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1  Einleitung und Motivation

Wasser besitzt auch aufgrund seiner Vielzahl an aufiergewohnlichen Eigenschaften (z. B.
Dichteanomalie bei etwa 4 °C, sehr hohe Warmekapazitat, Verdampfungsenergie und
Oberflachenspannung etc.) und seiner ausgezeichneten Solvatationsfahigkeit herausragende
Bedeutung fir das gesamte Leben auf der Erde. Grund fir diesen einzigartigen Charakter sind
die Struktur des H.O-Molekiils und die daraus resultierenden intra- und intermolekularen
Wechselwirkungen, wie z. B. Wasserstoffbriickenbindungen, elektrische Dipolkrafte oder
Van-der-Waals-Wechselwirkungen, wobei gerade die dreidimensionale Verknupfung der
Wassermolekule Uber H-Briickenbindungen eine entscheidende Rolle fiir viele Eigenschaften
spielt.}*

Ersetzt man beispielsweise den Sauerstoff durch das nachstschwerere homologe Element der
VI. Hauptgruppe, so erhalt man die Verbindung Schwefelwasserstoff (H.S), welche trotz
nahezu identischer Struktur bzw. Molekulgeometrie verglichen mit Wasser fundamental
andere Eigenschaften aufweist. So besitzt etwa Schwefelwasserstoff trotz seiner beinah
doppelt so groRen Molmasse (M(H2S) = 34,08 g mol? vs. M(H20) = 18,02 g mol™?) bei
Raumtemperatur einen gasférmigen Aggregatzustand und weist mit einer Siedetemperatur
von ca. —60 °C bei Normaldruck (d. h. ~1 bar) verglichen mit Wasser (Ty~ 100 °C) einen
deutlich niedrigeren Siedepunkt auf.>° Ursache dafiir sind die gewinkelte Struktur des HO-
Molekils und die damit verbundene Neigung von Wasser insbesondere im fllissigen Zustand
stark vernetzte Cluster auszubilden. Diese starken intermolekularen Wechselwirkungen
missen bei jedem Phasenlbergang zusatzlich Gberwunden werden und sind somit flr die
auBergewohnlich hohe Siedetemperatur von Wasser verantwortlich.m® So betragt
beispielsweise die Bindungsenergie eines Wasserdimers ca. —20 kJ mol™, wobei der Beitrag
einer einzelnen H-Briicke auf etwa 12 kJmol™? geschatzt wird.2%’ Hierbei ist das H-
Brickennetzwerk nicht statisch, sondern stellt vielmehr ein duf3erst dynamisches System dar,
in dem sténdig neue H-Briickenbindungen gekniipft bzw. getrennt werden, wobei die mittlere
Lebensdauer einer intermolekularen H-Briicke im Bereich von etwa 1 ps (= 102 s) liegt.>?8
Bei vielen anderen (niedermolekularen) Verbindungen, wie z.B. Schwefelwasserstoff,
kommen solche H-Briickenwechselwirkungen hingegen nur in weitaus geringerem Mal3e oder
auch tiberhaupt nicht vor.® Im Falle von H2S sind beispielsweise die im Vergleich zu Wasser
deutlich kleinere Elektronegativitatsdifferenz (Ay(H2S) = 0,38 vs. Ayx(H20) =1,24) der
Bindungspartner und die damit verbundene geringere Bindungspolaritét, als auch der etwas
grollere Atomradius von Schwefel und die damit einhergehende Erhéhung der Bindungslange
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(r(S-H) = 134 pm vs. r(O-H) =~ 99 pm)!®! fiir die viel schwacheren H-Briickenbindungen
verantwortlich, was sich auch entsprechend in der um rund 160 °C niedrigeren
Siedetemperatur Ty von H,S wiederspiegelt.

Da Wasser in der Natur stets geloste Stoffe enthélt und somit niemals in Reinform vorkommit,
soll der Fokus dieser Arbeit auf der Untersuchung des Solvatationsverhaltens verschiedener
Substanzen im wassrigen Medium liegen. Hierbei ist gerade die Solvatisierung amphiphiler
Verbindungen in wassrigen Systemen oft von groem Interesse, da sie z. B. bei medizinisch-
pharmazeutischen Anwendungen den Wirkstofftransport bzw. die Arzneimittelverteilung und
damit auch die pharmakologische Wirkung im (menschlichen) Organismus entscheidend
beeinflusst.>? Um ein tiefergehendes, generelles Verstandnis des Solvatationsprozesses
amphiphiler Substanzen im wassrigen Medium zu erlangen und eventuell auch allgemein
gultige Tendenzen zuverldssig ableiten zu konnen, ist die Untersuchung mdoglichst vieler
verschiedener Verbindungen erforderlich. Da die Hydratation nicht nur vom Grad des
amphiphilen Charakters, sondern auch von der MolekiilgroRe entscheidend beeinflusst wird,
sollen in dieser Arbeit besonders die Solvatationsunterschiede zwischen niedermolekularen

Substanzen und Makromolekiilen im Vordergrund stehen.*

Gerade Polymere besitzen aufgrund ihrer grof3en strukturellen Vielfalt und den damit
einhergehenden mannigfaltigen Eigenschaften zahlreiche Anwendungsmdglichkeiten in fast
allen Bereichen des taglichen Lebens.®**® Daher haben sie sich, seit der Begriindung der
makromolekularen Chemie durch den deutschen Chemiker Hermann Staudinger (1881-1965)
in den 1920er-Jahren,'® bis heute zu einer wichtigen und haufig untersuchten Klasse von
chemischen Verbindungen entwickelt. Triebkraft fir diese ziemlich rasante Entwicklung war
vor allem das bestdndige Verlangen der Menschheit nach intelligenten Materialien (engl.
smart materials), welche sich mdoglichst in Echtzeit mit ihren Eigenschaften an die jeweils
vorliegenden Bedirfnisse anpassen sollen. In diesem Zusammenhang hat besonders die
Gruppe der sog. (multi)responsiven Polymere in den letzten Jahrzehnten betrachtliches
Forschungsinteresse erregt.?0-28

Das wesentliche Merkmal solch responsiver Makromolekiile ist ihre einzigartige Fahigkeit
auf externe Reize mit einer Verdnderung ihrer chemischen und physikalischen Eigenschaften
zu "antworten™ (engl. response = Antwort, Reaktion). Hierbei wird der Charakter des Reiz-
Antwort-Verhaltens hauptséchlich durch die Art der funktionellen Einheiten innerhalb der
Polymerstruktur bestimmt, da diese auf unterschiedlichste Reize, wie z. B. Temperatur, pH-
Wert oder Redoxaktivitit reagieren.?3> Somit erlaubt eine wohliiberlegte Kombination
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mehrerer, verschiedenartig ansprechbarer Funktionalitaten in einem Makromolekil, etwa in
Form von Copolymeren, die Entwicklung faszinierender multifunktionaler Materialien. Diese
kénnen in ihrem Design einerseits genau auf das gewiinschte Einsatzgebiet ausgerichtet
werden, sind aber andererseits auch in der Lage sich bei Einwirkung externer Stimuli mit
ihren Eigenschaften an die neuen Umgebungsbedingungen in Echtzeit anzupassen. Gerade
dieser Sachverhalt macht die Klasse der multiresponsiven Polymere flr viele verschiedene
Anwendungsbereiche, z. B. in Medizin®*** und Technik,*-*® hoch interessant.

Da solche multifunktionellen Materialien unterschiedlichsten Ursprungs sein konnen, stellt
deren grundliche Exploration ein sehr interdisziplindres Forschungsgebiet dar, welches die
makromolekulare Chemie und ihre direkt angrenzenden Bereiche mit zahlreichen anderen
Fachrichtungen, wie etwa der Physik, Biologie oder den Materialwissenschaften verbindet.
Hierbei ist eine ausreichend groRe Anzahl systematischer Studien moéglichst vieler, strukturell
verschiedener, (multi)responsiver Polymersysteme unabdingbar, um allgemein gultige Regeln
zuverlassig abzuleiten und ein tiefergehendes Verstandnis zu erlangen.?44

Im Rahmen dieser Arbeit soll dazu ein kleiner Beitrag geleistet werden, indem responsive
Polymere aus der Klasse der sog. Poly(phosphoester) (PPEs) eingehend hinsichtlich ihres
Solvatations- bzw. Phasenseparationsverhaltens im wassrigen Medium untersucht werden.
PPEs sind Biopolymere auf Phosphorsdureesterbasis, welche in der Natur, z. B. als Tréger
von Erbinformationen (DNA bzw. RNA) oder in Form von Adenosintriphosphat (ATP) als
universelle Energiespeicher und damit auch als wichtige Bestandteile biochemischer
Stoffwechselprozesse, eine wichtige Rolle spielen.*® Aufgrund ihrer Wasserloslichkeit und
hohen Biokompatibilitat, bedingt durch die biologische Abbaubarkeit und Nichttoxizitat der
Abbauprodukte, stehen PPEs, auch im Zuge fortschreitender Umweltprobleme, z. B. durch
Plastikverschmutzung der Ozeane, bereits seit einigen Jahren zunehmend im Fokus
zahlreicher Studien, auf der Suche nach (bio)abbaubaren Alternativen zu den klassischen
Kunststoffen (PE, PP, PET, PS usw.).*¢® Hierbei besteht ein unmittelbarer Zusammenhang
zwischen der Polymerarchitektur (etwa der Struktur und dem sterischem Anspruch der
Seitenketten) und dem Ausmall der Wasserloslichkeit bzw. der Geschwindigkeit des
biologischen Abbauprozesses.>%5?

PPEs zeigen im wassrigen Medium zumeist ein sehr interessantes Solvatisierungsverhalten,
welches oftmals mit einem temperaturinduzierten hydrophil-hydrophoben Phaseniibergang
verbunden ist, welcher auch bei vielen anderen Polymerklassen, etwa Poly(acrylamid)en,>
Poly(oxazolin)en,®® Poly(vinylether)n®* oder Poly(methacrylat)en,> beobachtet werden kann.
Allerdings ist insbesondere uUber den Solvatations- und Phasenseparationsprozess von PPEs
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auf der Nanoskala bisher praktisch nichts bekannt, weshalb dies im Rahmen dieser Arbeit
ausfihrlich untersucht und eingehend charakterisiert werden soll, da es besonders fir
potentielle Anwendungen, z. B. im pharmazeutischen oder biomedizinischen Bereich, von

grof3er Bedeutung ist.

Neben diesen komplexen (responsiven) Polymersystemen, soll in dieser Arbeit aber auch das
Solvatationsverhalten von niedermolekularen Verbindungen in Wasser genauer erforscht
werden. Aufgrund ihrer grof3en strukturellen Vielfalt, guten kommerziellen Verfligbarkeit und
vergleichsweise stabilen chemischen Natur eignen sich besonders persistente Nitroxid-
Radikale fur die systematische Untersuchung von Solvatisierungsprozessen im waéssrigen
Medium, zumal sie heutzutage in den unterschiedlichsten Bereichen (Chemie, Biochemie,
Biologie usw.) umfangreiche Verwendung finden.*->° Bedingt durch ihren paramagnetischen
Charakter (d. h. den ungepaarten Elektronenspin) erlauben Nitroxide als sog. Spinsonden
mithilfe der EPR-Spektroskopie (engl. electron paramagnetic resonance) als intrinsisch lokale
Messmethode einen tiefreichenden und einzigartigen Einblick in die Art und den generellen
Verlauf von nanoskaligen Solvatations- und Phasenseparationsprozessen. So kénnen etwa
dank dieser Spinsondentechnik (engl. spin probing) bereits bei verhaltnismaRig geringem
Probeneinsatz sehr detaillierte Informationen im L&ngenbereich von ca. 1-8 nm auf einer
Zeitskala von etwa 10 ps—1 ps gewonnen werden, 4

Dartiber hinaus kdnnen diese vergleichsweise "einfachen” wassrigen Nitroxid-Ldsungen in
gewisser Weise auch als eine Art Referenz fur komplexere makromolekulare Systeme, wie
z. B. (multi)responsive Polymere, betrachtet werden. So stellt letztendlich eine tiefreichende
Kenntnis des Solvatisierungsverhaltens von Nitroxid-Radikalen im wéssrigen Medium auch
eine unerlassliche Voraussetzung fur ein vollumfangliches Verstandnis der Solvatations- und
Phasenseparationsprozesse bei makromolekularen Verbindungen dar. Aus diesem Grund
sollen auch solch grundlegende Untersuchungen an Referenzsystemen, wie z. B. Nitroxid-
Spinsonden in wéssriger Losung, ebenfalls wesentlicher Bestandteil dieser Arbeit sein, wobei
sich gerade die EPR-Spektroskopie als vergleichsweise schnelle, prézise, unkomplizierte und
kostenglinstige Magnetresonanztechnik besonders gut fur diesen Zweck eignet und daher

auch als Hauptuntersuchungsmethode eingesetzt werden soll.



2  Theoretischer Teil

2.1 Multiresponsive Polymere
2.1.1 Arten von Stimuli

Bevor im Kapitel 2.1.2 naher auf das anspruchsvolle Zusammenspiel der unterschiedlichen
Funktionalitaten in einem multiresponsiven Polymer eingegangen wird, sollen hier zunéachst
die wichtigsten Reize sowie die Ursache des Reaktionsprozesses bei Anwendung eines
solchen Stimulus kurz erlautert werden.

Unter allen verfuigbaren Reizen ist die Temperatur wohl einer der bekanntesten und am
haufigsten studierten, da sie sich ohne groReren experimentellen Aufwand vergleichsweise
einfach &ndern l4sst.?2%0 In diesem Zusammenhang spielt insbesondere ein unter dem Begriff
Mischungsliicke geldufiges Phdnomen eine entscheidende Rolle. Hierbei handelt es sich im
Wesentlichen um eine temperaturabhéngige Phasenseparationserscheinung, wie sie etwa in
Polymer-Lésungsmittel-Gemischen recht haufig auftritt.!3® Zur besseren Veranschaulichung
ist in Abbildung 2.1 ein beispielhaftes Phasendiagramm einer solch bindren Mischung aus den
Komponenten A und B in Abhéngigkeit des Molenbruchs xg gezeigt.
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Abbildung 2.1: Exemplarisches Phasendiagramm einer bindren Mischung aus den beiden Komponenten A und
B mit einer unteren kritischen Lésungstemperatur (engl. lower critical solution temperature, LCST).

Die durchgezogene griine Kurve, innerhalb derer sich das sog. Zweiphasengebiet befindet,
stellt die Binodale dar, auf welcher die Gleichgewichtskonzentrationen der beiden sich bei

Losungsentmischung ausbildenden Phasen liegen. Die als Spinodale bezeichnete gestrichelte
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lilafarbene Hilfslinie verbindet hingegen diejenigen Punkte miteinander, an denen die
Funktion der freien Mischungsenthalpie AGmix = f(Xs) eine Wendetangente aufweist und
liefert somit ein thermodynamisches Argument, um instabile und metastabile Bereiche des
Zweiphasengebiets voneinander abzugrenzen.®?

Das gemeinsame Minimum der Binodalen und Spinodalen markiert im Phasendiagramm die
sog. untere kritische Losungstemperatur (engl. lower critical solution temperature, LCST), bei
der ein scharfer Ubergang von einer stabilen einphasigen Mischung zu einem heterogenen
Zweiphasensystem erfolgt. Im Falle einer wassrigen Polymerldsung bedeutet dies, dass das
Polymer beim Erreichen der LCST beginnt sich vom Ldsungsmittel zu separieren, was
aufgrund der Lichtstreuung an den sich ausbildenden Phasengrenzen ublicherweise mit dem
Einsetzen einer makroskopisch sichtbaren Trilbung in der zuvor klaren Lésung einhergeht.®?
Ursache fur diese Phasenseparation ist der mit zunehmender Temperaturerhhung mehr und
mehr fortschreitende molekulare Ubergang des Polymers von einer enthalpisch begiinstigten,
ausgedehnten Kndulgestalt (engl. random coil) hin zu einer wesentlich kompakteren,
dehydratisierten, kugelférmigen Struktur, welche entropisch bevorzugt ist.®®> Bei diesem
Prozess wird, gemal’ der Gibbs-Helmholtz-Gleichung 2.1, die freie Mischungsenthalpie AGmix
des Systems minimiert, da die Mischungsentropie ASmix bei hoher Temperatur T die

Mischungsenthalpie AHmix Gberkompensiert.

AGmix = AHmix -T- ASmi>< (21)

Dieses Phanomen eines temperaturinduzierten hydrophil-hydrophoben Phasentbergangs ist
meist vollstandig reversibel, sodass bei Abkuhlung der Polymerlésung der urspringliche
Zustand einer homogenen einphasigen Mischung wiederhergestellt werden kann. Besonders
oft wird eine LCST in Polymermischungen mit stark polaren Losungsmitteln, wie z. B.
Wasser oder Alkoholen, beobachtet, weil hier die fir die Solvatation entscheidenden H-
Bruckenbindungen bei niedriger Temperatur ausreichend stark ausgepragt sind. Erst mit T-
Erh6hung werden diese Wechselwirkungen schwacher, bis schlieflich irgendwann die
Phasenseparation einsetzt.%! In diesem Kontext sei daraufhin gewiesen, dass die LCST von
Polymer-Lasungsmittel-Gemischen oftmals auch in erheblichem Malie von strukturellen
Parametern, wie etwa dem Polymerisationsgrad,®* der Taktizitat®® oder der Art der
Endgruppen,®® beeinflusst wird.

Neben den bisher besprochenen LCST-Polymeren existieren auch solche Makromolekiile, die
in ihrem Phasendiagramm eine obere kritische LOsungstemperatur (engl. upper critical
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solution temperature, UCST) aufweisen und sich daher erst bei T-Erhéhung mit einem
Losungsmittel, wie z. B. Wasser, mischen. Auch fur solche Polymersysteme mit UCST-

Verhalten gibt es in der Literatur zahlreiche Beispiele, auf die an dieser Stelle verwiesen
Sei.67769

Ein weiterer, insbesondere fir medizinische und pharmazeutische Anwendungen, hoch
interessanter Stimulus ist der pH-Wert.3? Voraussetzung dafiir, dass ein Polymer auf den pH-
Wert als externen Reiz reagieren kann, sind (schwach) saure oder basische funktionelle
Gruppen (z. B. Phosphor- oder Carbonséuregruppen bzw. tertidare Amineinheiten) innerhalb
der Polymerstruktur, wobei es unerheblich ist ob sich diese Einheiten in der Haupt- oder
Seitenkette befinden.”® Solche Gruppen besitzen die Fahigkeit Protonen bei pH-
Wertveranderungen im umgebenden Medium abzugeben oder aufzunehmen. Die so
generierten (zusatzlichen) Ladungen innerhalb des Polymers induzieren elektrostatische
Wechselwirkungen, welche je nach pH-Wert zu einer Expansion oder zum Kollaps der
Polymerketten in wéssriger Losung flihren, wobei Letzteres oftmals eine Phasenseparation
auslost oder zumindest stark begtinstigt.”

Bekannte Polysauren, wie etwa Poly(acrylsiure) mit einem pKs-Wert von rund 5,72 schwellen
im Basischen an, da sie ihre aciden Protonen unter diesen Bedingungen abgeben. Polybasen,
wie z.B. Poly(N,N-dimethylaminoethylmethacrylat) mit einem pKs-Wert von etwa 8,
quellen hingegen im sauren Milieu auf, da in dieser Umgebung eine Protonenaufnahme
stattfindet. Grund dafiir sind, wie bereits erwahnt, die erzeugten negativen bzw. positiven
Ladungen entlang der Polymerkette, welche bedingt durch die sog. Coulomb-AbstoRung zur
Expansion des Makromolekiils fiihren. Solch elektrostatischen Wechselwirkungen erhéhen im
Allgemeinen die LCST einer Mischung, da diese dem Kollaps der gleichartig geladenen

Polymerketten und einer damit verbundenen etwaigen Phasenseparation entgegenwirken.

Elektrostatische Wechselwirkungen spielen auch beim Reiz lonenstarke eine entscheidende
Rolle, welche geméal? Lewis und Randall ein MaR fir die elektrische Feldstarke in einer
Losung aufgrund der darin geldsten lonen darstellt.”* Berechnet wird die lonenstérke |
definitionsgemall mithilfe von Gleichung 2.2 anhand der Stoffmengenkonzentration ci einer

lonensorte i und deren jeweilige Ladungszahl z.

| =%~Zci-zf (2.2)
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Da bei der Bestimmung der lonenstarke I nach Gleichung 2.2 die lonenladung zi quadratisch
in die Berechnung einflief3t, liefern mehrfach geladene lonen im Vergleich zu einwertigen, bei
gleicher Konzentration, einen deutlich grofieren Beitrag zur lonenstarke. Einen Spezialfall
stellen hierbei vollstandig dissoziierte 1:1-Elektrolyte, wie z. B. NaCl, mit einfach geladenen
lonen dar, da bei diesen die lonenstarke I genau der Salzkonzentration entspricht.

Sind in einem Polymer, beispielsweise aufgrund eines entsprechenden pH-Wertes in der
Losung, gleichartige Ladungen entlang der makromolekularen Kette vorhanden, so fihrt dies
durch elektrostatische Coulomb-AbstoBung zu einer ausgedehnteren Kndulgestalt. Diese
Expansion kann allerdings durch eine Ladungskompensation, z. B. mittels entgegengesetzt
geladener lonen, verhindert werden, wobei die elektrostatische Abschirmwirkung in der
Losung mit ansteigender lonenstérke | zunimmt. Dieser auch als Aussalzeffekt wohlbekannte
Zusammenhang flhrt somit zu einer verstarkten Dehydratisierung der Polymerketten, da diese
mit den gelésten lonen um die Bindung des Wassers als Solvatationsmittel konkurrieren. Dies
bewirkt wiederum, dass eine mdogliche Phasenseparation, ausgelost durch den
Polymerkettenkollaps, begtnstigt wird, sodass eine Erhohung der lonenstarke (blicherweise
mit einer Absenkung der LCST eines Polymer-Lésungsmittel-Gemisches einhergeht.” Das
hinsichtlich des Phasenseparationsverhaltens von Makromolekilen (z. B. Proteinen) auch die
"Art" der gel6sten lonen eine wichtige Rolle spielt, wurde bereits 1888 durch den Chemiker
Franz Hofmeister empirisch belegt.”® Seine Erkenntnisse wurden in der nach ihm benannten
Hofmeister-Reihe zusammengefasst, welche den unterschiedlichen Einfluss verschiedener

lonenarten auf hydrophobe Wechselwirkungen beschreibt.

2.1.2 Mechanismen der Multiresponsivitét

Nachdem im Kapitel 2.1.1 einige ausgewéhlte Reize vorgestellt wurden, soll nun auf das
durchaus komplexe Zusammenspiel mehrerer unterschiedlich ansprechbarer, funktioneller
Gruppen in einem multiresponsiven Polymer naher eingegangen werden. Grundsatzlich lassen
sich hierbei insgesamt drei verschiedene Wechselwirkungsmechanismen unterscheiden, die
im Folgenden anhand von Beispielen dargelegt werden sollen.

Beim sog. parallelen Mechanismus reagieren die unterschiedlichen funktionellen Einheiten in
einem multiresponsiven Polymer quasi unabh&ngig voneinander und beeinflussen sich daher
in ihrer reizbedingten Reaktion gegenseitig nicht, weshalb solche Reiz-Antwort-Systeme
haufig auch als orthogonal bezeichnet werden.?® Ein Beispiel fiir ein Makromolekiil mit einen
solchen parallelen Wirkungsmechanismus ist ein von Jochum und Mitarbeitern synthetisiertes
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Poly(N-isopropylacrylamid)  (PNIPAM) dessen Isopropylgruppen teilweise durch
photochemisch aktive Fulgimideinheiten substituiert wurden.”” Wird dieses statistische
Copolymer mit elektromagnetischer Strahlung geeigneter Wellenldnge bestrahlt, so findet
aufgrund der photochromen Eigenschaften der Fulgimide zwar eine reversible Isomerisierung
der Fulgimidgruppen statt, welche aber die LCST des PNIPAMs in wassriger Losung nicht

beeinflusst.

Einen weiteren Mechanismus stellt die als kausal oder urséchlich bezeichnete
Wechselwirkung dar, bei der verschiedenartige funktionelle Einheiten eines Makromolekiils
auf charakteristische Art und Weise miteinander interagieren. Wird bei einem solch kausalen
multiresponsiven Polymer ein externer Stimulus angewendet, so reagiert die angesprochene
Funktionalitat entsprechend. Dabei generiert sie gleichzeitig selbst einen neuen Reiz, welcher
eine weitere funktionelle Gruppe zu einer, verglichen mit der Antwort der ersten Einheit,
andersartigen Reaktion anregt. Die Erzeugung eines solchen neuen Reizes kann hierbei
entweder (ber kleinere strukturelle Anderungen, wie z. B. eine Konformationsumwandlung,
oder durch eine vollstandige Umgebungsveranderung innerhalb des gesamten Polymers, etwa
durch einen hydrophil-hydrophoben Ubergang erfolgen.?®

Als Beispiel fur ein solch kausales Polymersystem sei auf die Arbeiten von Phillips und
Gibson verwiesen, welche thermoresponsive PNIPAM-Makromonomere mittels redoxaktiver
Disulfidbriicken verkniipft haben.”® Diese kénnen z. B. durch das Tripeptid Glutathion, einem
im menschlichen Organismus in hoher Konzentration vorkommenden Antioxidationsmittel,
reduktiv gespalten werden. Aufgrund der so entstehenden kleineren Polymerkettenfragmente
und der vorhandenen Molekulargewichtsabhéngigkeit des LCST-Verhaltens von PNIPAM,
kann die typischerweise mit einer Trubung der Lésung einhergehende Phasenseparation ohne

Temperaturanderung (isothermer Ubergang) riickgangig gemacht werden.

Als Letztes soll auch der sog. serielle bzw. fortlaufende Wechselwirkungsmechanismus in
multiresponsiven Polymeren vorgestellt werden. Bei diesem verstarkt der Einfluss einer
Struktureinheit die Wirkung der durch einen dufReren Reiz stimulierten Antwort einer anderen
funktionellen Gruppe. D. h., dass die Auswirkungen der angeregten Reaktion der einen
Funktionalitat einen additiven Effekt auf die Antwort einer anderen austben. In diesem
Kontext spielen vor allem thermo- und pH-responsive Makromolekule eine wichtige Rolle, da
sie sich beispielsweise flr pharmazeutische Anwendungen, etwa in der Krebstherapie, eignen.

