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Einleitung 1

1 Einleitung

Einer Hochrechnung der Vereinten Nationen zufolge wachst die Weltbevélkerung starker als
lange Zeit angenommen. Bereits Ende 2030 werden 8,5 Milliarden Menschen auf der Erde
leben. Diese Tatsache sowie die steigende Lebenserwartung in grof3en Teilen der Erde
(Behrends und Stallmeister, 2015) erfordern neue Mdoglichkeiten beispielsweise in der
Lebensmittelproduktion und bei der Herstellung von pharmazeutischen Produkten. Hierbei
kann die Biotechnologie einen grof3en Beitrag leisten. Das Bundesministerium fur Bildung und
Forschung (BMBF) hat im Jahr 2010 den Strategieprozess ,Nachste Generation
biotechnologischer Verfahren — Biotechnologie 2020+ (BMBF, 2010) ins Leben gerufen.
Dieser Strategieprozess soll dazu beitragen, das von der Bundesregierung festgelegte Ziel,
nachwachsende Rohstoffe mit biotechnologischen Verfahren verstarkt industriell zu nutzen,

Zu erreichen.

Biotechnologische Produktionsverfahren finden seit einigen Jahren in verschiedenen
industriellen Bereichen, wie der chemischen- und pharmazeutischen Industrie, bei der
Nahrungs- und Futtermittelherstellung und in der Kosmetikbranche, Anwendung (Chmiel,
2011). Die derzeitig verfugbaren fermentativen und biokatalytischen Verfahren unterliegen
jedoch einigen Restriktionen. So kdnnen zelltoxische Stoffe mit Mikroorganismen nicht
hergestellt werden. Enzyme wiederum verlieren in Anwesenheit von organischen Ldsemitteln,
deren Einsatz bei diversen Prozessen unumganglich ist, meist ihre Aktivitat. Bislang
unvermeidbare, zeit- und kostenintensive Reinigungsschritte sind weitere Nachteile

klassischer Produktionsverfahren (Dechow, 1989).

Die Bemuhung neue Produktionsverfahren schneller zur industriellen Anwendung zu bringen
ist alleine nicht ausreichend, um das gesamte Potenzial biotechnologischer
Produktionsverfahren nutzen zu kodnnen. Vielmehr ist die Entwicklung vollig neuartiger
Konzepte im Sinne der nachsten Generation biotechnologischer Verfahren notwendig. Diese
Vision beruht auf verfahrenstechnischen Innovationen, die uber derzeitig bekannte
biotechnologische Prozesse weit hinausgehen und heute noch nicht realisierbar sind. Die
Entwicklung neuer Basistechnologien fiir ein breites Anwendungsspektrum erfordert dabei ein
hohes Mal3 an Forschung (BMBF, 2010). Neben der gezielten Veranderung von biologischen
Systemen stellt auch deren Kombination mit artifiziellen Komponenten eine vielversprechende

Maoglichkeit auf dem Weg zu genannten Zielen dar.
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Zwei fundamentale Organisationsprinzipien der nattrlichen Zelle erméglichen das simultane
Ablaufen verschiedenster chemischer Reaktionen: Kompartimentierung und selektiver
Stofftransport. Dank der raumlichen Trennung unterschiedlicher Enzyme und dank der
Kontrolle Uber die beteiligten Reaktanden konnen selbst Reaktionen, die eigentlich
inkompatibel sind, gleichzeitig stattfinden. Durch diverse zelleigene Enzyme werden jedoch
auch unerwinschte Nebenreaktionen katalysiert, woraus ein wesentlicher Nachteil der
Verwendung ganzer Zellen fur biokatalytische Prozesse hervorgeht. Eine Maoglichkeit
biokatalytische Prozesse nebenproduktfrei zu gestalten, stellt die Erzeugung von atrtifiziellen
Reaktionskompartimenten im Nanomal3stab dar. Diese kiinstlichen Reaktionsrdume enthalten
nur die fir die gewlnschte Produktsynthese nétigen Komponenten, wodurch Nebenreaktionen

verhindert werden sollen.

