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1 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wird die erfolgreiche Darstellung von wasserléslichen, pH-sen-
sitiven Fluoreszenzsonden auf Basis von Halbleiternanokristallen mittels einer Emulsions-
polymerisation prisentiert. Das genutzte Konzept beruht auf einem Forster-Resonanz-
Energie-Transfer (FRET) zwischen emittierenden Halbleiternanokristallen als Donoren

und pH-sensitiven Farbstoffen in der Polymerhiille als Akzeptor.

Zunichst wurden fur die Umsetzung die kommerziell erhiltlichen pH-Indikatoren Brom-
kresolpurpur und Bromthymolblau mittels Suzuki—Kupplung so funktionalisiert, dass sie
sich durch die Einfihrung einer Styryl-Gruppe radikalisch polymerisieren lassen. Zusitz-
lich wurde ein Methylrotderivat totalsynthetisch aufgebaut, welches ebenfalls eine Styryl—
Gruppe enthilt. Diese drei polymerisierbaren pH-Indikatoren weisen alle einen pH-Um-
schlagspunkt in physiologischen Milieu auf und dienen in den Fluoreszenzsonden als

FRET—Akzeptor.

Fir die Darstellung dieser pH-sensitiven Fluoreszenzsonden wurden als FRET-Donoren
Halbleiternanokristalle ausgewéhlt, deren Emission ﬁberwiegend mit lediglich einer Ab-
sorptionsbande der pH-Indikatoren iiberlappt. Die beiden FRET-Partner sind anschlie-
8end in einer Emulsionspolyrnerisation miteinander verbunden worden, sodass ein Ener-
gietransfer zwischen den beiden Chromophoren gewéhrleistet ist. Dies bewirkt selektiv in
einem definierten pH-Bereich eine dynamische Loschung der Fluoreszenz durch einen
Férster—Resonanz—Energie—Transfer. Fiir die Triphenylmethanfarbstoffe ist dieser spektrale
Uberlapp bei pH-Werten im basischen Milieu gegeben. Bei dem Methylrotderivat erfolgt

ein Loschen der Fluoreszenz im sauren Milieu.

In Abbildung 1.1 sind exemplarisch die Fluoreszenzsonden auf Basis des hergestellten
Methylrotderivates abgebildet. Deutlich zu erkennen ist der Farbumschlag des pH-Indika-
tors: Bei niedrigen pH-Werten iiberwiegt die rote Form des Indikators und bei hohen die
gelbe Form. Da die rote Form einen spektralen Uberlapp mit der Partikel-Emission auf-
weist, kommt es hier zu einer Fluoreszenzléschung durch einen Forster-Resonanz-Energie-
Transfer. Unter UV-Licht ist deutlich zu erkennen, dass die Emissionsintensitit der Fluo-

reszenzsonden mit abnehmenden pH-Wert ebenfalls abnimmt.
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Abbildung 1.1: Wasserlésliche, pH-sensitive Fluoreszenzsonden bei unterschiedlichen pH-Werten unter Weifilicht
(links) und unter UV-Licht (254 nm, rechts). Bei der Anderung des pH-Wertes einer sauren Probe durch Zugabe
von Natronlauge erfolgt ein Farbumschlag des eingebauten Indikatormolekiils. Infolgedessen kann die Emission der
Halbleiternanokristalle ungehindert nach auflen dringen. Die Konstrukte lassen sich gezielt iiber den pH-Wert

yein-“ und ,,ausschalten®.

Ebenfalls ist in Abbildung 1.1 der Farbumschlag der Probe mit einem pH-Wert von 3.0
gezeigt. Durch Zugabe von Natronlauge wird der pH-Wert auf einen Wert von 9.0 erhéht.
Es kommt zu einem Farbumschlag des Indikators von rot nach gelb. Damit geht auch der
spektrale Uberlapp zwischen der Partikel-Emission und der Indikator-Absorption verlo-
ren. Folglich ist in diesem Fall keine Léschung durch den Indikator mittels Forster-Reso-
nanz—Energie—Transfer méglich und die Probe beginnt wieder zu emittieren. In weiteren
Experimenten konnte zeigt werden, dass es sich bei den beschriebenen Léschprozessen
um dynamische Prozesse handelt und sich somit neben der Fluoreszenzintensitit auch die

Fluoreszenzzerfallszeit dndert.

Bei Verwendung der Triphenylmethanfarbstoffe findet das dynamische Léschen im basi-
schen Milieu statt, wohingegen das Loschen im sauren Milieu mit Einsatz des Methylrot—
derivates erreicht werden kann. Es ist somit zum einen mdoglich die dargestellten Kon-
strukte gezielt iitber den pH-Wert ,ein-“ und ,auszuschalten®, andererseits erlauben die
Fluoreszenzeigenschaften der Konstrukte Riickschliisse auf den umgebenden pH-Wert.
Durch die Wahl der Indikatorfarbstoffe ist je nach Konstrukt ein Energietransfer im basi-

schen oder im sauren Milieu moglich.
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2 Abstract

In this work, the successful preparation of water-soluble, pH-sensitive fluorescence probes
based on semiconductor nanocrystals using emulsion polymerization is presented. The
concept is based on a Forster resonance energy transfer (FRET) between emitting semi-
conductor nanocrystals as donor and pH-sensitive indicators in a polymer shell as accep-

tor.

First, the commercially available pH indicators bromocresol purple and bromothymol blue
were functionalized with a styryi group by Suzuki coupling o) they could be radicaiiy
polymerized. In addition, a rnethyi red derivative was synthesized, which also contains a
styryi group. All three poiyrnerizabie pH indicators have a pH transition point under

physioiogicai conditions and serve as FRET acceptors in the fluorescence Probes.

For the preparation of these pH—sensitive fluorescent probes, semiconductor nanocrystais
were selected as FRET donors whose emission overlaps seiectiveiy with one absorption
band of the pH indicators. The two FRET partners were subsequently joined together in
an emulsion poiyrnerization, thus ensuring energy transfer between the two chromo-
phores. This seiectiveiy effects a dynarnic quenching of the fluorescence by a Forster reso-
nance energy transfer in a defined pH range. For the triaryirnethane dyes, this spectrai
overiap is given at pH values in basic conditions. In the case of the methyi red derivative,

the fluorescence is quenched in acidic conditions.

Figure 2.1 shows fluorescence probes based on the synthesized methyl red derivative. The
color change of the pH indicator is clearly recognizabie: at low pH values, the red form of
the indicator predominates while at high values the yellow form predominates. The spec-
tral overlap of the red absorption band with the particle emission leads to quenching by
FRET. It is clearly seen that the emission intensity under UV light of the fluorescence

probes also decreases with decreasing pH.
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Figure 2.1: Water-soluble, pH-sensitive fluorescent sensors at different pH values under day light (left) and under
UV light (254 nm, right). By changing the pH of an acidic sample by addition of sodium hydroxide solution, a color
change in the incorporated indicator dye takes place. As a result, the emission of the nanocrystals can pass. These

constructs can be specifically switched "on" and "off" by changing the pH.

In figure 2.1 the color change of the sample with a pH of 3.0 ist shown as well. By addition
of sodium hydroxide solution, the pH is increased to a value of 9.0. This induces a color
change of the indicator dye from red to yeHow. Thus, the spectral overlap between the
particle emission and the indicator absorption is lost. Consequentiy quenching by the
indicator via Forster resonance energy transfer is not possible anymore and the sample
starts to re-emit. In further experiments the dynamic nature of the quenching processes
were proven. Dynamic quenching leads to a decrease of the fluorescence intensity and of

the fluorescence lifetime as well.

By using the triarylmethane dyes, dynamic quenching takes place at basic conditions,
whereas quenching in acidic conditions can be achieved with the use of the methyl red
derivative. On the one hand, it is possible to switch the illustrated constructs "on" and
"off" by changing the pH value; on the other hand, the fluorescence properties of the
constructs permit conclusions to be drawn on the surrounding pH value. The choice of

indicator dyes enables energy transfer in the alkaline or acidic environment.
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3 Einleitung

Laut einer Studie des Zentrums fiir Krebsregisterdaten des Robert Koch-Instituts, sind in
Deutschland im Jahr 2014 etwa 476 000 Krebsneuerkrankungen diagnostiziert worden.
Fiir 2018 wird eine Zahl von rund 500 000 Neuerkrankungen prognostiziert." Diese er-
schreckende Zahl wird nach jetzigem Kenntnisstand noch davon iibertroffen, dass rund
50% der Mianner sowie 44% der Frauen in Europa im Laufe ihres Lebens an Krebs er-
kranken werden. Vermutlich werden jeder vierte Mann sowie jede finfte Frau der Bun-
desrepublik Deutschland an einem Krebsleiden versterben.! Krebs ist damit die dritthiu-
figste Todesursache in der westlichen Welt und nach den Herz-Kreislauferkrankungen die
zweithiufigste Todesursache in Deutschland® sowie der Europiischen Union (EU-28).3
Diese dramatischen Zahlen verdeutlichen, wie dringlich die Suche nach einer schnellen
Diagnostik fir Krebserkrankungen ist, denn die Uberlebenschancen sinken mit Fort-
schreiten der Krankheit rapide. Eine Fritherkennung ist somit unabdingbar. Nur eine
schnelle Diagnose der Krankheit erméglicht optimale Heilungs- und Therapieméglichkei-

ten.

Buck- Hamo- HI-Virus Escherichia Rote Blut- Durch-

minster-  globin Coli kérperchen messer
Fulleren eines
Ceo Haares
1nm 10 nm 100 nm 1pm 10um 100pm

Abbildung 3.1: Grolenskala zur Einordnung von Nanomaterialien.*

Durch den Einsatz der Nanotechnologie ergeben sich im Bereich der Therapie und Diag-
nostik zahlreiche neue Mé’)glichkeiten. Nanokristalle nehmen lediglich eine Grofle von
wenigen Nanometern ein, damit befinden sie sich auf der in Abbildung 3.1 gezeigten Skala
im Bereich der Proteine, wie zum Beispiel Himoglobin.* Aufgrund dieser geringen Ab-
messungen konnen sie direkt in Wechselwirkungen mit Proteinen oder zelluldren Bestand-
teilen dieser Gréﬁenordnung treten. So werden bereits Eisenoxidnanokristalle in der Di-
agnostik als MRT-Kontrastmittel>® eingesetzt, auch ein Einsatz in der Tumorbekéimpfung
mittels Hyperthelrmie6 ist méglich. Zudem werden Silbernanopartikel als antiseptisches

Material zur Wundheilung7 verwendet.
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Ein weiteres Material, welches in der Nanotechnologie groﬁe Erfolge erzielt hat, sind Halb-
leiternanokristalle. Einige von diesen begleiten uns bereits heute nahezu téiglich durch
unseren Alltag, seien es Titandioxidnanokristalle in Sonnencremes®, Zahnpasta® und

1L12 sowie in hochauflo-

Wandfarben'® oder fluoreszierende Nanokristalle in Leuchtdioden
senden Displays von Fernsehgeriten'>'*. Insbesondere fluoreszierende Halbleiternanokris-
talle bieten durch ihre neuartigen Eigenschaften ein hohes Potential, um in der medizini-
schen Therapie oder Diagnostik eingesetzt zu werden." Trotz aller Vorteile ist es jedoch
notwendig, die toxikologischen Bedenken zu beriicksichtigen. Daher finden Halbleiterna-
nokristalle zunichst in der in-vitro-Diagnostik Anwendung, es konnen also Gewebe-
schnitte mit ihnen angefirbt oder fluoreszenzmikroskopisch untersucht werden.'®” Um
dieses Konzept erfolgreich zZu Verfolgen, ist es notwendig die Halbleiternanopartikel unter
Erhalt ihrer besonderen Eigenschaften zZu biokompaltibilisieren.18_21 Im Rahmen dieser Ar-
beit wird eine Route prisentiert, welche neben dem erfolgreichen Transfer der Halblei-
ternanokristalle ins wissrige Medium auch eine Methode zur Entwicklung von pH-sensi-
tiven Fluoreszenzsensoren fiir mégliche diagnostische in-vitro-Verfahren beschreibt. Dazu
wird sich der Prozess des Forster-Resonanz-Energie-Transfers (FRET) zu Nutze gemacht.
Dieser erlaubt einen strahlungslosen Energieiibertrag von einem angeregten Donor auf
einen Akzeptor. Erste Veroffentlichungen zeigen bereits das hohe Potential von Halblei-
ternanokristallen als Donoren fiir diesen Prozess. So ist es bereits rnt')glich, durch den
Einsatz von Halbleiternanokristallen mittels eines F('jrster—Resonanz—Energie—TranSfers
Energie auf andere Halbleiternanokristalle’, Fluoreszenzfarbstoffe***, Antikorper®, Pro-

teine®>?>, DNA-Molekiile* oder andere Biokonjugate®* zu iibertragen.
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Wie zuvor erldutert bieten Nanopartikel ein breites Anwendungsspektrum fir die Medi-
zin. Im folgenden Abschnitt wird detailliert beschrieben, welchen Eigenschaften insbeson-
dere Halbleiternanokristalle ihr hohes Potential fiir den Einsatz in der medizinischen Di-
agnostik verdanken. Weiterhin wird auf die physikalisch-chemischen Grundlagen dieser
Eigenschaften und Effekte eingegangen. Auch die verwendeten Charakterisierungsmetho-

den werden erldutert.

4.1 Bandstrukturen im Festkérper

Festkorper lassen sich aufgrund ihrer elektrischen Eigenschaften in drei Kategorien ein-
teilen. Die Einteilung erfolgt dabei iiber den Verlauf und die Lage sogenannter Energie-
binder, in denen sich die Elektronen frei im Kristall bewegen kénnen. In einem Kristall
gibt es grundséitzlich zwei Arten solcher Energiebénder: Zum einen das besetzte Valenz-
band und zum anderen das unbesetzte Leitungsband. Sobald Elektronen aus dem Valenz-
band in das Leitungsband angeregt werden, wird eine elektrische Leitféhigkeit erzeugt.
Entscheidend fiir die Klassifizierung eines Materials ist die relative Lage dieser beiden
Binder zueinander. Kommt es zu einer Uberlappung beider Bénder, kénnen Elektronen
problemlos ohne jegliche Art von Energie vom Valenzband in das Leitungsband gelangen.
Solche Materialien werden Leiter genannt. Leiter sind in der Lage permanent Strom zu
leiten. Auch bei halbbesetzten Valenzbindern, wie es bei Alkalimetallen der Fall ist,
kommt es zu einer elektrischen Leitféhigkeit. Betragt der Abstand der beiden Binder ma-
ximal 4 eV?, kann diese Energiedifferenz beispielsweise durch Anregung mit Wirme oder
Licht {iberwunden werden. Bei solchen Materialien handelt es sich um Halbleiter. Halb-
leiter sind in der Lage Strom zu leiten, sofern die Elektronen durch ausreichend Energie
ins Leitungsband angeregt werden. Liegt der Betrag der Bandliicke jedoch iiber 4 €V, so
wird von Isolatoren gesprochen. In so einem Fall ist eine thermische Anregung der Elekt-
ronen in das Leitungsband nicht mehr ohne Weiteres méglich. Die Dunkelleitfahigkeit
des Materials ist deshalb sehr klein.?® Die Lage der Energiebénder der unterschiedlichen
Materialien ist in Abbildung 4.1 schematisch dargestellt. Wird bei einem Halbleiter das
Elektron in das Leitungsband angeregt, so bleibt im Valenzband ein positiv geladenes Loch



4 Theoretische Grundlagen

zuriick. Elektron und Loch sind im Kristall frei beweglich, jedoch durch Coulomb-Wech-
selwirkungen aneinander gebunden. Diese Elektron-Loch-Paare werden Exzitonen ge-

nannt.

Leitungs-
band

Leiter Halbleiter Isolator

Valenz-
band

Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Bandstrukturen in Festké’)rpern.

4.2 Besonderheiten nanoskaliger Systeme und Gréenquantisierungseffekt

Bei Nanostrukturen tritt bei Unterschreiten einer gewissen Grofe eine Abhéngigkeit der
physikalischen und chemischen Eigenschaften von der Partikelgréﬂe auf. Dies resultiert
aus dem besonders hohen Anteil an Oberflichenatomen im Verhiltnis zum Volumenma-

terial. Dieser Zusammenhang wird in Abbﬂdung 4.2 besonders deutlich.*

10 nm
Kantenldnge Zahl Volumen Oberfliche
d. Wiirfel d. Wiirfel d. Wiirfel d. Wiirfel
1cm 1 1cm? 0.0006 m?
1 mm 10° 1 cm? 0.006 m?
1 um 10" 1cm? 6m?
1nm 10% 1cm? 6000 m?

Abbﬂdung 4.2: Modell zur Veranschaulichung des Oberfliche-zu-Volumen-Verhiltnisses von Nanopartikeln.4

Da bei einem makroskopischen Volumenmaterial die Oberflichenatome nur einen ver-

schwindend geringen Anteil an den gesamten Atomen darstellen, nehmen diese nahezu
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keinen Einfluss auf die Eigenschaften des Materials. Wird ein Volumenkristall jedoch ver-
kleinert, so nimmt der Anteil an Oberflichenatomen maﬁgeblich Einfluss auf die Materi-

aleigenschaften.*

Bei Halbleiternanokristallen tritt zusitzlich der sogenannte Gréflenquantisierungseffekt
auf. Dabei verindert sich die Energiedifferenz zwischen Leitungs- und Valenzband. Diese
Bandliicke stellt dann keine Materialkonstante mehr dar, wie es beim makroskopischen
Festkorper der Fall ist, sondern ist stark von der Grofle des Partikels abhingig. Durch den
Gr6Benquantisierungseffekt lasst sich die Zunahme der Bandh’ickenenergie von Halblei-

ternanokristallen mit abnehmender Partikelgréfge beschreiben.

Dieser Effekt lisst sich iiber die Methode der Linearkombination von Atomorbitalen
(LCAO) erkldren. Es kommt bei abnehmender Partikelgréfie zu einer Anhebung des Lei-
tungsbandes und zu einer Absenkung des Valenzbandes. Dadurch vergréfert sich folglich
die Energiedifferenz, also die Bandliicke, dieser beiden Bander. Dieser Zusammenhang ist
in Abbildung 4.3 dargestellt. Ausgehend vom makroskopischen Halbleiter iber den Halb-

leiternanokristall bis hin zum einzelnen Molekiil nimmt die Bandh’ickenenergie stetig zu.

LUMO S .

©

einzelnes Halbleiter- makroskopischer
Molekiil Nanokristall Halbleiter

HOMO

—

Anzahl der Atome

Abbﬂdung 4.3: Schematische Darstellung der Bandstruktur in einzelnen Molekiilen, in Halbleiternanokristallen und
im makroskopischen Halbleiter. Deutlich zu erkennen ist die Zunahme der Bandlﬁckenenergie mit abnehmender

Materialgré@e.

Grundsitzlich halten sich Elektronen in Orbitalen mit diskreten Energieniveaus auf. Wer-
den mehrere Atomorbitale zu Molekiilorbitalen kombiniert, so entstehen bindende und
antibindende Molekiilorbitale. Die bindenden Molekiilorbitale liegen dabei grundsitzlich
energetisch niedriger als die dazugehérigen antibindenden Molekiilorbitale. Somit halten
sich die Elektronen vorwiegend in den energetisch giinstigeren bindenden Molekiilorbita-

len auf. Die Molekiilorbitale haben, wie die Atomorbitale, diskrete Energieniveaus. Im
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makroskopischen Festkt')rper kommt es zu einer so dichten Aneinanderreihung der Ener-
gieniveaus, dass eine Separation nicht mehr mt')glich ist. Sie verschmelzen zu Energiebéin-
dern. Auch bei Nanokristallen liegen diskrete Energieniveaus vor. Die Dichte dieser Ener-
gieniveaus ist deutlich hoher als beim einzelnen Molekiil, daher wird der Abstand der
bindenden und antibinden Orbitale verringert. Da es sich bei Nanokristallen um einen
Grenzbereich zwischen Molekiilen und makroskopischen Festkorpern handelt, kommt es
bei ihnen zur Bildung von vielen extrem schmalen Energieniveaus. Da mit abnehmender

Partikelgrofle die Anzahl der Atome und folglich auch die der Bander-bildenden Orbitale

abnimmt, steigt die Energiedifferenz mit abnehmender Partikelgréfie an.

Quantitativ lasst sich dieser Effekt bei sphirischen Nanokristallen am Modell des
Teilchens im Kasten demonstrieren. Es wird zu Grunde gelegt, dass es sich um einen
Kristall mit einem periodischen Gitter in alle drei Raumrichtungen handelt, in dem die
Ladungstriger die Teilchen sind und der Nanokristall der Kasten. Es wird dabei die
Annahme von De Broglie zu Grunde gelegt, dass Elektronen sich sowohl als Teilchen, als
auch als Welle durch den Kiristall bewegen kénnen. Zur exakten Beschreibung wird ein
Kiristall angenommen, welcher seine Winde bei x=0 und x= L hat. L entspricht dem
Durchmesser des Kristalls. Zwischen diesen Winden ist das Potential gleich Null und an
den Winden unendlich hoch. Somit kann sich das Elektron ausschlieflich innerhalb des
Kastens aufhalten. Es lasst sich die Schrédingergleichung fiir einen 1D-Fall nach

Gleichung 4.1 formulieren:*”

__mo -
Ep=———= (Gleichung 4.1)
Mit: E Energieeigenwert

Y: Wellenfunktion des Teilchens

h: reduziertes Plancksches Wirkungsquantum

m: Masse des Teilchens

Ortskoordinate

3

Die Schrédingergleichung aus Gleichung 4.1 lasst sich auch durch eine Kombination von

Sinus- und Kosinusfunktionen nach Gleichung 4.2 beschreiben.?”

10
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Y = C - sin(kx) + D - cos(kx) (Gleichung 4.2)

Mit: C, D Konstanten
k Wellenvektor

Da sich das Elektron lediglich innerhalb des Kastens aufhalten kann, kénnen folgende
Randbedingungen aufgestellt werden: Die Wellenfunktion muss zum einen stetig sein und
zum anderen an den Potentialwinden den Wert Null annehmen. Konkret betrachtet be-
deutet das, dass beim Einsetzen von x= 0 sowie x = L die Funktion nach Gleichung 4.2
Null werden muss. Wird fur x=0 eingesetzt, so entfillt der zweite Summand der
Gleichung 4.2 Vollstéindig, sobald D den Wert Null annimmt. Im Anschluss wird die
vereinfachte Funktion bei x= L betrachtet. Die Wellenfunktion soll hier ebenfalls den
Wert Null annehmen.?” Es wire denkbar C ebenfalls gleich Null zu setzen, jedoch wire
diese Lt')sung physikalisch nicht sinnvoll, da die Aufenthaltswahrscheinlichkeit des
Elektrons dann im gesamten Kasten Null betriige. Bei genauerer Betrachtung der
Sinusfunktion, ldsst sich erkennen, dass sie nur den Wert Null annimmt, wenn es sich bei
kx um n ganzzahlige vielfache von 7 handelt. Es gilt Gleichung 4.3.

kL=nm — k = nL—n (Gleichung 4.3)
Wird Gleichung 4.3 in die vereinfachte Wellenfunktion eingesetzt, so ergibt sich Glei-
chung 4.4.

Y=2C- sin(nL—n x) (Gleichung 4.4)

Zur weiteren Betrachtung wird die Energie eines freien Teilchens, welche nach Glei-

chung 4.5 definiert ist, herangezogen.

k?h?
2m

E =

(Gleichung 4.5)

Wird Gleichung 4.3 auf die Energie eines freien Teilchens nach Gleichung 4.5 angewendet,
so ergibt sich Gleichung 4.6 fiir die Energie des Teilchens.”

_ n?n?m? _ n?p?
T 2ml2 8ml?

mitn e N (Gleichung 4.6)

11
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Die Energie vom Teilchen im Kasten ist im Gegensatz zu der Energie freier Teilchen
gequantelt. Folglich konnen nur diskrete Werte fiir die Energie des Ladungstrégers ange-

nommen werden konnen. Diese lassen sich durch die Quantenzahl n beschreiben.

Werden die Abmessung eines kristallinen Festkorpers in mindestens einer der drei Raum-
richtungen auf den Wert der De Broglie-Wellenlinge reduziert, kommt es zu einer Be-
schrinkung der Wellenfunktion.”® Aus Gleichung 4.6 wird ersichtlich, dass die Energie
mit Zunahme der Quantenzahl n und Abnahme des Teilchendurchmessers L betrichtlich
ansteigt.”” Dieses Verhalten ist schematisch in Abbildung 4.4 dargestellt.

A A
n=3
n=2

0 L

Abbildung 4.4: Modell des Teilchens im Kasten mit den Wellenfunktionen der ersten drei Energieniveaus.

Bei Halbleiternanokristallen kommt es bei Unterschreiten einer gewissen Grofle zur Be-
schréinkung. Konkret bedeutet das, dass die Abmessung des Partikels lediglich o) groﬁ wie
die Exzitonen selbst oder gar kleiner sind. In so einem Fall kann sich das Exziton nur
innerhalb des Kristalls befinden, wenn sich Elektron und Loch in einem Zustand hoherer
kinetischer Energie befinden.” Daher nimmt die Bandliicke mit abnehmender Partikel-
grofle zu. Quantitativ lasst sich die Anderung der Bandliickenenergie im Nanokristall im
Vergleich zum néherungsweise unendlich ausgedehntern Volumenmaterial iiber die Brus-

Formel nach Gleichung 4.7 beschreiben.3%3!

AE =

72h2 (1 1) 1.786¢€>
2R?

s S (Gleichung 4.7)

Mit: AE: Energieé’mderung zur Materialkonstante des Volumenmaterials

h: reduziertes plancksches Wirkungsquantum

R Radius des Teilchens

12
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my: effektive Masse des Elektrons

my:  effektive Masse des Lochs

e Elementarladung
g:  Dielektrizititskonstante im Vakuum
&:  Hochfrequenzdielektrizititskonstante des makroskopischen Materials

Die Brus-Formel setzt sich aus einem Term der kinetischen Energie (Minuend) und einem

Term, welcher die Coulomb—Energie beschreibt (Subtrahend), zusammen.

4.3 Halbleiternanokristalle

Aufgrund des zuvor beschriebenen Gr686nquantisierungseffektes sind die optischen Ei-
genschaften von Halbleiternanokristallen abhingig von ihrer Gréfie. Je kleiner der Parti-
kelradius ist, desto weiter verschieben sich die Wellenléinge der Emission und Absorption
zu hoheren Energien. Grundsitzlich sind die Banden im Emissionsspektrum im Vergleich
zu den dazugehérigen Absorptionsbanden immer zu kleineren Energien verschoben. Die-

ser Effekt wird Stokes-Shift genannt und wird an folgender Abbildung 4.5 veranschaulicht.

Abbildung 4.5: Unterschiedliche Energieniveaus in einem Halbleiternanokristall sowie die Erzeugung und Rekom-

bination eines Exzitons.

Bei der Absorption eines Photons wird ein Elektron aus seinem elektronischen Grundzu-
stand in einen angeregten elektronischen Zustand angehoben. Dabei wird das Elektron in

einen hoheren Schwingungszustand angeregt. Anschlieflend relaxiert das Elektron zu-

13
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nichst strahlungslos in den Schwingungsgrundzustand des angeregten elektronischen Zu-
stands. Erst danach rekombiniert das Elektron unter Aussendung eines Photons mit dem
Loch in den Grundzustand.” Aufgrund dieser strahlungslosen Desaktivierung ist das emit-
tierte Licht energiedrmer als das absorbierte. Die unterschiedlichen Relaxationsprozesse
haben zusitzlich Einfluss auf die Fluoreszenzzerfallszeiten.3>~3® In Cadmiumselenid-Nano-
kristallen ldsst sich der exzitonische 1S-Zustand in fiinf Energieniveaus einteilen, welche
sich im Drehimpuls Fvoneinander unterscheiden: F= 0%, 0%, 1%, +1* und +2.3536 [ steht
fir den energetisch hoheren und L fiir den energetisch niedrigeren Zustand. Fiir den
Ubergang eines Elektrons gﬂt die Auswahlregel, dass die Anderung des Gesamtdrehim-
pulses +1 betragen muss.3® Bestimmte Ubergéinge, bei denen die Anderung des Gesamt-
drehimpulses andere Werte als +1 annimmt sind somit verboten, das Exziton befindet sich
in einem sogenannten Dunkelzustand. Ist ein Ladungstriger in einen Dunkelzustand ge-
langt, so bedeutet das Zwangsléiufig, dass er aus einem héherenergetischen Zustand in
diesen Dunkelzustand gelangt ist. Er muss dabei Energie, zum Beispiel durch Abgabe
akustischer Phononen, verloren haben.3? Fiir eine strahlende Relaxation aus einem Dun-
kelzustand muss der Ladungstriger erst wieder durch Anregung mittels thermischer Ener-
gie in ein Niveau aus dem ein Ubergang erlaubt ist, gelangen, oder es erfolgt eine strah-
lende Relaxation aufgrund von Wechselwirkungen mit Phononen. Da diese Prozesse eine
gewisse Zeit in Anspruch nimmt, erklirt das die relativ langen Fluoreszenzabklingzeiten

von Cadmiumselenid-Nanokristallen.