Grund dafur ist unter anderem die Tatsache, dass sich Tumore und gesundes Gewebe deutlich
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in ihrer Temperatur, als auch im pH-Wert unterscheiden, was zur Auslésung einer autonomen
Reaktion im Krebsgewebe genutzt werden kann.”® Die typischerweise fiir eine solche
Anwendung eingesetzten multiresponsiven System bestehen oft aus funktionellen Einheiten,
wie z. B. Carbon- oder Phosphorsduregruppen bzw. tertidre Amineinheiten, die entweder
durch Dissoziation oder Protonenaufnahme ionische Gruppen ausbilden kénnen und meist am
Riickgrat (engl. backbone) eines LCST-Polymers befestigt sind.?®

Neben komplexen Copolymeren existieren aber auch "einfache™ Homopolymere, wie z. B.
Poly(N,N-dimethylaminoethylmethacrylat), welche eine serielle Wechselwirkung ihrer
temperatur- und pH-responsiven Funktionalitaten zeigen. Bei absinkendem pH-Wert werden
durch fortschreitende Protonierung der Aminogruppen entlang der makromolekularen Kette
immer mehr positive Ladungen erzeugt. Dies wirkt, selbst bei hoheren Temperaturen,
aufgrund der erhohten elektrostatischen Coulomb-AbstolRung einer Polymerphasenseparation
unter sauren Bedingungen effektiv entgegen.®® Hierbei ist, wie bereits zuvor erwahnt, der
genaue Wert der LCST eines Polymer-Losungsmittel-Gemisches neben dem pH-Wert und der
lonenstarke der LoOsung auch stark von strukturellen Parametern, wie z.B. dem

Polymerisationsgrad®* oder der Taktizitat,®® abhangig.

2.1.3 Poly(phosphoester)

Wie Abbildung 2.2 zeigt, lassen sich PPEs generell in vier verschiedene Kategorien einteilen.

@ [ ] ® [ ]
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— —n — et (]
© [ ] @ [ ]
(0] (0]
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HN\R' H2C\R'
— —In — —In

Abbildung 2.2: Allgemeine Strukturformeln der vier unterschiedlichen PPE-Polymerklassen mit den variablen
Struktureinheiten R und R'. (a) Poly(phosphat)e, (b) Poly(alkylen-H-phosphonat)e, (c) Poly(phosphoamidat)e
und (d) Poly(phosphonat)e.
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Die von der Phosphorsdure (HsPOs) abstammenden sog. Poly(phosphat)e der Gruppe (a)
besitzen eine charakteristische P—O-Bindung in ihrer Polymerseitenkette, wobei Phosphor in
diesen Verbindungen stets die Oxidationsstufe +V aufweist. Polymere der Klasse (b), welche
auch als Poly(alkylen-H-phosphonat)e bezeichnet werden, besitzen hingegen keine
(kohlenstoffhaltige) Seitenkette und sind aufgrund der Oxidationsstufe +III des Phosphors eng
mit der Phosphonsdure (HsPO3) verwandt. Die sog. Poly(phosphoamidat)e der Gruppe (c)
unterscheiden sich von den Poly(phosphat)en strukturell durch ihre P-N-Bindung zur
Befestigung der Polymerseitenkette, wobei Phosphor auch in diesen Verbindungen wiederum
die Oxidationsstufe +V aufweist. Im Falle der Klasse (d) der sog. Poly(phosphonat)e betragt
die Oxidationsstufe des Phosphors +I1I, wobei die Polymerseitenkette hier tber eine direkte,
hydrolysestabile P-C-Bindung an das Polyestergrundgerust (engl. backbone) gebunden ist.
Dies macht die Poly(phosphonat)e chemisch vergleichsweise stabil, da auch eine thermische
oder photokatalytische P—C-Bindungsspaltung nur unter &uferst drastischen Bedingungen
maoglich ist.828% Insofern unterscheidet sich die Gruppe der Poly(phosphonat)e diesbeziiglich
signifikant von den Klassen (a) und (c), da sich deren P—O- bzw. P—N-Seitenkettenbindungen,
insbesondere im basischen Milieu, durch einen nukleophilen Angriff schon bei

Raumtemperatur relativ leicht hydrolytisch spalten lassen.4
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Abbildung 2.3: Ubersicht verschiedener Synthesestrategien zur Herstellung von PPEs sowie deren mogliche

Einsatzgebiete. Abbildung entnommen aus Referenz 45.
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Synthetisch sind smarte responsive PPE-Polymersyteme Uber eine ganze Reihe verschiedener
Polymerisationsstrategien (siehe Abbildung 2.3) zugénglich, wobei die daflr notwendigen
Monomere durch eine Vielzahl bekannter chemischer Reaktionen, wie z. B. die Michaelis-
Arbuzov- oder Michaelis-Becker-Reaktion,3>¢ aus kommerziell erhaltlichen Ausgangsstoffen
hergestellt werden kénnen.*>878 Neben der Polykondensation und Polyaddition als klassische
Stufenwachstumsreaktionen werden heutzutage auch andere (modernere) Methoden, wie z. B.
Polymerisation mittels Olefinmetathese, enzymatisch katalysierte Polymerisation, oder
Ringdffnungspolymerisation (ROP) eingesetzt, wobei sich gerade fir letztere funfgliedrige
Cyclomonomere aufgrund ihrer Ringspannung besonders gut eignen.*>#-°% Insbesondere die
anionische ROP von 2-Alkyl-2-0x0-1,3,2-dioxaphospholanen mittels Organokatalysatoren,
wie z.B. 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en (DBU), erlaubt aufgrund ihres "lebenden"
Mechanismus eine exakte Kontrolle der Polymerstruktur bei gleichzeitig enger
Molmassenverteilung und gut einstellbarem Molekulargewicht.®® Des Weiteren ermdglichen
lebende  Polymerisationsmechanismen auch die Herstellung von wohldefinierten
Copolymeren, deren Eigenschaften durch Auswahl und Kombination verschiedener Arten von
Seitenketten sowie deren relativen Anteil gezielt auf die jeweils gewilinschte Anwendung
ausgerichtet werden konnen.®**® Durch weitere Postpolymerisationsmodifikationen, z. B.
mittels Click-Chemie, sind vielfaltigste Polymerarchitekturen (linear, (hyper)verzweigt oder
vernetzt) zuganglich, wobei sich etwa die Geschwindigkeit des biologischen Abbauprozesses
anhand der Mikrostruktur exakt steuern lasst.*>%1%-98 Djes macht PPEs in Kombination mit
ihrer hohen Biokompatibilitat, welche durch die geringe Zytotoxizitat bedingt ist, fur
unglaublich viele Einsatzzwecke, z. B. als nicht toxische Flammenschutzmittel,*%:9-101 hoch
effiziente Wirkstofftragersysteme fir die Gentransfektion*>192-1%5 oder zum Transport von
Krebstherapeutika®®1%-1% pzw. Antibiotika*>!%® sowie anderen Biomolekiilen,%2103110 gehy

interessant (vgl. Abbildung 2.3).

2.2 EPR-Spektroskopie
2.2.1 Grundlagen

Die EPR-Spektroskopie, welche teilweise auch als Elektronenspinresonanz (ESR) bezeichnet
wird, beschéftigt sich mit der Untersuchung der Magnetisierung ungepaarter Elektronen, wie
sie z.B. in Radikalen oder paramagnetischen Ubergangsmetallkomplexen vorkommen.
Physikalische Grundlage fur diese Magnetresonanzmethode stellt der als Spin (engl. to spin =
sich drehen) bezeichnete Eigendrehimpuls S des ungepaarten Elektrons dar, welcher erstmals
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1922 von Stern und Gerlach experimentell nachgewiesen wurde.''! Den Gesetzen der
klassischen Physik zufolge, erzeugt jede bewegte elektrische Ladung, etwa ein rotierendes
Elektron, ein Magnetfeld, weshalb auch der Spindrehimpuls S, gema Gleichung 2.3, mit

einem magnetischen Moment x verbunden ist.

p=-9t g 2.3)

Hierbei stellt us, als Grundeinheit fir atomare magnetische Momente, das sog. Bohr'sche
Magneton und # das durch 2z dividierte Planck'sche Wirkungsquantum h dar. Die
einheitenlose GroRe g, welche auch gyromagnetischer Faktor oder Landé-Faktor genannt
wird, fungiert als Proportionalitatskonstante zwischen ¢ und S. Hierbei zeigt das negative
Vorzeichen in Gleichung 2.3 an, dass das magnetische Moment eines Elektrons und sein
Spinmoment stets entgegengesetzt zueinander ausgerichtet sind. Fur ein freies Elektron nimmt
g einen spezifischen Wert von ge =2,002319... an, welcher sich bei einem gebundenen
Elektron je nach Molekiilgeometrie und chemischer Umgebung leicht verandert, was
wiederum zu einer Verschiebung der Resonanzlinien im EPR-Spektrum fiihrt. Somit stellt der
exakte Wert des Landé-Faktors eine charakteristische GroRe fiir das jeweilige System dar, aus
welchem sich Informationen ber die elektronische bzw. atomare Struktur und die Umgebung
ableiten lassen, weshalb g gewissermalen mit der chemischen Verschiebung 6 in der NMR-
Spektroskopie (engl. nuclear magnetic resonance) korrespondiert.112-114

Wird ein ungepaartes Elektron mit seinem Spindrehimpuls S und dem damit verbundenen
magnetischen Moment x in ein &uleres, entlang der z-Achse ausgerichtetes, statisches
Magnetfeld mit der magnetischen Flussdichte Bo eingebracht, so kann seine Komponente in
Feldrichtung S;, aufgrund der Gesetze der Quantenmechanik, gemé&R Gleichung 2.4 nur
Vielfache von # annehmen.

5, =mg (2.4)

Hierbei existieren fir die magnetische Spinquantenzahl ms genau zwei verschiedene Werte,
sodass es lediglich die Orientierungsmdglichkeiten ,,Spin up 1 (ms = +'2) und ,,Spin down |
(ms = —Y%) fur den Spindrehimpuls S; in Richtung der z-Achse gibt. Das mit S; verbundene,
entgegengesetzt gerichtete, magnetische Moment . l&sst sich mithilfe von Gleichung 2.4, in
Analogie zu Formel 2.3, wie folgt definieren.
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=—g- Ug Mg (2.5)

Da die Energie E eines magnetischen Dipols in einem Magnetfeld der Flussdichte Bo nach
Gleichung 2.6 von seinem magnetischen Moment u, abhdngt existieren fur das ungepaarte

Elektron lediglich die beiden Energiezustande E; = +%4-g-ue'Bo und E; = —Y5-g-ug'Bo.
E=—u,-By=mg-g- g By (2.6)

Die Entartung der Energieniveaus E; und E; wird allerdings erst durch das Anlegen eines

aulleren Magnetfelds aufgehoben, sodass es zur sog. Zeeman-Aufspaltung kommt, welche in

Abbildung 2.4 gezeigt ist.

E\
ET = +‘V2‘g'ﬂB'BO

0 AEmag = g-ugB,

E¢ = —%.g.ﬂB.BO

I

B
0
Abbildung 2.4: Zeeman-Aufspaltung eines freien Elektrons in einem externen statischen Magnetfeld der
magnetischen Flussdichte By mit den beiden Energieniveaus E; und E; sowie der flr einen Spinubergang
benotigten Energiedifferenz AEmag.

Mit der quantenmechanischen Auswahlregel Ams=+1 fir einen Spintbergang, wie er in
Abbildung 2.4 angedeutet ist, ergibt sich flr die Energiedifferenz AEmag zwischen den beiden

benachbarten Energiezustanden E; und E; der in Gleichung 2.7 dargestellte Zusammenhang.

AEmag :ET_E¢ :g'/uB'BO (27)
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Die fiir eine Anregung der Elektronenspins benétigte Energie AEmag kann beispielsweise
durch elektromagnetische Strahlung geeigneter Frequenz v zugeflihrt werden, da diese
Photonen mit der Energie AEs beinhaltet.

AE, =h-v (2.8)
Eine Energieabsorption kann aber immer nur dann erfolgen, wenn die Resonanzbedingung
AEstr = AEmag erfullt ist, welche durch Kombination von Gleichung 2.7 und 2.8 die als
Grundgleichung der Magnetresonanzspektroskopie bezeichnete Formel 2.9 liefert 112-114

h-v=g-t-B, (2.9)

Allerdings wurden bei den bisherigen Uberlegungen stets nur einzelne ungepaarte Elektronen
in einem dulReren Magnetfeld betrachtet, obwohl messtechnisch lediglich Teilchenensembles
zuganglich sind. Da sich aber, je nach Ausgangsenergie der Elektronenspins, Absorption und
Emission bei der Einstrahlung elektromagnetischer Wellen geeigneter Frequenz v prinzipiell
mit der gleichen Wahrscheinlichkeit induzieren lassen, ist bei einem solchen Spinensemble
allein der Besetzungsunterschied fir das detektierbare EPR-Signal ausschlaggebend.!!?

Unter der Voraussetzung, dass sich die Gesamtheit der betrachteten Teilchen mit ihrer
Umgebung im thermodynamischen Gleichgewicht befindet, sollte geméaR der Boltzmann-
Statistik die Besetzungszahl des energiedrmeren Zustandes N; etwas grofer sein, als die des
energiereicheren Niveaus Nj, sodass in diesem Fall die Absorption im Mittel Uberwiegt.
Hierbei lasst sich das genaue Besetzungszahlenverhdltnis Ni/N; mithilfe der absoluten

Temperatur T und der Boltzmann-Konstanten ks wie folgt berechnen.

AE, g-ug 'BO hv

N mag
—izekB.T =e kB.T :ekB‘T (210)

N4

Aus Gleichung 2.10 geht hervor, dass die Energiedifferenz AEmag zwischen den beiden
Energiezustanden eine entscheidende Rolle fur die Grolle des Besetzungsunterschiedes und
damit auch fiir die Empfindlichkeit der EPR-Messung spielt, da nur der relative Uberschuss
an Teilchen im energiedrmeren Niveau E; effektiv zum EPR-Signal beitrdgt. Mit dem

Ausdruck fiir AEmag aus Formel 2.7 zeigt sich, dass das Besetzungszahlenverhéltnis N /Ny mit
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groRer werdender magnetischer Flussdichte Bo des externen Magnetfeldes zunimmt, da die
Energiedifferenz, wie in Abbildung 2.4 gezeigt, linear mit Bo anwéachst.

Mit der Grundgleichung der Magnetresonanzspektroskopie in Formel 2.9 l&sst sich dartiber
hinaus feststellen, dass auch ein Anstieg von v eine Erhéhung des Besetzungsunterschiedes
bewirkt. Diese signifikante VergrofRerung der Besetzungszahlendifferenz ist Grund dafur,
warum die Messempfindlichkeit in der EPR-Spektroskopie bei hoherer Frequenz v bzw.
magnetischer Flussdichte Bo deutlich ansteigt. Prinzipiell kann nach Gleichung 2.10 auch eine
Temperaturerniedrigung zur Erhéhung des Besetzungszahlenverhdltnis Nj/Ny und damit zu
einer besseren Empfindlichkeit beitragen. Dies wird jedoch in der EPR-Spektroskopie nur
selten ausgenutzt, da die eingestrahlte Mikrowellenenergie zumeist eine starke Stérung des
thermodynamischen Gleichgewichts bewirkt, sodass der Besetzungsunterschied rasch wieder

ausgeglichen wird.!?

Setzt man in Gleichung 2.10 fir eine EPR-Messung typische Werte von T =300 K und
v =10 GHz (sog. X-Band) ein, so ergibt sich ein Besetzungszahlenverhaltnis N;/N; von rund
1,0016, was einem Besetzungsunterschied von gerade einmal 0,16 % entspricht. D. h., dass
nur etwa jeder tausendste Spinzustand anregbar ist und somit nur ein sehr kleiner Teil aller in
der Probe vorhandenen Elektronenspins lberhaupt zum Resonanzsignal beitragt. Vergleicht
man diesen Wert jedoch mit dem eines NMR-Experiments bei gleichen Bedingungen, so stellt
man fest, dass die Besetzungszahldifferenz in diesem Fall noch wesentlich geringer ausfallt
und nur noch jeder millionste Kernspin angeregt werden kann. Aus diesem Grund ist die
EPR- verglichen mit der NMR-Spektroskopie, allein schon bedingt durch das groRere
magnetische Moment eines freien Elektrons, um gut drei GrofRenordnungen empfindlicher.
Dafiir ist sie im Gegenzug aber auch auf das Vorhandensein ungepaarter Elektronenspins
angewiesen. Da allerdings eine Elektronenpaarbildung, z. B. bei der chemischen Bindung,
aufgrund des Pauli-Prinzips generell mit der gegenseitigen Aufhebung des Elektronenspins
einhergeht, ist die EPR-Spektroskopie auf eine vergleichsweise kleine Zahl paramagnetischer
Systeme beschrankt. Andererseits kann diese Tatsache bei der Untersuchung komplexer
Materie auch hilfreich sein, da die seltenen paramagnetischen Spezies, anders als z. B. H-
Kerne in der NMR-Spektroskopie, selektiv und mit hoher Empfindlichkeit detektiert werden
konnen.!12

Nichtsdestotrotz gehdren die Magnetresonanzmethoden, verglichen mit vielen anderen
Spektroskopiearten, wie z. B. Fluoreszenz-, UV/VIS- oder IR-Spektroskopie, aufgrund der
kleinen Besetzungsunterschiede zu den eher unempfindlicheren Messtechniken.
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2.2.2 Wechselwirkungen und Spin-Hamilton-Operator

Bisher wurde nur die Wechselwirkung des Elektronenspins mit einem externen Magnetfeld
betrachtet, welche zur sog. Zeeman-Aufspaltung flhrte (vgl. Kapitel 2.2.1). Da aber der Spin
des ungepaarten Elektrons eine fundamentale quantenmechanische GroRe ist, welche bei
klassischer Vorstellungsweise die spezifischen Eigenschaften eines Drehmomentes aufweist,
mussen bei der theoretischen Betrachtung auch Wechselwirkungen mit anderen magnetischen
Momenten in der Probe beriicksichtigt werden.'*2

Ursache fur diese sog. inneren Magnetfelder kdnnen beispielsweise die Kernspins
benachbarter Atomkerne oder die Spinmomente weiterer ungepaarter Elektronen sein, wobei
die Bestimmung und Interpretation der charakteristischen Parameter eben dieser inneren
Wechselwirkungen das eigentliche Ziel der EPR-Spektroskopie darstellt. GemaR
Gleichung 2.11 lassen sich alle Wechselwirkungen des ungepaarten Elektronenspins im sog.
Spin-Hamilton-Operator Hs zusammenfassen, welcher erstmals 1951 von Abragam und Pryce
hergeleitet wurde.!*® Dieser betrachtet die Spinwechselwirkungen isoliert von allen anderen
elektronischen Ubergangen, da deren Energiebeitrage wesentlich groRer sind und diese aus

EPR-spektroskopischer Sicht zumeist konstant bleiben.®

~

I—AIS=HEZ+I—A|ZFS+I—A|LS+I—A|ee+|—A|HF+I—A|NZ+I—A|NQ (2.11)

Die in Gleichung 2.11 enthaltenen Terme haben je nach experimenteller Situation eine
unterschiedlich groRe Bedeutung, sodass z. B. in Lésung die Summanden Hzes und A
vernachlissigt werden kénnen, wahrend etwa der vorletzte Term Hy; nur in Festkorpern oder
bei Doppelresonanzexperimenten in Fluissigkeiten beriicksichtigt werden muss.'*® Somit l4sst
sich bei bestimmten Systemen der komplexe Ausdruck fiir den Spin-Hamilton-Operator Hs

deutlich vereinfachen, dessen einzelne Terme im Folgenden kurz vorgestellt werden sollen.

Elektronen-Zeeman-Wechselwirkung Hez:

Der erste Summand Hez in Formel 2.11 gibt die bereits detailliert dargelegte Wechselwirkung
des Elektronenspins mit einem &uReren Magnetfeld der magnetischen Flussdichte B wieder
und fihrt zur sog. Zeeman-Aufspaltung (vgl. Kapitel 2.2.1). Dieser Term dominiert im
Normalfall alle anderen Summanden des Spin-Hamilton-Operators und lasst sich mithilfe des

sog. Spinoperators S wie folgt ausdriicken.'4
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He, =9 ug-B-S (2.12)

Hierbei sind sowohl der Spinoperator S, als auch die magnetische Flussdichte B des externen
Magnetfeldes in Gleichung 2.12 anisotrope (richtungsabhangige) GroéRen und stellen daher
Vektoren dar. Somit entspricht auch der, fur die Bindungssituation des ungepaarten Elektrons
charakteristische, Landé-Faktor g hier einem komplexen Tensor, welcher sich zu einer
symmetrischen Matrix mit den drei Hauptkomponenten gxx, gy und gz entlang der drei
Raumrichtungen diagonalisieren lasst. Bei ausreichend schneller isotroper Rotation, z. B. in
Losung, mitteln sich die richtungsabhangigen Wechselwirkungen gemaR Gleichung 2.13 aus,

sodass der Landé-Faktor in den Skalar giso ibergeht.t16417

'(gxx+gyy+gzz) (2.13)

Wl

Qiso =

Nullfeldaufspaltung Hzes:

Der zweite Term Hzes in Formel 2.11 beschreibt die sog. Nullfeldaufspaltung (engl. zero field
splitting) und ist nur in Festkdrpern bzw. bei Systemen mit einem Gesamtspin S>1 von
Bedeutung. In diesem Fall induzieren zwei oder mehr ungepaarten Elektronen in einem Atom,
wie z. B. beim Mn?*-lon, ein inneres B-Feld, welches mit den Elektronenspins wechselwirkt,
sodass es auch ohne aulReres Magnetfeld zur Aufspaltung der Energiezustdnde und damit zu

magnetischen Ubergangen kommt. 14116

Spin-Bahn-Kopplung A.s:

His spiegelt als dritter Summand in Gleichung 2.11 den Einfluss der sog. Spin-Bahn-
Kopplung (auch L-S-Kopplung genannt) im Spin-Hamilton-Operator wieder, welche vor
allem in paramagnetischen Ubergangsmetallkomplexen, z.B. von Cu?*-lonen, eine
entscheidende Rolle spielt.!'® Diese Kopplung kommt bei klassischer Betrachtungsweise
dadurch zustande, dass das ungepaarte Elektron bei seiner Kreisbewegung um den Atomkern
auch einen Bahndrehimpuls L erzeugt, welcher mit dem Elektronenspin S wechselwirkt. Diese
Spin-Bahn-Wechselwirkung beeinflusst mit ihrer Kopplungskonstanten ¢ direkt den Landé-
Faktor g, indem sie zum charakteristischen Wert ge fur ein freies Elektron, mit reinem

Spinmagnetismus, eine (chemische) Verschiebung dg zufuigt, welche proportional zu 2-¢-L ist.

g=0+5g (2.14)
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Somit stellt der im EPR-Experiment, gemall Gleichung 2.14, tatsachlich gemessene g-Faktor

eine Art Fingerabdruck des untersuchten Systems dar. 14116

Elektronenspin-Elektronenspin-Wechselwirkung Hee:

Der vierte Term Hee in Formel 2.11 beschreibt im Gegensatz zur Nullfeldaufspaltung Hzes
nicht die Wechselwirkung mehrerer ungepaarter Elektronen in einem einzigen Atom, sondern
die Interaktion von Elektronenspins in unterschiedlichen Atomen bzw. Molekulen. Hierbei
kann generell zwischen zwei verschiedenen Mechanismen unterschieden werden.

Bei der sog. dipolaren Wechselwirkung durch den Raum, welche sich bei schneller isotroper
Rotation ausmittelt, sind die ungepaarten Elektronen so weit voneinander entfernt, dass sie
sich in der Ausrichtung ihrer Spinmomente gegenseitig nicht beeinflussen, was zu einer
Linienverbreiterung im EPR-Spektrum fuhrt. Ursache daflr ist, z. B. in Flussigkeiten, die
thermische Bewegung der Elektronenspin tragenden Atome oder Molekiile, aufgrund derer
das lokale Magnetfeld tber ein gewisses Gebiet in der Lésung verteilt ist. Infolgedessen wird
das beobachtete Absorptionssignal (bzw. dessen 1. Ableitung), als Einhiillende aller in einem
bestimmten B-Feldbereich auftretenden Resonanzlinien, verbreitert. Hierbei nimmt die
Energie dieser Dipol-Dipol-Wechselwirkung mit der dritten Potenz des Abstandes d zwischen
den wechselwirkenden Elektronenspins ab. Daher wird auch die Linienverbreiterung mit
zunehmender diamagnetischer Verdinnung, beispielsweise durch Herabsetzung der
Sondenkonzentration, geringer bis schlieBlich irgendwann andere Verbreiterungseffekte, wie

z. B. Relaxationsphanomene, dominieren.'?

Der sog. Heisenberg-Spinaustausch tritt als kurzreichweitige Wechselwirkung im Gegensatz
zur zuvor erlauterten dipolaren Kopplung nur dann auf, wenn zwei Teilchen mit ungepaartem
Elektron direkt miteinander kollidieren oder sich zumindest sehr nahe (d.h. d <1 nm)
kommen. In diesem Fall kann es, aufgrund der Elektronenpaarbildung, zu einem
guantenmechanischen Austausch der Spinausrichtungen kommen, welcher auch als eine Art
chemische Reaktion beschrieben werden kann. Ist diese Bindungsbildung jedoch zu stark, so
sind die Elektronenspins nach dem Pauli-Prinzip strikt antiparallel ausgerichtet, sodass die
Spinquantenzahl des Gesamtsystems null wird und dessen EPR-Signal verschwindet.!!2

Daher kann ein solcher Spinrichtungsaustausch ausschlief3lich dann beobachtet werden, wenn
eine ausreichend schwache, aber dennoch “bindende", Wechselwirkung zwischen zwei
paramagnetischen Spezies besteht. Da eine solch schwache Bindung Ublicherweise nur von
sehr begrenzter Reichweite ist, fallt ihre Wechselwirkungsenergie im Vergleich zur dipolaren
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Kopplung durch den Raum wesentlich schneller ab, als mit d3. Bei Radikalpaaren in Lésung
nimmt man beispielsweise an, dass die Heisenberg-Spinaustausch-Wechselwirkung mit
zunehmendem Abstand d der beiden Radikale naherungsweise exponentiell abfallt, 116118

Hyperfeinaufspaltung Hye:

Der fiinfte Summand Hyue in Gleichung 2.11 gibt die sog. Hyperfeinwechselwirkung wieder,
welche die Wechselwirkung des Elektronenspins S mit den Kernspins | der unmittelbar
benachbarten Atomkerne beschreibt. Diese erzeugen mit ihrem Kernmoment ein zusatzliches
Magnetfeld der Flussdichte By, welches sich gemaR Formel 2.15 zum duReren B-Feld mit der

magnetischen Flussdichte Bo hinzuaddiert.!2

B =B, +B, =B, + A-m, (2.15)

Demzufolge spirt das ungepaarte Elektron ein um den Betrag A-m, starkeres effektives
Magnetfeld der Flussdichte Bef, wobei A den sog. Hyperfeinkopplungstensor und m, die
magnetische Kernspinquantenzahl darstellt. Hierbei existieren furm, (m =1, -1+ 1, ..., 1), je
nach Kernspinquantenzahl 1, genau 2-1+1 verschiedene Werte, sodass das EPR-
Absorptionssignal des ungepaarten Elektrons, gemall dieser Spinmultiplizitdt und den
guantenmechanischen Auswahlregeln Ams=+1 bzw. Am, =0, in entsprechend viele Linien
aufgespalten wird.

