 1H), 3.14 — 3.01 (m, 2H), 2.19 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.84 (d, J =
1.2 Hz, 3H), 1.53 — 1.34 (m, 2H), 1.25 (s, 16H).
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BBC-NMR (75 MHz, DMSO-de): [8/ppm]= 174.50, 167.30, 140.16, 118.58, 50.39, 38.84,
30.69, 29.54 — 28.26 (M), 26.47, 24.52, 18.71.

FT-IR (KBr, #/ cm%): 3316 (OH), 2924, 2855, 1703 (Amid), 1650 (C=C), 1613 (C=0),
1532, 1474, 1432, 1187, 1153, 1034, 919, 718.

5.6.2.2 Methacyloyl-aminoundecansé&urechlorid

oMo SOChL I

N

o={

N-Methacryloyl-11-aminoundecanséure (2 g, 7,4 mmol) wurde in 10 mL trockenem
Dichlormethan unter Argon gel6st. Danach wurde Thionylchlorid (1,32 g; 11.09 mol; 1,5
Agquivalente) zugegeben und alles unter Schutzgas und Ruckfluss erhitzt bis die
Gasentwicklung (ca 2,5 h) beendet war. Das Losemittel und noch vorhandenes
Thionylchlorid wurde am Rotationsverdampfer entfernt. Es wurden 1,9 g (6,6 mmol, 89%
d.Th.) des Produktes als gelbliches Ol erhalten.

'H-NMR (300 MHz, Chloroform-d): [8/ppm]=5.81 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 5.66 (s, 1H), 5.30
(s, 1H), 3.29 (9, J = 6.7 Hz, 2H), 2.87 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 2.43 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 2.01 —
1.91 (m, 3H), 1.77 — 1.56 (m, 2H), 1.52 (t, J = 6.3 Hz, 2H), 1.28 (d, J = 4.3 Hz, 12H).

BC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): [8/ppm]= 174.20, 167.00, 139.87, 118.28, 50.86, 38.28,
30.39, 28.79 — 27.89, 26.16, 24.19, 18.41.

FT-IR (KBr, 7 / cmY): 2928, 2856, 1824 (CI), 1730 (Amid), 1540, 1455, 1398, 1216,
1172, 1033, 932, 731.

5.6.2.3 Methacryl-aminoundecanséaure-di-tert-butyl-L/D-glutaminsaure

]

HCI
H Il
LHN e . HoN [* “OtBu
o]

3 |
(@) OtBu O::/ ~OtBU

| Ho

o~ . A~ o~

e N . N_ ,ﬂ\
T T T Ty T* OtBu
0 o L

o=

L/D-Glutaminsdure-di-tert-butylester-hydrochlorid (2.5 g, 8.5 mmol) und DIPEA (1.9 mL,
11.5 mmol) wurden in 50 mL trockenem Dichlormethan vorgelegt und langsam N -
Methacryloyl-11-aminoundecansaurechlorid (2.6 g, 9 mmol) zugetropft. Die

resultierende Loésung wird Uber Nacht gerlhrt und das Losemittel im Vakuum entfernt.
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Der Ruckstand wurde in 250 ml Wasser aufgenommen und dreimal mit 100 mL
Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet
und das Losemittel im Vakuum entfernt. Der Ruckstand wurde sdulenchromatographisch

aufgereinigt.
Methacryl-aminoundecansaure-di-tert-butyl-L-glutaminsaure

Das Produkt wurde mittels Flashchromatographie (Laufmittel: Toluol/Aceton 10:3, Rf =
0,50) gereinigt und es wurden 1,5 g (3,0 mmol, 36% d.Th.) des Produktes als gelbes Ol

erhalten.

'H-NMR (300 MHz, Chloroform-d): [8/ppm]= 6.12 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 5.65 (p, J = 1.0
Hz, 1H), 5.30 (p, J = 1.5 Hz, 1H), 4.48 (td, J = 8.0, 4.8 Hz, 1H), 3.36 — 3.22 (m, 2H), 2.40
—2.23 (m, 2H), 2.24 — 2.16 (m, 3H), 2.05 (s, 1H), 1.96 (dd, J = 1.6, 1.0 Hz, 3H), 1.72 —
1.45 (m, 4H), 1.45 (d, J = 7.7 Hz, 18H), 1.26 (d, J = 5.5 Hz, 10H).

BB3C-NMR (75 MHz, Chloroform-d): [3/ppm]= 173.04, 172.39, 171.41, 168.49, 140.38,
119.10, 82.26, 80.76, 52.21, 39.72, 36.66, 31.67, 29.62, 29.48 — 29.21 (m), 28.13, 28.06,
27.74, 26.99, 25.61, 18.80.