Weitere typische Kenngroflen fir Halbleiternanokristalle sind neben der Emissions- und
der Absorptionswellenlénge auch die Fluoreszenzquantenausbeute, die ein Verhiltnis aus
der Anzahl der emittierten und der absorbierten Photonen ist. Aufgrund von Fehlstellen
im Kristall oder nicht abgesittigten Valenzen an der Kristalloberfliche kénnen Ladungs-
triger in sogenannten traps gefangen werden und so eine Rekombination unterbunden
werden. Die Fluoreszenzquantenausbeute kann zusitzlich durch strahlungslose Rekombi-

nation der Elektron-Loch-Paare gemindert werden.”

In Abbildung 4.6 sind Lésungen von Cadmiumselenid-Nanokristallen unterschiedlicher
Grofie unter UV-Licht dargestellt. Deutlich zu erkennen ist die unterschiedliche Farbe des
Emissionslichtes, welches durch die unterschiedlichen Energiebetrige der Bandliicke

verursacht wird.

14
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Abbildung 4.6: Losungen von CdSe-Nanokristallen unterschiedlicher Grofle unter UV-Licht.?®

Zur Optimierung der optischen und elektronischen Eigenschaften ist es mé')glich eine
Schicht aus einem weiteren halbleitenden Material auf die Partikeloberfliche aufzubrin-
gen. Es kommt zu einer Passivierung der Oberfliche, wodurch zum einen die vorhanden
Fehlstellen abgesiittigt werden kénnen und zum anderen die strahlungslose Rekombina-
tion minimiert wird. Je nach Wahl des Schalenmaterials lassen sich zudem die Emissions-
und Absorptionswellenlinge zielgenau einstellen. In Abhingigkeit der Lage der Bandlii-
cken von Kern- und Schalenmaterial zueinander, erfolgt die Unterteilung der Kern-Schale-
Partikel in verschiedene Typen: Liegt die Bandliicke des Kernmaterials Vollstéindig inner-
halb der des Schalenmaterials, wird von Typ-I-Kern-Schale-Partikeln gesprochen.* Wird
ein Schalenmaterial aufgebracht, welches mit der Bandliicke entweder die Valenzband-
kante oder die Leitungsbandkante des Kerns umschlief§t, handelt es sich um ein Typ-II-
Kern-Schale-Partikel.** Dieser Zusammenhang ist schematisch in Abbildung 4.7 darge-

stellt. Dort ist auf einem spharischen Kern eine stibchenférmige Schale aufgebracht.

. Schale

£} —@-

E 0 ®
‘® Typ II

Typ I

Abbildung 4.7: Schematische Illustration der unterschiedlichen relativen Lagen der Bandliicken von Kern- und

Schalenmaterial zueinander und die daraus resultierenden Aufenthaltswahrscheinlichkeiten der Ladungstréger.
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In diesem Fall wird von sogenannten QuantumDots-in-QuantumRods gesprochen. Zu-
sitzlich sind auch die Aufenthaltswahrscheinlichkeiten der beiden Ladungstriger einge-

zeichnet.

Allerdings sind die Lage und der Betrag der Bandliicken nicht die einzigen Kriterien fir
die Wahl eines Schalenmaterials. Soll eine Schale erfolgreich auf Kerne aufgebracht wer-
den, ist es vonnoten, dass sich die Gitterparameter von Kern- und Schalenmaterial nicht

allzu stark voneinander unterscheiden, andernfalls kommt es zu Gitterspannungen.*’

4.4 Synthese und Wachstum von Nanokristallen

Die Synthese von Nanostrukturen ist grundséitzlich iiber verschiedene Methoden denkbar.
Je nach Anforderung des Materials kann beispielsweise auf Festphasen-, Fliissigphasen-
oder Gasphasenreaktionen zurﬁckgegriffen werden.*! Diese drei Methoden haben gemein,
dass das sogenannte bottom—up—Verfahren zu Grunde gelegt wird. Dabei entstehen die
Nanokristalle aus bestimmten Vorléiuferverbindungen und wachsen anschlieflend. Im Ge-
gensatz dazu, ist es ebenso méglich Nanostrukturen durch das gezielte Zerkleinern oder

Mahlen von gréfgeren Materialien zu erzeugen. Dabei handelt es sich um das top—down—

Verfahren.

Obwohl das bottom-upVerfahren deutlich aufwendiger in der Umsetzung ist, wird es
bevorzugt, da nur hierbei kontrolliert Strukturen mit einer engen Gréﬁenverteﬂung er-
zeugt werden kénnen. Diese enge Gréﬁenverteﬂung ist aufgrund der starken Abhéngigkeit
der Eigenschaften der Nanopartikel von ihrer Gréfle ein unabdingbares Kriterium bei der
Wahl der Synthesestrategie. Die Nanokristallsynthesen nach diesem Verfahren werden in
der Regel in hochsiedenden, organischen Lésungsmitteln durchgefiihrt. Der Mechanismus
der Partikelbildung lésst sich dabei nach La Mer in drei Phasen unterteilen.*” In der ersten
Phase bilden sich aus den Vorlduferverbindungen Monomere. Die Monomerkonzentra-

tion steigt in dieser Phase nahezu linear an. Sobald eine gewisse Konzentration er-

Cmin
reicht ist, bilden sich Nukleationskeime und es beginnt Phase II. Diese Phase wird Keim-
bildungsphase genannt. In dieser Phase kommt es durch die Bildung von Nukleationskei-
men zur Verarmung an Monomer. Sobald die Konzentration wieder unter die Nukleati-
onskonzentration ¢, sinkt, findet keine Nukleation, sondern ausschliefllich Wachstum

statt. Daher wird die dritte Phase auch als Wachstumsphase bezeichnet.*” Damit moglichst
16
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einheitliche Strukturen mit einer engen Gréﬁenverteilung erhalten werden, sollten Wachs-
tums- und Nukleationsphase separiert werden. Dies kann zum Beispiel durch unterschied-
liche Reaktionstemperaturen erfolgen.*” Der Verlauf des Partikelwachstums ist in Abbil-

dung 4.8 schematisch dargestellt.

(o}

E

0
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g

Keimwachstum

Keimbildung

Sittigung

Monomerkonzentration

—
—
—

III

L
o

Reaktionszeit

Abbildung 4.8: Phasen der Keimbildung und des Wachstums nach La Mer.

Im Folgenden wird der Wachstumsprozess thermodynamisch betrachtet. Die freie Enthal-
pie AG des Wachstums lésst sich in zwei Komponenten zerlegen. Fiir ein sphirisches
Teilchen mit dem Radius r setzt sie sich aus einem Term der Oberﬂéchenenergie y und
der freien Gitterenthalpie 4Gy zusammen. Dieser Zusammenhang ist quantitativ in Glei-

chung 4.8 beschrieben.®
AG= dmyr’+ gnﬁz](}v (Gleichung 4.8)

Die freie Gitterenthalpie AGy hingt dabei von der absoluten Temperatur 7, der Boltz-
mannkonstante 4, der Uberséttigung S der Losung sowie vom molaren Volumen 1 ab.

Diesen Zusammenhang beschreibt Gleichung 4.9.%

AG, = @ (Gleichung 4.9)
Der Term der Oberﬂéichenenergie ist immer positiv und steigt quadratisch mit dem Radius
r an. Die freie Gitterenthalpie hingegen ist konsequent negativ und verlduft abfallend in
der dritten Potenz zum Radius r. Somit ist definiert, dass die Funktion fir die freie Ent-

halpie 4G bei einem bestimmten kritischen Radius 7 ein Maximum aufweist. Fiir die
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Bestimmung von rj; wird die Gleichung 4.8 nach r abgeleitet und die Nullstelle der Ab-
leitung bestimmt (Gleichung 4.10 — 4.11).

d4G

- = 8myriic t 4t AGy =0 (Gleichung 4.10)
-2 % .
Thrit = A—Y = % Tl:(s) (Gleichung 4.11)

Der kritische Radius r;, entspricht der Partikelgrofe, bei der die Partikel stabil in Losung

sind, ohne sich aufzul6sen.

Die Verldufe der Oberﬂéchenenergie und der freien Gitterenthalpie sowie deren Summe,
die freie Gesamtenthalpie, sind in Abbildung 4.9 schematisch dargestellt. Deutlich zu er-

kennen ist das Maximum der freien Enthalpie beim kritischen Radius r.

A
AG

freie

Oberflichen-

energie

Radius
freie Gitter-
enthalpie

Abbildung 4.9: Verlauf der freien Enthalpie in Abhingigkeit der Partikelgrofie als Resultat aus der Summe der freien
Oberflichenenergie und der freien Gitterenthalpie.
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4.5 Darstellung von wasserlslichen Nanokristall-Polymerhybriden

Da in der Synthese der Halbleiternanokristalle langkettige, organische Liganden eingesetzt
werden, sind diese nur in organischen Lsungsmitteln als kolloidale Lésung stabil. Folglich
ist fiir die Anwendung der Nanokristalle in der Biochemie oder Medizin ein Transfer der
Halbleiternanokristalle in wissriges Medium vonnéten. Dabei ist es besonders wichtig,
dass die maflgeschneiderten optischen Eigenschaften der Kristalle bei diesem Phasentrans-
fer nicht beeintrichtigt werden. Fiir den Phasentransfer wird eine in der Arbeitsgruppe
von Prof. Dr. Horst Weller entwickelte Methode verwendet. Die Verkapselung der Nano-
kristalle erfolgt dabei mittels des im Uberschuss verwendeten amphiphilen Blockcopoly—
mers Polyisopren-block-Polyethylenoxid (PI-5-PEO). Beim Phasentransfer ins wissrige
System kommt es bei Uberschreiten einer bestimmten Konzentration, der kritischen Mi-
zellenkonzentration (CMC), zur Bildung einer mizellaren Struktur, wobei die Nanokris-
talle von dem Polymer umschlossen werden. Die hydrophobe Polyisopren-Einheit lagert
sich durch Wechselwirkungen an der Partikeloberfliche an, sodass der hydrophﬂe Po-
lyethylenoxid-Part des Polymers nach auflen zur wissrigen Phase zeigt. Uber den Uber-
schuss des verwendeten Emulgators kann die Anzahl der in einer Mizelle eingeschlossenen
Nanokristalle gesteuert werden.’®* Hohe Uberschiisse fithren zu nahezu ausschliefllich
einzeln Verkapselten Kristallen, niedrigere fithren zu Kristallensembles. Abbildung 4.10

Zeigt die Struktur des verwendeten Blockcopolymers.

Abbildung 4.10: Strukturformel des Emulgators PI-5-PEO mit unterschiedlichen Verknﬁpfungsméglichkeiten der
Polyisopreneinheit: a) 3,4~Verkniipfung b) 1,2»Verknﬁpfung, c) 1,4»Verkniipfung.

Im Anschluss an diesen Phasentransfer wird eine Emulsionspolymerisation mit den Mo-
nomeren Styrol und Divinylbenzol durchgefﬁhrt. Die Monomere werden in die wissrige
Phase gegeben. Sie diffundieren nach und nach in das Innere der Mizellen und werden
dort radikalisch polymerisiert. Die vernetzte Polystyrolhiille schiitzt den Kristall vor Ein-

fliissen aus dem wissrigen Medium'®#

und sorgt damit fiir eine besonders hohe Stabilitit,
auch im sauren Milieu. Durch die Zugabe der Menge an Monomer kann dabei die Grofie
der Konstrukte gezielt eingestellt werden. Durch die Veréinderung des Anteils von Divi-

nylbenzol kann der Vernetzungsgrad und damit die potenzielle Durchléssigkeit der Hiille

19



Theoretische Grundlagen

gesteuert werden. In Abbildung 4.11 ist der gesamte Verkapselungsprozess schematisch

dargestellt.

Halbleiter-
nanokristall

T Tensid (PI-b-PEO)

| hydrophober Ligand

Monomer

Polymer-

hille ~_e
[ ]

L*L},%

®e

Abbildung 4.11: Schematische Darstellung des Phasentransfers der Nanopartikel ins wissrige Milieu mit anschlie-

Render Emulsionspolymerisation.

4.6

UV /vis-Spektroskopie

Bei der UV/vis-Spektroskopie handelt es sich um eine etablierte Methode zur Charakteri-

sierung von Halbleiternanokristallen.*® Es wird grundséitzlich zwischen Absorptionsspekt—

roskopie und Emissionsspektroskopie unterschieden. Bei der Absorptionsspektroskopie

wird die Menge an Licht detektiert, die durch die Probe hindurchdringt. Das erlaubt Riick-

schliisse darauf, welche Wellenlinge wie stark von der Probe absorbiert, also aufgenom-

men, wird. Bei Halbleiternanokristallen werden in der Regel mehrere Banden im Spekt—

rum erhalten, da verschiedene Ubergéinge an den diskreten Energieniveaus méglich sind.

Auflerdem hat bei Kern-Schale-Kristallen auch die Schale einen Einfluss auf die Absorpti-

onsbanden.

Weiterhin lassen sich durch die Absorptionsspektroskopie tiber das Lambert-Beersche Ge-

setz’>*¢ (Gleichung 4.12) die molaren Extinktionskoeffizienten der in dieser Arbeit darge-

stellten Indikatorfarbstoffe bestimmen.
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E = lgIT0 =ccd (Gleichung 4.12)

Mit: £ Extinktion
I Intensitit des detektierten Lichtes (Transmission)

1, Intensitit des eingestrahlten Lichtes

& molarer Extinktionskoeffizient
Jor Stoffmengenkonzentration
Schichtdicke der Probe

Bei der Emissionsspektroskopie wird die Probe mit Licht einer definierten Wellenlinge
angeregt und das Emissionslicht der Probe detektiert. Neben der Emissionswellenlinge
wird mit der zeitkorrelierten Einzelphotonenzéhlung zusitzlich die Fluoreszenzzerfallszeit
der angeregten Zustinde bestimmt. Dazu wird ein gepulster Laser als Anregungsquelle

verwendet.

4.7 F6rster—Resonanz—Energie—Transfer

Beim Forster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) handelt es sich um eine strahlungslose
Energieiibertragung von einem Donor auf einen Akzeptor. Dieser erfolgt durch Dipol-
Dipol—Wechselwirkungen. Zunichst ist eine Anregung des Donors D, wie in Gleichung
4.13 beschrieben, notwendig:47

D+ hv - D* (Gleichung 4.13)

Mit: D Donor
hv: Energie
D" angeregter Donor

Im Anschluss an die Anregung wird die Energie strahlungslos auf den Akzeptor iibertra-
gen. Dieser Vorgang wird durch Gleichung 4.14 beschrieben:

D*+A—-D+ A* (Gleichung 4.14)
Mit: A: Akzeptor

A% angeregter Akzeptor
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Fiir den oben genannten Energietransfer miissen jedoch einige Voraussetzungen erfiillt
sein: So ergibt sich eine besonders hohe Effizienz, wenn sich Donor und Akzeptor nur
wenige Nanometer voneinander entfernt befinden. Weiterhin ist ein spektraler Uberlapp
zwischen der Emission des Donors und der Absorption des Akzeptors unabdingbar. Diese

Grundvoraussetzung wird durch Abbildung 4.12 verdeutlich.

Emission D*

Absorption A

Y

Wellenléinge

Abbildung 4.12: Eine Voraussetzung des FRET: Der spektrale Uberlapp zwischen der Donor-Emission und der

Akzeptor»Absorption muss gewéhrleistet sein.

Fiir jedes Donor-Akzeptor-Paar ldsst sich der sogenannte Férsterradius R, bestimmen.

Dieser beschreibt den Abstand r zwischen Donor und Akzeptor, bei dem die Effizienz £

der strahlungslosen Energieﬁbertragung nach Gleichung 4.15 genau 50% betréigt.48

E = (Gleichung 4.15)

Der Forsterradius selbst ist dabei von der Quantenausbeute QY des Donors ohne jeglichen
Energietransfer, vom Dipol-Dipol-Orientierungsfaktor x sowie vom Brechungsindex n des
Materials zwischen Donor und Akzeptor abhingig. Zusitzlich spielt neben der Avogadro-
zahl N, das Uberlappungsintegral / zwischen Donor-Emission und Akzeptor-Absorption
eine entscheidende Rolle. Dieser Zusammenhang lésst sich quantitativ durch Gleichung

4.16 beschreiben.*®*

R6 — 9.000-In(10)-k2-QY-J
0~ 5.Nx-n%
128 ©5-Nyn

(Gleichung 4.16)
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Das Uberlappungsintegral Jberechnet sich nach Gleichung 4.17 aus der normierten Strah-
lungsintensitit £, des angeregten Donors sowie des Extinktionskoeffizienten € des Akzep-

tors bei den entsprechenden Wellenlingen 1.2

J=["Fp)e@)1*da (Gleichung 4.17)

Unter Anwendung von Gleichung 4.17 auf Gleichung 4.16 ergibt sich fiir den Forsterra-
dius Gleichung 4.18.

RS = 2.000In(10)-(ic”-Q¥) fooo Fp(A) e () A*da (Gleichung 4.18)

128 T5-Ny-n*

Der Orientierungsfaktor k? kann je nach Anordnung von Donor und Akzeptor zueinander
Werte zwischen 0 und 4 annehmen.” Fiir in Losung frei bewegliche Teilchen wird der
Orientierungsfaktor k? = g gesetzt.”>* Dieser Wert wird auch fiir die folgende Auswer-
tung herangezogen. Obwohl die Donor- und Akzeptormolekiile in den Konstrukten nicht
mehr frei beweglich sind, erfolgt, bedingt durch den experimenteﬂen Ablauf, eine zuféillige
Anordnung der Teilchen zueinander, die Vergleichbar mit der statistischen Verteilung in
Losung ist. Der Brechungsindex der Polystyrolmatrix betrigt n = 1.59.%° Fiir die Berech-
nung der Forsterradien wird fiir diese Konstrukte eine Quantenausbeute von 60% ange-

nommen.'®

4.8 Fluoreszenzléschung

Unter der Fluoreszenzloschung wird die Abnahme der Fluoreszenz eines fluoreszierenden
Materials verstanden. Ursachen der Fluoreszenzléschung sind in der Regel Wechselwir-
kungen des Fluorophors mit sogenannten Loschern, also Molekiilen oder auch Ionen,
welche in der Lage sind, die Fluoreszenz zu mindern. Dabei wird aus dem angeregten
Zustand strahlungslos relaxiert. Bei der Fluoreszenzléschung wird zwischen der statischen

und der dynamischen Lé')schung unterschieden.51

Statische Fluoreszenzléschung tritt auf, wenn der Kontakt zwischen dem Loscher und dem
Fluorophor deutlich lénger als die Zerfallszeit des angeregten Zustandes ist. Fluorophor
und Loéscher bilden bereits im Grundzustand einen Komplex, welcher auch bei Anregung

des Fluorophors nicht in der Lage ist zu fluoreszieren. Unmittelbar daraus folgt, dass die
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Emissionsintensitdt beim statischen Loschen abnimmt, jedoch nicht die Fluoreszenzzer-
fallszeit. Beim statischen Loschen wird der Emissionsprozess unterbunden, somit bleibt
die Fluoreszenzzerfallszeit der Donoren, welche nicht gelscht werden, unveridndert. Das
statische Loschen lisst sich tiber die Stern-Volmer-Gleichung (Gleichung 4.19) beschrei-
ben. #5153 [ beschreibt die Intensitit der Emission ohne Loscher, Fmit entsprechendem

Loscher Q. K, ist die Gleichgewichtskonstante der Komplexbildungsreaktion.

% =1+ K,[Q] (Gleichung 4.19)

Bei der dynamischen Léschung hingegen kommt es zu einer Stofireaktion zwischen dem
angeregten Fluorophor und dem Léscher, wobei der Ladungstréger auf den Loscher tiber-
tragen wird. Dadurch ist die strahlende Rekombination der Ladungstrager nicht mehr
méglich. Voraussetzung fir eine dynamische Léschung ist jedoch, dass die Ubertragung
des Ladungstréigers innerhalb der Fluoreszenzzerfallszeit des angeregten Zustanden statt-
finden muss. Fluorophor und Loscher miissen demnach im angeregten Zustand des Flu-
orophors zusammenfinden. Auch bei dynarnischer Léschung kommt es zu einer Abnahme
der Fluoreszenzintensitit, da der Ladungstransfer vom Fluorophor auf den Loéscher in
Konkurrenz zur Fluoreszenz steht. Fiir das dynamische Loschen lisst sich die Stern-Vol-

mer-Gleichung® (Gleichung 4.20) formulieren:

% =1+ kot,[Q] (Gleichung 4.20)

Fiir die Fluoreszenzzerfallszeit 7, gilt allgemein Gleichung 4.21. Sie setzt sich aus der re-
ziproken Summe der Geschwindigkeitskonstante k, fiir emittierende Relaxation sowie £,

fur strahlungslose Relaxation zusammen.

1
kq+ky

Ty = (Gleichung 4.21)
Da der Ladungstransfer auf den Loscher mit der Fluoreszenz konkurriert, nimmt beim
dynamischen Loschen neben der Fluoreszenzintensitiat auch die Fluoreszenzzerfallszeit ab.
In Anwesenheit eines dynamischen Loschers ergibt sich fiir die Fluoreszenzzerfallszeit T
Gleichung 4.22. Dabei spielen die Geschwindigkeitskonstante /(Q der Loschreaktion sowie

die Konzentration des Loschers Q eine Rolle.>!

1 .
T= m (Glelchung 4.22)
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Daraus ergibt sich eine weitere Form der Stern—Volmer-Gleichung fur das dynamische

Léschen nach Gleichung 4.23.

T F .
70 =1+ kq1o[Q] = FO (Gleichung 4.23)
Zusammenfassend lisst sich festhalten, dass statisches Loschen nur die Fluoreszenzinten-

sitdt mindert, wohingegen das dynamische Léschen eine Abnahme der Fluoreszenzinten-

sitit und der Fluoreszenzzerfallszeit in gleichern Mafle zur Folge hat.

Auch konnen statisches und dynarnisches Loschen zusammen auftreten. Dies ist der Fall,
wenn der Loscher den Fluorophor sowohl dynamisch als auch statisch 16schen kann. Fiir

diesen spezieﬂen Fall ergibt sich eine Stern—Volmer—Gleichung nach Gleichung 4.24.°!

2= (14 Ks[QD(1 + kqTolQ]) (Gleichung 4.24)

In Abbildung 4.13 finden sich die Stern-Volmer-Auftragungen fir das statische (A), das
dynamische (B) sowie das kombinierte (C) Loschen.”!

A B C
FTA

F'lrt Flrt

"'|;"1
-
-1|»a

. - .
_

[Ql Q= [Q]

Abbildung 4.13: Stern-Volmer-Auftragungen fiir verschiedene Loschprozesse: Beim statischen Loschen (A) bleibt
die Fluoreszenzzerfallszeit konstant wihrend die reziproke Intensitit mit zunehmender Konzentration des Loschers
linear steigt. Beim dynamischen Léschen (B) steigen die reziproke Zerfallszeit und die reziproke Intensitit gleich-
ermaflen linear an. Beim kombinierten Léschen (C) steigt die reziproke Zerfallszeit linear, wihrend die reziproke

Intensitit nichtlineares Verhalten mit einer Linkskriimmung aufweist.

Deutlich zu erkennen ist, dass beim statischen Loschen die Fluoreszenzzerfallszeit unab-

héngig von der Konzentration des Loschers ist. Die Auftragung der reziproken Fluores-

25



4 Theoretische Grundlagen

zenzintensitdt Fzeigt ein lineares Verhalten mit positiver Steigung bei zunehmender Kon-
zentration des Loschers Q. Bei der Stern-Volmer-Auftragung fiir das dynamische Loschen
wird fiir die reziproke Fluoreszenzintensitit sowie fiir die reziproke Fluoreszenzzerfallszeit
jeweils eine Gerade mit identischer, positiver Steigung erhalten. Fiir das kombinierte Lo-
schen ergibt sich fur die reziproke Fluoreszenzzerfallszeit eine Gerade mit positiver Stei-
gung bei zunechmender Léscherkonzentration. Die Fluoreszenzintensitit hingegen weist

einen nichtlinearen Anstieg mit einer Linkskrﬁmmung auf.

Mit der Einzelphotonenzéhlung ldsst sich ein Histogramm der unterschiedlichen Fluores-
zenzzerfallszeit innerhalb einer Probe erstellen. Aus diesem Histogramrn kann durch An-
passung mittels einer Zerfallsfunktion nach Gleichung 4.25 die Zerfallskonstante, welche

in diesem Fall die Fluoreszenzabklingzeit ist, bestimmt werden.4851:54-56

At)=A- e_é (Gleichung 4.25)

Lauft der exponentieﬂe Zerfall der angeregten Zustinde nicht monoexponentiell, sondern
multiexponentieﬂ ab, muss dementsprechend die Zerfallsfunktion angepasst werden. In so

einem Fall lasst sich die Zerfallsfunktion nach Gleichung 4.26 formulieren:>*

t

A(t) =Y A;-e & (Gleichung 4.26)

Dabei berechnet sich die mittlere Fluoreszenzzerfallszeit T aus den jeweiligen Anfangswer—

ten A; und Zerfallszeiten 7; nach Gleichung 4.27.5%5

_ YA
2 AT

(Gleichung 4.27)
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In der Biomedizin ist das fluoreszenzbasierte Bildgebungsverfahren bereits heute eine der
leistungsfahigsten Methoden, um biologische Prozesse in vivo und in vitro zu visualisieren.
Diese Methode kombiniert eine hohe Sensitivitit und Auflésung in der rdaumlichen sowie
in der zeitlichen Dimension.’®!” Bereits vor mehr als einem Jahrzehnt riickten Halblei-
ternanokristalle in den Fokus der medizinischen Forschung. Sie weisen gegeniiber den

konventionellen organischen Fluoreszenzfarbstoffen deutliche Vorteile auf:155859

— Thre herausragende Photostabilitit erméglicht die Nutzung fir moderne bﬂdge—
bende Verfahren, auch iiber léngere Zeitabschnitte, ohne dass es zu einem Ausblei-

chen kommt.
— Thre engen Emissionsbanden erlauben simultane Detektion verschiedener Spezies.

— Hohe Extinktionskoeffizienten erméglichen die Detektion einzelner Halbleiterna-

nokristalle.

— Die breiten Absorptionsbanden der Halbleiternanokristallen bieten die M('jglich—

keit, unterschiedliche Systerne mit einer einzigen Anregungsquelle anzuregen.

— Die langen Fluoreszenzzerfallszeiten der Halbleiternanokristalle sind besonders in-
teressant fur dynamische Léschprozesse, wie sie zum Beispiel beim Forster-Reso-

nanz—Energie—Transfer auftreten.

Die grt')ﬁte Herausforderung fir dieses Anwendungsgebiet liegt in der Biokompatibilisie—
rung. Die Halbleiternanokristalle miissen unter Erhalt ihrer besonderen optischen und
elektronischen Eigenschaften kompatibel mit dem biologischen, also wassrigen, Milieu
gemacht werden. Inzwischen gilt diese Problematik als gelost. Eine Vielzahl an Verkapse-
lungsmethoden beschreiben den erfolgreichen Transfer der Halbleiternanokristalle ins

wissrige Miliey,18:21:44.60-63

Neben der Visualisierung der biologischen Prozesse ist es zudem von Bedeutung chemi-
sche Parameter in Geweben oder Zellen durch nicht-invasive Methoden auszulesen. Erste
Méglichkeiten zur Detektion des pH-Wertes in Zellen oder Geweben sind durch die Ver-
wendung von organischen Fluoreszenzfarbstoffen erméglicht worden. Diese verindern je

nach umgebenden pH-Wert ihre ].;‘luoreszenzeigenschaften.64_68 Auch gab es bereits erste
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Ansitze zum Einsatz von Halbleiternanokristallen, um pH-Werte zu detektieren.®®° Fer-
ner wurde auch von FRET-Sonden auf Basis von Halbleiternanokristallen berichtet, bei
denen Fluoreszenzfarbstoffe mit in die Ligandenhiille eingebracht wurden.”~” Diese Flu-
oreszenzfarbstoffe sollen durch die Emission der Nanokristalle angeregt werden und folg-
lich fluoreszierendes Verhalten zeigen. Die Problematik bei dieser Methode ist die Anre-
gung dieser Konstrukte. Es muss darauf geachtet werden, dass durch die Anregungsquelle
nicht direkt der Fluoreszenzfarbstoff, sondern ausschliefflich der Nanokristall angeregt
wird. Dieses Problem kann durch ein Konzept umgangen werden, welches nicht darauf
abzielt Fluoreszenzfarbstoffe zu verwenden. In dieser Arbeit wird ein neues Konzept vor-
gestellt, welches darauf aufbaut pH-Indikatorfarbstoffe als FRET-Akzeptoren einzusetzen.
Diese Indikatorfarbstoffe, die in der Lage sind, abh’cingig vom umgebenden pH-Wert, die
Emission der Halbleiternanokristalle reversibel und dynamisch zu l6schen, weisen selbst

keine Fluoreszenz auf.