Diese sog. Hyperfeinstruktur lasst unmittelbar Ruckschlisse auf die magnetische Umgebung
und damit auch auf die Struktur des untersuchten Systems zu, da die Elektronenspin-
Kernspin-Wechselwirkung Hwe, aufgrund des im Vergleich zum Elektron wesentlich
kleineren magnetischen Moments der Atomkerne, von deutlich kiirzerer Reichweite ist, als
die zuvor beschriebene Elektronenspin-Elektronenspin-Wechselwirkung He. Aus diesem
Grund spielt auch die rdumliche Verteilung des ungepaarten Elektrons in Kernnahe eine
wichtige Rolle fir die Hyperfeinkopplungskonstante A, welche ein Mal3 fiir die Starke der
Kopplung zwischen Elektronen- und Kernspin darstellt. 3114

Hierbei l&sst sich A prinzipiell in einen dipolaren und isotropen (richtungsunabhangigen)

Anteil zerlegen, wobei Ersterer die klassische anisotrope Dipol-Dipol-Wechselwirkung des

ungepaarten Elektrons mit den Kernspins der benachbarten Atomkerne im Abstand d durch

den Raum beschreibt. Diese Wechselwirkung fallt allerdings, genau wie die bereits erlduterte

dipolare Elektronenspin-Elektronenspin-Wechselwirkung, aufgrund ihrer d—3-Abhéangigkeit
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mit zunehmender Entfernung des Elektrons vom Atomkern schnell ab. Daher ist sie auch nur
bis zu einem Abstand von etwa 1 nm um den Elektronenspin herum wirksam.t

Aullerdem ist dieser anisotrope Anteil zumeist nur in Festkdrpern und hochviskosen
Flussigkeiten von Bedeutung, da sich ansonsten die richtungsabhéngigen dipolaren
Wechselwirkungen, dhnlich wie beim Landé-Faktor g (siehe Gleichung 2.13), bei ausreichend
schneller isotroper Rotation in Lésung zumeist ausmitteln. In diesem Fall geht A, nach
Diagonalisierung zu einer symmetrischen Matrix mit den Hauptkomponenten Ax, Ayy und Az
entlang der drei Raumrichtungen, gemiBR Formel 2.16, in den Skalar aiso Gber.'*6 |m
aufgenommenen EPR-Spektrum ist dessen Betrag dann direkt, als Abstand zwischen den

Nulldurchgéngen der Resonanzsignale, zuganglich.

a (Ag+Ay+A,) (2.16)

iso —

Wl

Um den zweiten, isotropen Anteil der Hyperfeinkopplungskonstanten verstehen zu koénnen,
muss die bisher gewahlte klassische Betrachtungsweise verlassen werden, da diese einen
Abstand von d =0, d. h. eine Beriihrung des Elektrons mit dem Atomkern, nicht zulasst. Das
besser geeignete, allgemein gultige, quantenmechanische Bild hingegen erlaubt dies, da hier
ein Elektron eine von null verschiedene Aufenthaltswahrscheinlichkeit am Ort des Atomkerns
besitzen kann. Die hierbei entstehende sog. Fermi-Kontakt-Wechselwirkung ist aufgrund der
kugelformigen Gestalt des s-Orbitals des Atomkernes, in welchem sich das ungepaarte
Elektron bei einem Abstand von d = 0 befindet, naturgemaR isotrop. Dieser Fermi-Kontakt-
Anteil der Hyperfeinkopplung bleibt, bedingt durch seine Richtungsunabhéngigkeit, auch in
Flussigkeiten bei schneller thermischer Bewegung der Teilchen bestehen und stellt somit eine

wichtige Informationsquelle in einem EPR-Experiment dar.11?16

Kern-Zeeman-Wechselwirkung Auz:

Der vorletzte Term Hy; in Gleichung 2.11 beschreibt, in Analogie zur bereits ausfiihrlich
erlduterten Elektronen-Zeeman-Wechselwirkung He,, die Wirkung eines externen (4uReren)
Magnetfeldes auf die Kernspins I, welche durch die Hyperfeinkopplung an den
Elektronenspin S gekoppelt sind. Daher muss auch die sog. Kern-Zeeman-Wechselwirkung in
die theoretische Betrachtung mit einflieBen, sofern sie fiir den Spin-Hamilton-Operator Hs
von Bedeutung ist. Bei Flissigkeiten ist dies im Allgemeinen nicht der Fall, wenn einmal von

Doppelresonanzexperimenten abgesehen wird, bei denen ganz gezielt die Spektren der
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Kernspins Uber die Elektronenspins detektiert werden, um beispielsweise auch kleine
Hyperfeinwechselwirkungen besser aufldsen zu kdnnen. Ursache dafur ist die Tatsache, dass
sich bei schneller isotroper Rotation in Lésung der anisotrope Anteil von Hy; herausmittelt,
wobei die Quantisierungsrichtung der Kernspins | parallel zur Richtung (z-Achse) des
aulleren Magnetfeldes ausgerichtet ist. Somit kann das Verhalten der ungepaarten Elektronen
auch ohne exakte Kenntnis der Verhaltensweise der Atomkerne oft hinreichend genau

beschrieben werden. 114116

Kern-Quadrupol-Wechselwirkung Huo:

Der letzte Summand Hyo in Formel 2.11 gibt die sog. Kern-Quadrupol-Wechselwirkung
wieder und tritt generell nur dann auf, wenn Atomkerne mit einem Kernspin |1 > 1 vorhanden
sind. Bei solchen Kernen, wie z.B. dem *N-Stickstoff-Isotop mit I(}*N) =1, ist die
Ladungsverteilung nicht mehr kugelsymmetrisch, weshalb ein sog. Quadrupolmoment
resultiert, welches mit dem elektrischen Feldgradienten am Kernort wechselwirkt. Aufgrund
der bereits zuvor erwahnten Kopplung des Elektronenspins S an die umgebenden Kernspins |
durch die Hyperfeinaufspaltung, muss beim Vorhandensein solcher Quadrupolkerne diese
Kern-Quadrupol-Wechselwirkung im Spin-Hamilton-Operator Hs beriicksichtigt werden. Mit
Ausnahme einiger Nebengruppenmetallionen, wie z. B. Cu?*, ist der Beitrag von Hyo im
Allgemeinen jedoch vernachldssigbar klein und spielt daher in den meisten Fallen nur eine

untergeordnete Rolle.16:11°

2.2.3 Messtechnik

In der EPR-Spektroskopie existieren grundsatzlich zwei verschiedene Messtechniken, um von
einer Probe ein Spektrum aufnehmen zu kodnnen. Dies kann entweder mithilfe der sog. CW-
Methode (engl. continuous wave) durch die kontinuierliche Einstrahlung von Mikrowellen
(MW) gleichbleibender Frequenz v unter Variation des B-Feldes oder, bei konstanter
magnetischer Flussdichte B des externen Magnetfeldes, Uber Nanosekunden kurze MW-Pulse
verschiedener Frequenz erfolgen. Letztere Verfahrensweise wird auch als Puls-EPR-
Spektroskopie bezeichnet, wobei diese Methode apparativ und messtechnisch wesentlich
anspruchsvoller als die CW-Technik ist.1*211® Daher stellt auch die, im Rahmen dieser Arbeit
vorwiegend verwendete, CW-EPR-Spektroskopie bis heute die Standardmethode dar, vor
allem wenn eine schnelle, prazise und vergleichsweise unkomplizierte Messung von EPR-

Spektren gefragt ist.*
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Der schematische Aufbau eines CW-EPR-Spektrometers ist in Abbildung 2.5 dargestellt.
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Abbildung 2.5: Schematischer Aufbau eines CW-EPR-Spektrometers mit den fir eine Spektrenaufnahme
unbedingt erforderlichen Bauteilen Mikrowellenquelle (MW-Quelle), Zirkulator, Probenresonator, Magnet und
Detektordiode. Alle weiteren gezeigten Bestandteile sind vor allem aus messtechnischen Griinden erforderlich
und dienen z. B. zur Erhéhung der Messempfindlichkeit. Das Signal aus dem phasensensitiven Detektor (PSD)
gelangt zum Analog-Digital-Konverter des Steuer- bzw. Auswertecomputers, welcher auch die Koordination der
einzelnen Baugruppen ubernimmt. Der rot gestrichelte Kasten umrahmt die Bauteile der sog. MW-Briicke,
wahrend die blauen Pfeile den Weg der MW-Strahlung illustrieren sollen. Abbildung adaptiert aus Referenz 116.

Wird eine Probe in den Resonator, dessen Abmessungen in der GrofRenordnung der
verwendeten MW-Strahlung (~3cm im sog. X-Band) liegen, eingebracht, so wird sie
entsprechend ihrer magnetischen Suszeptibilitat, im (annédhernd) homogenen Magnetfeld des
Spektrometers, magnetisiert. Ist die Resonanzbedingung AEsir = AEmag erfillt, absorbiert die
eingebrachte Probe elektromagnetische Strahlung, sodass infolgedessen die Intensitat der
reflektierten MW-Strahlung abnimmt. Diese wird durch den Zirkulator von den eingestrahlten
Mikrowellen abgetrennt, sodass von der spannungssensitiven Detektordiode nur die Anderung
der vom Resonator kommenden reflektierten MW-Strahlung registriert wird.!12116

Hierbei werden die MW allerdings nicht, wie bei der optischen Spektroskopie tblich, durch
die Probe in Transmission hindurchgestrahlt. Stattdessen werden im Resonator stehende MW
erzeugt, um den B-Feldanteil der eingestrahlten elektromagnetischen Wellen am Probenort zu
maximieren und gleichzeitig den senkrecht dazu stehenden, elektrischen Feldanteil minimal
zu halten. Ziel dieser speziellen Resonatorgeometrie ist es eine kinstliche Probenaufheizung

durch Anregung von Rotationsbewegungen méglichst vollstandig zu vermeiden.1*2
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Aufgrund der vergleichsweise geringen Besetzungszahlenunterschiede tragt in der EPR-
Spektroskopie nur ein sehr kleiner Teil aller in der Probe vorhandenen ungepaarten
Elektronenspins zum Absorptionssignal bei (vgl. Kapitel 2.2.1). Des Weiteren geht, bedingt
durch den in Abbildung 2.5 gezeigten Messaufbau, das Hintergrundrauschen Uber einen sehr
breiten Frequenzbereich in das vom Detektor registrierte Resonanzsignal ein. Daher nutzt
man in der CW-EPR-Spektroskopie eine besondere messtechnische Anordnung, bei der
mithilfe von Modulationsspulen eine zusétzliche sinusférmige B-Feldkomponente kunstlich
zum externen statischen Magnetfeld hinzugefugt wird. Durch diese Modulation
(Uberlagerung) des Resonanzsignals mit einer niederfrequenten  (vmos = 100 kHz)
Modulationsamplitude gelingt es, ein sich insgesamt zeitlich &nderndes Magnetfeld zu
kreieren. Durch diesen Messaufbau kann das Rauschen bei bestimmten, fiir die EPR-Messung
nicht relevanten, Frequenzen durch den Einsatz eines phasensensitiven Detektors (PSD)
nahezu vollig ausgeschlossen werden, wodurch insgesamt eine signifikante Verbesserung des
Signal-Rausch-Verhéltnisses (engl. signal-to-noise ratio, SNR) erreicht wird.12116

Neben einer erhthten Messempfindlichkeit (Sensitivitéat) hat dieses VVorgehen unmittelbar zur
Folge, dass nun nicht mehr das eigentliche Resonanzsignal in Abhéngigkeit vom Magnetfeld,
sondern dessen 1. Ableitung, detektiert wird. Allerdings kann eine zu hohe B-Feldmodulation
auch zu einer kiinstlichen Linienverbreiterung (sog. Ubermodulation) im gemessenen EPR-
Spektrum fiihren. Da die Resonanzlinienbreite in der EPR-Spektroskopie aber ein wichtiges
Charakteristikum darstellt, muss darauf geachtet werden, dass die Grofe der gewahlten

Modulationsamplitude nicht mehr als ¥5—Y% der (apparenten) Linienbreite betragt.1

2.2.4 Nitroxid-Radikale als Spinsonden

Nachdem in den vorausgegangenen Abschnitten die Grundlagen der EPR-Spektroskopie, die
Wechselwirkungen des ungepaarten Elektronenspins mit duReren und inneren Magnetfeldern
sowie die Messtechnik vorgestellt wurden, soll nun zum Abschluss dieses Kapitels auf die

Nitroxid-Radikale, als wichtigste Kategorie von Spinsonden, ndher eingegangen werden.

Wie anfangs erwéhnt, untersucht die EPR-Spektroskopie die Magnetisierung ungepaarter
Elektronenspins und ist daher zwingend auf das Vorhandensein paramagnetischer Spezies
angewiesen (vgl. Kapitel 2.2.1). Da allerdings die Ausbildung einer chemischen Bindung im
Allgemeinen mit einer Elektronenpaarbildung einhergeht und diese nach dem Pauli-Prinzip
strikt zur gegenseitigen Aufhebung des Elektronenspins fiihrt, besitzen die meisten in der
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Natur vorkommenden stabilen Verbindungen diamagnetischen Charakter, weshalb sie nicht
ohne weiteres mithilfe der EPR-Spektroskopie untersucht werden kénnen. Substanzen mit
ungepaarten Elektronen, die auch als Radikale bezeichnet werden, sind hingegen aufgrund
ihres Paramagnetismus direkt einer EPR-spektroskopischen Untersuchung zugéanglich. Jedoch
sind solche paramagnetischen Verbindungen aufgrund der ungepaarten Elektronen in den
meisten Fallen hoch reaktiv und treten daher oft nur als instabile kurzlebige
Zwischenprodukte bei bestimmten chemischen Reaktionen in Erscheinung. Allerdings
existiert auch eine Gruppe von persistenten Radikalen, zu der beispielsweise die Verbindung
2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-oxyl (TEMPO) und ihre Derivate zdhlen. Diese sog. Nitroxid-
Radikale haben sich seit den 1970er-Jahren als Spinsonden in der EPR-Spektroskopie
etabliert und werden heute auch in vielen anderen Bereichen der Chemie bzw. Biologie

eingesetzt.>>>°

Ein weiterer wesentlicher Vorteil von Nitroxid-Sonden ist auch die Tatsache, dass in
verdinnter Losung viele Terme des Spin-Hamilton-Operators Hs in Gleichung 2.11 (vgl.
Kapitel 2.2.2) vernachlassigbar klein bzw. irrelevant sind. Somit beschreiben in den meisten
Fallen allein die Elektronen-Zeeman-Wechselwirkung Hez und die Hyperfeinkopplung Hir
das Spinsystem hinreichend genau.!?®'2! Fir Nitroxid-Spinsonden geht somit die
Grundgleichung der Magnetresonanzspektroskopie (vgl. Formel 2.9) im Speziellen in die
Gleichung 2.17 uber, sofern in Formel 2.15 die magnetische Flussdichte Bo durch den
Ausdruck fur das tatsachlich auf den Elektronenspin wirksame effektive Magnetfeld der

Flussdichte Bess ersetzt wird.

AEo=h-v=g-uy By =g-uy-(By+A-m,) (2.17)

Die magnetische Kernspinquantenzahl m, des *N-Isotops, mit einer natiirlichen Haufigkeit
von rund 99,63 %,?? kann aufgrund der Kernspinquantenzahl 1(**N) = 1 die Werte —1, 0 und
+1 annehmen, weshalb bei schneller isotroper Rotation in Losung im EPR-Spektrum der
Nitroxid-Radikale genau drei Resonanzlinien beobachtbar sind. Hierbei zeigt das sog.
Hochfeldabsorptionssignal, welches dem Ubergang mi(**N) = —1 entspricht, im Allgemeinen
die beste Auflésung, weil hier die g- und Hyperfeinanisotropie in gleicher Richtung auf die
Resonanzfrequenz v wirken. Aus diesem Grund werden auch Anderungseffekte, wie z. B.
eine Veranderung der Umgebungspolaritat, am besten im Hochfeldiibergang der Nitroxid-

Sonden sichtbar.'?!
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Die Hauptursache fiir die in verdiinnter Lésung bei Raumtemperatur recht hohe Stabilitat von

Nitroxid-Radikalen ist deren besondere Struktur, welche in Abbildung 2.6 gezeigt ist.

HsC N CH; -==——» H;C CE CHj,
HsC CHj HaC CH,
To] To)
 — e —
(A) (B)

Abbildung 2.6: Allgemeine Struktur der in der EPR-Spektroskopie hdufig als Spinsonden verwendeten
Nitroxid-Radikale, mit dem Rest R (TEMPO, R = H). Hierbei geben die beiden dargestellten Resonanzformeln
(A) und (B) die mdglichen mesomeren Grenzstrukturen wieder und dienen zur Beschreibung des tatsachlichen
Bindungszustandes, bei dem sich das ungepaarte Elektron in der n-Bindung zwischen Stickstoff N und
Sauerstoff O befindet.

Das ungepaarte Elektron befindet sich bei den Nitroxid-Radikalen im antibindenden 7*-
Orbital (SOMO, engl. singly occupied molecular orbital) der N-O-Bindung und ist durch die
vier Methylgruppen an den a-Kohlenstoffatomen sterisch sehr gut abgeschirmt. Hierbei geben
die in Abbildung 2.6 dargestellten Resonanzformeln (A) und (B) die méglichen mesomeren
Grenzstrukturen wieder, um diesen komplexen Bindungszustand zu beschreiben, wobei je
nach Polaritat der Umgebung eine der beiden berwiegt. In unpolaren Lésungsmitteln ist etwa
die ungeladene Resonanzformel (A) beglnstigt, wahrend in polarer Umgebung die
zwitterionische Grenzstruktur (B) bevorzugt wird, da mit zunehmender Polaritdt die
Partialladungen besser stabilisiert werden konnen. Somit wird auch die Spindichte des
ungepaarten Elektrons, je nach chemischer Umgebung, entlang der N-O-Bindungsachse
verschoben. Hierbei gilt grundséatzlich, dass mit steigender Polaritat der Elektronenspin mehr
und mehr in Richtung des Stickstoffkerns verschoben wird, sodass die GroRe der “N-
Hyperfeinkopplung zunimmt (vgl. Kapitel 2.2.2, Abschnitt Hyperfeinaufspaltung).!t3116.121

Setzt man eine schnelle isotrope Rotation der Nitroxid-Spinsonden in Lésung voraus, so geht
der Hyperfeinkopplungstensor A mit seinen Hauptkomponenten Axx, Ay und Az entlang der
drei Raumrichtungen in den Skalar aiso Uber. Dieser ist fir Nitroxid-Sonden in guter N&herung

axial, d. h. A = Ay, sodass sich Gleichung 2.16 zu Formel 2.18 vereinfachen lasst.!14116

'(2'A<X+Azz) (2-18)

Wl

Aiso,N0 =
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Der GroRenunterschied zwischen den Hyperfeinkopplungskomponenten Ax (bzw. Ayy) und
Az, wie er auch in Abbildung 2.7 deutlich zu sehen ist, l&sst sich durch eine formal groRere
Aufenthaltswahrscheinlichkeit des ungepaarten Elektrons im w*-Molekulorbital entlang der z-
Achse erklaren. Aus diesem Grund ist auch die Hyperfeinwechselwirkung mit dem Kernspin |

des “*N-Atomkerns in z-Richtung besonders groR.*?°

2A,
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Abbildung 2.7: Darstellung der allgemeinen Struktur von Nitroxid-Radikalen (TEMPO, R =H) und deren
Molekilkoordinatensystem, zusammen mit den hypothetischen CW-EPR-Spektren der jeweiligen
Hyperfeinkopplungskomponenten bei Rotation der Nitroxid-Spinsonde entlang der drei Raumrichtungen. Die z-
Achse ist anhand des gezeigten p,-Orbitals des Stickstoffatoms entlang der n-Bindung ausgerichtet, wahrend die
x-Achse in Richtung der N-O-c-Bindung weist. Die y-Achse steht senkrecht zur x-z-Ebene und vervollstandigt
das Kkartesische Koordinatensystem. Abbildung adaptiert aus Referenz 120.

Die Hyperfeinaufspaltungskomponente A;; wird bei Nitroxid-Spinsonden gerade dann
maximal, wenn das externe statische Magnetfeld exakt parallel zur z-Achse ausgerichtet ist.
Die Hyperfeinkopplungskomponenten Ax und Ayy in X- bzw. y-Richtung sind meist nahezu
gleich groR, aber stets wesentlich kleiner als Az.*%

Somit lasst sich allein schon anhand der GroRRe der Hyperfeinkopplung eine Aussage uber die
elektronische Struktur der Spinsonde und damit auch tber die Umgebungspolaritat treffen.
Dies macht insbesondere Nitroxide als Sonden fur die EPR-Spektroskopie interessant, da
diese, wie Tabelle 2.1 zeigt, je nach Strukturrest R in 4-Position des Piperidinrings (siehe
Abbildung 2.6) eine unterschiedliche Polaritat und damit auch Hydrophobizitét besitzen.
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Tabelle 2.1: Charakterisierung in der EPR-Spektroskopie géngiger Nitroxid-Spinsonden anhand ihrer
Hydrophobizitat gema dem n-Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten Ko.. Der angegebene Strukturrest R
bezieht sich auf die in Abbildung 2.6 bzw. Abbildung 2.7 dargestellte, allgemeine Struktur.

Strukturrest R Bezeichnung Koul2 Hydrophobizitat
=0 TEMPON 2,3
—-OH TEMPOL 3,85
-H TEMPO 90

Aus Tabelle 2.1 geht hervor, dass die Art des Strukturrestes R die Hydrophobizitat der
Nitroxid-Spinsonde entscheidend beeinflusst. Wahrend polare Einheiten, wie z. B. Keto- oder
Hydroxygruppe, zu einem niedrigen Kow-Wert und damit zu einer erhdhten Wasserloslichkeit
fiihren, bewirken eher unpolare Reste (etwa —H) ein hydrophobes Verhalten. So eignet sich
beispielsweise TEMPO aufgrund seines amphiphilen Charakters und seiner geringen Grolie
(Van-der-Waals-Radius ry = 0,31-0,35 nm)*?* besonders gut, um selbst kleinste nanoskalige
Inhomogenitaten zu detektieren, welche z. B. bei (multi)responsiven Polymeren oftmals schon
vor dem Einsetzen des eigentlichen (makroskopisch sichtbaren) Phasenseparationsprozesses
in Erscheinung treten. Grund dafur ist die Tatsache, dass sich die TEMPO-Spinsonden
innerhalb der Probe zwischen den eher hydrophoben, kollabierten Polymerdoménen und der
polaren (hydrophilen), wassrigen Umgebung entsprechend ihrem Kow-Wert verteilen.*
Generell kann also allein schon durch die chemische Struktur des gewahlten Nitroxid-
Radikals selektiert werden, welche Umgebungsarten innerhalb einer Probe zielgerichtet
untersucht werden sollen. VVoraussetzung dafur ist jedoch, dass die, beispielsweise in Form
einer verdinnten Loésung, in das zu untersuchende System eingebrachte freibewegliche
Spinsonde sich je nach Polaritat/Hydrophobizitat und GroRe selbststdndig diejenigen Orte
sucht, welche fur sie die energetisch giinstigsten Wechselwirkungen bietet. Dieser auch als
Selbstorganisation durch nichtkovalente Wechselwirkungen (engl. self-assembly) bezeichnete
Prozess ist ein grofler Vorteil der freien Spinsonden gegenulber den sog. Spinlabeln (engl.
label = Marke, Markierung), welche kovalent fest an die zu untersuchende Substanz (z. B. ein
Protein) gebunden sind. Dies geschieht meist mittels aufwendiger chemischer Synthese und
stellt somit eine deutlich grofiere Modifikation des zu erforschenden Systems dar, als etwa das
Einbringen freier Spinsonden.

Dariiber hinaus kdnnen Letztere auch als Platzhalter fur andere Molekiile bzw. Substanzen,
z. B. pharmazeutische Wirkstoffe, fungieren, was insbesondere hinsichtlich biomedizinischer
Studien einen erheblichen Nutzen mit sich bringt. Allerdings kann es, etwa bei

Abstandsmessungen, auch von Vorteil sein, gezielt Einfluss auf die genaue Radikalposition in
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der Probe nehmen zu kénnen, weshalb fir solche Zwecke chemisch festgebundene Spinlabel

wesentlich besser geeignet sind als freie Spinsonden.t1612>

Die bisherigen Ausfiihrungen zeigen, dass die EPR-Spektroskopie eine durchaus
anspruchsvolle, aber auch sehr leistungsfahige Magnetresonanzmethode darstellt. Diese kann
nicht nur Informationen ber die elektronische bzw. atomare Struktur und die chemische
Umgebung der untersuchten Probe liefern, sondern auch zur Charakterisierung von
Molekuldynamiken auf der Zeitskala von ca. 10 ps—1 ps, sowie zur Abstandsmessung im
Bereich von etwa 1-8 nm eingesetzt werden. Letzteres ist insbesondere bei der Erforschung
von nanostrukturierten Materialen, (synthetischen) Makromolekilen oder anderen
supramolekularen Systemen hoch interessant, wobei die Entwicklung von ortsspezifischen
Spinmarkierungstechniken (engl. site-directed spin labeling technique) auch die ansonsten
diamagnetischen Biomakromolekiile, wie z. B. Proteine, der EPR-Spektroskopie zuganglich
gemacht hat. Dadurch sind zahlreiche neue Einsatzgebiet fiir die EPR-Spektroskopie in den
Bereichen Biophysik, Biochemie und Biologie entstanden. 2126

Da auch eine Vielzahl chemischer Reaktionen, wie z.B. Redoxreaktionen, mit der
Ubertragung von Elektronen verbunden sind und diese in der Natur bzw. Technik oft durch
Ubergangsmetallkomplexe katalysiert werden, stellt die Charakterisierung solcher
Verbindungen, etwa in Form von biologisch relevanten Metalloproteinen oder synthetisch
hergestellten Katalysatoren, eine weitere wichtige Anwendungsmdglichkeit der EPR-
Spektroskopie dar. Darlber hinaus kénnen auch komplexe Reaktionsmechanismen mit
radikalischen Intermediaten, wie sie beispielsweise bei der Photosynthese, Polymerisationen
oder degenerativen Alterungsprozessen in lebenden Organismen haufig vorkommen, mithilfe

der EPR-Spektroskopie sehr detailliert untersucht werden.*?*
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3  Experimenteller Teil

3.1 Materialien

Polymersynthese und Charakterisierung:
Die in dieser Arbeit untersuchten PPEs wurden mithilfe der anionischen ROP von Herrn Dr.
Thomas Wolf aus der Arbeitsgruppe von Priv.-Doz. Dr. F. R. Wurm am Max-Planck-Institut
fiir Polymerforschung (MPI-P) in Mainz geméaR der Vorschrift in Referenz 127 synthetisiert.
Die genaue Copolymerstruktur sowie eine Zusammenfassung der Polymercharakterisierung
sind in Abbildung 3.1 und Tabelle 3.1 zu finden.

