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1 Zusammenfassung

1 ZUSAMMENFASSUNG

Kommerziell erhéltliche Ionenaustauscher basieren haufig auf funktionalisierten
Cellulosemembranen, die mit CerV und Glycidylmethacrylat (GMA) gepfropft und

anschlieflend sulfoniert werden.

Die Untersuchung dieser Polymerisation zeigte, dass wahrend der Pfropfung eine Vernetzung
des Polymers iliber die Epoxidfunktion des Monomers auftritt. Daher konnte keine direkte
Analyse des entstandenen Hydrogels durchgefiihrt werden und es wurde stattdessen
Methylmethacrylat (MMA) auf der Oberfliche polymerisiert. Nach Entwicklung eines
geeigneten Verfahrens zur Zersetzung der Membranen und Isolierung des Pfropfpolymers
konnte dieses mit Gel-Permeations-Chromatographie (GPC) analysiert werden. Zusatzlich
wurden Polymerisationen auf nicht-porésem Cellophan durchgefiihrt und die erhaltenen

Proben mittels Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy, AFM) untersucht.

Die Ergebnisse zeigen, dass das gepfropfte PMMA einen Polymerisationsgrad von 2100 und
eine Dichte von 0,45 Ketten pro nm? auf der Oberfliche hat. Wird die gleiche Anzahl an
Polymeren auch fiir Pfropfung mit PGMA angenommen und mit dem Pfropfgrad verglichen,
ergibt sich damit unter Vernachlassigung der Vernetzung ein Polymerisationsgrad von etwa
800.

Es konnte gezeigt werden, dass die fiir die Pfropfung verwendete Emulsion unter anderem
aus Tropfchen besteht, deren Grofde mit der der Poren der Membran iibereinstimmt.
Dennoch treten bei der Polymerisation keine Ausschlusseffekte auf und die Grofienverteilung

der Emulsionspartikel stellt sich auch nach Filtration ziigig wieder ein.

Zusatzlich wurde eine Methode der Atom-Transfer radikalischen Polymerisation (ATRP) auf
mikroporésen Membranen entwickelt und eingesetzt, um gezielt bestimmte Eigenschaften
des Hydrogels zu variieren. Bei Versuchen mit MMA wurde der reversibel deaktivierte

Charakter unter den verwendeten Bedingungen untersucht und nachgewiesen.

Die verwendete Methode erlaubt, die Kettenanzahl und -linge separat voneinander
einzustellen, sodass der Einfluss dieser Grofden auf die Eigenschaften des resultierenden
Membranadsorbers gezielt untersucht werden konnte. Es zeigte sich, dass die Dichte der
Ketten einen komplexen Einfluss sowohl auf die Permeabilitit als auch auf die
Bindungskapazitit des lonentauschers hat. Der Einfluss der Kettenldnge ist dagegen weniger

subtil und entspricht den Erwartungen.

Aus den gewonnenen Daten wurde ein Modell fiir die Bindung von Proteinen an der
gepfropften Oberflache des Austauschers entwickelt und daraus die Kettenldnge und -dichte

des Hydrogels abgeschatzt und mit alternativen Methoden verglichen.






2 Summary

2 SUMMARY

The grafting of glycidyl methacrylate (GMA) on microporous cellulose membranes using

cerium!V was investigated. The grafted polymer was sulfonated to be used for ion exchange.

It was shown that during the grafting of GMA a crosslinking reaction of the epoxide occurred.
Thus, no direct analysis of the hydrogel was possible. Instead methyl methacrylate (MMA)
was polymerized from the surface. After development of suitable methods for decomposition
of the membrane and isolation of the grafted polymer it was analyzed with Gel Permeation
Chromatography (GPC). Additionally, grafting of non-porous cellophane was conducted and

the obtained samples were used for Atomic Force Microscopy (AFM).

Results showed a degree of polymerization for grafted MMA of 2100 and a chain density of
0,45 chains per nm?, which transferred to GMA results in a degree of polymerization of about
800.

It was demonstrated that the emulsion used during grafting consisted of particles of roughly
the same size as the pores of the membrane, but no size-exclusion effects were determined
and after filtration a quick regeneration of the size distribution of emulsion particles was

observed.

Furthermore, methods for Atom Transfer Radical Polymerization (ATRP) on microporous
membranes were developed and used to specifically modify certain aspects of the grafted
hydrogel. Experiments with MMA showed the reversible deactivated character of the

polymerization under these conditions.

This method allows for separate adjustment of chain density and length, thus making an
investigation of their influence on the ion exchange characteristics of the membranes
possible. It was shown that chain length has a rather simple affect on permeability as well as

binding capacity but chain density has a more complicated influence on both.

From all findings a model of protein binding on the grafted membrane surface was developed

and used to estimate chain lengths and densities.






3 Einleitung und Zielsetzung

3 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

In vielen biotechnologischen Prozessen miissen bestimmte Molekiile wie beispielsweise
Antikorper, Impfstoffe oder Viren, die teilweise nur in geringer Konzentration vorhanden
sind, hochrein isoliert werden.1-* Einige Techniken, um diese Auftrennung zu erreichen, sind
die Trennung durch Zentrifugation, welche allerdings sehr aufwendige Apparaturen
vorausetzt,> oder die Trennung durch Groflenausschluss, wofiir jedoch grofe
Losungsmittelmengen benotigt werden und nur niedrige Konzentrationen eingesetzt werden

konnen.6

Ein weniger aufwendiges, aber sehr effektives Standardverfahren ist die Verwendung von
Ionenaustauschern, bei welchen die Auftrennung der Molekiile nach ihrer Ladung,
beziehungsweise nach ihrem isoelektrischen Punkt, erfolgt.” Der Austauscher bindet dabei
Partikel mit ihm entgegengesetzter Ladung, wohingegen alle Teilchen gleicher Ladung oder
neutrale Molekiile ungehindert passieren kdnnen. In einem folgenden Schritt wird dann der
pH-Wert oder die Leitfdhigkeit des Mediums gedndert, um die zuriickgehaltenen Molekiile
wieder freizugeben. lonenaustauscher werden seit Mitte des 20. Jahrhunderts eingesetzt und
sind an drei Vierteln aller Aufreinigungen in industriellen biotechnologischen Prozessen
beteiligt.8 Klassisch werden sie in Form von Saulen, gefiillt mit modifizierten Harzen (engl.
Beads oder Resins), verwendet. Eine Alternative dazu bieten Membranen, die inzwischen in

Biotechnologieunternehmen weit verbreitet sind.

Die verwendeten Chromatographiesysteme werden dabei, unabhdngig von der Art des
Aufbaus, charakterisiert von zwei wichtigen Eigenschaften: der Bindungskapazitat, also der
Menge an Substanz, die gebunden werden kann, und der Permeabilitit, dem Inversen des

Flusswiderstands fiir eine Losung beim Durchstromen des System:s.

Die klassischen Gelsaulen zeichnen sich durch sehr hohe Kapazititen aus, sie kénnen also
besonders viel einer Substanz binden, bevor sie ausgetauscht oder gereinigt werden miissen.
Allerdings leidet diese Fahigkeit, wenn das zu behandelnde Medium mit zu hoher Flussrate
zugefiihrt wird, sodass nur geringe Durchsatze erreicht werden kénnen. Um dennoch viel
Substanz schnell aufreinigen zu konnen, werden die teuren Saulen daher haufig grofier
ausgelegt als eigentlich notig. Es wird dann zwar nur ein Bruchteil der Kapazitit genutzt, aber

es konnen akzeptable Flussraten erreicht werden. konnen.

Dieses Problem kann durch die Verwendung von Membranen vermieden werden.? lhre
Bindungskapazitdten sind in der Regel etwas geringer als die einer Saule, sie konnen aber bei

erheblich hoheren Flussraten verwendet werden. Bei Sdulen beginnt bei hoheren
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Stromungsgeschwindigkeiten schnell ein Durchbruch des zu trennenden Materials durch das
chromatographische Medium, sodass die Effektivitit leidet. Dieser Effekt tritt bei Membranen
deutlich weniger auf, sodass sie sich wesentlich besser fiir die grofdtechnische Entfernung

von Kontaminanten im Flow-Through-Betrieb eignen.

Die bei niedrigen Flussraten schlechtere Kapazitit einer Membran lasst sich teilweise durch
Verwendung eines Pfropfpolymers kompensieren. Dabei wird ein Polymerfilm auf die
Oberflache aufgebracht, wodurch mehr Bindungsstellen zur Verfiigung stehen. Dies wird
allerdings erkauft mit einer Abnahme der Permeabilitit der Membran, also dem Widerstand,
den sie einem stromenden Medium entgegensetzt. Der Grund hierfiir ist eine Verengung der
Porenstruktur, zum einen direkt durch das Polymer, zum anderen durch ein Quellen der
Membran. Polymere mit vielen geladenen Gruppen bewirken eine Abstofung der gepfropften
Ketten, wodurch sich das Polymervolumen erhoht. Dies verringert den Porenradius der

Membran und der Flusswiderstand nimmt zu.

Die Struktur eines solchen Polymerfilms ist allerdings nicht bekannt. Da sich der grofdte Teil
des Hydrogels nicht an der Oberflache des pordsen Materials befindet, entzieht es sich vielen
iiblichen Techniken der Oberflichenanalytik. Zudem erlauben die bisher hauptsachlich
angewendeten Techniken keine oder nur wenig Steuerung der Eigenschaften des

oberflaichengebundenen Polymers.

In der vorliegenden Arbeit sollte eine Cer-gepfropfte Membran untersucht werden, um den
verwendeten Pfropfprozess aufzukliren und die Polymerstruktur zu beschreiben. Die
Verwendung von Cellulosemembranen und die Polymerisation mittels Initilerung mit Cer-
Salzen sind weit verbreitet aber wenig verstanden. Dadurch sind die hier gewonnenen
Einsichten weit iiber diesen direkten Anwendungsbereich hinaus von Bedeutung. Das
verwendete Glycidylmethacrylat (GMA) ist ein sehr vielseitiges Monomer, das dank seiner
Epoxid-Funktion fiir eine Vielzahl von Anwendungsgebieten in Betracht kommt, sodass es fiir

unterschiedlichste Produkte genutzt werden kann.

Mit der Atom-Transfer radikalischen Polymerisation wurde zudem eine moderne
Polymerisationsmethode auf Membranen entwickelt und angewandt. Durch die einzigartigen
Moglichkeiten der  reversibel deaktivierten Polymerisation konnten die
Polymereigenschaften gezielt eingestellt und ihr Einfluss auf das Trennverhalten der

Membran untersucht werden.

Zusatzlich wurden die Mechanismen der Proteinbindung an Polyelektrolyte anhand der
Membranadsorber untersucht. Ein besseres Verstandnis der zugrunde liegenden Prinzipien
konnte neue Wege eroffnen, effektivere und selektivere Trennschritte zu konzipieren und so

die Herstellung biotechnologischer Produkte zu vereinfachen.
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4 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

In diesem Kapitel werden die theoretischen Grundlagen der verwendeten Reaktionen und
Methoden vorgestellt. Dies sind insbesondere die allgemeinen Mechanismen der
radikalischen Polymerisation, der ATR-Polymerisation sowie die den Membranen und ihren

Eigenschaften zugrunde liegenden Prinzipien.

4.1 GRUNDLAGEN DER POLYMERMEMBRANEN UND MEMBRANADSORBER

Die Verwendung von Membranen fiir die Aufreinigung von Losungen bietet gegeniiber
anderen Techniken entscheidende Vorteile. Verglichen mit beispielsweise Zentrifugation,
welche flexibel, aber gleichzeitig im Aufbau sehr teuer ist, konnen Membranen problemlos als
Einweg-Produkte verwendet werden. Sie sind daher in der Anschaffung erheblich giinstiger
und konnen neuen Prozessen entsprechend leicht skaliert werden. Aufderdem entfillt eine
aufwendige Reinigung, die aufgrund der hohen Reinheitsanforderungen ein nicht zu

unterschitzender Zeit- und Kostenfaktor ist.

Gegeniiber Gelsdulen haben Membranen ebenfalls mehrere entscheidende Vorteile. Sie
benotigen im Betrieb weniger Losungsmittel und kénnen vom Volumen her erheblich kleiner
ausgelegt werden und trotzdem gleiche Kapazitidten erreichen. Der grofite Vorteil allerdings
ist die Moglichkeit, Membranadsorber bei wesentlich hoheren Flussraten zu betreiben. Um
bei einer Gelsdule ein grofies Volumen aufzureinigen, muss die Saule entsprechend grofd
skaliert werden. Eine einfache Erhohung der Flussrate fithrt zu einem Einbruch der
Bindungskapazitidt und somit zu einem Verlust an Produkt. Bei Membranen dagegen ist die
dynamische Bindungskapazitit praktisch unabhdngig vom angelegten Volumenstrom, sodass

bei hohen Durchsatzraten Membranen eindeutig im Vorteil sind.

Die Ursache dieses Phanomens ist die unterschiedliche Zuganglichkeit der Porenstruktur. Bei
Gelpartikeln wird durch die angelegte Stromung konvektiv nur die dufdere Flache der Partikel
erreicht, wie in Abbildung 1 gezeigt. Das Innere der Porenstruktur ist nur iiber die
langsamere Porendiffusion zuganglich. Ist die Flussrate zu hoch, ist die mittlere Verweildauer
eines Teilchens in der Ndhe einer Pore nicht lang genug, um ein Eindringen zu erlauben.
Damit verringert sich die fiir Wechselwirkungen zur Verfligung stehende Oberflache stark.
Bei Membranen dagegen wird das Medium durch die Porenstruktur hindurch geleitet, sodass
keine Porendiffusion notig ist. Neben dem konvektiven Stofftransport tritt hier nur noch die
Filmdiffusion auf, die die Grenzflache zwischen Porenoberfliche und stromendem Medium
iiberbriickt. Als Folge davon ist eine Interaktion praktisch immer mit der gleichen Flache
moglich und das Bindungsverhalten annidhernd unabhidngig von der Flussrate, wie in
Abbildung 2 skizziert.
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- Konvektion
\_) Porendiffusion

AAA Filmdiffusion

Abbildung 1: Vergleich der Stréomungsbedingungen an Gelpartikeln (links) und Membranen (rechts). Bei
Gelpartikeln steht eine grofiere Oberfldche zur Verfiigung, die allerdings nur tiber Porendiffusion zu erreichen ist.
Ist die Stromungsgeschwindigkeit des Mediums zu hoch, findet nur wenig Diffusion in die Poren statt und die

Kapazitat nimmt ab. Bei durchstromten Membranen dagegen bleibt die gesamte Oberflache zuganglich.

Gelsdule
Durchstrémte Membran

Kapazitat

Fluss

Abbildung 2: Aus Abbildung 1 resultierender Verlauf der Bindungskapazitdten mit der FlieRgeschwindigkeit des
Mediums. Grofdtechnische Prozesse werden in der Regel aufgrund hoher Volumina bei hohen

FlieRgeschwindigkeiten gefahren, sodass Membranen haufig iberlegene Eigenschaften haben.

Ein weiterer Vorteil der Verwendung von Membranen ist, dass sie leicht dem Bedarf
entsprechend skaliert werden kénnen. Um einen gleichmaf3igen Fluss zu erhalten und damit

eine gleichmafiige Elution des Produktes, sollten Gelsdulen moglichst schmal gehalten
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werden. Um eine ausreichende Trennung zu erreichen, miissen sie teilweise sehr lang sein
und verbrauchen entsprechend viel Zeit und Losungsmittel im Betrieb. Die Grofde einer
Membran dagegen kann in der Anstromfliche beliebig erweitert werden, um grofiere

Probenmengen in kiirzerer Zeit zu bewaltigen, ohne dabei an Trenneffektivitit zu verlieren.

Zur Herstellung von Membranen existieren zwei etablierte Methoden, der
Verdunstungsprozess und der Fallbadprozess. Bei der Verdunstung wird ein Polymer in
einem Losungsmittel gelost. Diese Losung wird dann auf eine glatte Oberfliche aufgetragen
und das Losungsmittel verdampft. Bei ausreichender Konzentration und Menge der Losung
entsteht dabei ein durchgiangiger Polymerfilm, eine Membran. Werden geeignete
Bedingungen gewahlt, zum Beispiel in Bezug auf das Losungsmittel, die Temperatur und den
Druck, kann dabei eine relativ homogene Porenstruktur gebildet werden. Alternativ wird
haufig der Fallbadprozess genutzt. Dabei wird die Polymerlosung ebenfalls auf eine glatte
Oberfliche gegeben, die in ein Nicht-Losungsmittel des Polymers getaucht wird. Bei der
Durchmischung der beiden fliissigen Phasen beginnt das Polymer auszufallen und bildet

dabei eine gyroide Struktur aus.

Aufrollen der

Zugeben der Verdampfen des Losemittels Membran

Polymerlésung

T

~=E

Abbildung 3: Grofdtechnische Methoden der Membranherstellung: Herstellung durch Verdunstung; die
Polymerlosung wird auf das Vlies aufgetragen, durch Verdunstung des Loésungsmittels entsteht die pordse

Struktur.
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Zugeben der
Vliles Polymerlésung

Aufrollen der
: Membran

Fallbad mit Nicht-Losemittel

Abbildung 4: Grofdtechnische Methoden der Membranherstellung: Herstellung im Fillbad; das aufgetragene

Polymer wird durch ein Nicht-Losungsmittel gefallt und bildet die pordse Struktur.

Die grofle Mehrheit der heute zu Chromatographiezwecken hergestellten Membranen weist
eine asymmetrische Struktur auf (Abbildung 5). Indem die engporige obere Schicht moglichst
schmal gehalten wird, kann trotz guter Trenneigenschaften eine hohe Permeabilitit der
Membran erreicht werden. Die dicke, grober werdende Schicht verleiht der Membran
dagegen eine hohere mechanische Stabilitdt, ohne die Permeabilitdt zu reduzieren. Allerdings
ist die Asymmetrie der in dieser Arbeit verwendeten Membranen weniger stark ausgepragt

als in der Abbildung dargestellt.

Abbildung 5: Querschnitt einer asymmetrischen Polyethersulfon-Membran. Die Trennung erfolgt in der
feinporigen Schicht. Da diese diinn ist, kann eine hohe Permeabilitidt erreicht werden. Die grobere Schicht hat
keinen direkten Einfluss auf Trennung oder Permeabilitit, erhoht aber die mechanische Stabilitdt der Membran.

(Mit freundlicher Genehmigung von Sartorius Stedim Biotech S.A.)

10
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Haufig sind Polymermembranen dennoch leicht briichig und daher ungeeignet, um direkt
eingesetzt zu werden. Daher werden beim Herstellungsprozess Polyester-Vliese zur
Verbesserung der mechanischen Stabilitit eingesetzt. Sie dienen als Unterlage und nehmen
die Polymerl6sung auf, sodass sie nach dem Fallen oder dem Verdunsten des Losungsmittels
vollstindig von dem Polymer umschlossen sind. Sie selbst sind jedoch relativ inert, sodass sie

im Folgenden nicht weiter beriicksichtig werden.

Ein hiufig genutztes Membranmaterial ist Cellulose. Sie bietet den Vorteil, dass sie in der
Herstellung und Entsorgung 6kologisch unbedenklich ist. Auflerdem ist sie als Cellulose-
Acetat gut l6slich in organischen Medien, was fiir die Membranherstellung von grofder
Bedeutung ist. Gleichzeitig kann sie leicht durch Hydrolyse wieder in die nicht-acetylierte,
sogenannte regenerierte Form liberfithrt werden. Gewohnliche Cellulose ist ein nur unter
sehr speziellen Bedingungen l6sliches Material, sodass die Membran nach der Regenerierung
losungsmittelstabil ist. Allerdings bleibt sie empfindlich gegen Basen. Dies ist ein erheblicher
Nachteil, da in biotechnologischen Prozessen haufig durch Spiilen mit Natronlauge gereinigt
wird, um alle Riickstdnde, wie DNA-Fragmente oder HCPs, zu entfernen und unschéadlich zu
machen. Um die Stabilitdt der Membran weiter zu erhéhen, werden nach der Herstellung und
Regeneration der Membran Vernetzer zugegeben, wie 1,2,6,7-Diepoxyheptani® oder
1,3-Bis(hydroxymethyl)imidazolidin-2-on,!? wodurch sie mehrfache Reinigungszyklen mit
1 M NaOH {iibersteht.

j)\
HO \ OH
1,2,6,7-Diepoxyheptan 1,3-Bis(hydroxymethyl)imidazolidin-2-on

Schema 1: Beispiele fiir Vernetzungsreagenzien in der Herstellung von Cellulosemembranen.

Eine so regenerierte und vernetzte Membran kann nun dank ihrer Porenstruktur als Filter
eingesetzt werden, je nach Porengrofde zur Ultra- Mikro- oder Partikelfiltration, wie in

Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Einteilung der Filtrationsarten nach Porengrofie und Beispiele fiir Zielpartikel.

Eine solche auf Grofdenausschluss basierende Aufreinigung ist ein wichtiger Teil eines
biotechnologischen Prozesses, da auf diese Weise Verunreinigungen wie Viren praktisch
vollstandig entfernt werden kdnnen. Fiir manche Schritte ist diese Aufreinigung jedoch nicht
geeignet, beispielsweise wenn Proteine dhnlicher Gréf3e voneinander getrennt werden sollen.
In diesem Fall wird haufig auf lonenaustauscher zurilickgegriffen. Dabei wird der
isoelektrische Punkt des Proteins oder der Zielverbindung ausgenutzt. Durch geschickte
Wahl von pH-Wert und Leitfahigkeit kann erreicht werden, dass entweder nur
Verunreinigungen (Flow-Through-Modus) oder fast ausschlieflich die Zielmolekiile
(Bind&Elute-Modus) gebunden werden. Im zweiten Fall konnen Verunreinigungen dann aus
dem Austauscher gespiilt werden, wahrend die Zielverbindung zuriickgehalten wird und erst

in einem spateren Schritt beispielsweise durch eine Salzlésung eluiert wird.

Je nachdem, ob ein Anionen- oder Kationentauscher bendtigt wird, werden dabei
unterschiedliche funktionelle Gruppen eingesetzt. Im Falle eines Anionentauschers sind dies
in der Regel tertidre oder quartire Amine und fir Kationentauscher Carbon- oder
Sulfonsduren. Was jeweils verwendet wird hdngt davon ab, ob eine stark oder schwach

geladene Oberflache angestrebt wird.

LRl
\ ) OH

Schema 2: Beispiele fiir typische Liganden. Von links nach rechts: quartdres Amin, fiir stark positiv geladene

@]

P
0
T

@]

Austauscher; tertidres Amin, schwach positiv; Carbonsdure, schwach negativ und Sulfonséure, stark negativ.
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Abbildung 7: Funktionsweise eines lonenaustauschers am Beispiel eines Kationentauschers. Beim Beladen wird
die positiv geladene Zielverbindung gebunden und verdrangt die Natriumionen. Negativ geladene
Verunreinigungen werden nicht gebunden. Beim Waschen werden etwaige ungebundene Verunreinigungen
entfernt. Bei Zugabe eines Uberschusses an Natriumionen verdriangen diese die Zielverbindung, die anschlieRend

aufgefangen wird.

Die reguliar auftretenden Verunreinigungen wie Endotoxine, DNA-Fragmente, Host-Cell-
Proteine (HCP) oder Viren haben meist relativ niedrige isoelektrische Punkte, sie sind im
Bereich von pH 7 also negativ geladen. Monoklonale Antikérper (monoclonal Antibodies,
mABS), eine typische Klasse von Zielverbindungen, haben dagegen hohere isoelektrische
Punkte und sind in diesem pH-Bereich positiv geladen. Zur Aufreinigung von mABS bietet es
sich also an, zuerst mit einem positiv geladenen Anionentauscher die Verunreinigungen zu

entfernen und danach mit einem negativ geladenen Kationentauscher die Zielverbindung zu

isolieren.
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Endotoxine

Verunreinigungen
< Host-Cell-Proteine >
DNA < Viren >

Isoelektrischer
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Abbildung 8: Isoelektrische Punkte typischer biologischer Komponenten. Die Verunreinigungen weisen meist
einen niedrigeren isoelektrischen Punkt auf als Zielverbindungen wie mABS, sodass diese durch Ionenaustausch

gut isoliert werden kénnen.

Je grofer die spezifische Oberfliche der Membran dabei ist, desto mehr Substanz kann
gebunden werden. Um moglichst hohe Kapazititen zu erreichen, miissen also moglichst
kleine, dafiir viele Poren mit grofler Oberfliche vorhanden sein. Kleine Porendurchmesser
erh6hen allerdings den Stromungswiderstand, sodass bei gleicher Zeit weniger
Probenvolumen umgesetzt werden kann. Dieser Inverse Zusammenhang - Erhéhung der
Kapazitat fihrt zu Verringerung des Flusses - muss bei der Entwicklung von

Membranadsorbern immer beriicksichtigt werden.

S

Bindungskapazitét

Permeabilitat

Abbildung 9: Darstellung des grundsatzlichen Zusammenhangs von Bindungskapazitdt und Permeabilitit. Eine
Erhohung des einen ist nur auf Kosten des anderen zu erreichen. Gesucht werden neue Technologien, die eine

gleichzeitige Verbesserung erlauben, dargestellt durch eine Verschiebung der blauen zur roten Kurve.

Um insgesamt giinstigere Verhaltnisse von Kapazitit und Permeabilitit zu erreichen, wird die
Membranoberflache tiblicherweise nicht direkt funktionalisiert, sondern es werden Polymere
auf die Membranoberfliche aufgebracht und funktionalisiert. Dadurch kann bei gleicher
Permeabilitidt eine wesentlich grofdere Anzahl an Bindungsstellen und damit eine hoéhere

Kapazitat erreicht werden.
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Abbildung 10: Vergleich von direkter Oberflachenfunktionalisierung (oben) und Funktionalisierung mit Polymer

(unten). Das Polymer erlaubt eine wesentlich hohere Ladungsdichte, verengt allerdings die Poren stérker.

Wie bereits oben erwahnt, werden Membranen charakterisiert durch ihre Permeabilitat und
ihre Kapazitat. Die Permeabilitét P; ist dabei das Verhaltnis des Volumenstroms J; der Losung
zur Membrandicke d und dem Transmembrandruck p:

_]i 1
=7 (1)

Der Volumenstrom J; setzt sich zusammen aus der Menge an Substanz (hier als Volumen) V;
der durchstromten Flache A,, die hier der Anstromfliche der Membran entspricht, und der

bendtigten Zeit ¢:

Ji = (2)

Bei der Verwendung mehrerer Membranen iibereinander ist die Membrandicke ein
relevanter Parameter, insbesondere dann, wenn ein Membranmodul mit einer Saule
verglichen werden soll, da hierfiir die gleichen Formeln gelten. Bei der Betrachtung einzelner
Membranschichten ist es aber meist zweckmafiiger, die Membrandicke zu vernachldssigen,
sodass sich unter Beriicksichtigung von (2) flir den Membranfluss vunter Verwendung

iiblicher Einheiten ergibt:

%4
em2=—— (3)
t-prA,

v /mL min~! bar~?!

Die statische bzw. 100 % Bindungskapazitit (oder einfach Bindung C) ist definiert als die

Menge m einer Substanz, die reversibel pro Membranvolumen gebunden werden kann:

m
C =

(4)

VMem
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Analog zum Membranfluss wird auch die Kapazitit bei einzelnen Schichten sinnvollerweise
auf die Anstromflache A, bezogen.

m
c/mgcm~2 = T (5)
a

Die statische Bindung gibt dabei die gesamte Menge an Substanz an, die bei grofiem
Uberschuss an Produkt und ohne Limitierung durch Diffusion gebunden werden kann. Dieser
Wert ist relevant fiir die Charakterisierung einer Membran, fiir die Anwendung ist er
allerdings eher unbedeutend, da die Zielverbindungen, wie beispielsweise bestimmte
Proteine, sehr wertvoll sind und deswegen vollstindig isoliert werden sollen. Der nicht-
gebundene Uberschuss an Produkt geht hier aber verloren. Daher wird neben der statischen
Bindung auch die dynamische Bindung verwendet. Dabei wird berticksichtigt, dass schon vor
Ausschopfung der statischen Kapazitit Zielsubstanz durch den Absorber gelangen kann,
wenn die Membran beladen wird. Bestimmt wird meist die Kapazitat bei 10 % Durchbruch,
also der Kapazitit, die gebunden wird, bevor die Konzentration nach dem Austauscher auf
10 % der Ausgangskonzentration ansteigt. Die Bestimmung erfolgt dabei meist durch UV /Vis-

Detektoren.

In Abbildung 11 ist ein schematischer Verlauf des Detektorsignals hinter der Membran
gezeigt. Die Kapazitat errechnet sich aus der Flache zwischen dem Beginn der Beladung und

dem Erreichen von 10 % Durchbruch und der eingesetzten Konzentration.

Beginn der Beladung

100 Y| : \

—— Realer Membranadsorber
—— |Idealer Membranadsorber

Detektorsignal / A.U.

10 %
0%

Volumen

Abbildung 11: Prinzipieller Verlauf des Detektorsignals bei der Beladung einer Membran. Die rot unterlegte Flache
entspricht der Kapazitdt bis 10 % Durchbruch, die gepunktete der bei 100 % beziehungsweise der statischen

Kapazitat.
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Je steiler der Verlauf der Durchbruchskurve ist und je abrupter der Anstieg einsetzt, desto
grofier ist die dynamische Kapazitdt im Vergleich zu der statischen. Um Substanzverlust zu
vermeiden, werden sowohl Membranadsorber als auch Sdulen normalerweise nicht bis zu
ihrer statischen Kapazitit beladen, sondern bereits deutlich frither ausgetauscht oder wieder
eluiert, teilweise sogar noch vor Erreichen ihrer dynamischen Kapazitit bei 10 %
Durchbruch.

Neben der Proteinkapazitit kann auch eine Bindungskapazitit fiir einfache anorganische
Ionen definiert werden. Dies hat den Vorteil, dass eine direkte Bestimmung aller
Bindungsstellen einer Membran méglich wird, da ndherungsweise jede Bindungsstelle genau
ein Ion binden sollte. Zweckmafiigerweise wird die Kapazitit in diesem Fall nicht in mg cm-2,

sondern in umol cm2 angegeben.

4.2 RADIKALISCHE POLYMERISATION AUF OBERFLACHEN

Die Funktionalisierung der Membran erfolgte meist durch eine radikalische Polymerisation
auf der Cellulose. Eine Polymerisation ist eine Reaktion, bei der aus vielen Einzelmolekiilen,
den Monomeren, sehr lange Molekiilketten, die Polymere, entstehen. Hier kdénnen
unterschiedliche Reaktionsarten unterschieden werden, beispielsweise die ionische
Polymerisation oder die metallkatalysierte Polymerisation. Eine der am haufigsten
verwendeten Polymerisationsarten ist dabei die radikalische Polymerisation, wie in Schema

3 dargestellt.

Hierbei wird eine Bindung in einem Initiatormolekiil homolytisch gespalten, wodurch
Radikale erzeugt werden. Ein solches Radikal kann nun eine Polymerisation initiieren, indem
die Doppelbindung eines geeigneten Monomers angegriffen wird, was zur Bildung einer
neuen Bindung zwischen Initiatorfragment und Monomer fithrt. Gleichzeitig wird die
Radikalfunktionalitit auf das Monomer {ibertragen, sodass dieses eine weitere
Doppelbindung angreifen kann, was zu einer Kettenreaktion fiihrt, die als Propagation
bezeichnet wird. Die Anzahl an Monomereinheiten, die in einer Kette vorhanden sind, wird

dabei auch als Polymerisationsgrad bezeichnet.

17



4 Theoretische Grundlagen

Initiierung

P,,. + M — Pn+1' Propagation

Pn' + Pm. - l:)n+m
Terminierung
Pp  * Pm —= P, + Pp

Schema 3: Radikalische Polymerisation mit Initiatorfragment |, Polymer der Kettenldnge i P; und Monomer M.

Treffen zwei wachsende Polymerketten aufeinander, kann es zu einer Terminierung
kommen. Hierbei kénnen zwei unterschiedliche Mechanismen auftreten, die Kombination
und die Disproportionierung. Bei der Kombination bilden die zwei aufeinander treffenden
Radikale eine neue Bindung aus, sodass ein Polymer entsteht, dessen Masse der Summe
beider Ketten entspricht. Bei der Disproportionierung dagegen abstrahiert eine der Ketten
ein Atom oder eine Gruppe der anderen, iiblicherweise ein Wasserstoffatom. Dabei wird ein
Elektron tibertragen, wodurch die erste Kette gesattigt ist und sich bei der zweiten nun zwei
Radikale in direkter Nachbarschaft befinden und eine n-Bindung aufbauen. Dadurch kénnen
beide Ketten kein weiteres Monomer anlagern und die Polymerisation endet. Da die
beteiligten Radikalspezies sehr reaktiv sind, ist die Lebensdauer einer solchen Polymerkette

sehr gering und endet haufig bereits nach ungefahr einer Sekunde oder weniger.14

Im Gegensatz zu niedermolekularen Verbindungen und vielen Biomolekiilen haben so
hergestellte Polymere keine exakt definierte Molmasse, sondern weisen eine Verteilung auf.
Neben den beschriebenen unterschiedlichen Abbruchmechanismen ist dies hauptsachlich auf
die statistische Verteilung der unterschiedlichen Schritte - Initilerung, Wachstum,
Terminierung - zuriickzufithren. Somit kénnen unterschiedlich viele Monomere an eine
wachsende Kette addieren, bevor ein Abbruch erfolgt. Um dieser Eigenschaft Rechnung zu
tragen, werden fiir Polymere daher keine Molmassen M, sondern unterschiedlich gemittelte
Massen M angegeben. Die am hiufigsten verwendeten sind dabei das einfache Zahlenmittel
M, und das molmassengewichtete Mittel M,,. Da bei letzterem grofere Ketten stirker

gewichtet werden als kleinere, verschiebt sich das Mittel zu hoheren Massen und es gilt:
My = M, (6)

Das Verhéltnis beider Werte erlaubt nun eine Aussage iiber die Breite der Massenverteilung

und wird Dispersitiat D genannt.

p=-—1 (7)
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Fiir nicht-disperse Spezies wie niedermolekulare Verbindungen oder Proteine ist M,, und M,
identisch und damit D gleich eins, fiir viele polymerisierte Systeme liegt P dagegen bei etwa
zwei.l5> Die Molmassenverteilung stellt sich bei freier Polymerisation aufgrund der kurzen

Lebensdauer der Radikale praktisch augenblicklich ein.