Um auf lange Sicht eine Etablierung der Halbleiternanokristall-basierten FRET-Sensoren
in der Diagnostik zu erreichen, miissen bestimmte Kriterien erfiillt werden: Es werden
speziell fiir den FRET-Mechanismus optimierte Halbleiternanokristalle mit hoher Fluores-
zenzintensitit und -zerfallszeit bent')tigt. Ferner muss eine erfolgreiche, gezielte und repro-
duzierbare Methode zur Bio-Verkapselung mit gezielter Verkniipfung der pH-Indi-
katormolekiile als FRET-Akzeptor gewihrleistet werden. Weiterhin miissen die erzeugten
Konstrukte eine wohldefinierte Geometrie aufweisen. Die wichtigste Grundvoraussetzung
ist es jedoch, geeignete FRET-Paare zu finden und diese in einer definierten Distanz zuei-

nander zu Positionieren.

Zusitzlich gilt es einige weitere Probleme zu beriicksichtigen und auszumerzen: So kon-
nen Protonen beispielsweise nicht nur den gewﬁnschten Effekt eines Farbumschlags des
pH-Indikators verursachen und damit das Fluoreszenzverhalten des Konstruktes verin-
dern, sondern sie kénnen ebenfalls direkt in Wechselwirkungen mit der Nanokristallober-
fliche treten. In so einem Fall wiirden zusitzliche Lschprozesse auftreten, welche nicht

auf den Energietransfer vom Donor auf den Akzeptor zuriickzufiihren sind.

Ziel dieser Arbeit ist ein Methodentransfer des bereits etablierten Verfahrens zur mizella-
ren Verkapselung von Halbleiternanokristallen fiir eine potentielle Anwendung in der Bi-

ochemie und Biomedizin. Hauptaugenmerk liegt dabei zum einen auf einer gezielten Steu-
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erung der Verkapselung. Durch die gezielte Variation verschiedener Parameter soll es er-
méglicht werden, Nanokristalle nahezu einzeln oder auch als Ensembles in Polymermizel—
len einzubetten. Zum anderen kann darauf aufbauend durch eine anschlieflende Mini-
Emulsionspolymerisation eine gezielte Einstellung der Gréfle dieser Nanokristallkon-
strukte durch eine Polystyrolschale erfolgen. Durch unterschiedlich starke Vernetzungs-
grade innerhalb der Polymerschale kann zudem die Abschirmung der Nanokristalle vom
umgebenem Medium erreicht werden. Als Abschluss kénnen die so erzeugten Nanokris-
tall-Polymerhybride an der Oberfliche durch einen farbig umschlagenden pH-Indikator
versehen werden. Dieser kovalent an der Oberfliche fixierte Indikator erméglicht es durch
den Forster-Resonanz-Energie-Transfer pH-abhingig die Emission der Nanokristalle dy-
namisch und reversibel zu loschen. Geeignete pH-Indikatoren sollten im Idealfall einen
Urnschlagspunkt im physiologischem Milieu aufweisen. Weiterhin muss die Absorption
jener Indikatormolekiile in einer Form mit der Partikel-Emission l'iberlappen. In allen an-
deren Formen sollte hingegen der Uberlapp méglichst gering sein, damit ein Loschen der

Emission ausschliefflich nur in einem definierten pH—Bereich stattfindet.

Um alle diese Voraussetzungen zu erfullen, werden einige pH—Indikatoren totalsynthetisch
hergesteﬂt. Andere pH—Indikatoren werden wiederum ausgehend von bekannten Indika-
toren maﬁgeschneidert funktionalisiert, sodass eine polymerisierbare Gruppe eingefﬁhrt
wird. Durch diese polymerisierbare Gruppe wird es méglich sein, die Indikatoren gezielt
und irreversibel an die Konstrukte zu koppeln. Weiterhin muss der Indikator unmittelba-
ren Kontakt zum duflerem Medium haben, da nur so eine Detektion des umgebenden pH-
Wertes rnt')glich ist. Im Anschluss an die erfolgreiche Darsteﬂung solcher pH-sensitiven,
reversiblen Fluoreszenzsonden wird durch eine umfassende Analytik das hohe Potential

solcher Konstrukte unter Beweis gesteﬂt werden.
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6 Ergebnisse und Diskussion

Im folgenden Abschnitt findet zunichst eine Diskussion des vollstindigen Synthesewegs
der pH-sensitiven FRET-Sensoren, beginnend mit der Darstellung der modifizierten pH-
Indikatorfarbstoffe, statt. Anschlieffend erfolgt die nihere Betrachtung der Optimierung
des Phasentransfers zur Darstellung wasserloslicher pH-Sensoren. Abschliefend werden
die optischen Eigenschaften, sowohl der pH-Indikatorfarbstoffe als auch die der dargestell-

ten pH-Sensoren beschrieben und diskutiert.

6.1 Darstellung polymerisierbarer pH-Indikatoren

In den nachfolgenden Abschnitten werden die Mechanismen der nach Abschnitt 8.4 dar-
gesteﬂten polyrnerisierbaren pH—Indikatoren erldautert. Weiterhin werden die optischen

Eigenschaften der so hergesteﬂten Indikatoren untersucht.

6.1.1 Methylrotderivat Iod-MR-Sty: Mechanismus und Charakterisierung

Die Darsteﬂung des Methylrotderivates 5 erfolgt iiber die Zwischenstufe 3. Die Zwischen-
stufe 3 wird nach Reaktionsschema 6.1 dargestellt.

\NH
N32CO3
- NaHCO3
1

+
IZL
&
a
\

N
> <
3

Reaktionsschema 6.1: Nucleophile Substitutionsreaktion zur Bildung von N-Methyl-N-(4-vinylbenzyl)anilin.

N

1a
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Zunichst wird das N-Methylanilin 1 mittels der Hilfsbase Natriumcarbonat am Stickstoff-
atom deprotoniert. Der so erhaltenen konjugierten Base 1a ist es mt')glich, nucleophil am
positiv polarisierten Benzylkohlenstoff des p-Vinylbenzylchlorids 2 anzugreifen. Bei dieser
Substitutionsreaktion tritt das Chlorid-Ion aus dem Molekiil aus. Es bildet sich das Pro-
dukt N-Methyl-N-(4-vinylbenzyl)anilin 3.

In einer anschlieffenden Azokupplung wird N-Methyl-N-(4-vinylbenzyl)anilin 3 mit 5-
lIod-Anthranilsidure 4 umgesetzt. Dazu wird zunichst im sauren Milieu unter Verwendung
von Natriumnitrit das Diazoniumsalz der 5-Iod-Anthranilsdure 4d gebildet. Anf’ainglich

bildet Natriumnitrit in Anwesenheit von Sdure das Nitrosylkation (NO*) nach Reaktions-

schema 6.2.
® ®
$J ¢} (¢}
O\ /0 LHO\ =z i» HZO\ =z —— N@:O
N N N -H,0

Reaktionsschema 6.2: Bildung von Nitrosylkationen aus Natriumnitrit im sauren Milieu.

Im folgenden Reaktionsschritt greift das freie Elektronenpaar des Stickstoffs der 5-Iod-
Anthranilsdure nucleophil den Nitrosyl-Stickstoff an. Es bildet sich das ionische Zwischen-
produkt 4a. Unter Abspaltung eines Protons wird das Molekiil 4b gebildet. Im Anschluss
wird iiber eine Protonierung die Zwischenstufe 4c und letztendlich das Diazoniumsalz 4d
unter Wasserabspaltung erhalten. Der Mechanismus zur Bildung des Diazoniumsalzes 4d

ist in Reaktionsschema 6.3 dargesteﬂt.

HO HO HO
O o (6]
I NH, 1?:0 — 1 NH, H I NHJ
4 4a 4b
HO HO
O ® o
H
R N—OoH _H
) 4 -H0 NE=N
I N
4c 4d

Reaktionsschema 6.3: Bildung des Diazoniumsalzes der 5-Iod-Anthranilsiure.
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Das Diazoniumsalz 4d ist aufgrund der Mesomeriestabilisierung energetisch besonders

glinstig. Die mesomeren Grenzstrukturen 4d bis 4d-4 sind in Reaktionsschema 6.4 dar-

gestellt.
HO HO HO HO HO
(0] (0] (0] O (0]
: v I{gim@ <—>l<;9=§>*>1 (o2 = A
4d 4d-1 4d-2 4d-3 4d-4

Reaktionsschema 6.4: Mesomere Grenzstrukturen des Diazoniumsalzes der 5-Jod-Anthranilsiure.

Das zuvor hergestellte Anilinderivat 3 kann mit dem erhaltenen Diazoniumsalz 4d in einer
Azokupplung, deren Mechanismus nach Reaktionsschema 6.5 abliuft, zu dem Methylrot—
derivat Iod—MR—Sty 5 umgesetzt werden.

OH

/ =\ | —
(AVE L
3

OH
4d 5a
OH
I
O
N,
~N
® N
H

5

Reaktionsschema 6.5: Mechanismus der Azokupplung zur Bﬂdung des Methylrotderivates Iod—MR—Sty.

Bei dieser elektrophilen aromatischen Substitutionsreaktion reagiert das Anilinderivat 3

als aktivierter Aromat, welcher aus der para-Stellung das Diazoniumsalz angreift. Dabei
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bildet sich das Zwischenprodukt 5a, welches unter Umlagerung und Abspaltung eines
Protons das Methylrotderivat Iod—MR—Sty 5 bildet.

Bei dem so erhaltenen Methylrotderivat handelt es sich um einen pH-Indikator. Je nach
umgegebenen pH-Wert dndert sich entweder durch Protonierung oder Deprotonierung
der Azogruppe das Absorptionsverhalten des Farbstoffs. Die Absorptionsspektren bei un-
terschiedlichen pH-Werten sind in Abbildung 6.1 dargestellt.
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o
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T T T T
400 500 600 700 800
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Abbildung 6.1: Absorptionsspektren des Methylrotderivats Iod»MR»Sty bei unterschiedlichen pH-Werten.

Deutlich zu erkennen ist die Bande bei 433 nm, welche bei hohen pH-Werten besonders
ausgeprigt ist. Neben dieser Bande existiert eine weitere Bande bei 502 nm, die lediglich
im sauren Milieu besonders markant ist. Weiterhin ist bei dieser Bande die im Vergleich
zum nativen Methylrot” verbreiterte Schulter auffillig, welche gezielt durch die Iod-sub-
stituierte Anthranilsiure erzeugt wird.”” Die verbreiterte Absorptionsbande soll einen ho-
heren spektralen Uberlapp mit dem Emissionsspektrum der Halbleiternanokristalle ge-

wihrleisten, um die FRET-Effizienz zu erhohen.??

Zur Bestimmung des Umschlagspunkts erfolgt in Abbildung 6.2 eine Auftragung der op-
tischen Dichte OD der verbreiterten Schulter bei einer Wellenlinge von 543 nm gegen
den jeweﬂigen pH-Wert. Mit Hilfe einer sigmoidalen Boltzmann-Anpassung kann der

Umschlagspunkt des hergestellten PH-Indikators bestimmt werden. Dieser entspricht dem
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Wendepunkt der Boltzmann-Anpassung und ldsst sich anhand des Extrempunkts der ers-

ten Ableitung bestimmen. Fir das Methylrotderivat Iod—MR—Sty ergibt sich der Um-

schlagspunkt bei einem pH-Wert von 7.13.

0.20 7

0.15 7

543

Q' 0.101

0.05 1

Umschlagspunkt ~ 7.13

0.00

pH-Wert

Abbildung 6.2: Auftragung der optischen Dichte OD bei 543 nm von Iod-MR-Sty in Abhingigkeit des pH-Werts,

einschliefllich der Boltzmann-Anpassung zur Bestimmung des Umschlagspunktes.
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6 Ergebnisse und Diskussion

6.1.2 Bromthymolblauderivat Sty-BTB: Mechanismus und Charakterisierung

Die Darstellung des Bromthymolblauderivates Sty—BTB erfolgt in einer Palladium—kataly-

sierten Suzuki-Kreuzkupplungsreaktion nach Reaktionsschema 6.6.

Rl
~
R Br\
Pd(PPh;), R
4 1
PhsP<_ R PhsP R
/Pd"\ Pd“\
Ph;P R' Ph3P/ Br
)
B(OH), 3 2 NaOH
Ph3P\ \\\\\R
Pd
S’ S
(HO),B—R' OH_ (HO);B—R' Ph3P/ \OH NuBr

Reaktionsschema 6.6: Katalysezyklus der Suzuki-Kreuzkupplungsreaktion.

Diese Kreuzkupplungsreaktion liuft ausschlieflichen zwischen Arylhalogeniden und A-
rylboronsduren ab.”” Als Katalysator wird Tetrakis(triphenylphosphin)-palladium(0) ver-
wendet. Ausgehend von der Palladium(0)-Spezies beginnt der Katalysezyklus mit einer
oxidativen Addition des Arylhalogenids an den Katalysator (1). Das Palladium wird dabei
zu einem Palladium(II)-Komplex oxidiert. Im Anschluss wird durch eine Base ein Hydro-
xid-Ion auf den Katalysator unter Abspaltung des Bromids iibertragen (2). Im nichsten
Schritt findet eine Ubertragung des organischen Rests R’ der Boronsiure auf den Kataly-
sator statt. Dabei wird die Hydroxygruppe des Katalysators wieder abgespalten (3). Zum
Abschluss erfolgt eine reduktive Eliminierung. Der Katalysator wird regeneriert und es

wird eine C-C-Einfachbindung zwischen den organischen Resten R und R’ gekniipft
(4).7879

Fir die Darsteﬂung des Bromthymolblauderivats Sty-BTB wurden als Edukte Bromthy—

molblau und 4-Vinylphenylboronséure verwendet. Daraus definieren sich die organischen

Reste R und R’ nach Abbildung 6.3
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Abbildung 6.3: Definition der organischen Reste R und R’ in der Suzuki»Kupplung fir die Darsteﬂung von Sty-

BTB.

Bei dem so erhaltenen Bromthymolblauderivat handelt es sich ebenfalls um einen pH—

Indikator, welcher je nach umgegebenen pH-Wert, bedingt durch das Offnen des Sulton-

rings im Basischen beziehungsweise das Schlieffen im Sauren

8

O unterschiedliches Absorp—

tionsverhalten aufweist. Die Absorptionsspektren bei unterschiedlichen pH—Werten sind

in Abbildung 6.4 dargesteﬂt. Deutlich zu erkennen ist die Bande bei 432 nm, die iiberwie-

gend bei niedrigen pH—Werten auftritt. Neben dieser Bande existiert eine weitere intensive

Bande bei 612 nm, welche lediglich im basischen Milieu auftritt.
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Abbﬂdung 6.4: Absorptionsspektren des Brornthymolblauderivats Sty—BTB bei unterschiedlichen pH-Werten.

Auch bei diesem pH-Indikator wird in Abbildung 6.5 mittels einer Auftragung der opti-

schen Dichte OD des Absorptionsmaximums bei 612 nm gegen die jeweiligen pH-Werte

der Umschlagspunkt iiber eine Boltzmann-Anpassung bestimmt.
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Umschlagspunkt ~ 11.6

pH-Wert

Abbildung 6.5: Auftragung der optischen Dichte OD von Sty-BTB bei 612 nm in Abhingigkeit des pH-Werts,
einschliefllich der Boltzmann-Anpassung zur Bestimmung des Umschlagspunktes.

Der pH—Umschlagspunkt fir Sty-BTB liegt bei 11.6. Wie jedoch in den Abbildungen 6.4
und 6.5 zu erkennen ist, beginnt bereits ab einem pH-Wert von 6 — 7 die Ausbildung der
Absorptionsbande bei 612 nm. Daher sind bereits ab diesen pH-Werten Einfliisse, welche

auf einen Fé’)rster—Resonanz—Energie—TranSfer leI‘fleleﬁ:lhI‘Cl’l sind, zu erwarten.

6.1.3 Bromkresolpurpurderivat Sty-BKP: Mechanismus und Charakterisierung

Die Darstellung des Bromkresolpurpurderivats Sty—BKP erfolgte analog zu dem in Ab-
schnitt 6.1.2 beschriebenen Katalysezyklus. Die Reste R und R’ definieren sich nach Ab-
bildung 6.6.

Abbildung 6.6: Definition der organischen Reste R und R’ in der Suzuki»Kupplung fiir die Darstellung von Sty-
BKP.
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Das erhaltene Bromkresolpurpurderivat Sty—BKP verhalt sich dhnlich pH-sensitiV wie das

zuvor beschriebene Bromthymolblauderivat Sty—BTB. Die Absorptionsspektren bei unter-

schiedlichen pH-Werten sind in Abbildung 6.7 dargestellt.
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Abbildung 6.7: Absorptionsspektren des Bromkresolpurpurderivats Sty-BKP bei unterschiedlichen pH-Werten.

Deutlich zu erkennen ist die Bande bei 433 nm, welche bei niedrigen pH-Werten auftritt.

Neben dieser Bande tritt eine weitere intensive Bande im basischen Milieu Bande bei

592 nm auf.

In Abbildung 6.8 wird durch Auftragung der optischen Dichte OD des Absorptionsmaxi—

mums bel 592 nm gegen dle entsprechenden pH—Werte der Umschlagspunkt ﬁber eine

Boltzmann—Anpassung ermittelt.
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0.6 Umschlagspunkt ~7.65
4 n

pH-Wert

Abbildung 6.8: Auftragung der optischen Dichte OD von Sty-BKP bei 592 nm in Abhéngigkeit des pH-Werts,

einschliefllich der Boltzmann-Anpassung zur Bestimmung des Umschlagspunktes.

Der pH—Umschlagspunkt fur Sty—BKP liegt bei 7.65. Wie jedoch in den Abbildungen 6.7
und 6.8 zu erkennen ist, beginnt sich bereits ab einem pH-Wert von etwa 5 die Absorpti—
onsbande bei 592 nm auszubilden. Daher sind bereits ab diesen pH-Werten Einfliisse auf-

grund eines Férster—Resonanz—Energie—Transfers zu erwarten.

6.2 Auswahl geeigneter FRET-Paare

Um die pH-Indikatoren als FRET-Akzeptoren einsetzen zu konnen, ist es nétig kompa-
tible FRET-Donoren zu finden, welche im Idealfall einen spektralen Uberlapp mit aus-
schliefilich einer der beiden Absorptionsbanden der jeweiligen Indikatorfarbstoffe aufwei-
sen. Dazu wird das Ausmaf} des Uberlapps durch Ubereinanderlegen der normierten Do-
nor-Emission und Akzeptor-AbsorPtion bestimmt. Ferner lisst sich {iber Gleichung 4.17
das Uberlappungsintegral / sowie iiber Gleichung 4.18 der Forster-Radius R, fiir das je-
weilige FRET-Paar bestimmen. Fiir die dargestellten Indikatorfarbstoffe wurden insgesamt

zwel Chargen an Partikeln verwendet:

— SAR-0-340-5: Diese Charge beinhaltet griine Partikel mit einem Emissionsmaxium
bei 543 nm und einer Quantenausbeute von >70%. Die griinen Partikel haben eine

Grofde von rund 3.5 nm x 8.8 nm. Es handelt sich somit um stéibchenférmige
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QuantumDots-in-QuantumRods mit einem Linge-zu-Breite-Verhiltnis von etwa

2.5.

— SAR-0-351-1: Hierbei handelt es sich um rote Partikel mit einem Emissionsmaxium
bei 624 nm und einer Quantenausbeute von zirka 85%. Die roten Partikel weisen
eine Grofle von etwa 4.1 nm x 19.7 nm auf. Auch hierbei handelt es sich um stib-
chenférmige QuantumDots-in-QuantumRods. Das Lange-zu-Breite-Verhiltnis be-

tragt etwa 4.8.

Zunichst wird von den oben genannten Partikelchargen die Fluoreszenzzerfallszeit der
nativen Partikel in organischer Lé’)sung bestimmt, um diese spater mit den Fluoreszenz-
zerfallszeiten der pH-Sensoren vergleichen zu kénnen. Dabei wird mittels Einzelphoto-
nenzihlung eine Zerfallskurve der angeregten Zustinde detektiert. Die Fluoreszenzzeit-
histogramme fiir die Bestimmung der Fluoreszenzzerfallszeiten der nativen Partikel sind

in Abbildung 6.9 dargestellt.
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Abbildung 6.9: Fluoreszenzzeithistogramme der nativen Partikel zur Bestimmung der Fluoreszenzzerfallszeiten.

Da aus der logarithmischen Auftragung aus Abbildung 6.9 ersichtlich wird, dass kein mo-
noexponentieller Abfall der Zerfallsfunktion erfolgt, wird fiir die Bestimmung der Fluo-
reszenzzerfallszeiten eine biexponentielle Anpassung der Kurven vorgenommen, welche

durch Gleichung 6.1 beschrieben werden kann.>”

A(t)=A,-e 1+ A4,-e 2 (Gleichung 6.1)
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Dabei berechnet sich die Fluoreszenzzerfallszeit 7 aus den jeweiligen Anfangswerten 4
und Zerfallszeiten 7; nach Gleichung 6.2.
_ ZAiriZ Alr%+A2‘r§

= (Gleichung 6.2)

T YA A1T1+A27T;

T

Fiir die Partikelcharge SAR-0-340-5 (griin) ergibt sich eine Fluoreszenzzerfallszeit von
13.7 ns. Fiir die Charge SAR-0-351-1 (rot) betrigt die Fluoreszenzzerfallszeit 12.1 ns.

6.2.1 FRET-System fiir Iod-MR-Sty

Fiir den pH-Indikator Iod-MR-Sty eignen sich die griinen Halbleiternanokristalle (Charge
SAR-0-340-5) mit einem Emissionsmaximum bei 543 nm aufgrund des hohen Uberlap—
pungsintegrals zwischen ihrer Emissionsbande und der Absorptionsbande der sauren
Form des pH-Indikatorfarbstoffs. In Abbildung 6.10 erfolgt eine Uberlagerung der Ab-
sorptionsspektren des pH-Indikators Iod-MR-Sty (jeweils einmal in der sauren und einmal

in der basischen Form) mit dem Emissionsspektrum der Halbleiternanokristalle.

543 nm
107 Abs. Tod-MR-Sty sauer
Abs. Tod-MR-Sty basisch
0.8 —— Emission Partikel
B SAR-0-3405
‘B
=]
ié 0.6
L
9
g 04-
=
[}
S|
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0.0 T T T T _‘/’—I
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Abbﬂdung 6.10: Uberlagerung der Absorptionsspektren des pH-Indikators in saurer (schwarz) und basischer (rot)
Form mit der Emission der Halbleiternanokristalle (blau) der Charge SAR-0-340-5 zur Bestimmung des Uberlap—
pungsintegrals /.

Deutlich zu erkennen ist der hohe Uberlapp zwischen der Partikel-Emission bei 543 nm
und der sauren Form des pH-Indikators sowie der geringe Uberlapp mit der basischen

Form. Folglich ist bei diesem System ein Férster—Resonanz—Energie—Transfer im sauren
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Milieu méglich. Wie bereits diskutiert, fithrt die Einbringung des lod-Substituenten in den
Indikator zu einer Verbreiterung der Absorptionsbande der sauren Form zu héheren Wel-
lenlingen. Diese Verbreiterung fiihrt zu einem groferen spektralen Uberlapp zwischen

Farbstoff-Absorption und Partikel-Emission (vgl. Abbildung 6.10).

In Abbildung 6.9 wird zudem die Bedeutung fiir den spektralen Uberlapp der zuvor bereits
diskutierten Verbreiterung der Absorptionsbande der sauren Form, bedingt durch den Iod-
Substituenten, zu héheren Wellenldngen deutlich. Da jedoch ein gewisser Uberlapp der
Partikel-Emission mit der Absorption des Indikators im basischen Milieu vorhanden ist,
ist auch hier ein Energieﬁbertrag mt')glich, aﬂerdings in abgeschwéchter Form. Das Uber-
lappungsintegral /berechnet sich nach Gleichung 6.3.

J= f467255 Fo(D) e(A) A*dA = 2.62-10%° Lonm? (Gleichung 6.3)

mol - cm

L-nm* .. .
0% =™ Der Forsterradius des Sys-

mol - cm

Der Wert des Uberlappungsintegrals betrégt 2.62-1
tems berechnet sich nach Gleichung 6.4.
1

9.000In(10)-2-0.6

L-nm* |®
0= 2.62 1015 ——

128 5-Np-1.59% mol - cm

=49nm (Gleichung 6.4)

Der Férsterradius dieses FRET-Paares betrigt somit 4.9 nm.

6.2.2 FRET-System fiir Sty-BTB

Fiir den pH-Indikator Sty-BTB sind die roten Halbleiternanokristalle (SAR-0-351-1) mit
einem Emissionsmaximum bei 624 nm geeignet. Die Emissionsbande der Partikel weist
einen hohen spektralen Uberlapp mit der basischen Absorptionsbande des Indikatorfarb-
stoffs auf. In Abbildung 6.11 erfolgt eine Uberlagerung der Absorptionsspektren von Sty-
BTB (jeweils einmal in der sauren und einmal in der basischen Form) mit dem Emissions-

spektrum der Halbleiternanokristalle.

43



6 Ergebnisse und Diskussion

624 nm
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Abbildung 6.11: Uberlagerung der Absorptionsspektren des pH-Indikators Sty-BTB in saurer (schwarz) und basi-
scher (rot) Form mit der Emission der Halbleiternanokristalle (blau) der Charge SAR-0-351-1 zur Bestimmung
des Uberlappungsintegrals /.

Eindeutig zu erkennen ist der nahezu Vollstiindige Uberlapp zwischen der basischen Form
des pH-Indikators mit der Partikel-Emission bei 624 nm sowie der duflerst geringe Uber-
lapp der Absorptionsbande der sauren Form des Indikators mit der Donor-Emission. Folg-
lich ist bei diesem System ein Férster-Resonanz-Energie-Transfer im alkalischen Milieu
méglich. Da jedoch ein minimaler Uberlapp im sauren Milieu vorhanden ist, ist hier eben-
falls ein Energieiibertrag méglich, der aber sehr viel schwicher als im Basischen ausfallen
wird. Das Uberlappungsintegral J berechnet sich nach Gleichung 6.5.

= "5 Fy(1) € (1) A* dA = 4.33 - 1015 L0m° (Gleichung 6.5)

550 mol - cm

Der Wert des Uberlappungsmtegrals betrigt 4.33-10" Ll— Der Forsterradius des Sys-

tems berechnet sich nach Gleichung 6.6.

[

000-1 2.o.
2000101030 433-1085 L0 1 5 4 1m (Gleichung 6.6)

0 ™ | 128 75-N,-1.59% mol -

Der Férsterradius dieses FRET-Paares betrigt 5.4 nm.
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6.2.3 FRET-System fiir Sty-BKP

Fir den pH-Indikator Sty-BKP lassen sich ebenfalls die roten Halbleiternanokristalle
(SAR-0-351-1) mit einem Emissionsmaximum bei 624 nm verwenden. Die Emissions-
bande der Partikel weist auch hier einen spektralen Uberlapp mit der basischen Absorpti-
onsbande des Indikatorfarbstoffs auf, wie in nachfolgender Abbildung 6.12 ersichtlich ist.
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Abbildung 6.12: Uberlagerung der Absorptionsspektren des pH-Indikators Sty-BKP in saurer (schwarz) und basi-
scher (rot) Form mit der Emission der Halbleiternanokristalle der Charge SAR-0-351-1 zur Bestimmung des Uber-
lappungsintegrals A

Hier erfolgt eine Uberlagerung der Absorptionsspektren von Sty-BKP (jeweils einmal in
der sauren und einmal in der basischen Form) mit dem Emissionsspektrum der Halblei-

ternanokristalle.

Deutlich zu erkennen ist der Uberlapp zwischen der Absorptionsbande der basischen
Form des pH-Indikators mit der Partikel-Emission. Dieser féllt zwar deutlich geringer aus,
als bei dem zuvor beschriebenen Indikator Sty-BTB. Sty-BKP hat aber den entscheidenden
Vorteil, dass der spektrale Uberlapp ausschliefllich in der basischen Form gegeben ist und
in der sauren Form Vernachléssigbar gering ist. Daher wird der Energietransfer bei diesem
System allein im alkalischen Milieu zu beobachten sein. Das Uberlappungsintegral J be-
rechnet sich nach Gleichung 6.7.