Methacryl-aminoundecanséaure-di-tert-butyl-D-glutaminsaure

'H-NMR (300 MHz, Chloroform-d): [8/ppm]= 6.10 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 5.72 — 5.55 (m,
1H), 5.28 (p, J = 1.5 Hz, 1H), 4.46 (td, J = 8.0, 4.7 Hz, 1H), 3.36 — 3.15 (m, 2H), 2.33 (s,
2H), 2.22 — 2.14 (m, 3H), 2.08 (tdd, J = 8.6, 6.6, 3.3 Hz, 1H), 1.94 (q, J = 2.1, 1.3 Hz,
3H), 1.61 (q, J = 6.7, 5.7 Hz, 4H), 1.43 (d, J = 7.6 Hz, 18H), 1.31 — 1.22 (m, 10H).

BBC-NMR (75 MHz, Chloroform-d): [3/ppm]= 172.99, 172.18, 171.27, 168.41, 140.22,
118.92, 81.98, 80.54, 52.06, 39.63, 36.41, 31.51, 29.45, 29.31, 29.23, 29.16, 29.11, 27.49,
26.84, 25.49, 18.66.

5.6.3 Herstellung der Nanopartikel

Zur Herstellung der dispersen Phase wurden das geschitzte Tensid (50 bzw. 100 mg) mit
AIBN (20 mg) und Hexadekan (40 mg) in Styrol (0,95 bzw. 0,90 g) gelost. Als
kontinuierliche Phase diente reines H,O (4 g). Die Phasen wurden gemischt, 30 min
voremulgiert und anschlieBend unter Eiskiihlung im Ultraschall behandelt (Y4" Spitze,
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70% Amplitude, 3 min, 10 s Puls, 2 s Pause). Die Polymerisation erfolgte tiber Nacht bei
60 °C im Olbad unter Rilhrung. Am nichsten Tag wurde die Emulsion durch einen

Faltenfilter mit einem Durchmesser von 110 mm der Firma Whatmann filtriert

5.7 Entschitzung der Tenside

Die Tenside wurden mit einer Mischung aus TFA und DCM (1:1) versetzt und vier
Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Die Losung wurde dann dreimal mit Toluol
gewaschen, um (berschiissige TFA zu entfernen und dreimal mit Dichlormethan

gewaschen, um Toluol zu entfernen.

Undecanoyl-L-glutaminsaure

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): [3/ppm]= 8.10 (d, J = 7.3 Hz, 1H)4.17 (ddd, J = 9.2,
7.7, 4.9 Hz, 1H), 2.30 — 2.20 (m, 2H), 2.13 — 2.02 (m, 2H), 1.93 (dtd, J = 13.0, 7.8, 5.0
Hz, 1H), 1.80 — 1.65 (m, 1H), 1.45 (q, J = 6.9 Hz, 2H), 1.22 (s, 14H), 0.90 — 0.76 (m,
3H).

BBC-NMR (75 MHz, DMSO-dg) & 177.50 — 170.84 (m), 50.99, 35.04, 31.32, 30.09, 28.91
~ 2853 (M), 25.25, 22.13, 13.98.

Undecanoyl-D-glutaminsaure

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): [3/ppm]= 8.04 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 4.18 (ddd, J = 9.3,
7.8, 5.0 Hz, 1H), 2.30 — 2.21 (m, 2H), 2.13 — 2.06 (m, 2H), 1.94 (dtd, J = 13.0, 7.8, 5.0
Hz, 2H), 1.81 — 1.66 (M, 1H), 1.47 (p, J = 6.8 Hz, 3H), 1.24 (s, 14H), 0.91 — 0.80 (m,
3H).

BBC-NMR (75 MHz, DMSO-ds): [8/ppm]= 173.61, 173.33, 172.44, 50.89, 34.93, 31.18,
29.95, 28.86, 28.68, 28.60, 28.44, 26.17, 25.13, 21.99, 13.82.

Undecenoyl-L-glutaminsdure

'H-NMR (300 MHz, Chloroform-d): [8/ppm]= 6.39 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 5.89 — 5.69 (m,
1H), 5.05 — 4.85 (m, 2H), 4.65 (q, J = 6.4 Hz, 1H), 2.23 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 2.02 (q, J =
7.0 Hz, 3H), 1.61 (t, J = 6.7 Hz, 3H), 1.29 — 1.26 (m, 14H).
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BBC-NMR (75 MHz, DMSO-dg): [3/ppm]= 173.61, 173.33, 172.42, 125.16, 114.47, 50.88,
34.91, 33.05, 29.95, 28.64, 28.62, 28.40, 28.35, 28.14, 26.17, 25.10.