T

(T

Abbildung 3.1: Allgemeine Strukturformel der untersuchten PPE-Copolymere mit x =33 und y = 76 fur P(Etss-
co-nBuzs) bzw. x = 24 und y = 27 fir P(Et24-co-nBuy;) (vgl. Tabelle 3.1).

Tabelle 3.1: Charakterisierung der in dieser Arbeit untersuchten PPE-Copolymere. x: Anzahl der
Monomereinheiten mit Ethylseitenkette; y: Anzahl der Monomereinheiten mit n-Butylseitenkette;
Wy prozentualer  Anteil der Monomereinheiten mit Ethylseitenkette; wy: prozentualer Anteil der
Monomereinheiten mit n-Butylseitenkette; M,: Zahlenmittel (Polymermolmasse); D: Molmassenverteilung;
Tep: makroskopische Trlibungstemperatur; Tepr: EPR-basierte Nanophasenseparationstemperatur.

Bezeichnung X y Wy/% | wy/% Mn /g mol™? D Tep/ °C Terr/ °C
P(Ets3-co-nBuys) 33 76 30 70 17.000 1,30 26 18
P(Eta-co-nBuy) | 24 | 27 47 53 7.700 1,29 50 42

Chemikalien:

Fur die EPR-spektroskopischen Untersuchungen der PPEs in Kapitel 4.1 wurde TEMPO
(gereinigt durch Sublimation, 99 %, 426369) vom Hersteller Sigma-Aldrich verwendet. Flr
die Experimente ohne Polymerprobe (Kapitel 4.2) wurde auch TEMPO von Alfa Aesar (freies
Radikal, 98+ %, A12733) und Fluka (>99 %, FL42442) erworben, um auszuschlieRen, dass
insbesondere die in wéssriger Losung beobachteten Phdnomene nicht auf herstellerbedingte
Verunreinigungen zurickzufuhren sind. Hierbei wurden alle im Kontext des Kapitels 4.2
gezeigten EPR-Spektren von TEMPO mit dem Produkt von Alfa Aesar gemessen. Die Q-
Band-CW-EPR-Spektren in wassriger Losung der anderen TEMPO-Produktchargen von den

Herstellern Sigma-Aldrich und Fluka sind in Abbildung 8.28 im Anhang zu finden.
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TEMPOL (4-Hydroxy-TEMPO, freies Radikal, 98+ %, A12497) wurde ebenfalls von Alfa
Aesar erworben. Die Spinsonde TEMPON (4-Oxo-TEMPO, freies Radikal, 179485) sowie
Dulbecco's phosphatgepufferte Salzlésung D8662 (DPBS) und Tetrahydrofuran (THF,
inhibitorfrei, fiir HPLC, > 99,9 %, 34865) wurden von Sigma-Aldrich gekauft. 2-Methylbutan
(Reagenzgrad, >99 %, M32631) wurde vom Hersteller Honeywell erworben, wéhrend
Natriumchlorid (>99,5 %, p.a., ACS, I1SO, 3957) von Carl Roth bezogen wurde. Alle
aufgefiihrten kommerziell erworbenen Chemikalien wurden direkt ohne weitere Aufreinigung
verwendet. Fur die Probenpréparation wurde stets nur Wasser aus dem Reinstwassersystem

Milli-Q® Advantage A10 von der Firma Merck Millipore verwendet.

3.2 Methoden

CW-X-Band-EPR-Messungen:

CW-EPR-Spektren im X-Band (v~9,4 GHz) wurden mit dem Spektrometer MiniScope
MS400 mit Rechteckresonator (TE102-Geometrie) von der Firma Magnettech gemessen. Die
exakte Frequenz der in den Resonator eingestrahlten MW wurde mithilfe des Frequenzzéhlers
Microwave Counter 2101 des Herstellers Racal-Dana bzw. dem Frequency Counter FC400
von der Firma Magnettech ausgelesen. Fir die Temperaturregulierung wurde der Temperature
Controller TC HO03, ebenfalls von der Firma Magnettech, eingesetzt, welcher eine
elektronische Einstellung der Temperatur in 0,1 °C-Schritten mit einer Genauigkeit von
+0,25°C erlaubt. Als Kihlmedium diente fllssiger Stickstoff, wobei nach jeder
Temperaturidnderung eine Temperierungszeit von mindestens 1 min °C* eingehalten wurde.
Das Probenmaterial wurde mittels Einmal-Mikropipetten der Firma Brand (50 pL,
BLAUBRAND® intraMARK) (iber ein Fiihrungsrohr in den Resonator eingebracht. Dazu
wurden von der Probenldsung jeweils ca. 20-25 pL in die Kapillare aufgezogen und das
untere Ende anschlieBend mit CRITOSEAL® von der Firma Leica verschlossen.

Fur alle Messungen wurde ein B-Zentrumsfeld von 336 mT und eine Scanbreite von 10 mT
sowie eine Scandauer von 100s je Messdurchgang verwendet, wobei das Spektrum in
insgesamt 4096 Datenpunkte aufgeteilt wurde. Die Werte der Parameter elektronische
Verstarkung (engl. gain), MW-Abschwéchung und Modulationsamplitude wurden je nach
Probe und Temperatur jeweils so angepasst, dass Spektren mit bestmdglichem SNR detektiert
werden konnten. Bei der Wahl der Modulationsamplitude (vmod = 100 kHz) wurde aber stets
darauf geachtet, dass deren GroRRe nicht mehr als '45—Y% der Resonanzlinienbreite betrug, um

kiinstliche Linienverzerrungen durch Ubermodulation zu vermeiden.
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CW-Q-Band-EPR-Messungen:

Die CW-EPR-Spektren im Q-Band (v~ 34 GHz) wurden mit einem EMX-plus-Spektrometer
von der Firma Bruker mit ER5106QT-Resonator aufgenommen. Fiir die Messungen bei
Raumtemperatur wurde eine Scanbreite von 15 mT, eine Scanzeit von 61 s und eine MW-
Leistung von rund 1 mW verwendet. Die Tieftemperaturmessungen bei 100 K wurden mit
einer Scanbreite von 30 mT, einer Scanzeit von 90 s und einer MW-Leistung von ca. 0,4 mW
durchgefiihrt. Die Modulationsamplitude und der sog. Receivergain wurden je nach Probe und
Temperatur jeweils so angepasst, dass die typischerweise aus 3000 Datenpunkten bestehenden
Spektren ein moglichst optimales SNR aufwiesen.

In Analogie zu den CW-X-Band-Messungen wurden ca. 10-15 pL der Probenldsung in
Einmal-Mikropipetten der Firma Brand (20 uL, BLAUBRAND® intraMARK) aufgezogen
und deren unteres Ende danach mit CRITOSEAL® von der Firma Leica verschlossen.
AnschlieRend wurde die befullte Kapillare in ein groReres Quarzréhrchen (Innendurchmesser:
2 mm) gegeben und dieses mithilfe eines Probenhalters in den Resonator eingebracht.

Die Probenvorbereitung fir Raum- und Tieftemperaturmessungen verlief hierbei &hnlich.
Allerdings musste vor der Aufnahme eines Tieftemperaturspektrums die fliissige Probe zuvor
noch homogen eingefroren werden. Zu diesem Zweck wurde die Probenlésung zunéchst fir
ca. 2-3 s in flussigstickstoffgekihltes 2-Methylbutan und anschlieend direkt in flussigen
Stickstoff getaucht. Nachdem dieser Einfrierprozess 2—3-mal wiederholt wurde, wurde die

gefrorene Probe im Heliumgegenstrom in den bereits gekiihlten Resonatorraum eingebracht.

Puls-X-Band-EPR-Messungen:

Alle Puls-EPR-Messungen wurden in Kooperation mit Frau Jana Eisermann (MLU, AG Prof.
Dr. Hinderberger) mit dem Elexsys E580 EPR-Spektrometer von Bruker Biospin und einem
Flexline-Spiralring-Resonator (Modell ER4118X-MS3), welcher mit Q =400 Uberkoppelt
wurde, durchgefiihrt. Die Temperatur wurde durch Kuhlung mit einem Kreislauf-Kryostaten
(ARS AF204, angepasst fur Puls-EPR-Messungen) fir alle Experimente auf 50 K eingestellt.
Fur die Spektrenaufnahme wurden ca. 100 uL des Probenmaterials in ein Quarzrohrchen
(Innendurchmesser: 2 mm) gefiillt und die Probe anschlieend, analog zum Vorgehen bei den
Tieftemperatur-Q-Band-Messungen, mit 2-Methylbutan und flissigen N2 schockgefroren und
mithilfe eines Probenhalters im Heliumgegenstrom in den gekihlten Resonator eingebracht.
In diesem Zusammenhang sollte erwahnt werden, dass den wassrigen Proben mindestens
10 Vol.% THF zugesetzt werden mussten, um eine homogen gefrorene (glasartige)
Probentextur zu erhalten, wie sie fur Tieftemperatur-EPR-Messungen erforderlich ist.
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Die genauen Messeinstellungen der einzelnen Puls-EPR-Experimente werden im Folgenden
separat beschrieben, wobei zur besseren Vergleichbarkeit darauf geachtet wurde, dass die
allgemeinen Einstellungen wie z. B. Scananzahl (abhangig von der jeweiligen Messtechnik)
und Videoverstarkung (engl. video gain) bei allen Messungen stets identisch waren.

Die Elektronen-Spin-Echo (ESE) detektierten EPR-Spektren wurden bei einer 20 mT
umfassenden B-Feldscanbreite mit der Hahn-Echosequenz z/2-t-z-t-r durchgefihrt.}?® Die
Interpulsverzégerungszeit 7 betrug 176 ns und die Pulslange fur den z/2-Puls 16 ns bzw. 32 ns
fur den z-Puls.

Die 3-Puls-ESEEM-Experimente (3p-ESEEM), in denen der Zerfall des beobachteten
stimulierten Echosignals durch die Elektronenspin-Gitter-Relaxationszeit und die spektrale
Diffusion der Magnetisierung bestimmt wird, wurden mit einer z/2-t-7/2-Te-n/2-7-Echo-
Pulssequenz und einem vierstufigen Standard-Phasenzyklus durchgefiihrt.?32 Die Pulslange
des z/2-Pulses wurde auf 16 ns und die Interpulsverzdgerungszeit z auf 176 ns eingestellt. Die
Evolutionszeit Te hatte einen Anfangswert von 300 ns und wurde in Schritten von 16 ns
erhoht.

Um Informationen (ber die nanoskalige Abstandsverteilung von TEMPO und TEMPON
anhand der Entwicklung der dipolaren Evolutionszeit zu erhalten, wurden 4-pulsumfassende
Doppel-Elektronen-Elektronen-Resonanz-Messungen (DEER) mit der Pulssequenz z/2(va)-t1-
n(va)-t'-m(ve)-(r1+12-t")-7(va)-z2 durchgefiihrt.r3%131 Die Pumpfrequenz vs wurde auf das
Maximum des zuvor gemessenen echodetektierten Spektrums eingestellt, wahrend die
Beobachterfrequenz va so erhoht wurde, dass sie mit dem jeweiligen lokalen Maximum des
Tieffeldsignals Ubereinstimmte. Die L&nge der beiden Beobachtungspulse #/2 und = wurde
auf 32 ns eingestellt, wobei der jeweilige Pumppuls eine Lange von 12 ns aufwies. Die
Protonenmodulation wurde durch Aufsummierung von acht Spuren der Variablen 7,
beginnend mit 71 = 200 ns und einer Inkrementerhéhung von Az1 = 8 ns, gemittelt, wobei auch
die Pumppulsposition mit einer Schrittweite von 8 ns justiert wurde. Die dargestellten DEER-
Zeitspuren wurden schliel3lich mit einem konstanten Wert von z, = 1500 ns fir insgesamt 12 h

aufgezeichnet.

Trubungs- und DLS-Messungen:

Fur die Tribungs- und DLS-Messungen wurde der Litesizer™ 500 der Firma Anton Paar mit
einem 40 mW Halbleiterlaser (4 = 658 nm) und 50 pL-Quarzkiivetten des Herstellers Hellma
Analytics verwendet. Alle Messungen wurden bei einem Winkel von 175° (Ruckstreuung)
und mit einer automatischen Konfiguration des Filters und Fokus der beheizbaren optischen
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Bank durchgefiihrt. Bei den Triibungsmessungen wurde die Temperatur in Schritten von 2 °C
mit einer Temperierungszeit von jeweils 2 min geéndert, wohingegen die DLS-Messungen
stets bei einer festen Temperatur von 20 °C durchgefuhrt wurden. Hierbei stellt die bei den
DLS-Messungen erhaltene Autokorrelationsfunktion gx(t) das Resultat von sechs gemittelten
Intensitatsspurenmessungen mit einer Scanzeit von jeweils 30 s dar.

Die nichtlineare Anpassung und Analyse der Intensitats-Zeit-Autokorrelationsfunktionen ga(t)
wurde gemald Gleichung 3.1 direkt mithilfe einer eingeschrankten Regularisierungsmethode
innerhalb der ALV-5000/E/EPP-Software (Version 3.0.1.13) unter Verwendung des CONTIN

2DP-Programms von Provencher*?133 durchgefiihrt.

I;

max

9, (t)—1=£ I effG(F)dFJz (3.1)

Fmin

Hierbei bezeichnet G(I) die Verteilungsfunktion der Zerfallsrate 7', welche mit dem

Diffusionskoeffizienten Dgitf geméal Formel 3.2 verkniipft ist.
I'=Dyyq’ (3.2)

Der Streuvektor g wird gemafl Gleichung 3.3 aus dem Brechungsindex np des

Losungsmittels, der Wellenl&nge 4 des Lasers und dem Streuwinkel 6 berechnet.

4 .
q= ”;D sin (%) (3.3)

Unter der Annahme, dass sich die streuenden Partikel wie harte Kugeln in einer verdiinnten
Losung verhalten, kann ihr hydrodynamischer Radius rn mithilfe der sog. Stokes-Einstein-
Gleichung 3.4 unter Berticksichtigung der Boltzmann-Konstante kg, der Temperatur T und der

Losungsmittelviskositat # berechnet werden.

- KgT
" 67”7Ddiff

(3.4)
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ESI-MS-Messungen:

Alle in dieser Arbeit verwendeten ESI-MS-Messungen wurden von Herrn Dr. Ralph Kluge
(MLU, AG Prof. Dr. Csuk) durchgefuhrt. Die Aufnahme der Massenspektren erfolgte mit
dem Finnigan LCQ-Spektrometer von der Firma Thermo Fisher Scientific im positiven
lonenpolaritdtsmodus mit den Lésungsmitteln Wasser oder THF bei einem Ldsungsmittelfluss
von 10 pL min~t. Fir die ESI-Spriihspannung wurde ein Wert von 4,2 KV, bei einer
Kapillartemperatur von 200 °C und einer Kapillarspannung von 34V, gewahlt, wobei der
Tubuslinsen-Offset 10 V betrug. Als Hullgas wurde Stickstoff (25 a.u.) und als Dampfungs-
bzw. Kollisionsgas Helium verwendet. Kollisionsinduzierte Dissoziationen (engl. collision-
induced dissociations, CID) der isolierten sog. ,,Elternionen® (engl. parent ions) wurden bei
einer Isolationsbreite von 3u im Bereich des Massenanalysators unter Anlegen einer

Hochfrequenzspannung (850-900 mV, Peak-zu-Peak) zur Resonanzanregung durchgefiihrt.

pH-Wert-Messungen:
Die Bestimmung der pH-Werte erfolgte mit dem Multiparameter Tischgerat Orion Versa Star

von Thermo Fisher Scientific, mithilfe einer kalibrierten pH-Elektrode, bei Raumtemperatur.

Kraftfeld-Metadynamik-Simulationen:

Alle in dieser Arbeit verwendeten Kraftfeld-Metadynamik-Simulationen wurden von Herrn
Dr. Martin Brehm (MLU, AG Prof. Dr. Sebastiani) konzipiert, durchgefiihrt und ausgewertet.
Die Erstellung der Ausgangskonfiguration fiir die Kraftfeld-Metadynamik-Simulationen
erfolgte mithilfe des Programms ,,PACKMOL*“!*, indem jeweils zwei Molekille TEMPO
oder TEMPON zusammen mit 1024 Wassermolekiulen zufallig in einer Simulationsbox
platziert wurden. Wasser wurde durch das TIP4P-EW-Kraftfeld'® beschrieben, wihrend
TEMPO und TEMPON mit den Kraftfeldparametern aus Referenz 136 modelliert wurden.
Die Simulationen selbst wurden mit dem ,, LAMMPS“-Softwarepaket'® unter Verwendung
einer Lennard-Jones-Cutoff-Distanz von 0,85 nm und dem PPPM-Solver (engl. particle-
particle particle-mesh) fur langreichweitige Coulomb-Wechselwirkungen durchgefiihrt, wobei
der Simulationszeitschritt auf 0,5fs festgesetzt wurde. Die Temperatur wurde durch
Verwendung eines Nosé-Hoover-Kettenthermostaten mit einer Kopplungskonstante von
100 fs konstant auf 300 K gehalten.’*® Um die Systemdichte ins Gleichgewicht zu bringen,
wurden im NpT-Ensemble Rechenldufe fur 10 ns mit einem Nosé-Hoover-Kettenbarostaten
mit einer Kopplungskonstante von 2 ps und einem AufBendruck von 1 bar durchgefihrt. Die
ZellgroRe wurde wéhrend dieser Rechenldufe gemittelt und die erhaltene durchschnittliche
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ZellgroRe nach dem Ende der NpT-Laufe dem System auferlegt. AnschlieBend folgte eine
letzte Ausgleichsperiode von 5 ns, die wéhrend der ersten 1 ns einen Langevin-Thermostaten
einsetzte, um akustische StoRwellen in der periodischen Simulationszelle zu dampfen.

Die im Gleichgewicht befindlichen Systeme dienten schliellich als Ausgangspunkt flr die
Kraftfeld-Metadynamik-Simulationen mit dem ,,COLVARS*“-Softwarepaket™*® in LAMMPS.
Hierbei wurde als kollektive Variable der Abstand zwischen den Stickstoffatomen der beiden
Spinsondenmolekiile gewéhlt. Eine harmonische Wand wurde bei einem Wert von 1,5 nm
platziert, sodass sich ein Bereich von 0-1,5nm als Abtastintervall fir die Metadynamik-
Simulationen ergab. Alle 300 Simulationsschritte wurde ein neuer GauBhlgel mit einer Hohe
von 0,0005 kCal mol™ und einer Varianz von 15 pm erzeugt. Die Rechenschritte wurden
schlieBlich fiir eine physikalische Zeit von insgesamt 180 ns durchgefiihrt, was ausreichte, um
das Metadynamikverfahren zu konvergieren. Das resultierende Bias-Potenzial wurde fiir den
sog. Jacobian-Beitrag (auch bekannt als geometrische Entropie) Kkorrigiert, um freie
Enthalpieprofile zu erhalten, welche bei groBen N-N-Abstédnden abflachen. Die dargestellten
raumlichen Verteilungsfunktionen (engl. spatial distribution function, SDF) wurden mit dem

Softwarepaket ,, TRAVIS“14? berechnet und mithilfe des Programms ,,VMD*“**! visualisiert.

3.3 EPR-Datenverarbeitung und Simulationsprozess

Die Verarbeitung und Auswertung der generierten EPR-Spektren erfolgte mit dem Programm
MATLAB® (Version R2016a) vom Unternehmen MathWorks, mithilfe selbstgeschriebener
Skripte. Die Simulationen wurden mit dem von Stoll und Schweiger entwickelten,
kostenlosen Softwarepaket ,,EasySpin-1#? (Version 5.2) durchgefiihrt. Hierbei wurde fiir alle
Raumtemperatur-CW-EPR-Spektren die Simulationsfunktion ,,chili“ verwendet, welche
basierend auf der sog. Schneider-Freed-Theorie!®® die Schrédingergleichung fiir langsam
taumelnde Nitroxide I0st.

Die Simulationsparameter selbst wurden in einem iterativen manuellen Verfahren solange
angepasst, bis die Wurzel der mittleren quadratischen Abweichung (engl. root-mean-square
deviation, RMSD) der Differenz zwischen experimentellem und simuliertem Spektrum
zufriedenstellend gering war. Fir den g- und A-Tensor (g = [gxx Oyy 0zz]; A = [Ax Ay Az])
wurden entlang der drei Raumrichtungen (siehe Abbildung 2.7) diagonalisierte Matrizen
verwendet. Als Ausgangswerte fir g und A wurden bei den Spektralsimulationen im
wassrigen Medium fir TEMPO und TEMPON geeignete Literaturdaten verwendet,

welche jeweils an das zu untersuchende System angepasst wurden. Wenn, wie z. B. im Fall
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TEMPO und TEMPON in THF, in der Fachliteratur keine geeigneten Startwerte fur den g-
und A-Tensor gefunden werden konnten, wurden diese selbst durch Simulation eines

entsprechenden Tieftemperatur-Q-Bandspektrums bestimmt (siehe Abbildung 3.2).

3.195 %

\ J 1 | | | \
1206 1208 1210 1212 1214 1216 1218
B/mT
Abbildung 3.2: Experimentell im Q-Band (v ~ 34 GHz) gemessene CW-EPR-Spektren (schwarz) zusammen

mit den entsprechenden Spektralsimulationen (rot) fir TEMPO (A) und TEMPON (B) in THF bei einer
Sondenkonzentration von 0,47 mM und einer Temperatur von 100 K. Der RMSD-Wert einer jeden Simulation
ist auf der linken Seite angegeben. Die mithilfe von Simulationen bestimmten g- und A-Tensorwerte betragen fir
TEMPO (A): g=1[2,010168 2,006566 2,002409], A =[23,88 MHz 21,17 MHz 99,11 MHz] und TEMPON
(B): g =[2,009326 2,006774 2,002315], A =[23,75 MHz 20,14 MHz 93,51 MHz].
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Die im Text und den Graphen zumeist angegebenen isotropen Werte giso und aiso Wwurden
geméaR Gleichung 2.13 bzw. Formel 2.16 anhand der simulierten Tensorwerte berechnet. Die
Berechnung der Rotationskorrelationszeit 7. anhand des simulierten Rotationsdiffusionstensor
D = [Dxx Dyy D] erfolgte auf Basis eines axialen Rotationsmodells (d. h. Dy < Dyy = D)
gemal Gleichung 3.5.

T, = L = =
" 63D,D,D, 63D,D?

(3.5)

Neben dem Einfluss von z. auf die spektrale Linienbreite wurde in den Simulationen mit
EasySpin eine zusétzliche Faltungslinienverbreiterung beriicksichtigt. Diese sog. heterogene
Linienverbreiterung ist hauptsachlich auf unaufgeldste Hyperfeinkopplungen zwischen dem
ungepaarten Elektronenspin und den sich in unmittelbarer N&he befindlichen Kernspins
(zumeist *H) zurtickzufiihren und hangt unter anderem auch stark von der chemischen Natur
des Losungsmittels und dessen Sauerstoffgehalt sowie der Spinsondenkonzentration ab.
Hierbei beruht das in EasySpin implementierte Verfahren zur Einbeziehung dieser
zusétzlichen Linienverbreiterung neben dem Effekt der Rotationsdynamik auf keinerlei
physikalischen Modell.

Sofern die Simulation der EPR-Spektren mit mehr als einer Sondenspezies erfolgte, wurde
jeder Spezies ein spektraler Anteil f zugeordnet, sodass sich das simulierte Gesamtspektrum
Sges als Superposition durch gewichtete Addition der Einzelkomponentenspektren s ergibt. Fir

den Fall einer Zweikomponentensimulation gibt dies Gleichung 3.6 wieder.
Sy = f15, + f,8, = f;5, +(1- )5, (3.6)

Bei der Untersuchung des Solvatationsverhaltens von TEMPO und TEMPON wurden im
Rahmen der Spektralsimulationen die sich in direkter Umgebung des ungepaarten
Elektronenspins befindlichen *H-Kerne (gemeint sind hier die 12 *H-Kerne in den vier CHs-
Gruppen in 2- und 6-Position sowie die 4 *H-Kerne in 3- und 5-Position des Piperidinrings)
mit in die Simulation einbezogen, um die experimentell gemessenen X- und Q-Band-EPR-
Spektren mit den exakt gleichen Parametern bestmdglich simulieren zu kénnen. Dazu wurde
die Simulationsoption ,,PostConvNucs“ und eine isotrope Hyperfeinkopplungskonstante
aiso(*H) = 0,7 MHz fiir die unaufgelosten H-Hyperfeinkopplungen verwendet. Dariiber
hinaus wurden allerdings keine weiteren Austauschwechselwirkungen (z. B. Heisenberg-

Spinaustausch) in die Spektralsimulationen miteinbezogen.
41



Fur den Euler-Winkel g, welcher die Orientierung von D im molekularen Koordinatensystem
des Nitroxid-Radikals (entspricht dem Koordinatensystem der magnetischen Parameter g und
A; siehe Abbildung 2.7) beschreibt, wurde stets ein Wert von 50° gewéhit.

Die echodetektierten Puls-X-Band-Spektren wurden mithilfe der EasySpin-Funktion ,,pepper*
simuliert, wobei in diesen Simulationen neben einer Faltungslinienverbreiterung zusétzlich
auch eine orientierungsabhangige Verbreiterung mittels der Option ,,HStrain“ miteinbezogen
wurde, um auch Effekte aus ungelésten *H-Hyperfeinkopplungen zu beriicksichtigen.