Der Umsatz einer radikalischen Polymerisation wird bestimmt von der Reaktionszeit und der
Reaktionsgeschwindigkeit Rp. Sie ist definiert als die Abnahme der Monomerkonzentration

[M] mit der Zeit t:

d[M]
p=""q = o MR (8)
Hier ist k, die Wachstumsgeschwindigkeitskonstante der Polymerisation und [R*] die

Radikalkonzentration.

Die Struktur der gebildeten Polymere ist dabei abhingig von der Art der verwendeten
Monomere und eventueller Folge- oder Nebenreaktionen. Bei der Verwendung von mehreren
unterschiedlichen Monomeren kénnen sich je nach den gewahlten Bedingungen so genannte
Copolymere bilden. Diese werden unterschieden nach der Anordnung der einzelnen
Bausteine. In einer linearen Kette kann sich ein statistisches, alternierendes, Gradienten-
oder Blockcopolymer bilden. Im ersten Fall werden die Monomere zufillig, im zweiten
abwechselnd integriert, wohingegen bei einem Gradientencopolymer zu Beginn der Kette
eine Monomerart tiberwiegt, sich die Verhaltnisse aber kontinuierlich dndern, bis die andere
Monomerart im Uberschuss vorhanden ist. Bei einem Blockcopolymer gib es dagegen keine
Durchmischung der Monomerarten sondern klar abgegrenzte Bereiche. Diese Form stellt eine
Moglichkeit eines Pfropfpolymers auf Cellulose dar, worauf weiter unten eingegangen
werden soll. Solche Polymere werden normalerweise hergestellt, indem entweder die
einzelnen Blocke separat hergestellt und anschlief}end verkniipft werden oder ein Block
fertig polymerisiert wird und anschlief}end das zweite Monomer von diesem ausgehend
wachst. Werden mehr als zwei unterschiedliche Monomere verwendet, konnen sich dhnliche

Verteilungen und Kombinationen von diesen ergeben.

Abbildung 12: Lineare Copolymere: a) Homopolymer, b) statistisch, c) Gradienten-, d) alternierend, e)

Blockcopolymer
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Zusatzlich zur chemischen Abfolge der Monomere ist die Architektur des Polymers von
grofier Bedeutung fiir dessen Eigenschaften. Neben linearen Ketten, wie in Abbildung 12
dargestellt, konnen sich auch kurz- und langkettenverzweigte Polymere bilden, ebenso wie
Kamm- oder Pfropfcopolymere und Dendrimere (Abbildung 13). Einen Sonderfall stellen
dabei vernetzte Polymere dar. Hierbei gibt es keine definierte Molmasse mehr, da die
einzelnen Ketten nicht mehr zu unterscheiden sind. Solche Polymere konnen auch nicht mehr
in Losung gebracht werden, da sie immer ein zusammenhdngendes Partikel bilden. Bei
Losungsmittelzugabe gehen die einzelnen Abschnitte zwar in Losung, werden aber durch ihre
kovalenten Verbindungen zuriickgehalten. Durch Aufnahme von Ldsungsmittelmolekiilen

vergrofdert sich dabei das Volumen des Netzwerkes, es quillt.16

a) b) ¢ d) e) f)
Abbildung 13: Polymerarchitekturen: a) linear, b) kurz-, c) langkettenverzweigt, d) Pfropf- oder Kammpolymer, €)

Dendrimer, f) Polymernetzwerk.

4.2.1 DIE POLYMERISATION IN EMULSION

Eine Sonderform der radikalischen Polymerisation ist die Emulsionspolymerisation.15 Hierbei
wird ein Losungsmittel verwendet, das den Initiator gut, das Monomer jedoch nur schlecht
lost. Zusatzlich zu Monomer, Losungsmittel und Initiator wird hierbei ein Emulgator
zugegeben, beispielsweise ein ionisches Tensid. Werden die Komponenten gemischt, bilden
sich einerseits grofe Monomertropfchen in Losung (ca. 1-5um) und andererseits so
genannte Mizellen, die um etwa drei Gréfienordnungen kleiner sind und ebenfalls Monomer
aufnehmen konnen. Der Initiatorzerfall findet bei der Emulsionspolymerisation in der
wassrigen Phase statt. Die gebildeten Radikale kdnnen dann durch Diffusion in die Mizellen
oder Monomertropfchen gelangen. Allerdings gibt es mit ungefahr 102! wesentlich mehr
Mizellen pro dm3 als Monomertropfchen, deren Konzentration lediglich 1013 -101* dm-3
betragt. Damit ist die Wahrscheinlichkeit, dass ein Radikal auf eine Mizelle trifft ebenfalls
erheblich grofder, sodass die Polymerisation praktisch ausschliefilich hier stattfindet. Die
grofien Monomertropfen liefern lediglich verbrauchtes Monomer in die Losung nach, dass
wiederum in die Mizellen wandert und polymerisiert werden kann. Die gebildeten

Emulgator-stabilisierten Polymerpartikel werden dann als Latexpartikel bezeichnet.
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Abbildung 14: Schema der Emulsionspolymerisation. Der Losungsmitteltropfen auf der linken Seite ist
perspektivisch verkleinert. Tatsachlich sollte er etwa um den Faktor 1000 grofier sein als die Mizellen. Nur noch
wenig freies Monomer liegt vor. Da die Mizellen um sieben Grofdenordnungen haufiger sind, werden in Losung
gebildete Initiatorradikale mit groflerer Wahrscheinlichkeit in diese eindringen, sodass die Polymerisation

praktisch nur dort erfolgt. Verbrauchtes Monomer kann aus den groffen Monomertrépfchen nachgeliefert werden.

Der Vorteil dieser Polymerisationsmethode ist, dass auch nicht-wasserlésliche Monomere in
wassriger Phase umgesetzt werden kénnen, ohne dass auf umweltschadliche oder teure
organische Losungsmittel zuriickgegriffen werden muss. Auflerdem kann die bei
radikalischen Polymerisationen entstehende Reaktionswarme einfach abgefiihrt werden, da
wachsende Ketten immer von einer grofien Menge Wasser umgeben sind und nicht wie bei
der Substanzpolymerisation in einem zunehmend festen Korper eingebettet sind.
Entsprechend behilt eine Emulsionspolymerisation auch bei sehr hohen Umsédtzen eine

niedrige Viskositat.

4.2.2 PFROPFUNG VON OBERFLACHEN

Die Funktionalisierung der Membran erfolgte dabei durch Pfropfung eines Polymers auf der
Oberflache. Der Begriff der Pfropfung stammt dabei aus der Botanik und bezeichnet einen
Prozess, bei dem ein abgeschnittener Teil einer Pflanze an die Schnittstelle einer anderen
angesetzt wird, wobei beide Teile zusammenwachsen und eine Mischpflanze entsteht. In der
Polymerchemie bezeichnet der Begriff Pfropfung einen dhnlichen Prozess. Hier wird auf
einem bestehenden Polymer oder einer Oberflache ein weiteres Polymer gebildet. Die Menge
an gebundenem Polymer wird durch den Pfropfgrad D, angegeben. Er ist definiert als der

prozentuale Massenzuwachs durch das Pfropfpolymer:
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_ Mg—Mo

Dy =—1— (9)

Hier ist mg die Masse der Probe nach und mo die Masse vor der Pfropfung.

Es werden drei Prozesse unterschieden, das Grafting-from, Grafting-to und das Grafting-
through.1” Bei letzterem werden Doppelbindungen im bestehenden Material genutzt und bei
einer Polymerisation zusammen mit freien Monomeren polymerisiert, sodass von jeder
Bindungsstelle des Polymers zwei Polymerstrange ausgehen. Hierdurch wird jedoch die
Polymerarchitektur schlecht kontrollierbar, da beide Seiten unterschiedlich lang sein kénnen.
Zusatzlich kann eine Kette auch mehrfach an die Oberflache binden und dadurch Schleifen
bilden.

a) b) c) )
(R i
|
)

M
\ D
) ( ( )

Abbildung 15: Unterschiedliche Ansédtze bei der Polymerisation auf Oberflichen. a) Grafting-through: eine

wachsende Kette reagiert mit einer polymerisierbaren Gruppe auf der Oberfldche, von der weiteres Monomer
angelagert werden kann. b) Grafting-to: eine reaktives Polymer wird an die Oberflaiche gebunden. c) Grafting-

from: die Polymerisation beginnt an der Oberflache, die wachsende Kette lagert weitere Monomere an.

Beim Grafting-to wird das zu pfropfende Polymer separat hergestellt und nach dem Ende der
Polymerisation mittels geeigneter Funktionalititen auf der Oberfliche oder dem zweiten
Polymer fixiert. Der Vorteil dieser Methode ist, dass durch die getrennte Polymerisation eine
Analytik und gezielte Synthese der Polymere relativ leicht moglich ist. Eine verbreitete
Methode des Grafting-to beruht auf der Verwendung einer so genannten Click-Reaktion.
Dafiir ist es notig, dass geeignete funktionelle Gruppen, wie beispielsweise Alkine, auf der
Oberflache vorhanden sind. Diese konnen dann mit einer terminalen Azid-Funktion des zu

bindenden Polymers reagieren und dieses so fixieren.1819

Schema 4: Oberflachenfixierung eines Polymers mittels Click-Chemie. Das fertige Polymer wird durch Reaktion

des Azids mit dem Alkin an die Oberfldche gebunden.
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Allerdings bewirken die gepfropften Ketten schon bei einer geringen Anzahl an Polymeren
eine sterische Abschirmung der Oberflidche, sodass sie nicht mehr zugénglich fiir weitere

Reaktionen ist. Daher ist der erreichbare Pfropfgrad bei dieser Methode relativ gering.

Die in dieser Arbeit verwendete Methode ist das Grafting-from. Dabei wird von dem
Basismaterial ausgehend polymerisiert. Es werden auf der Oberflache (in diesem Fall der
Cellulose) Radikale erzeugt, an die sich die Monomere anlagern. Die Kette ist also wahrend
des Wachstums stindig kovalent an die Oberfliche gebunden. Durch Ubertragung des
Radikals auf beispielsweise ein Losemittel- oder Monomermolekiil kann aber zusatzlich eine
nicht-oberflichengebundene Polymerisation stattfinden. Da die im Folgenden verwendete
Celluloseoberflache auch aus einem Polymer besteht, kann das gepfropfte Material als

Copolymer und die freien Ketten als Homopolymer bezeichnet werden.

Der Vorteil dieser Methode ist, dass fiir die Bildung neuer Ketten auf der Oberfldche nur
relativ kleine Molekiile noétig sind, die Monomere und zum Beispiel ein Cer-Salz zur
Radikalbildung, sodass die sterische Abschirmung der Oberflache durch die Polymere erst bei
wesentlich hoheren Pfropfgraden wirksam wird. Allerdings ist die Polymerstruktur wie
Dispersitat und Kettenldnge nur schwer zu analysieren, da das Material durch die Bindung

zur Oberflache nicht einfach isoliert werden kann.

Eine sehr effektive Methode der Oberflichenfunktionalisierung im Sinne der Grafting-from
Methode ist die Erzeugung von Radikalen auf der Oberfliche der Membran durch Einsatz
hochenergetischer Strahlung wie y- oder Elektronenstrahlen. Diese bewirken vereinzelte

Bindungsbriiche im Material und die so generierten Radikale konnen eine Polymerisation

R 2

Schema 5: Strahlungsinduzierte Pfropfung an Oberflichen. Durch die Bestrahlung mit UV- y- oder

initiieren.20-22

Elektronenstrahlen werden Radikale erzeugt, die die Polymerisation starten.

Diese Methode ist allerdings wenig geeignet fiir Cellulose-Membranen, da diese sehr
empfindlich auf Strahlenbelastung reagieren und sich schnell zersetzen. Fiir Polyethersulfon-
Membranen ist aufierdem eine Enzym-katalysierte Methode bekannt, die hier allerdings
ebenfalls nicht geeignet ist. Sie erfordert eine Reaktion der erzeugten Radikale mit
Phenylengruppen der Membran, die bei Cellulose nicht vorhanden sind.23 Daher wird bei
diesem Material haufig auf die Radikalerzeugung durch den Einsatz von Cer!V-Salzen

zurlickgegriffen.

23



4 Theoretische Grundlagen

4.2.3 DIE CER-INITIIERTE RADIKALISCHE POLYMERISATION AUF CELLULOSE

Die Verwendung von Cer!V-Salzen fiir die Pfropfung von Cellulose ist seit vielen Jahren eine
etablierte Technik. Cer gehoért zur Familie der Seltenen Erden, ist aber mit einem
Gewichtsanteil an der Erdrinde von 4,3-10-3% haufiger als beispielsweise Blei oder
Quecksilber.24 In der organischen Chemie wird Cer!V-ammoniumnitrat (CAN) haufig als
starkes Oxidationsmittel fiir vielfdltige Reaktionen eingesetzt.2526 1958 beschrieben Mino
und Kaizerman erstmals die Polymerisation von Vinylmonomeren auf Cellulose durch CAN

und schlugen einen ersten einfachen Mechanismus vor (Schema 6).27

ce'V + RCH,OH B— Ce''+ H*+ RCHOH (oder RCHH20")

Schema 6: Mechanismus der Radikalbildung mit Alkoholen und Cer!V nach Mino und Kaizermann mit B als nicht

naher definiertem Cer-Alkohol-Komplex.

Die Bildung von sauerstoffzentrierten Radikalen wie oben gezeigt wird allerdings in weiteren
Untersuchungen nicht mehr aufgegriffen. Alkoxyradikale sind hochreaktiv und zerfallen in
der Regel sehr schnell zu stabileren Radikalen, bevor eine Polymerisation initiiert werden
kann. Da in keiner dem Autor bekannten Studie Alkoxyradikal-initierte Spezies oder
Zerfallsprodukte von solchen Radikalen nachgewiesen wurden, wird davon ausgegangen,
dass diese Spezies nicht gebildet wird beziehungsweise keine weitere Bedeutung fiir die

Polymerisation hat.

n

Schema 7: Zwei Wiederholeinheiten der Cellulose mit Nummerierung der Kohlenstoffatome. Eine Analoge

zahlweise ist giiltig fiir alle Glucosederivate.

Duke?8 und Trahanovsky?® beschéftigten sich mit Cer-Diol-Komplexen und es wurde gezeigt,
dass Cer!V-lonen mit 1,2-Diolen einen Chelatkomplex bilden und es zu einer Spaltung der
Bindung zwischen den beteiligten Kohlenstoffen unter Bildung von Radikalen kommen kann.
Bei Cellulose- und Glucosederivaten stehen allerdings eine Vielzahl an benachbarten
Hydroxyfunktionen zur Verfiigung. Dabei ergibt sich eine Reihenfolge der
Reaktionsgeschwindigkeiten von 1,2-Glycol > primérer- > sekundarer- > tertidrer Alkohol.30
Die hochste Reaktivitat bei Glucose wurde am Halbacetal gefunden, was einer C1-Cz-Spaltung
entspricht.30 Pottenger und Johnson konnten zeigen, dass diese Form 360 mal reaktiver ist,
als die Spaltung an C;-C3, was zur bevorzugten Bildung von Blockcopolymeren fithren

wirde.3!
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Schema 8: Mechanismen der Pfropfung von Cellulose mit Cer nach Hinojosa und Arthur am Beispiel von

Acrylnitril. Die Terminierung mit CelV ist beispielhaft gezeigt und kann auch an der wachsenden Kette erfolgen.

Weitergehend wurde die Reaktion am Beispiel der Pfropfung von Cellulose mit Acrylnitril
von Hinojosa und Arthur mittels Elektronenspinresonanz (ESR) Spektroskopie untersucht.32
Sie Dbeschreiben die Bildung eines Chelatkomplexes mit anschlieRendem C;-Cs-
Bindungsbruch unter Bildung eines Alkohols, eines Aldehyds und einer Radikalfunktion, die
anschliefdend eine Polymerisation initiieren kann. Auch machen sie Vorschlage fiir mogliche

Terminierungsreaktionen in dem verwendeten System (Schema 7).

Fernandez und Guzman zeigten, dass bei einer Cer initiierten Polymerisation mit Glucose in
einem ersten, schnellen Schritt die Halbacetal-Endgruppen reagieren und in der Folge C;-Cs-
und C3-Cs-Diole gespalten werden,33 wobei nach Casinos letztere aufgrund sterischer
Hinderung des Ubergangszustandes weniger bevorzugt sein sollten.34 In einer Cellulosekette
ist der C3-Cs-Diol allerdings nicht fiir eine Reaktion zuganglich, da Cs4 die Verkntlipfung zur

nachsten Glucoseeinheit bildet.
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Zu beachten ist, dass Cer!V Radikale oxidieren kann. Dies eroffnet fiir die Cer-initiierte
Polymerisation einen weiteren Kettenabbruchsmechanismus. Da dieser Schritt unter
Abspaltung eines Protons erfolgt, bildet sich das gleiche Produkt wie durch Abgabe eines

Wasserstoffatoms bei der Disproportionierung.3536

4.3 DIE ATOM-TRANSFER RADIKALISCHE POLYMERISATION (ATRP)

Jedes Radikal einer freien radikalischen Polymerisation kann zu jeder Zeit entweder
Monomer anlagern und damit die Kette verlangern oder durch Reaktion mit einem zweiten
Radikal eine Terminierung eingehen. Da beide Schritte statistisch ablaufen, werden Ketten
unterschiedlicher = Linge  gebildet. Zusitzlich kénnen noch  unterschiedliche
Terminierungsprodukte gebildet werden, wobei das Produkt einer Terminierung durch
Kombination bei gleicher Ausgangsldnge doppelt so groff ist wie das durch eine
Disproportionierung gebildete. Ein dritter Effekt, der zu einer Verbreiterung der Molmasse
fithrt, ist, dass normalerweise nicht alle Initiatormolekiile gleichzeitig gespalten werden.
Dadurch werden iiber den Verlauf der Polymerisation kontinuierlich Radikale erzeugt,
wahrend sich die Monomerkonzentration laufend verringert. Da der Polymerisationsgrad P
proportional zur Monomerkonzentration [M] und antiproportional zur Wurzel der
Initiatorkonzentration [I] ist, d&ndert sich gemafd (10) vereinfacht dargestellt auch die
Kettenlange.

« M (10)

[1]
Diese drei Punkte treten bei allen radikalischen Polymerisationen auf und kénnen lediglich
unterdriickt, nicht aber ganzlich verhindert werden. Daher ist die durch freie radikalische

Polymerisation erreichbare Dispersitat auf einen Wert von P > 1,5 beschrankt.3”

Ein weiterer Nachteil der freien radikalischen Polymerisation ist, dass das Kettenwachstum
sehr schnell verlauft. Aufgrund der kurzen Lebensdauer der beteiligten Radikale ist es
unmoglich, wiahrend des Wachstums steuernd einzugreifen, um zum Beispiel ein anderes

Monomer hinzuzugeben.

Umgehen lassen sich diese Nachteile durch die Verwendung einer lebenden Polymerisation,
bei der per Definition keinerlei Terminierung oder Ubertragung stattfindet, wie
beispielsweise bei der anionischen Polymerisation.38 Dadurch koénnen, wenn die
Initiierungsgeschwindigkeit deutlich hoher als die Wachstumsgeschwindigkeit ist, gegen eins
gehende Dispersitdten erreicht werden.3 Bei einer radikalischen Polymerisationen dagegen
kann die Terminierung allerdings nicht vollstidndig verhindert werden, sodass keine lebende

Polymerisation erreicht wird. Eine Moglichkeit, sie zumindest sehr stark zu unterdriicken, ist
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die Verwendung von so genannten reversibel desaktivierten Polymerisationen wie der RAFT
(reversible addition-fragmentation chains transfer)- oder der ATR (atom transfer radical)-

Polymerisation.

Bei der ATRP wird eine abspaltbare Gruppe wie ein Brom- oder Chloratom am Initiator
benotigt. Diese Gruppe wird Kkatalytisch von einem Ubergangsmetall-Komplex wie
beispielsweise einem Cull-Komplex homolytisch gespalten. Nach dem Bindungsbruch

verbleibt ein freies Radikal, das eine Polymerisation initiieren kann.

Die freie Radikalspezies steht dabei immer im Gleichgewicht mit der reversibel terminierten,
,schlafenden’ Form, die durch Ubertragung des Halogenids vom Komplex auf die Kette
gebildet wird. Durch geeignete Wahl von Losungsmittel und Liganden kann das
Gleichgewicht so eingestellt werden, dass jeweils nur kurzzeitig freie Radikale vorliegen.
Diese konnen dann einige wenige Monomere anlagern, aber bevor es zu einer Terminierung
kommt, werden sie wieder in die reversibel deaktivierte Form gebracht. Dadurch lasst sich
die Lebensdauer einer Kette stark verldngern, sodass auch nach Tagen noch Radikale
riickgebildet werden konnen. Da alle Ketten so die gleiche Wachstumswahrscheinlichkeit
haben und Terminierung vermieden wird, zeigen so hergestellte Polymere eine enge

Molmassenverteilung.

Sind alle in Losung vorhandenen Monomere verbraucht, findet auch kein weiteres Wachstum
statt. Da die Ketten jedoch gleichzeitig auch nicht terminieren, kann spéater ein neues
Monomer zugegeben werden, welches dann mit dem schon bestehenden Material ein

Blockcopolymer bildet.

Culx + R-Br —> Culy-Br + @‘f'\/'

Schema 9: Darstellung des ATRP-Prozesses, beispielhaft mit einem Kupferkomplex und Brom gezeigt; durch
homolytische Abstraktion des Broms wird ein Radikal generiert, welches eine Polymerisation durchfiihren kann.
Durch Riickreaktion kann es reversibel deaktiviert werden, wodurch Terminierungsreaktionen unterdriickt

werden.

Die Polymerisationsgeschwindigkeit R, einer ATRP ergibt sich dabei nach

[P.X][Cu' /L] [M]) (11)
[X-Cu''/L]

——— =R, = k,[M][P*] = kaATRP<

mit der Propagationsgeschwindigkeitskonstanten k, und der ATRP-Gleichgewichtskonstante
Katrp.4® Je hoher die Monomer- [M] oder Radikalkonzentration [P*] ist, desto schneller
verlauft die Polymerisation. Es gilt allerdings zu beachten, dass die
Polymerisationsgeschwindigkeit sich lediglich auf den Verbrauch an Monomer bezieht. Wird
eine grofere Anzahl an Radikalen generiert, wird schneller ein hoherer Umsatz erreicht, das

Wachstum einzelner Ketten bleibt aber unverandert.
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Eine Anderung des Verhiltnisses der Konzentrationen der Cul- und Cul-Spezies dagegen
adndert das Wachstum auch einzelner Ketten. Eine relative Erhohung des aktivierenden [Cu!]
bewirkt, dass schlafende Ketten schneller wieder reaktiviert werden, sodass sich das
Verhéltnis von aktiven und reversibel deaktivierten Polymeren zu ersteren verschiebt.
Dadurch werden schneller hohere Molmassen erreicht, durch die gestiegene
Radikalkonzentration geht aber der reversibel deaktivierte Charakter der Polymerisation
zuriick, da sich die Wahrscheinlichkeit, dass sich zwei Radikale treffen und eine

Terminierung auftritt, erhoht.

Das Verhaltnis von aktiven und schlafenden Ketten kann auch durch Verschiebung des ATRP-

Gleichgewichtes erreicht werden:

o 1X-Cul/L][By] (12)
ATRP = = T /1 11D %1
[Cul /L][P-X]
Welches Verhéltnis der Kupferkomplexe sich einstellt, ist dabei abhingig von dem

verwendeten Losungsmittel und den eingesetzten Liganden.#!

In wassrigen Systemen kann zusatzlich ein Halogenid der Cu!-Spezies durch ein
Wassermolekiil ersetzt werden, sodass sich [X-Cull/L] im Laufe der Reaktion verringert.
Dadurch ist die Polymerisation in wassrigen Systemen haufig schnell, aber weniger
kontrolliert.#2 Dieser Effekt kann jedoch durch Zugabe von mehr Cu!! oder dem

entsprechenden Halogenid unterdriickt werden.

Wird zu Beginn einer ATRP kein Cu!'-Salz zugegeben, muss durch Aktivierung einiger Ketten
die deaktivierende Spezies erst gebildet werden, sodass in der Anfangsphase ein Mangel an

dieser herrscht, was zu verstarkter Terminierung fiihrt.4344

Die ATR-Polymerisation findet inzwischen auch vermehrt industrielle Anwendung,
insbesondere da sie nur relativ einfache, kommerziell erhaltliche Chemikalien bendtigt und
neben Kupfer noch eine Vielzahl anderer Metalle wie Molybdén, Osmium oder sogar Eisen fiir
die Polymerisation eingesetzt werden kann,#5-%7 Aufierdem kann sie unter milden

Bedingungen durchgefiihrt werden und ist relativ sauerstofftolerant.48
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4.4 CHARAKTERISIERUNG VON OBERFLACHENGEBUNDENEN POLYMEREN

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Vielzahl an unterschiedlichen Analysemethoden
verwendet. Einige davon, wie beispielsweise die Kernspinresonanzspektroskopie (Nuclear
Magnetic Resonance, NMR) oder Elektospray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS)
gehoren zu den in der Chemie alltdglich angewendeten Methoden, sodass auf eine genauere

Erklarung hier verzichtet werden kann.

Andere der angewendeten Techniken sind dagegen weniger weit verbreitet, sodass hier

jeweils kurz die zugrunde liegenden Prinzipien dargestellt werden sollen.

4.4.1 DIE GEL-PERMEATIONS-CHROMATOGRAPHIE

Diese Technik ist in der Analytik der Polymere eine sehr wichtige, wenn nicht die wichtigste
Charakterisierungsmethode. Da die molekulare Zusammensetzung eines Polymers
iiblicherweise bekannt ist, da sie der der eingesetzten Monomere entspricht, ist dieser Punkt
nur in Sonderfillen von Interesse.#%50 Ebenso ist die Bestimmung der Endgruppen
mehrheitlich von untergeordneter Wichtigkeit, da diese nur einen sehr geringen Anteil am

Polymer ausmachen und seine Eigenschaften dementsprechend wenig beeinflussen.5152

Entscheidend fiir die Eigenschaften sind bei Polymeren haufig die Lange der einzelnen Ketten
und die Breite der Langenverteilung. Diese werden standardmafiig mittels Gel-Permeations-
Chromatographie (GPC) bestimmt. Die GPC ist eine Technik, die auf dem GroéfRenausschluss
unterschiedlicher Partikel basiert, weswegen sie auch als Grofdenausschlusschromatographie

(Size Exclusion Chromatography, SEC) bezeichnet wird.

Schema 10: Prinzip der Trennung unterschiedlicher Polymermassen durch GPC. Fiir Polymere kleinerer
Molmassen ist aufgrund des kleineren Volumens mehr Porenvolumen zuganglich. Dadurch benétigen sie langer

um die Sdule zu durchqueren.
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Prinzipiell wird bei einer Molmassenbestimmung mittels GPC das Polymer gelost und auf
eine Trennsdule gegeben, die mit einem pordsen Material gefiillt ist. Dies setzt also voraus,
dass das zu untersuchende Polymer von der Oberfliche entfernt und isoliert werden konnte.
Je nach Masse der Polymerkette ergibt sich ein bestimmtes Volumen, dass diese in der
Losung einnimmt und dass durch den sogenannten hydrodynamischen Radius beschrieben
wird. Je nach Poren- und Polymergrofie konnen die gelosten Ketten nun in einen
unterschiedlichen Anteil der Poren hineingelangen, sodass sich unterschiedliche zugéngliche

Volumina in der Saule ergeben.53

Da alle Polymere mit dem gleichen Volumenstrom durch die Saule geleitet werden, brauchen
kleinere Ketten eine langere Zeit um hindurchzugelangen, da ihnen mehr Volumen in der
Séule zur Verfligung steht. Das zugdngliche Volumen fiir grofiere Polymere ist dabei geringer,

sodass diese schneller durch die Saule gespiilt werden.

Haufig werden mehrere Sdulen verwendet, um eine bessere Auftrennung zu erreichen. Nach
den Saulen wird die Konzentration an Polymer gemessen, beispielsweise durch

Brechungsindex-(Refractive Index-, RI-) oder UV /Vis-Detektoren.

Die GPC ist dabei eine Relativmethode, sie bendtigt also eine Kalibration in Form von
Polymeren mit bekannter Molmasse. Da der hydrodynamische Radius eines Polymers neben
der Masse auch von der chemischen Struktur und dem verwendeten Losungsmittel abhangig
ist, ergeben sich bei gleicher Masse fiir unterschiedliche Polymere unterschiedliche
hydrodynamische Radien. Diese konnen aber bei bekannten Mark-Houwink-Parametern
berechnet werden, sodass mit der gleichen Kalibration unterschiedliche Polymere gemessen

werden konnen.5455

4.4.2 DIE RASTERELEKTRONENMIKROSKOPIE

Die Rasterelektronenmikroskopie (REM, oder Scanning Electron Microscopy, SEM) ist eine
Methode um Objekte vergrofiert darzustellen, wobei die theoretisch erreichbaren
Vergrofderungen erheblich grofier sind als bei der klassischen Lichtmikroskopie. Die
Elektronenmikroskopie basiert auf der Abbildung durch Elektronenstrahlen, die fokussiert
iiber die Probe gefiihrt werden. Diese erzeugen Sekundarelektronen in der Probe, die von

einem Detektor aufgefangen werden.
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Die erzeugten Sekundarelektronen strahlen von der Oberflache ungerichtet ab, werden aber
durch die positive Ladung des Detektors angezogen. Somit werden alle freien Elektronen
detektiert, die Auflésung der Probe erfolgt lediglich durch das Abfahren der Oberflache mit
dem Elektronenstrahl.

Um zu verhindern, dass ein Grofdteil der freigesetzten Elektronen absorbiert wird, ist es
notig, dass solche Messungen im Hochvakuum durchgefiihrt werden, sodass die Elektronen

ungehindert zum Detektor gelangen konnen.

fokusierter
Elektronenstrahl

Detektor

Sekundarelektronen

Probe

Schema 11: Funktionsweise eines Rasterelektronenmikroskops: Die Oberflaiche wird von einem fokussierten
Elektronenstrahl abgefahren. Dabei werden in der Probe durch die Bestrahlung Sekundarelektronen erzeugt, die
von einem Detektor aufgefangen werden.

Die Erzeugung des Elektronenstrahls erfolgt durch eine Gliithkathode und eine anschliefende
Beschleunigung und Fokussierung in einem elektrischen Feld. Durch die Bestrahlung mit
Elektronen ladt sich die Probe negativ auf, sodass sie dem Strahl mit der Zeit ein immer
starker werdendes Feld entgegensetzt. Um dies zu verhindern, werden Proben fiir die REM,
sofern sie nicht selber leitfahig sind, mit Gold oder Graphit bedampft, wodurch die Ladung

abgefilihrt werden kann.

4.4.3 DIE RASTERKRAFTMIKROSKOPIE

Die Rasterkraftmikroskopie (auch Atomkraftmikroskopie, Atomic Force Microscopy, AFM) ist
eine Methode, um Oberflaichen im Mikrometer- oder Submikrometerbereich darzustellen.
Dafiir wird eine Messspitze, der sogenannte Cantilever, in einem Raster iiber die

Probenoberfliche gefahren, wobei die Spitze mit einem Laser bestrahlt wird. Durch
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Interaktion mit der Oberfliche biegt sich der Cantilever, was zu einer Verdnderung der
Reflexion fithrt. Durch Verdnderung der Hohe des Messkopfes wird dies kompensiert und aus

der dafiir notigen Hohendanderung ein Héhenprofil der Probe angefertigt.

Bei dieser direkten Methode kann der Cantilever allerdings die Oberflache schadigen, sodass

fiir sehr weiche Materialien ein anderer Ansatz genutzt werden sollte.

Laserstrahl

Cantilever

Probe I

S

Schema 12: Funktionsprinzip des AFM: Durch Reflexion des Laserstrahls werden Anderungen in der Biegung des
Cantilevers registriert. Darauf wird die Hohe des Probenarms soweit angepasst, dass die urspriingliche Reflexion

wieder hergestellt wird. Durch Rastern der Probe entsteht ein dreidimensionales Abbild der Oberflache.

Beim sogenannten PeakForce Tapping wird der Cantilever in Schwingung versetzt und fiir
jeden Messpunkt die Anderung der Schwingungsfrequenz mit dem Abstand zur Probe
bestimmt. Daraus lasst sich die Kraft ermitteln, die die Oberflache auf den Cantilever ausiibt.
Indem ein Maximalwert fiir diese eingehalten wird, kann vermieden werden, dass die
Oberfliche durch die Messung verdndert wird. Dadurch kénnen auch sehr weiche Proben
untersucht werden. Zusitzlich wird es durch die Kraft-Abstandskurven moglich,
unterschiedliche mechanische Eigenschaften des Materials zu bestimmen, wie beispielsweise

die Harte in Form des Derjaguin-Muller-Toporov-(DMT-) Moduls oder die Adhasivitat.>¢
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5 AUFKLARUNG DER CER BASIERTEN PFROPFUNG AUF
MIKROPOROSEN OBERFLACHEN

Abgesehen von den makroskopischen Eigenschaften wie Permeabilitdt und Kapazitit sind
porose Membranen nur schwer zu analysieren. Viele TUbliche Techniken der
Oberflachenanalytik versagen hier, da das, was von Interesse ist, namlich das Pfropfpolymer,
normalerweise nur in geringer Konzentration vorliegt und sich noch dazu nur zum kleinsten
Teil auf der Anstromfliche befindet. Der bei weitem grofdte Anteil der Oberflache einer
Membran ist nicht direkt zuganglich sondern befindet sich im Inneren der Porenstruktur.
Damit ist dieser Anteil zum Beispiel fiir abgeschwachte Totalreflexions-Infrarotspektroskopie

(Atenuated Total Reflection-Infra Red, ATR-IR), AFM oder Ellipsometrie nicht zuganglich.