Undecenoyl-D-glutaminsaure

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): [3/ppm]= 8.04 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 5.90 — 5.66 (m, 1H),
5.10 — 4.85 (m, 2H), 4.19 (ddd, J = 9.4, 7.8, 5.0 Hz, 1H), 2.30 (s, 2H), 2.27 — 2.14 (m,
1H), 2.14 — 2.06 (m, 2H), 2.05 — 1.94 (m, 2H), 1.82 — 1.66 (M, 1H), 1.53 — 1.41 (m, 2H),
1.24 (d, J = 2.8 Hz, 12H).

3C-NMR (75 MHz, DMSO-d): [8/ppm]= 173.58, 173.34, 172.25, 124.98, 114.35, 50.72,
34.81,32.89, 29.78, 28.54, 28.49, 28.39, 28.35, 28.03, 26.12, 25.17.

Methacryl-aminoundecansaure-L-glutaminsaure

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): [/ppm]= 8.03 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 5.60 (t, J = 1.3 Hz,
1H), 5.28 (p, J = 1.6 Hz, 1H), 4.18 (ddd, J = 9.3, 7.7, 5.0 Hz, 1H), 3.19 — 2.96 (m, 2H),
2.36 — 2.19 (m, 3H), 2.18 — 2.02 (m, 2H), 1.94 (dtd, J = 13.0, 7.9, 5.1 Hz, 1H), 1.83 (d, J
= 1.3 Hz, 3H), 1.56 — 1.29 (m, 4H), 1.23 (s, 8H).

3C-NMR (75 MHz, DMSO-dg): [6/ppm]= 173.68, 173.40, 172.52, 165.32, 140.01,
118.68, 50.95, 40.21, 34.98, 39.65, 39.49, 39.24, 38.94, 38.75, 38.65, 38.45, 34.94,
29.9628.95, 28.88, 28.70, 28.49, 28.43, 25.18, 18.59.

Methacryl-aminoundecansaure-p-glutaminsaure

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): [8/ppm]= 8.03 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 5.60 (t, J = 1.2 Hz,
1H), 5.28 (p, J = 1.6 Hz, 1H), 4.18 (ddd, J = 9.3, 7.7, 5.0 Hz, 1H), 3.15 — 2.98 (m, 2H),
2.30 — 2.22 (m, 3H), 2.13 — 2.04 (m, 2H), 1.94 (dtd, J = 13.0, 7.8, 5.0 Hz, 1H), 1.82 (d, J
= 1.3 Hz, 3H), 1.52 — 1.38 (m, 4H), 1.23 (s, 8H).

3C-NMR (75 MHz, DMSO): [5/ppm]= 173.64, 173.35, 172.49, 167.38, 139.96, 118.64,
50.91, 40.08, 39.80, 39.52, 39.24, 38.96, 38.75, 38.68, 38.41, 34.94, 29.96, 28.91, 28.84,
28.66, 28.45, 26.32, 26.17, 25.14, 18.54.
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5.7.1 Herstellung der Nanopartikel

Die Miniemulsionen mit den entschutzten Tensiden wurden folgendermafen
durchgefihrt. Die Tenside (8 und 12 mg, bzw. 0,2% und 0,3% der kontinuierlichen
Phase) wurden in H,O (4 g) mit Tropfen von NaOH geldst und zur dispersen Phase, die
aus Styrol (0,5 g), AIBN (10 mg) und Hexadekan (20 mg) bestand gegeben. Nach
Behandlung mit Ultraschall (%" Spitze, 70% Amplitude, 3 min, 10 s Puls, 2 s Pause)
wurde Uber Nacht bei 60 °C polymerisiert. W&hrend der Ultraschallbehandlung wurde mit
einem Eis-Wasser-Bad gekuhlt, um das Erhitzen der Probe so gering wie moglich zu
halten Im Falle von L/D-T3 wurde nach drei Stunden Polymerisationszeit noch KPS

zugesetzt.

5.8 Enantioselektive Kristallisationen

Die Kiristallisationen wurden alle mit filtriertem MilliQ-Wasser durchgefuhrt, um
eventuelle Kristallisationskeime, wie Staub und mogliche Verunreinigungen zu entfernen.
Des Weiteren wurden alle Aliquote durch einen 0,2 um Nylonfilter (Firma Chromacol)
filtriert, um die Partikel und das darauf kristallisierte Enantiomer zu entfernen, somit

wurde nur das Filtrat im Polarimeter gemessen.