Bei der Auswertung der 3p-ESEEM-Messungen wurden die erhaltenen primaren Daten
zunachst hinsichtlich ihres unmodulierten Teils korrigiert. Dazu wurde eine gestreckte
Exponentialfunktion angepasst und deren Anteil von den primaren ESEEM-Daten subtrahiert.
AnschlieRend wurden die Magnitudenspektren berechnet, indem ein sog. Hamming-Fenster
angewendet wurde. Danach wurden die Daten auf das Vierfache ihrer urspriinglichen Lange
mit Nullen aufgefillt (engl. zero-filling) und die Fourier-Transformation vorgenommen.

Die Auswertung der DEER-Experimente erfolgte mit dem von Jeschke entwickelten
MATLAB®-basierten Programm ,,DeerAnalysis“1“® (Version 2016). Die angegebene Anzahl
von Spins ns wurde anhand der Modulationstiefe 4 mittels Tikhonov-Regularisierung
bestimmt, wobei ein konstanter Regularisierungsparameter o = 150 verwendet wurde. Um
eine bessere Vergleichbarkeit der ns-Werte zu gewahrleisten, wurden bei der Auswertung stets
die gleichen Werte fir die Nullzeit (135 ns), Hintergrundzeit (1035 ns) und Cutoff-Zeit
(1485 ns) gewahlt.
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4 Auswertung und Diskussion

4.1 Phasenseparationsverhalten von PPEs

In diesem Kapitel soll das (nanoskopische) Phasenseparationsverhalten von PPEs in wassriger
Losung eingehend diskutiert werden.®®2” Abbildung 4.1 zeigt die CW-EPR-Spektren der
beiden untersuchten Copolymere P(Etss-co-nBuzs) und P(Et24-co-nBuz7) im B-Feldbereich des
Hochfeldsignals (links, A und B) sowie die Temperaturkurven des Intensitatsverhaltnisses
Ir = |I+/1.| (rechts, C und D), mit I+ als Signalintensitat ober- bzw. I. unterhalb von null. Die
vollstandigen EPR-Spektren der beiden PPEs und die einer TEMPO-Referenzprobe mit den
entsprechenden Ir-T-Kurven sind in Abbildung 8.1 bis Abbildung 8.4 im Anhang zu finden.
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Abbildung 4.1: CW-EPR-Spektren im B-Feldbereich des Hochfeldsignals (A + B, links) sowie das
Intensitatsverhéltnis Ir = |I+/I| von Tieffeld- (schwarze Quadrate), Mittelfeld- (rote Kreise) und Hochfeldsignal
(blaue Dreiecke) in Abhédngigkeit von der Temperatur T (C + D, rechts) fur die Polymere P(Etss-co-nBuze)
(A+C, oben) und P(Eta-co-nBuy;) (B + D, unten). Die EPR-Spektren in A und B wurden mit einer
Polymerkonzentration von 15 mgmL™ in DPBS mit 0,2mM TEMPO gemessen, wobei der besseren
Ubersichtlichkeit halber nur jedes zweite gemessene Spektrum gezeigt ist. Die in A und B dargestellten
geschwungenen schwarzen Pfeile dienen als Orientierungshilfe fir das Auge und sollen die
Linienformveranderung des Hochfeldsignals veranschaulichen. Die griin gestrichelte vertikale Linie in C und D
zeigt die makroskopische Triibungstemperatur T, des entsprechenden PPE-Copolymers an.5°
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Betrachtet man das Temperaturprofil des in Abbildung4.1 A und B dargestellten
Hochfeldsignals, so zeigt sich, dass sich dessen Intensitat und Linienform mit zunehmenden T
verandern. Diese charakteristische Anderung ist keine triviale Linienverbreiterung bedingt
durch eine einzige Sondenspezies, sondern das Resultat eines komplexen nanoskopischen
Phasenseparationsverhaltens, welches empirisch durch Linienformanalyse anhand der
Darstellung des Intensitatsverhdltnisses Ir gegen T verfolgt werden kann. So ist in
Abbildung 4.1 C und D zu erkennen, dass sich die Ir-T-Kurve des Hochfeldsignals (blaue
Dreiecke) deutlich von denen des Tieffeld- (schwarze Quadrate) und Mittelfeldsignals (rote
Kreise) unterscheidet. Wéhrend die Graphen der beiden letztgenannten lediglich eine mehr
oder weniger starke lineare Abnahme uber den gesamten T-Bereich zeigen, weist die Ir-T-
Kurve des Hochfeldsignals bei 18 °C fur P(Etss-co-nBuze) bzw. 42 °C flr P(Etas-co-nBuszv)
einen wesentlich starkeren Abfall auf. Ausgehend von dieser EPR-basierten Temperatur der
nanoskopischen Doménenbildung Tepr tritt in den EPR-Spektren eine zweite Sondenspezies
auf, welche eine "hydrophobe™ (d. h. etwas weniger hydrophile) Umgebung wahrnimmt und
sowohl die Intensitat, als auch Linienform des Hochfeldsignals in charakteristischer Art und
Weise beeinflusst. Das (lokale) Minimum der Ir-T-Kurve des Hochfeldsignals wird allerdings
erst etwa 8 °C oberhalb von Tepr erreicht (griin gestrichelte Linie in Abbildung 4.1 C und D),
wobei diese Temperatur exakt der mittels Tribungsmessungen bestimmten makroskopischen
Tribungstemperatur Tcp entspricht (vgl. Tabelle 3.1).

Interessanterweise zeigen andere Spinsonden, wie z. B. TEMPOL und TEMPON, unter
gleichen Bedingungen keine solch charakteristischen Temperaturanderungen in ihren CW-
EPR-Spektren bzw. Ir-T-Kurven (siehe Abbildung 8.5 bis Abbildung 8.8 im Anhang). Dies
legt die Schlussfolgerung nahe, dass diese Spinsonden aufgrund ihres im Vergleich zu
TEMPO deutlich hydrophileren Charakters (vgl. Tabelle 2.1) sich nahezu ausschlieBlich in
hydrophiler, wassriger Umgebung (engl. bulk water) aufhalten und die etwas hydrophoberen,
polymerreichen Nanodomanen nicht wahrnehmen. Somit stellt die "richtige” Wahl der
hinsichtlich GroRe und amphiphilen Charakter fur das zu untersuchende System geeigneten
Spinsonde einen entscheidenden Faktor bei EPR-spektroskopischen Untersuchungen dar.
Uber eine vergleichsweise einfache empirische Ir-Analyse hinaus, ermoglichen spektrale
Simulationen einen weitaus tiefergehenden Einblick in den Nanophasenseparationsprozess
und erlauben eine detaillierte, quantitative Auswertung. Die CW-EPR-Spektren zusammen
mit ihren jeweiligen Simulationen bei drei ausgewahlten Temperaturen (siehe Abbildung 8.9
bis Abbildung 8.11 im Anhang fiir einen Uberblick tiber alle Spektralsimulationen der beiden
PPE-Copolymere sowie die einer TEMPO-Referenzprobe) sind in Abbildung 4.2 dargestellt.
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Abbildung 4.2: Gemessene CW-EPR-Spektren (schwarz) zusammen mit den jeweiligen Simulationen (rot) von
P(Etss-co-nBuzg) (A, links) und P(Etxs-co-nBuzr) (B, rechts), bei einer Polymerkonzentration von 15 mg mL™
und 0,2 mM TEMPO in DPBS-Puffer. Die Temperatur T ist links und der RMSD-Wert der Simulationen rechts
angegeben.®

Abbildung 4.2 zeigt, abgesehen von den *C- und *N-Signalen (siehe Abbildung 8.12 im
Anhang fiir weitere Erlauterungen hinsichtlich der Beriicksichtigung der 3C- und **N-Isotope
in den Simulationen sowie zur Qualitadt der angegeben RMSD-Werte), eine ausgezeichnete
Korrelation zwischen den gemessenen und simulierten EPR-Spektren, was durch die konstant
niedrigen RMSD-Werte belegt wird.

Die Polaritét der direkten Spinsondenumgebung (d. h. in einem Radius von ca. 1 nm) kann,
wie bereits in Kapitel 2.2.2 erlautert, mithilfe der isotropen Hyperfeinkopplungskonstanten
aiso bestimmt werden, welche sich gemaR Gleichung 2.16 anhand der simulierten Tensorwerte
Axx, Ayy und Az berechnen l&sst. Grund dafur ist, dass bei geringer Umgebungspolaritét (z. B.
in polymerreichen Nanodoménen) die ungeladene Resonanzstruktur (A) des Nitroxid-
Radikals (siehe Abbildung 2.6) bevorzugt wird, wahrend in Regionen mit hoher Polaritat
(etwa in Wasser) die zwitterionische Struktur (B) begunstigt ist. Die mithilfe von
Spektralsimulationen ermittelten aiso-Temperaturkurven fir die beiden PPE-Copolymere
sowie die einer TEMPO-Referenzprobe sind in Abbildung 4.3 dargestellt.
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Abbildung 4.3: Isotrope Hyperfeinkopplungskonstante ais, als Funktion der Temperatur T flir die beiden PPE-
Copolymere P(Ets3-co-nBuys) (rote Quadrate) und P(Etzs-co-nBuyy) (blaue Sterne) in DPBS-Puffer mit 0,2 mM
TEMPO und Polymerkonzentrationen von 15 mg mL™. Die offenen Symbole représentieren die hydrophile und
die gefullten Symbole die hydrophobe Sondenspezies. Die Daten einer 0,2 mM TEMPO-Referenzprobe in
DPBS-Puffer sind als schwarze Linie gezeigt, wobei die rot und blau gestrichelten Pfeile als Orientierungshilfe

fiir das Auge dienen.%°

Betrachtet man zunéchst den Graph der TEMPO-Referenz (schwarze Linie in Abbildung 4.3),
so wird eine lineare Abnahme von aiso mit steigendem T beobachtet, was eindeutig auf eine
Abnahme der Spinsondenumgebungspolaritit hinweist. Dieses Phdnomen ist bereits wohl
bekannt und wird durch die Schwéachung der H-Brickenbindungen und die Abnahme der
Dielektrizitatskonstanten & mit steigender Temperatur hervorgerufen.24"14¢ Fiir die beiden
PPE-Copolymere P(Etss-co-nBuve) und P(Et2s-co-nBuy?) ist ein solch linearer Abfall der aiso-
T-Kurve nur bis 16 °C bzw. 40 °C zu beobachten. In beiden Féllen liegen die aiso-Werte
aufgrund der geringeren Polaritat der wassrigen Polymerldsung stets unterhalb denen der
TEMPO-Referenz. Ab Temperaturen von 18 °C bzw. 42 °C konnen die CW-EPR-Spektren
nicht mehr mit nur einer Spinsondenart simuliert werden, da von nun an auch Sondenspezies

mit niedrigeren aiso-Werten in die Simulationen miteinbezogen werden missen.
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Diese "hydrophobe™ Sondenspezies weist bei beiden PPE-Copolymeren geringfugig Kleinere
Hyperfeinkopplungen auf (insbesondere das entsprechende Hochfeldsignal erscheint bei
etwas niedrigeren B-Feldwerten; siehe Abbildung 8.13 und Abbildung 8.14 im Anhang), was
ihre geringere Umgebungspolaritat widerspiegelt.

Verglichen mit den hydrophoben Sondenspezies in vielen anderen typischen LCST-
Polymeren (aiso = 44-45 MHz), besitzt diese Spezies in den eher "hydrophoben/unpolaren”
Nanodoménen bemerkenswert groRe Hyperfeinkopplungswerte im Bereich von 46,40—
47,45 MHz. Dies l&sst die Schlussfolgerung zu, dass die sich ausbildenden
polymerangereicherten, nanoskopischen Inhomogenitidten eine etwas weniger polare
Umgebung aufweisen als das sie umgebende Wasser (aiso in Bulk-Wasser bei
Raumtemperatur ca. 48,0-48,6 MHz, je nach Sondenkonzentration), aber dennoch relativ
stark hydratisiert sind und daher wohl eher als "weniger hydrophil™, anstatt als "hydrophob™,
bezeichnet werden sollten,44144.149-152

Demzufolge kann oberhalb der EPR-basierten Nanophasenseparationstemperatur Tepr
zwischen zwei Arten von Wasser unterschieden werden. Zum einen existiert das sog. Bulk-
Wasser mit den nahezu frei beweglichen (taumelnden) hydrophilen Spinsonden, welche eine
vergleichsweise hohe Umgebungspolaritat wahrnehmen. Andererseits existieren aber auch
polymerangereicherte  Nanodoménen mit polymerassoziiertem Quellwasser, welches
gemeinsam mit den unmittelbar benachbarten H>O-Molekiilen die Solvathiille um die
Polymerketten bildet und eine etwas "weniger hydrophile” Sondenspezies beheimatet. Die
Gesamtspektralsimulation stellt daher eine gewichtete Summe dieser beiden Sondenspezies
dar, bei der jede Spezies einen genau definierten spektralen Anteil f besitzt (siehe Kapitel 3.3
fur mehr Details).

Abbildung 4.4 zeigt den simulierten Anteil fhyarophob der hydrophoben Sondenspezies als
Funktion der Temperatur T, gemeinsam mit den gemessenen Tribungskurven (© vs. T). Eine
weitere Darstellung der Tribungskurven zusammen mit dem Intensitatsverhéltnis des
Hochfeldsignals Ir(hf) ist in Abbildung 8.15 im Anhang zu finden. Des Weiteren ist in
Abbildung 8.16 im Anhang auch eine Ubersicht der simulierten giso-Werte der beiden
Sondenspezies als Funktion der Temperatur zu finden, wobei an dieser Stelle explizit darauf
hingewiesen sei, dass die erhaltenen g-Werte lediglich qualitativen Charakter haben und keine
wirkliche quantitative Bedeutung besitzen, da sie ausschlie3lich auf X-Band-EPR-Messungen
beruhen. Fir eine echte quantitative Aussage hinsichtlich der Verédnderung des Landé-Faktors
waéren hingegen Hochfeld-EPR-Messungen, z. B. im sog. W-Band (v = 95 GHz), erforderlich.
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Abbildung 4.4: Anteil der hydrophoben Sondenspezies fhyaroprob (linke Achse) und Transmission @ (rechte
Achse) in Abhéngigkeit von der Temperatur T fur die beiden PPE-Copolymere P(Etss-co-nBuss) (rote Quadrate)
und P(Etxs-co-nBuyy) (blaue Sterne) in DPBS-Puffer bei einer Polymerkonzentration von 15 mg mL™* und
0,2 mM TEMPO. Zum Vergleich ist ebenfalls der Graph einer 0,2 mM TEMPO-Referenzprobe in DPBS-Puffer
(schwarze offene Kreise) gezeigt. Die gefillten Symbole mit durchgezogener Linie gehdren zur linken f-Achse,
wéhrend die offenen Symbole mit gestrichelter Linie zur rechten @-Achse gehdren. Die Schnittpunkte der
Trubungskurven (offene Symbole und gestrichelte Linie) mit der griin gestrichelten Linie bei ® =50 % wurden
zur Bestimmung der in Tabelle 3.1 angegebenen makroskopischen Triibungstemperaturen T, verwendet.

Abbildung 4.4 zeigt, dass bereits 7-8 °C unterhalb von T, eine hydrophobe Sondenspezies in
Erscheinung tritt, welche auf die Bildung von nanoskopischen Inhomogenitaten hinweist.
Ausgehend von Tepr (18 °C bzw. 42 °C) wachsen die polymerreichen Doméanen auf der
Nanoskala und der Anteil fhydrophob NiIMmMt mit steigender Temperatur bis zum Erreichen von
Tep (26 °C bzw. 50 °C) kontinuierlich zu. Im gleichen T-Bereich nimmt aiso (Siehe
Abbildung 4.3) der hydrophilen Sondenspezies leicht zu, da sich die polymerangereicherten
Nanodoménen beginnen von der Lésung zu separieren. Die aiso-Werte der "hydrophoben™
(d. h. weniger hydrophilen) Sondenspezies nehmen mit zunehmendem T hingegen allméhlich
ab, da die Polymerketten immer starker dehydratisiert werden.

Diese Art Verdrangung von polymerassoziiertem Wasser fuhrt gleichzeitig zu einer rapiden
Erhéhung der Rotationskorrelationszeit z. der weniger hydrophilen Sondenspezies (siehe

Abbildung 4.5), was auf eine Rotationsverlangsamung hinweist, wobei z. der hydrophilen
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Spezies gleichzeitig leicht abnimmt. Dies zeigt die eingeschrankte Mobilitat der in der
Polymerhydratationshille befindlichen hydrophoben Spinsonden, da ihre lokale (d.h. in
einem Radius von ca. 2-3nm um die Sonde herum) "Viskositdt" wahrend des
Dehydratisierungsprozesses und der damit einhergehenden lokalen Polymeranreicherung
signifikant zunimmt. Bei weiterem Temperaturanstieg Uber Tc, hinaus, nimmt aiso der
hydrophilen Sondenspezies wieder leicht ab und ndhert sich mit steigendem T allmahlich den
Werten der TEMPO-Referenzprobe (schwarze Linie in Abbildung 4.3) an. Gleiches gilt fir
die zc-Werte der hydrophilen Sondenspezies (siehe Abbildung 4.5).
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Abbildung 4.5: Rotationskorrelationszeit z. in Abhangigkeit von der Temperatur T flr die beiden PPE-Polymere
P(Etss-co-nBuyzs) (rote Quadrate) und P(Etx-co-nBuyy) (blaue Sterne) bei einer Polymerkonzentration von
15mg mL™ und 0,2mM TEMPO in DPBS-Puffer. Die offenen Symbole reprasentieren die hydrophile
Sondenspezies, wahrend die gefiillten Symbole die hydrophobe Komponente anzeigen. Zum besseren Vergleich
sind auch die Daten einer 0,2 mM TEMPO-Referenzprobe in DPBS-Puffer als schwarze Linie dargestellt. Die
rot und blau gestrichelten Pfeile dienen als Orientierungshilfe flr das Auge, wobei die logarithmische Skalierung
der z-Achse zu beachten ist.%
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Der bei Temperaturerhhung oberhalb von T¢p beobachtete Abfall der aiso-Werte der weniger
hydrophilen Sondenspezies, weist erneut eindeutig auf eine reduzierte Umgebungspolaritét in
den polymerreichen, nanoskopischen Regionen hin.

Dariiber hinaus zeigt sich, dass mit zunehmender Temperatur das polymerassoziierte Wasser
offenbar vermehrt ausgestoRen wird, sodass die "hydrophoben” TEMPO-Sonden, welche
aufgrund der T-Erhohung nun Uber genugend thermische Energie verfligen, zwischen den
kollabierenden, polymerreichen Nanodomanen und dem sie umgebenden Bulk-Wasser rasch
austauschen. Daher nimmt auch im Falle des Copolymers P(Ets3-co-nBuszs) der Anteil faydrophon
bei einem Temperaturanstieg oberhalb von T, rasant ab (siehe rot geflllte Quadrate in
Abbildung 4.4). Dieses dynamische Austauschverhalten (d. h. die Abnahme von frydrophob Mit
zunehmendem T) setzt sich bis etwa 40 °C fort. Oberhalb dieser Temperatur bleibt frydrophob
dann nahezu konstant, was darauf hindeutet, dass der Phasenseparationsprozess nun so weit
fortgeschritten ist, dass die verbleibenden "hydrophoben™ TEMPO-Sonden in den kollabierten
Polymerdomanen gefangen sind (d. h. die Nanobereiche sind nun groier als ~5 nm), weshalb
ein dynamischer Austausch zwischen den beiden Sondenspezies nun nicht mehr maéglich ist.
Gemal Referenz 44 kann ein solches Verhalten auch als ,,statisch* bezeichnet werden.

Im Vergleich zum PPE-Polymer P(Etss-co-nBuve) zeigt das Copolymer P(Et2s-co-nBuz7) ein
Phasenseparationsverhalten, das sich in einigen Details unterscheidet. Obwohl beispielsweise
auch der Anteil der "hydrophoben” Sondenspezies fhydrophob aufgrund der fortschreitenden
Polymerphasenseparation im Bereich zwischen Tepr =42 °C und Tep =50 °C (siehe blau
gefiilite Sterne in Abbildung 4.4) stark ansteigt, scheinen sich die nanoskopischen
Inhomogenitdten insgesamt dennoch nur in etwas geringerem MaRe auszubilden, da fhydrophob
lediglich einen Maximalwert von ca. 20 % erreicht (zum Vergleich: fhydrophobmax =~ 26 % bei
Tep = 26 °C beim Polymer P(Etzs-co-nBuve)). Im Gegensatz zum Copolymer P(Ets3-co-nBuszs),
bei welchem der Anteil der weniger hydrophilen Sondenspezies unmittelbar nach dem
Erreichen des Maximums wieder abnimmt, bleibt fhydrophob beim Polymer P(Et2s-co-nBuz7) im
T-Bereich von 50-60 °C nahezu konstant.

Gemeinsam mit den vergleichsweise hohen aiso-Werten der weniger hydrophilen
Sondenspezies dieses Copolymers (siehe blau geftllte Sterne in Abbildung 4.3) deutet dies
daraufhin, dass dessen gebildete polymerreichen Nanodomanen deutlich starker hydratisiert
sind, als die Inhomogenitaten des Copolymers P(Ets3-co-nBuzs). Dies wiederum kann auch so
interpretiert werden, dass sich die "hydrophoben™ Spinsonden beim Polymer P(Et2s-co-nBuz7)
in polymerassoziiertem Wasser mit einer hoheren (lokalen) Umgebungspolaritat befinden.
Daher ermdglichen auch die nanoskopischen Inhomogenitaten dieses hydrophileren PPE-
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Polymers ein dynamisches Sondenaustauschverhalten Uber einen signifikant groReren
Temperaturbereich, als es beim Copolymer P(Etzs-co-nBuvs) der Fall ist.

Dariiber hinaus ist flr die weitere Dehydratisierung der hydrophileren P(Ets-co-nBuz7)-
Polymerketten auch deutlich mehr thermische Energie (T > 60 °C) erforderlich, weshalb ein
statisches Verhalten ohne weiteren Sondenspeziesaustausch mit konstantem hydrophoben
Anteil fhydrophob erst ab 68 °C beobachtet wird, wahrend dies beim hydrophoberen Copolymer
P(Etss-co-nBuzs) bereits ab 40 °C eintritt. Dieses unterschiedliche Phasenseparationsverhalten
der beiden PPE-Polymere resultiert aus ihrer unterschiedlichen Copolymerzusammensetzung
(siehe Abbildung 3.1 und Tabelle 3.1) und kénnte etwa fiir den materialwissenschaftlichen
Bereich oder flir medizinisch-pharmazeutische Anwendungen von groBem Interesse sein,
wenn sie beispielsweise als temperaturresponsive Freisetzungssysteme (z. B. bei der
chemischen Synthese bzw. bei der Arzneimittelwirkstoffabgabe oder der Herstellung von
Minimalzellsystemen) eingesetzt werden, 53154

Das beobachtete (nanoskopische) Phasenseparationsverhalten der beiden untersuchten PPE-
Copolymere kann gemal? Referenz 44 den sog. ,,dynamischen Inhomogenititen vom Typ I
zugeordnet werden, bei denen ein dynamischer Spinsondenaustausch zwischen wasser- und
polymerreichen Nanodoménen nur bei mittelhohen Temperaturen knapp oberhalb von Tepr
maoglich ist. Eine skizzenhafte Darstellung der zuvor beschriebenen nanoskaligen Prozesse in
Abhangigkeit von der Temperatur ist in Abbildung 4.6 zu finden.

kalt warm

e A5

Q
homogen dynamischer statisches
geldst Austausch Verhalten

Abbildung 4.6: Schematische Darstellung der im Text fiir den Fall der sog. ,,dynamischen Inhomogenitdten vom
Typ I beschriebenen nanoskaligen Phasenseparationsprozesse. Die orangefarbenen Punkte représentieren die
TEMPO-Spinsonden, wahrend die geschwungenen schwarzen Linien das PPE-Copolymer darstellen sollen.®

An dieser Stelle sei explizit daraufhin gewiesen, dass die beobachtete Bildung von

nanoskaligen Inhomogenitdten ab Tepr weit Uber das wbliche Mall an thermischen
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Konzentrationsfluktuationen in (wassriger) Lésung hinausgeht. Eine “echte” makroskopische
Polymer(phasen)separation mit einhergehender Tribung der zuvor klaren Losung kann
allerdings erst etwa 8°C hoher bei Tgp=26°C bzw. 50°C beobachtet werden.
Erstaunlicherweise ist die charakteristische und kontinuierliche Aufspaltung des
Hochfeldsignals bei héheren Temperaturen, wie sie normalerweise typisch flir dynamische
Inhomogenitaten vom Typ I ist, bei den hier untersuchten PPE-Copolymeren nicht zu
beobachten. Dies ist vor allem auf den extrem niedrigen A-Kontrast (d. h. die sehr kleine
Polaritatsdifferenz) von nur 0,63-1,72 MHz zwischen den beiden Sondenspezies
zurlickzufuhren, welcher selbst bei héheren Temperaturen maximal dem zwischen Wasser
(aiso = 48,30 MHz) und Essigsaure (aiso = 46,55 MHz) bzw. Formamid (aiso = 46,38 MHz)
entspricht.®% Aus methodischer Sicht zeigt dies auch die bemerkenswerte Sensitivitat
gegeniiber nanoskaligen Prozessen, welche eine vergleichsweise einfache Methode wie die

CW-EPR-Spektroskopie in Kombination mit rigorosen Spektralsimulationen bieten kann.

4.2 Solvatationsverhalten von Nitroxid-Spinsonden

Gegenstand dieses Abschnitts soll die ausfuhrliche Diskussion des Solvatationsverhaltens von
Nitroxid-Spinsonden vor allem im wassrigen Medium sein.®®" Die im Q-Band (v = 34 GHz)
gemessenen CW-EPR-Spektren von TEMPO und TEMPON in verschiedenen Ldsungsmitteln
sind zusammen mit den entsprechenden Simulationen in Abbildung 4.7 dargestellt. Eine
Gegeniberstellung dieser Q-Band-Spektren mit den entsprechenden CW-EPR-Spektren im X-
Band (v = 9,4 GHz) ist in Abbildung 8.17 im Anhang zu finden.