Mengenmafdig macht das Pfropfpolymer, je nach Methode der Funktionalisierung, etwa 15 %
der Masse einer gepfropften Membran aus. Der bei weitem grofdte Anteil des Polymers
besteht dabei allerdings aus Kohlenstoff, Wasserstoff und Sauerstoff, genauso wie die
Membran selbst. Zudem ist das Material aufgrund der Porositit sehr inhomogen. Damit ist
eine Analytik mittels Rontgenbeugung oder Festkorper-Kernspinresonanz (Nuclear Magnetic
Resonance, NMR) ebenfalls ungeeignet. Zusatzlich sind die Eigenschaften aufgrund der
zugrunde liegenden Membran inhdrenten Schwankungen unterworfen, wodurch alle

Messungen mit einer gewissen Toleranz betrachtet werden miissen.

5.1 HERSTELLUNG VON GEPFROPFTEN MEMBRANEN

Die hier verwendeten regenerierten und vernetzten Cellulosemembranen wurden durch eine
Cer-initiierte Pfropfung in einer Emulsion modifiziert. Die Proben hatten eine Porengrofie
von etwa 3 - 5 pm bei einer Dicke von ca. 230 um. Durch die hohe Porositdt von 80 % ergibt
sich fiir die Membran eine relativ grofde Gesamtoberfldche, die mittels BET-Messungen
bestimmt und mit ca. 1m?g! angegeben wurde. Bei einem Gewicht von 8 mg pro
Quadratzentimeter Anstromfldche bei einer ungepfropften Membran ergibt sich damit eine
spezifische Oberfliche von 80 m2 pro Quadratmeter Anstromfliche. Das grofdtechnisch
hergestellte Material wurde mit einer Liange von ca. 100 m und einer Breite von 80 cm zur

Verfiigung gestellt.

Zusatzlich zu der Cellulose besteht die vorliegende Membran aus einem Polyester-Vlies zur
mechanischen Verstiarkung. Dieses ist sehr reaktionstrage, sollte also unter den meisten
Reaktionsbedingungen unverandert bleiben. Es ist allerdings bekanntermafien instabil gegen

Basen, sodass es sich bei hohen pH-Werten zersetzen sollte.
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Die Membran wurde in einer Emulsion mit Glycidylmethacrylat (GMA) und Cer!V umgesetzt
und anschlieffend durch Reaktion der Epoxy-Funktion in eine Sulfonsdure funktionalisiert.
Fir diese Umsetzung ist bekannt, dass sich unter basischen Bedingungen das sterisch
weniger gehinderte sulfonierte Produkt bildet.1213 Dabei ergibt sich ein Massenanteil des

Polymers von ungefahr 15 % an der Gesamtmasse der fertigen Membran.

@]
Q O OH
:2*0\ <0 Qo
§_
@)
Glycidylmethacrylat (GMA) Sulfoniertes GMA

Schema 13: Wahrend der Herstellung verwendetes Monomer Glycidylmethacrylat (GMA) und sulfonierte Form.

Fiir die so erhaltenen Proben wurden die Permeabilitdt und unterschiedlichen Kapazitiaten
bestimmt und die Werte fiir folgende Experimente als Vergleichswerte verwendet. Vor der
Sulfonierung zeigen die Membranen praktisch keine Bindung, sodass die Werte hier nicht
aufgefiihrt werden. Die Permeabilitidten der ungepfropften und der gepfropften Membranen
sind identisch und unterscheiden sich auch nicht bei der Verwendung von reinem Wasser

und Kaliumphosphatpuffer (KPi, pH 7).

Tabelle 1: Eigenschaften des Standardmaterials. Aufler bei der spezifischen Oberfliche beziehen sich die
Flachenangaben auf die Anstromflache.
1: Ausgangsmaterial und GMA-gepfropfte Membran

2; Sulfonierte Membran

Membraneigenschaft Wert

Spezifische Oberflache (Herstellerangabe) 1mzgt

Porengrofie (Herstellerangabe) 3-5um

Permeabilitat (Wasser/Puffer)? 650 ml min-! bar! cm-2
Pfropfgrad 15 %

Flachengewicht 80 g m?

Permeabilitat (Wasser/Puffer)2 130/240 ml min-! bar-1 cm-2
Ionische Kapazitat 2,6 umol cm-2
Proteinbindungskapazitat (Lysozym/y-Globulin) 1,0/0,5 mg cm-2
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5.2 CHARAKTERISIERUNG DER PFROPFSCHICHT

Die Bestimmung der exakten Bindung in der Cellulose, an der die Polymerisation initiiert
wird, wurde, wie in Kapitel 4.2.3 dargelegt, schon ausfiihrlich untersucht. Auf die
Membraneigenschaften wie Fluss und Kapazitat hat dies allerdings nur wenig Einfluss. Von

grofierer Bedeutung ist hierbei die Polymerlange, -dichte und -verteilung.

So bestimmt beispielsweise die Menge an Polymer, egal ob durch mehr oder durch lidngere
Ketten, die Anzahl an Bindungsstellen, die fiir Interaktionen zur Verfiigung stehen. Aufierdem
ist sie verantwortlich fiir die Verringerung des Porendurchmessers und damit die
Permeabilitit der Membran. Eine Kenntnis dieser Groflen ist also essentiell fiir das

Verstdndnis der Struktur und der Eigenschaften der Pfropfschicht.

5.2.1 BESTIMMUNG DER POLYMERLANGE

Der Einfluss der Polymerlinge ergibt sich aus relativ einfachen Uberlegungen und Modellen.
Da mehr geladene Monomere vorhanden sind, sollte ein liangeres Polymer eine hoéhere
Bindungskapazitit aufweisen, abhingig von der Grofie des zu bindenden Partikels. So ergibt
eine Verldngerung einer Kette um ein Glied genau eine weitere Bindungsstelle fiir
beispielsweise ein kleines anorganisches lon wie Natrium. Bei der Bindung von groéfieren
Molekiilen wie beispielsweise Proteinen wird dieser Effekt wesentlich geringer ausgeprigt

sein.

Abschédtzung der ungefahren Kettenlange nach Hagen-Poiseuille

In Bezug auf den Fluss lasst sich der Einfluss der Kettenlinge durch eine einfache

Uberschlagsrechnung zeigen. Unter Verwendung des Hagen-Poiseuilleschen Gesetzes5’

dv T

- = (13)
dt 8nl

(P1 — PR
mit dem strémenden Volumen dV pro Zeit d¢, der Viskositit der Fliissigkeit i, der Rohrlange /,
und dem -radius rr sowie den Driicken p; vor und p, hinter dem Rohr, ladsst sich eine erste
Betrachtung machen. Deutlich ist, dass eine Anderung des Rohrradius, der hier dem
Porenradius entspricht, eine sehr grofde Auswirkung auf den moglichen Fluss bei gleichem
Druck hat.

Werden die bekannten Permeabilititen von 650 ml min-! bar-! cm2 fiir die ungepfropfte und
die gepfropfte Membran zugrunde gelegt, zeigt sich, dass sich der Radius durch Aufbringen
der unfunktionalisierten GMA-Schicht nicht wesentlich dndern kann. Da die Fliisse

ndherungsweise gleich sind und sich die Werte wie Membrandicke und Viskositat der Losung
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ebenfalls nicht dndern, muss auch der Porenradius in etwa gleich bleiben. Ein ganz anderes
Ergebnis zeigt sich, wenn die nicht-gepfropfte oder die gepfropfte, aber nicht-sulfonierte
Membran, mit der sulfonierten verglichen wird, deren Permeabilititen 240 ml
min!bar!cm? fiir Puffer und 130 ml min-! bar! cm? fiir Wasser sind. Wieder unter der
Annahme, dass die anderen Werte ungefahr gleich bleiben, ergibt sich fiir den Fluss mit
Wasser ein Verhaltnis von 650 : 130. Dies in (28) eingesetzt ergibt eine Verkleinerung des
Porenradius auf etwa 66 % durch die Sulfonierung. Bei Verwendung von KPi-Puffer geht
diese Anderung zuriick auf einen Wert von ca. 78 % (angenommenes Flussverhiltnis
650:240). Bei einem Porendurchmesser von 3-5pum ergibt sich eine Dicke der

Pfropfschicht von 0,50 - 0,85 pm in Wasser und 0,33 - 0,55 pm in Pufferlosung.

Da die Anderung des Flusses und damit des Porenradius bei Verwendung unterschiedlicher
Losungen vollstindig reversibel ist, kann diese Eigenschaft der Quellung des Polymerfilms
zugeschrieben werden. Das unfunktionalisierte PGMA ist in Wasser oder der Pufferlosung
praktisch unloslich, daher ist die Quellung minimal. Nach der Funktionalisierung sind die
meisten Monomereinheiten starke Sduren, die in Wasser vollstindig dissoziiert vorliegen.
Dadurch bildet das Polymer einen Polyelektrolyten, der ohne Oberflachenfixierung sehr gut
wasserloslich ware. Die hohe Ladungskonzentration entlang der Kette bewirkt einen hohen
osmotischen Druck, sodass viel Wasser in die Gelschicht strémt. Zusatzlich bewirkt die
elektrostatische Abstofdung der einzelnen Ladung entlang der Kette eine starke Elongation.
Wird das Losungsmittel gegen den Puffer getauscht, geht die Quellung zurtick. Dieser Effekt
der Verringerung der Quellung mit Erh6hung der lonenstirke der Losung ist ein bekannter
Effekt>® und wird auf eine Angleichung des osmotischen Drucks in der Lésung und im
Hydrogel zurtck gefiihrt.5 Da die Druckdifferenz geringer wird, wird weniger Wasser in das

Gel gepresst und sein Volumen wird kleiner.

{o

Sulfonierung
—_—

°(o{® [o!

Schema 14: Darstellung der Membranquellung. In Wasser kollabiert das nicht-gepfropfte Polymer. Nach der

Sulfonierung ist das 19sliche Polymer in Wasser elongiert, der Porenradius nimmt ab.
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Die fiir die berechnete Porenverengung benétigte Grofde des Pfropfpolymers lasst sich durch
Berechnung der Linge einer Kette bei einem bestimmten Polymerisationsgrad abschatzen.
Durch Einsetzen der bekannten Werte fiir die Bindungsldangen einer C-C-Bindung von 150 pm
und dem Bindungswinkel in sp3-Hybridisiertem Kohlenstoff lasst sich die maximale Lange

pro Monomer abschatzen.t0 Es ergibt sich die Lange I bei einem Polymerisationsgrad n nach

I/m=n-145-10"""m. (14)
145 145

%
/W\

Schema 15: Grundlage Berechnung der Lange pro Monomereinheit einer Polymerkette.

Fiir eine Pfropfschicht der Dicke 0,5 um ergibt sich damit beispielhaft eine Kettenldnge von
etwa 3500 Monomereinheiten. Es sei nochmals darauf hingewiesen, dass diese Berechnungen
nur als grobe Naherung zu verstehen sind. Das Hagen-Poiseuille-Gesetz gilt in seiner
Standardform fiir lineare Rohre mit rundem Querschnitt und nur bei laminaren Strémungen.
Der Querschnitt einer Pore ist im Allgemeinen nicht exakt rund, wesentlich relevanter ist
aber, dass der Weg durch die Pore nicht linear ist. Wie bereits erwahnt, besitzt eine Membran
eine gyroide Struktur, sodass durch Kurven und Verstrebungen Turbulenzen entstehen und

die Annahme einer laminaren Strémung nicht mehr giiltig ist.

Die Annahme, die Lange des Polymers ergidbe sich nur aus der Summe der einzelnen
Fragmente ist ebenfalls nur eine Ndherung. Tatsachlich ist es hochst unwahrscheinlich, dass
ein derart langes Molekiil in der komplett gestreckten Form vorliegt, da diese entropisch
stark benachteiligt ist.61 Damit ware eine groféere Kettenlange notig, um eine entsprechende
Porenverengung zu erreichen. Die Grundaussage, dass sich der Porenradius durch die
Quellung des Polymers erheblich verkleinert und dadurch die Permeabilitat abnimmt, behalt

allerdings seine Giiltigkeit.

Untersuchung des Hydrogels mit dem Rasterelektronenmikroskop

Eine Verringerung des Porendurchmessers von etwa 1um sollte gut durch
Rasterelektronenmikroskopie (REM, engl. Scanning Electron Microscopy, SEM) zu zeigen sein.
Allerdings zeigt sich keinerlei Unterschied zwischen ungepfropften und sulfonierten
Membranen. Der Grund hierfiir ist vermutlich, dass das Polymer im Hochvakuum des SEM
stark gekndult vorliegt und so ein sehr kleines Volumen einnimmt. Dieser Befund ist ein Indiz
fir die oben gemachte Annahme, dass der Flussverlust nach der Sulfonierung auf eine
Quellung des Hydrogels zurilickzufithren ist. Wenn die Probe vollstindig getrocknet ist,

kollabiert das Hydrogel. In diesem Zustand ist keinerlei Verengung der Poren zu erkennen,
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die eine Abnahme des Flusses erkldaren konnte. In Gegenwart von Wasser sollte sich ein

wesentlich anderes Bild zeigen, was allerdings bei SEM-Aufnahmen schwer zu realisieren ist.

Abbildung 16: SEM-Aufnahme von ungepfropfter (links) und PGMA-gepfropfter und sulfonierter Membran
(rechts).

Auffallig ist, dass die Bilder der PGMA-gepfropften Zwischenstufe (Abbildung 17) eine etwas
abweichende Oberfliche aufweisen. Es finden sich diverse kleine Verdickungen in der
Grofenordnung von 500 nm. Nach ersten Vermutungen sollte es sich dabei um
Homopolymer handeln, das wéahrend der Sulfonierung wasserldslich wird und ausgewaschen
wird. Dagegen spricht allerdings, dass Waschen der Membran mit Aceton oder
Dichlormethan, welches beides geeignete Losungsmittel fiir PGMA sind, diese Partikel nicht
entfernen konnte. Aufderdem konnte bei Soxhlet-Extraktion mit diversen Losungsmitteln

keine Substanz gewonnen werden.

Abbildung 17: SEM-Aufnahme von PGMA-gepfropfter Membran.
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Auch eine Reorganisation des Polymers nach der Sulfonierung, sodass es kompakter an der
Membran anliegt, ist unwahrscheinlich, da sich auch in diesem Fall eine Anderung der

Morphologie nach dem Waschen mit Losungsmitteln zeigen sollte.

Ebenso sind schwer losliche Cer!!l-/CerIV-Salze aus dem Pfropfungsprozess der Membran
unwahrscheinlich. Diese sind in Wasser bei pH 7 mafiig, in den angegebenen organischen
Losemitteln schlecht 16slich. Beim Sulfonieren wird die Membran bei pH 8 oder hoher
umgesetzt. Dabei wiirden sich die jeweiligen Cerhydroxide bilden, die wesentlich schlechter
16slich sind als die aus der Pfropfung stammenden Sulfate. Es ist also davon auszugehen, dass
eine Losung der Cersalze bevorzugt in den fritheren Schritten bei niedrigerem pH stattfinden

sollte, nicht bei der Umsetzung der Epoxide.

Isolierung des gepfropften Polymers

Zur Untersuchung des gepfropften Polymers wurde versucht, es von der Membran zu trennen
und anschliefend zu analysieren. Wie in Schema 6 zu erkennen, entsteht bei dem
postulierten Mechanismus eine Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindung zwischen dem gepfropften
Polymer und der Cellulose. Eine direkte Spaltung ist also nicht ohne weiteres moglich.
Vielversprechender ist es, geeignete Bedingungen zu finden, bei denen die Cellulose abgebaut

wird, das synthetische Polymer allerdings nicht.

Es wurde auf unterschiedliche Arten versucht, eine ungepfropfte Membran zu zersetzten.
Basische Bedingungen erwiesen sich dabei als ungeeignet. Auch nach langerer, stark
basischer Behandlung zeigten die Proben keinerlei optische Verdanderung. Dies ist nicht
unerwartet, da bekannt ist, dass Cellulosen in stark basischen Natriumhydroxidlésungen
gelost werden konnen, ohne sich dabei zu zersetzen. Es werden lediglich einige Alkohole zu
Natrium-Alkoholaten deprotoniert.62 Dass im Falle der Membran keine Losung der Cellulose
auftritt, liegt an der Vernetzung des Materials nach der Regeneration, wie bei den Grundlagen
der Membran in Kapitel 4.1 erlautert. Auf diese Weise kann die Cellulose lediglich quellen,
wird aber durch die Bindungen zwischen den einzelnen Ketten daran gehindert, sich frei in

der Losung zu verteilen.

Eine sehr schonende Methode der Zersetzung von Cellulose ist die Verwendung von
Cellulasen. Diese hoch spezialisierten Proteine werden hauptsachlich von einigen Pilzen und
Mikroorganismen gebildet und erlauben den Abbau von Cellulose zu Glucose. Sie sind
beispielsweise fiir die Verdauung im Pansen von Wiederkduern verantwortlich.63 Verwendet
wurde eine aus Pilzen (aspergillus niger) gewonnene Cellulase, jedoch zeigte sich auch nach
sehr langer Reaktionszeit keinerlei Abbau der Membran. Dies ist vermutlich ebenfalls auf die
Vernetzung der Membran zurtickzufiihren. Allerdings ist die Einschrankung hier vermutlich

nicht die Loslichkeit der Cellulose, sondern sterische Hinderung, hervorgerufen durch die
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Netzwerkstruktur, die einen Angriff des Proteins verhindert. Im Falle einer gepfropften
Membran wird erwartet, dass dieser Effekt noch stdrker ist, da hier zusitzlich das

aufgebrachte Polymer eine Abschirmung bewirken wiirde.

Eine geeignete Methode wurde in der sauren Hydrolyse der Membran gefunden. Allerdings
ergaben in der Literatur bekannte Hydrolysen bei gepfropften Membranen keine
zufriedenstellenden Ergebnisse. Entweder wurden sie nicht vollstindig zersetzt (wie bei der
Zersetzung nach Lee$%) oder es konnte kein Pfropfpolymer isoliert werden (beispielsweise
Zersetzung nach Roy®5). Allerdings werden in den angegebenen Quellen generell einfache
Filterpapiere verwendet. Diese sind, zumindest anhand der zuginglichen Informationen,
nicht aus vernetzter, regenerierter, sondern aus natiirlicher Cellulose hergestellt,%¢ die

generell weniger stabil ist.

Durch Verwendung starker Sduren wie Salzsdure oder Schwefelsdure kann die Membran
dennoch schnell und vollstindig abgebaut werden. Das unterstiitzende Vlies zeigt dabei
keinerlei Schadigung, solange beim Neutralisieren kein zu hoher pH-Wert erreicht wird. Auch
in NMR-Analysen der Proben wurden keine Signale gefunden, die dem Vlies-Polymer

zugeordnet werden konnten.

Thermogravimetrische Untersuchungen des zersetzten Materials zeigen keine Reste des
sulfonierten Materials (Abbildung 18). Dagegen entspricht die Kurve in guter
Ubereinstimmung der des reinen Vlieses, sodass eine vollstindige Zersetzung der Cellulose

bestatigt wird.

Ubertragen auf eine GMA-gepfropfte bzw. GMA-gepfropfte und sulfonierte Membran zeigte
sich ebenfalls eine schnelle und vollstindige Zersetzung der Cellulose. Da beide Formen ein
wasserlosliches Polymer bilden sollten, wurden die Losungen durch Dialyse aufkonzentriert,
nachdem grofie Teile des aus der Neutralisation entstandenen Salzes durch sukzessives
Einengen und Dekantieren oder Zugabe von Ethanol und Filtration entfernt wurden.
Allerdings konnte weder so, noch durch Fliissig-Fliissig-Extraktion, ein Polymer isoliert
werden. Losliche Komponenten bestanden nach NMR-Analyse entweder praktisch
ausschliefdlich aus Cellulose/Glucose-Resten oder aus anorganischen Substanzen ohne

detektierbare Protonen.
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Abbildung 18: Thermogravimetrische Untersuchung des zersetzten Materials. Zum Vergleich die sulfonierte
Membran und das reine Vlies. Bei der Untersuchung des Vlieses trat ein Fehler auf, wodurch der Massenanteil
nicht reprasentativ ist. Die Zersetzungstemperatur ist aber dennoch korrekt bestimmt und bestatigt die

vollstandige Zersetzung der gepfropften Cellulose.

Da es nicht moglich war, PGMA oder die sulfonierte Form nach dem Abbau der Membranen
zu isolieren, wurde vermutet, dass wdahrend der Pfropfung eine Vernetzung der

Polymerketten auftritt. Dieser Aspekt wird in Kapitel 5.2.3 nidher behandelt.

Analyse eines gepfropften Polymers

Um die Vernetzung zu umgehen, wurden Membranen statt mit GMA mit MMA
(Methylmethacrylat) gepfropft. Dieses ist ebenso wie GMA ein Methacrylat und ldsst sich
prinzipiell auf die gleiche Art umsetzen. Da statt des Epoxid-Restes lediglich ein Methylrest

vorhanden ist, kdnnen bei MMA keine Vernetzungsreaktionen auftreten.
O ./
e
Schema 16: Modellverbindung ohne Vernetzungsmaglichkeit: Methylmethacrylat (MMA).
Bei der Pfropfung wurden die gleichen Reaktionsbedingungen wie zuvor eingehalten, um
reprasentative Ergebnisse zu erzielen. Da Dichte und Molmasse der beiden Monomere

unterschiedlich sind, musste ein unterschiedliches relatives Monomervolumen in Kauf

genommen werden, um gleiche Teilchenzahlen zu erhalten.
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Ohne das Auftreten von stérenden Nebenreaktionen konnte MMA mittels Cer auf
Cellulosemembranen gepfropft werden. Die Zersetzung erfolgte dann durch Auflésen der
Membran in konzentrierter Salzsaure mit anschlieféender Neutralisation mit Natronlauge und
Natriumhydrogencarbonat. Um die vollstindige Zersetzung zu bestétigen, wurde Glucose als
Monomer der Cellulose unter analogen Bedingungen mit Cer und MMA umgesetzt. Beide
Proben sollten also ungefahr die gleiche Zusammensetzung haben und damit dhnliche NMR-

Spektren liefern.
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Abbildung 19: NMR-Spektrum von MMA gepfropfter, zersetzter Cellulose (Blau) im Vergleich mit MMA
gepfropfter Glucose (Rot). Die Spektren bestatigen die vollstindige Zersetzung der Cellulose und den Erhalt des
PMMA bei den gewéhlten Abbaubedingungen.

Neben einigen Verunreinigungen stimmen beide Proben gut iiberein, sodass die Zersetzung
als vollstandig angenommen werden kann. Die durch die Zersetzung von MMA-gepfropften
Membranen erhaltenen Proben und das mit Glucose polymerisierte PMMA wurden mittels
(GPC) untersucht.
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Abbildung 20: Molmassenverteilung des aus der Zersetzung von MMA-gepfropften Membranen erhaltenen

Polymers. Mn = 2,1- 105 g mol, D = 2,3. Die Molmasse entspricht einem Polymerisationsgrad von 2100.

Fir die mit Glucose gepfropfte Probe (Abbildung 21) ergibt sich eine sehr breite
Molmassenverteilung. Dies ist fiir eine Emulsion zu erwarten, da einige verdnderte
Mechanismen auftreten.6? So sind beispielsweise die Langen zweier sich treffender Ketten
voneinander abhéangig, da beide in der gleichen Mizelle wachsen miissen. In der klassischen
Theorie der Emulsionspolymerisation wird angenommen, dass ein gebildetes Radikal in eine
Monomer-gefiillte Mizelle diffundiert und dort die Polymerisation beginnt. Terminierung
kann nach diesem Modell nur stattfinden, wenn ein zweites Radikal in die gleiche Mizelle
gelangt und dort, nachdem es eine eigene Polymerkette gebildet hat, mit dem bereits

vorhandenen eine Terminierungsreaktion eingeht.
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Abbildung 21: Molmassenverteilung von mit MMA gepfropfter Glucose. Die Reaktionsbedingungen entsprachen
denen der Polymerisation von MMA mit Cer auf Membran. Mn = 3,7 - 105 g mol-1, D = 3,1. Die Molmasse entspricht

einem Polymerisationsgrad von 3700.

Im Falle der Glucose ist ein solcher Mechanismus plausibel. Die Polymerisation auf der
Membranoberfldche kann mit diesem Modell aber nur unzureichend erklart werden. Da die
durch Reaktion von Cer und Cellulose gebildeten Radikale ortsfest sind, konnen sie nicht in
eine Mizelle diffundieren. Stattdessen miisste ein gebildetes Radikal erst einige freie
Monomereinheiten aus der Losung anlagern, um eine ausreichende Mobilitdt zu erhalten.
Zusatzlich miisste ein zweites oberflichengebundenes Monomer ebenfalls in die gleiche
Mizelle hineinwachsen, damit eine Terminierung stattfinden kann. Da Wasser aber ein sehr
schlechtes Losemittel fiir GMA und besonders PGMA ist, wiirde sich gebildetes Polymer sehr
stark knaulen. Ein Kettenwachstum in die Fliissigkeit in die Mizellen hinein, kann also als

sehr unwahrscheinlich angesehen werden kann.
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[

Schema 17: Mdogliche Abldufe der Polymerisation auf Cellulose mit Emulgator. Links: Das auf der Oberfldche

gebildete Radikal lagert freies Monomer an und wéchst in die Mizelle hinein. Dort beschleunigt sich die
Polymerisation aufgrund der hoheren Monomerkonzentration. Terminierung setzt ein, wenn eine zweite Kette in
die Mizelle diffundiert.

Rechts: Eine Mizelle lagert sich an der Oberfliche an und umschlief3t dabei bestehende Radikale, die darauf im
Inneren wachsen. Da mehrere Radikale aufgenommen werden, findet die Terminierung innerhalb der Mizelle

statt.

Ein Wachstum ausschliefilich in der wassrigen Phase ist ebenfalls unwahrscheinlich. Da GMA
sich schlecht in Wasser 16st, wird sich das Monomer bei Zugabe eines Emulgators bevorzugt
in den Mizellen und Losemitteltropfchen befinden. Damit wiirde die GMA-Konzentration in
der wassrigen Phase zusatzlich abgereichert. Nach Gleichung (8) wiirde dies eine deutlich

verlangsamte Polymerisationsgeschwindigkeit bedeuten.

Der Emulgator besteht aus einem Glycerylstearat, dass mit Polyethylenglycol (PEG)
funktionalisiert ist. Dieses kann sich an Celluloseoberflichen anlagern und bildet dabei starke
Wasserstoffbriicken aus.686% Moglicherweise lagern sich also die Mizellen bevorzugt an der
Oberflache an und bedecken dabei die gebildeten Radikale und Cer-Komplexe wie in Schema
17 dargestellt. Durch die grofie Ndhe der Mizellen und ohne die Notwendigkeit fiir das GMA
durch die wiassrige Phase zu diffundieren, kdnnen die wachsenden Ketten so relativ leicht in
die Mizellen eindringen. Da die Mizellen, verglichen mit dem Platzbedarf einer Polymerkette
(siehe unten), sehr grofd sind, wiirden sie sehr wahrscheinlich mehrere wachsende Ketten

bedecken, sodass auch die Terminierung in den Mizellen ungehindert stattfinden kann.
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5.2.2 BESTIMMUNG DER PFROPFDICHTE AUF DER OBERFLACHE

Neben der Kettenldnge stellt auch die Polymerdichte eine wichtige Eigenschaft des Hydrogels
dar. Zum Beispiel sollte eine hohere Dichte zu mehr Bindungskapazitit fithren, ohne die
Permeabilitdt zu beeintrachtigen, da zwar mehr Ladungen auf der Oberflaiche vorhanden
sind, der Porenradius aber bei gleicher Kettenldnge (beziehungsweise gleicher Dicke der

Pfropfschicht) nicht gedndert wird.

Berechnung der Pfropfdichte aus der Molmassenverteilung

In Abbildung 20 wurde die Molmassenverteilung eines Polymers gezeigt, dass nach der
Zersetzung einer Membran isoliert wurde. Bei der Pfropfung dieses PMMAs sollte die gleiche
Menge an Radikalen auf der Cellulose erzeugt werden wie bei der Pfropfung von PGMA, da
dieser Schritt noch nicht das Monomer einschliefdt. Die Initiatoreffektivitit sollte ebenfalls in
beiden Systemen gleich sein, sodass sich eine etwa identische Menge an direkt an die

Oberflache gebundenen Ketten ergeben sollte.

Bei Kenntnis des Massenmittels des oberflichengebundenen Polymers kann unter
Beriicksichtigung des bekannten Pfropfgrades die Anzahl an Ketten auf der Membran
bestimmt werden. Der Pfropfgrad der MMA-gepfropften Membran betrug etwa 15 %, dhnlich
der mit GMA umgesetzten. Das Flachengewicht ist also ebenfalls 1 g m2. Damit ergibt sich
eine Polymermasse pro Quadratmeter Membranoberfliche von 0,15 gm2 Bei einer
Molmasse von 2,1-105gmol! folgt daraus eine Kettendichte von 0,76 pmol m?2,

entsprechend einer Flache von 2,2 nm? pro Polymerkette oder 0,45 Ketten pro nm-2.

Mpolymer __ MMembran * Dg (15)
AMembran AMembran : Mn,Polymer

Wenn, wie oben angenommen, nidherungsweise die gleiche Kettendichte fiir die PGMA
gepfropfte und sulfonierte Membran gilt und etwa der gleiche Pfropfgrad erreicht wird, sollte
auch eine dhnliche mittlere Molmasse resultieren. Da das Natriumsalz des sulfonierten
Monomers schwerer ist als das MMA (246 g mol! statt 100 g mol-!), entspricht dies einem

geringeren Polymerisationsgrad von etwa 820 Monomereinheiten.

Der Wert fiir die Kettendichte stimmt gut mit Werten {iberein, die in der Literatur fiir den
Oberflachenbedarf einer PMMA-Kette mit 1,8 nm2 bis 2 nm? angegeben werden.”0.71 Bei dieser
Berechnung muss allerdings beriicksichtig werden, dass die Oberfliche der Membran in
trockenem Zustand bestimmt wurde. Da die Pfropfung in wassriger Phase stattfindet, kann
die Membranflache moglicherweise durch Quellung gréfier sein als angegeben, wodurch die
Kettendichte geringer sein miisste als oben berechnet. Aufderdem werden bei dieser Methode
mogliche Verunreinigungen in der Membran wie nicht geloste Cer-Reste oder in den Poren

eingeschlossenes Homopolymer nicht beriicksichtigt. Dadurch wiirde eine zu hohe Masse fiir
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das gepfropfte Polymer angenommen und damit ebenfalls eine zu hohe Dichte ermittelt.
Dennoch sollten die Auswirkungen dieser Fehlerquellen auf das Ergebnis nicht grof3 sein. Fiir
ein Auftreten starker Quellung muss die fliissige Phase ein geeignetes Losungsmittel fiir das
gleiche Polymer im unvernetzten Zustand sein, was bei Cellulose und Wasser nicht gegeben
ist. Verunreinigungen in grofderer Menge, die den Pfropfgrad erhohen konnten, sollten nach
der Zersetzung der Membran und der Isolierung des Polymers im Zuge der Aufreinigung
entfernt worden sein. Die erhaltenen Ausbeuten waren aber in guter Ubereinstimmung mit
den aus den Pfropfgraden ermittelten Polymermassen, sodass auch hier keine grofde

Abweichung zu erwarten ist.

Im Inneren der Membran gebildetes freies Polymer konnte allerdings trotz ausgiebigem
Spiilen der Membran in den Poren zuriickbleiben, wenn es im Zuge der Polymerisation zu
Verschlaufungen des PMMA mit der Membranstruktur kommt. Dadurch wiirde die
Pfropfmasse zunehmen, sodass eine zu hohe Dichte bestimmt wiirde. Gleichzeitig wiirde sich
dieses Polymer bei der Zersetzung und Isolierung gleich dem Pfropfpolymer verhalten, also

nicht bei der Aufarbeitung abgetrennt werden.

Bestimmung der Pfropfdichte auf einem nicht-porésen Material

Zur weitergehenden Untersuchung wurde GMA mit Cer auf Cellophan gepfropft. Cellophan ist
eine nicht-porose Folie aus regenerierter Cellulose, die beispielsweise fiir
Verpackungsmaterialien genutzt wird. Chemisch entspricht sie also den Cellulosemembranen
unter Vernachlassigung des Vlieses. Da dieses aber ohnehin an den Reaktionen nicht
teilnimmt, sollte eine identische Pfropfungsreaktion stattfinden. Die Folie wurde analog zur
Umsetzung der Membranen durch Impragnierung umgesetzt. Da das Material nicht poros ist,
besitzt es eine wesentlich kleinere Oberflache, sodass weniger Polymer pro Masse gebildet
werden kann. Daher wird auf die Bestimmung des Pfropfgrades verzichtet. Stattdessen
erlaubt die glatte Oberfliche eine Untersuchung des Materials mittels

Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy, AFM), wie in Abbildung 22 gezeigt.

Die AFM-Aufnahmen belegen eine deutliche Verinderung der Oberfliche durch den
Pfropfungsprozess. Um auszuschlief3en, dass es sich um andere Effekte als die Bildung von
Pfropfpolymer handelt, wurden Cellophanproben unterschiedlichen Kombinationen der
eingesetzten Chemikalien ausgesetzt. Dabei zeigte sich keine entsprechende Veranderung der
Oberflache. Erst unter vollstandigen Pfropfbedingungen, also unter Anwesenheit von Cer!V

und Monomer, wurde eine Anderung beobachtet.