J= [P Fy(A) e (D) 2* dA = 1.76 - 1015 20 (Gleichung 6.7)

550 mol - cm
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15 L-nm* . .
0 — Der Forsterradius des Sys—

Der Wert des Uberlappungsintegrals betrfigt 1.76-1
tems wird nach Gleichung 6.8.

1

9.000-1n(10)-2-0.6 R I
= 9308 476105 L2 " — 4 6 nm (Gleichung 6.8)

0 ™ | 128 75-N,-1.59% mol - cm

Der Forsterradius fiir dieses System betrigt folglich 4.6 nm.

6.3 Darstellung wasserloslicher pH-Sensoren

Nachfolgend findet eine Auswertung und Diskussion des Prozesses zur Darstellung der
wasserloslichen pH-Sensoren auf Basis von Halbleiternanokristallen statt. Im Vordergrund
stehen dabei die optischen Eigenschaften. Fiir die Herstellung der pH-Sensoren wird ein
zweistufiger Syntheseprozess gewéhlt, sodass das Partikel zunichst von einer dichten Po-
lystyrolschale mit einem hohen Grad an Vernetzung umgeben wird. Darauf folgt eine
Vergleichsweise diinne Schale aus unvernetztem Polystyrol, welches mit dem pH—Indikator
copolymerisiert wird. Dadurch copolymerisieren die Indikatormolekiile ausschlieflich an
der Oberfliche der hydrophoben Polymerschale und bleiben somit zuginglich fiir Proto-
nen, was obligatorisch fiir einen Farbumschlag ist. In Tabelle 6.1 sind die zuvor bestimm-

ten Eigenschaften der einzelnen Donor—Akzeptor—Paare dargesteﬂt.

Tabelle 6.1; Zusammengefasste Eigenschaften der polymerisierbaren pH»Indikatoren sowie Emissionsmaxima der

gewéhlten Partikel»Chargen und die sich daraus ergebenden Forsterradien.

Indikator Absorptionsmaxima Umschlags- Emissionsma- Forsterradius
sauer / basisch punkt xium Partikel R,
IOd—MR—Sty 502 nm / 433 nm pH =7.13 543 nm 4.9 nm
Sty-BTB 432nm/612nm  pH =11.6Y 624 nm 5.4 nm
Sty-BKP 433 nm / 592nm  pH=7.65 624 nm 4.6 nm

D Der Umschlagspunkt von 11.6 fiir Sty-BTB ergibt sich aus der Boltzmann»Anpassung der gemessenen optischen
Dichten bei den entsprechenden pH—Werten‘ Der relevante Uberlapp entsteht aber bereits allmihlich, wenn ein PH—
Wert von zirka 7 iiberschritten wird (vgl. Abbildung 6.4).
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Aus der Tabelle ldsst sich entnehmen, dass der FRET-Radius fiir das Paar mit Sty-BKP am
geringsten ist, dies ist auf den Vergleichsweise geringen spektralen Uberlapp zwischen Ak-
zeptor- und Donorbande zuriickzufithren. Aufgrund des geringeren spektralen Uberlapps
ist eine hohere raumliche Nihe erforderlich. Weiterhin weisen alle Indikatorfarbstoffe ei-
nen Umschlagspunkt, beziehungsweise im Fall des Sty-BTB eine beginnende und fiir einen
FRET zur Verfiigung stehende Absorption im physiologischen Milieu auf, was besonders

fir die angestrebte Anwendung von entscheidender Bedeutung ist.

Die Probenbezeichnungen setzen sich aus folgenden Kiirzeln zusammen:

K: Kontrollexperiment ohne Farbstoff

MR: Probe mit dem pH-Indikator Tod-MR-Sty
BTB: Probe mit dem pH-Indikator Sty-BTB

BKP: Probe mit dem pH-Indikator Sty-BKP

G: Probe auf Basis griiner Partikel (SAR-0-340-5)
R: Probe auf Basis roter Partikel (SAR-0-351-1)

600/1200: Uberschuss des Emulgators PI-5-PEO
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6.3.1 Mizellare Verkapselung und Emulsionspolymerisation: Optimierung

Zunichst werden die Prozesse der mizellaren Verkapselung und der Emulsionspolymeri-
sation fur die Darstellung pH-sensitiver Fluoreszenzsonden optimiert. Die Optimierung
soll vor allem hinsichtlich der Grofle, der Anzahl der in einer Mizelle verkapselten Partikel
und der Abschirmung der Partikel vom wissrigen Medium erfolgen. Mittels der Kontrol-
lexperimente K-R-600 und K-R-1200 (vgl. Tabelle 8.3) wird der Einfluss des Emulgator-
tiberschusses untersucht. In beiden Experimenten sind die roten Partikel der Charge SAR-
0-351-1 in einem zweischaligen Prozess Verkapselt worden. Die Verkapselung erfolgte mit
etwa 600 Aquivalenten (K-R-600) und etwa 1200 Aquivalenten (K-R-1200) Emulgator pro
Nanokristall. Es wurde ein Emulgator mit einer hohen Molmasse von 13.1 kDa gewihlt,
da hier die hochsten Stabilititen zu erwarten sind.'® Fiir die anschlieRende Berechnung
zur Dimensionierung der Emulsionspolymerisation wurde fiir den Emulgator PI-5-PEO
eine Aggregationszahl von 100 angenommen.®' Die Aggregationszahl gibt die Anzahl an
Tensidmolekiilen an, die sich zu einer Mizelle zusammenlagern. Die ebenfalls in Ta-
belle 8.3 (Abschnitt 8.5) aufgefﬁhrten Monomermengen sind so gewéhlt, dass die bei der
Polymerisation erzeugte Schalendicke etwa 7 nm betrégt. Diese Schalendicke soll eine aus-
reichende Abschirrnung des Partikels vom dufleren Medium gewéhrleisten. Weiterhin soll
aufgrund der Grofle eine hohe Effizienz des Forster-Resonanz-Energie-Transfers durch
eine rdumliche Nihe beim Aufbringen eines FRET-Akzeptors auf die Oberfliche der Po-
lymerhiille moglich sein. Um die Abschirmung zusitzlich zu verbessern, werden in der
ersten Schale 10% des Monomers Styrol durch den Quervernetzer Divinylbenzol ersetzt.
In Abbildung 6.13 finden sich TEM-Aufnahmen der mit 600 Aquivalenten (links) verkap-
selten und mit 1200 Aquivalenten (rechts) verkapselten Partikel. Der Einfluss des Poly-
meriiberschusses ist hierbei deutlich erkennbar: Bei 600 Aquivalenten sind ausnahmslos
mehrere Halbleiternanokristalle in einer Polymerhiille eingekapselt. Auch wird die hohe
Varianz der Durchmesser bei dieser Probe ersichtlich. So liegen viele Konstrukte mit ei-
nem Durchmesser von rund 25 — 30 nm vor, zudem ist eine hohe Anzahl an Konstrukten
mit einem Durchmesser von rund 100 nm in den Bildern zu erkennen. Die gesamte Probe
wirkt beziiglich ihrer Gréflenverteilung eher polydispers. Bei der Probe mit rund 1200
Aquivalenten hingegen liegen die Partikel iiberwiegend einzeln verkapselt vor. Lediglich
einige Polymerkapseln weisen mehrere Partikel auf. Die Grof8e der verkapselten Nanopar-

tikel betrdgt etwa 20 — 25 nm.
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Abblldung 6.13: TEM-Aufnahmen der Polymer-verkapselten Nanokristalle: K-R-600 mit 600 eq. PI-5-PEO (links)
und K-R-1200 mit 1200 eq. PI-5-PEO (rechts).

In Abbildung 6.14 sind die zu den Proben gehérenden Gréflenverteilungen aus der dyna-
mischen Lichtstreuung aufgetragen. In diesen Verteilungen bestitigt sich, was bereits in

den TEM-Bildern ersichtlich wurde:
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Abbildung 6.14: Intensititsgewichtete Groflenverteilungen der Polymer-verkapselten Nanokristalle aus der dynami-
schen Lichtstreuung. K-R-600 mit 600 eq. PI-5-PEO (links) und K-R-1200 mit 1200 eq. PI-5-PEO (rechts).

49



6 Ergebnisse und Diskussion

Die Probe mit lediglich 600 Aquivalenten Emulgator weist eine bimodale Verteilung mit
einem Maximum bei etwa 25 nm und einem bei 130 nm auf. Folglich ist bei dieser Probe
der Polydispersititsindex mit etwa 0.4 sehr hoch. Bei der Probe mit 1200 Aquivalenten
Emulgator weist die Gréflenverteilung nur ein Maximum bei etwa 43 nm auf. Dement-
sprechend ist der Polydispersititsindex hier mit rund 0.14 eher niedrig und spricht damit
fiir eine hohe Monodispersitit. Da bei der dynamischen Lichtstreuung der hydrodynami-
sche Radius bestimmt wird, ist dieser immer etwas grofer als der Radius, welcher sich aus
den TEM-Bildern bestimmen lisst. Bedingt durch die Proportionalitit der Intensitdt mit
der sechsten Potenz des Radius kommt es bei der dynamischen Lichtstreuung zusitzlich
Zu einer Verschiebung der Grt'){genverteﬂung zu hoheren Radien, da gr('jﬁere Teilchen ei-
nen stirkeren Einfluss haben als kleinere.®? Zudem sind die Abmessungen der Polyrner—
hillle im TEM aufgrund des geringen Kontrastes nur schwierig zu erkennen. Eintrock-

nungseffekte der Konstruke auf den TEM-Grids verfilschen die Abmessungen zusatzlich.

Zusammenfassend lisst sich festhalten, dass sowohl mit 600 als auch mit 1200 Aquivalen—
ten des Emulgators ein erfolgreicher Phasentransfer der Partikel ins wissrige Milieu mog-
lich ist. Aﬂerdings werden beim Phasentransfer mit nur 600 Aquivalenten keine einheitli-
chen Konstrukte erhalten. Die Gréﬁenverteﬂung ist polydispers und die Anzahl der ver-
kapselten Partikel pro Mizelle variiert stark. Bei der Verkapslung mit 1200 Aquivalenten
ist es rnt')glich, gezielt einzeln verkapselte Partikel mit einer engen Gréﬁenverteilung zZu
erhalten. Eine schmale Gréﬁenverteﬂung und eine hohe Reproduzierbarkeit sind Grund-
lage fiir die weiteren Experimente zur Darstellung von pH-sensitiven Konstrukten, daher
wird in allen folgenden Experimenten ein Emulgatoriiberschuss von 1200 Aquivalenten

gewéhlt.

6.3.2 Kontrollexperimente ohne FRET-Akzeptoren

Um den Einfluss der modifizierten pH-Indikatoren auf die optischen Eigenschaften des
wasserloslichen Nanokristallsystems exakt zu beschreiben, werden zunichst Kontrollexpe-

rimente betrachtet, welche noch keinen FRET-Akzeptor tragen.
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Kontroﬂexperiment K-G-1200 mit griinen Partikeln ohne FRET—Akzeptor

Zunichst wird das Kontrollexperiment ohne Akzeptorfarbstoff (K-G-1200) betrachtet, um
spiter abzugrenzen, welche Eigenschaften auf den pH-Indikatorfarbstoff zuriickzufithren
sind. In Abbildung 6.15 ist eine TEM-Aufnahme der Probe K-G-1200 sowie die mittels
dynamischer Lichtstreuung bestimmte Groflenverteilung dargestellt. In der TEM-Auf-
nahme sind deutlich die Polymer-verkapselten Nanokristalle zu erkennen. Es liegen so-

wohl einzeln verkapselte Partikel sowie verkapselte Ensembles vor.
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Abbildung 6.15: TEM-Aufnahme der Probe K-G-1200 (links) sowie die intensititsgewichtete Groflenverteilung der
Probe K-G-1200 aus der dynamischen Lichtstreuung (rechts).

Die Grofle der Konstrukte in der TEM-Aufnahme betrigt etwa 35 — 45 nm. Aus der mit-
tels dynamischer Lichtstreuung bestimmten Gréfgenverteﬂung lisst sich ein Polydispersi—
tatsindex von etwa 0.2 ableiten, was fiir die Einheitlichkeit der Konstrukte spricht. Das
Maximum der intensitétsgewichteten Gréﬁenverteilung liegt bei etwa 65 nm. Der Unter-
schied im Vergleich zum TEM lésst sich auf die zuvor erlduterten Effekte zuriickfihren.
Zusiitzlich ist der hydrodynamische Radius in der DLS immer grofer als der Radius ohne
Hydrathiille. In Abbildung 6.16 sind die Absorptionsspektren des Kontrollexperiments K-
G-1200 bei unterschiedlichen pH-Werten dargestellt.
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Abbildung 6.16: Absorptionsspektren des Kontrollexperiments K-G-1200 in wissrigem Medium bei unterschiedli-

chen pH-Werten.

Gut zu erkennen sind die Absorptionsmaxima bei etwa 515 nm und 440 nm. Dabei han-

delt es sich um das erste beziehungsweise das zweite Absorptionsmaximum der in den

Konstrukten enthaltenen Halbleiternanokristalle. Der pH—Wert hat keinen Einfluss auf

das Absorptionsverhalten der Konstrukte. Die erzeugte Polystyrolhiille selbst nimmt eben-

falls keinen Einfluss auf die Lage der Maxima, es kommt jedoch zu einer leichten Streuung.

Die zu den Absorptionsspektren gehérenden Emissionsspektren sind in Abbildung 6.17

dargestellt.

Emission / a.u.

550 600
Wellenliinge / nm

Abbildung 6.17: Emissionsspektren des Kontrollexperiments K-G-1200 in wissrigem Medium bei unterschiedlichen

pH-Werten.
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Die Emissionsspektren weisen im Gegensatz zu den Absorptionsspektren ein deutliches
pH-abhéngiges Verhalten auf. Bei genauerer Betrachtung lasst sich festhalten, dass bei den
niedrigen pH-Werten von etwa 3.0 und 3.5 die Emission eher gering ist, wobei sie bei
héheren pH-Werten stetig zunimmt. Die hochsten Emissionsintensititen ergeben sich bei

pH-Werten von etwa 8 bis 9.

Noch deutlicher wird der Effekt in Abbildung 6.18. Hier sind die Integrale der jeweiligen

Emissionsspektren gegen den pH—Wert aufgetragen.

7
3.0x10 7
7 n
2.5x10
7
2.0x10 n

7
1.5x10 -

Integral der Emission / nm
| |

1.0x10 .

6
50x10 | =

pH-Wert

Abbildung 6.18: Auftragung der integrierten Emissionsspektren des Kontrollexperiments K-G-1200 in wissrigem
Medium bei unterschiedlichen pH-Werten.

Dabei lasst sich der zuvor angedeutete Trend belegen: Je hoher der pH-Wert, desto grofRer
ist im Schnitt auch das Signal der Emission. Je niedriger der pH-Wert, desto hoher ist die
Konzentration an Protonen und somit der durch die Protonen erzeugte Effekt der Fluo-
reszenzléschung. Auch wenn die Partikel durch die erzeugte Polystyrolschale zwar wei-
testgehend vom wassrigen Medium abgeschirmt sind, ist dennoch ist ein gewisses Loschen

durch die Protonen zu beobachten.

Ein weiteres Kriterium zur Beschreibung der Lschprozesse ist die Fluoreszenzzerfallszeit
der angeregten Zustinde. Hierzu sind die erhaltenen Zerfallskurven mittels dem in den
theoretischen Grundlagen (vgl. Abschnitt 4.8) beschriebenen Verfahren mit einer biexpo-
nentiellen Zerfallsfunktion angepasst worden. Aus dieser Anpassung lassen sich die Fluo-

reszenzzerfallszeiten bestimmen.
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Das Ergebnis dieser Anpassung ist in Abbildung 6.19 dargestellt.
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Abbildung 6.19: Auftragung der Fluoreszenzzerfallszeiten des Kontrollexperiments K-G-1200 in wissrigem Medium
bei unterschiedlichen pH-Werten sowie einer linearen Anpassung mit einer Steigung von Null.

Die Fluoreszenzzerfallszeiten nehmen je nach pH-Wert einen Wert von etwa 11 — 13 ns
ein. Damit hat bei dem Verkapselungsprozess die Zerfallszeit im Vergleich zu den nativen
Partikeln (13.7 ns) leicht abgenommen. Die Absenkung der Zerfallszeiten lésst sich durch
den Verkapselungsprozess mit anschlieBender Emulsionspolymerisation erkldren. Die Par-
tike] kommen bei der Emulsionspolymerisation in direkten Kontakt mit Wasser sowie
Radikalen, welche in der Lage sind die Fluoreszenzeigenschaften der Partikel zu verindern.
Aus Abbildung 6.19 wird ersichtlich, dass im Gegensatz zur Fluoreszenzintensitit bei den

Zerfallszeiten kein pH—abhéngiges Verhalten auftritt.

Um das unterschiedliche Verhalten der Fluoreszenzintensitit und der Zerfallszeit zu ver-
deutlichen, erfolgt in Abbildung 6.20 die Stern-Volmer-Auftragung fiir das Kontrollexpe-
riment K-G-1200. Dort sind die Terme %sowie %0 gegen die Konzentration des Loschers,
also in diesem Fall die der Protonen, aufgetragen. Als £ und 7y werden die Intensitét und
Fluoreszenzzerfallszeit bei der niedrigsten Protonenkonzentration, also dem héchsten pH-

Wert eingesetzt.
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Abbildung 6.20: Stern»Volmer»Auftragung fiir das Kontrollexperiment K-G-1200. Fiir den in blau gegen die Kon-

F ... . . .
zentration der Protonen aufgetragenen Term FO ergibt sich eine Gerade mit positiver Steigung. Die Fluoreszenzin-

tensitit nimmt mit zunehmender Protonenkonzentration ab. Der in rot gegen die Konzentration der Protonen

T . .
aufgetragene Term 70 bleibt konstant. Die Fluoreszenzzerfallszeit ist somit unabhingig von der Protonenkonzent-

ration. In diesem Fall liegt ein statisches Loschen vor.

Fiir den Term %0 ergibt sich ein linearer Verlauf, der sich mit einer Steigung von nahezu
Null anpassen lasst. Das bedeutet, dass der pH-Wert keinen Einfluss auf die Fluoreszenz-
zerfallszeiten hat. Fiir den Term %ergibt sich ebenfalls eine Gerade, jedoch mit einer deut-
lich positiven Steigung. Daraus folgt unmittelbar, dass mit zunehmender Protonenkon-
zentration die Fluoreszenzintensitit linear abnimmt. Dieses Verhalten beschreibt exakt
den Prozess der statischen Fluoreszenzldschung. Beim Prozess der statischen Fluoreszenz-
léschung wird die strahlende Relaxation unterbunden. Somit nimmt dieser Prozess ledig—
lich Einfluss auf die Fluoreszenzintensitit, jedoch nicht auf die Zerfallszeit. Protonen sind
demnach in der Lage die Emission der Nanokristalle in diesen Konstrukten statisch zu
l6schen. Trotz der stark vernetzten Polymerschale ist diese, vermutlich aufgrund der ge-
ringen Schichtdicke, weiterhin durchldssig fiir Protonen, sodass diese in der Lage sind

einen Léschprozess auszuldsen.
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Kontroﬂexperiment K-R-1200 mit roten Partikeln ohne FRET—Akzeptor

Nachfolgend wird das Kontrollexperiment, basierend auf roten Partikeln (SAR-0-351-1)
ohne Akzeptorfarbstoff (K-R-1200) betrachtet, um spiter abzugrenzen welche optischen
Eigenschaften durch die pH-Indikator verursacht werden. In Abbildung 6.21 ist eine TEM-
Aufnahme der Probe K-R-1200 sowie die mittels dynamischer Lichtstreuung bestimmte
Groflenverteilung dargestellt. In der TEM-Aufnahme sind deutlich die Polymer-verkapsel-

ten Nanokristalle zu erkennen. Es liegen tiberwiegend einzeln verkapselte Nanokristalle
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Abbildung 6.21: TEM-Aufnahme der Probe K-R-1200 (links) sowie die intensititsgewichtete Groflenverteilung der
Probe K-R-1200 aus der dynamischen Lichtstreuung.

Die Grofle der Konstrukte in der TEM-Aufnahme betrigt im Schnitt etwa 20 — 25 nm.
Das Maximum der Gréﬁenverteﬂung aus der dynamischen Lichtstreuung liegt bei etwa
43 nm. Der Polydispersitéitsindex liegt bei etwa 0.14 und unterstreicht damit die monodis-
perse Gréﬁenverteilung. Auch hier wird der zuvor beschriebene Unterschied zwischen den

unterschiedlichen Messmethoden deutlich.

In Abbildung 6.22 sind die Absorptionsspektren des Kontrollexperiments K-R-1200 bei
unterschiedlichen pH-Werten dargestellt.
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Abbildung 6.22: Absorptionsspektren des Kontrollexperiments K-R-1200 bei unterschiedlichen pH-Werten.

Deutlich zu erkennen sind das erste Absorptionsmaximurn der Partikel bei 606 nm und
das zweite Absorptionsmaximum bei 465 nm. Die Absorptionsspektren zeigen kein PH—
abhéngiges Verhalten. Es kommt lediglich zZUu einer Streuung aufgrund der Polystyrol—

schale.

Eine Auftragung der zu den Absorptionsspektren gehorenden Emissionsspektren erfolgt
in Abbildung 6.23.
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Abbﬂdung 6.23: Emissionsspektren des Kontrollexperiments K-R-1200 bei unterschiedlichen pH-Werten.

Die Emissionsspektren weisen im Gegensatz zu den gezeigten Absorptionsspektren pH-

abhéingiges Verhalten auf. Niedrige pH-Werte und somit hohe Protonenkonzentrationen
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fihren zu einer Abnahme der Emissionsintensitit. Dies gilt jedoch nur fiir pH-Werte von
3 bis 7. Bei hoheren pH-Werten nimmt die Emissionsintensitit leicht ab. Dieser Zusam-
menhang ldsst sich durch Abbildung 6.24 verdeutlichen. Dort sind die integrierten Emis-
sionsspektren gegen die jeweiligen pH-Werte aufgetragen.
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Abbildung 6.24: Auftragung der integrierten Emissionsspektren des Experiments K-R-1200 in wissrigem Medium
bei unterschiedlichen pH-Werten.

Anhand dieser Auftragung wird ersichtlich, dass es bei besonders niedrigen pH—Werten
durch Protonen zum Léschen der Fluoreszenz kommt. Bei einem pH-Wert im neutralen
Milieu wird das Emissionssignal maximal. Bei noch héheren pH-Werten nimmt die Emis-
sionsintensitit allmihlich wieder ab. Es kommt zu einem Loschen der Fluoreszenz durch

Hydroxid—lonen.

Um die Léschprozesse bei dem Kontrollexperiment genau beschreiben zu kénnen, sind in
Abbildung 6.25 die ermittelten Fluoreszenzzerfallszeiten bei unterschiedlichen pH-Werten
dargestellt. Sie schwanken dabei zwischen etwa 7.5 und 9.5 ns. Fiir den Bereich von
pH=3 bis pH = 8 liegen die Werte relativ konstant bei etwa 9 ns, bei hoheren pH-Werten
kommt es zu einem leichten Abfall der Zerfallszeiten durch dynamischen Loschen verur-
sacht durch Hydroxidionen. Die Zerfallszeit der nativen Partikel vor der Verkapselung
liegt bei 12.1 ns. Das bedeutet, es kommt auch hier zu einer Abnahme der Zerfallszeiten

durch den Transfer ins wéissrige Milieu und die anschliefende Emulsionspolymerisation.
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Abbildung 6.25: Auftragung der Fluoreszenzzerfallszeiten des Kontroﬂexperiments K-R-1200 in wissrigem Medium

bei unterschiedlichen pH-Werten sowie einer linearen Anpassung mit einer Steigung von Null.

Durch die Stern—Volmer—Auftragung in Abbildung 6.26 lassen sich zusitzliche Information

iiber die Léschprozesse der Emission erhalten.
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Abbﬂdung 6.26: Stern—Volmer—Auftragung fur das Kontroﬂexperiment K-R-1200. Der in blau aufgetragene Term %

. . To . .. .
sowie der in rot aufgetragene Term ? verhalten sich nahezu unabhanglg von der Protonenkonzentration.

Dort sind die Terme FO sowie %0 in Abhingigkeit der Loscherkonzentration aufgetragen.
Als Fy und 7, werden die Intensitit und Zerfallszeit bei der geringsten Protonenkonzent-
ration, also dem hochsten pH-Wert eingesetzt. Fiir den Term %0 ergibt sich eine Gerade

mit einer Steigung nahe Null. Das bedeutet, dass die Fluoreszenzzerfallszeit nicht von der
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Protonenkonzentration abhéingt. Beim Term %, welcher die Emissionsintensitit be-
schreibt, wird eine Gerade mit einer geringen positiven Steigung erhalten. Daher ldsst sich
die Aussage treffen, dass die Emissionsintensitat durch die Anwesenheit von Protonen
leicht geloscht wird. Da die Protonen jedoch keinen Einfluss auf die Zerfallszeiten der
angeregten Zustinde haben, kann hier, wie schon bei der Probe K-G-1200, von einem
statischen Loschen der Emission durch die Protonen gesprochen werden. Im Vergleich
zur Probe K-G-1200 mit den griinen Partikeln, weist die Probe K-R-1200 eine wesentlich
geringe Empfindlichkeit gegeniiber den Protonen auf. Die Polystyrolschale der Probe K-

R-1200 ist vermutlich besser vernetzt und somit undurchdringlicher fur die Protonen.

6.3.3 pH-Sensoren auf Basis von Halbleiternanokristallen

In diesem Abschnitt erfolgt die Auswertung und Diskussion der unter der Verwendung
der zuvor synthetisierten pH—Indikatorfarbstoffen dargestellten pH—Sensoren auf Basis von

Halbleiternanokristallen.
Experiment MR-G-1200: griine Partikel mit Akzeptorfarbstoff Iod—MR—Sty

Nachfolgend wird das Experiment MR-G-1200 beschrieben, dabei wurden griine Partikel
mit einem Emissionsmaximum bei 543 nm mit dem pH-Indikatorfarbstoff Iod-MR-Sty
kombiniert. Aufgrund des Uberlappungsintegrals zwischen der Absorption des Indikators
im sauren Milieu und der Partikel-Emission wird ein Férster-Resonanz-Energie-Transfer

bei niedrigen pH-Werten erwartet.

Zunichst sind in Abbildung 6.27 eine TEM-Aufnahme sowie die mittels dynamischer

Lichtstreuung bestimmte intensitétsgewichtete Gréﬁenverteilung dargestellt.
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Abbildung 6.27: TEM-Aufnahme der Probe MR-G-1200 (links) sowie die intensititsgewichtete GroRenverteilung
der Probe MR-G-1200 aus der dynamischen Lichtstreuung (rechts).

In der TEM-Aufnahme sind deutlich die in Polymer eingekapselten, stéibchenférmigen
Partikel zu erkennen. Es liegen hier, wie auch bei dem Kontrollexperiment K-G-1200,
einzeln verkapselte Partikel sowie verkapselte Partikelensembles vor. In der TEM-Auf-
nahme betrigt die Grole der Konstrukte etwa 25 — 45 nm. Das Maximum der Grof3en-
Verteﬂung aus der Lichtstreuung betrégt etwa 60 nm. Die Diskrepanz zwischen den beiden
Methoden wurde anhand der vorangegangen Experimente bereits begriindet. Der Polydis-

persitétsindex liegt bei etwa 0.19 und bestétigt damit die monodisperse Gréﬁenverteﬂung.

In Abbildung 6.28 sind die Absorptionsspektren der Probe MR-G-1200, mit dem Akzep-

torfarbstoff, bei unterschiedlichen pH—Werten aufgetragen.
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Abbildung 6.28: Absorptionsspektren des Experiments MR-G-1200 in wissrigem Medium bei unterschiedlichen
pH-Werten. Deutlich zu erkennen ist das pH-abhingige Absorptionsverhalten der Probe.
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Es kann ein deutliches pH-abhingiges Absorptionsverhalten der Konstrukte beobachtet
werden. Die beiden markantesten Banden im Spektrum sind auf den pH-Indikatorfarbstoff
Iod-MR-Sty zuriickzufiithren. So ist die Bande bei etwa 433 nm im Basischen besonders
ausgeprigt, wobei diese bei sinkendem pH-Wert allmihlich verschwindet. Mit der Bande
bei etwa 502 nm verhilt es sich genau umgekehrt. Diese ist besonders intensiv bei niedri-
gen pH-Werten und verschwindet zusehends bei Erhohung des pH-Wertes. Diese beiden
Maxima belegen, dass der pH—Indikatorfarbstoff weiterhin fiir Protonen zugéinglich ist und

somit fiir einen Farbumschlag zur Verfigung steht.