Die EPR-Spektren A und B in Abbildung 4.7 zeigen eindeutig, dass amphiphile TEMPO-
Radikale in H.O und D20 die spektrale Signatur von zwei verschiedenen Sondenspezies
aufweisen. Neben den vollstandig solvatisierten TEMPO-Molekulen (blau) existiert noch eine
weitere hydrophobe Spezies (magenta), deren signifikant kleineren Hyperfeinkopplungen und
groRere Linienbreite auf eine lokal wesentlich unpolarere Umgebung bzw. auf eine deutlich
verlangsamte Rotationsbewegung hinweisen. Im Folgenden soll gezeigt werden, dass diese
Spektralkomponente hochstwahrscheinlich TEMPO-Sonden darstellt, die von einer (effektiv)
impermeablen H>O/D,0O-Solvatationshulle umschlossen sind, welche eine hoch unpolare,
nahezu "hydrophobe” Hille um die einzelnen TEMPO-Molekiile erzeugt. In "klassischen”
organischen Losungsmitteln, wie z. B. THF, ist eine solche zweite hydrophobe Sondenspezies
hingegen nicht beobachtbar (siehe Abbildung 4.7 D).
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Abbildung 4.7: Experimentelle CW-EPR-Spektren (schwarz) im Q-Band (v= 34 GHz) zusammen mit ihren
jeweiligen Simulationen (rot) gemessen bei Raumtemperatur und einer Spinsondenkonzentration von 0,47 mM.
A) TEMPO in H20, B) TEMPO in D20 und C) TEMPO in H»0/10 Vol.% THF mit den simulierten Spektren
einer hydrophoben (magenta) und hydrophilen (blau) Spezies. Die Spektren D) TEMPO in THF, E) TEMPON in
H>0 und F) TEMPON in THF zeigen nur eine vollstandig solvatisierte, hydrophile Sondenspezies. Der RMSD-
Wert einer jeden Simulation ist jeweils rechts vom Spektrum angegeben.*’

In den CW-EPR-Spektren von TEMPO in wassrigen THF-Mischungen mit unterschiedlicher
Zusammensetzung (siehe Abbildung 4.7 C und Abbildung 8.19 im Anhang) kann ein
komplexes Verhalten zwischen den verschiedenen Sondenspezies beobachtet werden. Mit
steigendem THF-Gehalt &ndern sich die spektralen Anteile der beiden Sondenspezies, bis
schlielRlich in reinem THF nur noch vollstandig solvatisierte TEMPO-Radikale als alleinige
Spezies verbleiben (siehe Abbildung 4.7 D). Grund fur dieses Phanomen ist nicht zuletzt die
Abweichung der H,O-THF-Mischungen vom idealen Mischverhalten aufgrund eines stark
negativen Exzessvolumens.'®® Hierbei scheint die Zugabe kleiner THF-Mengen zur wéssrigen
Lésung die Bildung der hydrophoben Spezies zu unterstiitzen (siehe Abbildung 4.7 C).

Grundsatzlich mag es spektroskopisch zundchst recht (berraschend erscheinen, dass die in
wassriger Losung (d. h. in H20 und D-O) vorliegende hydrophobe TEMPO-Spezies auf den
ersten Blick nicht in den gemessenen X-Band-EPR-Spektren auftaucht (siehe Abbildung 8.17

im Anhang) und auch noch nicht in der Literatur erwdhnt wurde, obwohl sie im Q-Band
53



(v=34 GHz) einen vergleichsweise grofien spektralen Kontrast zu den solvatisierten
TEMPO-Radikalen aufweist. Tatsachlich wird ihr Signal im X-Band (links vom
Hochfeldpeak der solvatisierten TEMPO-Sonden, siehe Abbildung 8.18 im Anhang) von den
sich ebenfalls in diesem B-Feldbereich befindlichen *C- und *N-Resonanzlinien verdeckt,
welche offenbar die Detektion dieser hydrophoben TEMPO-Spezies bei den standardmaRig
verwendeten X-Band-Frequenzen (v = 9,4 GHz) bislang verhindert haben.

Gerade diese verschiedenen Messfrequenzen sind fur das beobachtete unterschiedliche
visuelle Erscheinungsbild der hydrophoben TEMPO-Spezies in den CW-EPR-Spektren im X-
und Q-Band verantwortlich. So verbessert etwa das hohere B-Feld des Q-Bandes nicht nur die
spektrale g-Tensorauflésung, sondern ermoglicht auch eine andere Sicht auf die
Rotationsbewegung (wie sie z. B. durch die Rotationskorrelationszeit zc definiert ist) der
Spinsonde, zumal sich auch der Charakter der spektralen Linienbreite und der entsprechenden
Relaxationsraten mit der Frequenz verandert.!>*1%* Hierbei wird bei den meisten Nitroxid-
Radikalen die apparente Linienbreite vor allem durch die unaufgeldsten Hyperfeinkopplungen
zwischen dem ungepaarten Elektronenspin und den 'H-Kernspins der in unmittelbarer
Umgebung zahlreich vorhandenen H-Atome (etwa in den vier CHs-Gruppen in a-Position)
bestimmt.*®2  Aufgrund der ungleichen Zeitskalen im X- und Q-Band haben diese
unaufgeldsten Hyperfeinkopplungen einen unterschiedlichen EPR-spektroskopischen Effekt,
weshalb z. B. das Spektrum einer Spinsonde im Q-Band stets etwas langsamer als im X-Band
erscheint, trotz eines nominell gleichen z.-Wertes. Mithilfe der Software ,,EasySpin® konnten
die gemessenen CW-EPR-Spektren mit identischen Parametern im X- und Q-Band mit hoher
Genauigkeit simuliert werden (siehe Abbildung 4.7 bzw. Abbildung 8.17 im Anhang), indem
kleine unaufgeloste Hyperfeinkopplungen in einen Post-Konvolutionsansatz miteinbezogen
wurden (siehe Kapitel 3.3 flr weitere Details). Die erhaltenen Simulationsparameter sind in
Tabelle 4.1 zusammengefasst.

Ein Blick auf die Simulationsdaten in Tabelle 4.1 zeigt, dass die giso- und aiso-Werte der
hydrophoben TEMPO-Sonden in wassriger Losung im gleichen Bereich liegen, wie die Werte
der vollstandig solvatisierten TEMPO-Radikale in reinem THF. Da eine Reduzierung der
Spinsondenumgebungspolaritat zur Verschiebung der Elektronenspinpopulation entlang der
N-O-Bindung in Richtung des Sauerstoffs und damit zu einer Abnahme von aiso, als Mal3 fur
die Kopplungsstirke zwischen dem ungepaarten Elektronenspin und dem *N-Kernspin (vgl.
Kapitel 2.2.4), fiihrt, zeigt die Abnahme dieses Wertes um fast 5 MHz, dass die hydrophobe
TEMPO-Spezies auch in einem hoch polaren Losungsmittel wie Wasser oder D>O eine
signifikant verringerte Umgebungspolaritét spurt.
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Tabelle 4.1: Isotroper Landé-Faktor gis; und isotrope Hyperfeinkopplungskonstante ais, sowie spektraler
Spinsondenanteil f bestimmt anhand der Simulation der in Abbildung 4.7 bzw. Abbildung 8.17 im Anhang

gezeigten CW-EPR-Spektren.

Spektrum in Spinsonde ) . _ _ 0
Abbildung 4.7 (Spezies) Losungsmittel Oiso aiso / MHz fl%
TEMPO 2,00591 49,06 54,1
hydrophil ' ’ ’
A (TyEMEo) 0
(hydrophob) 2,00648 44,27 45,9
TEMPO 2,00607 49,01 16,6
hydrophil ' , ;
8 (TyEMEo) B0
(hydrophob) 2,00663 44,13 83,4
TEMPO 2,00575 48,99 31,0
c (hydrophil) H,0/ ' ' '
TEMPO 10 Vol.% THF
(hydrophob) 2,00629 44,22 69,0
D TEMPO THF 2,00655 44,37 100
E TEMPON H.0 2,00580 45,61 100
F TEMPON THF 2,00626 41,33 100

Ein Vergleich der Daten fur Wasser und Deuteriumoxid zeigt, dass der spektrale Anteil f der
hydrophoben TEMPO-Spezies in D2O signifikant erhoht ist (45,9 % in H>O gegenuber
83,4 % in D20O; siehe Tabelle 4.1). Grund dafur ist die hohere Kernmasse des Deuteriums,
welche zu einer Frequenzreduktion (d. h. zu einem niedrigeren Nullpunktsenergielevel) der
Molekiilschwingungen und damit zu einer verringerten Dissoziations- und Losefahigkeit von
D.O im Vergleich zu Wasser fuhrt. Darliber hinaus sind auch Translations- und
Rotationsbewegungen in Deuteriumoxid aufgrund des sog. dynamischen Isotopeneffekts nur
in wesentlich geringerem MaRe mdglich, weshalb D-O im Vergleich zu Wasser bei 25 °C
eine um ca. 23 % reduzierte Selbstdiffusion aufweist.’®>-1% Die etwas hoheren gis,-Werte in
Deuteriumoxid im Vergleich zu Wasser lassen sich durch die Abwesenheit von
Wasserstoffbriickenbindungen erklaren (die Verschiebung von g« durch das Fehlen einer
einzelnen H-Briickenbindung wird auf Agx =~ 4x10%, d.h. Agiso = %sAQxx geschatzt; siehe
Gleichung 2.13), wahrend die nahezu identischen ais,-Werte eine sehr &hnliche
Spinsondenumgebungspolaritit in H20 und D20 anzeigen.%®

Die bisherigen Resultate werden auch durch Doppel-Elektronen-Elektronen-Resonanz-
Experimente (DEER) im X-Band bestétigt (siehe Abbildung 4.8 und Abbildung 8.20 im
Anhang), welche ein Mal} flr die dipolare Wechselwirkung zwischen Radikalen liefern und

daher haufig fir nanoskalige Abstandsmessungen verwendet werden, 167168
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Abbildung 4.8: Hintergrundkorrigierte DEER-Zeitspuren F(t) einer 0,47 mM TEMPO-Probe in H»0/10 Vol.%

THF (schwarz) und reinem THF (rot) gemessen im X-Band (v = 9,4 GHz) bei 50 K. Fir die H,0/10 Vol.% THF-
Probe ist zusatzlich auch die in Tabelle 4.2 angegebene Modulationstiefe 4 eingezeichnet.>’
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Abbildung 4.8 zeigt, dass sich die hintergrundkorrigierten DEER-Zeitspuren F(t) von
TEMPO in der Mischung H20/10 Vol.% THF und reinem THF deutlich voneinander

unterscheiden, was auf eine signifikant unterschiedliche lokale Konzentrationsverteilung der

Spinsonde hinweist. Wahrend im wassrigen Medium ein vergleichsweise starker Echoabfall

mit hoher Modulationstiefe 4 beobachtet werden kann, ist dies in THF nicht der Fall (siehe

Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2: Modulationstiefe 4 und Anzahl der Spins ns, ermittelt aus den in Abbildung 4.8 und Abbildung 8.20
im Anhang dargestellten hintergrundkorrigierten DEER-Zeitspuren F(t).

Spinsonde Lésungsmittel A Ns
H,0/10 Vol.% THF 0,440 2,08
TEMPO
THF 0,003 1,28
H,0/10 Vol.% THF 0,173 1,46
TEMPON
THF 0,058 1,32

56



Die Modulationstiefe von TEMPO in Wasser (4 =0,440) entspricht hierbei dem typischen
Wert eines klassischen Biradikals.'®*12 Dies und die Tatsache, dass nach der Tikhonov-
Regularisierung die Anzahl der Spins ns etwa 2 betrégt, deutet darauf hin, dass im wéssrigen
Medium ein signifikanter Anteil der TEMPO-Sonden in einem Bereich von etwa 2-5 nm
lokal konzentriert (z. B. in Form von Aggregaten) vorliegt, wahrend in reinem THF eine
vollstandig homogene Spinsondenverteilung und damit wenig dipolare Interaktion zu
beobachten ist. Dies erklart auch, warum insbesondere in den CW-Q-Bandspektren kein
Heisenberg-Spinaustausch fiir die hydrophoben TEMPO-Aggregate beobachtet wird, da diese
kurzreichweitige Austauschwechselwirkung nur im Bereich bis etwa 1 nm wirksam ist.®
Kombiniert man nun die Informationen aus den CW-EPR-Spektren (hoch unpolare,
aprotische Sondenumgebung mit verlangsamter Rotationsdynamik ohne Heisenberg-
Spinaustausch) mit denen aus den DEER-Experimenten (stark erhohte lokale Konzentration),
so kann man an dieser Stelle berechtigterweise vermuten, dass TEMPO und seine unpolare
waéssrige Solvatationshille lokal angereichert sind und dass es eine attraktive Interaktion
dieser nanoskopischen TEMPO-Wasser-Objekte gibt. Auch die Simulationen der Puls-X-
Band-ESE-Spektren (siehe Abbildung 8.21 und Tabelle 8.1 im Anhang) belegen das
Vorhandensein einer hydrophoben TEMPO-Spezies in der Mischung H20/10 Vol.% THF bei
50 K und stehen daher im Einklang mit den Simulationsdaten aus den CW-EPR-Messungen
bei Raumtemperatur. Ebenso zeigen auch die Kernfrequenzspektren der Fourier-
transformierten 3p-ESEEM-Messungen (siehe Abbildung 8.22 und Tabelle 8.2 im Anhang)
fir TEMPO sowohl in reinem THF, als auch in der Mischung H>0/10 Vol.% THF
ausschlieRlich 16sungsmittelspezifische *H-Frequenzen (v(*H) = 14 MHz). Somit unterstiitzt
auch das Fehlen von Stickstoffkernfrequenzen (v(**N) =~ 1 MHz) die Erkenntnis, dass sich die
hydrophoben TEMPO-Spezies im wassrigen Medium nicht ausreichend nahe fiur eine
Heisenberg-Spinaustausch-Wechselwirkung kommen.

Interessanterweise zeigt die Spinsonde TEMPON, die sich vom TEMPO-Radikal in ihrer
chemischen Struktur lediglich durch die Carbonylgruppe in 4-Position unterscheidet, in ihren
X- und Q-Band-EPR-Spektren in Wasser bei gleicher Konzentration keine zweite hydrophobe
Spezies (siehe Abbildung 4.7 E und Abbildung 8.17 im Anhang). AuBerdem weisen die CW-
EPR-Spektren im Vergleich zu TEMPO in H2O nur eine etwa halb so gro3e Linienbreite auf
und zeigen daher gut aufgeloste *C- und °N-Resonanzsignale. Grund fiir die geringere
Spektrallinienbreite von TEMPON sind die Einschrankungen der Piperidinringkonformation
durch die sp?-Hybridisierung der Carbonylbindung.1”>' Die bevorzugte Ringkonformation
der beiden Nitroxid-Radikale TEMPO und TEMPON ist in Abbildung 4.9 dargestellt.
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Abbildung 4.9: Strukturformeln mit bevorzugter Ringkonformation der beiden Nitroxid-Radikale TEMPO
(links, Sesselkonformation) und TEMPON (rechts, verdrehte ,twisted* Ringkonformation) gemaR Rontgendaten
aus Referenz 174. Der besseren Sichtbarkeit halber sind die Wasserstoffatome nicht dargestellt.*s’

Abbildung 4.9 zeigt, dass TEMPO, wie z.B. Cyclohexan, eine Sesselkonformation mit
Spiegelebensymmetrie des Piperidinrings und einem Winkel ano zwischen der N-O-Bindung
und der CNC-Ebene von etwa 19,4° aufweist. Im Gegensatz dazu besitzt TEMPON eine
verdrehte (engl. ,twisted”) Ringkonformation mit einer zweizéhligen Drehachse entlang der
N-O- und C=0-Bindung, die sich in einer Ebene mit dem Piperidinring (d. h. ano = 0°)
befindet. Diese strukturelle Konformation, bei der sich die N-O- und C=0-Bindung in einer
Ebene befinden, fihrt zu einer Art Kompensation der Einzeldipolmomente dieser beiden
polaren Bindungen, weshalb das molekulare Nitroxid-Dipolmoment uno von TEMPON
(uno = 1,36 D) deutlich geringer ausfallt, als das von TEMPO (uno = 3,14 D).17

Die Konformationsunterschiede und damit auch die unterschiedliche elektronische Struktur
von TEMPO und TEMPON wird auch durch 3p-ESEEM-Messungen (siehe Abbildung 8.22
und Tabelle 8.2 im Anhang) belegt. Wahrend TEMPO in den Kernfrequenzspektren sowohl
in der Mischung H20/10 Vol.% THF als auch in reinem THF stets starke Wasserstoffsignale
zeigt, weist TEMPON bei gleicher Sondenkonzentration deutlich schwéchere H-Signale auf.
Insbesondere in Wasser ist das *H-Signal von TEMPON im Vergleich zu TEMPO signifikant
kleiner, was auf eine wesentlich geringere isotrope Spindichte an den 12 Methylprotonen in o-
Position hinweist. Diese verringerte Spindichte erklart auch die im Vergleich zu TEMPO
deutlich geringere Spektrallinienbreite von TEMPON im wassrigen Medium, da gerade die
unaufgelosten *H-Hyperfeinkopplungen der Methylprotonen den Hauptbeitrag zur apparenten
Linienbreite liefern. Auch die unterschiedlichen longitudinalen Kernspinrelaxationszeiten T1n
der beiden Spinsonden (siehe Tabelle 8.2 im Anhang) bestatigen die konformellen und
elektronischen Strukturunterschiede, wobei gerade TEMPON extrem empfindlich gegenlber
H-Bricken zu sein scheint, da der Unterschied der Tin-Werte in H2O besonders grof? ausféllt.
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Abbildung 4.10: Autokorrelationsfunktionen ga(t) der Spinsonden TEMPO und TEMPON in H,O und THF
(durchgezogene Linien) zusammen mit denen der reinen Ldsungsmittel (gestrichelte Linien) gemessen bei einer
Sondenkonzentration von 0,47 mM und einer Temperatur von 20 °C (links), sowie die aus ga(t) erhaltene
PartikelgroBenverteilung fir TEMPO in H,O (rechts). Aufgrund der sehr geringen Streuintensitat aller anderen
Proben konnten fiir diese keine validen PartikelgréRenverteilungen ermittelt werden.*s’

Die bisher mittels EPR-Spektroskopie gewonnenen Erkenntnisse werden auch durch DLS-
und ESI-MS-Messungen bestatigt (siehe Abbildung 4.10 und Abbildung 8.23 bis
Abbildung 8.25 im Anhang).

In Abbildung 4.10 ist erkennbar, dass die Autokorrelationsfunktion go(t) der TEMPO-
Wasserprobe eine signifikant starkere Lichtstreuung aufweist, als die go(t)-Referenzkurve von
reinem H>O. Bei allen anderen Proben sind hingegen die Korrelationsfunktionen nahezu
identisch mit denen der reinen Losungsmittel, was erneut das unterschiedliche Verhalten von
TEMPO und TEMPON in Wasser belegt. Mit Hilfe eines nichtlinearen CONTIN-Fits (siehe
Kapitel 3.2 flr weitere Details) kann der hydrodynamische Radius rn (d. h. die PartikelgroRe
plus Solvathille) der streuenden Partikel aus der Autokorrelationsfunktion go(t) bestimmt
werden. Fur die TEMPO-Wasserprobe ergab sich eine bimodale PartikelgrofRenverteilung
(siene Abbildung 4.10 rechts) mit einem Signal bei rn ~ 3 nm und einem zweiten recht breiten
Peak mit rn = 20-228 nm (mittlere Peakposition: rn = 149 nm).

Trotz der stark unterschiedlichen Messbedingungen (d. h. Nachweis in der ionisierten
Gasphase anstatt in Losung) belegen bemerkenswerterweise auch die ESI-MS-Messungen die
Erkenntnisse (ber das unterschiedliche Verhalten von TEMPO und TEMPON in
verschiedenen Losungsmitteln. Wahrend die Massenspektren im waéssrigen Medium neben
den vollstandig solvatisierten TEMPO-Radikalen ([M*] bei m/z 156) auch groRere
Aggregatspezies (Dimer-Cluster [2M-+Na*] bei m/z 335) zeigen, ist dies in THF nicht der Fall
(siehe Abbildung 8.23 bis Abbildung 8.25 im Anhang). Die wassrige Losung von TEMPON
zeigt hingegen ausschlieBlich solvatisierte Radikale ([M*] bei m/z 170) und keinerlei gréReren
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Aggregate, da Dimer-Cluster ([2M-+Na*] erwartet bei m/z 363) in den ESI-Massenspektren

nicht in Erscheinung treten.

Um einen noch tieferen thermodynamischen Einblick in das Solvatationsverhalten von
Nitroxid-Spinsonden in Wasser zu erlangen und insbesondere auch die schon anhand der
Puls-EPR-Experimente vorgeschlagene mogliche Assoziation von TEMPO-Radikalen im
waéssrigen Medium zu validieren, wurden Kraftfeld-Metadynamik-Simulationen durchgefuhrt.
Dazu wurden zwei Sondenmolekiile zusammen mit 1024 Wassermolekiilen zufallig in einer
Simulationszelle platziert und nach Equilibrierung der Dichte eine Metadynamiksimulation in
Bezug auf den Abstand der beiden Stickstoffatome durchgefihrt (siehe Kapitel 3.2 fir mehr
Details). Das Bias-Potenzial wurde fur den Jacobian-Beitrag (auch bekannt als geometrische
Entropie) so korrigiert, dass die Kurve fir groe N-N-Abstande flach wird. Als Ergebnis
wurde das freie Enthalpieprofil entlang dieser Variablen erhalten, welches in Abbildung 4.11

links dargestellt ist.

N
I

o
T

freie Enthalpieprofil / kJ mol’!
(@]
T

1 I 1 I 1 I 1 I 1
b4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
N-N-Abstand / nm
Abbildung 4.11: Berechnetes freies Enthalpieprofil der TEMPO-Dimerbildung in wassriger Lésung, gemessen
am Stickstoff-Stickstoff-Abstand (links) sowie zwei verschiedene Ansichten einer aus der Simulation erhaltenen
markanten TEMPO-Dimergeometrie (rechts).'’

Abbildung 4.11 zeigt, dass fur groBe N-N-Distanzen die freie Enthalpie praktisch null ist,
wéhrend bei einem kleineren Abstand von etwa 0,8 nm ein freie Enthalpieminimum von ca.
—3 kI mol™? gefunden wird. Somit bestatigt prinzipiell auch die Kraftfeld-Metadynamik-
Simulation, dass TEMPO-Spinsonden in verdinnter wassriger Losung dazu neigen attraktiv

zu interagieren, wenngleich ein freier Enthalpiegewinn von etwa 3 kJ mol™ zunéchst recht
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gering erscheinen mag. Tatséchlich entspricht eine freie Enthalpie von ca. —3 kJ mol™ jedoch
bereits bei Raumtemperatur einer signifikanten Konzentration von TEMPO-Dimeraggregaten
im thermodynamischen Gleichgewicht. Das entsprechende freie Enthalpieprofil fur die
Dimerbildung von TEMPON in waéssriger Lésung (siehe Abbildung 8.27 im Anhang) weist
hingegen beim gleichen N-N-Abstand einen geringeren freien Enthalpiegewinn auf.

Durch die Analyse der Abstdande und Winkel zwischen den einzelnen TEMPO-Molekdlen
entlang der Simulationstrajektorie konnte die markanteste Dimergeometrie (Siehe rechte Seite
in Abbildung 4.11) bestimmt werden. Diese Darstellung sollte allerdings nicht als die die
meiste Zeit vorherrschende relative Dimerkonformation missinterpretiert werden, da die
Wechselwirkungen zwischen den TEMPO-Molekilen recht schwach sind und daher auch
andere Dimergeometrien im Laufe der Zeit beobachtet werden kdnnen. Deutlicher wird dies
in Abbildung 4.12, in der die gemittelte raumliche Verteilungsfunktion (SDF) der Atome von
einem TEMPO-Molekil um das andere (fixierte) Molekil dargestellt ist.

Abbildung 4.12: Zwei verschiedene Ansichten der durchschnittlichen raumlichen Verteilung der Atome eines
TEMPO-Molekils um das zweite TEMPO-Molekil herum. 7

Abbildung 4.12 zeigt, dass tatsachlich alle moglichen Dimerkonformationen im Laufe der
Zeit eingenommen werden und dass nur eine sehr geringe Bevorzugung einiger Geometrien
gegentiber anderen vorliegt. Diese Tatsache ist darauf zurtickzufiihren, dass keine gerichteten

attraktiven Wechselwirkungen zwischen den TEMPO-Molekulen existieren, da die dipolare
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Interaktion zwischen den beiden Spinsonden durch ihre Wassersolvathiillen vermittelt wird.
Dies deutet wiederum darauf hin, dass der groRte Teil des freien Enthalpiegewinns der
TEMPO-Aggregatbildung auf den unspezifischen hydrophoben Effekt unter Einbeziehung der
Solvatationshille zuriickzufiihren ist. Die hydrophilere Spinsonde TEMPON bildet hingegen
uber ihr Carbonylsauerstoffatom starke H-Briickenbindungen mit den sie umgebenden H,O-
Molekdlen aus und weist daher auch eine andere (d. h. wesentlich polarere) Hydratationshille
mit deutlich schwécherer hydrophober Wirkung auf. Somit unterstutzen auch die Kraftfeld-
Metadynamik-Simulationen die experimentell beobachtete Assoziation von TEMPO-Wasser-
Clustern im wassrigen Medium und liefern dabei gleichzeitig eine mdogliche Erklarung,
warum dieses Phanomen bei TEMPON (und moglicherweise auch anderen TEMPO-

Derivaten) nicht gefunden wird.

Mit den bisher dargelegten Ergebnissen kann, insbesondere mithilfe der sog. Multifrequenz-
EPR-Spektroskopie (X- und Q-Band) als intrinsisch lokale Messtechnik in Verbindung mit
rigorosen Spektralsimulationen, erstmals gezeigt werden, dass die schon lange bekannte
amphiphile Spinsonde TEMPO eine unpolare Wassersolvatationshiille aufbauen kann und so
eine "hydrophobe™ Spezies in wassriger Losung ausbildet, welche allerdings nicht bei
Standard-X-Band-EPR-Frequenzen beobachtet wird. In den Q-Band-CW-EPR-Spektren zeigt
diese hydrophobe Spezies hingegen einen groRen spektralen Kontrast zu den vollstandig
solvatisierten TEMPO-Radikalen (hydrophile Spezies), da sie eine stark hydrophobe/unpolare
Umgebungspolaritét (bestimmt durch aiso) wahrnimmt, wobei sie allerdings keine Heisenberg-
Spinaustausch-Wechselwirkung zeigt. In einem "besseren”, weniger polaren und aprotischen,
organischen Ldsungsmittel, wie beispielsweise THF, wird ein solches Verhalten von TEMPO
jedoch nicht gefunden. Auch DEER-Messungen im X-Band belegen, dass TEMPO als
amphiphile und im Vergleich zu TEMPON wesentlich hydrophobere Spinsonde (vgl.
Tabelle 2.1) im wassrigen Medium nicht, wie z. B. in THF, homogen verteilt ist, sondern
lokal (d. h. im Bereich von ca. 2-5 nm) in signifikant erhdhter Konzentration vorliegt. Diese,
geschétzt um mindestens einen Faktor 10, erhOhte Lokalkonzentration deutet auf eine Art
Clustering hin, welches scheinbar sogar tber Dimerbildung erfolgen kann (ns= 2, siehe
Tabelle 4.2).