Zusatzlich zu der unten dargestellten topographischen Abbildung liefert das AFM auch
Informationen iiber weitere Oberflicheneigenschaften, wie beispielsweise die Harte des

Materials, in Abbildung 23 ausgedriickt als Derjargin-Muller-Toporov (DMT)-Modul
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(logarithmiert).”2 Die Daten zeigen, dass durch die Pfropfung weichere Bereiche auf der
Oberflache gebildet werden, die deckungsgleich mit den Erhebungen sind. Ohne auf eine
quantitative Auswertung zuriickzugreifen, kann gefolgert werden, dass es sich bei diesen
Punkten um ein von der Cellulose abweichendes Material handelt, vermutlich gepfropftes
PGMA.

5um 5um

Abbildung 22: AFM-Aufnahmen der Cellophanoberflache. Links das Ausgangsmaterial ohne Umsetzung, rechts
nach Umsetzung unter Pfropfbedingungen. Die Anderung der Oberflichenstruktur wird auf gepfropftes Polymer

zuriickgefiihrt.
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Abbildung 23: Abbildung der log(DMT)-Werte der Proben von Abbildung 22. Links das Ausgangsmaterial, rechts
das gepfropfte Cellophan. Die DMT-Moduln der Probe deuten darauf hin, dass sich ein weicheres Material auf der

Oberflache gebildet hat.
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Mit Hilfe des Programms NanoScope Analysis’3 wurde die prozentuale Oberflichenbelegung
durch das Pfropfpolymer bestimmt. Dafiir konnten allerdings nicht die Daten der
Topographie verwendet werden, da der Algorithmus lediglich Erhohungen tber einem
gewissen Grenzwert verwendet. Da das Cellophan aber keine vollstindig glatte, sondern eine
leicht gewellte Oberfliche hat, fithren diese Daten zu fehlerhaften Belegungsgraden, da
Punkte, die in Talern der Uberstruktur liegen, nicht oder nicht vollstindig gezahlt werden,

wie in Abbildung 24 gezeigt.

Abbildung 24: Fehlerquelle bei der Bestimmung der Belegung anhand der Topographie. Der Algorithmus
registriert alle Erhebungen iiber einem gewissen Grenzwert (gepunktete blaue Linie). Da das Cellophan im sub-
mikroskopischen Mafstab gewellt ist, wird nur ein Teil der Partikel korrekt erfasst (blau), tiefer liegende werden

vernachléssigt oder Teile der Oberflache werden mit ausgewertet (rot hervorgehoben).

Im Gegensatz dazu zeigt der DMT-Modul nur geringe Abweichungen im Ausgangsmaterial,
sodass sich dieser besser fiir die Auswertung eignet. Hier ergibt sich eine
Oberflachenbelegung von 12 %. Dieser Wert erscheint relativ klein zu sein, verglichen mit

den Ergebnissen der Berechnung der Dichte aus der Molmasse des PMMA.

S5 pm

Abbildung 25: Bestimmung der Oberflichenbelegung anhand der Messung des DMT-Moduls. Gezahlt wurden alle

blauen Pixel. Damit ergab sich eine Oberflachenbelegung von 12 %.
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Berechnet wurde eine Polymerdichte, die in einem Bereich liegt, der gemeinhin als
Vollbelegung angesehen wird. Um iibereinstimmende Ergebnisse zu liefern, miissten die
Polymere auf der Cellophanflache sehr dicht gepackt sein, damit trotz gleicher Gesamtmenge

88 % freie Oberflache, wie mittels AFM bestimmt, vorliegen konnte.

Wahrscheinlicher ist, dass der Pfropfungsprozess auf Cellophan nicht reprasentativ fiir die
Pfropfung auf Membranen ist. Eine Ursache ist vermutlich die Menge an Fliissigkeit, die die
Proben jeweils bei der Impragnierung aufnehmen kénnen. Im Gegensatz zum Cellophan ist
die Cellulose ein pordses Material, sodass beim Eintauchen in die Emulsion ein grofdes
Volumen in der Porenstruktur zur Verfligung steht. Damit befinden sich auch nach dem
Entfernen aus der Reaktionsmischung noch signifikante Mengen an Monomer und Cer in der
Membran. Dagegen ist die Cellophanoberflache glatt, sodass sie keine zusatzliche Emulsion
aufnehmen kann. Auflerdem verdunstet das Losungsmittel im Schutzgasstrom schneller als

im Inneren der Membran, wodurch die Umsetzung friither beendet wird.

In Kombination liefern beide Experimente also einen Maximal- und einen Minimalwert fiir
die Oberflichenbelegung der Membran mit Polymer. Sie sollte zwischen 12 % und
vollstindiger Belegung sein. Der tatsachliche Wert wird ndher an der oberen Grenze
angenommen, da die Fehlerquellen bei der Berechnung, wie Verunreinigungen oder
Quellung, weniger Auswirkung auf das Ergebnis haben sollten als die geringere Mitnahme an
Reaktionsmedium durch das Cellophan. Verschlauftes, nicht kovalent gebundenes Polymer
konnte zwar bei langerer Spiilung der Membran eventuell ausgewaschen werden, erh6ht
aber dennoch die Menge an Polymer, die sich in der Membran befindet und im Falle des GMA

die Menge, die fiir Wechselwirkungen zur Verfiigung steht.

Da GMA auflerdem wahrend der Polymerisation anteilig vernetzt wird, waren solche in
Losung gebildeten Polymere wahrscheinlich ebenfalls kovalent an die Oberflache gebunden,

sodass eine Unterscheidung nicht mehr sinnvoll ist.

Untersuchung der Polymerdichte anhand von Oligosacchariden

Wie in 4.2.3 dargestellt, sollte die Endgruppe eines Cellulosemolekiils am anomeren Zentrum
iiber 300 mal reaktiver sein als an den C;-C3-Diolen Da die Endgruppen nur einen minimalen
Anteil an der Cellulose haben, kdnnte eine stark eingeschrankte Reaktivitit entlang der Kette
negative Auswirkungen auf die Menge an Polymer haben und es ware notig, moglichst
kurzkettige Cellulosemolekiile einzusetzen um mehr Pfropfpolymer zu bilden. Aufierdem
ergdbe sich eine ungleichméafiige Verteilung der Pfropfung, da bevorzugt dort Wachstum
stattfinden wiirde, wo Endgruppen vorhanden sind, wohingegen andere Bereiche ohne

anomere Zentren eine Verarmung an Polymer zeigen wiirden.
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HO OH

HO
Schema 18: B-Cyclodextrin, cyclische Verbindung aus sieben Glucosemolekiilen, verbunden tiber [3-1,4-

glycosidische Bindungen.

Dies wurde durch Polymerisation von MMA mit Cer auf PB-Cyclodextrin (Schema 18)
iiberpriift. Dabei wurde Polymer mit einer Masse von M, = 2,00 - 105 g mol! in vergleichbarer
Ausbeute wie mit Glucose erhalten, sodass bestitigt ist, dass auch voéllig ohne das
Vorhandensein der freien reaktiven Hydroxy-Funktion des anomeren Zentrums am Ende

einer Cellulosekette die Polymerisation stattfinden kann.

OH

Schema 19: Cellobiose, das Dimere der Glucose und analoges Bindungsmotiv zur Cellulose.

Zusatzlich wurde durch Pfropfung auf Cellobiose die Polymerbildung auf der
Membranoberfliche weiter untersucht. Cellobiose ist das Dimere der Glucose und entspricht
zwei  Wiederholeinheiten der Cellulose bei gleicher Verknilipfung {ber eine

B-1,4-glykosidische Bindung.

Das Disaccharid wurde dabei unter analogen Bedingungen umgesetzt wie zuvor die Glucose.
Dabei wurde ein Polymer gebildet, das mittels GPC charakterisiert wurde. Anschlief3end
wurde dieses Polymer auf die gleiche Weise zersetzt wie die MMA-gepfropfte Membran unter
5.2.1. Allerdings wurde bei der Neutralisation zu viel Base zugegeben. Dies flihrte vermutlich
zu einer teilweisen Hydrolyse der Methylester des PMMA, wodurch sich ein anderer
hydrodynamischer Radius in der GPC ergab. Im Ergebnis vergrofierte sich dadurch scheinbar
die Molmasse des Polymers wahrend der Zersetzung. Durch eine anschliefiende
Methylierung mit 3-Methyl-1-(p-tolyl)-triazen’+ konnte dies aber behoben werden, wie durch
NMR-Spektroskopie bestiatigt werden konnte. Die von dieser Probe erhaltene
Molmassenverteilung (Abbildung 26) zeigt nunmehr eine Abnahme der mittleren Molmasse

und eine Verringerung der Dispersitat.
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Gepfropfte Cellobiose
|—— Umgesetzt mit HCI

Anschlieltend Methyliert
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Abbildung 26: Normierte Molmassenverteilung von MMA-gepfropfter Cellobiose (Schwarz, Mn = 7,16-105g mol-L,
b =1,79), mit Salzsaure umgesetzter Probe (Rot Mn=8,53-105g mol!, D = 1,99) sowie anschlieffend methylierter
Probe (Blau Mn = 4,80-105 g mol-, D = 1,58). Wahrend der Aufarbeitung wurde das PMMA teilweise hydrolysiert,
wodurch die Kalibration der GPC nicht korrekt war. Nach Methylierung verringerte sich die Molmasse

entsprechend den Erwartungen.

Durch die Verkleinerung der Molmasse durch die Spaltung der Cellobiose konnte gezeigt
werden, dass bei der Polymerisation an Glucose-Derivaten mit Cer!V das Kettenwachstum an
direkt benachbarten Monomereinheiten stattfinden kann. Dass die Molmasse nach der
Zersetzung und Methylierung nicht halbiert wird, wie bei einer symmetrischen Pfropfung zu
erwarten, kann dadurch erklart werden, dass nur ein Teil der Cellobiose zweifach gepfropft
wurde. Wie in Schema 20 dargestellt, andert sich die mittlere molare Masse eines Polymers,
bei dem nur eine der beiden Glucose-Einheiten eine Kette tragt, durch die Spaltung nur
unwesentlich. Da vermutlich beide Spezies vorlagen, verringert sich die Molmasse also

weniger stark, in diesem Fall auf etwa 67 % der Ausgangsmasse.

Da die doppelt gepfropften Cellobiosen Polymeren von groéfierer Molmasse entsprechen,
bewirkt eine Spaltung eine Verringerung der ldngeren Ketten wahrend die kiirzeren, einfach

gepfropften unverdndert bleiben. Damit verringert sich die Dispersitat D.
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(PMMA) (PMMA)
a) Glu—GhlJ — Glu + G|L|J
(PMMA) (PMMA)
Mges = 2 (Mpuma + Maiucose) Mges = Memma * Mciucose
(PMMA) (PMMA)
b) Glu—Glll,l — Glu + Gulj
Mges = Mpyma + 2 Mgjucose Mges = Mpyma + Maiycose

Schema 20: Zersetzung von mit MMA gepfropfter Cellobiose. a) Beide Seiten gepfropft, mittlere molare Masse wird

durch Spaltung halbiert. b) Nur eine Seite gepfropft, mittlere molare Masse andert sich nur geringfiigig.

Bei diesen und anderen Experimenten wurden sehr niedrige Dispersititen von D < 2,0
erreicht, was der theoretische Minimalwert fiir eine freie radikalische Polymerisation ist, bei
der beide Terminierungsmechanismen - Kombination und Disproportionierung - auftreten.’
Ublicherweise sind fiir Emulsionspolymerisationen sogar hohere Werte zu erwarten.s” Eine
mogliche Erklarung wére, dass nur Kombinationsreaktionen auftreten, wodurch der
theoretische Wert auf b > 1,5 fallen wiirde. Allerdings ist es wenig wahrscheinlich, dass ein
Terminierungsmechanismus komplett unterdriickt wird, insbesondere da die

Disproportionierung bei MMA der héufigere der beiden Mechanismen ist.”>

In Emulsionen miissen andere Reaktionsbedingungen beriicksichtigt werden als in Losungen.
Es wird angenommen, dass die Polymerisation in den Mizellen stattfindet, solange ein
einzelnes Radikal darin enthalten ist. Wenn ein zweites Radikal in die gleiche Mizelle gelangt,
tritt Terminierung auf. Wenn diese Reaktion sehr schnell nach dem Eintritt des zweiten
Radikals erfolgt, hat dieses nur wenig Zeit Monomer anzulagern und erzeugt dem
entsprechend nur eine kurze Kette. Bei der Terminierung durch Disproportionierung wiirden
dadurch also Ketten mit sehr niedrigem Polymerisationsgrad entstehen, die entweder in der
GPC-Auswertung nicht als Polymer erkannt werden oder bei der Aufarbeitung nicht mit dem

Polymer isoliert wurden.”¢

5.2.3 UNTERSUCHUNG DER VERNETZUNG DES HYDROGELS

Wie bereits in Kapitel 5.2.1 erwédhnt, scheint das GMA wahrend der Pfropfung eine
Vernetzungsreaktion einzugehen. Als Hinweis wurde dort gewertet, dass nach
unterschiedlichen Versuchen zur Zersetzung der Membran kein Polymer isoliert werden
konnte. Unterstiitzt wird dies, da unter ansonsten gleichen Bedingungen mit MMA, das keine

Vernetzung eingehen kann, sehr wohl Polymer gefunden wurde.
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Auch Versuche, Glucose oder Cellobiose mit GMA zu pfropfen, lieferten ausschliefdlich einen
unloslichen, stark gequollenen Feststoff. Reis et al. konnten zeigen, dass GMA unter sauren
Bedingungen mit den Hydroxyfunktionen eines Polyvinylacetats unter Ringoffnung reagieren
kann.”” Generell sind Epoxide aufgrund ihrer Ringspannung durch nukleophile Substitution
leicht angreifbar. Das dabei gebildete Alkoholatanion kann dann wiederum ein weiteres
Epoxid angreifen, wodurch eine Polymerisation stattfinden kann,”® auch wenn im Sauren eine
schnelle Protonierung wahrscheinlicher ist. Zusitzlich kann die Epoxid-Offnung durch Cer!V
katalysiert werden, was zu einer Hydrolyse fithrt.7? Dabei bildet sich ein 1,2-Diol, der
wiederum von Cer!V-lonen angegriffen werden kann. Dabei bildet sich analog zur Reaktion

auf der Cellulose ein Radikal, sodass eine Verzweigung der Kette stattfindet.

Auch wenn beide in Schema 21 dargestellten Reaktionen nicht bevorzugt sind, reicht schon
ein sehr geringer Anteil an verkniipften Monomeren in einer Kette, damit sich ein Netzwerk
bildet.

? o) 0, Q> o S
e AN
Nu Nu R
b) Ce(IlV)
O Hz0" OH Ce(IV) OH

—_— /—<_ —_—
R R OH R
Schema 21: Mégliche Vernetzungsreaktionen des Monomers GMA. a) Nucleophiler Angriff auf das Epoxid: Durch

die Ringspannung wird die Bildung eines Alkoholatanions begiinstigt. Dies kann wiederum als Nucleophil wirken.

b) Cer-katalysierte Hydrolyse fiihrt zur Bildung eines 1,2-Diols, das mit CerlV wie in Schema 8 Radikale bildet.

Zur Uberpriifung dieser Vermutung wurde (tert-Butoxymethyl)oxiran statt des GMA unter
Pfropfbedingungen mit Glucose umgesetzt. Die Verbindung ist nicht in der Lage, radikalisch
zu polymerisieren und die sterisch sehr anspruchsvolle tert-Butyl-Gruppe sollte auch
Polymerisation iiber das Epoxid erschweren. Nach Ende der Reaktionszeit von 20 Minuten
konnte durch NMR und ESI-MS (Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie) die Bildung

der hydrolysierten Spezies bestatigt werden.
0
XO \/Q

Schema 22: Modellverbindung zur Epoxidéffnung: (tert-Butoxymethyl)oxiran.
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Im Massenspektrum tritt ausschliefdlich die geodffnete Form des Epoxids auf. Dies ist
allerdings vermutlich auf die bessere lonisierbarkeit und damit Detektierbarkeit des Diols
zuriickzufiihren. Eine vollstindige Hydrolyse des Epoxids kann ausgeschlossen werden, da
dann bei GMA keine Sulfonierung mehr moéglich ware. Aus dem Pfropfgrad, dem Gewicht je
Flache und der ionischen Kapazitiat kann geschlossen werden, dass maximal etwa 45 % der

Epoxide nicht sulfoniert werden.

Cionisch — Cionisch — 2’6 |J_m01/Cm-2 =~ (045 (16)
MMonomer  Mytembran * Dg Mgya™! 8mg/cm?-0,15-246 g/mol ~

Dabei ist die Monomermenge Nuonomer Und die Masse der Membran muembran jeweils auf eine

Flache von 1 cm? bezogen.

Da vollstindige Umsetzung ausgeschlossen wird, wird die ESI-MS-Messung lediglich als
qualitative Bestatigung der Ring6ffnung angesehen und keine Aussage daraus auf den Anteil

der gedffneten Form abgeleitet.
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Abbildung 27: Positives ESI-Massenspektrum des umgesetzten (tert-Butoxymethyl)oxirans. Lediglich die
geoffnete Form wurde nachgewiesen. 171,1 ist der Molekiilionenpeak mit Natriumion, 319,2 ein Dimer, ebenfalls

mit Natrium.

Im NMR-Spektrum tiberlagern sich die Signale des Molekiils mit intaktem Epoxid und die der
geoffneten Form. Durch Auswertung der Integrale ist es dennoch moglich, eine relative
Konzentration zu bestimmen. Die Zuordnung der Signale erfolgte dabei analog zur

Literatur.8® Das Integral des Signals der tert-Butylgruppe bei 1,04 ppm liefert ein Integral von
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10,73 bei Kalibration auf das nur in der Ausgangsverbindung vorkommende Signal 3. Anhand
der Strukturformel wird ein Wert von 9 erwartet, sodass sich eine Differenz von 1,73 ergibt.
Da die tert-Butylgruppe sowohl im Edukt als auch in der hydrolysierten Form dieses Signal
zeigen sollte, entspricht diese Differenz dem Integral der 9 Wasserstoffatome der gedffneten
Spezies, also 0,19 Aquivalenten. Dies entspricht einer Zusammensetzung der Probe von

geschlossenem zu geodffnetem Epoxid von 1:0,19 oder einem Anteil an Ring6ffnung von 16 %.

Genauso kann der Anteil iber das Integral der Protonen an C3‘- C6‘ von 3,45 - 3,70 ppm
berechnet werden. Hier ergibt sich ein Wert von 0,55 flir das Integral iiber insgesamt fiinf
Wasserstoffatome, entsprechend 0,11 Aquivalenten an geoffneter Spezies. Das Verhéltnis von

Epoxid- zu Diolform ist also 1:0,11, was einem Anteil von 10 % entspricht.

AN

_ — — - —
CHs 1+1'
2 o O——CH,
, CHs
*Ho O——CH,
| CHy
Ho—3'" 2° 1

T T

8 8 g 3

3.2 2.8 2.4 2.0 1.6 1.2 0.8 0.4 0.0
Verschiebung/ppm

Abbildung 28: NMR-Spektrum des umgesetzten (tert-Butoxymethyl)oxirans. Der Peak bei 1,04 ppm entspricht den
Protonen der tert-Butylgruppe. Aufgrund der hohen Intensitdt wurde das Signal abgeschnitten. Durch Vergleich
der Signale bei 1,04 ppm und 2,94 ppm oder 3,45 - 3,70 ppm und 2,94 ppm errechnet sich ein Hydrolysegrad von
ca. 15 % bzw. 10 %.

Im Mittel aus beiden Werten ergibt sich ein Hydrolysegrad von 13 %. Wenn dieser Wert
reprasentativ fir das PGMA ist und von diesen nur ein Hundertstel zur Vernetzung zweier
Ketten fiihrt, ergdben sich bei einem Polymerisationsgrad von ungefahr 800, wie auf Seite 46
diskutiert, bereits mehr als eine Verkniipfungen pro Kette, was fiir die Bildung einer
vernetzten Spezies ausreicht. Daher ist die Annahme, dass das Polymer bereits wahrend der

Pfropfung vernetzt wird plausibel und das Erhalten eines ldslichen Polymers nicht méglich.
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Eine weitere Folge der Vernetzung ist, dass eine Bestimmung der Molmasse des
Pfropfpolymers prinzipiell nicht moglich ist. Durch auftretende Verkniipfungen konnen keine
einzelnen Ketten mehr definiert werden, stattdessen muss das gesamte Netzwerk betrachtet
werden. Eine Ubertragung des Radikals auf das Monomer kann aufRerdem zur Bildung von
freiem, Polymer fithren. Durch Vernetzung mit gepfropften Ketten kann dieses ebenfalls an
die Oberfldche gebunden werden, sodass auch eine grofiere Dicke der Pfropfschicht erreicht

werden kann, als durch die reine kinetische Kettenldnge moglich ware.

5.3 DER EINFLUSS DER EMULSION AUF DIE MEMBRANEIGENSCHAFTEN

Wie schon bei der Betrachtung der Kettenldnge und Dispersitit unter 5.2.1 erldutert,
bedeutet die Verwendung einer Emulsion eine erheblich hohere Komplexitat der zugrunde
liegenden Mechanismen. Zusatzlich dazu ist bei der Verwendung einer Emulsion und eines
mikroporosen Materials die Poren- und Tropfchengrofie zu berticksichtigen. Beide sind hier
in etwa gleich, der erwartete Durchmesser der Monomertropfchen liegt bei bis zu 5 pm, der

Porendurchmesser bei etwa 3 - 5 um.

5.3.1 EINFLUSS DER PARTIKELGROBE AUF DIE MEMBRANEIGENSCHAFTEN

Da die Grofde der Monomertropfchen in einer Emulsionspolymerisation etwa gleich der
Porengrofde der Membran ist, ist es fraglich, ob die Monomertropfchen in die Poren
eindringen koénnen oder ob eine Filtration der Emulsion stattfindet, sodass die zusatzliche

Monomermenge nicht zur Verfiigung steht.

Durch Messungen der Partikelgréfie der Emulsion mittels dynamischer Lichtstreuung
(Dynamic Light Scattering, DLS) konnte der Durchmesser der groferen Partikel auf 3 - 6 um
bestimmt werden. Da aber auch eine durch einen 0,2 pm-Spritzenfilter filtrierte Emulsion
nach ungefahr sieben Minuten im Rahmen der Messgenauigkeit die gleiche Verteilung zeigt,
kann davon ausgegangen werden, dass durch das pordse Material kein Grofienausschluss
erfolgt, sondern sich die Monomertropfchen auflésen. Wiirden sich die flexiblen Tropfchen
lediglich verformen, sollte sich direkt nach der Filtration die gleiche Partikelverteilung
ergeben. Da die Einstellung der Verteilung allerdings zeitverzogert auftritt, 16sen sich die
grofden Partikel vermutlich beim Durchstromen der Poren auf und bilden sich danach wieder
neu. Dies erklart auch, warum die Mizellengréfie direkt nach der Filtration grofier ist und
dann abnimmt. Wenn die Monomertropfchen zerstort werden, erh6ht sich die Konzentration
an Monomer in der wassrigen Phase, die Mizellen nehmen mehr Monomer auf und

vergrofdern sich. Wenn sich wieder Tropfchen bilden, sinkt die Konzentration, die Mizellen
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5 Aufklarung der Cer basierten Pfropfung auf mikropordsen Oberflachen

geben Monomer ab und ndhern sich wieder ihrem thermodynamisch stabileren Durchmesser
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Abbildung 29: Partikelgrofen der Emulsionen. Rot: Standardemulsion fiir die Pfropfung mit GMA in
Wasser/Emulgator. Schwarz: Filtrat direkt nach der Filtration durch einen 0,2 pm Polyethersulfon-Filter. Blau:

Filtrat 20 Minuten nach Filtration.

Um die Annahme, die Filtration habe keinen Einfluss auf die Emulsion, zu iiberpriifen,
wurden Membranen mit der Emulsion vor und direkt nach der Filtration gepfropft. Dabei
zeigte sich, dass die Proben in allen Messgrofien (Pfropfgrad, Permeabilitit fiir Wasser und

Puffer sowie Kapazitit fiir lonen und Proteine) libereinstimmen, wie in Tabelle 2 gezeigt.

Tabelle 2: Vergleich der Membranen aus Pfropfung mit filtrierter und nicht-filtrierter Emulsion. Jeweils gemittelt

aus vier Einzelwerten mit Angabe der Standartabweichung.

D¢ Vwasser Vpuffer Clonisch CLysozym Cy-Globulin

% ml min! cm2 bar! pumol cm-2 mg cm-2
Blindprobe 13+1 260+20 290£10 2,2+0,1 0,41+0,03 0,33+0,03
Filtrierte Probe 131 240+20 280+10 2,2+0,2 0,35+0,03 0,33+0,03

Um auch eine strukturelle Verdnderung der Membran auszuschlief3en, beispielsweise durch
eine andere Verteilung des Pfropfpolymers in den Poren, wurden auch die dynamischen
Kapazitaten der Proben bestimmt. Auch hier stimmten die Proben miteinander iiberein, wie

in Abbildung 30 gezeigt.
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5 Aufklarung der Cer basierten Pfropfung auf mikropordsen Oberflachen

Es konnte durch die bisherigen Experimente noch nicht widerlegt werden, dass die
Monomertropfchen bei der Filtration zuriickgehalten werden. In diesem Fall miissten sich die
grofieren Partikel formen, indem sich einzelne Mizellen zu gréfReren Tropfchen vereinen oder
so viel Monomer aus der Losung aufnehmen, dass sie auf die entsprechende Grofde
anschwellen. Dann allerdings miisste die Monomerkonzentration durch die Filtration stark

verringert werden, da die Tropfchen die Mehrheit an Monomer beinhalten.
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Abbildung 30: Messung der Dynamischen Kapazitat fiir Lysozym der filtrierten und der nicht-filtrierten Probe. Im

Rahmen der Messgenauigkeit zeigen beide Membranen das gleiche dynamische Verhalten.

Um dies zu liberpriifen wurde zusatzlich die Monomerkonzentration der Blindprobe und der
Probe nach der Filtration verglichen, indem ein Initiator zugegeben und die resultierende
Polymermenge gravimetrisch bestimmt wurde. Es wurde festgestellt, dass durch die
Filtration kein Verlust an Monomer zu beobachten ist. Dies unterstiitzt die Annahme, dass

sich die Monomertropfchen auflésen und danach neu bilden.

Allgemein erschwert die Verwendung einer Emulsion die Polymerisation gegeniiber dem
Arbeiten in Losung. Da nach der Polymerisation noch immer Emulgator vorhanden ist, wird
das Isolieren des Polymers durch Ausschiitteln oder Fallen erschwert. Zusatzlich kénnen die
klassischen Modelle, wie die ungefihre Vorhersage der zu erwartenden Molmasse aus der
Monomer- und Initiatorkonzentration nach (10), nicht uneingeschrankt verwendet werden,

da sich die Initiierungs- und Terminierungsschritte dndern.
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5 Aufklarung der Cer basierten Pfropfung auf mikropordsen Oberflachen

Zu bertcksichtigen ist neben den eingesetzten Konzentrationen auch die Anzahl und Grofde
der Mizellen der Emulsion, da die Diffusion eines zweiten Radikals in eine Mizelle mit bereits
wachsender Kette der limitierende Schritt der Terminierung ist. Menge und Volumen der
Mizellen sind allerdings nicht nur abhangig von den Konzentrationen der einzelnen Phasen
und des Emulgators, sondern auch von der Temperatur der Mischung, dem Druck und der Art
der Durchmischung, beispielsweise der Rotationsgeschwindigkeit bei Rithrwerken oder der

Frequenz bei der Verwendung von Ultraschall zur Erzeugung der Emulsion.81.82

Dies alles verkompliziert die  Arbeit mit Emulsionen und kann bei
Emulsionspolymerisationen zu starker Verbreiterung oder Schwankungen der Molmasse bei
ansonsten sehr dhnlichen Bedingungen fiihren. Allerdings ist aufgrund der geringen
Loslichkeit des GMA in Wasser bei dieser Reaktionsfiihrung ein Emulgator zwingend

notwendig.

5.3.2 EINFLUSS DER VERWENDUNG EINES ORGANISCHEN LOSEMITTELS AUF DIE
MEMBRANEIGENSCHAFTEN

Um eine Polymerisation bei gleichen Konzentrationen an Monomer und Cer-Salz zu
ermoglichen, aber den Emulgator zu vermeiden, wurde eine Pfropfung in einem
Isopropanol/Wasser-Gemisch durchgefiihrt. Aufgrund der schlechten Loslichkeit des Cers in
vielen organischen Medien wurde ein Anteil von 40 vol-% Wasser gewahlt. Diese Mischung

erlaubte gleichzeitig die vollstindige Losung des Cersulfats und des GMAs.

Nach Umsetzung mit dieser Losung wurden die erhaltenen Membranen charakterisiert und
die Ergebnisse mit den Eigenschaften einer mit Emulsion hergestellten Membran verglichen
(Abbildung 31). Die Membranen zeigten gegeniiber dem Standardmaterial eine verringerte
Kapazitit bei besseren Permeabilititen. Zu beriicksichtigen ist, dass das Kapazitits-
Permeabilitdts-Verhéltnis der ohne Emulsion umgesetzten Membranen besser ist. Durch

Verwendung mehrerer Membranlagen wiirden sich also bessere Ergebnisse erzielen lassen.

Von besonderem Interesse ist, dass das Verhéltnis von Permeabilitéit fiir Wasser und Puffer
bei den in Isopropanol gepfropften sich nur wenig unterscheidet. In Kombination mit der
niedrigeren ionischen Kapazitat und Proteinbindung deutet dies auf eine geringere Menge an
Polymer hin und zuséatzlich auf eine stirkere Vernetzung des Materials, wodurch das

Hydrogel weniger stark quellen kann.
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I Mit Isopropanol/Wasser
gepfropfte Membran
I Mit Emulsion gepfropfte Membran
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Abbildung 31: Vergleich der Eigenschaften einer in Isopropanol/Wasser gepfropften Membran mit einer in
Emulsion hergestellter. Bemerkenswert an den mit Isopropanol hergestellten Membranen ist die hohe
Permeabilitdt, der geringe Unterschied zwischen den Werten fiir Wasser und Puffer und der Unterschied der

Bindungskapazitdten der beiden Proteine.

Die Abnahme des Bindungsvermoégens ist allerdings nicht fiir alle Bindungspartner
gleichmifig. Bezogen auf die Anderung der ionischen Kapazitit nimmt die Kapazitit fiir
Lysozym besonders stark ab, wiahrend sich die fiir y-Globulin nur wenig verandert. Dies fiihrt
dazu, dass bezogen auf die Masse mehr von dem gréferen Protein gebunden werden kann als
von dem Kkleineren, was ein sehr unerwartetes Ergebnis ist, da iiblicherweise das Lysozym

mindestens genauso gut oder deutlich besser bindet als das grofiere.

Eine mogliche Erklarung ware eine schmalere Verteilung der Kettenldngen der gebundenen
Polymere. Obwohl das Hydrogel stark vernetzt sein sollte, sollten dennoch an der Oberflache
einzelne Stringe, die jeweiligen Kettenenden, herausragen. Bei ungleichmafdiger Verteilung
entstehen dadurch fiir das gréfiere Globulin mehr unzugéangliche Bereich als fiir das Lysozym,
wodurch mehr von letzterem gebunden werden kann. Bei einer homogeneren Verteilung der
Lange der isolierten Enden, wie sie bei hoherer Vernetzung und ohne Emulsion eintreten

sollte, ware der Ausschluss entsprechend weniger stark.
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5 Aufklarung der Cer basierten Pfropfung auf mikropordsen Oberflachen

v-Globulin
y-Globulin -_Globulin

Schema 23: Darstellung der Bindung auf unterschiedlich homogenen Oberflachen. Das grofiere Protein hat keinen
Bindungsvorteil bei geringerer Homogenitit der Pfropfschicht. Beim Lysozym dagegen werden weitere

Bindungsstellen zuganglich.

Aufgrund ihrer unterschiedlichen Massen belegen beide Proteine auch unterschiedlich grofie
Flachen auf der Oberfldche. Bei Annahme einer Kugelform fiir die Biomolekiile dndert sich
das Volumen naherungsweise proportional mit der Masse des Proteins.838¢ Dagegen
verandert sich die Projektionsflache, entsprechend einer Kreisfliche mit gleichem Radius, mit
m?2/3, Insgesamt nimmt die Kapazitit fiir beide Proteine ab, da kein Eindringen in tiefere
Schichten mehr moglich ist. Da sich aber die Massen der Proteine stark unterscheiden (ca.
150 kDa Globulin, 14,3 kDa Lysozym), kann von y-Globulin mehr gebunden werden, wenn

beiden Proteinen gleich viel Flache zur Verfiigung steht.

Unter Beriicksichtigung der Menge an gebundenem Protein, wie spater bei der Diskussion
der Bindung in Abschnitt 7.1 erlautert, ist diese Begriindung allerdings nicht
zufriedenstellend. Dort wird gezeigt, dass, wenn die Oberflache vollstindig belegt ist, etwa 75
Proteine iibereinander angeordnet sein miissen, um eine Bindungskapazitit von

1 mg Lysozym pro cm? zu erreichen.

Eine Bindung wie in Schema 23 ist also nicht realistisch. Eine plausiblere Erklarung ist, dass
sich eine wesentlich geringere Polymerdichte einstellt. Wenn zwischen einzelnen Ketten so
viel Abstand ist, dass zwischen den gebunden Proteinen noch immer relativ viel der
Oberflache unbelegt bleibt, ergibt sich fiir grofiere Proteine eine hohere Kapazitit. Die
Projektionsflache ist dann nicht mehr von Bedeutung, da immer ausreichend Platz vorhanden
ist. Limitierend wirken die Anzahl und die Linge der Polymerketten, entlang derer sich die

Proteine anordnen, wie in Schema 24 dargestellt.

Da bei der angenommenen Kugelform der Radius bzw. der Durchmesser proportional zu m1/3
ist, werden bei gleicher zur Bindung zur Verfiigung stehender Kettenldnge zwar mehr der

kleinen Proteine gebunden, allerdings ist ihre Gesamtmasse kleiner als die der gréf3eren.
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Schema 24: Alternative Bindung von Proteinen nach der Pfropfung mit Isopropanol. Eine geringere Pfropfdichte

verringert die mogliche Kapazitat fiir kleinere Proteine starker als fiir grof3ere.