Die Absorptionsmaxima der Partikel werden durch die Absorption des Indikators nahezu
Vollstiindig ﬁberlagert. Lediglich das zweite Absorptionsmaximum bei etwa 415 nm ist bei
niedrigen pH—Werten noch angedeutet zu erkennen. Die zu den Absorptionsspektren ge-

hérenden Emissionsspektren sind in Abbildung 6.29 dargesteﬂt.

5 pH = 3.05
1.6x10 7 pH = 3.50

5|
1.4x10

5
1.2x10

u.

5|
1.0x10

8.0x10

Emission / a

6.0x10

4
4.0x10

4
2.0x10

0.0 ’ T T T T = ;
450 500 550 600 650 700

Wellenléinge / nm

Abbildung 6.29: Emissionsspektren des Experiments MR-G-1200 in wissrigem Medium bei unterschiedlichen pH-
Werten. Deutlich zu erkennen ist die pH-abhingige Emissionsintensitit der Probe.

Hier lisst sich ein dhnlicher Trend wie in dem Kontrollexperiment K-G-1200 beobachten.
Die Emissionsspektren weisen ein deutlich pH-abhingiges Verhalten auf. Bei niedrigen
pH-Werten ist die Emission eher gering, wobei sie bei steigendem pH-Wert kontinuierlich
zunimmt. Um diesen Trend zu verdeutlichen, sind in Abbildung 6.30 die integrierten

Emissionsspektren gegen den jeweﬂigen pH-Wert aufgetragen.
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Abbildung 6.30: Auftragung der integrierten Emissionsspektren des Experiments MR-G-1200 in wissrigem Medium
bei unterschiedlichen pH-Werten.

Dort ist eindeutig zu erkennen, dass das Intergral der Emission iiber den Bereich eines
pH-Werts von 3 bis etwa 7 nahezu linear zunimmt. Bei weiterer Erhéhung des pH-Werts
bleibt das Integral der Emission annihernd konstant. Das Verhalten der Probe dhnelt in
Bezug auf die reine Emissionsintensitit dem des Kontrollexperimentes K-G-1200 ohne

pH—Indikatorfarbstoff.

In den Absorptionsspektren (Abbildung 6.28) ist zu erkennen, dass die Absorptionsbande
bei 502 nm, ausgehend von pH = 3, bis zu einem pH-Wert von etwa 6.5 — 7 stetig ab-
nimmt. Daher verringert sich auch der Energietransfer, aufgrund des abnehmenden spekt-
ralen Uberlapps zwischen Akzeptor und Donor bis zu einem pH-Wert von 7. Folglich
kommt es iiber den Bereich von pH = 3 bis pH = 7 zu einer kontinuierlichen Zunahme
der Emission. Dieses Verhalten legt nahe, dass das Léschen der Emission bei dieser Probe
durch einen Férster-Resonanz-Energie-Transfer, resultierend aus dem spektralen Uberlapp
der Partikel-Emission mit der Absorptionsbande der sauren Form des pH-Indikatorfarb-
stoffs lod-MR-Sty, verursacht wird. Um ein rein statisches Loschen, wie im Kontrollexpe-
riment K-G-1200, durch die Protonen auszuschlief3en, erfolgt in Abbildung 6.31 eine Auf-

tragung der mittels biexponentieﬂer Anpassung bestimmten Fluoreszenzzerfallszeiten.
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Abbildung 6.31: Auftragung der Fluoreszenzzerfallszeiten des Experiments MR-G-1200 in wissrigem Medium bei
unterschiedlichen pH-Werten sowie einer Anpassung nach Boltzmann (blau). Zusitzlich sind die Fluoreszenzzer-
fallszeiten des Kontrollexperimentes K-G-1200 sowie deren lineare Anpassung in schwarz als Referenz aufgetragen.
Aus der Auftragung der Fluoreszenzzerfallszeiten gegen den pH-Wert ldsst sich deutlich
erkennen, dass zwischen einem pH-Wert von 3 und 7 die Zerfallszeiten im Vergleich zZu
hoheren pH-Werten deutlich abgesenkt sind. Auch hier gilt wie bei der Emission bereits
beschrieben: Je niedriger der pH-Wert, desto hoher der spektrale Uberlapp und der Fors-
ter-Resonanz-Energie-Transfer und desto niedriger die Fluoreszenzzerfallszeit. Bei einem
pH-Wert von 3 liegt die bestimmte Fluoreszenzzerfallszeit bei rund 3 ns. Von dort ausge-
hend nimmt sie mit steigendem pH-Wert stetig zu. Ab einem pH-Wert von etwa 7 bleibt
neben der Fluoreszenzintensitit zudem die Fluoreszenzzerfallszeit annihernd konstant.
Durch eine Boltzmann—Anpassung konnten die Plateaus im Sauren bei 2.7 ns und im Ba-
sischen bei 7.5 ns bestimmt werden. Zum Vergleich sind in Abbildung 6.31 ebenfalls die
Fluoreszenzzerfallszeiten des Kontrollexperiments MR-G-1200 aufgetragen. Hierbei fallt
auf, dass die Fluoreszenzzerfallszeiten bei der Probe mit Indikatorfarbstoff auch in der
basischen Form deutlich geringer sind als beim Kontrollexperiment. Das ldsst sich darauf
zuriickfithren, dass, wie bereits erwihnt, auch die basische Form des Indikatorfarbstoffs
einen konstanten spektralen Uberlapp mit der Donor-Emission aufweist (vgl. Abschnitt
6.2.1, Abbildung 6.10) und somit ebenfalls ein Forster-Resonanz-Energie-Transfer im ba-

sischen Milieu mt’)glich ist.
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Um die Léschprozesse exakt beschreiben zu kénnen, erfolgt in Abbildung 6.32 die Stern-
Volmer-Auftragung. Dabei werden die Terme %beziehungsweise%o gegen die optische
Dichte der 16schende Bande bei 502 nm (links) sowie gegen die Protonenkonzentration
(rechts) aufgetragen, da diese verantwortlich fiir das Auftreten dieser Absorptionsbande
ist. Als £, und 7, werden die Intensitit und Zerfallszeit bei der geringsten optischen Dichte

eingesetzt, da dort der spektrale Uberlapp am geringsten ist.
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Abbildung 6.32: Auftragung der Terme =2 in blau und “2 in rot gegen die optische Dichte bei 502 nm (links) sowie
gegen die Protonenkonzentration (rechts) fiir das Experiment MR-G-1200. Die Fluoreszenzintensitit und -zerfalls-
zeit nehmen mit zunehmender optischer Dichte ab. Die Erhshung der optischen Dichte bei 502 nm bewitkt somit
cinen dynamischen Loschprozess.

Die Terme % und %0 nehmen mit zunehmender optischer Dichte deutlich zu. Das bedeutet
folglich, dass die Emissionsintensitit und Fluoreszenzzerfallszeit bei zunehmender opti-
scher Dichte abnehmen. Bedingt durch die Absorptionsbande bei 502 nm, welche im Sau-
ren durch den Indikatorfarbstoff Iod—MR—Sty hervorgerufen wird, erfolgt ein Loschen der
Partikel-Emission. Je intensiver diese Bande ist, desto geringer ist die Emissionsintensitit
und die Fluoreszenzzerfallszeit. Weiterhin fillt auf, dass es bei sehr hohen Protonenkon-
zentration zusitzlich zu einer starken Loschung der Fluoreszenzintensitit kommt. Neben
dem dynamischen Loschprozess durch den Indikatorfarbstoff kommt es folglich bei nied-
rigen pH-Werten aullerdem zu einem statischen Protonenldschen, welches auch bei dem
entsprechenden Kontroﬂexperiment beobachtet werden kann. Beim Kontroﬂexperiment
ohne Indikatorfarbstoff tritt nur statisches Loschen auf. Die Zerfallszeiten verindern sich
hier nicht. Mithilfe des Indikatorfarbstoffes ist es somit moglich die Emission der Partikel

dynamisch zu léschen. Da der Term der Intensitit gerade bei hohen optischen Dichten
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und somit bei niedrigen pH-Werten etwas oberhalb des Terms der Zerfallszeiten liegt,
kann davon ausgegangen, dass zusitzlich zu dem dynamischen Léschen durch den pH-
Indikatorfarbstoff ein statischer Loschprozess durch hohe Protonenkonzentrationen auf-
tritt. Aufgrund des eindeutig dynamisch verlaufenden Léschprozesses kann darauf ge-
schlossen werden, dass es erfolgreich gelungen ist, den Indikatorfarbstoff lod-MR-Sty fest
an die Oberfliche der Konstrukte zu binden und somit eine pH-sensitive Emission der

Konstrukte zu erzeugen.

Experiment BTB-R-1200: rote Partikel mit Akzeptorfarbstoff Sty-BTB

Im Folgenden wird das Experiment BTB-R-1200 beschrieben, dabei wurden rote Partikel
mit einem Emissionsmaximum bei 624 nm mit dem pH-Indikatorfarbstoff Sty-BTB kom-
biniert. Aufgrund des Uberlappungsintegrals zwischen der Partikel-Emission und der Ab-
sorption des Indikators im Basischen wird ein Férster-Resonanz-Energie-Transfer bei ho-

hen pH-Werten erwartet.

Fiir das Experirnent BTB-R-1200 mit dem copolymerisierten Bromtyhmolblauderivat Sty—
BTB finden sich in Abbildung 6.33 eine TEM-Aufnahme (links) sowie die mittels

dynamischer Lichtstreuung bestimmte Gréﬁenverteilung (rechts).
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Abbildung 6.33: TEM-Aufnahme der Probe BTB-R-1200 (links) sowie die intensitéitsgewichtete Gréﬁenverteilung
der Probe BTB-R-1200 aus der dynamischen Lichtstreuung.
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Anhand der TEM-Aufnahme ldsst sich eine durchschnittliche Grofle der
Partikelkonstrukte von etwa 20 — 25 nm bestimmen. Das Maximum der intensitatsge-
wichteten Groenverteilung aus der dynamischen Lichtstreuung betrigt etwa 43 nm. Der

Polydispersitasindex von etwa 0.16 belegt die hohe Einheitlichkeit der Partikelkonstrukte.

In Abbildung 6.34 sind die Absorptionsspektren der Probe BTB-R-1200 bei unterschiedli-
chen pH-Werten dargestellt.
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Abbildung 6.34: Absorptionsspektren des Experiments BTB-R-1200 in wissrigem Medium bei unterschiedlichen
pH-Werten. Deutlich zu erkennen ist das pH-abhéingige Absorptionsverhalten der Probe.

Deutlich ist hier der Einfluss des pH-Werts auf das Absorptionsverhalten zu erkennen:
Die beiden Absorptionsbanden bei 432 und 612 nm werden durch die unterschiedlichen
Formen des pH—Indikatorfarbstoffs Sty—BTB verursacht. Bei hoheren pH-Werten, also im
basischen Milieu, ist die Absorptionsbande bei etwa 612 nm besonders ausgepragt. Mit
zunehmender Aziditit sinkt die Intensitit dieser Bande stetig ab, bis sie bei etwa pH = 7
vollstindig verschwunden ist. Bei niedrigen pH-Werten hingegen dominiert die Absorpti-
onsbande bei 432 nm. Die Intensitit dieser Bande ist bei besonders niedrigen pH-Werten
maximal und nimmt bei steigenden pH-Werten ab etwa 7 allmihlich ab. Der Indikator-
farbstoff ist somit weiterhin fiir Protonen zuginglich, sodass ein Farbumschlag méglich

ist.

Die zu den oben dargestellten Absorptionsspektren gehérenden Emissionsspektren sind

in Abbildung 6.35 dargestellt.
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Abbildung 6.35: Emissionsspektren des Experiments BTB-R-1200 in wissrigem Medium bei unterschiedlichen pH-
Werten. Deutlich zu erkennen ist die pH-abhingige Emissionsintensitit der Probe.

Die héchsten Emissionsintensititen werden bei pH-Werten im Bereich von 4 — 6 erreicht.
Bei pH-Werten oberhalb von 6 kommt es zu einer kontinuierlichen Abnahme der Emis-
sionsintensitit. Auch bei einem sehr niedrigen pH-Wert von 3.02 ist die Intensitit verrin-
gert. Weiterhin fillt auf, dass es bei sehr hohen pH-Werten zu einer stetigen Verschiebung
des Emissionsmaximums zu hoheren Wellenléingen kommt. Zusitzlich fallt auf, dass bei
einer Erhéhung des pH-Wertes von 12.78 auf 13.52 kein weiteres Loschen stattfindet.
Offensichtlich liegt bei diesen Partikeln eine zweite Spezies mit einem Emissionsmaximum
bei etwa 633 nm vor, welche sich nicht durch den Indikatorfarbstoff l16schen ldsst. Fiir die
Auftragung der integrierten Emissionsspektren wird das Integral der Emission bei einem
pH-Wert von 13.52 als Null definiert. Da davon auszugehen ist, dass sich diese Spezies
nicht l6schen lésst, wird jene Intensitit als Blindwert von allen anderen Integralen subtra-
hiert. Die Auftragung der um den Blindwert bereinigten und integrierten Emissionsspek-

tren gegen den pH-Wert findet sich in Abbildung 6.36.
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Abbildung 6.36: Auftragung der integrierten Emissionsspektren des Experiments BTB-R-1200 in wiassrigem Medium

bei unterschiedlichen pH-Werten.

Hier ldsst sich deutlich erkennen, dass die Emission bei sehr niedrigen pH-Werten sowie

bei pH—Werten oberhalb von 6 vermindert ist. Bei niedrigen pH—Werten erfolgt hochst-

wahrscheinlich ein Loschen der Fluoreszenz durch die anwesenden Protonen. Bei hoheren

pH—Werten wird das Loschen durch den spektralen Uberlapp mit der Absorption der ba-

sischen Form des pH—Indikators Sty-BTB verursacht. Zur Bestitigung, erfolgt in Abbil-

dung 6.37 eine Auftragung der bestimmten Fluoreszenzzerfallszeiten der Probe.
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Abbildung 6.37: Auftragung der Fluoreszenzzerfallszeiten des Experiments BTB-R-1200 in wissrigem Medium bei

unterschiedlichen pH-Werten sowie einer Anpassung nach Boltzmann (rot). Zusitzlich sind die Fluoreszenzzerfalls-

zeiten des Kontrollexperimentes K-R-1200 sowie deren lineare Anpassung in schwarz als Referenz aufgetragen.
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Hier wird sofort deutlich, dass die Fluoreszenzléschung im sauren Bereich durch die Pro-
tonen keinen Einfluss auf die Fluoreszenzzerfallszeiten hat, denn diese sind iiber den Be-
reich von pH = 3 bis pH = 6.5 konstant bei etwa 6 ns. Somit ist die Fluoreszenzléschung
im sauren Bereich eindeutig auf das statische Loschen der Protonen zuriickzufiihren. Erst
bei einer Erh6hung des pH-Wertes iiber 6.5 nimmt neben der Fluoreszenzintensitit auch
die Fluoreszenzzerfallszeit bis zu einem Wert von 0.8 ns ab. In diesem Bereich liegt folglich
ein dynamischer Loschprozess vor. Dieser Loschvorgang erfolgt durch einen Forster-Re-
sonanz-Energie-Transfer, welcher durch den spektralen Uberlapp mit der Absorption des
Indikatorfarbstoffs Sty-BTB erméglicht wird. Durch eine Boltzmann-Anpassung konnten
die Plateaus im Sauren bei 6.1 ns und im Basischen bei 0.5 ns bestimmt werden. Zum
Vergleich sind in Abbildung 3.37 zusitzlich die Zerfallszeiten des Kontrollexperiments
ohne Indikatorfarbstoff aufgetragen. Auffillig ist, dass die Zerfallszeiten auch im sauren
Bereich bei der Probe BTB-R-1200 im Vergleich zum Kontrollexperiment von 9 ns auf
etwa 6 ns abgesenkt sind. Da zudem die saure Form des Indikatorfarbstoffs Sty-BTB einen
gewissen spektralen Uberlapp mit der Partikel-Emission aufweist (Vgl. Abschnitt 6.2.2,
Abbildung 6.11) ist auch bei niedrigen pH-Werten ein schwacher, aber dennoch signifi-

kanter, dynarnischer Lt')schvorgang durch einen Férster—Resonanz—Energie—Transfer mog-

lich.

Um die L'c')schprozesse detailliert beschreiben zu koénnen, erfolgt in Abbildung 6.38 die

Stern—Volmer—Auftragung. Dabei werden beiden Terme fo und 2 zum einen gegen die op-
F T

tische Dichte OD bei 612 nm (links) und zum anderen gegen die Konzentration an Hyd-

roxid-Tonen (rechts) aufgetragen. Als F, und 7, werden die Intensitit und Zerfallszeit bei

der geringsten optischen Dichte eingesetzt.
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Abbildung 6.38: Auftragung der Terme % in blau und %0 in rot gegen die optische Dichte bei 612 nm (links) sowie
gegen die Konzentration an Hydroxid-Ionen (rechts) fiir das Experiment BTB-R-1200. Die Fluoreszenzintensitit
und -zerfallszeit nehmen mit zunehmender optischer Dichte ab. Die Erhéhung der optischen Dichte bei 612 nm

fithrt somit zu einem dynamischen Léschprozess.

Die Terme % und T?O steigen beide mit zunehmender optischer Dichte in dhnlichem Mafle
an. Das bedeutet, dass sowohl die Emissionsintensitit als auch die Fluoreszenzzerfallszeit
mit zunehmender optischer Dichte abnehmen. Ein rein statisches Loschen kann folglich
ausgeschlossen werden. Da die Werte des Terms der Fluoreszenzintensitit konsequent
iiber denen der Zerfallszeiten liegen, lasst sich zusitzlich zu dem dynamischen L('jschpro—
zess ein statischer Léschprozess annehmen, welcher besonders bei niedrigen pH—Werten
durch hohe Protonenkonzentrationen ins Gewicht fillt. Auffillig ist, dass der dynamische
L'c')schprozess bei optischen Dichten iiber 0.3 deutlich stirker ausgepragt ist als bei niedri-
gen optischen Dichten. Da in diesem Fall hohe optische Dichten mit einer hohen Hydro-
xid-Konzentration einhergehen, kann davon ausgegangen werden, dass es bei optischen
Dichten oberhalb von 0.3 zusitzlich zu einem dynarnischen Léschprozess durch die Hyd—
roxidionen kommt. Dieser Léschprozess konnte auch schon bei dem entsprechenden Kon-
trollexperiment K-R-1200 bei pH-Werten oberhalb von 9 (vgl. Abbildung 6.37) beobachtet

werden.

Aufgrund des eindeutig dynamisch ablaufenden Loschprozesses, kann festgehalten wer-
den, dass der pH-Indikatorfarbstoff fest an die Oberfliche der Konstrukte gebunden ist,
und weiterhin fiir Protonen zugénglich ist, sodass ein Farbumschlag erzeugt werden kann.
Es ist also gelungen das Emissionsverhalten der Partikel pH-sensitiv iiber einen FRET-

Mechanismus zu beeinflussen.
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Experiment BKP-R-1200: rote Partikel mit Akzeptorfarbstoff Sty-BKP

Im Folgenden wird das Experiment BKP-R-1200 beschrieben. Dabei handelt es sich um
Konstrukte basierend auf roten Partikeln mit einem Emissionsmaximum bei 624 nm und
dem pH-Indikatorfarbstoff Sty-BKP. Aufgrund des Uberlappungsintegrals zwischen der
Partikel-Emission und der Absorption des Indikators im basischen Milieu ist ein Forster-

Resonanz-Energie-Transfer bei hohen pH-Werten zu erwarten.

In Abbildung 6.39 sind ein TEM-Bild sowie die mittels dynamischer Lichtstreuung be-
stimmte Grbﬁenverteﬂung fur die Probe BKP-R-1200 mit copolymerisiertem pH—Indi—
katorfarbstoff Sty—BKP dargesteﬂt.
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Abbildung 6.39: TEM-Aufnahme der Probe BKP-R-1200 (links) sowie die intensititsgewichtete Groflenverteilung
der Probe BKP-R-1200 aus der dynamischen Lichtstreuung.

In der TEM-Aufnahme lassen sich sehr deutlich die in Polymerhiille eingekapselten, stib-
chenft')rrnigen Nanopartikel erkennen. Die Partikel liegen iiberwiegend einzeln verkapselt
vor, einige wenige Polymerkapseln weisen jedoch mehrere Kristalle im Inneren auf. Die
Grofle der Konstrukte betrigt etwa 25 — 30 nm. Die Gréflenverteilung aus der DLS hat
ihr Maximum bei 46 nm. Der Polydispersititsindex betrigt 0.155 und spricht fiir mono-

disperse Gréﬁenverteilung.

In Abbildung 6.40 sind die Absorptionsspektren der Probe BKP-R-1200 bei unterschiedli-
chen PH-Werten dargesteﬂt.

72



6 Ergebnisse und Diskussion

—pH =301
—pH =332
—pH = 4.04

1.0

f— pH = 4.60
—pH =478
0.8 b— pH = 4.91
f—pH = 5.17
——p“ =547
— pH = 5.89
0.6 f— pH = 6.02
p=—pH = 6.47
f— pH = 6.99
—pH =746
—pH =793

Absorption / a.u.

b—pH = 8.24
pH = 859
— pH = 9.86
pH =11.95
b— pH = 12.80
— pH = 13.52)

0.2

0.0 T T g T T T 2 T g 1
300 400 500 600 700 800
Wellenlinge / nm

Abbildung 6.40: Absorptionsspektren des Experiments BKP-R-1200 in wiissrigem Medium bei unterschiedlichen
pH-Werten. Deutlich zu erkennen ist das pH-abhingige Absorptionsverhalten der Probe.

Es wird der deutliche Einfluss des pH-Wertes auf das Absorptionsverhalten ersichtlich: Bei
basischen Bedingungen, also bei hohen pH-Werten ist die durch die basische Form des
pH-Indikators Sty-BKP hervorgerufene Absorptionsbande bei 592 nm besonders ausge-
prégt. Bei abnehmenden pH-Werten nimmt die Intensitit dieser Bande nach und nach ab,
bis sie bei einem pH-Wert von etwa 6.5 ganz verschwunden ist. Unterhalb dieses pH-
Wertes ist in dem Bereich nur noch das Absorptionsmaximurn der Partikel bei etwa
604 nm zu erkennen. Die Absorptionsbande der sauren Form des Indikatorfarbstoffs bei
ist rund 433 nm nur sehr schwach ausgeprigt, aber dennoch in den Spektren bei niedrigen
pH-Werten zu erkennen. Sie wird dabei von der Partikelabsorption etwas tiberlagert. Es
lasst sich festhalten, dass der Indikatorfarbstoff Sty—BKP intakt ist und fiir einen Farbum-

schlag zZur Verfﬁgung steht.

In Abbildung 6.41 sind die zu der Probe gehérenden Emissionsspektren bei unterschied-
lichen pH-Werten dargesteﬂt.
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Abbildung 6.41: Emissionsspektren des Experiments BKP-R-1200 in wissrigem Medium bei unterschiedlichen pH-

Werten. Deutlich zu erkennen ist die pH»abhéingige Emissionsintensitit der Probe.

Bei Betrachtung der Ernissionsspektren wird schnell ersichtlich, dass die Intensitit bei pH-
Werten im Bereich von 5 — 6 am hochsten ist. Bei niedrigeren pH-Werten nimmt die
Emissionsintensitit kontinuierlich etwas ab. Bei pH-Werten oberhalb von 6 kommt es
ebenfalls zu einer stetigen Abnahme der Emissionsintensitit mit steigendem pH-Wert.
Wie schon bei der Probe BTB-R-1200 beobachtet, kommt es auch hier bei hohen pH-
Werten zu einer Verschiebung des Emissionsmaximums zu hsheren Wellenléingen. Auch

hier wird das Integral der Emission bei einem pH—Wert von 13.52 als Null definiert.

Fiir eine genauere Betrachtung des Emissionsverhaltens erfolgt in Abbildung 6.42 eine
Auftragung der integrierten Emissionsspektren gegen den jeweiligen pH-Wert. Hier wird
der zuvor erkannte Trend noch deutlicher. Das Maximum der Emission liegt bei einem
pH-Wert von etwa 6. Unterhalb dieses pH-Wertes nimmt die Intensitit, vermutlich be-

dingt durch statisches Loschen durch die hohe Konzentration an Protonen, stetig ab.

Auch oberhalb eines pH-Wertes von 6 kommt es zu einer Abnahme der Emission, hier ist
anzunehmen, dass ein Forster-Resonanz-Energie-Transfer, bedingt durch den spektralen
Uberlapp zwischen der Donor-Emission und der Absorptionsbande der basischen Form

des Indikatorfarbstoffs die Ursache ist.

74



6 Ergebnisse und Diskussion

8
3.0x10 ]
8
2.5x10 ] .
8
2.0x10 7] - .
8
1.5x10 ]

8
1.0x10 7 .

Integral der Emission / nm

7
5.0x10

0.0

pH-Wert

Abbildung 6.42: Auftragung der integrierten Emissionsspektren des Experiments BKP-R-1200 in wissrigem Medium
bei unterschiedlichen pH-Werten.

Um den Léschvorgang genau beschreiben und eindeutig auf den spektralen Uberlapp mit
der Absorption des pH—Indikatorfarbstoffs zuriickfithren zu kénnen, erfolgt in Abbildung
6.43 eine Auftragung der Fluoreszenzzerfallszeiten der Probe BKP-R-1200 bei unterschied-
lichen pH-Werten.
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Abbﬂdung 6.43: Auftragung der Fluoreszenzzerfallszeiten des Experiments BKP-R-1200 in wissrigem Medium bei
unterschiedlichen pH-Werten sowie einer Anpassung nach Boltzmann (blau). Zusitzlich sind die Fluoreszenzzer-

fallszeiten des Kontroﬂexperimentes K-R-1200 sowie deren lineare Anpassung in schwarz als Referenz aufgetragen.
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Hier wird, genau wie bereits bei Probe BTB-R-1200 beschrieben, ersichtlich, dass das Lo-
schen der Emissionsintensitit bei niedrigen pH-Werten keinerlei Einfluss auf die Fluores-
zenzzerfallszeiten hat. Diese liegen tiber einen pH-Bereich von pH = 3 bis pH = 5.7 etwa
konstant bei 8 ns. Somit handelt es sich bei der Fluoreszenzloschung im sauren Bereich
um ein statisches Loschen, welches durch die hohen Protonenkonzentrationen verursacht
wird. Erst bei pH-Werten oberhalb von 5.7 kommt es neben dem Loschen der Fluores-
zenzintensitit zu einem Absinken der Fluoreszenzzerfallszeiten bis zu einem Wert von
etwa 1 ns. Damit ldsst sich annehmen, dass es sich bei den Léschprozessen im basischen
Milieu um dynamisches Loschen handelt, welches auf einen Forster-Resonanz-Energie-
Transfer zwischen der Donor-Emission und Absorption der basischen Form des Indikator-
farbstoffs zuriickzufithren ist. Durch eine Boltzmann—Anpassung konnten die Plateaus im
Sauren bei 8.0 ns und im Basischen bei 1.3 ns bestimmt werden, wobei es im basischen
Milieu weiter zu einer Absenkung der Abklingzeiten unterhalb des Plateaus kommt. Im
Vergleich zu den Zerfallszeiten des Kontrollexperiments ist die Fluoreszenzzerfallszeit der
Probe BKP-R-1200 auch im Bereich niedriger pH-Werte von etwa 9 ns bei der Kontrolle
auf einen Wert von 8 ns leicht abgesenkt. Das lisst sich damit begriinden, dass auch die
saure Form des pH-Indikators einen sehr geringen spektralen Uberlapp mit der Donor-
Emission hat (vgl. Abschnitt 6.2.3, Abbildung 6.12) und damit in der Lage ist, die Fluo-
reszenz dynamisch zu loschen. Im Vergleich zum in BTB-R-1200 verwendeten Sty-BTB
ist der Uberlapp bei Sty—BKP deutlich geringer, daher ist auch das Loschen in der sauren
Form bei Probe BTB-R-1200 deutlich hoher als bei Probe BKP-R-1200. Die Fluoreszenz-
zerfallsteiten der Probe BTB-R-1200 sind im sauren Bereich im Vergleich zur Kontrolle K-
R-1200 um etwa 3 ns auf 6 ns abgesenkt, die Zerfallszeiten der Probe BKP-R-1200 nur um

etwa 1 ns auf 8 ns.