Des Weiteren belegen auch die DLS- und ESI-MS-Daten, welche verglichen mit der EPR-
Spektroskopie auf einem wesentlich anderen Messverfahren beruhen (d. h. DLS und ESI-MS
sind ensemble-mittelnde, nicht auf dem Magnetresonanzprinzip basierende Methoden), dass
sich die TEMPO-Radikale im wassrigen Medium ndherkommen, als es bei einer vollig
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homogenen Verteilung der Fall wére. AuBerdem zeigen auch die Kraftfeld-Metadynamik-
Simulationen die generelle Aggregationstendenz von TEMPO mit einem thermodynamischen
Energieminimum bei einem N-N-Abstand von etwa 0,8 nm, wobei diese theoretischen

Berechnungen das System naturgemaf nicht vollstandig realistisch abbilden kénnen.

Dass eine lokal sehr eng erhthte TEMPO-Konzentration in wassriger Lésung nicht zu
Kontakten unterhalb von 1 nm und damit zu Heisenberg-Spinaustausch-Wechselwirkungen
fihrt, l1&sst sich nur dadurch erkléren, dass die hydrophobe Umgebung der Aggregate nicht
von anderen TEMPO-Spinsonden erzeugt wird (da dies zwangslaufig zu einer
Austauschinteraktion fihren misste), sondern von den Wassermolekdilen selbst. Anscheinend
gelingt es TEMPO, die Wassermolekdle in seiner direkten Solvatationshiille so anzuordnen,
dass sich ihre Dipolmomente nach innen gegenseitig kompensieren und so eine unpolare
Umgebung fir die Spinsonde erschaffen wird. Diese "geordneten™ H.O-Molekiile weisen eine
relativ lange Kontaktzeit mit den eingeschlossenen TEMPO-Radikalen auf und bilden somit
zumindest auf der EPR-Zeitskala (ns—us) eine Art undurchldssige Wassermembran mit einem
hydrophoben Inneren. Eben diese undurchléssige Wasserschicht verhindert auch, dass sich die
aggregierten TEMPO-Sonden ausreichend nahe beieinander befinden (d. h. Abstande kleiner
als ~1 nm einnehmen), um Heisenberg-Spinaustausch-Wechselwirkungen einzugehen. Somit
gelingt es TEMPO, durch die Bildung einer solchen Wassermembran seinen eigenen
hydrophoben Charakter auf die umgebenden H.O-Molekile zu tbertragen.

Thermodynamische Triebkraft fir diesen Membranbildungsprozess konnte das Bestreben der
vergleichsweise hydrophoben TEMPO-Spinsonden (Kow =90, vgl. Tabelle 2.1) sein, ihre
Kontaktflache mit den sie umgebenden polaren H>O-Molekilen zu minimieren. Dieses auch
als hydrophober Effekt bezeichnete Phanomen wurde bereits bei makromolekularen
Systemen, etwa elastinartigen Polypeptiden (ELPs), gefunden.!4”17617" Prinzipiell I&sst sich
ein solches Verhalten auch an jeder Wasser-Luft-Grenzflache beobachten, wo Wasser die
hydrophobe Kontaktflache (z. B. in Form einer Kugel oder im Falle von Schwerkraft in Form
eines Tropfens) mithilfe seiner hohen Oberflachenspannung minimiert. Hierbei kann die
durch hydrophobe Hydratation verursachte nanoskopische Wasser-Wasser-Entmischung, mit
einer lokal sehr eng begrenzten Anreicherung von wassermembranenverkapselten TEMPO-
Radikalen, als Vorlaufer einer makroskopischen Trennung betrachtet werden. Einen
tiefergehenden Einblick in die spezifische Beschaffenheit dieser Wassermembran, auch in
Bezug auf die Zeitskala des H>O-Molekilaustauschs in der Solvathille, kénnten hierbei

andere Methoden, wie z. B. die NMR, liefern.
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Interessanterweise scheinen kleine Mengen an THF beim Aufbau der impermeablen
Wassermembran hilfreich zu sein. Man kann vermuten, dass sich die THF-Molekile bis zu
einem gewissen Grad in die verbleibenden "Luicken" der H,O-Membranschicht einbauen und
diese dadurch stabilisieren konnen, was wiederum zu einem Anstieg der hydrophoben
TEMPO-Spezies beitragt (siehe Abbildung 4.7 C und Tabelle 4.1).

GeméaR der sog. Hofmeister-Reihe, welche den Einfluss verschiedener lonen auf die
hydrophobe Wirkung von z. B. Makromolekilen im wassrigen Medium klassifiziert, fihrt die
Zugabe eines antichaotropen oder kosmotropen Salzes, wie etwa NaCl, zu einer Erhéhung des

Anteils fryarophob der hydrophoben Sondenspezies (siehe Abbildung 4.13).7
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Abbildung 4.13: Experimentelle Q-Band (v~ 34 GHz) CW-EPR-Spektren (schwarz) gemeinsam mit ihren
Spektralsimulationen (rot) wassriger 0,47 mM TEMPO-Proben mit verschiedenen NaCl-Konzentrationen (links),
sowie der aus den Simulationen erhaltene Spektralanteil der hydrophoben TEMPO-Spezies fiydrophob iN
Abhéngigkeit von cnaci. Die NaCl-Konzentration ist links und der RMSD-Wert jeder Simulation ist rechts vom
entsprechenden Spektrum angegeben. Man beachte bitte die logarithmische Skalierung der c-Achse.>’

Der in Abbildung 4.13 ersichtliche Anstieg von fhydrophob bei Erhéhung von cnaci beruht
darauf, dass die geladenen Na*- und Cl™-lonen fiir ihrer Solvatation und Ladungsabschirmung
H>O-Molekdile benétigen und diese in Form einer Hydrathulle an sich "binden", weshalb sie
anschlieend nicht mehr fur die Solvatisierung der TEMPO-Radikale (hydrophilen Spezies)
zur Verfligung stehen. Hierbei scheint es energetisch offenbar ginstiger zu sein, jene
Wassermolekule fir die lonenhydrathillenbildung zu nutzen, welche sonst zur Solvatisierung
der TEMPO-Spinsonden verwendet werden, da das Herauslésen von H.O-Molekilen aus der
undurchlassigen Wassermembran scheinbar mehr Energie bendtigt. Grund dafur kann aus

energetischer Sicht die Tatsache sein, dass sich die H.O-Molekiile der Wasserhille der
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hydrophoben Spezies im Hinblick auf die unglinstigen (hydrophoben) Wechselwirkungen mit
den TEMPO-Sonden bereits bestmdglich angeordnet haben, sodass der Gesamtenergiegewinn
geringer ware, wenn die Solvatation der NaCl-lonen durch diese Wassermolekdle erfolgen
WUrde.l?&lSO

Grundsatzlich scheint schon die Einkapselung von TEMPO-Molekdilen in eine undurchlassige
Wassersolvatationshiille die Radikale bereits so stark voneinander abzuschirmen, dass die
elektronenspintragenden NO-Gruppen nicht kollidieren oder gar miteinander koppeln kénnen.
So hat bei EPR-typischen Spinsondenkonzentrationen (d. h. ¢~0,1-2 mM) die Bildung
hydrophober Sondenspezies im wassrigen Medium zwar einen groRen Einfluss auf die
Spinsondenumgebungspolaritat und damit auf die isotrope Hyperfeinkopplungskonstante aiso,
16st jedoch aufgrund der Wassermembranabschirmung keine kurzreichweitigen Heisenberg-
Spinaustausch-Wechselwirkungen aus, da diese nur bei Abstanden unterhalb von etwa 1 nm
wirksam sind.!® Lediglich bei fiir EPR-spektroskopische Untersuchungen recht hohen
TEMPO-Konzentrationen (d. h. ¢ >>5 mM) ist die Spinsondendichte grof3 genug, um in den
CW-EPR-Spektren eine Signalverbreiterung durch Heisenberg-Austauschwechselwirkungen

zu bewirken (siehe Abbildung 8.26 im Anhang).
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Abbildung 4.14: Schematische Darstellung des unterschiedlichen Solvatationsverhaltens von TEMPO (A,
orange Punkte) und TEMPON (B, rote Punkte) im wéssrigen Medium. Wéhrend die TEMPON-Spinsonden in
wassriger Losung vollig homogen verteilt sind, existiert bei TEMPO neben den vollstdndig solvatisierten
Radikalen noch eine weitere hydrophobe Sondenspezies, welche von einer auf der EPR-Zeitskala impermeablen
Wassermembran umgeben ist und lokal (d. h. im Bereich von ca. 2-5 nm) in deutlich erhéhter Konzentration
vorliegt. Hierbei verhindert diese "hydrophobe™ Solvatationshiille einen Spinsondenkontakt unterhalb von 1 nm,
welcher jedoch fiir eine Heisenberg-Spinaustausch-Wechselwirkung erforderlich ware.'s’
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Unter Bertiicksichtigung aller bislang gewonnenen Erkenntnisse lasst sich das unterschiedliche
Solvatationsverhalten der beiden Spinsonden TEMPO und TEMPON im wassrigen Medium
nun gut verstehen (siehe Abbildung 4.14). Die relativ kleinen (d||~ 0,79 nm), dynamischen
(d. h. schnelle Ringinversion der Sesselkonformation) und hydrophoben (Kow = 90) TEMPO-
Radikale kénnen aufgrund ihres hohen Dipolmoments (o = 3,14 D) vergleichsweise leicht
eine sie umgebende impermeable Wassermembran aufbauen und stabilisieren. Bei den etwas
groReren (d/I= 0,81 nm), recht starren und viel hydrophileren (Kow=2,3) TEMPON-
Spinsonden mit signifikant kleinerem Dipolmoment (uno = 1,36 D) ist hingegen ein solcher
Abschirmungsprozess (d. h. die Ausbildung und Koordination einer undurchldssigen
Wassersolvatationshiille) aufgrund des hydrophoben Effekts jedoch deutlich weniger
thermodynamisch begiinstigt, da die TEMPON-Radikale im Vergleich zu TEMPO auch
aufgrund ihrer verdrehten (,,twisted”) Ringkonformation sterisch wesentlich anspruchsvoller

(d. h. weniger symmetrisch) sind.123174.175.181

Das mit dieser Arbeit gewonnene Verstdndnis des Solvatationsverhaltens von Nitroxiden,
insbesondere von TEMPO im wassrigen Medium, ist vor allem im Bereich der EPR-
Spektroskopie von groflem Interesse, da sich hier stabile Nitroxid-Radikale seit langem als
Spinsonden etabliert haben und auch haufig in vielen verschiedenen Anwendungsbereichen,
etwa bei der Untersuchung von nanoskaligen Inhomogenitaten in (multi)responsiven
Polymeren oder zur Charakterisierung von Proteinen, eingesetzt werden.2%440182 Dar(iper
hinaus spielt gerade TEMPO auch bei kontrollierten radikalischen Polymerisationsverfahren
(z. B. nitroxid-vermittelte Polymerisation, NMP) eine wichtige Rolle, wenngleich die meisten
dieser Reaktionen heute noch in organischen Lésungsmitteln wie THF und nicht in Wasser
durchgefihrt werden.’® Des Weiteren werden TEMPO-Radikale haufig auch als sog.
Energietransferagenten bei Hyperpolarisationsmethoden, wie beispielsweise der dynamischen
Kernpolarisation (DNP), in der NMR-Spektroskopie zur Verbesserung der Signalintensitat
bzw. Messempfindlichkeit eingesetzt.!3*18° Gerade in diesem Zusammenhang, insbesondere
im Hinblick auf biomedizinische Anwendungen im wéssrigem Medium, ist die Kenntnis des
Solvatationsverhaltens von TEMPO in H20O und seine Fahigkeit eine undurchléssige und
unpolare, nahezu hydrophobe Wassermembran um sich herum auszubilden, von enormer
Bedeutung, da dies zu einer verénderten (d. h. inhomogenen) Radikalverteilung und damit

hdchstwahrscheinlich auch zu einem weniger effektiven Energietransfer fiihrt.
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5  Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde das Phasenseparationsverhalten von (multi)responsiven PPEs mit
identischer Seitengruppenstruktur, aber unterschiedlicher Copolymerzusammensetzung, als
auch der Solvatationsprozess von Nitroxid-Spinsonden vor allem im wassrigen Medium
mittels EPR-Spektroskopie eingehend erforscht (siehe Abbildung 5.1).

kalt warm

:

homogen dynamischer statisches
gelost Austausch Verhalten

Abbildung 5.1: Zusammenfassende Graphik der in dieser Arbeit neu gewonnenen Erkenntnisse. Oben:
Schematische Darstellung des nanoskopischen Phasenseparationsverhaltens mit ,,dynamischen Inhomogenitaten
vom Typ I“ der untersuchten PPE-Copolymere (R = CHj3 flir Monomer mit Ethylseitenkette bzw. R = (CH2).CHj3
fur Monomer mit n-Butylseitenkette). Unten: Skizzenhafte Veranschaulichung des unterschiedlichen
Solvatationsverhaltens von TEMPO (A, orange Punkte) und TEMPON (B, rote Punkte) im wassrigen Medium.
Die in den Strukturformeln (oben + unten) blau gekennzeichneten Bereiche markieren die polaren/hydrophilen
Domiénen, wihrend die griin dargestellten Regionen die unpolaren/hydrophoben Strukturbereiche anzeigen.805
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In wassriger Losung zeigen die beiden untersuchten PPE-Copolymere ein LCST-Verhalten,
bei dem bereits ca. 7-8 °C vor dem Einsetzen der makroskopischen Trubung Inhomogenitéten
auf der Nanoskala (~2—3 nm) EPR-spektroskopisch detektiert werden konnen. Diese leicht
polymerangereicherten Nanodoménen mit polymerassoziiertem Quellwasser sind stark
hydratisiert und weisen daher nur einen extrem niedrigen Polaritatskontrast (Aaiso ~ 0,63
1,72 MHz) zur wassrigen Umgebung (engl. bulk water) auf. Das festgestellte nanoskopische
Phasenseparationsverhalten der PPEs kann hierbei geméaR Referenz 44 den sog. ,,dynamischen
Inhomogenitaten vom Typ I zugeordnet werden, wobei die insbesondere bei héheren
Temperaturen typische kontinuierliche Aufspaltung des Hochfeldsignals aufgrund der sehr

geringen Polaritatsdifferenz hier nicht beobachtet werden kann.

Die eingehende Untersuchung des Solvatationsverhaltens der beiden wohlbekannten Nitroxid-
Spinsonden TEMPO und TEMPON im wassrigen Medium und in THF mithilfe der sog.
Multifrequenz-EPR-Spektroskopie im X- und Q-Band offenbarte erstmals das Vorhandensein
einer hydrophoben TEMPO-Spezies in wéssriger Losung. Neben der EPR-Spektroskopie als
intrinsisch lokale Magnetresonanztechnik belegen auch ensemble-mittelnde Methoden wie die
dynamische Lichtstreuung (DLS) und die Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie (ESI-
MS) das unterschiedliche Verhalten von TEMPO in Wasser und "klassischen™ organischen
Losungsmitteln, wie z.B. THF, in denen keine hydrophobe TEMPO-Aggregatspezies
beobachtet wird. Zusammen mit den thermodynamischen Erkenntnissen aus den Kraftfeld-
Metadynamik-Simulationen konnte mithilfe von Puls-EPR-Experimenten und rigorosen
Spektralsimulationen gezeigt werden, dass die im wéssrigen Medium detektierte hydrophobe
TEMPO-Spezies schwach assoziierte TEMPO-Radikale darstellt, welche zumindest auf der
EPR-Zeitskala (ns—ps) von einer nahezu impermeablen Wassermembran umschlossen sind.
Diese "hydrophobe" Solvatationshille verhindert einen fir Heisenberg-Spinaustausch-
Wechselwirkungen notwendigen Sondenkontakt unterhalb von etwa 1 nm und stellt dartiber
hinaus fir die amphiphilen TEMPO-Radikale im Inneren eine hoch unpolare Umgebung
bereit.

Uberraschenderweise tritt die hydrophobe TEMPO-Spezies, welche bei Q-Bandfrequenzen
(v= 34 GHz) einen ziemlich groRBen spektralen Kontrast zeigt, in den EPR-Spektren im X-
Band (v~ 9,4 GHz) auf den ersten Blick nicht in Erscheinung. Tatséchlich wird ihr Signal in
den X-Band-CW-EPR-Spektren von den sich ebenfalls in diesem B-Feldbereich befindlichen
13C- und ®N-Resonanzlinien verdeckt, sodass diese die Detektion der hydrophoben TEMPO-

Spezies bei Standard-X-Band-Frequenzen bisher scheinbar verhindert haben. Verantwortlich
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fiir das unterschiedliche spektrale Erscheinungsbild der hydrophoben TEMPO-Spezies im X-
und Q-Band sind die verschiedenen Messfrequenzen und die damit verbundene ungleiche g-
Tensoraufldsung, sowie der andere Blickwinkel auf Rotationsdynamiken. Hierbei wird gerade
bei Nitroxid-Radikalen die (apparente) Spektrallinienbreite vor allem durch unaufgeldste *H-
Hyperfeinkopplungen bestimmt, welche sich aufgrund der ungleichen Zeitskalen/Frequenzen
im X- und Q-Band, auch bei gleicher Rotationskorrelationszeit z., EPR-spektroskopisch
unterschiedlich auswirken.

Im Gegensatz zu TEMPO zeigt die von der chemischen Struktur her sehr dhnliche Nitroxid-
Spinsonde TEMPON allerdings kein Aggregationsverhalten im wassrigen Medium. Ursache
dafur sind hauptséchlich der im Vergleich zu TEMPO wesentlich hydrophilere Charakter von
TEMPON und dessen signifikant kleineres Dipolmoment, welches durch die verdrehte (engl.
,twisted”) Piperidinringkonformation hervorgerufen wird. Dieser konformelle Unterschied
beruht auf der sp?-Hybridisierung der Carbonylbindung und bedingt, verglichen mit der
Sesselkonformation des TEMPO-Radikals, im Falle von TEMPON eine eher unsymmetrische
bzw. sterisch anspruchsvollere und dadurch auch weniger dynamische Ringkonformation.

Aus methodischer Sicht zeigt diese Arbeit damit eindrucksvoll das aulergewohnlich grofe
Potenzial der EPR-Spektroskopie, welche selbst bei vergleichsweise einfacher CW-
Messtechnik bemerkenswert hohe Sensitivitdt und Prézision besitzt. Dariiber hinaus
veranschaulicht diese Arbeit auch in erstaunlichem MaRe, wie sehr sich die Solvatisierung
amphiphiler Substanzen im wassrigem Medium unterscheiden kann. Wahrend bei responsiven
Makromolekdilen, wie z. B. PPEs, in wassriger Losung bereits kleinste Polaritatsunterschiede
fur eine (nanoskopische) Phasenseparation ausreichen kdnnen, kann der Solvatationsprozess
eines vermeintlich einfachen niedermolekularen Systems, wie etwa einer wassrigen TEMPO-
Losung, selbst ohne makroskopische Phasentrennung mit extremen Polaritatsdifferenzen
einhergehen. Dies zeigt in beeindruckender Weise die unglaublich grofle Anpassungsfahigkeit
von Wasser hinsichtlich seines Solvatationsverhaltens und hebt auch dessen einzigartigen
Charakter hervor. So unterscheidet sich Wasser eben nicht nur aufgrund seiner Vielzahl an
aullergewohnlichen Eigenschaften (z. B. Dichteanomalie bei 4 °C, hohe Warmekapazitat und
Oberflachenspannung usw.) erheblich von allen anderen Ldsungsmitteln, sondern auch durch
seine besondere Solvatationsfahigkeit und besitzt deshalb vollig zurecht herausragende
Bedeutung flr das gesamte Leben auf der Erde.
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Um flr potenzielle Anwendungen auch allgemein gultige Regeln hinsichtlich des generellen
Ablaufs nanoskopischer Phasenseparationsprozesse bei Makromolekdiilen zuverlassig ableiten
zu konnen, sollten in Zukunft weitere PPEs mit anderer Polymerstruktur bzw.
Seitenkettengruppen und anderer Copolymerzusammensetzung EPR-spektroskopisch
eingehend untersucht werden. So konnte beispielsweise der Einfluss des Seitenkettentyps
(etwa des sterischen Anspruchs) im Hinblick auf die in dieser Arbeit festgestellt ca. 8 °C
umfassende Temperaturdifferenz zwischen dem Beginn der Ausbildung von nanoskopischen
Inhomogenitdten bei Tepr und dem Einsetzen der makroskopischen Tribung bei Te, besser
validiert werden. Hierbei durfte gerade die Klasse der sog. Poly(phosphoester) aufgrund ihrer
synthetisch gut auf das jeweils gewinschte Einsatzgebiet ausrichtbaren Strukturvielfalt und
ihrer &ulerst vorteilhaften Eigenschaften, wie z. B. Wasserloslichkeit, Nichttoxizitat und
biologische Abbaubarkeit, auch im Zuge zunehmender Umweltproblematiken (etwa durch

Plastikverschmutzung) zukinftig eine besonders groRRe Rolle spielen.

Um moglicherweise allgemeine Tendenzen bzw. Trends ableiten zu kénnen, sollte zukiinftig
auch die Charakterisierung des Solvatationsverhaltens von Nitroxid-Spinsonden vor allem im
wassrigen Medium, aber auch in anderen Lésungsmitteln, auf weitere Nitroxide ausgeweitet
werden. Hierbei kdnnten sich gerade systematische Studien des Effektes der am Piperidinring
in 4-Position befindlichen Struktureinheit bei der Gruppe der TEMPO-strukturanalogen
Nitroxid-Radikale, wie z.B. 4-Carboxy-TEMPO, 4-Amino-TEMPO, 4-Methoxy-TEMPO
oder 4-Hydroxy-TEMPO und deren Ester, als dulRerst lohnenswert erweisen. In diesem
Zusammenhang ware sicherlich auch eine EPR-spektroskopische Untersuchung bei hoherer
Messfrequenz, etwa im sog. W-Band (v~ 95 GHz), hoch interessant, um festzustellen wie
eine verbesserte g-Tensorauflosung das spektrale Erscheinungsbild beeinflusst bzw. wie sich
die verdnderte EPR-Zeitskala mit einer anders gearteten Sichtweise auf Rotationsdynamiken
und Linienbreiten auswirkt.

Dartiber hinaus konnte neben NaCl auch die Wirkung anderer Salze/lonen in Abhéngigkeit
von deren Konzentration (bzw. lonenstérke), als auch der Einfluss des pH-Wertes der
wassrigen Losung auf das Solvatationsverhalten n&her untersucht werden. Um auch den
Effekt der Ringgeometrie hinsichtlich des Solvatisierungsprozesses besser evaluieren zu
konnen, sollten neben den TEMPO-strukturanalogen Radikalen auch 5-ringgliedrige Nitroxid-
Spinsonden, wie z. B. die 2,2,5,5-Tetramethylpyrrolidin-1-oxyle (sog. PROXYL-Derivate),

eingehend im wassrigen Medium erforscht werden.
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Schlussendlich bleibt festzustellen, dass die EPR-Spektroskopie in Kombination mit rigorosen
Spektralsimulationen einen einzigartigen Einblick in Prozesse auf der Nanoskala ermdéglicht
und bei Auswahl einer geeigneten Spinsonde selbst Kleinste Polaritatsunterschiede
wahrzunehmen vermag. Hierbei ist die EPR-Spektroskopie zwar stets auf das VVorhandensein
mindestens eines ungepaarten Elektronenspins angewiesen, erlaubt dadurch aber auch eine
sehr selektive und sensitive Untersuchung bestimmter Bereiche, was sich gerade beli
komplexeren (makromolekularen) Systemen oft als duerst vorteilhaft erweist. Daher ist die
EPR-Spektroskopie als intrinsisch lokale Messtechnik grundsétzlich auch vielen anderen
ensemble-mittelnden Methoden deutlich Gberlegen, insbesondere dann wenn es um die
Untersuchung des generellen Ablaufs nanoskaliger Prozesse oder die Charakterisierung des
Inkorporationsverhaltens von Sonden bzw. amphiphilen (spingelabelten) Substanzen etwa in
makromolekularen Systemen geht. Hierbei kdnnte sich gerade Letzteres, z. B. im Hinblick auf
eine gezielte Wirkstofffreisetzung mithilfe (multi)responsiver Polymersysteme besonders bei
medizinisch-pharmazeutischen Anwendungen, etwa in der Krebstherapie, in naher Zukunft
als auferst nutzlich erweisen und wird daher sicherlich auch noch in den kommenden Jahren

von erheblichem Forschungsinteresse sein.
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7 Abkurzungsverzeichnis

3p-ESEEM

A
Axx, Ayyy Az

ATP
diso
Qiso,NO
a.u.