Die Ursache der verringerten Polymerbildung kénnte dabei eine Reaktion des Cer!V-Salzes
mit dem Isopropanol sein. Es ist bekannt, dass diese beiden Komponenten gemeinsam
radikalische Polymerisationen initileren koénnen.5 Durch diese Reaktion wird
moglicherweise ein grofder Teil des Cers verbraucht, sodass fiir die Initilerung auf der
Oberfliche nur noch ein Bruchteil der Konzentration zur Verfiigung steht wie bei der

Pfropfung mit Emulsion.

Das durch Reaktion von Isopropanol und Cer gebildete Polymer diirfte dabei allerdings nicht
zu Vernetzung neigen, da es dann nicht ausgewaschen werden kénnte und die Poren der

Membran dann durch das zusatzliche Polymer wesentlich starker verblockt sein miissten.
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6 DESIGN DER HYDROGELSCHICHT DURCH ATRP

Da es mit der Cer-initiierten Pfropfung nur schwer mdglich ist, gezielt bestimmte
Eigenschaften der Hydrogelschicht zu beeinflussen, wurde auf eine reversibel
desaktivierende Polymerisationstechnik zuriickgegriffen. Die ATR-Polymerisation verlauft
dabei in zwei Schritten: Zuerst wird ein geeigneter Initiator auf die Oberflache aufgebracht,
dann wird von diesem ausgehend polymerisiert. Diese zweistufige Pfropfung - Aktivierung
mit Initiator und folgendes Kettenwachstum - erlaubt, die Polymerdichte und -ldnge
unabhingig voneinander einzustellen und so die optimalen Voraussetzungen fiir die Bindung

von Biomolekiilen gezielt zu untersuchen.

Wahrend der ATRP-basierten Pfropfung konnen mehrere Parameter variiert werden, um die
Struktur des Hydrogels zu Dbeeinflussen. Die Pfropftemperatur und die
Losungsmittelzusammensetzung wurden bereits untersucht und als ungeeignet fiir eine
effektive Steuerung erkannt.86 Dagegen kann durch die Menge an aufgebrachtem Initiator
sehr effektiv die Anzahl an wachsenden Ketten eingestellt werden und durch die

Polymerisationsdauer auch deren Lange.

6.1 EINFLUSS DER INITIATORDICHTE AUF DIE EIGENSCHAFTEN DES HYDROGELS

Als Initiator fiir die ATR-Polymerisation wurde 2-Bromoisobutyrylbromid (2-Bbb) gewahlt.
Diese Verbindung ist als Saurebromid hoch reaktiv gegeniiber Alkoholen und bildet mit
diesen unter Abspaltung von Bromwasserstoff Carbonsdureester. Allerdings ist die
Verbindung auch sehr empfindlich gegen Wasser, welches zur Bildung der freien Saure
fiihren wiirde. Daher wird die Reaktion mit der Membran in einem organischen

Losungsmittel durchgefiihrt.

o}

J\N/Br
Br

Schema 25: Freie Vorstufe des ATRP-Initiators: 2-Bromoiso-butyrylbromid (2-Bbb).
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[ Cellulose } [ Cellulose ]

Schema 26: Reaktion des 2-Bbb mit Hydroxyfunktionen auf der Oberfliche der Cellulose unter Abspaltung von

geldostem Bromwasserstoff.

2-Bbb wird haufig in der ATR-Polymerisation von Oberflichen verwendet, da es aufgrund
seiner hohen Reaktivitiat unter einfachen Bedingungen umgesetzt werden kann. Dabei wird
es auf unterschiedlichen Materialien eingesetzt, wie Filterpapieren aus Cellulose,87.6¢ Gold-88
oder Siliziumoberflichen.8® Ublicherweise wird eine schwache Hilfsbase zugesetzt, um die
gebildete Bromwasserstoffsaure abzufangen. Es zeigte sich allerdings, dass dies unter den in

dieser Arbeit verwendeten Bedingungen nicht notwendig ist, sodass darauf verzichtet wird.

6.1.1 BESTIMMUNG DER INITIATORDICHTE AUF MEMBRAN

Die Initiatormenge pro Flache, 6, wurde durch quantitativen Nachweis des Broms bestimmt.8¢
Durch Umsetzung der Membran mit wassriger Natronlauge konnte das Bromid an der
2-Position eliminiert werden. Nach Oxidation zu molekularem Brom wurde dieses durch
Reaktion mit einem Farbstoff iiber UV /Vis-Spektroskopie quantifiziert und somit die Menge
an gebundenem Initiator auf der Membran bestimmt. Es zeigt sich ein linearer
Zusammenhang zwischen der Initiatorkonzentration der Reaktionslésung und der iiber den
Bromidnachweis bestimmten Initiatordichte O&gromia auf der Membran. Die Werte weisen
teilweise erhebliche Schwankungen auf, was auf die Inhomogenitiat des Ausgangsmaterials
zurlickgefiihrt wird. Bei 20 vol-% zeigt sich ein Abfall von &gromia. Dies ist vermutlich auf einen
Fehler bei der Bestimmung zuriickzufiihren. Wird eine zu hohe Konzentration an Bromid
eingesetzt, zersetzt dieses den bromierten Farbstoff, was eine verringerte Detektion zur

Folge hat.

Die Validitat der Methode wurde iliberpriift, indem eine Verdiinnungsreihe von 2-Bbb direkt
in Natronlauge erstellt wurde. Als Sdurebromid liefert die Substanz bei direkter Umsetzung
zwei Aquivalente Bromid, je eines durch Hydrolyse und Eliminierung. Dies beriicksichtigt,

wurden die eingesetzten Konzentrationen korrekt wiedergegeben.
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Abbildung 32: Ermittelte Initiatordichten auf der Membran. Das exponentiell verlaufende Prognoseband fiir 75 %
Konfidenz wurde zur Verdeutlichung des beobachteten Trends eingefiigt. Die abfallenden Messwerte bei 20 vol-%

2-Bbb sind vermutlich auf eine Fehlbestimmung aufgrund zu hoher Bromkonzentration zuriick zu fiihren.

Auf Membranen angewendet, ergaben sich bei den Umsetzungen Initiatordichten von bis zu
50 umol g1. Unter Beriicksichtigung des Flachengewichts der Membran von 1 g m2 lasst sich
so eine Durchschnittsfliche pro Initiatormolekiil von maximal 3,3 A2 errechnen. Verglichen
mit der minimalen Projektionsfliche des Molekiils von 28,5 A2 (kalkuliert fiir die freie Siure)
zeigt sich, dass dieser Wert um fast das Neunfache zu niedrig ist, um einem Initiatorfragment

ausreichend Platz zu bieten.%

Da voreingestellte Konzentrationen an Kaliumbromid oder freiem Initiator mit grofder
Sicherheit bestimmt werden konnten, wird angenommen, dass der Nachweis prinzipiell
korrekt ist. Ein Grund fiir eine zu hohe Initiatorkonzentration kann nicht ausreichende
Spiilung der Membran nach der Initiierung sein. Dadurch wiirde freier Initiator in den Poren
verbleiben, ohne an die Oberfliche gebunden zu sein. Bei der Zugabe von Natronlauge
wirden diese Molekiile ebenfalls Bromidionen freisetzten und damit eine hdhere
Konzentration ergeben, als nur durch die oberflichengebundenen Initiatormolekiile. Dagegen
spricht, dass die Membranen griindlich mit unterschiedlichen Losungsmitteln gespilt

wurden.
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Eine andere mogliche Erklarung fiir die sehr hohe Initiatordichte konnte eine einsetzende
Quellung der Membran sein. Zwar ist Dichlormethan, in dem die Initiatorfixierung
durchgefiihrt wurde, kein geeignetes Losungsmittel fiir Cellulose, dies dndert sich jedoch,
nachdem die Alkohole der Zuckermolekiile umgesetzt wurden. Dadurch werden die
einzelnen Fragmente loslich und die Membran wiirde quellen, was zu einer starken
Vergroflerung der Oberfliche und zu einer Erhohung der erreichbaren Alkohole fiihren
wiirde, da sie die jeweils oberste Schicht der Membran ablésen wiirde, wie in Schema 27
skizziert.

2-Bbb
2-Bbb  2-Bbb OH 4

Schema 27: Darstellung des Einflusses von 2-Bbb auf die Quellung von Cellulose. Vor der Funktionalisierung ist die
vernetzte Membran in Dichlormethan nicht gequollen, die Oberfliche entspricht dem durch BET-Messung
bestimmten Wert (links). Durch Funktionalisierung der Hydroxy-Funktionen werden Abschnitte der Cellulose
16slich und die Membran beginnt zu quellen (rechts). Tiefer liegende Ketten werden dadurch zuganglich und die

Oberflache nimmt zu.

Um diese Annahme zu liberpriifen, wurde eine unvernetzte regenerierte Cellulosemembran
in unterschiedliche Initiierungslosungen gelegt. Bei einer Initiatorkonzentration von
20 vol-% wurde das Material nach ungefiahr einer Stunde transparent, was darauf hindeutet,
dass die Cellulose, die hier nur aus linearen Ketten besteht, tatsdchlich von dem

Dichlormethan geldst wurde.

Zur Uberpriifung der erhaltenen Dichten wurden Membranen mit 2-Bbb initiiert und MMA
mit ATRP gepfropft. Nach Zersetzung analog zur Cer-gepfropften Membran (siehe S.41)
wurde das Polymer isoliert und aus dem Verhéltnis der molaren Masse des isolierten
Polymers und der Massenzunahme der Membran durch die Pfropfung die Anzahl an
wachsenden Ketten bestimmt. Diese entspricht ndherungsweise der Dichte an gebundenem

InltlatOI' 6M0]masse.
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Tabelle 3: Ausgewdhlte Initiatorkonzentrationen, bestimmt aus der molaren Masse isolierten Polymers und

Vergleich mit erwartetem Wert aus Bromidbestimmung.

[2-Bbb] /vol-% | mpoymer / Mg | Mn/gmol! | Owmolmasse / MmOl g1 | OMolmasse : OBromid
10 72 3,58 - 104 7,89 0,20
5 40 3,02 - 104 6,32 0,16
1 3,4 2,64 104 7,25 0,22

Aus den oben angegeben Werten errechnen sich durchschnittliche Flachen pro Kette von
0,2 nm? (10 vol-%), 0,3 nm? (5 vol-%) und 2,3 nm? (1 vol-%) gegeniiber 2,6 nm?2 bei der Cer-

initiierten Pfropfung.

Es zeigt sich, dass Omoimasse Uiber sdmtliche Messungen gemittelt etwa 18 % des jeweiligen
OBromid €ntspricht. Es ist zu beriicksichtigen, dass iiber beide Methoden nur Proben verglichen
werden konnen, die unter gleichen Bedingungen aktiviert wurden. Da beide Methoden
destruktiv sind, ist es nicht mdoglich, dieselbe Probe auf beide Arten zu untersuchen.

Zusatzlich gelten die oben angesprochenen moglichen Fehler.

Das Abweichen der Smoimasse Zu kleineren Dichten entspricht dennoch den Erwartungen, da bei
oberflacheninitiierter Polymerisation gew6hnlich nicht alle vorhandenen Initiatormolekiile
zu einer Polymerisation fiihren, beispielsweise durch sterische Hinderung von benachbarten,
bereits wachsenden Ketten oder dhnlichem. Die hier bestimmten Verhaltnisse sind in guter

Ubereinstimmung mit den in der Literatur diskutierten Initiatoreffektivititen.718891

Da das 2-Bbb aufgrund seiner Struktur zur Eliminierung des 2-Broms neigt, besteht die
Gefahr, dass einige Initiatormolekiile zwischen Aktivierung und Polymerisation abgebaut
werden. Fiir die Untersuchung der Einfliisse der Dichte auf die Membraneigenschaften wiirde
dies eine Verfalschung der Ergebnisse bedeuten, da nicht alle gleichzeitig initiierten Proben
auch zur gleichen Zeit weiter umgesetzt wurden, sodass noch unterschiedlich viel Initiator
vorhanden sein konnte. Damit konnten sich fiir spater umgesetzte Proben niedrigere
Initiatordichten ergeben. Fiir eine mogliche Anwendung wére ein Abbau der Brom-Spezies
ebenfalls storend, da die eigentlich unabhdngigen Prozessschritte Aktivierung und

Polymerisation dann in enger zeitlicher Abfolge durchgefiihrt werden miissten.
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Abbildung 33: Bestimmung der Initiatordichten gleichzeitig umgesetzter Proben nach unterschiedlicher Zeit. Es
wurde jeweils zwei Werte gemittelt. In Anbetracht der niedrigen Probenanzahl und der auftretenden

Schwankungen kann die Initiatorkonzentration im betrachteten Zeitraum als stabil angesehen werden.

Abbildung 33 zeigt die Initiatordichten unterschiedlicher Proben. Die Aktivierung erfolgte
dabei zum gleichen Zeitpunkt, die Bestimmung dagegen zeitlich versetzt. Unter
Beriicksichtigung der erhaltenen Schwankungsbreite der Dichten aus Abbildung 32 und der
geringen Probenanzahl von jeweils zwei pro Messpunkt kénnen die Initiatordichten im
betrachteten Zeitraum als konstant angenommen werden. Damit sollte sich auch im
Folgenden die jeweils eingestellte Initiatorkonzentration bis zur Durchfiihrung der Pfropfung

nicht verandert haben und damit korrekte Abhangigkeiten liefern.

6.1.2 ABHANGIGKEIT DER POLYMERDICHTE VON DER INITIATORKONZENTRATION

Als Losungsmittel wurde ein Wasser/Isopropanol-Gemisch im Verhaltnis von 1:2 gewahlt.
Dieses ist eine technisch unbedenkliche Kombination und erlaubt eine hohe
Monomerkonzentraion. Durch den hohen Wasseranteil wird die Bildung der Kupfer(II)-
Spezies begiinstigt. Dadurch findet weniger Deaktivierung statt, die Polymerisation
beschleunigt sich und die Kontrolle geht verloren.2 Um diesen Effekt zu kompensieren
wurde 2,2‘-Bipyridyl ausgewahlt, da es ein weniger reaktiver Ligand ist.#° Dadurch wird der

Kupfer(I)-Komplex stabilisiert und die reversible Deaktivierung wieder verstarkt.

X
| N
Cu_,
N NS
~ \

Abbildung 34: Verwendeter Kupferkomplex Di(2,2’-Bipyridyl)Kupfer(II).
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AFM-Untersuchung der Initiatordichte an Cellophan

Ahnlich zu der Untersuchung der mit Cer erhaltenen Pfropfdichte an Cellophanfolie (siehe
Abschnitt 5.2.2) wurde auch das 2-Bbb/ATRP-System an diesem nicht-pordsen Material
untersucht. Zuvor wurde bereits erldutert, dass diese Oberfliche bei Umsetzung durch
Impragnierung weniger Reaktionslosung aufnehmen kann, da kein Porenvolumen zur
Verfiigung steht. Dadurch trocknet das Cellophan schneller und es kdnnen sich andere
Konzentrationen und Polymerverteilungen einstellen. Dieses Problem wurde hier umgangen,
indem die Folien wahrend der Reaktionszeit mit dem 2-Bbb in Losung eingetaucht blieben,
entsprechend der Umsetzung der Membranen. Wahrend der Polymerisation verblieben sie
die ganze Reaktionszeit iber in der Losung. Diese Behandlung sollte also reprasentativere

Ergebnisse liefern.

Erste Experimente wurden mit MMA durchgefiihrt. Die Messungen mit AFM zeigten eine
deutliche Anderung der Oberfliche mit zunehmender Initiatorkonzentration. Bei geringer
Funktionalisierung (Abbildung 35a, 1vol-% 2-Bbb) resultierte eine unvollstindige
Oberflichenbelegung, bei hoherer (Abbildung 35b, 10 vol-% 2-Bbb) bildete sich eine
geschlossene Schicht an Partikeln. Bei weiterer Erhohung der Initiatorkonzentration
(Abbildung 35c, 20 vol-% 2-Bbb) ergab sich keine Anderung der Oberfliche.
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Abbildung 35: AFM-Untersuchung von unter ATRP-Bedingungen mit MMA-gepfropftem Cellophan.

Initiatorkonzentration: a) 1 vol-%, b) 10 vol-%, c) 20 vol-%. Die Polymerisationszeit betrug jeweils eine Stunde.

Die Bildung der runden Strukturen auf dem Cellophan entspricht dem Verhalten von MMA
bei Pfropfung auf Goldoberflachen.88 Dort liefert eine weitere Erhohung der
Initiatorkonzentration relativ glatte Oberflachen, die hier nicht erhalten wurden. Auch eine

langere Polymerisationszeit von 4 h statt 1 h dndert die Morphologie nicht mehr.

Das Experiment wurde mit GMA statt MMA und teilweise verdnderten Konzentrationen
wiederholt. Hierbei zeigte sich eine deutlich andere Struktur der Oberflache. Bei extrem
niedriger Initiatordichte (Abbildung 36a, 0,01 vol-% 2-Bbb) zeigen sich einzelne Erhebungen,
die sich iiber Kugeln wie beim MMA (Abbildung 36b, 0,1 vol-% 2-Bbb) zu einer homogenen
Oberflache wandeln (Abbildung 36c, 1 vol-% 2-Bbb). Dass dies schon bei einer niedrigeren

Initiatorkonzentration als beim MMA erreicht wurde, kann darauf zuriick gefiihrt werden,
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dass GMA zum einen schneller polymerisiert8® und zum anderen moglicherweise gebildetes

Homopolymer durch Vernetzung an die Oberfladche binden kann.

30.0 nm
-30.0 nm

Height 1.0 |Jm Height 1.0 |Jm
30.0 nm
-30.0 nm

Height 1.0 pm Height 1.0 pm

Abbildung 36: AFM-Untersuchung von unter ATRP-Bedingungen mit GMA-gepfropftem Cellophan.
Initiatorkonzentrationen a) 0,01 vol- %, b)0,1 vol-%, c)1vol-%, d) 10 vol-%, Die Polymerisationszeit betrug

jeweils eine Stunde.

Fiir die Pfropfung auf Membran lasst sich aus den Ergebnissen schliefien, dass bereits bei
sehr niedriger Initiatorkonzentration eine dichte Oberflachenbelegung erreicht werden kann.
Zu beriicksichtigen ist, dass bei der Reaktion auf Membran eine wesentlich grofiere
Oberflache eingesetzt wird, die bei gleichen Abmessungen aufgrund der pordsen Struktur
80-mal grofder ist. Insgesamt liegt, bezogen auf die Masse der Membran, das 2-Bbb aber noch

immer in einem groflen Uberschuss vor.

In den Poren ist das verfiigbare Volumen an Reaktionslosung allerdings deutlich begrenzt

und aufgrund der kurzen Reaktionszeit von fiinf Minuten kann auch nicht davon ausgegangen
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werden, dass durch Diffusion eine schnelle Nachfithrung des Initiators gewahrleistet ist. Fiir
die Initiatorimmobilisierung bedeutet dies, dass, im Vergleich mit der oben gezeigten
Reaktion auf Cellophan, eine vollstindige Oberflichenfunktionalisierung erst bei hoherer

Initiatorkonzentration erreicht werden konnte.

6.1.3 EINFLUSS DER POLYMERDICHTE AUF DIE MEMBRANEIGENSCHAFTEN

Um die Abhingigkeit der Membraneigenschaften wie Permeabilitit und Bindungskapazitat
von der Kettendichte zu bestimmen, wurden Pfropfreihen mit unterschiedlich stark
initiierten Proben durchgefiihrt. Die Dichte wurde durch Variation des Volumenanteils an
2-Bbb bei der Aktivierung der Membran eingestellt und durch die Bestimmung des

gebundenen Broms iiberpriift (siehe S. 65).

Die Abhangigkeit des Pfropfgrades von der Polymerdichte

80%—- ® 50Min
{ 4 85Min
120 Min

Pfropfgrad

O % T T T T T

0 10 20 30 40 50

Initiatordichte / pmol g"1

Abbildung 37: Abhdngigkeit des Pfropfgrades von der Initiatordichte fiir ausgewdhlte Polymerisationszeiten mit
linearen Regressionen. Hervorgehoben sind Initiatordichten, die vermutlich zu niedrig bestimmt wurden (siehe
Abschnitt 6.1.166). Diese wurden auch nicht fiir die Ausgleichgraden herangezogen. Die Steigungen der
Ausgleichsgeraden sind 4,16-103 % pumol-lg fiir 10 min, 1,13-10%*% umollg fiir 85 min und 1,29-10-
4 % pmol-! g fiir 120 min.
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Nach der Polymerisation mit GMA und der Sulfonierung wurde der Pfropfgrad bestimmt und

gegen die Konzentration an oberflaichengebundenem Initiator aufgetragen.

Nach Gleichung (17) sollte der Monomerverbrauch -d[M] bei gleicher Polymerisationszeit dt
mit steigender Konzentration an ruhender Spezies [P,-X], also dem gebundenen 2-Bbb,
zunehmen.#® Die anderen Parameter, die Monomerkonzentration [M], die Konzentrationen
der Kupferkomplexe [Cu!/L] und [X-Cul!/L] sowie die Wachstumsgeschwindigkeitskonstante
kp und die ATRP-Gleichgewichtskonstante Karrp sollten dabei konstant bleiben.

[P X][Cu'/L][M] (17)
[X-Cull/L]

d[M]
T Tdr =R, = kaATRP

Eine erhdhte Polymerisationsgeschwindigkeit R, bedeutet eine Erhohung der gebildeten
Polymermenge, und zwar in linearer Abhdngigkeit der Konzentration der ruhenden Spezies
[P.X], die zu Beginn der Reaktion der Konzentration des Initiators entspricht. Dieser
Zusammenhang wird in den linearen Verldufen der Ausgleichsgeraden in Abbildung 37
deutlich. Der hier aufgetragene Pfropfgrad entspricht der auf die Anfangsmasse der Membran

normierten Polymermasse, spiegelt also die Zunahme des Umsatzes direkt wieder.

Da die gemessenen Initiatordichten bei hoher 2-Bbb-Konzentration als fehlerhaft angesehen
werden missen, wird im Folgenden als Referenzgrofie die eingesetzte Konzentration an

2-Bbb verwendet.

80 % -

60 %

.
- ‘ / /
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|| / .
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A

Pfropfgrad
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Abbildung 38: Pfropfgrad der Membranen in Abhéngigkeit der eingesetzten Konzentration von 2-Bbb. Ab einem

bestimmten Wert zeigt sich ein Abflachen des Polymerwachstums.
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Wie ersichtlich ist, steigen die Pfropfgrade bei Konzentrationen von mehr als 10 vol-% 2-Bbb
nicht weiter an. Es scheint, als sei bei diesem Wert, zumindest bei grofier Polymerlange, eine
Vollbelegung der Oberflache erreicht. Bei kiirzerer Polymerisationszeit steigt der Pfropfgrad
auch noch zwischen 10 und 20 vol-%, vermutlich weil hier der sterische Anspruch der

Polymere noch weniger grof? ist.

Die weiter oben diskutierte Abhangigkeit der Polymerisationsgeschwindigkeit von der
Initiatorkonzentration gilt entsprechend auch nur fiir den Bereich der niedrigeren

Initiatorkonzentration vor dem Abflachen.

Die Abhangigkeit der Permeabilitat von der Polymerdichte
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Abbildung 39: Spezifische Permeabilitit der Membranen in Abhdngigkeit der eingesetzten Konzentration von
2-Bbb. Angegeben sind die Werte fiir Messungen mit Kaliumphosphatpuffer (ausgefiillte Symbole) und Wasser
(leere Symbole).

Ungefahr solange die Pfropfgrade, wie in Abbildung 38 zu sehen, stark zunehmen, zeigt sich
ein Abfall der Permeabilitit, die danach wieder etwas ansteigt. Dabei dndert sich der

Unterschied zwischen der Permeabilitit fiir Wasser und der fiir Puffer nicht.

Moglicherweise werden durch die zunehmende Dichte an Polymeren auf der Membran diese
gezwungen, sich mehr zu strecken anstatt gekndult zu bleiben um weniger Flache
einzunehmen. Dadurch erhé6ht sich die Dicke des Polymerfilms, der Porenradius verringert

sich und die Permeabilitit nimmt ab.
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Schema 28: Darstellung der Anordnung des Polymers bei unterschiedlicher Kettendichte. Bei geringer Belegung
konnen die Polymere sich auf der Oberfliche zusammen knaulen, die Gelschicht bleibt schmal. Durch engere

Oberflachenbelegung werden die Ketten in eine gestreckte Form gezwungen, die Gelschicht wird dicker.

Auflerdem besteht die Moglichkeit, dass bei hoherer Konzentration bei der Bindung des
Initiators so viel Bromwasserstoff freigesetzt wird, dass in einem signifikanten Mafde der
Abbau der Cellulose beginnt. Wenn nahe der Oberflache ein ausreichend niedriger pH-Wert
erreicht wird, konnte die Cellulose teilweise hydrolysiert werden, sodass der Porenradius
vergrofdert wird. Damit ware allerdings zu erwarten, dass bei 20 vol-% Initiator ein stirkerer
Abbau stattfindet, sodass die Permeabilitdt noch deutlich weiter steigen sollte, stattdessen
scheint ab 10 vol-% ein konstanter Wert erreicht zu sein. Der Unterschied der Permeabilitat
ist allerdings auch schon friiher, iiber 5,5 vol-% Initiator, nicht mehr sehr grof3, weswegen die

Signifikanz dieser Anderung in Frage gestellt werden muss.

Die Permeabilititen werden in Losungsmitteln ermittelt, die bei dem Pfropfpolymer eine sehr
starke Quellung hervorrufen, sodass sie in einer deutlich gestreckten Form vorliegen sollten,
unabhingig von der Dichte auf der Oberflache.?3 Im trockenen Zustand dagegen kollabiert
das Hydrogel, sodass es nur ein minimales Volumen besitzt. Im Gegensatz zu Cer-gepfropften
Membranen zeigen die ATRP-gepfropften allerdings auch im trockenen Zustand eine

deutliche Verengung des Porendurchmessers, wie unten mittels REM gezeigt.
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Abbildung 40: REM-Aufnahmen von ATRP-gepfropfter Membran. Zum Vergleich sind oben Cer-gepfropfte
Membranen gezeigt, jeweils die glatte Seite - a), ¢) - und die raue Seite - b), d). Die Membran auf den Bildern c)
und d) wurde mit 5,5 vol-% 2-Bbb initiiert und unter den hier standardméaflig verwendeten ATRP-Bedingungen

fiir 120 min gepfropft, der Pfropfgrad lag bei ca. 50 %.

Dies unterstiitzt die Annahme, dass hier ein Kndulen des Polymers nicht mehr méglich ist.
Auf Seite 68 wurde die einer Kette zur Verfiigung stehenden Flache berechnet und bei einer
Initiatorkonzentration von 5 % ein Wert von 0,3 nm? bestimmt. Damit miissen die Ketten
auch ohne Losungsmittel gestreckt vorliegen, sodass der Porenradius sich auch im
Hochvakuum signifikant verringert. Bei der Cer-initiierten Pfropfung liegt die Flache dagegen

bei 2,6 nm2, sodass eine Kndulung im Trockenen leicht auftreten kann.

Es sei hier nochmals darauf hingewiesen, dass fiir die ATRP-Proben sehr hohe Polymer- und

Initiatordichten bestimmt wurden. Die entsprechende Diskussion findet sich auf Seite 66.
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Die Abhangigkeit der Bindungskapazitit von der Polymerdichte

Die ionische Kapazitit wird iiber der Menge an Ionen, die von dem geladenen Polymer
gebunden werden kénnen, bestimmt. Da diese lonen sehr klein und nur einfach geladen sind,
miissen keine besonderen Effekte wie GrofRenausschluss oder Ladungsverteilung
bertcksichtigt werden und die ionische Kapazitidt entspricht dem Verlauf des Pfropfgrades,

inklusive einiger Abweichungen zu niedrigeren Werten bei 7,75 vol-% 2-Bbb.
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Abbildung 41: Ionische Kapazitdten in Abhdngigkeit von der eingesetzten Konzentration an 2-Bbb. Es zeigt sich

bei allen Kurven ein deutliches Abflachen.

Die ionische Kapazitit wird durch Titration der im Polymer vorhandenen
Sulfonsduregruppen bestimmt. Dafiir wird das Natriumsalz der Sulfonsduren durch Spiilen
mit Salzsdure in die protonierte Form gebracht. Da diese Gruppen einen niedrigen pKs-Wert
haben, dissoziieren sie leicht wieder, sodass beim Durchspiilen mit Natriumchlorid-Lésung
wieder die Natriumsalze gebildet werden. Durch die abgegebenen Wasserstoffionen wird der

pH-Wert der Losung verringert, was sehr exakt durch Titration bestimmt werden kann.

Die beteiligten Mechanismen sind schnell und durch den hohen Uberschuss an Saure und Salz
beim Spiilen ist auch die Zuginglichkeit aller Gruppen durch Konvektion und Diffusion
gegeben, sodass die Ergebnisse der Titration im Allgemeinen verldsslicher sind als die der

Bestimmung der Pfropfgrade durch Wiegen.
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Abbildung 42: Lysozym-Bindungskapazititen in Abhangigkeit der eingesetzten Initiatorkonzentration. Es zeigt

sich ein Maximum an Bindungskapazitat.

Die Proteinbindung auf ATRP-gepfropften Membranen zeigt einen deutlich anderen Verlauf
als die ionische Kapazitat. Fiir die Bindung von Lysozym zeigt sich ein Maximum bei geringer
Initiatorkonzentration. Das Optimum liegt dabei zwischen 3 vol-% und 5 vol-%. Die dabei
erzielten Kapazitaten liegen teilweise deutlich iiber dem mit Cer erreichbaren Wert von

1,0 mg cm2,

Flr das grofiere Protein y-Globulin zeigen sich prinzipiell die gleichen Verlaufe. Unter den
gewahlten Bedingungen sind die Kapazitiaten mit einer Ausnahme sogar durchgangig und bis
zu drei Mal hoher als bei der klassischen Pfropfung mit Cer, wo durchschnittlich Bindungen

von 0,5 mg cm-2 erreicht werden.

Dass die Lage des Maximums je nach Polymerisationszeit leicht unterschiedlich ist und die
Kapazitaten direkt davor oder danach deutlich abweichen (beispielsweise 102,5 min und
120 min im Vergleich), deutet darauf hin, dass hier tatsichlich ein relevanter Effekt
beobachtet wird. Ein Messfehler oder eine statistische Schwankung wiirde eine zuféllige Lage
des Maximums bewirken, was hier nicht beobachtet wird. Auch ein Fehler bei der
Aktivierung der Membranen ist unwahrscheinlich, da dann alle Proben bei der gleichen

Initiatordichte das Maximum aufweisen sollten.

Da dieser Verlauf bei unterschiedlichen Proteinen und unterschiedlichen Experimenten

auftritt, sind Messfehler sehr unwahrscheinlich.
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Abbildung 43: Bindungskapazitit von y-Globulin in Abhédngigkeit der eingesetzten Initiatorkonzentration. Es zeigt

sich ein Maximum an Bindungskapazitat, analog zur Kapazitat von Lysozym.

Grundsatzlich beruht die Riickhaltung von Ionen und Proteinen auf den gleichen Prinzipien,
der Anziehung entgegengesetzter Ladungen. Da dennoch wenig Ahnlichkeit zwischen den
Abhiangigkeiten von der Kettendichte besteht, muss diese einfache Betrachtung erweitert

werden.

Um ein besseres Modell der Bindung von groféen Biomolekiilen an die Membranoberflache zu
entwickeln, sollen die hier gewonnen Daten mit der Abhdngigkeit der Kapazitit der

Kettenldnge verkniipft und so ein umfassendes Bild generiert werden.

Die Bindung der Proteine an die Membran wird nach Erlduterung des Einflusses der

Polymerisationszeit weiter diskutiert.

6.2 EINFLUSS DER KETTENLANGE AUF DIE EIGENSCHAFTEN DES HYDROGELS

Neben der Dichte an gepfropftem Polymer sollte die Liange der Ketten die Struktur des
Hydrogels entscheidend beeinflussen. Der Erwartung nach sollte diese bei einer reversibel
deaktivierten Polymerisation linear abhingig von der Polymerisationszeit sein. Dies und die
Auswirkung unterschiedlicher Polymerisationsgrade auf die Eigenschaften der Membran soll

im Folgenden untersucht werden.
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6.2.1 NACHWEIS DER KETTENLANGENABHANGIGKEIT VON DER POLYMERISATIONSZEIT

Um die zeitliche Entwicklung der Molmassen zu analysieren, wurde Glucose mit dem
Initiator 2-Bbb umgesetzt und anschlieffend mit dem oben beschriebenen System
polymerisiert. Nach unterschiedlichen Zeiten wurden Proben entnommen und die
Molmassen bestimmt. Es zeigte sich, dass die einzelnen Werte eine schmale
Molmassenverteilung um P = 1,3 aufweisen. Dies deutet auf eine erfolgreiche Kontrolle der
Polymerisation hin. Wie fiir ATRP erwartet, sind die Molmassen auch bei hoherer
Polymerisationszeit niedriger als bei der Polymerisation mit Cer, da durch die reversible

Deaktivierung die Wachstumsgeschwindigkeit verringert wird.