Um die Loschprozesse detailliert beschreiben zu konnen, erfolgt in Abbildung 6.44 die

Stern-Volmer—Auftragung. Hierbei werden die Terme o und 2 einerseits gegen die opti—
F T

sche Dichte ODbei 592 nm aufgetragen (links), da die dort auftretende Absorptionsbande

des pH-Indikators verantwortlich fiir die Loschprozesse ist. Andererseits erfolgt auch eine

Auftragung gegen die Hydroxidkonzentration (rechts). Als £ und 7, dienen die Intensitit

und Zerfallszeit bei der geringsten optischen Dichte.
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Abbildung 6.44: Auftragung der Terme % in blau und T?O in rot gegen die optische Dichte bei 592 nm (links) sowie
gegen die Konzentration an Hydroxid-Tonen (rechts) fiir das Experiment BKP-R-1200. Die Fluoreszenzintensitit
und -zerfallszeit nehmen mit zunehmender optischer Dichte ab. Die Erhéhung der optischen Dichte bei 592 nm

bewirkt somit ein dynamisches Loschen.

Die Werte fiir die Ausdriicke %und%‘)steigen mit zunehmender optischer Dichte in ei-
nem dhnlichen Niveau an. Da beide Terme ansteigen, kann ein rein statisches Léschen
ausgeschlossen werden. Fiir die Emissionsintensitit und Fluoreszenzzerfallszeit geht aus
dieser Auftragung konkret hervor: Je hoher die optische Dichte ist, desto geringer werden
die Emissionsintensitit und Fluoreszenzzerfallszeit. Da auch hier in der Auftragung gegen
die optische Dichte kein lineares Verhalten erhalten wird, ist davon auszugehen, dass auch
hier mehr als ein dynamischer Loschprozess vorliegt. Konkret bedeutet das, dass es zu-
sitzlich zu dem dynamischen Lt')schprozess durch den pH—Indikatorfarbstoff Zu einem
weiteren, durch Hydroxid—Ionen verursachten Léschprozess kommt, wie er bereits zuvor
bei der Probe BTB-R-1200 und auch bei der Kontrolle K-R-1200 beobachtet werden
konnte. Weiterhin fillt auf, dass in der Stern—Volmer—Auftragung der Term der Abkling—
zeiten meist iiber dem der Intensititen liegt. Da dynamische Loschprozesse die Zerfallszeit
sowie die Fluoreszenzintensitit stets in gleichem Mafle 16schen, miissen diese Ergebnisse
kritisch betrachtet werden. Insbesondere bei sehr kleinen Abklingzeiten im Bereich von
unter 2 ns gerit die Messmethode an ihre Grenzen. Da jedoch nahezu alle Terme der
Abklingzeiten oberhalb der Terme der Intensititen liegen, ist es naheliegend, dass es be-
reits bei der Bestimmung von 7, zu einem Messfehler gekommen ist, da sich dieser im

Anschluss auf alle Werte fiir T?O auswirkt.

Nichtsdestotrotz lasst sich festhalten, dass es erfolgreich gelungen ist, den pH-Indikator-
farbstoff Sty-BKP an die Oberfliche der Partikelkonstrukte zu binden. An der Oberfliche
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ist der Indikatorfarbstoff in der Lage das Emissionsverhalten der Partikel tiber einen Férs-

ter—Resonanz—Energie-Transfer pH-abhéingig zu beeinflussen.

6.4 Reversibilitit der pH-Sensoren

Um zweifelsfrei zu zeigen, dass die gezeigten Loschprozesse auf einen Energietransfer zwi-
schen der Partikel-Emission und der Farbstoffabsorption zuriickzufithren sind, erfolgt in
diesem Abschnitt eine Untersuchung der Konstrukte auf Reversibilitit. Die Annahme da-
hinter ist, dass bei einer pH—Werténderung ein Farburnschlag des Indikators erzeugt wird,
der unmittelbar ein Umschalten des Fluoreszenzverhaltens der Konstrukte bewirken soll.
Dazu wird in der Probe abwechselnd ein basischer und ein saurer pH-Wert eingestellt.
Diese Wechsel der pH-Werte werden nachfolgend fiir alle Proben, auch fiir die Kontroll-

experimente, dargestellt.

pH—Werténderung der Kontrolle K-G-1200

Fiir einen Vergleich wird dieses Prozedere zunichst fiir die Kontrollexperimente ausge-
wertet. In Abbildung 6.45 finden sich die Emissionsspektren der Probe K-G-1200 bei den

verschiedenen PH—Werten. Der pH—Wert der Probe wurde insgesamt sechsmal veridndert.

5 _
2.0x10

5
1.5x10

5|
1.0x10

Emission / a.u.

4
5.0x10

0.0 T T T 4 |
450 500 550 600 650
Wellenléinge /nm

Abbildung 6.45: Emissionsspektren bei der pH—Werténderung der Kontrolle K-G-1200 ohne Indikatorfarbstoff.
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Deutlich zu erkennen ist, dass mit jeder Erniedrigung des pH-Wertes die Fluoreszenzin-
tensitdt abnimmt. Bei anschlielRender Erhéhung des pH-Wertes bleibt die Intensitit in

etwa konstant.

Noch deutlicher wird dieses Verhalten in Abbildung 6.46. Dort sind die Verldufe der in-

tegrierten Emissionsspektren gegen die jeweiligen pH-Werte aufgetragen.
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Abbildung 6.46: Verlauf der integrierten Emissionsspektren bei der pH»Wertéinderung der Kontrolle K-G-1200 ohne
Indikatorfarbstoff.

Hier wird ebenso ersichtlich, dass jede Absenkung des pH-Wertes zu einer irreversiblen
Léschung der Emission fiihrt. Diese kann nicht durch eine Erhéhung des pH—Wertes wie-
der riickgingig gemacht werden. Dieses Verhalten der Probe deutet auf ein statisches Lo-

schen durch die Protonen hin.

In Abbildung 6.47 sind die bestimmten Fluoreszenzzerfallszeiten der Kontrolle K-G-1200
bei den pH-Wertinderungen aufgetragen.
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Abbildung 6.47: Verlauf der Fluoreszenzzerfallszeiten bei der pH-Wertinderung der Kontrolle K-G-1200 ohne pH-
Indikator.

Hier lésst sich kein pH-abhingiges Verhalten erkennen. Die Zerfallszeiten schwanken un-
abhingig vom pH-Wert und der Reihenfolge zwischen etwa 10 und 12 ns. Bei jeder Er-
niedrigung des pH-Wertes nimmt die Emissionsintensitit signifikant und irreversibel ab,
wobei die Fluoreszenzzerfallszeiten nahezu konstant bleiben. Hieraus lisst sich ableiten,
dass die Kontrolle K-G-1200 auf Basis der griinen Partikel lediglich einem irreversiblen

statischen Loschen durch die Protonen unterliegt.
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pH-Wertiinderung der Kontrolle K-R-1200

In Abbildung 6.48 finden sich die Emissionsspektren der Kontrolle K-R-1200, basierend

auf roten Partikeln, bei den jeweiligen pH-Wertinderungen.
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Abbildung 6.48: Emissionsspektren bei der pH-Wertinderung der Kontrolle K-R-1200 ohne Indikatorfarbstoff.

Auch bei dieser Probe ist insgesamt sechs Mal zwischen sauren und basischen pH-Werten
hin- und hergewechselt worden. Deutlich zu erkennen ist auch hier, dass mit jeder Er-
niedrigung des pH-Wertes die Fluoreszenzintensitit abnimmt. Bei anschlieender Erho-
hung des pH-Wertes bleibt die Intensitit in etwa konstant, oder nimmt weiter ab. Eine
signifikante Erhéhung der Intensitit erfolgt jedoch in keinem Fall. Dies zeigt auch deutlich
Abbildung 6.49, in der der Verlauf der integrierten Ernissionsspektren bei den pH-Wert-

énderungen dargesteﬂt ist.
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Abbildung 6.49: Verlauf der integrierten Emissionsspektren bei Anderung des pH-Wertes der Kontrolle K-R-1200

ohne Indikatorfarbstoff.

Es ist gut zu erkennen, dass jede Erniedrigung des pH-Wertes auch eine Verringerung der

Emissionsintensitit zur Folge hat. Eine Erhbhung der Intensitit durch Erhéhung des pH-

Wertes ist hingegen nicht méglich. Dieses Verhalten spricht fiir einen statischen Losch-

prozess, durch die hohen Protonenkonzentrationen im sauren Milieu. Um das zu bestiti-

gen sind in Abbildung 6.50 die Fluoreszenzzerfallszeiten der Kontrolle K-R-1200 bei den

jeweiligen pH—Werténderungen dargestellt.
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Abbildung 6.50: Verlauf der Fluoreszenzzerfallszeiten bei Anderung des pH»Wertes der Kontrolle K-R-1200 ohne

PH-Indikator.
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Auch hier dhnelt das Verhalten der Kontrolle K-R-1200 dem der Kontrolle K-G-1200. Die

Fluoreszenzzerfallszeiten bleiben unabhéingig vom PH—Wert konstant in einem Bereich

von 8.5 — 10 ns.

Somit ldsst sich sagen, dass bei der Kontrolle K-R-1200 ebenfalls lediglich ein irreversibles
statisches Loschen durch die Protonen vorliegt. Bei jeder Erniedrigung des pH-Wertes
nimmt die Emissionsintensitit signifikant und irreversibel ab, wobei die Fluoreszenzzer-

fallszeiten unabhingig vom pH-Wert und der Abfolge der pH-Wertinderungen sind.

pH—Wertéinderung der Probe MR-G-1200 mit dem pH—Indikatorfarbstoff Iod—MR—Sty

Bei dieser Probe ist ein Loschen durch einen FRET im sauren Milieu zu erwarten. In
Abbﬂdung 6.51 finden sich die Ernissionsspektren der Probe MR-G-1200 mit dem pH-
Indikatorfarbstoff Iod—MR—Sty bei den jeweﬂigen pH—Werténderungen.
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Abbildung 6.51: Emissionsspektren der Probe MR-G-1200 mit Iod-MR-Sty bei Anderung des pH-Werts.

Es ldsst sich eindeutig erkennen, dass die pH-Werte deutlichen Einfluss auf die Emissi-
onsintensitit haben. Je niedriger der pH-Wert, desto geringer ist auch die Intensitit. Im
Unterschied zum Kontrollexperiment ist in diesem Fall jedoch bei anschliefender Erho-

hung des pH-Wertes ein Anstieg, also eine Regeneration der Emission zu beobachten.
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Noch deutlicher wird dieses Verhalten in Abbildung 6.52. Dort sind die integrierten Emis-

sionsspektren bei den jeweiligen pH-Wertéinderungen der Probe MR-G-1200 gegen den

pH-Wert aufgetragen.
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Abbildung 6.52: Verlauf der integrierten Emissionsspektren der Probe MR-G-1200 mit Iod-MR-Sty bei Anderung

des pH-Wertes.

Aus der Abblldung erd das zuvor beschrieben Verhalten der Probe noch schneﬂer er-

sichtlich. Eine Erniedrigung des pH—Wertes resultiert in einer Abnahme der Fluoreszenzin-

tensitit. Bei anschlief3ender Erhéhung des pH—Wertes nimmt auch die Fluoreszenzinten-

sitat wieder zu, da der spektrale Uberlapp der Absorption des pH—Indikators mit der Par-

tikel-Emission abnimmt. Je niedriger der pH-Wert ist, desto niedriger ist auch die Emissi-

onsintensitit. Dieses Verhalten bleibt auch nach insgesamt sechs pH—Wert—Anderungen

reversibel. In Abbildung 6.53 sind die aus der pH—Werténderung erhaltenen Fluoreszenz-

zerfallszeiten aufgetragen. Zum Vergleich sind die Fluoreszenzzerfallszeiten der Kontrolle

K-G-1200 zusitzlich mit aufgetragen.
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Abbildung 6.53: Verlauf der Fluoreszenzzerfallszeiten der Probe MR-G-1200 mit Iod-MR-Sty (Kreise) sowie beim
Kontrollexperiment K-G-1200 (Quadrate) bei den pH-Wertéinderungen.

Aus der Auftragung wird sofort ersichtlich, dass nicht nur die Emissionsintensititen, son-
dern auch die Fluoreszenzzerfallszeiten mit abnehmenden pH-Wert sinken. Dieses Ver-
halten ist ebenfalls reversibel. Zusitzlich fillt auf, dass die Emissionsintensitit bei Posi-
tion 2 deutlich stirker geléscht ist als die dazugehérende Zerfallszeit. Das lisst darauf
schlieffen, dass zusitzlich zu den dynarnischen Lt')schprozessen, auch hier ein statisches
Protonenloschen vorliegt. Die Fluoreszenzzerfallszeiten verhalten sich dhnlich reversibel
wie die Emissionsintensitit. Das zeigt zweifelsfrei, dass das dynamische Loschen, welches
bei dieser Probe beobachtet werden kann, auf den Férster—Resonanz—Energie—Transfer, be-
dingt durch den spektralen Uberlapp der Partikel-Emission mit der Absorptionsbande der
sauren Form pH—Indikatorfarbstoff Iod—MR—Sty, Zurﬁckgeht. Es ist erfolgreich gelungen
pH—Sensoren auf Basis von Halbleiternanokristallen darzustellen, welche sich bei niedri-

gen pH-Werten ,ausschalten“ und bei hohen pH-Werten wieder ,einschalten® lassen.

pH-Wert'einderung der Probe BTB-R-1200 mit dem pH-Indikatorfarbstoff Sty-BTB

Bei dieser Probe ist ein Loschen durch einen FRET im basischen Milieu zu erwarten. In
Abbildung 6.54 finden sich die Emissionsspektren bei den jeweiligen pH-Wertﬁnderungen
der Probe BTB-R-1200 mit dem pH-Indikatorfarbstoff Sty-BTB.
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Abbildung 6.54: Emissionsspektren der Probe BTB-R-1200 mit dem pH-Indikator Sty-BTB bei den jeweiligen An-

derungen des pH-Werts.

Deutlich zu erkennen ist der Einfluss des pH—Wertes auf die Emissionsintensitit. Die

hochsten pH—Werte weisen die niedrigsten Intensititen auf. Auch hier ist der Lt')schprozess

reversibel. Bei Anderung des pH—Wertes von einem hohen zu einem niedrigeren Wert

nimmt auch die Emissionsintensitit wieder zu. Zur besseren Veranschaulichung erfolgt in

Abbildung 6.55 eine Auftragung der integrierten Emissionsspektren gegen den pH—Wert.
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Abbildung 6.55: Verlauf der integrierten Emissionsspektren der Probe BTB-R-1200 mit dem Indikatorfarbstoff Sty»

BTB bei den pH—Wert'e’tnderungen.

Aus der Auftragung wird schnell das gegenldufige Verhalten im Vergleich zum Kontroll-

experiment deutlich. Bei dieser Probe findet das Loschen bei hohen pH-Werten statt. Bei
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anschlieflender Absenkung des pH-Wertes nimmt der spektrale Uberlapp der Absorpti-
onsbande des pH-Indikators mit der Partikel-Emission ab, daher kommt es zu einem An-
stieg in der Emissionsintensitit. Der Loschvorgang ist somit {iber mindestens sechs pH-
Wert-Wechsel reversibel. Weiterhin fillt auch hier ein durch Protonen verursachter, irre-
versibler Loschprozess auf. Dabei nimmt die Intensitit der Probe von Position 2 iiber 4
nach 6 irreversibel ab. Zur weiteren Charakterisierung der Lschprozesse erfolgt in Abbil-
dung 6.56 eine Auftragung der Fluoreszenzzerfallszeiten der Probe BTB-R-1200 bei den

jeweiligen pH-Wertinderungen.

Zum Vergleich sind die Fluoreszenzzerfallszeiten der Kontrolle K-R-1200 zusitzlich mit
aufgetragen. Aus der Auftragung wird sofort ersichtlich, dass zusitzlich zu den Emissions-

intensititen, auch die Fluoreszenzzerfallszeiten mit steigendem pH—Wert sinken.
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Abbildung 6.56: Verlauf der Fluoreszenzzerfallszeiten der Probe BTB-R-1200 mit Sty-BTB (Kreise) sowie beim Kon-
trollexperiments K-R-1200 (Quadrate) bei den pH-Wertiinderungen.

Die Fluoreszenzzerfallszeiten verhalten sich dabei dhnlich reversibel wie die Emissionsin-
tensitit: Bei hohen pH-Werten sind die Fluoreszenzzerfallszeiten gering. Kommt es zu
einer Absenkung des pH-Wertes, steigen die Zerfallszeiten wieder an. Das deutet eindeutig
darauf hin, dass der Loschvorgang, welcher bei dieser Probe zu beobachten ist, auf den
Férster-Resonanz-Energie-Transfer, bedingt durch den spektralen Uberlapp der Partikel-
Emission mit der Absorptionsbande des pH-Indikatorfarbstoff Sty-BTB im basischen Mi-
lieu zuriickgeht. Neben dem dynamischen Loschprozess durch den Indikatorfarbstoff

kann hier der bereits zuvor erwihnte irreversible Loschprozess im Sauren erklirt werden.
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Da dieser Prozess allein die Fluoreszenzintensititen, nicht aber die die Zerfallszeiten be-
einflusst, liegt ein rein statischer Lt')schprozess vor, welcher auf die hohen Protonenkon-

zentrationen zuriickzufithren ist.

Die Probe BTB-R-1200 weist iiber die Position von 2 iiber 4 nach 6 keine Veridnderung in
den Fluoreszenzzerfallszeiten, sondern lediglich der Fluoreszenzintensititen auf. Daher ist
der Loschvorgang, der in der Emissionsintensitit in diesem Bereich auftritt, ein statischer,
irreversibler Loschprozess, der durch die hohen Protonenkonzentrationen bei niedrigen
pH-Werten verursacht wird. Es konnte gezeigt werden, dass die Darstellung von pH—Sen—
soren auf Basis von Halbleiternanokristallen, welche sich im basischen Milieu ,ausschal-

ten“ und im sauren wieder ,einschalten® lassen, erfolgreich gelungen ist.

pH—Wertéinderung der Probe BKP-R-1200 mit dem pH—Indikatorfarbstoff Sty-BKP

Bei dieser Probe ist ein Loschen durch einen FRET im basischen Milieu zu erwarten. In
Abbildung 6.57 finden sich die Emissionsspektren der Probe BKP-R-1200 mit dem pH—
Indikatorfarbstoff Sty—BKP bei den unterschiedlichen pH—Wertiinderungen. Deutlich zu

erkennen ist auch hier der Einfluss des pH—Wertes auf die Emissionsintensitt.
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Abbﬂdung 6.57: Emissionsspektren der Probe BKP-R-1200 mit dem PH—Indikator Sty—BKP bei den jeweiligen pH-

Werténderungen.

Die héchsten pH-Werte weisen die niedrigsten Emissionsintensititen auf. Bei einer an-

schlieflenden Absenkung des pH-Wertes kommt es zu einem erneuten Anstieg der Emis-
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sion. Zur besseren Veranschaulichung erfolgt in Abbildung 6.58 eine Auftragung der in-
tegrierten Emissionsspektren gegen den pH-Wert. Aus der Auftragung wird hier das ge-
genldufige Verhalten im Vergleich zum Kontrollexperiment deutlich. Bei der Probe BKP-
R-1200 findet das Léschen bei hohen pH-Werten statt. Bei anschlieender Absenkung des
pH-Wertes nimmt auch der spektrale Uberlapp der Absorptionsbande des pH-Indikators
mit der Partikel-Emission ab, daher kommt es zu einem Anstieg in der Emissionsintensitit.

Der Loschvorgang ist somit {iber mindestens sechs pH-Wert-Wechsel reversibel.
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Abbildung 6.58: Verlauf der integrierten Emissionsspektren der Probe BKP-R-1200 mit dem Indikatorfarbstoff Sty-
BKP bei den pH-Wertanderungen,

Bei Betrachtung der Anderung der integrierten Emission von Position 2 iiber 4 nach 6
kann auch bei dieser Probe ein gewisses Ausmalf eines irreversiblen Loschprozesses beo-
bachtet werden. Auch bei dem Verlauf von 1 iiber 3 nach 5 fillt die Intensitit ab, wobei
zu diesem Zeitpunkt nicht eindeutig geklirt werden kann, ob es sich dabei um die direkten
Auswirkungen des statischen Loschprozesses aus den jeweils vorangegangenen niedrigen
pH-Werten handelt. Fiir weitere Charakterisierungen der Loschprozesse erfolgt in Abbil-
dung 6.59 eine Auftragung der erhaltenen Fluoreszenzzerfallszeiten gegen den jeweiligen
pH-Wert. Zum Vergleich sind die Fluoreszenzzerfallszeiten der Kontrolle K-R-1200 zu-

satzlich mit aufgetragen.
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Abbildung 6.59: Verlauf der Fluoreszenzzerfallszeiten der Probe BKP-R-1200 mit Sty-BKP (Kreise) sowie beim
Kontrollexperiment K-R-1200 (Quadrate) bei den jeweiligen Anderungen des pH-Werts.

Aus der Auftragung wird sofort ersichtlich, dass zusitzlich zu den Emissionsintensititen,
auch die Fluoreszenzzerfallszeiten mit steigendem pH-Wert absinken. Sowohl die Emissi-
onsintensitit als auch die Fluoreszenzzerfallszeiten weisen dabei ein reversibles Verhalten
auf. Das belegt eindeutig, dass der Lt')schvorgang, welcher bei dieser Probe zu beobachten
ist, auf den Ft')rster—Resonanz—Energie—Transfer, bedingt durch den spektralen Uberlapp
der Partikel-Emission mit der Absorptionsbande der basischen Form des pH-Indikator-
farbstoff Sty—BKP Zuriickgeht. Ferner zeigt sich, dass der Léschprozess im sauren Milieu
von 2 iiber 4 nach 6, welche bei den Intensititen zu beobachten ist, keine Auswirkungen
auf die Zerfallszeiten hat. Daher handelt es sich dabei um einen rein statischen Léschpro—
zess, der auf die hohen Protonenkonzentrationen bei niedrigen pH-Werten zuriickzufiih-
ren ist.

Auch hier ist es erfolgreich gelungen pH-Sensoren auf Basis von Halbleiternanokristallen
darzustellen, welche sich im basischen Milieu ,ausschalten“ und im sauren wieder ,,ein-

schalten® lassen.
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7 Ausblick

In dieser Arbeit konnten erfolgreich pH-Sensoren auf Basis von Halbleiternanokristallen
dargestellt werden. Es konnte bewiesen werden, dass das zu Grunde gelegte Konzept des
Forster-Resonanz-Energie-Transfers fir das System ausgezeichnet angewendet werden
kann. Nun stehen die Tiiren fiir eine Vielfalt an weiteren pH-Indikatoren offen. Durch
andere und/oder weitere Substituenten an der Anthranilsidure des Methylrots, wie zum
Beispiel eine Trifluormethoxy- oder Nitro-Gruppe, konnte das Absorptionsverhalten be-
ziiglich eines F('jrster—Resonanz—Energietransfers weiter optimiert werden. Mit der Suzuki-
Kupplung lassen sich weitere bromhaltige Triphenylmethanfarbstoffe wie zum Beispiel

Bromkresolgrﬁn oder Bromxylenolblau fir diesen Prozess funktionalisieren.

Weiterhin ist es notwendig den Férster-Resonanz-Energie-Transfer fiir das System genauer
zu betrachten. So erlauben gezielte kugelférmige oder zylindrische Verkapselungen mit
definierten Farbstoffabstinden Riickschliisse auf die Position des Ubergangsdipolmoments
von stibchenformigen QuantumDots-in-QuantumRods. Die Gruppe um Uri Banin hat
bereits beschrieben, dass die Dimensionalitit eine entscheidende Rolle bei Energie—Trans—
fer-Prozessen spielt.24 Auch kann iiber eine Optimierung des Verkapslungsprozesses eine
weitere Steigerung der Widerstandsféhigkeit der Konstrukte gegen statisches Protonenls-

schen erreicht werden.

Schlussendlich sollen diese pH—Sensoren dazu verwendet werden, biologische Prozesse
durch Methoden der Einzelpartikelabbildung besser darstellen zu kénnen. So kénnen neue
Méglichkeiten in der medizinischen Diagnostik erschlossen werden. Werden diese Kon-
strukte zukiinftig zum Beispiel zur Markierung von Biomolekiilen oder Geweben einge-
setzt, so konnen mittels unterschiedlicher Methoden der Fluoreszenzmikroskopie, wie
zum Beispiel mittels Fluoreszenzzerfallszeitmikroskopie (FLIM), biologische Prozesse flu-

oreszenzmikroskopisch verfolgt werden.
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8 Experimenteller Teil

8.1 verwendete Edukte und Reagenzien

In Tabelle 8.1 sind alle verwendete Reagenzien aufgefithrt. Mit Ausnahme von Styrol und
Divinylbenzol wurden alle Substanzen ohne weitere Reinigung eingesetzt. Styrol und Di-
vinylbenzol wurden vor der Verwendung destillativ gereinigt, um den Stabilisator BHT

abzutrennen.

Tabelle 8.1: Auflistung verwendeter Reagenzien.

Substanz Hersteller Reinheit / Qualitit
Bromkresolpurpur Carl Roth GmbH p.a., ACS
Bromthymolblau Merck KGaA ACS
CdSe/CdS-DotRods CAN GmbH / in 7+ Hexan

Fraunhofer-IAP CAN

for synthesis, 60 — 65%, Iso-

Divinylbenzol Merck KGaA merengemisch, stabilisiert mit
200 ppm BHT

Citratpuffer pH = 3 Carl Roth GmbH pH = 3.00 + 0.02 (20 °C)

Essigsdure chem solute 99.5% p.a.

5-Iod-Anthranilsiure Sigma-Aldrich 97%

Kaliumphosphat Sigma-Aldrich > 98.0%

N-Methylanilin Sigma-Aldrich pure, > 98.0%

Natriumcarbonat Merck KGaA Ph. Eur.

Natrumhydrogenphosphat- Zur Analyse

Dihydrat

Merck KGaA
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Substanz Hersteller Reinheit / Qualitit
Natriumdihydrogenphos-

Merck KGaA reinst, > 98.0%
phat-Dihydrat
Natriumnitrit Fluka Chemicals > 98.0%
Natriumsulfat Griissing GmbH reinst, wasserfrei

Natronlauge 1 M

Eigene Herstellung

Reag. Ph. Eur,
Salzsdure 37% VWR
AnalaR NORMAPUR
> 99.0%,
Styrol Merck KGaA stabilisiert mit 200 ppm BHT
> 99.5%
Sucrose Carl Roth GmbH = °

RNAse- und DNAse-frei

Tetrakis(triphenylphos-

phin)-palladium(0) Sigma-Aldrich 9%
VA-044 Wako Chemicals
4-Vinylbenzylchlorid Sigma-Aldrich 90%
4-Vinylphenylboronsiure Sigma-Aldrich > 05.0%
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8.2 verwendete Losungsmittel

Die kommerziell erhiltlichen Lésungsmittel in nachfolgender Tabelle 8.2 wurden ohne

weitere Reinigung verwendet.

Tabelle 8.2: Auflistung verwendeter Losungsmittel.

Substanz Hersteller Reinheit / Qualitit

Dichlormethan VWR 100%, stabilisiert mit 0.2% EtOH
Chloroform VWR ACS, stabilisiert mit 0.6% EtOH
Chloroform-d, Eurisotop stabilisiert mit Ag-Folie

DMSO-d, Deutero GmbH 99.8%

Ethanol VWR 96.0 — 96.3%, unvergillt
Ethylacetat VWR 100%

Methanol VWR 100%

Tetrahydrofuran VWR stabilisiert mit 0.025 — 0.04% BHT
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8.3 Methoden und Geriite

Nachfolgend werden die verwendeten Gerite und die angewandten Methoden kurz erldu-

tert.

8.3.1 Diinnschichtchromatographie

Fir die Diinnschichtchromatographie wurden DC-Fertigfolien des Typs ALUGRAM®
Xtra SIL G/UV,s, von Macherey-Nagel verwendet. Dabei handelt es sich um ein auf eine
Aluminiumtrigerplatte aufgebrachtes Kieselgel 60 mit Fluoreszenzindikator. Die Diinn-
schichtchromatographien wurden unter Kammersittigung durchgeﬁihrt. Die Bestimmung
der R-Werte erfolgte bei farbigen Substanzen unter Weifilicht und bei UV-aktiven Sub-
stanzen unter UV-Licht (A = 254 nm).

8.3.2 Saulenchromatographie

Die sdulenchromatographische Reinigung von Reaktionsprodukten erfolgte an Kiesel-
gel 60 mit einer Korngréfle von 0.04 — 0.063 mm (230 — 400 mesh) des Herstellers Ma-
cherey-Nagel.