B, Bo
B(t)
Beft

Bi

CID
Cw

c

Ci, CNacl

D

Douift

Dxx, Dyy, Dz

D
DBU
DEER
DLS
DNA
DNP
DPBS

dil

Er, E,

ELP

3-Puls-Elektronen-Spin-Echo-Hullkurvenmodulation  (engl.
electron-spin-echo envelope modulation)

3-pulse

Hyperfeinkopplungstensor

Hauptkomponenten des Hyperfeinkopplungstensors entlang der drei
Raumrichtungen x, y und z

Adenosintriphosphat

isotrope Hyperfeinkopplungskonstante

isotrope Hyperfeinkopplungskonstante bei Nitroxid-Spinsonden
willkirliche Einheit (engl. arbitrary unit)

magnetische Flussdichte eines duBReren, statischen Magnetfeldes
Hintergrundfaktor der DEER-Zeitspur (engl. background function)
effektiv auf den Elektronenspin wirksame magnetische Flussdichte

magnetische Flussdichte eines von den Kernspins der Atomkerne
induzierten Magnetfeldes

kollisionsinduzierte Dissoziation (engl. collision-induced dissociation)

kontinuierliche Welle (engl. continous wave), eine spezielle Messmethode
in der EPR-Spektroskopie

Stoffmengenkonzentration

Stoffmengenkonzentration der lonensorte i bzw. von Natriumchlorid
Rotationsdiffusionstensor

Diffusionskoeffizient

Hauptkomponenten des Rotationsdiffusionstensors entlang der drei
Raumrichtungen x, y und z

Molmassenverteilung

1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en
Doppel-Elektronen-Elektronen-Resonanz-Experiment
dynamische Lichtstreuung

Desoxyribonukleinsdure

dynamische Kernpolarisation (engl. dynamic nuclear polarization)

Dulbecco’s phosphatgepufferte Salzlosung (engl. Dulbecco’s Phosphate-
Buffered Saline)

Abstand (Distanz)
Partikeldurchmesser parallel zur N-O-Bindungsachse
Energie

Energie des Niveaus mit Elektronenspin im Zustand ,,Spin up 1 bzw.
,»Spin down |

elastinartiges Polypeptid (engl. elastin-like polypeptide)
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EPR
ESE
ESI-MS
ESR
F(t)

f
fhydrophob
f(..)
G(/)

g

ga(t)

Je

Oiso

Oxx, Qyy, 9z

He;
Hee
Hyr
His
Hyo
Hy,

A

Hs

HZFS
h, #

LCST

M

elektronenparamagnetische Resonanz

Elektronen-Spin-Echo

Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie

Elektronenspinresonanz

Formfaktor der DEER-Zeitspur F(t) = V(t)/B(t)

spektraler Anteil einer bestimmten Sondenspezies am Gesamtspektrum
spektraler Anteil der hydrophoben Sondenspezies am Gesamtspektrum
Funktion einer bestimmten Variablen

Verteilungsfunktion der Zerfallsrate I

Landé-Faktor (Tensor)

Autokorrelationsfunktion

Landé-Faktor flr ein freies Elektron (ge = 2,002319...)

isotroper Landé-Faktor

Hauptkomponenten des Landé-Faktors entlang der drei Raumrichtungen
X,yund z

Hamilton-Operator der Elektronen-Zeeman-Wechselwirkung
Hamilton-Operator der Elektronenspin-Elektronenspin-Wechselwirkung
Hamilton-Operator der Hyperfeinaufspaltung

Hamilton-Operator der Spin-Bahn-Kopplung (L-S-Kopplung)
Hamilton-Operator der Kern-Quadrupol-Wechselwirkung
Hamilton-Operator der Kern-Zeeman-Wechselwirkung

Spin-Hamilton-Operator, enthalt alle Wechselwirkungen der Elektronen-
spins mit duBeren und inneren Magnetfeldern

Hamilton-Operator der Nullfeldaufspaltung (engl. zero field splitting)

Planck‘sches Wirkungsquantum bzw. durch 2z dividiertes Planck‘sches
Wirkungsquantum

lonenstérke, Kernspinquantenzahl oder im Zusammenhang mit Spektren
Signalintensitat

Infrarot(strahlung)

Intensitatsverhéltnis in den CW-EPR-Spektren
Signalintensitét oberhalb der Nulllinie
Signalintensitat unterhalb der Nulllinie
n-Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizient
Boltzmann-Konstante
Bahndrehimpuls(quantenzahl)

untere kritische Losungstemperatur (engl. lower critical solution
temperature)

molare Masse
Zahlenmittel (Polymermolmasse)
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NMR
NMP

n

Np

Ns

PE

PET
PNIPAM
PP

PPE
PROXYL
PS

PSD

pKs

Q

q

R, R, R, R*
RMSD

RNA
ROP
r

)

Mw

S

A

S

Sges

S

SDF
SNR
SOMO

Massenspektrometrie
Mikrowellen
Masse-zu-Ladung-Verhaltnis
magnetische Kernspinquantenzahl
magnetische Spinquantenzahl

Besetzungszahl des energiereicheren Niveaus mit Elektronenspin im
Zustand ,,Spin up 1 bzw. des energiedrmeren Niveaus mit Elektronenspin
im Zustand ,,Spin down |“

Kernspinresonanz (engl. nuclear magnetic resonance)
nitroxid-vermittelte (engl. nitroxide-mediated) Polymerisation
Anzahl von Monomereinheiten in einem Polymer
Brechungsindex

Anzahl von Spins

Poly(ethylen)

Poly(ethylenterephthalat)

Poly(N-isopropylacrylamid)

Poly(propylen)

Poly(phosphoester)

2,2,5,5-Tetramethylpyrrolidin-1-oxyl

Poly(styrol)

phasensensitiver Detektor

negativer dekadischer Logarithmus der Sdurekonstanten Ks
Qualitatsfaktor des Resonators (Q = vres/Av)

Streuvektor

variabler (organischer) Strukturrest

Wourzel der mittleren quadratischen Abweichung (engl. root-mean-square
deviation)

Ribonukleinsdure

Ringdffnungspolymerisation

Bindungslange

hydrodynamischer Radius

Van-der-Waals-Radius

Spindrehimpuls(quantenzahl) bzw. Elektronenspin

Spinoperator

simuliertes Gesamtspektrum

Komponente des Spindrehimpuls in z-Richtung (Magnetfeldrichtung)

raumliche Verteilungsfunktion (engl. spatial distribution function)

Signal-Rausch-Verhaltnis (engl. signal-to-noise ratio)

einfach besetztes Molekdlorbital (engl. singly occupied molecular orbital)
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S

-

Tin

Terr

Tep

Te

Ty
TEMPO
TEMPOL
TEMPON
THF

t

£

UCST

UV/VIS
V(©®)
Whmass
Wy, Wy

X

XB

Xs

y

Zi

a

ONO

AEno

AEmag
AEst
AGix
AHmix
ASnix
Aaiso

simuliertes Einzelkomponentenspektrum

Temperatur

longitudinale Kernspinrelaxationszeit

EPR-basierte Nanophasenseparationstemperatur

makroskopische Trubungstemperatur (engl. cloud point temperature)
Evolutionszeit bei Puls-EPR-Experimenten

Siedetemperatur (bei Normaldruck von ~1 bar)
2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1-oxyl
4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (4-Hydroxy-TEMPO)
4-0xo0-2,2,6,6-tetramethylpiperidin-1-oxyl (4-Oxo-TEMPO)
Tetrahydrofuran

Zeit

Totzeit nach einem Puls im DEER-Experiment

obere kritische L&sungstemperatur (engl. upper critical solution
temperature)

ultraviolett/sichtbar (engl. visible)

zeitabhéngiger Echoabfall im DEER-Experiment

massengewichteter Anteil in der DLS

Prozentanteil der Monomereinheiten mit Ethyl- bzw. n-Butylseitenkette
Anzahl der Monomereinheiten mit Ethylseitenkette

Molenbruch der Mischungskomponente B

Streckungsfaktor

Anzahl der Monomereinheiten mit n-Butylseitenkette

Ladungszahl der lonensorte i (lonenladung)

Regularisierungsparameter der Tikhonov-Regularisierung
Bindungswinkel zwischen N-O-Bindung und CNC-Ebene bei Nitroxiden

Euler-Winkel zur Beschreibung der Lage des Rotationsdiffusionstensors
D im molekularen Koordinatensystem eines Nitroxid-Radikals

Zerfallsrate
Modulationstiefe

bendtigte Energie fiir einen magnetischen Ubergang der Elektronenspins
bei Nitroxid-Sonden

Energiedifferenz zwischen den beiden Energieniveaus E; und E;
Energie eines eingestrahlten Lichtquants

freie Mischungsenthalpie

Mischungsenthalpie

Mischungsentropie

Polaritatsdifferenz anhand der isotropen Hyperfeinkopplungskonstanten

82



Am,

Amsg

71

T2

Tc

quantenmechanische Auswahlregel fiir die Anderung der magnetischen
Kernspinquantenzahl bei einem Elektronenspinubergang

quantenmechanische Auswahlregel fiir die Anderung der magnetischen
Spinquantenzahl bei einem Elektronenspiniibergang

Breite auf halber Hohe der Resonanzlinie
Elektronegativitatsdifferenz

chemische Verschiebung in der NMR-Spektroskopie

Verschiebung des Landé-Faktors aufgrund einer Spin-Bahn-Kopplung
Dielektrizitatskonstante

Kopplungskonstante der Spin-Bahn-Kopplung (L-S-Kopplung)
Viskositat

Transmission

Streuwinkel

Wellenlange

magnetisches Moment

Bohr'sches Magneton (Grundeinheit fiir atomare magnetische Momente)
Dipolmoment eines Nitroxid-Radikals

magnetisches Moment in Richtung der z-Achse (Magnetfeldrichtung)
Frequenz

Beobachter- bzw. Pumpfrequenz bei DEER-Messungen
Modulationsfrequenz eines CW-EPR-Spektrometers
Resonanzfrequenz des Resonators

Kreiszahl (= = 3,1415926...)

Interpulsverzégerungszeit

Zeit zwischen z/2- und z-Puls in der Beobachterfrequenz va

Zeitspanne nach 7 und vor dem n&chsten z-Puls in der
Beobachterfrequenz va

Rotationskorrelationszeit
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8 Anhang
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Abbildung 8.1: CW-EPR-Spektren einer Probe mit 15 mg mL™ P(Etss-co-nBuz) und 0,2 mM TEMPO in
DPBS-Puffer bei Temperaturen T zwischen 10 °C und 50 °C. Zur besseren Vergleichbarkeit der Spektren in
Bezug auf Polaritatsdnderungen (d. h. Anderungen von ais,) und Linienformveranderungen wurden diese auf den
Nulldurchgang des Mittelfeldsignals zentriert.®
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Abbildung 8.2: CW-EPR-Spektren einer Probe mit 15 mg mL™ P(Etx-co-nBuy;) und 0,2 mM TEMPO in
DPBS-Puffer bei Temperaturen T zwischen 10 °C und 78 °C. Zur besseren Vergleichbarkeit der Spektren
wurden diese auf den Nulldurchgang des Mittelfeldsignals zentriert.5°
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Abbildung 8.3: CW-EPR-Spektren einer 0,2 mM TEMPO-Referenzprobe in DPBS-Puffer bei Temperaturen T
zwischen 10 °C und 78 °C. Zur besseren Vergleichbarkeit der Spektren wurden diese auf den Nulldurchgang des
Mittelfeldsignals zentriert.5
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Abbildung 8.4: Intensitatsverhéltnis Ir = |I./I.| von Tieffeld- (schwarze Quadrate), Mittelfeld- (rote Kreise) und
Hochfeldsignal (blaue Dreiecke) als Funktion der Temperatur T einer 0,2 mM TEMPO-Referenzprobe in DPBS-
Puffer (vgl. CW-EPR-Spektren in Abbildung 8.3). Die nahezu lineare Abnahme von Iz mit zunehmendem T fur
alle drei Signale zeigt den zunehmend isotropen Charakter der CW-EPR-Spektren, da sich die TEMPO-
Spinsonden bei héheren Temperaturen schneller (d. h. gleichmaRiger bzw. isotroper) bewegen. Hierbei wiirde
ein Wert von Ir =1 einer perfekten Signalsymmetrie entsprechen, da dann die Intensitat oberhalb (l+) und
unterhalb (1.) der Nulllinie exakt gleich groR ware.®
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Abbildung 8.5: CW-EPR-Spektren einer Probe mit 15 mg mL™* P(Etss-co-nBuz) und 0,2 mM TEMPOL in
DPBS-Puffer bei Temperaturen T zwischen 10 °C und 50 °C. Zur besseren Vergleichbarkeit der Spektren
wurden diese auf den Nulldurchgang des Mittelfeldsignals zentriert.

1,08

1 .

1,07 .\.
\-/l\
J H—pg
t. \.

1,06 - kto\ Mo

| Aﬁx\f“. ‘\l\

A ey o=
1,05 : A %o o TN
’ A ""‘0\ “m—m "
X E A\A\ .\.7._.
1,04 - A4 o
e
- A4 .\ g
A, . L4
1,03 27N
A-a

J \\
1,02 A
1!01 ! I 4 | ! | 4 | | 4 1 ! | 4 | ! | 4 1

8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52
T/°C

Abbildung 8.6: Intensitatsverhéltnis Ir = |I./1.| von Tieffeld- (schwarze Quadrate), Mittelfeld- (rote Kreise) und

Hochfeldsignal (blaue Dreiecke) als Funktion der Temperatur T bei einer Polymerkonzentration von 15 mg mL™

P(Etss-co-nBuze) und 0,2 mM TEMPOL in DPBS-Puffer (vgl. CW-EPR-Spektren in Abbildung 8.5). Die griin

gestrichelte vertikale Linie zeigt die makroskopische Tribungstemperatur T, des PPE-Copolymers an.
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Abbildung 8.7: CW-EPR-Spektren einer Probe mit 15 mg mL™* P(Etss-co-nBuzg) und 0,2 mM TEMPON in

DPBS-Puffer bei Temperaturen T zwischen 10 °C und 50 °C. Zur besseren Vergleichbarkeit der Spektren
wurden diese auf den Nulldurchgang des Mittelfeldsignals zentriert.
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Abbildung 8.8: Intensitatsverhaltnis I = [I./I.| von Tieffeld- (schwarze Quadrate), Mittelfeld- (rote Kreise) und
Hochfeldsignal (blaue Dreiecke) als Funktion der Temperatur T bei einer Polymerkonzentration von 15 mg mL™
P(Etss-co-nBuyzs) und 0,2 mM TEMPON in DPBS-Puffer (vgl. CW-EPR-Spektren in Abbildung 8.7). Die grin

gestrichelte vertikale Linie zeigt die makroskopische Trilbungstemperatur T, des PPE-Copolymers an.
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Abbildung 8.9: Experimentell gemessene CW-EPR-Spektren (schwarz) zusammen mit ihren jeweiligen
Simulationen (rot) bei einer Polymerkonzentration von 15 mg mL™ P(Etss-co-nBuzg) und 0,2 mM TEMPO in

DPBS-Puffer mit den zugehorigen Temperaturen (links) und RMSD-Werten (rechts).°
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Abbildung 8.10: Experimentell gemessene CW-EPR-Spektren (schwarz) zusammen mit ihren jeweiligen
Simulationen (rot) bei einer Polymerkonzentration von 15 mg mL™ P(Etzs-co-nBuy7) und 0,2 mM TEMPO in

DPBS-Puffer mit den zugehorigen Temperaturen (links) und RMSD-Werten (rechts).°
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Abbildung 8.11: Experimentell gemessene CW-EPR-Spektren (schwarz) zusammen mit ihren jeweiligen
Simulationen (rot) einer 0,2 mM TEMPO-Referenzprobe in DPBS-Puffer mit den zugehérigen Temperaturen
(links) und RMSD-Werten (rechts).5°
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Abbildung 8.12: Experimentell gemessene CW-EPR-Spektren (schwarz) einer 0,2 mM TEMPO-Probe in
DPBS-Puffer bei 20 °C, mit (oben) und ohne (unten) Berticksichtigung der *C- und °N-Isotope in den
Simulationen (rot) gemeinsam mit den zugehdérigen RMSD-Werten (rechts). Es zeigt sich, dass durch
Einbeziehung der *C- (natrliche Haufigkeit = 1,11 %) und °*N-Isotope (natiirliche Haufigkeit ~ 0,36 %) in den
Simulationsansatz die RMSD-Werte mindestens um den Faktor 3 reduziert werden kdnnen. Da jedoch die
Nichtberticksichtigung der *3C- und **N-Kerne die Simulationsergebnisse in ihrer Aussagekraft hinsichtlich des
Polymerphasenseparationsprozesses nicht negativ beeinflusst und dariber hinaus auch zu einer signifikanten
Verkirzung der Simulationsrechenzeit fihrt, wurden diese Isotope in allen anderen in dieser Arbeit gezeigten
Simulationen vernachlassigt.®
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Abbildung 8.13: Gemessenes EPR-Spektrum (schwarz) einer Polymerprobe mit 15 mg mL™ P(Etss-co-nBuys)
und 0,2 mM TEMPO in DPBS-Puffer bei 26 °C, zusammen mit den simulierten Spektren der hydrophilen (blau)
und hydrophoben (rot) Sondenspezies. Die Signalintensitat | der hydrophoben Komponente (rote Kurve) wurde
der besseren Sichtbarkeit wegen mit dem Faktor 50 multipliziert. Der von einem gestrichelten Kasten umrahmte
B-Feldbereich des Hochfeldsignals ist in Abbildung 8.14 vergroRert dargestellt.®
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Abbildung 8.14: VergroRerter B-Feldbereich des Hochfeldsignals aus Abbildung 8.13 (gestrichelter Kasten) mit
dem gemessenem EPR-Spektrum (schwarz) sowie der simulierten hydrophilen (blau) und hydrophoben (rot)
Sondenspezies. Die gestrichelten schwarzen Doppelpfeile zeigen die Intensitét ober- (1) und unterhalb (l.) der
Nulllinie an, welche zur Berechnung des Intensitatsverhaltnisses Ir = |I./1.| bendtigt werden. Aufgrund der etwas
geringeren Umgebungspolaritdt und des damit verbundenen geringeren ais-Wertes der hydrophoben
Sondenspezies (rote Kurve) verschiebt sich deren Hochfeldsignalminimum unter das Hochfeldsignalmaximum
der hydrophilen Spezies (blaue Kurve). Die daraus resultierende starkere Abnahme von I. gegentber I. fihrt in
Summe zu einer Abnahme des Intensitatsverhaltnisses Iz des gemessenen EPR-Spektrums (schwarze Kurve),
welches eine gewichtete Superposition der einzelnen simulierten Spektren (blaue und rote Kurve) darstellt.®
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Abbildung 8.15: Transmission @ (linke Achse) und Intensitétsverhaltnis des Hochfeldsignals Ir(hf) (rechte
Achse) in Abhéngigkeit von der Temperatur T fiir die beiden Copolymere P(Etss-co-nBuys) (rote Quadrate) und
P(Etz4-co-nBuy7) (blaue Sterne) bei Polymerkonzentrationen von 15 mg mL™* und 0,2 mM TEMPO in DPBS-
Puffer. Zur besseren Vergleichbarkeit sind dariiber hinaus auch die Daten einer 0,2 mM TEMPO-Referenzprobe
(schwarze Kreise) in DPBS-Puffer angegeben. Die offenen Symbole mit gestrichelter Linie gehdren zur linken
©-Achse, wéhrend die gefullten Symbole mit durchgezogener Linie zur rechten Igr(hf)-Achse gehdren. Die
Schnittpunkte der Tribungskurven (offene Symbole mit gestrichelter Linie) mit der griin gestrichelten Linie bei
© =50 % wurden zur Bestimmung der angegebenen makroskopischen Triilbungstemperaturen T¢, verwendet.®
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Abbildung 8.16: Isotroper Landé-Faktor gis, als Funktion der Temperatur T fiir die beiden PPE-Copolymere
P(Etss-co-nBuzs) (rote Quadrate) und P(Et.s-co-nBuy;) (blaue Sterne), bei Polymerkonzentrationen von
15 mg mL~* und 0,2 mM TEMPO in DPBS-Puffer. Die offenen Symbole zeigen die hydrophile Komponente an,
wahrend die gefullten Symbole die hydrophobe Sondenspezies darstellen. Der besseren Vergleichbarkeit halber

sind auch die Daten einer 0,2 mM TEMPO-Referenzprobe in DPBS-Puffer als schwarze Linie gezeigt, wobei
auch die Unterbrechung der gisc-Achse zu beachten ist.®
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zurtickzufiihren (v = 34 GHz im Q-Band).*®’
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Abbildung 8.17: Experimentelle CW-EPR-Spektren (schwarz) gemessen bei einer Spinsondenkonzentration

von 0,47 mM zusammen mit ihren Simulationen (rot) im X-Band (links) und Q-Band (rechts). Die Spektren
gehdren zu den folgenden Proben: A) TEMPO in H,O, B) TEMPO in D,O, C) TEMPO in H,0/10 Vol.% THF,
D) TEMPO in THF, E) TEMPON in H,O und F) TEMPON in THF. Der RMSD-Wert jeder Simulation ist
jeweils rechts vom Spektrum angegeben. Eine vergrofRerte Darstellung des CW-EPR-Spektrums von TEMPO in
Wasser im X-Band (Spektrum A, links) ist in Abbildung 8.18 zu finden. Hinweis: Die B-Feldverschiebungen,
insbesondere in den Q-Band-Spektren (rechts), sind hauptsachlich auf leicht unterschiedliche Messfrequenzen
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Abbildung 8.18: Experimentelles X-Band-CW-EPR-Spektrum (schwarz) einer 0,47 mM TEMPO-Probe in H,O
bei einer Temperatur von 20 °C zusammen mit der entsprechenden Simulation (rot) und dem zugehdrigen
RMSD-Wert auf der linken Seite. Der schwarze Pfeil zeigt auf das recht breite Signal der hydrophoben TEMPO-
Spezies in der roten Simulationskurve. Im gemessenen EPR-Spektrum wird dieses Signal durch die *3C- und
5N-Resonanzlinien maskiert, welche im Simulationsansatz nicht beriicksichtigt wurden.s
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Abbildung 8.19: CW-EPR-Spektren im Q-Band von 0,47 mM TEMPO-Proben in verschiedenen H,O-THF-
Mischungen gemessen bei Raumtemperatur. Der VVolumenanteil von THF steigt von unten (reines Wasser) nach
oben (reines THF) an. Hinweis: Zur besseren Vergleichbarkeit der Spektren wurden in dieser Darstellung die auf
leicht unterschiedlichen Messfrequenzen beruhenden B-Feldverschiebungen nachtraglich korrigiert.*>”
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Abbildung 8.20: Experimentelle DEER-Zeitspuren V(t) (durchgezogene Linien) im X-Band (v=9,4 GHz)
zusammen mit ihren Hintergrundkorrekturkurven B(t) (gestrichelte Linien) (links), sowie die
hintergrundkorrigierten DEER-Zeitspuren F(t) der Spinsonde TEMPON (rechts) gemessen bei einer Temperatur
von 50 K und einer Sondenkonzentration von 0,47 mM. Die Graphen gehdren zu den folgenden Proben:
TEMPO in H20/10 Vol.% THF (schwarz), TEMPON in H»0/10 Vol.% THF (blau), TEMPO in reinem THF
(rot) und TEMPON in reinem THF (griin).*"
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Abbildung 8.21: Echodetektierte Puls-X-Band-ESE-Spektren (schwarz) zusammen mit den entsprechenden

Simulationen (rot) von TEMPO (A) und TEMPON (B) in H,0/10 Vol.% THF (links) und reinem THF (rechts)
gemessen bei einer Sondenkonzentration von 0,47 mM und einer Temperatur von 50 K. Der RMSD-Wert einer

jeden Simulation ist jeweils rechts vom Spektrum angegeben.s’

Tabelle 8.1: Isotroper Landé-Faktor gis, und isotrope Hyperfeinkopplungskonstante ais, Sowie spektraler
Spinsondenanteil f bestimmt anhand der Simulation der in Abbildung 8.21 gezeigten echodetektierten Puls-X-

Band-EPR-Spektren.
Spinsonde ) . _ _ 0
(Spezies) Losungsmittel Oiso aiso / MHz f/%
TEMPO
(hydrophil) 2,005535 53,1924 33,02
TEMPO H20/10 Vol.% THF 2,006079 48,0041 66,98
(hydrophob) ' ’ '
TEMPON 2,005489 50,5786 100
TEMPO 2,006337 48,1697 100
THF
TEMPON 2,006054 45,8934 100
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Abbildung 8.22: Experimentelle 3-Puls-ESEEM-Zeitspuren zusammen mit ihren angepassten gestreckten
Exponentialfunktionen (siehe Tabelle 8.2) gemessen bei einer Spinsondenkonzentration von 0,47 mM und einer
Temperatur von 50 K (links), sowie die entsprechenden Fourier-transformierten Kernfrequenzspektren (rechts).
Die Graphen gehdren zu den folgenden Proben: TEMPO in H,0/10 Vol.% THF (schwarz), TEMPON in
H>0/10 Vol.% THF (blau), TEMPO in reinem THF (rot) und TEMPON in reinem THF (grun). Man beachte
auch die unterschiedlichen Intensitaten | in den Kernfrequenzspektren, obwohl die Sondenkonzentration und
Probenmenge (d. h. der Fiillstand des ProbengefaRes) stets konstant waren.*’

Tabelle 8.2: Longitudinale Kernspinrelaxationszeit Ti, und Streckungsfaktor xs, erhalten durch exponentielle
Anpassung der in Abbildung 8.22 dargestellten 3-Puls-ESEEM-Zeitspuren.

Spinsonde Lésungsmittel Graphenfarbe in Abbildung 8.22 Tin/ NS Xs
TEMPO schwarz 5384,2 0,8149
H.,0/10 Vol.% THF
TEMPON blau 4169,7 0,4871
TEMPO rot 3195,8 0,5312
THF
TEMPON grin 2850,3 0,6550
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Abbildung 8.23: ESI-Massenspektren von 200 uM Nitroxid-Radikalproben in H,O und THF. Dargestellt ist das
Masse-zu-Ladung-Verhaltnis m/z im Bereich des erwarteten [2M-+Na*]-lons bei m/z 335 fir TEMPO bzw.

m/z 363 fir TEMPON.%
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Abbildung 8.24: Gezoomte ESI-Massenspektren im m/z-Bereich der molekularen lonen [M*] und [2M-+Na*]
einer wassrigen 200 UM TEMPO- und TEMPON-Probe.*’
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Abbildung 8.25: CID-Massenspektrum des lons [2M-+Na*] bei m/z 335 aus der ESI-MS-Analyse einer 200 uM
TEMPO-Probe in H,0.%%
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Abbildung 8.26: Experimentelle CW-EPR-Spektren im Q-Band (v~ 34 GHz) von wéssrigen TEMPO-Proben
mit unterschiedlicher Spinsondenkonzentration bei Raumtemperatur. Hinweis: Aufgrund leicht unterschiedlicher
Messfrequenzen wurden alle Spektren in dieser Abbildung auf den Nulldurchgang des Muittelfeldsignals
zentriert, um eine bessere Vergleichbarkeit zu gewahrleisten.*’
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Abbildung 8.27: Berechnetes freies Enthalpieprofil fir eine TEMPON-Dimerbildung im waéssrigen Medium
anhand des Stickstoff-Stickstoff-Abstandes.'*’
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Abbildung 8.28: CW-EPR-Spektren im Q-Band (v~ 34 GHz) 0,47 mM TEMPO-Proben in wassriger Lésung
gemessen bei Raumtemperatur mit Produktchargen der Hersteller Sigma-Aldrich (schwarz, oben) und Fluka
(magenta, unten). Hinweis: Die geringfligig unterschiedlichen Spektralintensitaten sind ausschlieflich auf leicht
verschiedene Phaseneinstellungen wahrend der Messung zuriickzufiihren.5’
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