Polymerisation mit ATRP

| —— Polymerisation mit Cer
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Abbildung 44: Ausgewdahlte Molmassenverteilung der ATR-Polymerisation auf Glucose nach 45 min Reaktionszeit
(Mn=1,63-105gmol!, b=1,26) im Vergleich mit Cer initiierter Pfropfung auf Glucose (Mn= 3,7 - 105 g mol-,

b = 3,1). Die geringe Dispersitdt der ATRP-Probe deutet auf eine reversibel deaktivierte Polymerisation.
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Ein wichtigeres Kriterium als die niedrige Dispersitit fiir eine tatsidchliche reversibel
deaktivierte Polymerisation ist das lineare Wachstum der Kettenlinge mit der
Polymerisationszeit, also eine Zunahme der mittleren Molmasse. In Abbildung 45 sind die
mittleren Molmassen und Dispersitaten nach unterschiedlichen Reaktionszeiten aufgetragen.
Alle Messpunkte zeigen eine niedrige Dispersitit, wie bereits oben erwadhnt. Zudem zeigt sich
eine Zunahme der Massen mit der Zeit. Allerdings weicht dieses Verhalten bei GMA stark von
einem linearen Verlauf ab. Anhand der eingesetzten Konzentrationen an Monomer und
Initiator lasst sich berechnen, dass bei etwa 1,5-105gmol! ein vollstindiger Umsatz
stattgefunden hat. Dieser Wert wird von GMA bereits nach 25 min erreicht. Dies ist ein
unerwarteter Effekt, insbesondere verglichen mit den Molmassen, die in der gleichen Zeit mit
MMA erreicht wurden. Dass GMA mit ATRP sehr schnell polymerisiert, ist aber durchaus
literaturbekannt. Es wurde vermutet, dass durch den Austausch eines Bipyridin-Liganden am
Kupfer durch das Epoxid des GMAs die Reaktivitit des Katalysators erheblich gesteigert wird,

was zu einer Beschleunigung des Kettenwachstums fiihrt.s8
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Abbildung 45: Auftragung der Molmassen und Dispersitdten gegen die Polymerisationszeit fiir Polymerisationen
von GMA und MMA. Das GMA zeigt eine erheblich hohere Wachstumsgeschwindigkeit, sodass das Monomer
bereits nach 25 min verbraucht ist, wodurch kein weiteres Wachstum stattfindet. Beide Datenreihen zeigen

Kennzeichen einer reversibel desaktivierten Polymerisation.
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Flir beide Monomere kann dennoch anhand der zeitlichen Entwicklung der Molmassen auf
eine reversibel desaktivierte Polymerisation geschlossen werden, wenn auch bei GMA nur im

Bereich bis 25 min.

Um dieses Verhalten auch bei der Anwendung des Systems auf Membranen zu iiberpriifen,
wurden Membranen mit unterschiedlichen Mengen an 2-Bbb initiiert und fiir unterschiedlich
lange Zeiten mit MMA gepfropft. Die Ergebnisse sind in Abbildung 46 gezeigt. Dabei ergab
sich eine Zunahme des Pfropfgrades sowohl mit der Initiatorkonzentration, wie oben
diskutiert, als auch mit der Reaktionszeit. GMA wurde hier nicht verwendet, da aufgrund von
Vernetzung der Polymere durch Epoxidoffnung eine Isolierung nicht erfolgversprechend

gewesen ware.
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Abbildung 46: Auftragung der Pfropfgrade mit MMA unter ATRP-Bedingungen umgesetzter Membranen bei
unterschiedlichen Zeiten und Initiatorkonzentrationen. Unter den gewdahlten Bedingungen zeigen sich lineare

Zusammenhange von Pfropfgrad und Polymerisationszeit.

Die Zunahme des Pfropfgrades mit der Initiatorkonzentration entspricht einer Erh6hung der
Polymerisationsgeschwindigkeit, wie auf Seite 74 86diskutiert. Da der Pfropfgrad ebenfalls
abhangig von der Polymerisationszeit ist, liegt nahe, dass auch auf Membranen eine
kontrollierte Polymerisation stattfindet. Eine sukzessive Reaktion weiterer Initiatormolekiile,
die jeweils eine unkontrollierte Polymerisation initiieren, ist allerdings ebenfalls moglich.

Dadurch koénnte ebenfalls eine Zunahme des Pfropfgrades mit der Zeit erfolgen.

83



6 Design der Hydrogelschicht durch ATRP

Um die Kontrolle der Pfropfung unter diesen Bedingungen nachzuweisen, wurden die
Membranen zersetzt und die Pfropfpolymere isoliert. Dabei wurde ein analoges Vorgehen zu

den Cer-gepfropften Proben gewahlt (siehe S. 42).

Die dabei erhaltenen Daten bestitigen den reversibel deaktivierten Charakter der
Umsetzung. Die Polymere zeigen bei den gewdhlten Initiatorkonzentrationen niedrige
Dispersititen und eine Zunahme der mittleren molaren Massen mit der Zeit, wie aus

Abbildung 47 zu entnehmen.
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Abbildung 47: Molmassen und Dispersitaten der isolierten Polymere von mit MMA gepfropften Membranen bei
unterschiedlichen Reaktionszeiten und Initiatorkonzentrationen. Die Proben weisen eine niedrige Dispersitat auf

und eine lineare Zunahme der molaren Masse mit der Zeit.

Flir die mittlere Initiatorkonzentration konnte bei der kiirzesten Polymerisationszeit kein
Polymer in ausreichender Menge isoliert werden. Aufgrund der sehr geringen Reaktionszeit
ergab sich lediglich ein Pfropfgrad von etwa zwei Prozent. Obwohl vier identische
Membranen zersetzt wurden, konnte von den erwarteten 17 mg Polymer nach der
Zersetzung nichts isoliert werden. Prinzipiell ist die angewendete Methode allerdings

dennoch auch fiir kleine Pfropfgrade geeignet, da bei den Membranen, die mit 1 vol-% 2-Bbb
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fiir eine Stunden umgesetzt wurden, nach der Zersetzung von sechs Membranen und einer
erwarteten Polymermasse von lediglich 2,6 mg eine analysierbare Menge gewonnen werden

konnte.

Die Dispersitdten nehmen bei den kiirzesten Reaktionszeiten hohere Werte bis iiber 3 an und
fallen danach auf einen Wert um 1,6. Dieses Verhalten ist bekannt fiir reversibel deaktivierte
Polymerisationen und ist darauf zuriickzufithren, dass bei kurzer Kettenldnge ein
Unterschied von wenigen Monomereinheiten eine gréfiere Abweichung von M, und M,
bewirkt, wodurch P grofier wird. Bei voranschreitender Polymerisation gleichen sich die

Ketten starker aneinander an und die Dispersitat nimmt ab.449495

Auch bei langeren Reaktionszeiten bleiben die Dispersititen des gepfropften PMMAs iiber
denen des PMMAs, das frei in Losung mit dem gleichen System polymerisiert wurde. Zudem
zeigt sich eine wesentlich schnellere Polymerisationsgeschwindigkeit des MMAs auf der
Membran. Wahrend die erhohte Dispersitit mit inhomogenen Bedingungen auf der
Oberfliche und in der Porenstruktur begriindet werden kann, ist dies fiir die erhohte

Wachstumsgeschwindigkeit nicht moglich.

Behling et al. entwickelten fiir diese Beobachtung eine Hypothese, wonach sich die
Konzentrationen an der Oberflache bei hoher Polymerdichte entscheidend von der Reaktion

in Losung unterscheiden und andere Mechanismen auftreten konnen.%

Bei der oberflacheninitiierten Polymerisation befinden sich alle Radikale in einer Front, die
mit dem Polymer von der Oberflache in die Losung hineinwdchst. AufRerhalb dieses sehr
begrenzten Bereichs treten keine Radikale auf, sodass auch alle Reaktionen mit den [Cu-X]-
und [Cu-X:]-Komplexen hier stattfinden miissen. Trifft ein Radikal innerhalb der Schicht auf
ein [Cu-X;], wird ein Bromatom {ibertragen und die Kette deaktiviert. Das gebildete [Cu-X]
erhoht die lokale Konzentration an Aktivator und reagiert aufgrund der sehr grof3en lokalen
Konzentration an Endgruppen innerhalb kiirzester Zeit wieder mit einer schlafenden Kette,
bevor die Konzentrationsdnderung durch Diffusion ausgeglichen werden kann, sodass die

Neubildung von aktiven Ketten beschleunigt wird.

CuBr, CuBr CuBr,
; N

e Pe e

Schema 29: Beschleunigung des Polymerwachstums an dichten Oberflichen. Aufgrund der hohen lokalen

Konzentration an Endgruppen reagiert gebildetes CuBr sehr schnell wieder mit deaktivierten Polymeren. CuBr:
kann dagegen nicht sofort wieder reagieren, da die Dichte an wachsenden Ketten sehr viel kleiner ist. Dadurch

beschleunigt sich das Polymerwachstum.
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Die gleiche Uberlegung gilt allerdings nicht fir den umgekehrten Fall, dass das nach
Aktivierung einer Kette gebildete [Cu-X;] sehr schnell wieder mit einer wachsenden Kette
reagieren kann, da deren Konzentration in der Polymerfront wesentlich geringer ist. Daher

hat die erhohte Konzentration an [Cu-Xz] keinen Einfluss auf die Deaktivierung.

Effektiv erh6ht sich damit die lokale Konzentration der [Cu-X]- gegeniiber der [Cu-X:]-
Spezies. Nach Gleichung (11)(30), die hier nochmals wiederholt wird, bewirkt dies eine

Beschleunigung der Polymerisation.

d[M]

—? = Rp = kaATRP<

[P X][Cu’/L][M ]) (18)
[X-Cu'/L]

Anderes als bei der Abhdngigkeit des Pfropfgrades von der Initiatorkonzentration, die auf

Seite 73 diskutiert wird, wird dies hier nicht durch eine Anderung der Initiatorkonzentration

hervorgerufen, sodass die Anzahl an wachsenden Ketten konstant bleibt. Damit muss sich bei

erhohter Polymerisationsgeschwindigkeit auch die Wachstumsgeschwindigkeit der einzelnen

Ketten erhohen.

6.2.2 MEMBRANCHARAKTERISTIKA IN ABHANGIGKEIT DER POLYMERLANGE

Da die Abhdngigkeit der Kettenldnge von der Polymerisationszeit gezeigt wurde, soll ihr
Einfluss auf die Membrancharakteristika im Folgenden untersucht werden. Dafiir werden die
Zeitabhangigkeiten der Membraneigenschaften fiir unterschiedliche Versuchsreihen
dargestellt und diskutiert. Da eine direkte Angabe der Polymerldnge nicht moglich ist,
werden die gemessenen Grofien in Abhdngigkeit der Pfropfzeit angegeben. Die Angaben

beziehen sich dabei jeweils auf PGMA gepfropfte und sulfonierte Membranen.

Die Abhangigkeit des Pfropfgrades von der Polymerlange

Der Pfropfgrad gibt an, wie viel Massenzuwachs wahrend der Pfropfung stattgefunden hat.
Letztlich ist dieser Wert also die Masse des Polymers, normiert auf die Membranmasse. Da,
wie gezeigt, bei einer reversibel deaktivierten Polymerisation die Polymermasse linear mit
der Zeit zunimmt und davon ausgegangen wird, dass alle Ketten bereits zu Beginn wachsen,
muss die Gesamtmasse an Polymer ebenfalls linear zunehmen. Dies wird durch die

zeitabhdngig gemessenen Pfropfgrade in Abbildung 48 bestatigt.

Entsprechend der Beobachtung bei der Polymerisation von GMA mit Glucose auf Seite 82 ist
dieses Wachstum erheblich schneller als bei der Umsetzung mit MMA. Dort wurde
beispielsweise bei 1 vol-% 2-Bbb und zwei Stunden Reaktionszeit ein Pfropfgrad von 1 %

erreicht, entgegen 18 % bei GMA unter ansonsten gleichen Bedingungen. Dennoch tritt hier
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noch keine sichtbare Abnahme des Polymerwachstums aufgrund von Monomermangel auf,
obwohl die Membranen nur die Menge an Monomer zur Verfligung hatten, die beim
Imprégnieren in den Poren zuriickgeblieben ist. Da die Initiatorkonzentration allerdings

erheblich niedriger ist als bei der Polymerisation in Losung, reicht diese Menge offensichtlich

aus.
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Abbildung 48: Pfropfgrade ausgewdhlter Membranen in Abhéangigkeit der Polymerisationszeit. Es zeigt sich

jeweils eine lineare Zunahme des Pfropfgrades mit der Polymerisationszeit.

Eine Membran nimmt bei der Impragnierung ca. 1 mL Losung auf. Die verwendete
Pfropflosung enthielt 12,5 vol-% Monomer, das eine Dichte von 1,04 g mol-! hat. Damit ergibt
sich eine Gesamtmasse an Monomer von 130mg in der Membran. Bei einem
Ausgangsgewicht von etwa 200 mg entspricht das einer relativen Menge und damit einem
maximalen Pfropfgrad von 65 %. Dieser Wert gilt allerdings fiir das nicht-sulfonierte GMA.
Durch die Sulfonierung steigt die Masse pro Monomereinheit von 142 g mol-! auf 246 g mol-!
fiir das Natriumsalz, das jeweils fiir das Wiegen verwendet wurde. Unter Beriicksichtigung

des sich damit ergebenen Faktors von 1,7 steigt der maximale Pfropfgrad auf etwa 110 %.

Somit sind auch bei den hochsten erreichten Pfropfgraden noch Monomere in der Membran

vorhanden, auch wenn eine erhebliche Abreicherung stattgefunden hat.

Bei 102,5 min zeigt sich fiir die mit 1 vol-% 2-Bbb umgesetzten Membranen eine Abnahme
des Pfropfgrades. Dies ist vermutlich auf eine fehlerhaft Umsetzung der Proben
zuriickzufiihren. In den anderen Messreihen tritt ein solcher Effekt nicht auf. Moglicherweise
sind hier einige der Membranen mit Sauerstoff in Beriithrung gekommen, was zu verstarkter

Terminierung und damit verringertem Umsatz fithren wiirde.
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Die Abhangigkeit der Permeabilitdt von der Polymerldnge

Auf Seite 75 wurde bei der Diskussion der Abhdngigkeit der Permeabilitit von der
Polymerdichte angenommen, dass die Polymere bei hoheren Dichten kaum geknault, sondern
grofdtenteils gestreckt vorliegen sollten. Dementsprechend nimmt die Permeabilitit mit
zunehmender Polymerisationszeit ab, da die Porenradien kleiner werden. Nach dem Hagen-
Poiseuilleschen Gesetz (13) skaliert der Fluss durch ein Rohr mit der vierten Potenz des
Rohrradius. Bei den dargestellten Verlaufen ist dagegen naherungsweise ein linearer Trend
zu erkennen. Auch wenn hier kein direkter Vergleich moglich ist, liegt dennoch nahe, dass der
Porenradius sich nicht linear mit der Pfropfzeit &ndern kann, wie bei stark gestreckten Ketten
zu erwarten. Der Durchmesser eines geknaulten Polymers wiirde sich dagegen nur mit der
dritten Wurzel der Masse dndern. Nach Hagen-Poiseuille bliebe damit noch immer eine

Proportionalitdt des Flusses zur Molmasse von m#/3.

Allerdings ist das gebildete Hydrogel keine undurchdringliche Masse fiir das Wasser oder den
Puffer und die Membran weicht erheblich von einem idealen Rohr ab, sodass keine genaue
Ubereinstimmung erwartet werden kann. Dennoch spricht die lineare Zeitabhingigkeit der

Permeabilititen gegen eine fast vollstindige Streckung des Polymers.
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Abbildung 49: Permeabilitéten fiir Puffer ausgewahlter Membranen in Abhédngigkeit der Polymerisationszeit mit

linearen Regressionen.
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Die Abhangigkeit der Bindungskapazitit von der Polymerldnge

Der Verlauf der Bindungskapazitit fiir Natriumionen entspricht, wie auch schon bei der
Betrachtung der Abhangigkeit von der Initiatorkonzentration gezeigt, dem Verlauf der
Pfropfgrade. Analog zur Betrachtung dort ist dieses Verhalten erwartet, da bei kleinen,
einfach geladenen Ionen keine Zuganglichkeitseffekte oder dhnliches auftreten. Damit ist die
Kapazitat direkt abhdngig von der der Anzahl an geladenen Gruppen auf der Membran, die

von der Menge an Polymer bestimmt wird.
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Abbildung 50: Ionische Kapazititen in Abhangigkeit der Pfropfzeit. Es zeigen sich analoge Verlaufe zu den

Pfropfgraden.

Die Bindungskapazitdten fiir die Proteine Lysozym und y-Globulin zeigen keine Auffalligkeit
in Abhdngigkeit der Pfropfzeit. Deutlich ist eine lineare Zunahme der Bindungskapazitit

erkennbar.

Der lineare Anstieg der Bindungskapazitiaten mit der Pfropfzeit ldsst darauf schliefden, dass
fiir alle drei Komponenten, Natriumionen sowie die Proteine Lysozym und y-Globulin, durch
eine Verldngerung der Ketten keine negativen Zuginglichkeitseffekte auftreten. Fiir beide

Proteine werden sogar durchgingig naherungsweise die gleichen Kapazititen erhalten.

89



6 Design der Hydrogelschicht durch ATRP

m 1 vol-% Initiator
e 7,75 vol-% Initiator 2
1,54 4 20 vol-% Initiator
l\“E ] n ]
G °
£ . .
= 1,04 a
s A
N
S ] .
©
7
£ 05 .
O
=
m -
0,0 T T T T T T
30 60 a0 120

Pfropfzeit / min

Abbildung 51: Bindungskapazitidten fiir Lysozym in Abhéngigkeit der Pfropfzeit. Es zeigt sich eine lineare

Zunahme der Kapazititen mit der Pfropfzeit.
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Abbildung 52: Bindungskapazititen fiir y-Globulin in Abhdngigkeit der Pfropfzeit. Wie bei der Bindung des

Lysozyms zeigt sich eine lineare Zunahme mit der Reaktionszeit.

Wie bereits erwdhnt, liegen der Bindung der Biomolekiile an der gepfropften Membran
komplexere Mechanismen zugrunde. Diese sollen im folgenden Kapitel unter

Beriicksichtigung aller Daten diskutiert werden.
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7 DIE BINDUNG VON BIOMOLEKULEN AN POLYMERFILMEN

Nachdem die Einfliisse der Polymereigenschaften auf die Membrancharakteristika bestimmt
wurden, soll anhand der gewonnenen Daten ein Modell der Bindung von grofien
Biomolekiilen, wie beispielsweise Proteinen, an Hydrogelen entwickelt werden. Durch eine
aussagekraftige Erklarung der auftretenden Mechanismen wird es moéglich, das auftretende

Optimum der Bindung der Proteine zu erklaren.

7.1 ENTWICKLUNG EINES BINDUNGSMODELLS FUR PROTEINE AN OBERFLACHEN

Fir die Bindung von Proteinen lasst sich festhalten, dass die Bildung eines Protein-
Monolayers bei weitem nicht ausreichend wire, um die gemessenen Kapazititen zu

erreichen.

Bei bekannter Masse M eines Proteins in kDa oder kg mol-! lasst sich sein Radius r in nm

abschéatzen nach84
r=0,88- VM. (19)

Damit ergeben sich fiir die verwendeten Proteine Lysozym und y-Globulin folgende Radien:

TLysozym = 0,88 - 3 14,3 = 2,14 nm (20)
Ty-Globulin = 0,88 - 3V 144 = 4,61 nm. (21)

Nidherungsweise wird fiir die verwendeten Biomolekiile angenommen, dass sie sich in
Losung und bei der Bindung wie harte Kugeln verhalten, ihr Volumen und die Flache, die sie

belegen, sich nach den einfachen geometrischen Formeln errechnet. Damit gilt:
A=m-1r? [22)

und
o3 (23)

Proteine sind Makromolekiile, die sich neben ihrer Primarstruktur, also der Abfolge der
Aminosduren, auch durch ihre Sekundar-, Tertidr- und Quartarstruktur definieren. Diese sind
vereinfacht auf Wechselwirkungen einzelner Kettenstrange miteinander zurtickzufiihren.
Aufgrund der hohen Ordnung sind Proteine relativ kompakte Molekiile von definierter
Struktur und guter Formstabilitit, im Gegensatz zu statistischen Kndulen, wie beispielsweise
bei synthetischen Polymeren. Die Annahme, dass die Struktur bei der Bindung an das

Polymer erhalten bleibt, scheint also plausibel. Auch die Annahme der Kugelform ist fiir die
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hier gemachte Betrachtung akzeptabel, da das Ziel nur die Beschreibung korrekter

Grofienordnungen ist.

Mit den oben gemachten Annahmen ergeben sich die Projektionsflichen der Proteine zu

ALYSoZym =1 (2114 nm)z = 14'13 nmz [24)
und
AY-Globulin =" (4'!61 nm)z = 6618 rlrrlz- [25)

Flr eine Kapazitit von Cigsozym =1 mgcm2 und einer Oberfliche von 80 cm? pro cm?
Anstromflache ergibt sich eine Oberflichenbelegung von 0,0125mgcm=2  Unter
Berticksichtigung der Molmasse des Lysozyms entspricht dies einer Anzahl an Proteinen von
5,3 pro nm2. Mit der unter (24) berechneten ungefiahren Projektionsfliche ergibt sich, dass
etwa 75 Lysozymproteine iibereinander angeordnet werden miissen, um diese Kapazitit zu
erreichen. Diese Ndherung geht davon aus, dass die gesamte angegebene Oberfliche der
Membran gleichmafiig belegt wird. Bei geringerer Dichte oder anderen Kapazititen miisste

die Anzahl an Proteinlagen entsprechend angepasst werden.

Unter den gleichen Annahmen ergeben sich fiir das y-Globulin bei einer Projektionsflache von

66,8 nm? und einer Anzahl an Proteinen von 0,5 nm-2etwa 34 Proteinlagen.

Wird die Projektionsfliche der Proteine mit der auf Seite 68 ermittelten Flache pro
Polymerkette von 0,3 nm2 bei 5 vol-% Initiator verglichen, ergibt sich, dass auf der Flache, die
von einem Lysozym-Protein bedeckt wird, fast 50 Ketten vorhanden sein sollten, bei Globulin
sogar lber 200. Wie frither bereits diskutiert, sind die Werte der Polymerdichte als zu hoch
anzusehen. Doch selbst wenn der tatsdchliche Wert nur ein Zehntel der hier bestimmten

annimmt, missen immer noch mehrere Ketten von einem einzelnen Protein bedeckt sein.

Unter Berticksichtigung aller Messergebnisse ist eine Oberflachenstruktur, wie in Schema 30

wahrscheinlich.

92



7 Die Bindung von Biomolekiilen an Polymerfilmen

Initiator-/ Kettendichte nimmt zu

(A) (B) (©) (D)
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—e— Pfropfgrad
—A— |onische Kapazitat
Lysozymkapazitat
—n— y-Globulinkapazitat
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Schema 30: Vermutliche Bindung von Proteinen auf der Membranoberfliche: (A)—>(B): Bei sehr niedrigen
Polymerdichten steigt die Proteinkapazitdt mit der Initiatordichte. Im hier verwendeten Bereich ist allerdings
schnell eine Sittigung der Oberflache zu beobachten. (B)>(C): Eine weitere Erhohung der Initiatordichte bringt
keine weitere Proteinbindung, da die Oberfliche schon vollstindig belegt ist. Nur Pfropfgrad und ionische
Kapazitat steigen. (C)=>(D): Bei noch mehr Initiator wird die Dichte des Hydrogels so hoch, dass eine Vollbelegung
der Oberflache eintritt. Damit reduziert sich die Proteinbindung aufgrund sterischer Hinderung.

Der Einbruch in allen Datensétzen bei 7,75 vol-% 2-Bbb ist vermutlich auf einen Fehler bei der Aktivierung der

Membranen zuriickzufiihren.

Bei niedrigen Initiatorkonzentrationen (< 5,5 vol-%) kann die Proteinbindung gut durch eine
einfache Zunahme der Polymerdichte erklart werden. Je mehr Polymerketten auf der
Oberflache vorhanden sind, desto mehr Protein kann gebunden werden. Da die Polymere
weit genug voneinander entfernt sind, behindern weder die Ketten noch die Proteine

untereinander die Bindung. Aufgrund der hohen Polymerisationsgrade werden immer
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mehrere Schichten an Biomolekiillen gebunden, nur ist diese Schicht hier noch nicht

homogen, sondern es treten einzelne Strange auf, wie in Schema 30(A) gezeigt.

Schema 30(B) zeigt einen Zustand, bei dem die Oberflichenbelegung von Initiator
beziehungsweise Polymer gerade so hoch ist, dass eine maximale Bindung von Protein
erreicht wird. Die Oberflache ist vollstindig von Proteinen bedeckt, alle Ketten binden iiber

die gesamte Linge, sodass die Hydrogelschicht vollstdndig ausgenutzt wird.

Bei einer weiteren Erhohung der Initiatordichte, wie in Schema 30(C) gezeigt, erhoht sich die
Menge an Polymer und dadurch die ionische Kapazitit, da fiir diese praktisch kein
Grofienausschluss auftritt. Bezogen auf die Bindung von Protein ist die Oberflache allerdings
schon vollstandig belegt, sodass keine zuséatzlichen Proteine gebunden werden kénnen. Die
Polymere kénnen noch in ungenutzte Zwischenrdaume zwischen den gepackten Biomolekiilen

ausweichen, sodass noch keine negativen Effekte zu beobachten sind.

Wenn die Belegung der Oberflache durch Polymer nahe der Vollbelegung ist, wie in Schema
30(D), verlangsamt sich die Zunahme des Pfropfgrades mit der Initiatorkonzentration, analog
der Adsorption von Partikeln in Monolagen an Oberflichen. Dadurch verlangsamt sich in
gleichem Mafde die Zunahme der ionischen Kapazitit, was zeigt, dass auch bei sehr dichtem
Hydrogel immer noch eine gute Zuginglichkeit fiir kleine Ionen gegeben ist. Aufierdem
nimmt die Proteinbindungskapazitit ab, da die grof3en Biomolekiile nicht mehr vollstandig in
die Hydrogelstruktur eindringen koénnen. Durch die hohe Dichte der Polymerketten
verdriangen diese die Proteine, insbesondere in der Ndhe der Oberflache, wo sie aufgrund

ihrer Fixierung an der Cellulose weniger flexibel sind.

Berechnung der Polymerkettendichte anhand des Modells

Das oben beschriebene Modell geht von zwei wichtigen Punkten aus: Es muss sich immer
eine mehrlagige Proteinschicht ausbilden, um die gemessenen Kapazitdten zu erreichen und
es wird sehr schnell eine vollstindige Belegung der Oberfliche erreicht. Anhand dieser
Annahmen und der gewonnenen Messdaten ldsst sich eine Minimallinge fiir die

Polymerketten und daraus eine tatsachliche Kettendichte abschatzen.

Wie auf Seite 91 berechnet, betrdagt der Radius eines Lysozym-Molekiils ndherungsweise
2,1 nm, sein Durchmesser also 4,2nm. Wenn, wie danach diskutiert, 75 Proteine
iibereinander angeordnet sein miissen, um eine Kapazitidt von 1 mg/cm? zu erhalten, dann
muss die Dicke der Hydrogelschicht und damit die Konturlange der Polymere mindestens

320 nm betragen, damit auch die dufderen Proteine gebunden werden kénnen.
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Q

Schema 31: Berechnungsgrundlage fiir die Kettenldnge und -dichte. Die Gesamtdicke I des Hydrgogels muss

mindestens der Anzahl an iibereinander liegenden Proteinen multipliziert mit ihrem Durchmesser d sein.

Diese Rechnung wurde fiir alle Messpunkte durchgefiihrt. Da die einzige Variable hier die
Proteinkapazitit fiir Lysozym ist, entspricht der Verlauf exakt dem der Lysozymkapazitéten,
weshalb hier auf eine Darstellung verzichtet wird. Das zugehorige Diagramm befindet sich im
Anhang. Fiir die unterschiedlichen Proteinkapazititen und Initiatordichten ergeben sich je
nach Polymerisationszeiten Kettenldngen von ca. 150 - 650 nm, entsprechend minimalen
Polymerisationsgraden von 1100 - 4600 bei Annahme einer all-trans-Konfiguration (siehe
S.37).

Wenn die Polymerisationsgrade P bekannt sind, kann bei Kenntnis der molaren Masse der
Monomereinheiten Msufonierr Und der Gesamtmasse des Polymers Mpolymer die Anzahl an
Ketten npoiymer berechnet werden, die auf einer Membran vorhanden sind.
Mpolymer

Polymer = P+ Msyifoniert (26)
Dabei berechnet sich mpoymer wieder aus der Differenz der Masse der vollstindig umgesetzten
Membran zu der Ausgangsmasse. Da die Polymerisationsgrade P die Minimalwerte
darstellen, die gebildet werden miissen um die jeweilige Kapazitiat zu erreichen, ist die
Anzahl an Ketten npoiymer €in Maximalwert, da er sich reziprok zu P verhalt. Wenn mehr als
Npolymer aUf der Membran vorhanden wiren, miissten die einzelnen Ketten kiirzer sein, um die
gleiche Masse zu erreichen. Dann aber kénnte nicht mehr die gleiche Anzahl an Proteinen

erreicht werden.

Aus der so berechneten Polymermenge wurde die Oberflichenbelegung ermittelt. Die

Ergebnisse sind unten dargestellt.

95



7 Die Bindung von Biomolekiilen an Polymerfilmen

0,5 .
- |
0,4 -

N 1 4 A
£ 05 vt "
o 7] ¢ A
o |
C
2 v
E 0,2+ ] . 50 Minuten Pfropfzeit

| A e 67,5 Minuten Pfropfzeit
A 85 Minuten Pfropfzeit
011 ¢ 4 v 102,5 Minuten Pfropfzeit
- v 120 Minuten Pfropfzeit
|
0,0 T T T T T T T T
0 5 10 15 20

Initiatordichte / vol-%

Abbildung 53: Auf Basis des Bindungsmodells ermittelte Kettendichten. Bei steigender Initiatorkonzentration
nahrt sich die Kettendichte einem Wert von durchschnittlich 0,4 Polymerketten pro nm2. Dieser Wert liegt im
literaturbekannten  Bereich  fiir  dichte  Oberflichenbelegungen unter reversibel deaktivierten

Polymerisationsbedingungen.
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Abbildung 54: Pro Polymerkette verfiighbare Flache, der Grenzwert liegt etwa bei 0,25 nm-1.
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7 Die Bindung von Biomolekiilen an Polymerfilmen

Die Kettendichte pro nm? ist ein anschaulicher Wert fiir die Menge an Polymer auf der
Oberflache. Die erhaltenen Werte von etwa 0,4 Ketten pro nm? liegen im Bereich dessen, was
in der Literatur fiir reversibel deaktivierte Polymerisationen bei dichter Oberflichenbelegung

erreicht wird.709697(20)

Dieser Wert ist erheblich niedriger als die friiher fiir die ATRP-Umsetzung bestimmten
Kettendichten. Tendenziell sollten die hier bestimmten Werte sogar den tatsichlichen
iiberschitzen, da hier von maximaler Ausnutzung der Fliche ausgegangen wird und die

Polymerketten als vollig gerade angenommen werden.

Die optimale Oberflaichenbedeckung muss sehr wahrscheinlich reduziert werden, da unter
der Annahme einer Kugelform fiir die Proteine eine Raumausfiillung von lediglich 74 % bei

dichtester Packung erreicht wird.’

Schema 32: Eine Ebene in dichtester Kugelpackung. Die freien, rot eingefarbten Bereiche wurden bei der
Berechnung nicht beriicksichtigt. Dadurch verringert sich die Dichte der Proteinschicht, die Dicke muss

zunehmen.

Da die Proteine nicht irreversibel gebunden sind, sich also nach der Bindung noch giinstiger
packen konnen, ist die Annahme einer dichtesten Packung, die sich wahrend der Bindung
einstellt, plausibel. Allerdings sind die Proteine keine harten Kugeln, sodass bei der Bindung
an die Oberflache wahrscheinlich eine Deformation auftritt. Damit diirfte der tatséchlich
erreichbare Wert hoher liegen als bei der dichtesten Kugelpackung. Dennoch wird eine
weniger dichte Packung als die angenommenen 100 % vorliegen. Damit wiirde eine hohere
Dicke der Proteinschicht notig, um die gleiche Menge binden zu kénnen. In der Folge miisste

die Kettendichte niedriger sein als hier berechnet.

Ein anderer Punkt, der beriicksichtigt werden muss, ist, dass die Polymerketten
wahrscheinlich nicht vollstandig gestreckt vorliegen. Zum einen ist diese Konformation
entropisch sehr ungiinstig, da nur ein einziger Zustand fiir jede Bindung erlaubt ist, zum
anderen induzieren die Biomolekiile durch Wechselwirkung der Ladungen vermutlich eine
Kriimmung der Ketten, sodass diese sich teilweise an das Protein anlegen. Daraus resultiert,
dass die Polymerketten langer sein miissen als allein durch die Summe der Durchmesser der

Proteine vorgegeben. Dadurch reduziert sich die Kettendichte weiter.
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Schema 33: Vergleich von all-trans-Anordnung und Anpassung der Polymere an die Form der Proteine. Letzteres

ist wahrscheinlicher und verringert die Dicke des beladenen Hydrogels bei gleicher Kettenlange.

Flir das grofdere Protein Globulin, bei dem die Voraussetzung der vollstindigen
Oberflachenbelegung aufgrund der grofieren Projektionsflache frither gegeben ist, ergeben

sich die gleichen Ergebnisse, sodass hier auf eine Darstellung verzichtet wird.

7.2 VERGLEICH DER ATRP-GEPFROPFTEN MEMBRANEN MIT DER CER-GEPFROPFTEN
STANDARDMEMBRAN

Die reversibel deaktivierte Pfropfung soll im Folgenden mit der Cer-basierten Pfropfung in
Emulsion verglichen werden. Die klassische Methode ist weit verbreitet in der Herstellung
von modifizierter Cellulose und kann damit Bezugspunkt fiir eine Bewertung der Eignung des

ATRP-Prozesses zur Herstellung von Membranadsorbern dienen.

Ein erster beobachteter Unterschied ist das Verhéltnis zwischen der theoretisch erreichbaren
und der gemessenen Kapazitdt cion. Dieser soll hier als Effektivitat E bezeichnet werden. Der
theoretische Wert errechnet sich aus der Masse des sulfonierten Pfropfpolymers, bezogen auf
die eingesetzte Fliche Aswunzing und der Molmasse des Natriumsalzes der Sulfonsdure
Msuifonsaure. Die Masse des gepfropften Polymers entspricht dabei der Differenz zwischen der
Ausgangsmasse mo und der Masse der vollstindig umgesetzten Probe msuitoniert.
c
~ Msulfoniert —Ion (27)

To. Astanali
MSulfonséure anziing
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Abbildung 55: Darstellung des Verhaltnisses von ionischer Kapazitit zur Anzahl gepfropfter Monomere in
Abhiangigkeit des Pfropfgrades. Zum Vergleich ist der entsprechende Wert fiir die Cer-initiierte Pfropfung bei 0,66

eingezeichnet.