5.8.1 Durchfihrung

Es wurden Ubersattigte Losungen der jeweiligen racemischen Aminoséaure in Wasser
hergestellt (100 g/L) und bei 60 °C geruhrt bis alles gelost war. Darauf folgend wurden 16
mg der chiralen Nanopartikel als Emulsion zur Losung gegeben. Die Menge der Zugabe
wurde Uber den Feststoffgehalt berechnet und dementsprechend das Racemat in so viel
Wasser geldst, um immer ein konstantes VVolumen von 40 mL zu erreichen. Die Ldsung
wurde dann gemal den in 5.5 angegebenen Parametern abgekihlt. Um die Kristallisation
nach zu verfolgen, wurden (ber eine bestimmte Zeit 2 mL Aliquote entnommen. Die
Aliquote wurden gefiltert und der optische Drehwert der Filtrierten Ldsung im
Polarimeter bei einer Temperatur von 60 °C und einer Wellenldnge von 365 nm gemessen
(Rudolph Research Analytical Autopol IV).
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Kleinere Partikel, die durch den Filter gehen konnten, hatten keine Auswirkung auf die
Messung, da das Polarimeter vorher geeicht wurde. Die Partikel wurden als Emulsion
zugegeben. Die Menge der Zugabe wurde Uber den Feststoffgehalt berechnet und
dementsprechend das Racemat in so viel Wasser gelost, um immer ein konstantes
Volumen von 40 mL zu erreichen. Die Messungen, um den optischen Drehwert zu
erhalten, erfolgten in einem Polarimeter (Rudolph Research Analytical Autopol IV) bei
einer Temperatur von 60 °C und einer Wellenlange von 365 nm. Der optische Drehwert

wird gegen die Zeit aufgetragen, um so die Kristallisation zu verfolgen.

5.9 Peptidsynthese

Die mikrowellengesteuerte Peptidsynthese erfolgte an einem Gerdt der Firma CEM

(Liberty Peptidsynthesizer). Es wurden folgende Lésungen benétigt:

e Das Harz wurde eine Stunde vor Reaktionsbeginn in DMF gequollen;

e Zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe wurde eine 20%ige Piperazin-LOsung in
DMF hergestellt;

e Die Aktivatorlosung bestand aus einer 0,5 M Ldsung eines Gemisches von HBTU

und Oxyma Pure in DMF;
e Als Aktivatorbase diente eine 2 M DIPEA-LGsung in NMP.

Die genauen Einwaagen flr die einzelnen Peptide finden sich in Tabelle 5.1 wieder. Es
muss dabei beachtet werden, dass ein vorbeladener Harz genutzt wurde, so dass jeweils
eine Aminosaure schon am Harz ist. Alle Losungen wurden kurz vor Versuchsbeginn
frisch hergestellt und an die vorgesehenen Platze am Peptidsynthesizer angeschlossen. In
der Mikrowelleneinheit befindet sich das Reaktionsgefal3, welches so konzipiert ist, dass
der Durchmesser genau der Wellenldnge der Strahlung entspricht. Am unteren Teil des
ReaktionsgefaRes befindet sich ein Filter, dessen Porengrolie der des Harzes entspricht.
Um eine Homogenisierung des Reaktionsmediums zu garantieren, wird das
Reaktionsgefall wahrend der Reaktion mit Stickstoff umspult. Das gequollene Harz wird
in einem ersten Schritt in das ReaktionsgefaR transportiert. Danach wird die 5%-ige
Piperazin-Ldsung zugegeben und aufgeheizt. Die Anbindung der Aminosaure verlduft

uber die Zugabe der Aminoséure, der Base und des Kupplungsreagenz. Das
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Reaktionsgemisch wir noch einmal aufgeheizt und das Harz mit DMF gewaschen. Der
komplett beschriebene Vorgang wird so lange wiederholt bis das gewinschte Peptid
erzielt wurde. Der letzte Schritt besteht aus der Abtrennung der Fmoc-Schutzgruppe an
der letzten Aminosaure. Um das Peptid vom Harz abzuspalten, wurde das Produkt mit
einer Losung aus TFA/TIS/H,O (95:2,5:2,5) versetzt und Uber Nacht geschittelt. Am
nachsten Tag wurde TFA abdestilliert und die zurtickgebliebene Ldsung durch Zugabe
von kalten Diethylether ausgeféllt und zentrifugiert (5 min, 4000 rpm). Der Bodensatz
wurde noch dreimal mit kaltem Diethylether gewaschen und das resultierende Peptid im

Vakuum bei Raumtemperatur getrocknet.