833 Dichtegradientenzentrifugation

Bei der Dichtegradientenzentrifugation handelt es sich um eine gangige Methode, um in
der Biochemie Proteine oder Zellbestandteile nach der Groéfie aufzutrennen. Streng be-
trachtet erfolgt die Trennung nicht nach der Grofde, sondern nach der Dichte, welche im
Fall von Proteinen in der Regel direkt mit der Grofle korreliert. In dieser Arbeit wurde
diese Methode verwendet um die Nanopartikel-Polymerhybride von leeren Mizellen sowie
niedermolekularen Bestandteilen abzutrennen. Dazu wurden unterschiedlich stark kon-
zentrierte, sterile Sucrose-Lsungen (2.5%, 5 mL; 5.0%, 12 mL; 60%, 7 mL; m/v) sorgfil-
tig iibereinandergeschichtet. Nach dem Auftragen der Partikeldispersion (max. 2 mL) auf
den Gradienten wurden diese bei 50 000 g fiir 12 h bei 15 °C zentrifugiert. Es wurde eine
Zentrifuge des Typs Sorvall™ RC 6 Plus von Thermo Scientific™ mit einem Rotor des
Modells 4300 verwendet. Die Einstellung fiir Accelaration betrug ,,4°, die Einstellung fiir
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Decelaration betrug ,0¢. Die Nanopartikel—Polymerhybride sammelten sich an der Grenz-

fliche zwischen der S.O%igen und 60%igen Sucrose-Lésung.

8.3.4 NMR-Spektroskopie
Die NMR-spektroskopische Untersuchung der organischen Molekiile wurde in deuterier-
ten Losungsmitteln bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Es wurden dabei folgende Gerite

der NMR-Abteilung des Fachbereichs, unter der Leitung von Dr. Thomas Hackl, verwen-
det:

Bruker Fourier 300 (*H-Resonanz: 300 MHz, 3C-Resonanz: 75 MHz)
Bruker Avance I 400 (*H-Resonanz: 400 MHz, 3C-Resonanz: 100 MHz)
Bruker Avance III 400 ("H-Resonanz: 400 MHz, 3C-Resonanz: 100 MHz)

Die Kalibrierung innerhalb der Spektren erfolgte anhand der Lésungsmittelsignale:
— Chloroform: 7.26 bzw. 77.16 ppm (als CHCl; in CDCl,)
— DMSO: 2.50 bzw. 39.52 ppm (als DMSO-d; in DMSO-dj)

Die Zuordnung der Signale erfolgte unter Verwendung zweidimensionaler Spektren.

835 Massenspektrometrie

Die Massenspektren wurden durch die Massenspektrornetrie—Abteilung des Fachbereichs,
unter der Leitung von Dr. Maria Trusch, aufgenomrnen. Die hochaufgelésten ESI-Mas-
senspektren wurden an einem Gerit des Typs 6224 Accurate-Mass-ToF-Spektrometers der
Firma Agilent Technologies angefertigt.

8.3.6 Absorptionsspektroskopie

Fiir die Messung der Absorptionsspektren wurden die Proben in Quarzglas- bzw. PMMA-
Kiivetten (10 mm Schichtdicke) an einem Spektrometer des Typs Cary 50 der Firma VA-
RIAN (heute: Agilent Technologies) iiber einen Wellenlingenbereich von 300 — 800 nm

vermessen.
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837 Emissionsspektroskopie

Fiir die Messung der Emissionsspektren wurden die Proben in Quarzglas- bzw. PMMA-
Kiivetten (10 mm Schichtdicke) an einem Emissionsspektrometer des Typs FluoroMax4
der Firma Horiba Jobin Yvon vermessen. Die Proben wurden durch Licht mit einer Wel-
lenlidnge von 438 nm angeregt. Der Detektionswellenlidngenbereich betrug 453 — 700 nm.

Die Einstellung fur die Spaltbreiten fir Anregung und Detektion betrugen jeweils 2.

8.3.8 Zeitkorrelierte Einzelphotonenzihlung

Mithilfe der zeitkorrelierten Einzelphotonenzéhlung ist es rnt')glich die Fluoreszenzzerfalls-
zeit der angeregten Zustinde zu bestimmen. Dazu wurden die fluoreszierenden Proben
mit einem gepulstem Diodenlaser des Typs PDL 800-D der Firma PicoQuant mit einer
Wellenlidnge von 438 nm angeregt. Die Aufzeichnung der Zerfallskurven erfolgte mit Hilfe
eines tJ}ne—to—ampb'tude converters von Ortec, eines M300-Monochromators von Edin-
burgh sowie eines Photomultipliers des Typs PMA-M 185 von PicoQuant. Das Zeitinter-
vall betrug 100 ns, der Messbereich wurde ebenfalls auf 100 ns skaliert.

8.3.9 Transmissionselektronenmikroskopie

Fiir die Aufnahme von TEM-Bildern wurden verdiinnte Losungen der Nanopartikel-Poly-
mer-Hybride auf ein mit amorphem Kohlenstoff beschichtetes Kupfergrid (400 mesh) ge-
geben. Nach einer Inkubationszeit von 15 — 60 s wurde die iiberschiissige Losung mit
einem Filterpapier seitlich abgenommen. AnschlieRend wurden die Proben fiir 24 h bei
Raumtemperatur unter Normaldruck getrocknet. Die TEM-Bilder wurden anschlief}end
an einem Jeo/ JEM-1011 bei 100 kV, bzw. an einem Philips CM-300 UT bei 300 kV auf-

genommen.

8.3.10 Dynamische Lichtsstreuung

Die Bestimmung der Gréflenverteilung erfolgte durch dynamische Lichtstreuung. Dazu
wurden die Proben in Quarzglas- bzw. PMMA-Kiivetten mit einer Schichtdicke von
10 mm in einem ZetaSizer der Firma Malvern vermessen. Die Wellenlidnge des einfallen-

den Lichts betrug 633 nm, das Streulicht wurde in einem Winkel von 173° detektiert.
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8.3.11 pH-Wertbestimmung

Die Bestimmung von pH-Werten wissriger Losungen oder Suspensionen erfolgte an ei-
nem pH-Meter des Typs FiveEasy von Mettler-Toledo unter Verwendung einer pH-Elek-
trode des Typs /nLab® Micro (Elektrolyt: Kaliumchlorid 3 M).

8.3.12 Gefriertrocknung

Zur Trocknung von wissrigen Losungen oder Suspensionen wurden diese zunichst in
flissigen Stickstoff (-196 °C) eingefroren und anschlieffend bei einem Druck von ca.
0.05 mbar an einer Gefriertrocknungsanlage des Typs Alpha 1-4LDplus der Firma Christ
bei -50 °C getrocknet.

8.3.13 Reinstwasseranlage
Das fiir die Proben verwendete Reinstwasser stammte aus einer Pure]abF]eX—Anlage von

ELGA, mit einem Millipore ]\41']]1'])&](® -Express40-Filter mit einer Porengrofe von 0.22 pm.

84 Darstellung von polymerisierbaren pH-Indikatoren
8.4.1 Darstellung des Methylrotderivates Iod-MR-Sty

Die Darsteﬂung des Polymerisierbaren Methylrotderivates 5 erfolgte tiber eine Zweistufige
Synthese, wobei zunichst aus den Edukten N-Methylanilin 1 und p-Vinylbenzylchlorid 2
das Zwischenprodukt N-Methyl-N-(4-vinylbenzyl)anilin 3 gebildet wurde (vgl. Reaktions-
schema 8.1).
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SNH Y
3 eq. Na,CO4

EtOH, 78 °C,48h N~

Cl

1 2 3

Reaktionsschema 8.1: Synthese zur Darstellung von N-Methyl- N-(4-vinylbenzyl)anilin.

Es wurden zunichst 984 uL (1.07 g, 7.00 mmol, 1.0 eq) p-Vinylbenzylchlorid, 1.14 mL
(1.13 g, 10.5 mmol, 1.5 eq) sowie 1.67 g (15.8 mmol, 2.3 eq) Natriumcarbonat in 30 mL
Ethanol dispergiert. Das Reaktionsgemisch wurde unter Stickstoffatmosphire fiir 48 h un-
ter Rithren zum Riickfluss erhitzt. Anschlielend wurde die Reaktion durch Zugabe von
30 mL Wasser beendet. Das Gemisch wurde daraufhin fiinf Mal mit jeweils 25 mL Ethyl-
acetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Natriumsulfat getrock—
net und das Lésungsmittel anschlieflend destillativ abgetrennt. Es wurden 1.12 g
(5.02 mmol, 72%) einer gelben, éligen Fliissigkeit erhalten. Eine Weiterverwendung des

erhaltenen Produkts fand ohne weitere Reinigung statt.

R 0.85 (SiO,, PE/EtOAc 9:1, v/v)

'H-NMR (400 MHz, RT, CDCl): 6 [ppm] = 7.30 — 7.17 (m, 6 H, H-1, i
155 13
H-2, H-4, H-5, H-13, H-15), 6.98 (dd, /= 7.6, 2.0 Hz, 2 H, H-12, H-16), !L ll
~ =
6.84 (tt, /= 7.6, 2.0 Hz, 1 H, H-14), 6.75 (dd, /= 10.1, 16.8 Hz, 1 H, H-7), ‘i/
5.76 (dd, /= 10.1, 1.1 Hz, 1 H, H-8”), 5.25 (dd, /= 16.8, 1.1 Hz, 1 H, H- T/%\,7
8), 4.63 (s, 2 H, H-9), 1.93 (s, 1 H, H-17). N

BC-NMR (100 MHz, RT, CDCL,): § [ppm] = 152.22 (C-11), 138.56 (C-6), | &
136.59 (C-7), 135.95 (C-3), 129.19 (C-13, C-15), 128.12 (C-1, C-5), 127.21 /l
(C-2, C4), 124.01 (C-14), 117.19 (C-12, C-16), 114.79 (C-8), 53.81 (C-9),

37.32 (C-17).

HRMS (ESI*) [g-mol™]: ber. fiirr C;qH;gN* [M+H]": 224.1439, gef.: 224.1432.

Name nach IUPAC: M-Methyl- N-(4-vinylbenzyl)anilin
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Im zweiten Syntheseschritt wurde das Zwischenprodukt 3 mit 5-lod-Anthranilsdure 4 um-
gesetzt. Das Produkt dieser thermodynamisch kontrollierten Azokupplung ist das polyme-
risierbare Methylrotderivat Iod-MR-Sty 5 (vgl. Reaktionsschema 8.2).

D
I N
HCI, NaNO, /©/ 0™ "OH
+ * N
N~ H,N H,0, 0 °C N
@ (0) OH

3 4 5

Reaktionsschema 8.2: Darstellung von Iod-MR-Sty durch Azokupplung.

Es wurden 2.46 g (9.35 mmol, 1.0 eq.) 5-lod-Anthranilsdure in einem Gemisch aus 2.5 mL
Wasser und 2.5 mL Salzsiure (37%) unter Erwdrmen auf 80 °C dispergiert. Nach dem
eine homogene Dispersion entstanden war, wurde die Lésung unter Zugabe von weiteren
0.5 mL Salzsdure (37%) sowie ca. 3 g Eis auf 0 °C abgekiihlt. Unter kriftigem Riihren und
Kiihlen wurde innerhalb von 5 min eine Losung von 0.65 g (9.4 mmol, 1.0 eq.) Natrium-
nitrit in 3 mL Wasser zu der Dispersion gegeben. Dabei firbte sich das Reaktionsgemisch
hellgelb. Anschlieend wurden 1.12 g (5.02 mmol, 0.54 eq.) des Zwischenproduktes 3 zu-
gegeben. Das Reaktionsgemisch begann sofort sich rot zu firben. Es wurde fiir weitere
12 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das tiefrote Reaktionsgemisch wurde durch Gefrier-
trocknung von Wasser befreit. Der erhaltene rote Feststoff wurde séiulenchromatogra—
phisch an Kieselgel (DCM/MeOH/HOAc 9:1:0.1, v/v) gereinigt. Es wurden 0.64 g
(1.3 mmol, 26% bezogen auf 3, 19% bezogen auf 1) eines dunkelroten Feststoffs erhalten.

R: 0.95 (SiO,, DCM/MeOH/HOACc 9:1:0.1, v/v)

Toy = 141 °C i (6\7 =)
8

*H-NMR (400 MHz, RT, CDCL,): & [ppm] = 8.66 (d, ST

J=21Hz, 1H, H-4),7.89(dd, /= 8.6, 2.1 Hz, 1 H, 16\171/512\1 A %%/27\209

H-6), 7.73 (d, /= 9.2 Hz, 2 H, H-10, H-14), 7.68 (d, 25 5

J=86Hz 1 H,H-1),7.39(d, /= 8.1 Hz, 2 H, H-19, 24/2!'\22/23

H-23), 7.14 (d, / = 8.1 Hz, 2 H, H-20, H-22), 6.80 (d, ZQ
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J=9.3 Hz, 2 H, H-11, H-13), 6.69 (dd, /= 17.6, 10.9 Hz, 1 H, H-24), 5.73 (dd, /= 17.6,
0.9 Hz, 1 H, H-257), 5.25 (dd, /= 10.9, 0.9 Hz, 1 H, H-25"), 4.69 (s, 2 H, H-17), 3.22 (s,
3 H, H-16).

3C-NMR (100 MHz, RT, CDCl,): § [ppm] = 166.10 (C-27), 154.20 (C-12), 149.77 (C-2),
142.45 (C-9), 141.36 (C-6), 137.23 (C-4), 136.14 (C-18), 127.59 (C-24), 126.81 (C-10, C-
14), 126.25 (C-21), 117.45 (C-19, C-23), 114.35 (C-20, C-22), 112.55 (C-11, C-13), 95.86
(C-5), 56.15 (C-17), 39.38 (C-16).

HRMS (ESI*) [g-mol']: ber. fiir C,yH,,IN,O, [M+H]*: 498.0679, gef.: 498.0686.
UV/Vis: 502 nm (pH = 3), 433 nm (pH = 9).

Tp: pH = 7.13

Extinktionskoeffizient: € = 4.2-10* M"-cm™ (pH = 1, A= 502 nm)

Name nach IUPAC: ( £)-5-Iod-2-((4-methyl(4-vinylbenzyl Jamino)phenyl)diazenylbenzoe-

saure

8.4.2 Darstellung des Bromthymolblauderivates Sty-BTB

Das Bromthymolblauderivat 8 wurde in einer Suzuki—Kupplung aus Bromthyrnolblau 6
und 4—Viny1phenylboronséiure 7 erhalten.?® Bei der Suzuki—Kupplung handelt es sich um
eine Palladium-katalysierten Kreuzkupplungsreaktion (vgl. Reaktionsschema 8.3).

HO
HO
o) g \
OH K;PO,, Pd(PPh;), Q O
+ OO Ribfliee A28 OH
EtOH/H,O0, Riickfluss, 48 h
Sein
//S/\\ B(OH), O 0 Br
0 9° ”S\\O
6 7 g O

Reaktionsschema 8.3: Palladium-katalysierte Kupplungsreaktion zur Darstellung von Sty-BTB aus BTB.
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Es wurden 522 mg (0.836 mmol, 1.0 eq.) Bromthymolblau, 161 mg (1.09 mmol, 1.3 eq.)
4-Vinylphenylboronsiure sowie 660 mg (3.11 mmol, 3.7 eq.) Kaliumphosphat in 12 mL
eines Wasser/Ethanol-Gemisches (7:3, v/v) gelost. Zu der dunkelblauen Lésung wurden
unter Sauerstoffausschluss 51 mg (0.044 mmol, 0.053 eq.) des Katalysators Pd(PPh;), ge-
geben. Das Reaktionsgemisch wurde firr 48 h zum Riickfluss erhitzt. Nach Erkalten der
Suspension wurde der Katalysator durch Filtration abgetrennt. Das blaue Filtrat wurde
mit Salzsdure (1 M) auf einen pH-Wert von 3 eingestellt. Dabei dnderte sich die Farbe der
Lésung von blau zur rot. Die wissrige Losung wurde anschlieffend funf Mal mit je 30 mL
Ethylacetat extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden iiber Natriumsulfat ge-
trocknet. Das Losungsmittel wurde anschlieend destillativ entfernt. Das dunkelrote Roh-
produkt wurde sidulenchromatographisch an Kieselgel (DCM/MeOH/HOAC, 6:1:0.2, v/v)
gereinigt. Es wurden 127 mg (0.196 mmol, 23%) eines dunkelroten Feststoffs erhalten.

R: 0.7 (SiO,, DCM/MeOH/HOACc 6:1:0.2, v/v).
T = 167 °C

'H-NMR (400 MHz, RT, DMSO-dy): § [ppm] = 8.08 — 7.10 (m, 10 H, H-1, H-2, H-3, H-

6, H-18, H-23, H-36, H-37, H-39, H-40), 6.72 s 30\

(dd, /= 16.8, 10.0 Hz, 1 H, H-41), 5.76 (dd, / 4{\ - HO ;8’29 )

= 10.1, 1.1 Hz, 1 H, H-42), 5.25 (dd, /= 16.8, | Si—ss? §\7\20/j‘“22\ N

1.1 Hz, 1 H, H-42’), 2.93 (m, 2 H, H-28, H- \39:40/ }9:13/3 18;17/\ on

31),2.39 (25, 6 H, H-34, H-35), 1.27 (m, 12 H, 631 /12/\\ i

H-29, H-30, H-32, H-33). il/ \7/9\08 1/4/15\Br
P NG 7 26

BC-NMR (100 MHz, RT, DMSO-d)): & T 8

[ppm] = 154.15 — 121.91 (C-1, C-2, C-3, C4, o

C-5, C-6, C-12, C-13, C-14, C-17, C-18, C-19, C-20, C-21, C-22, C-23, C-27, C-36, C-37,
C-38, C-39, C-40, C-41), 115.50 (C-15), 114.76 (C-42), 99.19 (C-9), 28.04 (C-28, C-31),
23.47 (C-29, C-30, C-32, C-33), 17.16 (C-35), 14.81 (C-34).

HRMS (ESI*) [g-mol™]: ber. fiir C;sH,,BrO:S* [M+H]": 647.1467, gef.: 647.1597.
UV/Vis: 432 nm (pH = 3), 612 nm (pH = 13).

7}7: pH =116
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Extinktionskoeffizient: € = 3.4-10* M"-cm™ (pH = 13, 1= 612 nm)

Name nach IUPAC: 3-(3-Brom-4-hydroxy-5-isopropyl-2-methylphenyl)-3-(6-hydroxy-5-
isopro-pyl-2-methyl-4’-vinyl-[1,1’-biphenyl]-3-yl)-3 #-benzo ¢][ 1,2]oxathiol-1,1-dioxid

8.4.3 Darstellung des Bromkresolpurpurderivats Sty-BKP

Das Bromkresolpurpurderivat 10 wurde in einer Suzuki-Kupplung aus Bromkresolpur-

pur 9 und 4-Vinylphenylboronsiure 7 erhalten (vgl. Reaktionsschema 8.4).3

HO
(S,
O 0H+ K5PO,, Pd(PPh,),
Br

EtOH/H,0, Riickfluss, 48 h
(I "
S B(OH),
4o (/)/S o)
9 7 10

Reaktionsschema 8.4: Palladium»katalysierte Kupplungsreaktion zur Darstellung von Sty-BKP aus BKP.

Es wurden 440 mg (0.814 mmol, 1.0 eq.) Bromkresolpurpur, 152 mg (1.03 mmol, 1.3 eq.)
4-Vinylphenylboronsiure sowie 632 mg (2.98 mmol, 3.7 eq.) Kaliumphosphat in 12 mL
eines Wasser/Ethanol-Gemisches (7:3, v/v) gelost. Zu der dunkelblauen Losung wurden
unter Sauerstoffausschluss 57 mg (0.049 mmol, 0.060 eq.) des Katalysators Pd(PPh,), ge-
geben. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 48 h zum Riickfluss erhitzt. Nach Erkalten der
Suspension wurde der Katalysator durch Filtration abgetrennt. Das blaugriine Filtrat
wurde mit Salzsdure (1 M) auf einen pH-Wert von 3 eingestellt. Dabei dnderte sich die
Farbe der Lésung von blaugriin zur rot. Die wissrige Losung wurde anschlieffend fiinf
Mal mit je 30 mL Ethylacetat extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden iiber
Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde anschlieflend destillativ entfernt. Das
dunkelrote Rohprodukt wurde séiulenchromatographisch an Kieselgel
(DCM/MeOH/HOAG, 6:1:0.2, v/v) gereinigt. Es wurden 141 mg (0.251 mmol, 31%) eines
hellroten Feststoffs erhalten.

R;: 0.65 (SiO,, DCM/MeOH/HOACc 6:1:0.2, v/v).

TM = 207 OC
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'H-NMR (400 MHz, DMSO-d}): § [ppm] = 8.01 — 7.56 (m, 6 H, H-1, H-2, H-3, H-6, H-
14, H-19), 7.46 (s, 4 H, H-29, H-30, H-32, H-33), 7.32 (m, 1 H, H-23), 7.24 (m, 1 H, H-

14), 6.72 (m, 1 H, H-34), 5.76 (dd, /= 10.1, 1.1 3\§ . 2
Hz, 1 H, H-35), 5.25 (dd, /= 16.8, 1.1 Hz, 1 H, | ¥~5/ 2\1\ aa
22
H-35”), 2.25 (2s, 6 H, H-27, H-28). \§0\ F~n7 \ |
29 \19 /23 18417\16/8}1{
=13
BC-NMR (100 MHz, RT, DMSO-dj): § [ppm] = S \9/12’\ /1/5’
——
154.55 — 123.55 (C-1, C-2, C-3, C-4, C-5, C-6, (D TR
C-12, C-13, C-14, C-16, C-17, C-18, C-20, C-21, 2\3/4\//;<\ 10
C-22, C-23, C-26, C-29, C-30, C-31, C-32, C-33, o T

C-34), 118.71 (C-19) 114.77 (C-35), 113.16 (C-
15), 104.80 (C-9), 16.49 (C-27, C28).

HRMS (ESTI*) [g-mol™]: ber. fur C,oH,,BrO,S*[M+H]": 563.0528, gef.: 563.0544.
UV/Vis: 433 nm (pH = 3), 592 nm (pH = 13).

Tp: pH = 7.65

Extinktionskoeffizient: ¢ = 3.3-10* M.cm™ (pH = 13, 1 = 592 nm)

Name nach IUPAC: 3—(3—Brom—4—hydroxy—5—methylphenyl)—?,—(6—hydroxy—5—methy1—4’—vi—
nyl—[ 1,1 ’—biphenyl]—?,—yl)—?,[—[—benzo[ c][1,2]oxathiol-1,1-dioxid
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85 Darstellung von biokompatiblen Nanopartikel-Polymerhybriden

Um die hydrophoben Nanopartikel biokompatibel zu machen, ist es vonnéten sie unter
Erhalt der optischen Eigenschaften in wissrige Medien zu tiberfithren. Dazu wurden die
organischen Nanopartikellssungen (entsprechend jeweils 12 nmol Partikel) eingetrocknet
und anschlief}end in 200 pL Chloroform gelést. Die Partikel wurden im Anschluss durch
Zugabe von 45 mL Methanol gefillt und zentrifugiert (8 000 g, 15 °C, 20 min). Das er-
haltene Partikelpellet wurde danach zusammen mit dem Emulgator PI-56-PEO
(M, =13 100 g-mol”?, MJ-D-12) in 3.0 mL THF aufgenommen. Unter Erwidrmen auf
45 °C entstand eine klare Losung. Nach Filtration (Spritzenfilter, PTFE, 0.2 yum) der Lo-
sung wurde diese durch die Verwendung eines computergesteuerten Interdigitalmischers
in Wasser iberfihrt. Die Flussrate der Nanopartikel-Emulgator-Losung betrug dabei
1.6 mL-min™. Die Flussrate des Wasserstroms betrug 14.4 mL-min™. Das enthaltene THF
wurde anschliefRend bei 62 °C im Stickstoffstrom entfernt.

Nachdem das THF Vollsténdig aus der wissrigen Phase entfernt wurde, wurde die ent-
sprechende Menge der Monomere Styrol und DVB fiir die erste Schale zugegeben. Nach
Zugabe der beiden Monomere wurde fiir 15 min bei 700 RPM geriihrt. Anschlieffend
wurde der Initiator VA-044 (4 mg, 0.01 mmol, gelést in 0.5 mL Wasser) Zugegeben und
das Reaktionsgemisch unter Riihren fiir 3 h auf 72 °C erhitzt. Danach wurden die Mono-
mere fiir die zweite Schale hinzugefiigt. Sofern den Proben Indikatoren zugesetzt wurden,
wurden diese vor der Zugabe in 100 uL THF gel6st. Nach der Zugabe wurde unverziiglich
erneut der Initiator VA-044 (4 mg, 0.01 mmol, gelést in 0.5 mL Wasser) Zugegeben und
es wurde fiir weitere 5 h bei 72 °C geriihrt.

Eine Ubersicht iiber die Proben gibt Tabelle 8.3. Dort lassen sich ebenfalls die Uberschiisse
des Emulgators PI-A-PEQ, die Menge an Monomer und die Charge der Nanopartikel ent-

nehmen.
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Tabelle 8.3: Probeniibersicht.

PI-APEO Monomer Monomer
Probe Partikel Farbstoff
13.1 kg-mol™ 1. Schale 2. Schale
SAR-0-351-1 99.8 m 54.0 uL Styrol
K-R-600 & t=>y 3.0 uL Styrol ohne
12 nmol = 635 eq. 6.0 uL DVB
SAR-0-351-1 197 m 108 uL Styrol
K-R-1200 & i Sty 3.0 uL Styrol ohne
12 nmol = 1253 eq. 12 uL DVB
SAR-0-340-5 194 108 uL Styrol 3.0 uL Styrol
MR-G-1200 8 k- Sy k& Styro lIod-MR-Sty
12 nmol = 1234 eq. 12 uL DVB 7 mg Iod»MR»Sty
SAR-0-340-5 201 m 108 uL Styrol
K-G-1200 & LSty 3.0 uL Styrol ohne
12 nmol = 1279 eq. 12 uL DVB
SAR-0-351-1 193 m 108 uL Styrol 3.0 uL Styrol
BTB-R-1200 8 L styro L styro Sty-BTB
12 nmol = 1228 eq. 12 uL. DVB 9 mg Sty-BTB
SAR-0-351-1 196 m 108 uL Styrol 3.0 uL Styrol
BKP-R-1200 8 L styro L styro Sty-BKP
12 nmol = 1247 eq. 12 uL DVB 8 mg Sty-BKP

Fiir das PI-A-PEO wird eine Aggregationszahl von 100 zu Grunde gelegt, davon ausgehend
lasst sich die Anzahl der gebildeten Mizellen berechnen. Anhand dessen wurde die Farb-

stoffmenge o) gewéhlt, dass sich rechnerisch eine Farbstoffdichte von 100 Molekiilen pro

Mizelle ergibt.

Nach der Emulsionspolymerisation wurden die Polydispersionen mittels Sartorius® Zent-

rifugenfilter (MWCO = 100 kDa) auf ein Endvolumen von etwa 2 mL konzentriert. Dabei

wurden bereits einige niedermolekulare Bestandteile abgetrennt. Die wéssrige Nanoparti—

keﬂésung wurde durch eine Sucrose-Dichtegradientenzentrifugation gereinigt (Vgl. Ab-

schnitt: 8.3.3). Anschlieflend wurden die Partikel dem Gradienten entnommen und die

ﬁberschiissige Sucrose-Losung durch Waschen der Proben in Zentrifugenfiltern entfernt.
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8.6 Herstellung von Pufferlésungen unterschiedlicher pH-Werte

Fiir die pH-abhingigen Messungen wurden diverse Pufferlssungen angesetzt. Die Puffer-
16sungen haben den Vorteil, dass sie auch durch Verdiinnung durch die Nanopartikells-
sung ihren pH-Wert nicht verdndern. Die Pufferlésungen mit pH-Werten von etwa
3.0 — 4.5 wurden aus einem Citratpuffer der Car/ Roth GmbH angesetzt und mit Natron-
lauge eingestellt. Die Pufferslésungen mit pH-Werten von 4.5 — 8.9 wurden selbst aus
Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat und Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat herge-
stellt und hatten eine Ionenstirke von 50 mM. Bei den Lésungen mit hoheren pH-Werten
(9.5 — 13.0) handelte es sich um unterschiedlich stark konzentrierte Losungen von Natri-

umhydroxid in Wasser.
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12 Anhang
12 Anhang
12.1 Sicherheit und Entsorgung

Tabelle 12.1: Auflistung aller verwendeten Chemikalien, einschlieflich der Gefahrensymbole, H- und P-Sitze so-

wie Entsorgung.