Bei niedrigen Pfropfgraden haben mogliche Fehler beim Abwiegen eine grofle Auswirkung,
da ein Massenunterschied von wenigen Milligramm den Pfropfgrad bereits erheblich andern
kann. Allerdings wére zu erwarten, dass Fehler, die nur auf dem Abwiegen basieren,
statistisch zu hoheren und niedrigeren Pfropfgraden fiihren wiirden. Es ergeben sich
allerdings nur sehr wenige Werte, die unterhalb des Grenzwertes fiir hohe Pfropfgrade
liegen, der genauer bestimmbar ist. Daher kann dies nicht die Ursache der Abweichungen

sein.

Eine mogliche Erklarung wire eine Verunreinigung der Membran vor der Pfropfung, die im
Verlauf der unterschiedlichen Umsetzungen ausgespiilt wird. Damit wire die Anfangsmasse
der Membran geringer als gemessen, es ergaben sich ein hoherer Massenzuwachs und damit
ein hoherer Pfropfgrad. Das gleiche Ergebnis hétte ein teilweiser Abbau der Membran. Dieser
konnte dadurch ausgelost werden, dass durch die Funktionalisierung mit 2-Bbb
unvollstindig vernetzte Celluloseketten loslich werden. Alternativ kénnte die gebildete
Bromwasserstoffsdure auch zu einer Hydrolyse der Membran fiihren. Dabei abgespaltene
Fragmente verringern die gemessene Massenzunahme und wiirden so zu einem hoheren

Verhaltnis der ionischen Kapazitiat zur berechneten Menge an Sulfonsauren fiihren.
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Fir hohere Pfropfgrade lasst sich dennoch festhalten, dass ionische Kapazitit ndher an dem
Wert liegt, der anhand des Pfropfgrades zu erwarten waire, als bei der Cer-basierten
Pfropfung. Ursachlich kénnte der hohere pH-Wert bei der Umsetzung mit ATRP sein, da im
Gegensatz zu dem unkontrollierten Prozess keine Saure zugesetzt wird und auch die
eingesetzten Salze weniger sauer reagieren. Zudem kann Cer, wie bereits diskutiert,

katalytisch zur Hydrolyse von Epoxiden beitragen.

Die ATRP-gepfropften Membranen zeigen fiir die Bindung von Lysozym bei Auftragung aller
Daten der Permeabilitit und Kapazitidt eine klare Abhdngigkeit der beiden Werte. Im
Vergleich mit der Cer-gepfropften zeigt sich, dass diese der gleichen Abhdngigkeit geniigt.
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Abbildung 56: Auftragung der statischen Lysozym-Kapazitidten der mit ATRP hergestellten Membranen gegen die
Permeabilitit gegeniiber KPi-Puffer. Zum Vergleich die Werte der Cer-gepfropften Membranen. Es zeigt sich eine

Abhiangigkeit von Bindung und Permeabilitat, die auch fiir den Wert der Standardmembran giiltig ist.

Auch wenn hier scheinbar keine Verbesserung gegeniiber der konventionellen Pfropfung mit
Cer erreicht wurde, zeigt sich doch ein erheblicher Vorteil der Verwendung von ATRP zur
Polymerisation auf Membranen. Wéahrend es bei dem herkdmmlichen Prozess nicht moglich
ist, Permeabilititen und Kapazititen iliber einen weiten Bereich einzustellen, ohne das
Ausgangsmaterial zu verandern, erlaubt die Pfropfung in zwei Schritten - Aktivierung und
anschliefdende reversibel deaktivierte Polymerisation - die Permeabilitit tiber den gesamten
Bereich, vom ungepfropften Material bei etwa 600 ml min-! bar-! cm-2 bis zu fast vollstandiger
Verblockung einzustellen. Solche Werte sind hier zwar nicht gezeigt, wurde aber im Verlauf
der Arbeit ebenfalls angefertigt. Da bei sehr niedriger Permeabilitit eine Bestimmung der
unterschiedlichen Kapazititen nicht mehr moglich ist, wurden solche Proben nicht weiter

untersucht.
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7 Die Bindung von Biomolekiilen an Polymerfilmen

Wie in Abbildung 57 gezeigt, sind auch die dynamischen Kapazititen fiir die Bindung von
Lysozym unter geeigneten Bedingungen hoher als die der Cer-gepfropften Membran.
Allerdings zeigt sich ein etwas weniger scharfes Durchbruchsverhalten, das sich auch in dem
Verhaltnis von dynamischer zu statischer Kapazitit zeigt. Hier erreicht die Probe ein
Verhaltnis von 0,89:1,30 oder 68 %, gegeniiber 0,53:0,75 oder 71% bei der

Standardmembran.
—— Kommerzielles Produkt
—— Mit ATRP gepfropft
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Abbildung 57: Dynamische Lysozym-Kapazitit einer ausgewahlten, mit ATRP gepfropften Membran im Vergleich
zur Standardmembran. Die Werte der ATRP gepfropften Membran (10 vol-%, 85 min) sind (dynamisch/statisch)
0,89/1,30 mg cm2 bei einer Permeabilitdt von 160 ml min-1 bar-! cm2, die der Cer-gepfropften Membran

0,53/0,75 bei ca. 230 ml min-! bar-! cm-2.

Besonders bei hohem Durchbruch ab ca. 80 % (450 A.U.) steigt die gemessene Absorbanz
sehr langsam an und nahert sich quasi asymptotisch dem vollstdndigen Durchbruch. Dies
deutet darauf hin, dass die Belegung des Hydrogels nicht gleichmafig erfolgt und eine
optimale Packung sich erst spater einstellt. Durch die langsame Ordnung im Hydrogel steht

die gesamte Kapazitat damit erst verzogert zur Verfiigung.
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Abbildung 58: Auftragung der statischen y-Globulin-Kapazitidten der mit ATRP hergestellten Membranen gegen die
Permeabilitiat gegeniiber KPi-Puffer. Zum Vergleich die Werte der Standardmembran. Es zeigt sich wiederum eine

Abhiangigkeit und zusatzlich eine deutliche Verbesserung des Verhaltnisses der beiden Grofien.

Fir y-Globulin werden wesentlich bessere Verhéltnisse fiir die Permeabilitit und die
statische Kapazitiat erreicht. Ublicherweise ist eine Verbesserung der Kapazitit nur auf
Kosten der Permeabilitat zu erreichen, beispielsweise durch Verwendung engerer Poren, die
durch die groflere Oberfliche mehr Bindung ermdoglichen, gleichzeitig aber auch den
Flusswiderstand erhdhen. Dass hier eine gleichzeitige Verbesserung beider Werte erreicht
werden kann, ist ein grofler Vorteil der Methode der Pfropfung mit ATRP, insbesondere da

das grofdere Globulin fiir mogliche Anwendungen relevanter ist als das Lysozym.

Dass die Kapazitit fiir die Bindung groféer Biomolekiile dhnlich der fiir kleine Proteine,
teilweise sogar identisch ist, ist ein Punkt von besonderer Bedeutung. Fiir die Cer-gepfropfte
Membran ergibt sich ein Verhéltnis von Globulin- zu Lysozymbindung 1:2, fiir die ATRP-
gepfropften Membranen dagegen im Mittel etwa 1:1.

Auf Seite 46 wurde anhand der Molmasse einer mit Cer und PMMA gepfropften Membran die
Kettendichte zu 0,45 Ketten je nm2 bestimmt. Wenn, wie zuvor fiir die ATRP-Proben, die
Kettendichte der Standardmembran anhand ihrer Lysozym-Kapazitat und ihrem Pfropfgrad
berechnet wird, zeigt sich allerdings eine Abweichung. Nach der zweiten Methode sollten
nicht mehr als 0,13 Ketten pro nm? auf der Oberflache vorhanden sein. Diese Abweichung der
beiden Methoden ist eventuell auf eine stirkere Abschirmung der Oberfliche bei der
Verwendung von GMA zuriick zu fiihren. Im Gegensatz zur reversibel desaktivierten
Pfropfung, bei der alle Ketten gleichzeitig wachsen, findet bei der Polymerisation mit Cer eine

kontinuierliche Initiierung statt. Je mehr Ketten dabei schon auf der Oberfliche gebildet
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wurden, desto schlechter ist die Zuganglichkeit fiir das Cer. Da das GMA sterisch
anspruchsvoller ist als das MMA, ist dieser Effekt wahrscheinlich ausgeprégter. Eine
geringere Anzahl an Ketten ist damit plausibel. Dies miisste dann durch hdhere
Polymerisationsgrade ausgeglichen werden. Mit der Berechnung tiber die Proteinkapazitit

ergibt sich hier eine molare Masse von etwa 7 - 105 g mol-..

Durch ATRP erhaltene Proben zeigen auch bei der gleichen Kettendichte ein anderes
Bindungsverhalten, sodass das oben beschriebene Modell fiir Cer variiert werden muss. Der
Vergleich der Daten von ausgewdahlten ATRP-Proben mit denen der klassischen Pfropfung

kann hierfiir die Grundlage sein.

Tabelle 4: Vergleich ausgewahlter ATRP-gepfropfter Membranen mit Standardmaterial

[2-Bbb] /vol-% tpfropr / min  Dg/ % Vv /mlminlbaricm? Crys/mgem?  Cglob / mg cm2

Mit Cer gepfropft 15 230 1,0 0,5
1 67,5 8 320 0,8 0,7
1 85 14 160 1,3 1,2

Wie sich zeigt, ist die Standardmembran ihrer Eigenschaften nach ahnlich zu ATRP-

gepfropften, die mit nur 1 vol-% Initiator aktiviert wurden.

Wie bereits aus der Zersetzung der mit Cer gepfropften Membran bekannt (Seite 39), findet
bei der Polymerisation von GMA unter den klassischen Bedingungen eine Vernetzung der
einzelnen Polymerketten statt, die hier fiir die mit ATRP hergestellten Ketten noch nicht

diskutiert wurde.

Tatsachlich gibt es wenig Hinweise, die auf eine ausgepragte Vernetzung des Hydrogels unter
den Bedingungen der reversibel desaktivierten Polymerisation schlieffen lassen.
Beispielsweise ist der Unterschied zwischen den Permeabilititen fiir Wasser und Puffer, der
gerne als Hinweis auf die Menge an Vernetzung herangezogen wird, bei diesen Proben sehr
unterschiedlich und iiberstreicht einen Bereich von etwa 1:1 bis iiber 1:10. Eine derartig
starke Verdnderung der Vernetzung ist wenig plausibel und sollte sich auch in
unterschiedlichen Bindungskapazitéten fiir Lysozym und Globulin widerspiegeln, was nicht
der Fall ist (siehe Abbildung 59).

103



7 Die Bindung von Biomolekiilen an Polymerfilmen

2,0 5
= i
>
3 »
21,54 %
-
c *
R by %&«
i) ¥ X HHK x KK X

*

ot TR
Hv) %
X e *
© 1 ¥ ¥ " ¥
» 05% x
£ b
m ¥
£ -
2

0,0 T T %' T ?K T T T T 1

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Verhaltnis Permeabilititat Puffer : Wasser

Abbildung 59: Abbildung der Verhaltnisse der Bindungskapazititen fiir die beiden Proteine in Abhangigkeit der
Verhiltnisse der Permeabilititen fiir Wasser und Puffer. Es zeigt sich keinerlei Abhédngigkeit, was gegen eine

Vernetzung des Hydrogels als Ursache des Unterschieds der Permeabilititen spricht.

Fiir die klassische Pfropfung mit Cer dagegen zeigt sich deutlich ein Grofdenausschlusseffekt
bei der Bindung von unterschiedlich grofden Proteinen. Dieser kann erklart werden, da bei
starker Vernetzung die Flexibilitit des Hydrogels eingeschriankt wird und auflerdem ein
Siebeffekt hervorgerufen werden kann, der verhindert, dass das grofiere Globulin gleich weit

in die Gelschicht eindringen kann wie das kleinere Lysozym.

Dass dieser Effekt bei der Pfropfung mit ATRP nicht beobachtet wird, ist ein weiterer

erheblicher Vorteil der Verwendung der reversibel desaktivierten Polymerisation.

Schema 34: Bindung von Proteinen mit und ohne Vernetzung. Ohne Vernetzung (links) sind die Polymere flexibel
und kénnen das Protein umschlief3en. Bei Vernetzung (rechts) wird durch die eng aneinander liegenden Ketten
verhindert, dass das Protein in den Film eindringen kann. Kleinere Proteine konnen dagegen immer noch in diese

starre Struktur gelangen.
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Bestimmung der Parameter eines optimalen Adsorbers

Da, wie beschrieben, die Verwendung der zweistufigen Pfropfung mit ATRP die flexible
Einstellung der Kettendichte und -ldnge erlaubt, sollte es moglich sein, eine fiir die

Proteinbindung optimierte Membran herzustellen.
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Abbildung 60: Abhéngigkeit der Lysozym- (links) und Globulinbindung (rechts) von der Pfropfzeit und der

Initiatorkonzentration. Fiir beide Proteine zeigen sich die gleichen Zusammenhange.

Es zeigen sich fiir beide hier verwendeten Proteine die gleichen Verldufe, sodass eine
Unterscheidung nicht moéglich ist. Dies ist liberraschend, da sich ein deutlicher Unterschied
zeigen sollte. Das kleinere Lysozym sollte bei 1 vol-% Initiator nach der Abschitzung zur
Kettendichte auf Seite 94 etwa eine Kette pro Protein bedecken. Damit sollte eine Erh6hung
der Kettendichte zu einer Abnahme der Bindung fiithren, da das Polymer das Protein
verdrangt, wie oben diskutiert. Zumindest aber sollte sich keine Steigerung der Kapazitit
einstellen. Das Gleiche ist giiltig fiir das grof3ere Globulin, das bei 1 vol-% 2-Bbb bereits etwa

sechs Ketten pro Protein binden sollte. In beiden Fallen ist eine Erhéhung der Kapazitit nicht

Zu erwarten.

Eine mogliche Erklarung bietet der Vergleich mit den AFM-Aufnahmen des gepfropften

Cellophans auf Seite 71, das hier nochmals als Ausschnitt gezeigt wird.

50.0 nm

-50.0 nm

0.0 Height 1.0 ym

Abbildung 61: AFM-Aufnahme von PMMA gepfropftem Cellophan von Seite 71. Eine Clusterbildung ist sichtbar.
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Deutlich ist bei niedriger Initiatorkonzentration eine Clusterbildung des gepfropften
Polymers erkennbar. Wenn dies ebenfalls auf der Membranoberfliche auftritt, fiithrt die
Bestimmung der Kettendichte {iber die Proteinbindung und den Pfropfgrad zu falschen
Ergebnissen. Statt einer gleichmafligen Verteilung der Polymere auf der Oberflache ergeben
sich gepfropfte Bereiche, in denen die Kettendichte so grofd ist, dass keine Unterschiede
zwischen den Proteinen auftreten, und Bereiche, in denen gar kein Protein gebunden wird.
Damit ware die Initiatorkonzentration von 3,25 vol-% fiir beide Proteine ideal und geringere

Dichten wiirden jeweils zu einer unvollstandig besetzten Oberflache fiihren.

Da die Qualitdt eines Membranadsorbers nicht ausschliefdlich von der Bindungskapazitit
bestimmt wird, ist es aufderdem sinnvoll, die Permeabilitit zu berticksichtigen. Da eine hohe
Bindung im Allgemeinen auch einen hohen Flusswiderstand bedingt und umgekehrt bei
guten Permeabilitdten nur schlechte Kapazitdten zu erwarten sind, ist zu erwarten, dass eine
optimierte Membran weder maximale Permeabilitaten noch Kapazitaten erreichen wird. Eine
moglichst ideale Membran soll so definiert werden, dass sie das beste mdgliche Verhéltnis

beider Grofden besitzt.

Um diese Bedingung zu erfiillen, wurden die y-Globulin-Kapazitit und die Permeabilitat fiir
Puffer auf den jeweils maximal auftretenden Wert normiert und miteinander multipliziert.
Die erhaltenen Daten wurden gegen die Pfropfzeit und die Initiatorkonzentration

aufgetragen.
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Abbildung 62: Auftragung der Produkte der normierten Fliisse und Kapazititen. Es zeigt sich ein Optimum bei ca.

3,25 vol-% Initiator und 67,5 min Polymerisationszeit.
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Auf diese Weise wird ein Optimum bei 67,5 min Pfropfzeit und 3,25 vol-% Initiator bestimmt,
entsprechend einer Kapazitit von 1,0mgcm2 und einer Permeabilitit von
235 ml min! bar! cm2. Fast ebenso gut ist das Verhaltnis bei 10 vol-% und 67,5 min und
20 vol-% und 85 min.

Das Optimum liegt also etwa bei der gleichen Permeabilitit wie die mit Cermethode
erreichten und liefert dabei etwa doppelt so hohe Bindungskapazititen fiir y-Globulin. Auch
wenn fiir diese Punkte keine dynamischen Kapazititen fiir dieses Protein vorliegen, legt die
Messung aus Abbildung 57 nahe, dass auch hier hohe dynamische Bindungen erreicht

werden.

Tabelle 5: Vergleich des Cer-gepfropften Standardmaterials mit den zwei besten Ergebnissen der ATRP-Pfropfung

Eigenschaft Cer-Pfropfung ATRP-Pfropfung
Initiatordichte / vol -% 3,25 10
Polymerisationszeit / min 20 67,5 67,5
Pfropfgrad / % 15 23 34
Permeabilitat / ml min! bar-! cm-2

Wasser 130 150 171

KPi-Puffer 240 236 248
Ionische Kapazitat / pmol cm-2 2,6 4,6 8,7
Bindungskapazitit / mg cm2

Lysozym 1,0 1,0 0,9

v-Globulin 0,5 1,0 1,0
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8 FAZIT

Es konnte gezeigt werden, dass die durch Cer-Initiierung gebildete Hydrogelschicht einen
hohen Vernetzungsgrad aufweist. Anhand von Modellverbindungen konnte gezeigt werden,
dass unter den Pfropfbedingungen bis zu 15 % der eingesetzten Epoxide getffnet werden,

wobei allerdings nicht jedes ge6ffnete Epoxid zu einer Vernetzung fiihren muss.

Dadurch stellt sich eine Analyse des gepfropften Polymers als wenig erfolgversprechend dar,
sodass mit anderen Monomeren gearbeitet werden musste. So konnte eine ungefdhre
Kettenldnge und -dichte von 0,45 Ketten pro Nanometer bestimmt werden. Dieser Wert ist
hoher als der durch die Menge an gebundenem Protein berechnete von 0,13. Da beide Werte
iiber indirekte Messungen bestimmt wurden, ist diese relativ kleine Abweichung allerdings
vernachldssigbar. In beiden Féllen stehen fiir jedes gebundene Protein mehrere Ketten zur
Verfiigung und es sollte sich eine vollstindig bedeckte Oberfliche ergeben. Unterschiede
ergeben sich dadurch auch in der molaren Masse der gepfropften Polymere, unter

Vernachlassigung der Vernetzung ergab sich ein M von 2 - 7 - 105 g mol-1.

Die bei der Pfropfung verwendete Emulsion besteht aus Tropfchen, deren Durchmesser etwa
genauso grofd ist wie der der Poren der Membran. Dennoch ergeben sich keine
Einschrankungen durch Grofdenausschluss. Es konnte gezeigt werden, dass eine Filtration der
Mischung keinen Einfluss auf die Membraneigenschaften hat und dass sich die gleiche

Grofdenverteilung nach wenigen Minuten wieder einstellt.

Zusatzlich zur Untersuchung der Cer-initiierten Polymerisation wurden Pfropfungen mit
ATRP auf Membranen durchgefiihrt. Dafiir wurde in einem ersten Schritt ein geeigneter
Initiator, 2-Bromoisobutyrylbromid, an die Oberflache gebunden und von diesem ausgehend

eine kupferkatalysierte reversibel deaktivierte Polymerisation durchgefiihrt.

Es konnte gezeigt werden, dass unter den gewahlten Bedingungen sowohl an Glucose mit
GMA als auch an Membranen mit MMA schmale Molmassenverteilungen und lineare

Abhangigkeiten der Polymerisationsgrade von der Polymerisationszeit erreicht wurden.

Die Anzahl an wachsenden Ketten auf der Oberfliche wurde auf unterschiedliche Arten
bestimmt. Eine direkte Quantifizierung des gebundenen Initiators lieferte wesentlich zu hohe
Werte von bis zu 30 Molekiilen pro nmz2. Dies wurde durch starke Quellung der Membran
begriindet, sodass die zur Verfiigung stehende Oberflache tatsdchlich deutlich grofder war

und auch tiefere Schichten funktionalisiert wurden.
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MMA wurde auf Membranen gepfropft und das Polymer nach Zersetzung der Membran
isoliert und analysiert. Aus der ermittelten Molmasse und dem Pfropfgrad der Proben
wurden Kettendichten von bis zu vier pro nm? bestimmt. Ein niedrigerer Wert als bei der
Initiatordichte war erwartet, da im Allgemeinen nur etwa ein Zehntel der vorhandenen
Initiatoren eine Polymerisation startet. Auch der hier ermittelte Wert ist allerdings
tendenziell als zu grofd einzustufen, wofiir teilweise die gleichen Erklarungen herangezogen

werden konnen wie fiir die direkte Quantifizierung des Initiators.

Zusatzlich wurde eine Obergrenze fiir die Dichte an Polymeren bestimmt, indem das Volumen
von gebundenen Proteinen abgeschatzt wurde und daraus eine minimale Hydrogeldicke und
damit Kettenldnge bestimmt wurde. Auf diese Weise wurden Polymerdichten von bis zu
0,4 Ketten pro nm? ermittelt. Fiir diese Methode wurden allerdings viele Annahmen

gemacht, sodass dieses Ergebnis ebenfalls nicht als exakt angenommen werden sollte.

Dennoch deuten alle Experimente darauf hin, dass die Polymerdichte fiir beide
Polymerisationsarten so hoch ist, dass fiir die beiden betrachteten Proteine Lysozym und

v-Globulin jeweils mehr als eine Kette pro Projektionsflache eines Proteins vorhanden ist.

Durch die Experimente konnte gezeigt werden, dass die Polymerldange und -dichte bei der
ATRP-Pfropfung unabhingig voneinander eingestellt werden kénnen. Der Einfluss beider
Grofien auf die Membraneigenschaften wurde systematisch untersucht und ein komplexer
Zusammenhang zwischen Bindungskapazitit und Pfropfdichte sowie zwischen Permeabilitit
und Pfropfdichte gefunden. Die Abhdngigkeiten von der Polymerlange entsprachen dagegen

den Erwartungen.

Fiir die Bindungskapazitdt von Proteinen wurde ein Optimum gefunden, das der Vorstellung
einer homogenen Verteilung des Polymers auf der Oberflache widerspricht. Dies wurde einer

Clusterbildung wahrend der Polymerisation zugeschrieben.

Im Vergleich der beiden Pfropfungsreaktionen wurde geschlossen, dass die
kupferkatalysierte Polymerisation zu deutlich weniger Vernetzung neigt als die durch Cer

initiierte.
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Das Thema der oberfldcheninitiierten Pfropfung zur Herstellung von Membranadsorbern
zum lonentausch und zur Aufreinigung von Proteinen bietet noch eine Vielzahl an
Maoglichkeiten, um die Bildung des Hydrogels und die Bindung von Zielverbindungen zu

untersuchen.

Die Cer-initiierte Pfropfung von GMA und die daraus resultierenden Polymereigenschaften
sind schwer zu analysieren, sodass weitere Experimente notig sind. Beispielsweise wére es
von Interesse, eine Copolymerisation von MMA und GMA auf Membran durchzufiihren. Beide
Monomere sind kompatibel und haben dhnliche Reaktivitdtsverhaltnisse, sodass sich ein
statistisches Copolymer bilden sollte.1399 Unter den bisherigen Pfropfbedingungen stehen bei
einer ionischen Kapazitat von 2,6 pmol cm? und einer Lysozymkapazitit von 1 mgcm-2
jedem Protein 38 Ladungen zur Bindung zur Verfiigung, das Protein selber ist aber bei dem
zur Bindung verwendeten pH von etwa 7 nur achtfach positiv geladen.190 Durch eine
Verringerung des Anteils an GMA sollte sich damit die Proteinkapazitidt wenig oder gar nicht
andern, wohingegen die Quellung des Materials und auch die Vernetzung zuriickgehen
sollten. Eventuell kompensieren sich diese Effekte, sodass keine Verbesserung eintritt, aber
eine relative Erhohung der Bindungskapazitit fiir das grofiere y-Globulin sollte aufgrund der

besseren Zuganglichkeit moglich sein.

Ein dhnlicher Effekt ist moglicherweise auch durch die Verwendung von bereits geladenen
Monomeren moglich. Durch das Fehlen des Epoxids konnte keine Vernetzung auftreten,
sodass weniger Grofdenausschluss auftreten sollte. Dabei ist zu erwarten, dass ein solches
Material sehr stark quellen wiirde. Allerdings sollte sich das gepfropfte Polymer nach der hier
beschriebenen Methode abtrennen und analysieren lassen, sodass ein direkter Vergleich von

Bindungs- und Polymereigenschaften moglich ware.

Die Verwendung eines Ubertragungsagenzes hitte dagegen vermutlich einen negativen
Effekt. Verbindungen wie einige Thiole konnen eine Gruppe oder ein einzelnes Atom auf eine
radikalisch wachsende Kette iibertragen, sodass diese nicht weiter reagieren kann.
Stattdessen bildet sich ein Radikal am Thiol, das seinerseits polymerisieren kann. Da die
Radikalkonzentration sich nicht andert, bleiben auch Umsatz und
Wachstumsgeschwindigkeit gleich, lediglich die mittlere Kettenlange wird verkiirzt.101 Da das
GMA aber, wie gezeigt, sehr stark zur Vernetzung neigt, wiirde dadurch lediglich die
Polymerdichte an der Oberfldche verringert und mehr in die Pore hinein verlagert, da das
freie Polymer ebenfalls an das Hydrogel gebunden ware, sodass eine erhebliche Reduzierung

der Permeabilitdt zu erwarten ist.
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Im Bereich der Pfropfung mit ATRP sind ebenfalls noch sinnvolle Untersuchungen
vorstellbar. Anhand der Daten ist ersichtlich, dass der gewdhlte Bereich an
Initiatorkonzentration schon zu vollstindiger Oberflichenbelegung fiihrt. Niedrige
Kettendichten fiithren, wie gezeigt, nicht zu einer homogenen Verteilung des Polymers,
sondern zu einer Clusterbildung. Durch den Einsatz inaktiver Spezies sollte es mdglich sein,
eine gleichméafige Verteilung des Initiators auf der Oberflache zu erreichen. Eine Mischung
des Initiators 2-Bromoisobutyrylbromid und Isobutyrylbromid sollte bei vollstindiger
Oberflachenbelegung eine gleichmafdige Verteilung der beiden Komponenten liefern. Somit
wire sichergestellt, dass eine ungleichmaflige Verteilung des Polymers nicht durch den
Initiator bestimmt wird. Aufderdem konnten niedrigere Oberflichendichten erreicht werden,
ohne dass das hochreaktive Saurebromid bereits grofdtenteils am Eingang der Poren

abreagiert.

Damit sollten sich Bindungsmaxima ergeben, die je nach Groéfie des Proteins bei
unterschiedlichen Initiatordichten auftreten. Zusatzlich ware es niitzlich, neben der Bindung
der beiden hier verwendeten Proteine noch die Bindung grofierer Objekte, moglicherweise
funktionalisierte Gold- oder Silicapartikel, zu untersuchen. So liefien sich die
Bindungsbedingungen iiber sehr viel breitere Bereiche untersuchen, die zwar nicht mehr zur
urspriinglichen Anwendung passen, allerdings helfen sollten, das Bindungsmodell zu

verfeinern und besser zu verstehen.

Durch das gezielte Einbringen von Monomeren, die zu Vernetzung fahig sind, oder durch
Reaktion der Membran vor der Sulfonierung mit einer Verbindung, die Epoxide vernetzen
kann, wie beispielsweise ein Diol, konnte ein definierter Vernetzungsgrad eingestellt werden
und die resultierenden Membraneigenschaften untersucht werden. Wie oben diskutiert,
unterscheiden sich die ATRP- und die Cer-gepfropften Membranen deutlich in ihrer
Vernetzung. Durch sukzessive Erh6hung der Anteils verbundener Ketten koénnten die
Bindungseigenschaften der ATRP-gepfropften Membran an die aus der Polymerisation mit
Cer angepasst werden, beispielsweise in Bezug auf das Bindungsverhaltnis von Lysozym und
v-Globulin. Damit wdare eine Abschiatzung des Vernetzungsgrades wahrend der

Standardpfropfung moglich.

Weitere Anderungen des ATRP-Systems betreffen die Verwendung eines Aktivator
Regeneriert durch Elektronentransfer (Activator ReGenerated by Electron Transfer, ARGET)-
ATRP Systems. Bei dieser modernen ATRP-Technik wird ein Reduktionsmittel zugesetzt und
auf die reduzierte Form des Katalysators verzichtet. Dieser wird erst in-situ gebildet. Durch
den Uberschuss an Reduktionsmittel benotigt die Polymerisation geringere
Katalysatorkonzentrationen und wird toleranter gegeniiber Sauerstoff. Diese Modifikation

ware insbesondere im Hinblick auf eine industrielle Anwendung niitzlich.
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Eine weitere interessante Moglichkeit ist die, einen spaltbaren Initiator zu verwenden.
Beispielsweise konnen Verbindungen synthetisiert werden, die aus drei Segmenten bestehen.
Dabei werden die duferen Bauteile so gewdhlt wie bei dem hier verwendeten Initiator
2-Bromoisobutyrylbromid, also ein Sdurebromid zur Ankniipfung an die Cellulose und ein
2-Bromisoproylrest zum Starten der Polymerisation. Dazwischen kann eine leicht spaltbare
Bindung eingesetzt werden, wie beispielsweise eine Disulfid-Briicke. Wird mit diesem
Initiator polymerisiert, konnen die gebildeten Ketten spiter unter milden Bedingungen
oxidativ oder reduktiv abgespalten werden, ohne die Epoxide des GMA zu hydrolysieren,

sodass dieses analysiert werden kann.

Allgemein wire eine Messung der Permeabilitit mit nicht-quellenden Fliissigkeiten wie
beispielsweise Hexan interessant, sodass sich ein weiterer Anhaltspunkt fiir die
Polymerstruktur ergibt. Mit Wasser und Pufferlésung stehen bisher nur Bedingungen zur
Verfligung, bei denen maximale und reduzierte Quellung auftritt. Ein Vergleich mit weniger
oder gar nicht quellenden Medien wiirde Informationen iiber die Struktur des Polymers, den
Grad der Vernetzung und die Dichte des Materials erlauben. Damit wire es beispielsweise
moglich, die Vorstellung, die Ketten miissten aus sterischen Griinden stark gestreckt
vorliegen, zu Uberpriifen, da sie dann auch unter nicht-quellenden Bedingungen zu einer

stark verringerten Permeabilitat fiihren miissten.
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10 MATERIALIEN UND METHODEN

Im Folgenden werden die verwendeten Chemikalien und Vorschriften vorgestellt.

10.1 VERWENDETE CHEMIKALIEN

Das Monomer wurde im industriellen Mafdstab von der Firma Sartorius erworben und zur

Verfligung gestellt.

Die eingesetzten Membranen wurden zur Verfiigung gestellt von der Firma Sartorius Stedim

Biotech.

Alle anderen Chemikalien wurden kommerziell erworben und wie beschrieben eingesetzt.

10.2 PFROPFUNG AUF CELLULOSE

OH

e pPGMA
‘Célv
Die Membranen wurden ausgestanzt (rund, 65 mm Durchmesser) und auf einer

Trockenwaage (Sartorius MA 200) bei 105 °C bis zur Gewichtskonstanz gewogen.

Cersulfat (Ce(SO04)2:-4H20, 1,5g) wurde in angesdauertem Wasser vorgelost. Nach
vollstandiger Losung des Feststoffs wurde mit Wasser bis auf 485 g aufgefillt. Die Losung

wurde in einer Gaswaschflasche fiir 30 min mit Argon oder Stickstoff entgast.

Waihrenddessen wurden je maximal vier Membranstanzlinge in die Pfropfapparatur
eingehdngt und ebenfalls entgast. Emulgator2 (480 mg) wurde mit Monomer (GMA: 15,52 g,
109 mmol; MMA 10,9 g, 109 mmol) gemischt und in einen Tropftrichter gegeben.

Nach Ende der Entgasungszeit wurde die wassrige Phase in die Apparatur tiberfiihrt und mit
der Organischen vermischt. Nach kurzem Riihren wurden die Membranen fiir ca. 5 s in die

Emulsion eingetaucht und danach fiir 20 min unter Schutzgas im Reaktor behalten.

Nach der Reaktionszeit wurden die Membranen 10 min mit fliefendem Wasser gespiilt und

im Trockenschrank bei 80 °C fiir 20 min getrocknet.

a Aus markenschutzrechtlichen Griinden wird der Emulgator hier nicht exakt bennant.
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Pfropfung auf Cellophan

Bei der Pfropfung auf Cellophan wurde analog der Pfropfung auf Cellulose verfahren. Statt
der Stanzlinge wurden Stiicke von ca. 2-3 cm? ausgeschnitten und mit Metallklammern an die

Haken der Apparatur gehdngt.

Polymerisation mit Glucose, Cellobiose und -Cyclodextrin

Bei der Polymerisation mit Glucose, Cellobiose und Cyclodextrin wurden die gleichen

Konzentrationen wie bei der Pfropfung auf Membranen verwendet.