Tabelle 5.1: Genaue Einwaagen zur Herstellung der Peptide.

Reagenzien L-P1  D-P1 L-P2 L-P3 L-P4 L-P5
Fmoc-L-Glu(OtBu)-OH L-Glu/g 1,02 0,76 0,51 0,42
(0,2 M) DMF / mL 12 9 6 5
Fmoc-D-Glu(OtBu)-OH D-Glu/g 1,02
(0,2 M) DMF / mL 12
Fmoc-L-Phe-OH L-Phe /g 0,38 0,46 0,69 0,93
(0,2 M) DMF / mL 5 6 9 12
Harz Wang-Resin/g 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Methacrylamid-
] 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26 0,26
aminoundecansaure Meth- /g
5 5 5 5 5 5
(0,2 M)
OxymaPure/g 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42 0,42
Aktivator
HBTU /g 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13 1,13
(0,5%)
DMF / mL 12 12 12 12 12 12
DIEA /g 1,04 1,04 1,04 1,04 1,04 1,04
Aktivatorbase
NMP /g 1,95 1,95 1,95 1,95 1,95 1,95
(2 M)
DMF/ mL 3 3 3 3 3 3
Entschitzungslésung Piperazin/ ¢ 4,41 4,41 4,41 4,41 4,41 4,41
(5%0) DMF / mL 93 93 93 93 93 93
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Tabelle 5.2: Genaue Einwaagen zur Herstellung des Peptids (L-Glu)s

Reagenzien L-Glus
Fmoc-L-Glu(OtBu)-OH L-Glu/g 1,02
(0,2 M) DMF / mL 12
Harz Wang-Resin / g 0,15
OxymaPure / g 0,35
Aktivator
HBTU /g 0,94
(0,5%)
DMF / mL 10
DIEA /g 1,04
Aktivatorbase
NMP / g 1,95
(2M)
DMF / mL 3
Entschiitzungslésung Piperazin/g 3,66
(5%) DMF / mL 77

(L-Glu)s-Methacrylaminoundecansaure (L-P1):
Ausbeute: 25 mg

ESI-Masse: 915,43 [M+H]; berechnet: 915,41 [M+H]

(D-Glu)s-Methacrylaminoundecansaure (D-P1):

ARt
By l By

Ausbeute: 28 mg

ESI-Masse: 915,36 [M+H]; berechnet: 915,41 [M+H]
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(L-Glu)4-(L-Phe)-Methacrylaminoundecansaure (L-P2):
Ausbeute: 20 mg

ESI-Masse: 933,50 [M+H]; berechnet: 932,44 [M+H]

(L-Glu)s-(L-Phe),-Methacrylaminoundecansaure (L-P3):
f” @
Ausbeute: 25 mg

ESI-Masse: 951,45 [M+H]; berechnet: 951,46 [M+H]

(L-Glu),-(L-Phe)s-Methacrylaminoundecanséaure (L-P4):
f’H @
Ausbeute: 30 mg

ESI-Masse: 968,57 [M+H]; berechnet: 968,49 [M+H]
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(L-Glu)-(L-Phe)4-Methacrylaminoundecanséaure (L-P5):

O<H>\ O©\ ? n H
Ho)ﬁféﬁNféyNWNﬁ

Ausbeute: 27 mg

ESI-Masse: 987,13 [M+H]; berechnet: 987,52 [M+H]

(L-Glu)s
OIOH OTOH
i H ; i H : i NH
2
JHY\LTWRAL
o] (0]
HO™ O HO™ "0 HO™ "0

Ausbeute: 35 mg

ESI-Masse: 664,31 [M+H]; berechnet: 664,22 [M+H]

5.9.1 Herstellung der chiralen peptidischen Nanopartikel

Die hergestellten Peptide wurden in der Miniemulsionspolymerisation eingesetzt. Dazu
wurde das Peptid (10 mg) in Wasser geldst und mit der kontinuierlichen Phase, die aus
Styrol (0,25 g), Hexadekan (20 mg) und AIBN (10 mg) versetzt, eine halbe Stunde
voremulgiert und mit Ultraschall behandelt (1/4, 3 min, 70 % Amplitude, 3 s Puls, 2 s
Pause). Die Polymerisation erfolgte bei 60 °C tber Nacht. Nach 3 h Polymerisationszeit

wurde KPS (5 mg in 250 uL Wasser) zugegeben.