Substanz Gefahrensymbole  H -Sitze P -Sitze Entsorgung
Bromkresolpurpur  keine keine keine a
Bromthymolblau keine keine keine a
315-319-335- 261-281-
Dichlormethan b
336-351-373  305+351+338
273-302+352-
Divinylbenzol, 315-319-335-
304+340- C
Isomerengemisch % 411
305+351+338
CdSe/CdS-DotRods nicht vollstin dz"g gepriiﬁ‘er Stoff d
302-331-315-
261-281-
319-351-
Chloroform & 305+351+338- b
361d-336-
311
372
302-331-315-
261-281-
319-351-
Chloroform-d, 305+351+338- b
361d-336-
311
372
Citratpuffer PH =3 keine keine keine e
DMSO-d keine keine keine c
210-280-
301+330+331-
Essigsaure 96% @ 226-290-314 e
305+351+338-
308+310
210-240-
Ethanol @ 225-319 305+351+338- c
403+233
210-233-240-
225-319-336-
Ethylacetat 305+351+338- c
EUHO066
403+235

A
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Substanz Gefahrensymbole  H -Sitze P -Sitze Entsorgung
210-240-273-
225-304-
Y 301+310-331-
n-Hexan 361f-373- c
302+352-
@ 15 336411
403+235
261-
5-Iodanthranilsiure 315-319-335 a
305+351+338
280-
Kaliumphosphat 318-335 304+340+312- a
305+351+338
Kieselgel 60 keine keine 260 f
260-264-280-
284-301+310-
301+330+331-
272-300-312-
Konigswasser 303+361+353- g
314-330
304-340-
305+351+338-
320-403+233-
405-501
210-233-280-
3102+352-
225-331-311-
Methanol 304+340- C
‘ 301-370
.% 308+310-
403+235
’% "3’) 260-261-
Y 301-311-331-
]V-Methylanilin 301+310-361- C
373-410
‘@ 405-501

N-Methyl- N:(4-vi-
nylbenzyl)anilin

nicht vollstindig gepriifter Stoff

Natriumcarbonat

&

319

260-
305+351+338




403+233-501
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Substanz Gefahrensymbole  H -Sitze P -Siitze Entsorgung
Natriumhydrogen-

keine keine keine a
phosphat-Dihydrat
Natriumdihydro-
genphosphat- keine keine keine a
Dihydrat
272-301-319-
Natriumnitrit 301+310- a
400
305+351+338
Natriumsulfat keine keine keine a
280-
301+330+331-
Natronlauge 1M @ 290-314 h
305+351+338-
308+310
@ 201-210-280-
225-304-315-
Petrolether 50 — 70 301+310- C
336-411

PI-A-PEO nicht vollstindig gepriifter Stoff a
& % 280-
‘ ‘ 272-290-331-  301+330+331-

Salpeterséure 65% i

@ 314-EUHO071 305+351+338-
308+310
260-280-
303+361+353-

Salzsidure 37% 290-314-335 e
304+340+310-
305+351+338

’{i} < : > 226-332-315- 210-302+352-
Styrol 319-361d- 305+351+338- c
372 314
Sucrose keine keine keine a

C
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Substanz Gefahrensymbole  H -Sitze P -Sitze Entsorgung
210-280-
@@ 225-302-319- 301+312+330-
335-351- 305+351+338- c
Tetrahydrofuran
.& EUHO019 370+378-
403+235
Tetrakis(triphenyl-
phosphin)-palla- H413 273-501 j
dium(0)
& 280-
Wasserstoffperoxid 271-302-314-
305+351+338- k
30% @ 332-335-412
310
VA-044 nicht Vo]]stéha’lg gepriiﬁer Stoft j
4-Vinylbenzyl-chl 302-311-314 280-
-Vinylbenzyl-chlo- -311-314-
ylbenzy 053510338 b
rid 317
310
4-Vinylphenvyl-
yPReny @ 302-312-332 280 a
boronsiure
Entsorgungsschh'issel: a) Sammelbehilter fiir kontaminierte Betriebsmittel

b) Kanister fiir organische Lésungsmittel, halogenhaltig

c) Kanister fiir organische Lésungsmittel, halogenfrei

d) in Kénigwasser losen, dann g)
e) Kanister fiir andere Siduren, HCI- und H,SO,-haltig

f) Sammelbehilter fiir kontaminiertes Kieselgel

g) mit H,O, verkochen, dann e)

h) Kanister fiir andere Basen
i) Kanister fiir andere Sduren, nitrathaltig
j) in Salzsdure l6sen, dann e)
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12.2 Datenblitter verwendeter Halbleiternanokristalle

12.2.1 Partikelcharge SAR-0-340-5

Center for Applied Nanotechnology (CAN) GmbH

Grindelallee 117, 20146 Hamburg, German'
Phone: +49 40 42838 4983, FAX: +49 40 42838 5797
E-mail: info@can-hamburg.de

Datasheet CANdot" Series A plus hex

LOT number: SAR-0-340-5
Product description: elongated CoreShell Particles CdSe/CdS
Solvent: Hexane Surface groups: TOPO/TOP/HPA
Appearance (form):  Dispersion Appearance (color):  green
_ o
Storage: ?:rezjzec’ do not Shelf life: 12 months
Concentration: 7,35 mg/mL Emission: 530 = 8 nm
FWHM: <45 nm Quantum yield: >70
Analysis
Data Visualisation
.Absorption spectroscopy o] —— Absorpion — Emieson
Abso?ptlon— HWHM calculated |
maximum concentration 0204
521 nm 21 nm z -
H] <
Fluorescence Spectroscopy 3" 3
— 3 18
Emission- FWHM Quantum Yield* o101 =
maximum
536 nm 41 nm 80% 0051
* measured in Ulbricht sphere (ex. 450 nm) o.oum 400 450 500 550 500 650

Wavelength nm

Transmission electron microscopy

Diameter Length
(3,5 £0,45) nm (8,8 = 2,2) nm
Shape Note / comment
elongated AR 2-3

Disclaimer: This product is for R&D purpose only. Not to be used for food, drug, household,
agriculture or cosmetic products. CAN GmbH cannot be held liable for any damage or harm
resulting from handling, use or contact with the above product.



12 An]lang

12.2.2 Partikelcharge SAR-0-351-1

Center for Applied Nanotechnology (CAN) GmbH

Grindelallee 117, 20146 Hamburg, German'
Phone: +49 40 42838 4983, FAX: +49 40 42838 5797
E-mail: info@can-hamburg.de

Datasheet CANdot" Series A plus hex

LOT number: SAR-0-351-1
Product description: elongated CoreShell Particles CdSe/CdS
Solvent: Hexane Surface groups: TOPO/TOP/HPA
Appearance (form):  Dispersion Appearance (color):  red
Storage: ;;25 C, do not Shelf life: 12 months
eeze
Concentration: 105 mg/mL Emission: 620 = 8 nin
FWHM: <45 nm Quantum yield:
Analysis
Data Visualisation
.AbSOI‘ptiOIl spectroscopy 307 Absorption ——— Emission
Abso?ptlon— HWHM calculate d 25
maximum concentration
604 nm 19 nm £ 20 5
3 <
Fluorescence Spectroscopy 3 ® 3
— 5 8
Emlssmn— FWHM Quantum Yield 104 =
maximum
617 nm 36 nm 05+
0.0 .

T T T T T T
350 400 450 500 550 600 650 700

Wavelength nm

Transmission electron microscopy

Diameter Length
4,1 nm 19,7 nm
Shape Note / comment
elongated AR 4-5

Disclaimer: This product is for R&D purpose only. Not to be used for food, drug, household,
agriculture or cosmetic products. CAN GmbH cannot be held liable for any damage or harm

resulting from handling, use or contact with the above product.
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12.3 Datenblatt des verwendeten PI-5-PEO MJ-D-12
° 3 7
3 3 3
— = <
=
D 3 =
S 27 :
s 3 p
= 2
17 £
=]
— (]
g ¢
= s
0 4 2
T T
5410° 1104 210
M [D]
Probe : Vial 52: MJ-D-12
Integration von : Donnerstag 20.10.16 12:09:36 21.570 ml
Integration bis : Donnerstag 20.10.16 12:12:06 24.074 ml
Kalibration : 20141215_PEG_repariert. CAL Eluent : THF
MHK - A (Kal.): 0.000E+0 MHK - K (Kal.): 1.000E+0 ml/g
Int.Stand.-K : 50.000 ml Int.Stand.-M : -l
Pumpe : Tosoh EcoSEC FluBrate : 1.000 ml/min
Konzentration : 1.500 g/l Injektvolumen :  100.000 ul
Saule 1: PSS SDV 5um Vorsaule Temperatur : 35.000 °C
Saule 2 : PSS SDV 5um 100000A Temperatur : 35.000 °C
Saule 3 : PSS SDV 5um 1000A Temperatur : 35.000 °C
Saule 4 : PSS SDV 5 100A Temperatur : 35.000 °C
Detektor 1 : Tosoh EcoSEC UV Versatz : 0.000 ml
Detektor 2 : Tosoh EcoSEC RI Versatz : 0.033ml
Operateur : cary Messintervall : 1.000 sec
Tosoh EcoSEC RI
o Unsicherheit [%]
Mn: 1.2536e4 0.77 g/mol
Mw: 1.3101e4 0.77 g/mol
Mz : 1.3589%e4 0.77 g/mol
My : 0.000000 0.77 g/mol
D: 1.0450e0 1.08
[n]: 0.000000 0.00 ml/g
Vp: 2.2262e1 0.77 ml
Mp : 1.3628e4 0.77 g/mol
Fl: 6.101e-1 0.77 ml*V
< 4373 0.00 0.77
w% : 100.00 0.77
> 23240 0.00 0.77
Projekt : D:AWIN GPC DATAWIin GPC Admin.LDX Kostenstelle :
Datum : Donnerstag 20.10.16 14:11:53 Zeichen :
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12.4

H- und P-Sitze

H-Sitze nach CLP—Verordnung

H200-Reihe: Physikalische Gefahren

H200
H201
H202
H203

H204
H205
H220
H221
H222
H223
H224
H225
H226
H228
H240
H241
H242
H250
H251
H252
H260

H261
H270
H271
H272
H280
H281

Instabil, explosiv

Explosiv, Gefahr der Massenexplosion.

Explosiv; grofle Gefahr durch Splitter, Spreng- und Wurfstiicke.

Explosiv; Gefahr durch Feuer, Luftdruck oder Splitter, Spreng- und Wurf-
stiicke.

Gefahr durch Feuer oder Splitter, Spreng- und Wurfstiicke.

Gefahr der Massenexplosion bei Feuer.

Extrem entziindbares Gas.

Entziindbares Gas.

Extrem entziindbares Aerosol.

Entziindbares Aerosol.

Flisssigkeit und Dampf extrem entziindbar.

Fliissigkeit und Dampf leicht entziindbar.

Fh’issigkeit und Dampf entziindbar.

Entziindbarer Feststoff.

Erwirmung kann Explosion verursachen.

Erwirmung kann Brand oder Explosion verursachen.

Erwirmung kann Brand verursachen.

Entziindet sich in Berithrung mit Luft von selbst.

Selbsterhitzungsféhig; kann in Brand geraten.

In groﬁen Mengen selbsterhitzungsféhig; kann in Brand geraten.

In Berithrung mit Wasser entstehen entziindbare Gase, die sich spontan
entziinden konnen.

In Berithrung mit Wasser entstehen entziindbare Gase.

Kann Brand verursachen oder verstirken; Oxidationsmittel.

Kann Brand oder Explosion verursachen; starkes Oxidationsmittel.

Kann Brand verstirken; Oxidationsmittel.

Enthilt Gas unter Druck; kann bei Erwirmung explodieren.

Enthilt tiefgekiihltes Gas; kann Kalteverbrennungen oder -Verletzungen

verursachen.
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H290

Kann gegenﬁber Metallen korrosiv sein.

H300-Reihe: Gesundheitsgefahren

H300
H301
H302
H304
H310
H311
H312
H314
H315
H317
H318
H319
H330
H331
H332
H334

H335

H336
H340

H341

H350

H350i
H351

Lebensgefahr bei Verschlucken.

Giftig bei Verschlucken.

Gesundheitsschidlich bei Verschlucken.

Kann bei Verschlucken und Eindringen in die Atemwege todlich sein.
Lebensgefahr bei Hautkontakt.

Giftig bei Hautkontakt.

Gesundheitsschidlich bei Hautkontakt.

Verursacht schwere Veritzungen der Haut und schwere Augenschiden.
Verursacht Hautreizungen.

Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

Verursacht schwere Augenschiden.

Verursacht schwere Augenreizung.

Lebensgefahr bei Einatmen.

Giftig bei Einatmen.

Gesundheitsschidlich bei Einatmen.

Kann bei Einatmen Aﬂergie, asthmaartige Symptorne oder Atembeschwer-
den verursachen.

Kann die Atemwege reizen.

Kann Schlifrigkeit und Benommenbheit verursachen.

Kann genetische Defekte verursachen (Expositionsweg angeben, sofern
schliissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg
besteht).

Kann vermutlich genetische Defekte verursachen (Expositionsweg angeben,
sofern schliissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem

anderen Expositionsweg besteht).

Kann Krebs erzeugen (Expositionsweg angeben, sofern schliissig belegt ist,
dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

Kann bei Einatmen Krebs erzeugen.

Kann vermutlich Krebs erzeugen (Expositionsweg angeben, sofern schliissig

belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).
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H360 Kann die Fruchtbarkeit beeintrichtigen oder das Kind im Mutterleib scha-
digen (konkrete Wirkung angeben, sofern bekannt) (Expositionsweg ange-
ben, sofern schliissig belegt ist, dass die Gefahr bei keinem anderen Exposi-
tionsweg besteht).

H360F Kann die Fruchtbarkeit beeintrichtigen.

H360D Kann das Kind im Mutterleib schadigen.

H360FD Kann die Fruchtbarkeit beeintrichtigen. Kann das Kind im Mutterleib schi-
digen.

H360Fd Kann die Fruchtbarkeit beeintrichtigen. Kann vermutlich das Kind im Mut-
terleib schéidigen.

H360Df Kann das Kind im Mutterleib schidigen. Kann vermutlich die Fruchtbarkeit
beeintréchtigen.

H361 Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintrichtigen oder das Kind im Mut-
terleib schidigen (konkrete Wirkung angeben, sofern bekannt) (Expositi-
onsweg angeben, sofern schlﬁssig belegt ist, dass die Gefahr bei keinem an-
deren Expositionsweg besteht)

H361f Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintrachtigen.

H361d Kann vermutlich das Kind im Mutterleib schidigen.

H361fd Kann vermutlich die Fruchtbarkeit beeintrichtigen. Kann vermutlich das
Kind im Mutterleib schiadigen.

H362 Kann Siuglinge iiber die Muttermilch schidigen.

H370 Schidigt die Organe (oder alle betroffenen Organe nennen, sofern bekannt)
(Expositionsweg angeben, sofern schh'issig belegt ist, dass diese Gefahr bei
keinem anderen Expositionsweg besteht).

H371 Kann die Organe schidigen (oder alle betroffenen Organe nennen, sofern
bekannt) (Expositionsweg angeben, sofern schliissig belegt ist, dass diese
Gefahrbei keinem anderen Expositionsweg besteht).

H372 Schidigt die Organe (alle betroffenen Organe nennen) bei lingerer oder
wiederholter Exposition (Expositionsweg angeben, wenn schliissig belegt ist,
dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositionsweg besteht).

H373 Kann die Organe schidigen (alle betroffenen Organe nennen, sofern be-

kannt) bei lingerer oder wiederholter Exposition (Expositionsweg angeben,
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wenn schliissig belegt ist, dass diese Gefahr bei keinem anderen Expositi—

onsweg besteht).

H400-Reihe: Umweltgefahren

H400
H410
H411
H412
H413

EUH-Satze
EUHO001
EUHO006
EUHO014
EUHO018

EUHO019
EUHO029
EUHO031
EUHO032
EUHO044
EUHO059
EUHO066
EUHO070
EUHO071
EUH201

EUH201A
EUH202

EUH203
EUH204

Sehr giftig fiir Wasserorganismen.

Sehr giftig fiir Wasserorganismen mit langfristiger Wirkung.
Giftig fiir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.
Schidlich fir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung.

Kann fiir Wasserorganismen schidlich sein, mit langfristiger Wirkung.

In trockenem Zustand explosiv.

Mit und ohne Luft explosionsfahig.

Reagiert heftig mit Wasser.

Kann bei Verwendung explosionsfihige / entziindbare Dampf /Luft-Gemi-
sche bilden.

Kann explosionsfahige Peroxide bilden.

Entwickelt bei Berithrung mit Wasser giftige Gase.

Entwickelt bei Berithrung mit Sure giftige Gase.

Entwickelt bei Berithrung mit Saure sehr giftige Gase.

Explosionsgefahr bei Erhitzen unter Einschluss.

Die Ozonschicht schiddigend.

Wiederholter Kontakt kann zu spréder oder rissiger Haut fithren.

Giftig bei Berithrung mit den Augen.

Wirkt dtzend auf die Atemwege.

Enthilt Blei. Nicht fiir den Anstrich von Gegenstinden verwenden, die von
Kindern gekaut oder gelutscht werden kénnten.

Achtung! Enthilt Blei.

Cyanacrylat. Gefahr. Klebt innerhalb von Sekunden Haut und Augenlider
zusammen. Darf nicht in die Hinde von Kindern gelangen.

Enthilt Chrom(VI). Kann allergische Reaktionen hervorrufen.

Enthilt Isocyanate. Kann allergische Reaktionen hervorrufen.
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EUH205 Enthilt epoxidhaltige Verbindungen. Kann allergische Reaktionen hervor-
rufen

EUH206 Achtung! Nicht zusammen mit anderen Produkten verwenden, da gefahrli-
che Gase (Chlor) freigesetzt werden kénnen.

EUH207 Achtung! Enthilt Cadmium. Bei der Verwendung entstehen gefihrliche
Diampfe. Hinweise des Herstellers beachten. Sicherheitsanweisungen einhal-
ten.

EUH208 Enthilt (Name des sensibilisierenden Stoffes). Kann allergische Reaktionen
hervorrufen.

EUH209 Kann bei Verwendung leicht entziindbar werden.

EUH209A  Kann bei Verwendung entziindbar werden.

EUH210 Sicherheitsdatenblatt auf Anfrage erhaltlich.

EUH401 Zur Vermeidung von Risiken fiir Mensch und Umwelt die Gebrauchsanlei-

tung einhalten.

P-Sidtze nach CLP—Verordnung
P100-Reihe: Aﬂgemein

P101

P102
P103

P200-Reihe:
P201
P202
P210

P211
P220

P221
P222

Ist drztlicher Rat erforderlich, Verpackung oder Kennzeichnungsetikett be-
reithalten.
Darf nicht in die Hinde von Kindern gelangen.

Vor Gebrauch Kennzeichnungsetikett lesen.

Vorsorgemafinahmen

Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen.

Vor Gebrauch alle Sicherheitshinweise lesen und verstehen.

Von Hitze / Funken / offener Flamme / heiflen Oberflichen fernhalten.
Nicht rauchen.

Nicht gegen offene Flamme oder andere Ziindquelle spriihen.

Von Kleidung /.../ brennbaren Materialien fernhalten/entfernt aufbewah-
ren.

Mischen mit brennbaren Stoffen /... unbedingt verhindern.

Kontakt mit Luft nicht zulassen.
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P223 Kontakt mit Wasser wegen heftiger Reaktion und moglichem Aufflammen

unbedingt verhindern.

P230 Feucht halten mit ...

P231 Unter inertem Gas handhaben.

P232 Vor Feuchtigkeit schiitzen.

P233 Behilter dicht verschlossen halten.

P234 Nur im Originalbehilter aufbewahren.

P235 Kiihl halten.

P240 Behilter und zu befiillende Anlage erden.

P241 Explosionsgeschiitzte elektrische Betriebsmittel / Liiftungsanlagen / Be-
leuchtung /... verwenden.

P242 Nur funkenfreies Werkzeug verwenden.

P243 Mafdnahmen gegen elektrostatische Auﬂadungen treffen.

P244 Druckminderer frei von Fett und Ol halten.

P250 Nicht schleifen / stoflen /.../ reiben.

P251 Behilter steht unter Druck: Nicht durchstechen oder verbrennen, auch

nicht nach der Verwendung.

P260 Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol nicht einatmen.

P261 Einatmen von Staub / Rauch / Gas / Nebel / Dampf / Aerosol vermeiden.

P262 Nicht in die Augen, auf die Haut oder auf die Kleidung gelangen lassen.

P263 Kontakt wihrend der Schwangerschaft / und der Stillzeit vermeiden.

P264 Nach Gebrauch ... griindlich waschen.

P270 Bei Gebrauch nicht essen, trinken oder rauchen.

pP271 Nur im Freien oder in gut beliifteten Rdumen verwenden.

P272 Kontaminierte Arbeitskleidung nicht aulerhalb des Arbeitsplatzes tragen.

P273 Freisetzung in die Umwelt vermeiden.

P280 Schutzhandschuhe / Schutzkleidung / Augenschutz / Gesichtsschutz tra-
gen.

P281 Vorgeschriebene persénliche Schutzausriistung verwenden.

P282 Schutzhandschuhe / Gesichtsschild / Augenschutz mit Kilteisolierung tra-
gen.

P283 Schwer entflammbare / flammhemmende Kleidung tragen.

P284 Atemschutz tragen.
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P285 Bei unzureichender Beliiftung Atemschutz tragen.
P231 + P232 Unter inertem Gas handhaben. Vor Feuchtigkeit schiitzen.
P235 + P410 Kiihl halten. Vor Sonnenbestrahlung schiitzen.

P300-Reihe: Empfehlungen

P301 Bei Verschlucken:

P302 Bei Berithrung mit der Haut:

P303 Bei Berithrung mit der Haut (oder dem Haar):

P304 Bei Einatmen:

P305 Bei Kontakt mit den Augen:

P306 Bei kontaminierter Kleidung:

P307 Bei Exposition:

P308 Bei Exposition oder falls betroffen:

P309 Bei Exposition oder Unwohlsein:

P310 Sofort Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

P311 Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

P312 Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

P313 Arztlichen Rat einholen / drztliche Hilfe hinzuziehen.

P314 Bei Unwohlsein drztlichen Rat einholen / irztliche Hilfe hinzuziehen.

P315 Sofort drztlichen Rat einholen / drztliche Hilfe hinzuziehen.

P320 Besondere Behandlung dringend erforderlich (siehe ... auf diesem
Kennzeichnungsetikett).

P321 Besondere Behandlung (siehe ... auf diesem Kennzeichnungsetikett).

P322 Gezielte Mafinahmen (siehe ... auf diesem Kennzeichnungsetikett).

P330 Mund ausspiilen.

P331 Kein Erbrechen herbeifiihren.

P332 Bei Hautreizung:

P333 Bei Hautreizung oder -ausschlag:

P334 In kaltes Wasser tauchen / nassen Verband anlegen.

P335 Lose Partikel von der Haut abbiirsten.

P336 Vereiste Bereiche mit lauwarmem Wasser auftauen. Betroffenen Bereich

nicht reiben.

P337 Bei anhaltender Augenreizung:

N
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P338 Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Méglichkeit entfernen. Weiter
ausspiilen.

P340 Die betroffene Person an die frische Luft bringen und in einer Position ru-
higstellen, die das Atmen erleichtert.

P341 Bei Atembeschwerden an die frische Luft bringen und in einer Position ru-
higstellen, die das Atmen erleichtert.

P342 Bei Symptomen der Atemwege:

P350 Behutsam mit viel Wasser und Seife waschen.

P351 Einige Minuten lang behutsam mit Wasser ausspiilen.

P352 Mit viel Wasser und Seife waschen.

P353 Haut mit Wasser abwaschen / duschen.

P360 Kontaminierte Kleidung und Haut sofort mit viel Wasser abwaschen und
danach Kleidung ausziehen.

P361 Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort ausziehen.

P362 Kontaminierte Kleidung ausziehen und vor erneutem Tragen waschen.

P363 Kontaminierte Kleidung vor erneutem Tragen waschen.

P370 Bei Brand:

P371 Bei Grofbrand und groflen Mengen:

P372 Explosionsgefahr bei Brand.

P373 Keine Brandbekéimpfung, wenn das Feuer explosive Stoffe / Gemische /
Erzeugnisse erreicht.

P374 Brandbekimpfung mit tiblichen Vorsichtsmafinahmen aus angemessener
Entfernung.

P375 Wegen Explosionsgefahr Brand aus der Entfernung bekdmpfen.

P376 Undichtigkeit beseitigen, wenn gefahrlos méglich.

P377 Brand von ausstrémendem Gas: Nicht loschen, bis Undichtigkeit gefahrlos
beseitigt werden kann.

P378 zum Loschen verwenden.

P380 Umgebung raumen.

P381 Alle Ziindquellen entfernen, wenn gefahrlos méglich.

P390 Verschiittete Mengen aufnehmen, um Materialschidden zu vermeiden.

P391 Verschiittete Mengen aufnehmen.

P301 + P310 Bei Verschlucken: Sofort Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

O
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P301 + P312
P301 + P330
+ P331

P302 + P334
P302 + P350
P302 + P352
P303 + P361
+ P353

P304 + P340

P304 + P341

P305 + P351
+ P338

P306 + P360

P307 + P311
P308 + P313

P309 + P311

P332 + P313
P333 + P313

P335 + P334

P337 + P313

P342 + P311
P370 + P376

Bei Verschlucken: Bei Unwohlsein Giftinformationszentrum oder Arzt an-
rufen.

Bei Verschlucken: Mund ausspiilen. Kein Erbrechen herbeifiihren.

Bei Kontakt mit der Haut: In kaltes Wasser tauchen / nassen Verband anle-
gen.

Bei Kontakt mit der Haut: Behutsam mit viel Wasser und Seife waschen.
Bei Kontakt mit der Haut: Mit viel Wasser und Seife waschen

Bei Kontakt mit der Haut (oder dem Haar): Alle beschmutzten, getrinkten
Kleidungsstiicke sofort ausziehen. Haut mit Wasser abwaschen/duschen.
Bei Einatmen: An die frische Luft bringen und in einer Position ruhigsteﬂen,
die das Atmen erleichtert

Bei Einatmen: Bei Atembeschwerden an die frische Luft bringen und in einer
Position ruhigsteﬂen, die das Atmen erleichtert.

Bei Kontakt mit den Augen: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser
spiilen. Vorhandene Kontaktlinsen nach Moglichkeit entfernen. Weiter
spiilen.

Bei Kontakt mit der Kleidung: Kontaminierte Kleidung und Haut sofort mit
viel Wasser abwaschen und danach Kleidung ausziehen.

Bei Exposition: Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

Bei Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat einholen / drztliche
Hilfe hinzuziehen.

Bei Exposition oder Unwohlsein: Giftinformationszentrum oder Arzt anru-
fen.

Bei Hautreizung: Arztlichen Rat einholen / irztliche Hilfe hinzuziehen.

Bei Hautreizung oder -ausschlag: Arztlichen Rat einholen / #rztliche Hilfe
hinzuziehen.

Lose Partikel von der Haut abbiirsten. In kaltes Wasser tauchen /nassen
Verband anlegen.

Bei anhaltender Augenreizung: Arztlichen Rat einholen / arztliche Hilfe hin-
zuziehen.

Bei Symptomen der Atemwege: Giftinformationszentrum oder Arzt anrufen.

Bei Brand: Undichtigkeit beseitigen, wenn gefahrlos méglich.



12 Anhang

P370 + P378 Bei Brand: zum Loschen verwenden.

P370 + P380 Bei Brand: Umgebung rdumen

P370 + P380 Bei Brand: Umgebung riumen. Wegen Explosionsgefahr Brand aus der

+ P375B Entfernung bekdmpfen

P371 + P380 Bei Groflbrand und groflen Mengen: Umgebung raumen. Wegen Explo-

+P375 sionsgefahr Brand aus der Entfernung bekampfen.

P400-Reihe: Lagerhinweise

P401 ... aufbewahren.

P402 An einem trockenen Ort aufbewahren.

P403 An einem gut beliifteten Ort aufbewahren.

P404 An einem geschlossenen Behilter aufbewahren.

P405 Unter Verschluss aufbewahren.

P406 In korrosionsbestindigem /... Behilter mit korrosionsbestindiger Ausklei-
dung aufbewahren.

P407 Luftspalt zwischen Stapeln / Paletten lassen.

P410 Vor Sonnenbestrahlung schiitzen.

P411 Bei Temperaturen von nicht mehr als ... °C / ... aufbewahren.

P412 Nicht Temperaturen von mehr als 50 °C aussetzen.

P413 Schiittgut in Mengen von mehr als ... kg bei Temperaturen von nicht mehr
als ... °C aufbewahren

P420 Von anderen Materialien entfernt aufbewahren.

P422 Inhalt in / unter ... aufbewahren

P402 + P404 In einem geschlossenen Behilter an einem trockenen Ort aufbewahren.

P403 + P233 Behilter dicht verschlossen an einem gut beliifteten Ort aufbewahren.

P403 + P235 Kiihl an einem gut beliifteten Ort aufbewahren.

P410 + P403 Vor Sonnenbestrahlung geschiitzt an einem gut beliifteten Ort aufbewahren.

P410+ P412 Vor Sonnenbestrahlung schiitzen und nicht Temperaturen von mehr als
50 °C aussetzen.

P411+ P235 Kiihl und bei Temperaturen von nicht mehr als ... °C aufbewahren.

P500-Reihe: Entsorgung

P501 Inhalt / Behilter ... zufiihren.

Q