Das jeweilige Ausgangsmaterial wurde in einem Rundkolben mit Septum in Wasser gelost
und 20 min. entgast. Die Cer/Schwefelsdure-Mischung wurde in einer Gaswaschflasche fiir
20 min entgast. Das Monomer/Emulgator Gemisch wurde in einem Rundkolben mit Septum
entgast und nach der Entgasungszeit mit einer Spritze in den Reaktionskolben iibertragen.
Gleichzeitig wurde die Cer-Phase in den Kolben iiberfiihrt. Nach kurzem Mischen wurde das

geloste Ausgangsmaterial zugegeben und fiir die gewlinschte Polymerisationszeit geriihrt.

Nach Ende der Reaktionszeit wurde die Reaktion durch Zugabe von unentgastem Wasser
gestoppt. Der entstandene Feststoff wurde filtriert, mit Aceton aufgenommen, mit

Diethylether geféllt und getrocknet.

10.3 REAKTION MIT (TERT-BUTOXYMETHYL)OXIRAN

Analog zur Pfropfung mit Cer und Cellulose wurde die Cerlosung hergestellt (100 mL). (tert-
Butoxymethyl)-oxiran (3 g) wurde mit dem Emulgator (100 mg) gemischt und nach der
Entgasung der Cerlosung beides gemischt. Nach 20 min wurde die Losung mit
Natriumcarbonat neutralisiert, mit Dichlormethan ausgeschiittelt und mit Magnesiumsulfat
getrocknet. Anschlief;end wurde bei 600 mbar eingeengt, bis kein Lésungsmittel mehr

verdampfte. s

10.4 ATOM TRANSFER RADIKALISCHE POLYMERISATION AUF MEMBRANEN

Die ATRP-Pfropfung der Membranen wurde in zwei Schritten durchgefiihrt. Zuerst wurde der
Initiator 2-Bromoisobutyrylbromid (2-Bbb) auf der Probenoberfliache fixiert und in einem

zweiten Schritt von diesem ausgehend eine Polymerisation durchgefiihrt.
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10.4.1 INITIIERUNG

Es wurden runde Membranproben von 63 mm Durchmesser ausgestanzt und an einer
Trockenwaage bei 105°C bis zur Gewichtskonstanz gewogen. Je nach gewlinschter
Verdiinnung wurde 2-Bbb in einer Kristallisierschale mit Dichlormethan gemischt und kurz
geschwenkt. Die Membranproben wurden fiir fiinf Sekunden eingetaucht. Uberschiissige
Losung wurde an der Gefafdwand abgestrichen und die Proben in einem Wigeglaschen
verschlossen fiir die gewiinschte Reaktionszeit liegen gelassen. Zusatzlich zu den
gewiinschten Proben wurde eine weitere Membran impragniert und unten in das
Waigeglaschen gelegt. Somit wurde sichergestellt, dass auch die unterste Probe auf einer

anderen Membran auflag, fiir alle Proben also identische Bedingungen galten.

Nach der Reaktionszeit wurden die Glaschen gedffnet und die Membranen nacheinander fiir
15 min unter flieRendem Wasser, 15 min in Aceton und nochmals 10 min mit flieRendem
Wasser gespiilt. Die Proben wurden auf ein Zellstofftuch getupft und 20 min bei 80 °C
getrocknet. Nach der Trocknung wurden die Membranen auf der Trockenwaage bei 105 °C

bis zur Gewichtskonstanz gewogen.

10.4.2 POLYMERISATION

= .

)
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Abbildung 63: Skizze des zur ATR-Polymerisation auf Membranen verwendeten Aufbaus.

Der verwendete Aufbau ist in Abbildung 63 dargestellt. Die Membranen wurden mit den
notigen Glasgeraten in einem Glovebag (1) vorgelegt. Stickstoff wurde nacheinander durch
mehrere Gaswaschflaschen geleitet, bevor er in den Bag geleitet wurde. Zuerst wurde eine
Flasche mit Isopropanol (IPA) verwendet (2), um eine zu starke Abreicherung der leichter
fliichtigen Komponente zu vermeiden. In der nachsten Waschflasche (3) wurde die Mischung
von ROW, IPA und Monomer vorgelegt (750 mL; IPA: 60,0 vol-%; ROW: 27,5 vol-%; GMA:
12,5 vol-%) und 25 min mit Stickstoff gespiilt. Die letzte Flasche (4) beinhaltete die festen
Komponenten, CuBr(625 mg, 4,35 mmol, 13 Ag.), CuBrz(75,0 mg, 330 umol, 1,0 Aq.) und
bpy(1,79 g, 11,5 mmol, 34 Aq.). Sie wurde nach abgeschlossener Entgasung der Flasche (3)
durch deren Auslass fiir 15 min mit N, gespilt. Gleichzeitig wurde der Bag durch den Auslass

von Flasche (4) gespiilt.
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Die Losung wurde durch den Auslass der Waschflasche (3) in Flasche (4) iiberfiihrt und die
Mischung 45 min unter N;-Strom geriihrt. AnschliefRend wurde die Losung in den Glovebag
tberfithrt und je nach Anzahl an unterschiedlichen Reaktionszeiten in Glasschalen (5)

aliquotiert.

Die Membranen wurden in passenden Abstinden voneinander eingetaucht, sodass alle
Reaktionszeiten zur gleichen Zeit beendet waren. Dabei wurde fiir jede neue Zeit eine neue
Losung verwendet, um Verfialschungen durch Homopolymer zu vermeiden. Nachdem die
Membranen impragniert wurden, wurden sie flir die Dauer der Reaktion in verschlief3bare
Glaser (6) gegeben. Zusatzlich zu den Proben wurde jeweils eine zusitzliche Membran in die
Losung eingetaucht und zuunterst in das Glas gegeben, damit alle Proben auf anderen

Membranen lagen und nicht auf der glatten Glasoberflache.

Nach Ablauf der Reaktionszeiten wurde der Glovebag geoffnet und die Proben entnommen.
Sie wurden 10 min unter flieRendem Wasser, 15 min in Aceton und 10 min unter fliefendem
Wasser gespiilt. Nach Trocknung auf Zellstoff und im Trockenschrank bei 80 °C fiir 20 min

wurden sie auf einer Trockenwaage bei 105 °C bis zur Gewichtskonstanz gewogen.

10.5 SULFONIERUNG DES PFROPFPOLYMERS13

Die Umsetzung der Epoxide der PGMA gepfropften Membranen zu Sulfonsduren erfolgte

durch Reaktion des Polymers mit Natriumsulfit nach
‘0,8  OH

0]
Qg Na,SO
o 2°oU3
K
n n
Schema 35: Sulfonierung des PGMA.

600 g Wasser wurden vorgelegt und unter Kiihlung 180 g Na;SO; und 50g eines
Phasentransferkatalysatorsb gelost.

Zur Umsetzung wurde so viel Losung verwendet, dass alle eingesetzten Membranen frei in
einer 500 ml Weithalsgewindeflasche schwimmen konnten. Die Losung wurde auf 85 °C
erwarmt und die Membranen unter Rithren 45 min bei 85 °C umgesetzt. Danach wurden die
Membranen 10 min mit fliefendem Wasser gespiilt, 5 min in 0,1 N HCl und zweimal 5 min in

1M NaCl-Losung geschwenkt. Abschliefiend wurden sie nochmals 10 min mit flieRendem

b Aus markenschutzrechtlichen Griinden wird der Phasentransferkatalysator hier nicht exakt bennant.
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Wasser gespiilt und 20 min bei 80 °C im Trockenschrank getrocknet. Danach wurden sie mit

einer Trockenwaage bei 105 °C bis zur Gewichtskonstanz gewogen.

10.6 UNTERSUCHUNG DER EMULSION

Zur Untersuchung des Einflusses der Filtration auf die Emulsion wurde die Pfropflosung mit
Cer, Wasser und Schwefelsdure vorbereitet wie bei der reguldren Pfropfung mit Cer. Der
Ausgang der Waschflasche wurde in ein Becherglas in einem Glovebag geleitet. Wahrend des
Entgasens der Losung mit Argon fiir 60 min wurde der Glovebag gleichzeitig gespiilt. Das
Emulgator/Monomer-Gemisch wurde in dem Becherglas vorgelegt. Nach Ende der
Entgasungszeit wurde die wassrige Phase in den Bag iiberfiihrt und mit der organischen
gemischt. Nach kurzem, heftigem Rithren wurde von der Emulsion jeweils 7 mL in zwei
Schraubdeckelglaser mit 0,5 mg AIBN und 0,6 mg Glucose gegeben, dabei wurde fiir das eine
Glas die Mischung durch einen 0,2 um PESU-Spritzenvorsatzfilter filtriert. Die Glaser wurden

verschlossen und spater weiter verwendet.

Zusatzlich wurde jeweils etwa 1 mL in zwei Kunststoffkiivetten gegeben, wiederum wurde
dabei eine Probe filtriert. Die Kiivetten wurden verschlossen und aus dem Bag entnommen

und an einem Zetasizer Nano S der Firma Malvern Instruments Ltd. vermessen.

Wahrend dessen wurde die Mischung im Glovebag auf zwei Glaser aufgeteilt, wobei ein Teil
filtriert wurde. Dann wurden je vier Membranen in den Lésungen impragniert und fiir 20 min
zur Reaktion hingehangt. Nach Ende der Reaktionszeit wurden die Membranen entnommen
und 10 min mit Wasser gewaschen. Anschlief3end wurden sie gemaf} der Standardvorschrift

sulfoniert und danach charakterisiert.

Die Schraubdeckelglaser wurden 2 h auf 80 °C erwdarmt und danach im Wasserbad abgekiihlt.

Sie wurden in Aluminiumschalen entleert, der Feststoff getrocknet und die Masse bestimmt.

10.7 ANALYTIK DER FUNKTIONALISIERTEN MEMBRAN

Die Charakterisierung der sulfonierten Membranen folgte Standartvorschriften. Dabei
werden anwendungsspezifische Kenngréfien der Membran gemessen. Diese sind die
spezifische Permeabilitat v sowie die statischen Bindungskapazitaten fiir Natrium-Ionen und

die Proteine Lysozym und Globulin.
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10.7.1 FUR DIE MEMBRANCHARAKTERISIERUNG VERWENDETE LOSUNGEN

Die verwendeten Losungen und Puffer wurden folgendermafien hergestellt.

Kaliumphosphat-Puffer

Fiir den Kaliumphosphat-Puffer (KPi) wurde eine 2 molare Stammlésung angesetzt. Dafir
wurden 541,5 g Wasser vorgelegt und unter Riithren 208,5 g K;HPO4 gel6st. Aufderdem wurde
117,0 g KH,PO4 in 383,0 g Wasser bei 50 °C gelost. Die K;HPO4-Losung wurde vorgelegt und
mit der KH,PO4-Lésung auf pH 7 eingestellt.

Zur Verwendung wurde die ungefihr benétigte Menge an Wasser vorgelegt und mit der
Pufferlosung die Leitfahigkeit auf 1,75 mS cm-! eingestellt, was einem pH von 7 und einer

Konzentration von ca. 10 mmol I-! entspricht.

Salzsaure

Fiir die 1 M Salzsdure wurde ein Titrisol-Konzentrat der Firma Merck fiir 1 mol/] Salzsdure

entsprechend der Anleitung auf einen Liter mit Wasser aufgefiillt.

Fir die 1 mM Salzsdure wurde ein Milliliter der 1 M in einem Mafdkolben auf einen Liter

verdinnt.

1 M Natriumchloridlosung

Die benotigte Menge Wasser wurde vorgelegt und Natriumchlorid unter Rithren darin gelost,

bis die Leitfahigkeit etwa bei 85,3 mS cm-! lag.

5 mM Natronlauge

Flr die 5 mM Natronlauge wurde ein Titrisol-Konzentrat der Firma Merck fiir 0,01 mol/l

Natronlauge auf zwei Liter mit Wasser aufgefiillt.
Bindungspuffer Lysozym
Der Bindungspuffer wurde durch Lésen von 0,2 wt-% Lysozym in KPi-Puffer hergestellt.

Elutionspuffer Lysozym

Der Elutionspuffer wurde durch Zugabe von Natriumchlorid zum KPi-Puffer bis zu einer

Leitfahigkeit von ca. 84-95 mS cm-2 hergestellt.
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Natriumacetatpuffer

740 g Wasser wurde vorgelegt und 60,05 g Essigsdure (100 %) zugegeben. Mit 32 %-iger

Natronlauge wurde der pH auf 5,0 eingestellt und die Losung auf 11 aufgefiillt. Zur

Verwendung wurde die bendtigte Menge an Wasser vorgelegt und mit dem Stammpuffer eine

Leitfahigkeit von 1,25 mS cm-2 eingestellt.

Bindungspuffer y-Globulin

Der Bindungspuffer wurde durch Lésen von 0,1 wt-% in Acetatpuffer hergestellt. Vor

Verwendung wurde die Losung durch eine 0,22 um PESU-Membran filtriert.

Elutionspuffer y-Globulin

Der Elutionspuffer fiir y-Globulin wurde durch Zugabe von Natriumchlorid zum Acetatpuffer

hergestellt, bis eine Leitfahigkeit von ca. 87-90 mS cm-2 erreicht wurde.

10.7.2 BESTIMMUNG DER SPEZIFISCHEN PERMEABILITAT

Fiir die Bestimmung des Flusses wurden die trockenen
Membranen kurz in Wasser getaucht um sie maximal zu
quellen und mit einer Metallstanze mit 47 mm
Durchmesser Ronden hergestellt, die in die

Durchflussapparatur eingebaut wurden.

Diese besteht aus acht identischen Metallzylindern mit ca.
300 mL Volumen (Stainless Steel Pressure Holder,
200 mL Capacity, Sartorius Stedim Biotech, Gottingen).
Per Computer konnen die Zellen iiber eine Schlauchpumpe
mit einer vorbereiteten Losung befiillt werden. Wenn etwa
250 mL in jeder Zelle vorgelegt sind, wird ein Druck von
ungefahr 100 mbar aufgebaut. Wird der Hahn an der Zelle
geoffnet, stromt die Losung durch die Membran und wird
in einem Becherglas auf einer Waage aufgefangen. Sowie
die Waage eine Anderung des Gewichts feststellt, beginnt
die Software die Zeit zu stoppen, bis es einen
voreingestellten Wert erreicht. Aus der gemessenen Zeit,
dem eingestellten Druck, der Masse und der vorgegebenen
Anstromflache wird dann automatisch der Durchfluss nach

folgender Formel bestimmt:

P DI B 4
v /mlmin~*bar " cm™ =

_t-Aa-p

Lésung/Druckl

U
K

uft

N | m—

Inneren

2

Hahn

Waage

Abbildung 64:

Skizze

Durchflussapparatur

Uberdruckventil

Membran im
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(28)
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Im ersten Durchgang wird iiblicherweise mit Wasser gemessen, die Anlage anschlieffend mit

KPi-Puffer gespiilt und danach mit dem Puffer gemessen.

10.7.3 BESTIMMUNG DER STATISCHEN IONISCHEN BINDUNGSKAPAZITAT

Zur Bestimmung der ionischen Bindungskapazitit werden die Membranen zu runden
Scheiben mit einem Durchmesser von 30 mm gestanzt. Diese werden luftblasenfrei in
Metallgehduse eingebaut. Vor der Messung wird die verwendete Schlauchpumpe mit den
Losungen gespiilt, um Gasreste aus den Schlauchen zu treiben. Die Losungen sind:

demineralisiertes Wasser, 1 mM und 1 M Salzsadure und 1 M Natriumchloridlésung.

Mit einer Flussrate von ungefihr 5 ml min-! werden je vier Minuten nacheinander die
Natriumchloridlésung, die 1M, dann die 1 mM Salzsdure und zuletzt Wasser durch die
Membran gefoérdert. Die Losungen werden verworfen und 1 M Natriumchloridlosung durch
die Membran geleitet. Diese wird aufgefangen und an einem Titrierautomaten Titrando 836
der Firma Metrohm mit 0,05M Natronlauge titriert. Dabei werdeb der pH und das
verbrauchte Volumen an Base aufgezeichnet und aus den erhaltenen Werten nach folgender
Formel die statische ionische Bindungskapazitat berechnet.

H; — pH
7~ pHy — v, P =2

pH; — pH,
V, =V, (29)

1000 - CNaOH ' T*

Clon / Wmol cm™2 =

A

Cion ist die ionische Kapazitat, cnaon die Konzentration der Base, rder Titer und pH,, pH2 sowie
Vi, Vo der pH-Wert und das verbrauchte Volumen an Base am ersten und zweiten

Aquivalenzpunkt.

Nach der Messung wurden die Membranen ausgebaut und mit Wasser gespiilt.

10.7.4 BESTIMMUNG DER STATISCHEN PROTEINBINDUNGSKAPAZITAT

Die Bestimmung der Bindungskapazitit erfolgte fiir die beiden Proteine Lysozym und

v-Globulin auf analoge Weise.

Die Membranen wurden nach der Bestimmung der ionischen Kapazitit wiederum in die
Metallgehduse eingebaut. Die Schlauchpumpe wurde durch Spiilen der Schlduche und
Entfernen von Luftblasen vorbereitet und die Gehduse angeschlossen. Die Pumpe wurde auf
eine Fordergeschwindigkeit von 5 ml min-! eingestellt. Die Proteinstammlésung wurde an

einem Spektralphotometer Specord 200 plus der Firma Analytik Jena AG mit Sipper-Einsatz
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bei 280 nm gemessen. Im Falle des Lysozyms wurde die Proteinlésung davor noch 1:10

verdinnt.

Zuerst wurde eine Minute mit dem jeweiligen Elutionspuffer gespiilt, dann zwei Minuten mit
Pufferl6sung, sechs mit Proteinlésung und vier mit Pufferlésung. Die Losungen wurden
verworfen. Anschliefend wurde zwei Minuten Elutionspuffer geférdert und die Losung in

Reagenzgldsern aufgefangen.

Die aufgefangene Proteinlosung wurde gegen ein leeres Reagenzglas gewogen und die
Absorption bei 280 nm gemessen. Die Bindungskapazitdt berechnet sich dann nach der

Formel

, E-c'm
CProtein / MG CmM™ = = A (30)
mit der Extinktion der Probe E, der Ausgangskonzentration ¢ der Proteinlésung in mg ml-1,

der Masse der Losung m, der Extinktion der Ausgangslosung E, und der Anstromflache A..

10.8 ZERSETZUNG DER GEPFROPFTEN MEMBRAN

Die zu zersetzenden Membranen wurden auf eine Grofée von ca. 2x2 cm geschnitten. Sie
wurden in Kolben gegeben und mit 30 mL konz. Salzsdure iibergossen. Um vollstidndige
Benetzung zu gewahrleisten, wurden die Membranstiicke mit einem Glasstab untergetaucht.
Die Kolben wurden gelegentlich leicht geschwenkt und {iber Nacht stehen gelassen. Vor der
Neutralisation wurden die Kolben in ein Eisbad gegeben und etwas Methylorange zugetropft.
Anschlieffend wurde Natronlauge bis zum Farbumschlag zugegeben. Wenn sich dabei bereits
ein Niederschlag von NaCl bildete, wurde etwas ROW zugegeben, um eine homogene Losung
zu behalten. Nach dem Farbumschlag zu gelb wurde mit 1 M HCl wieder angesauert, um einen
Abbau des Vlieses bei zu hohem pH zu vermeiden. Abschlief3end wurde noch konz. NaHCO3

zugetropft, bis der Farbumschlag wieder stattgefunden hatte.

Die Losung wurde durch einen groben Filter (ca. 1 mm Porendurchmesser) in einen
Scheidetrichter gegeben und zweimal mit Dichlormethan ausgeschiittelt. Das Dichlormethan

wurde auch genutzt, um die Vliesreste im Filter zu waschen.

Die organischen Phasen wurden vereinigt und mit MgSO4 getrocknet. Die Losung wurde bis
auf ein Minimum eingeengt und das Polymer durch Zugabe von Et,0 gefillt. Der Feststoff

wurde im Vakuum getrocknet.
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Zersetzung mit Cellulase

Vier Membranstanzlinge von je 63 mm Durchmesser wurden zerschnitten und in einen
Kolben gegeben, in dem 0,5 g Cellulase in 50 mL Natriumacetatpuffer bei pH 5 vorgelegt war.
Die Mischung wurde 3 Tage bei ca. 35 °C geriihrt. Da sich keine Anderung der Membran

zeigte, wurde die Probe verworfen.

10.9 BESTIMMUNG DER DICHTE AN OBERFLACHENGEBUNDENEM INITIATOR

Flir den Nachweis wird von dem oberflichengebundenem Initiator Bromid eliminiert. Dieses
wird durch Reaktion mit Chloramin-T zu molekularem Brom oxidiert. Im Anschluss erfolgt
eine Reaktion des Broms mit Phenolrot (Amax=356nm), das zu Bromphenolblau
(Amax = 589 nm) umgesetzt wird. Die Erhohung der Absorbanz des Bromphenolblaus bei

589 nm wird photometrisch bestimmt und eine Kalibrationsgerade angefertigt.

2 m NaOH \f
50 °C, 40 min 0 + HBr

O

I

Eliminierung des Bromids
Br

0" "0

Oxidation zu elementarem Brom

S
N NH,
0=5=0 0=S8=0

S) S
+2Br + H,0 —_— ; + Br, +20H@ + Cl

Br Br

H
° © HO o
- LI OV
S

————> B Br

SOz - 4 HBr so?
9 S

Schema 36: Quantitativer Nachweis des gebundenen Initiators. Durch Eliminierung mit Natronlauge wird Bromid

Reaktion mit dem Farbstoff

abgespalten, das mit Chloramin-T zu molekularem Brom oxidiert wird. Dieses reagiert mit Phenolrot zu

Bromphenolblau.
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Zu beachten ist, dass die Chloramin-T-Losung taglich frisch angesetzt werden muss, da die
Substanz gelost nicht langzeitstabil ist. Aufserdem darf das Mengenverhéltnis des enthaltenen
Bromids und des Farbstoffes nicht zu grofs werden. Jedes Farbstoffmolekiil kann mit vier
Brommolekiilen reagieren. Ist die Konzentration an Brom hoher, fiihrt dies zu einem Abbau
des gebildeten Farbstoffs, sodass die Absorbanz wieder abnimmt. Um dem Vorzubeugen
wurden die Proben mit unterschiedlichen Mengen an Wasser versetzt um eine optimale
Verdiinnung zu erreichen, bei der der gesamte Konzentrationsbereich zuginglich ist. Die
unten angegebene Zugabe an Wasser hat sich als optimal in diesem Konzentrationsbereich

erwiesen.

Natriumacetatpuffer

Natriumacetat (68 g) wurde in Wasser (200 mL) gelost und Eisessig (30 mL) hinzugegeben.

Die Losung wurde mit Wasser auf 1 L verdiinnt und der pH-Wert auf 4,7 eingestellt.

Phenolrot-Losung

200 mL Wasser wurde mit Phenolrot (120 mg) versetzt. Natronlauge (0,1 M, 12 mL) wurde

zugegeben und mit Wasser auf 1 L aufgefiillt.

Erstellung der Kalibrationslosungen

Von einer 0,1g/L Kaliumbromid Stammlésung wurden Verdiinnungen entsprechend

folgender Tabelle hergestellt.

Tabelle 6: Bromidkonzentrationen der Stammldsungen.

Volumen Stammlésung / mL [ 200 400 800 1200 1600 2000

Bromidmenge / pg mL! 2 4 8 12 16 20

Jeweils 5mL der Losungen wurde in einen 10mL Mafdkolben gegeben und
Natriumacetatpuffer (2 mL) und Phenolrot-Losung (1,25 mL) zugegeben. Chloramin-T-
Losung (1,2 g/L, 300 pL) wurde zugegeben und eine Minute geschiittelt. Anschliefiend wurde
sofort Natriumthiosulfatlésung (25 g/L, 500 uL) zugegeben und mit Wasser auf 10 mL
aufgefiillt. Die Losung wurde bei 585 nm an einem Photometer vermessen. Werte wurden
dreifach bestimmt, gemittelt und zur Erstellung einer Kalibriergeraden verwendet, die unten

dargestellt ist.
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Tabelle 7: Mittelwerte zur Kalibration der Brombestimmung.

Masse Bromid in Probe/ ug 0 10 20 40 60 80 100
Absorbanz 0 0,195 | 0,307 | 0,672 | 1,089 | 1,440 | 1,858
2,0 4
X
1,5 -
=
<
N 1,0+
©
o
o}
3
< X
0,5+
X
0,0 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Bromidmasse / ug

Abbildung 65: Kalibriergerade fiir die Konzentrationsbestimmung von Bromidionen. Die Ausgleichsgerade

entspricht der Formel a = 0,0185 - m — 0,0259.

Bei bekannter Absorbanz a kann damit die in Losung befindliche Bromidmenge berechnet

werden nach:

a+ 0,0259

mBromid/ug = 00185

(31)

Membranuntersuchung

Die Membranprobe wurde in eine 25 mL Laborflasche gegeben, Natronlauge (2 M, 20 mL)
zugefligt und 45 min bei 50 °C geschiittelt. Nach Abkiihlen der Mischung wurden 10 mL
entnommen und, durch einen 0,2 um-Filter filtriert und in einem 20 mL Mafdkolben mit
einem Tropfen Phenolrot-Losung angefarbt. Es wurde Schwefelsdaure (1,5M) bis zum

Farbumschlag zugetropft und mit Wasser auf 20 mL aufgefillt.

Von der Losung wurden 5 mL entnommen und analog der Kalibrierstandards behandelt. Die

erhaltene Absorbanz wurde gemafd folgender Formel unter Beriicksichtigung des aus der

124




10 Materialien und Methoden

Probenvorbereitung resultierenden Verdiinnungsfaktors von 0,125 in eine Stoffmenge pro

Gramm Membran umgerechnet.

a+0,0259

©0,0185
S ol ot — , 32
/umo & 0,125 MBr * MMembran ( )

Dabei ist A die gemessene Absorbanz, Mg, die Molmasse von Brom und muembran die Masse der

eingesetzten Membran.

Zur Validierung der Methode wurde eine Messreihe durchgefiihrt, bei der bekannte

Konzentrationen von 2-Bbb statt der Membran zugegegeben wurden.

10.10 AFM-UNTERSUCHUNGEN

Flr die AFM-Untersuchungen wurde ein Bruker Multimode 8 unter Schutzgas in einer
Glovebox verwendet. Die Steuerung erfolgte mittels des Programms NanoScope 8.15, die
Auswertung mit NanoScope Analysis 1.40. Zur Messung wurden Cantilever ScanAsystAIR der
Firma Veeco mit einer Federkonstante von 0,4 N m' verwendet. Die Proben wurden auf

Metalltrager aufgeklebt.

Messungen wurden mit 512 - 512 Bildpunkten aufgenommen bei einer Messrate von 1 Hz.

10.11 REM-UNTERSUCHUNGEN

Die REM-Untersuchungen wurden an einem FEI Quanta 200F angefertigt. Die Proben wurden
zuvor mit Gold beschichtet und anschlief3end unter Hochvakuum die Aufnahmen angefertigt.

Die Hochspannung wurde zwischen 2 und 20 kV gewdhlt, die Spotsize zwischen 1.0 und 8.0.

10.12 GPC-UNTERSUCHUNGEN

Zur Bestimmung der molaren Massen und Molmassenverteilungen wurden die Proben in
THF gelost, sodass eine Konzentration von ca. 1 mg ml! vorlag. In dem THF befand sich eine
sehr geringe Menge Toluol (etwa 3 Tropfen auf 100 ml) als interner Standard. Nach
vollstindiger Losung der Probe wurde die Losung durch einen 0,45 pum Filter filtriert.
Teilweise wurde bei sehr geringen Probenmengen etwas THF auch direkt in den Probekolben

gegeben und geschwenkt und von dort entnommen und filtriert.
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Die Probeldsungen wurden in einem von zwei Gerdten analysiert.

e Anlage 1: Waters 515 HPLC-Pumpe mit Autosampler Jasco AS-2055. Es wurden eine
Vorsaule PSS SDV (8 - 300 mm, 5 pm Partikelgréf3e) und als Trennsaulen drei PSS SDV
(8300 mm, 5 pm Partikelgrée, Porengrofe 105, 103 und 102 A) verwendet. Als
Detektor wurde ein RI-Detektor Waters 2410 verwendet.

e Anlage 2: Agilent 1260 Infinity mit Autosampler, HPLC-Pumpe und integriertem RI-
Detektor. Es wurden eine Vorsaule PSS SDV (8 - 500 mm, 5 um Partikelgrofie) und als
Trennsdulen drei PSS SDV (8 - 300 mm, 5 pm Partikelgrofée, Porengrofie 106, 105 und
103 A) verwendet.

Die Messungen erfolgten bei 35 °C und einer Flussgeschwindigkeit von 1,0 mL min-l. Als
Standard dienten PMMA Standards der Firma PSS. Fiir die PGMA-Proben wurde eine

universelle Kalibration verwendet. Die dafiir genutzten Mark-Houwing-Koeffizienten waren:
K=2,78-10*mLg?
a=0,537

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm WinGPC 6.20.

10.13 NMR-UNTERSUCHUNGEN

NMR-Messungen wurden an einem Bruker Avance 300 durchgefiihrt. Die Kalibration erfolgte
dabei auf das Signal des Losungsmittels (CDCls: 7,26 ppm, D,0: 4,79 ppm). Die Messungen

erfolgten bei Raumtemperatur.

10.14 ESI-MS UNTERSUCHUNGEN

Massenspektren wurden aufgenommen an einem Bruker maXis-Spektrometer bei einer
Sprihspannung von 3800 V und einer Kapillartemperatur von 180 °C bei 0,3 bar und

4,0 ] min-! Inertgasstrom.

Alternativ wurden Messungen an einem Bruker microTOF aufgenommen. Die Sprithspannung
betrug dabei 4500V bei einer Kapillartemperatur von 180 °C, 0,4 bar Inertgas bei einem

Fluss von 4,0 ] min-1..
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10.15 MESSUNG DER DYNAMISCHEN KAPAZITAT

Die dynamischen Kapazititen wurden an einem Akta-Chromatographiesystem bestimmt. Die
verwendeten Losungen entsprachen denen der Messung der statischen Kapazitdt unter
10.7.1. Zu Beginn wurde das Totvolumen V; des Aufbaus mit Aceton bestimmt. Anschliefsend
wurde die Membran mit KPi-Puffer gespiilt und mit Lysozym beladen. Dabei wurde die
Konzentration kontinuierlich hinter der Membran mittels eines UV /Vis-Detektors bei 280 nm

bestimmt. Die dynamische Kapazitét cqyn errechnet sich dann nach

mg] _ (VIO%_Vt)'Cst

Cdyn [sz - A (33)

Hier ist V109 das verbrauchte Volumen, wenn die Konzentration hinter der Membran 10 %

der Ausgangskonzentration c¢s erreicht, A ist die eingesetzte Membranfliche.

127



11 Abkirzungsverzeichnis

11 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

2-Bbb 2-Isobutyrylbromid

Aa Anstromflache / cm?

AFM Atomic Force Microscopy

AMembran Oberflache der Membran

ATRP Atom Transfer Radical Polymerization

c Bindungskapazitat pro Anstromflache

C Bindungskapazitit pro Membranmasse

d Membrandicke

Dy Pfropfgrad

DLS Dynamic Light Scattering

E Effektivitit der Umsetzung der Epoxide bei der Sulfonierung
ESI-MS Electro-Spray-lonisation Mass Spectrometry

GMA Glycidylmethacrylat

GPC (SEC) Gel Permeation Chromatography (Size Exclusion Chromatography)
Ji Volumenstrom der Komponente i

KaTrp ATRP-Gleichgewichtskonstante

KPi Kaliumphosphatpuffer

MMA Methylmethacrylat

NMR Nuclear Magnetic Resonance

p Transmembrandruck

P; Permeabilitdt der Komponente i

REM Rasterelektronenmikroskop

SEM Scanning Electron Microscopy

VMem Membranvolumen

6 Initiatordichte pro Gramm Membran/Quadratmeter Membran
v Membranpermeabilitit/Membranfluss
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15 ANHANG

49.0 nm
-34.0 nm

Height 5.0 um Height 5.0 um

Anhang 1: AFM-Aufnahmen von Cellophan. Links: Nach Kontakt mit Wasser. Rechts: Nach Kontakt mit Wasser und

Cer!v,
500.0
mlog(Pa)
-900.0
mlog(Pa)

LogDMTModulus 5.0 um LogDMTModulus 5.0 ym

Anhang 2: AFM-Aufnahmen von Cellophan, logarithmierte DMT-Moduln. Links: Nach Kontakt mit Wasser. Rechts:

Nach Kontakt mit Wasser und Cer!V.
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1 % Initiator 10 % Initiator

50.0 nm

-50.0 nm

0.0 Height 1.0 ym 0.0 Height 1.0 ym

20 % Initiator

50.0 nm

0.0 Height 1.0 ym

Anhang 3: AFM-Aufnahmen von mit ATRP fiir vier Stunden mit MMA gepfropften Membranen.
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Y
0,01 % Initiator

-143.6 EW 140.0
mlog(Arb) s mlog(Arb)
-341.8 B . -128.2
mlog(Arb) HES : mlog(Arb)
0.0 LogDMTModulus 1.0 ym 0.0 LogDMTModulus 1.0 ym
Anhang 4: Logarithmierte DMT-Moduln fiir 1 Stunde mit GMA/ATRP-gepfropfte Membranen.
1% Initiator 10 %.Imitiator* ¢
-194.8 -220.2
mlog(Arb) mlog(Arb)
-480.5 -368.2
mlog(Arb) mlog(Arb)
- ;
0.0 LogDMTModulus 1.0 ym 0.0 LogDMTModulus 1.0 ym

Anhang 5: Logarithmierte DMT-Moduln fiir 1 Stunde mit GMA/ATRP-gepfropfte Membranen.
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Anhang 6: Berechnete Konturldngen aus der Bindungskapazitit des Lysozyms.
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Anhang 7: Berechnete Konturldngen aus der Bindungskapazitat des y-Globulins.
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Anhang 8: Auf Basis des Bindungsmodells ermittelte Kettendichten fiir y-Globulin.
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Anhang 9: Pro Polymerkette verfiigbare Flache fiir y-Globulin, der Grenzwert liegt etwa bei 0,25 nm-1.
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