5.9.2 Kristallisation von Calciumcarbonat

Es wurden jeweils 1M Ldsungen von Natriumcarbonat und Calciumchlorid in Wasser
hergestellt. Die Calciumchlorid-Losung wurde zusétzlich mit 20 mg L- oder D-
Methacrylaminoundecanoyl-(Glutaminsaure)s-Partikel versetzt. Beide Ldsungen wurden
entsprechend mit 0,1 M HCI und 0,1 M NaOH auf pH 11 eingestellt. Darauf wurden die
Losungen in zwei Messkolben Gberfiihrt und mit MilliQ-Wasser auf 50 mL aufgefiillt.
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Beide Losungen wurden bei 150 rpm vereint und zentrifugiert (Rotixa 50 RS, Firma
Hettich). Nach zweimaligem Waschen wurde das erhaltene Calciumcarbonat im Ofen

getrocknet.

5.10 Charakterisierung und MelBmethoden

5.10.1 Dynamische Lichtsreuung

Um die GroRe und die Morphologie der Partikel zu untersuchen wurde DLS mit einem

Submicron Particle Sizer (Nicomp 380) gemessen.

5.10.2 Rasterelektronenmikroskopie

Um die Morphologie der Partikel zu erfassen, wurden Aufnahmen am
Rasterelektronenmikroskop (LEO Gemini 1530 Zeiss) durchgefihrt. 25 ulL der

Emulsionen wurden in 3 mL dispergiert und auf einen Siliziumwafer aufgetragen.

5.10.3 Zirkulardichroismus

Des Weiteren wurden mit einem Zirculardichroismus-Spektrometer der Firma Jasco (J-
815) CD-Spektren aufgenommen, um die Partikel auf ihre Chiralitat zu Gberprifen. Es
wurde fiir jede Emulsion eine Ldsung mit einer Konzentration von 0,01 g/L hergestellt.
Die Losung wurde in eine 400 uL Glasklvette gefullt und dreimal vermessen, wobei
vorher das entsprechende Referenzspektrum von reinem Wasser gemessen und vom
jeweiligen Probenspektrum abgezogen wurde. Der Messbereich betrug dabei von 200 bis

300 nm mit einer Messgeschwindigkeit von 50 nm/min und einer Temperatur von 20 °C.

5.10.4 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie)

Zur Messung von *H und **C-Spektren wurden 20 mg Substanz im entsprechenden
deuterierten Losemittel geldst und an einem Bruker DRX Avance300 Spektrometer bei

298.3 K die Spektren aufgenommen.
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5.10.5 Fourier-Transformations-Infrarot-Spektroskopie

Eine weitere Charakterisierungsmethode der Vorstufen des Surfmere erfolgte durch
FTIR. Die Messung wurde an einem FTIR-Spektrometer der Marke Perkin Elmer in
einem Bereich von: v = 400-4000 1/cm durchgefihrt. Die Feststoffe wurden zu einem
KBr-Pressling angefertigt.

5.10.6 Isotherme-Titrationskalorimetrie (ITC)

Um die kritische Mizellenkonzentration zu bestimmen, wurde ITC (NanolTC Low
Volume (TA Instruments, Eschborn, Germany)). Das NanolTC ist ausgerustet mit einer
Goldzelle mit einem Zellvolumen von 170 pL. Die Tenside wurden mit einer
Konzentration von 1 g/L in Wasser mit mit 10 uL NaOH hergestellt und vermessen. Als
Referenzldsung diente MilliQ-Wasser. Um die Daten auszuwerten, wurde die Software

NanoAnalyze™ von TA Instruments benutzt.

5.10.7 Zeta-Potential

Die Bestimmung des Zeta-Potentials der Partikel erfolgte in einem ZetaSizer Nano-Z der
Firma Malvern Instruments. Die Emulsion wurden vor der Messung mit 3mM KCI

verdunnt.

5.10.8 H-'H-Diffusion-Ordered NMR-Spectroscopy (*H-*H-DOSY)

Die 'H-'H-DOSY-Spektren wurden an einem Bruker Avance Il 700 MHz gemessen.
Dazu wurde die gefriergetrocknete Emulsion im entsprechenden deuterierten Ldsemittel

gelost.

5.10.9 Partikel Ladungsdetektion

Zur Messung der Oberflachenladung der Partikel wurden mit einem
Partikelladungsdetektor (Particle Charge Detector: Mutek PCD-04, BTG Mitek GmbH)
0,1 gewichtsprozentige Emulsionen mit einem Polyelektrolyt gegentitriert. Als
positivgeladener Polyelektrolyt diente Polydiallyldimethylammoniumchlorid
(PolyDADMAC).
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5.10.10 ESI-Massenspektrometrie

Die Charakterisierung der synthetisierten Peptide erfolgte mit Massenspektrometrie. Dazu
wurde 1 mg der Peptide in einem Gemisch aus Acetonitril, Wasser und TFA geldst und in
einem Navigator Instrument der Firma ThermoElectron, Boston (USA), bei Verwendung
von einer Probenkonzentration von 0.1 mg/mL, einer Flussrate von 0.75 mL/min, einer

Cone-Voltage von 70 V, 45 V oder 35 V und einem N, Strom von 300 L/h gemessen.

5.10.11 Rontgendiffraktometrie

Das polymorphe Calciumcarbonat wurde an einem Roéntgendiffraktometer (Philips PW
1820) mit monochromatische CuKo Strahlung (A= 1.5418 A, 40 -kV, 30 mA, 5's, A0 =

0.02) gemessen.

5.10.12 Konfokales Laser Rastermikroskop (CLSM)

Die CLSM Messungen erfolgten an einem konfokalen Laser Rastermikroskoder Firma
Leica (Leica TCS SP5, Wetzlar). Die Beobachtung der Fluoreszenz erfolgte durch
Anregung mit 514 nm und Detektion der Emission im Bereich von 556 bis 666 nm. Die
Dispersion (20 pL) wurde auf einer Ibidischale vorgelegt und 1 mL der auf 60 °C

erhitzten Racemat-Ldsung zugegeben und eine Zeitserie gestartet.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden drei Arten von Nanopartikeln hergestellt, die auf
verschiedenen Monomeren basieren. Im ersten Teil dieser Arbeit wurden Acryloyl-
aminosdure basierte Monomere Uber eine Schotten—Baumann—Reaktion synthetisiert.
Diese Monomere wurden in der Miniemulsionspolymerisation eingesetzt und somit
stabile Nanopartikel mit einem Durchmesser von 200 nm erhalten. Um die Chiralitat der
Nanopartikel zu untersuchen, wurden Messungen des Zirkulardichroismus durchgefiihrt.
Die entsprechenden Parameter zur Kiristallisation wurden uUber Tribungsmessungen
studiert. Der Einsatz dieser chiralen Nanopartikel in der enantioselektiven Kristallisation
von rac-Asparagin konnte mit Erfolg durchgefuhrt werden und es konnte eine optische
Reinheit der Trennung von bis zu 20% erzielt werden. Als Referenz dienten PMMA-
Partikel, welche wie erwartet keine Trennung verursachten. Um den Einfluss der
Schutzgruppe an der Aminosaure im Kristallisationsprozess zu untersuchen, wurden die
Partikel entschitzt und ebenfalls in der enantioselektiven Kristallisation eingesetzt. Nach
Behebung der Schwierigkeiten bei der Redispergation der Partikel in der
Kristallisationsldsung konnte hier am Ende eine optische Reinheit von bis 20% erreicht

werden.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden drei verschiedene Tenside, basierend auf L- und D -
Glutaminsédure  hergestellt.  Die  chiralen  Tenside sollten anstelle von
Natriumdodecylsulfat (SDS) in der Miniemulsionspolymerisation eingesetzt werden, um
somit chiral-funktionalisierte Partikel zu erhalten. Der hydrophile Teil des Tensides
wurde dabei von der Glutaminséure reprasentiert, wahrend der hydrophobe Teil zum
einen ein Undecansdure-, Undecensédure und ein Methacrylaminoundecanséurerest
darstellte. Zu Beginn wurden an der Sdauregruppe der Aminosaure geschitzte Tenside
synthetisiert und in der Miniemulsionspolymerisation eingesetzt. Durch die
wasserunldsliche Schutzgruppe an der Aminosaure wurden die Tenside direkt in der
dispersen Phase gelost, was sehr untypisch fur die Herstellung einer direkten
Miniemulsion ist. Es halt sich somit nur ein geringer Anteil der Tenside an der
Wasser/Ol-Grenzflache auf und die Partikel werden somit von innen stabilisiert. Da der
Feststoffgehalt sehr gering war, der Koagulumanteil hoch und auf Dauer die Emulsionen

nicht stabil waren, wurde die S&uregruppe der Aminosdure entschiitzt, um somit den
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hydrophileren Anteil zu erhéhen. Die Tenside konnten dann entsprechend direkt in der
kontinuierlichen Phase eingesetzt werden. Der Feststoffgehalt der Emulsionen konnte
somit erhoht und die Koagulumanteile reduziert werden. Es stellte sich heraus, dass das
polymerisierbare Tensid mit Metharylaminoundecansdurerest Schwierigkeiten bei der
Copolymerisation zeigte. Es wurde somit ein weiterer Initiator (KPS) zugesetzt, um das
Tensid zum polymerisieren zu zwingen. Die Copolymerisation wurde anhand von DOSY -
Messungen bestatigt. Die Anwendung in der enantioselektiven Kristallisation zeigte, dass
nur das polymerisierbare Tensid als chirales Nukleationszentrum agierte und eine

optische Reinheit bei der Trennung von 20% erzielte.

Im dritten Teil der Arbeit wurden chirale Nanopartikel basierend auf Peptiden hergestellt.
Die Peptide wurden (ber eine Mikrowellengesteuerte Festphasenpeptidsynthese
synthetisiert und im letzten Schritt mit einem Methacrylaminoundecanséurerest versehen.
Nach dem Einsatz in der Miniemulsionspolymerisation wurden stabile chirale
Nanopartikel erhalten. Vorangegangene Arbeiten zeigten, dass die Chiralitat eine
bestimmte Phase in der Kristallisation von Calciumcarbonat stabilisieren kann. Durch den
Einsatz in der Mineralisation von Calciumcarbonat konnte der Einfluss von L- und D-
Glutaminséaures-Metharylaminoundecansaure-Partikel —auf die  Morphologie  und
Kristallstruktur von Calciumcarbonat untersucht werden. Es stellte sich heraus, dass die
Partikel die Stabilisation des Vaterits begunstigen. Ohne Additiv und mit reinen
Polystyrolpartikeln bildet sich nur Calcit. In Anwesenheit des Oligomers L-Glus zeigt sich
ebenso Vaterit. Als néchsten Schritt kdnnten langere Glutaminsauresequenzen

synthetisiert werden, um die Ergebnisse in Abhangigkeit der Kettenlange zu untersuchen.

Fern von der Anwendung in der chiralen Kristallisation ware der Einsatz chiraler Partikel
auch in chiralen Katalysen, chirale Chromatographiesdueln oder in der Trennung von
biologischen Makromolekiilen interessant. Die Aussicht, chirale Nanopartikel mit
verschiedenen Architekturen und chemischen Funktionalitaten herzustellen, 6ffnet neue
experimentelle Mdglichkeiten, um weitere Mechanismen zwischen Polymeren und
chiralen Oberflachen zu studieren. Studien zur Chiralitdt im Nanometerbereich wecken
die Hoffnung neue Einblicke und Prinzipien zu gewinnen, die die Chiralitat und vor allem

das Ph&dnomen der chiralen Wechselwirkungen zwischen Molekilen genauer erklaren.
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CMC

DCM
AG
AG*
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AGy
AGy
AH
Dn
DLS

AS

e.e.
FG
Fmoc

HBTU

Azobis(isobutyronitril)

Absorption

optische Aktivitat

tert-Butyloxycarbonyl

Konzentration

Zirkulardichroismus

kritische Mizellenbildungskonzentration
Chemische Verschiebung

Dichlormethan

Anderung der freien Reaktionsenthalpie
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Freien Enthalpie der Bildung der Oberflache
Freien Enthalpie der Phasentransformation
Energiedifferenz der Phasen&nderung pro VVolumeneinheit
Anderung der Enthalpie

Hydrodynamischer Durchmesser
Dynamische Lichtstreuung

Anderung der Enthalpie

Elektrisches Feld

Extinktionskoeffizient
Enaniomerenuberschul® (enantiomeric excess)
Feststoffgehalt

Fluorenylmethoxycarbonyl

O-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-teramethyluroniumhexafluoro-

phosphat
Wert der hydrophilen Gruppe
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H, Wert der lipophilen Gruppe
HLB hydrophile-lipophile balance

I Intensitat des ausfallenden Lichtsrahls

10 Intensitét des einfallenden Lichtstrahls

J Nukleationsrate

k Boltzmann-Konstante k = 1,38 10-23 J/K
KPS Kaliumperoxodisulfat

I Kivettenldnge
m Anzahl der hydrophilen Gruppen

Molaritat (mol/L)

M Molmasse

Mg Gesamtmolmasse

M, Molmasse des lipophilen Anteils

n Anzahl der lipophilen Gruppen

NA Avogadro-Konstante NA = 6,022 1023 mol-1

Poly(DADMAC) Polydiallyldimethylammoniumchlorid

R Gaskonstante R = 8,31 J/mol K
r* kritischer Nukleationsradius
REM Rasterelektronenmikroskopie
ry Hydrodynamischer Radius

S Sattigungsgrad

SDS Natriumdodecylsulfat

T Temperatur

TIS Triisopropylsilan

TFA Trifluoressigsdure

\Y Volumen
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