Membranvesikel kdnnen als artifizielle Reaktionskompartimente dienen. Ein prominentes
Beispiel fur Membranvesikel sind sogenannte Liposomen, deren Membran uber
Selbstassemblierung von amphiphilen Phospholipiden gebildet wird. Durch die Ausbildung
einer Lipiddoppelschicht kann der wassrige Innenraum von der auf3eren, wassrigen Phase
separiert werden. Problematisch bei der Verwendung von Liposomen ist jedoch deren geringe
Stabilitdét bei gleichzeitig relativ hoher Membranpermeabilitat, wodurch die effiziente
Ruckhaltung verkapselter Molekiile erschwert wird (Hunt und Tsang, 1981; Discher et al.,
2002; Discher und Eisenberg, 2002). Eine stabilere und weniger permeable Alternative stellen
sogenannte Polymersomen dar. Hierbei handelt es sich um polymerbasierte Membranvesikel
aus selbstassemblierenden, amphiphilen Blockcopolymeren, die ihren Namen in Analogie zu
ihren Pendants aus Lipiden erhielten (Discher, 1999). Polymersomen koénnen Uber
verschiedene Methoden hergestellt werden. Hierzu zahlen die Filmrehydrierung (Kumar et al.,
2007), die Elektroformation (Discher, 1999), die direkte Dispersion von feststoffférmigen
Polymer in der wassrigen Phase (Ahmed und Discher, 2004) oder die Zugabe einer

Polymerlésung zum wassrigen Medium (Nardin et al., 2000a).

Mit dem Ziel das Prinzip der Kompartimentierung und des selektiven Stofftransportes fur den
Aufbau leistungsfahiger, biotechnologischer Reaktionskaskaden unter Verwendung artifizieller
Reaktionskompartimente nutzbar zu machen, sollen in dieser Arbeit Vesikel aus
selbstassemblierenden, amphiphilen Polymeren hergestellt werden. Durch das Verkapseln
von Enzymen im Vesikelinneren und lber die zusétzliche Funktionalisierung der Membran

kénnen Polymersomen als Enzymmembranreaktor im Nano-Malf3stab fungieren. Als Prototyp
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sollen Polymervesikel aus dem ABA-Triblock-Copolymer Poly(2-methyloxazolin).s-poly-
(dimethylsiloxan)es-poly(2-methyloxazolin)is, kurz PMOXA15-PDMSgs-PMOXA15, dienen.
Polymersomen, die aus diesem Polymer aufgebaut sind, sind fur die Verwendung als
Enzymmembranreaktor vielversprechend, da sie aufgrund der meist niedrigen
Membranpermeabilitdt und der Mdglichkeit Transportproteine in die Membran zu inserieren
(Nardin et al., 2000b; Nardin et al., 2001) fur die Realisierung eines selektiven Stofftransportes

geeignet sind.

Bis heute werden Polymersomen uberwiegend im Milliliter-Maf3stab unter undefinierten
Bedingungen hergestellt. Essentielle Nachteile stellen die hierbei meist resultierenden, breiten
PartikelgroRenverteilungen der Polymersomendispersion dar. Um Vesikel mit definierter
Grolle herstellen zu konnen sind oftmals weitere, aufwendige Prozessschritte, wie
beispielsweise die mehrstufige Extrusion (Lee et al., 2001b), notwendig. Zudem ist bisher kein
skalierbares Verfahren bekannt, mit dessen Hilfe Polymersomen im grol3en Malistab
hergestellt werden kodnnen. Dies ist jedoch eine essentielle Voraussetzung, um die
Polymersomentechnologie industriell nutzbar machen zu kénnen. Konkretes Ziel dieser Arbeit
ist daher die Entwicklung eines Verfahrens fur die reproduzierbare, effiziente und skalierbare
Herstellung von Polymersomen. Hierflr soll der kommerziell verfigbare bioREACTOR 48, ein
Bioreaktorsystem, welches an der Technischen Universitat Minchen entwickelt wurde,
eingesetzt werden. In diesem System kdnnen bis zu 48 miniaturisierte Ruhrkesselreaktoren
bei definierten Prozessbedingungen unter Verwendung von vier verschiedenen Rihrertypen
parallel betrieben werden (Weuster-Botz et al., 2005; Puskeiler et al., 2005b). Die Uniformitat
der aus dem zu etablierenden Prozess hervorgehenden Vesikel stellt eine wichtige
Voraussetzung fir die verlassliche Charakterisierung der Reaktionskompartimente und die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse dar. Daher liegt der Fokus auf der Produktion von
Polymersomen mit monomodaler, schmaler PartikelgroRenverteilung mit geringer
Polydispersitat. Fur ein tieferes Verstandnis des etablierten Prozesses soll anschliel3end der
Selbstassemblierungs-Mechanismus des Polymers in der wassrigen Phase identifiziert
werden. Um mittelfristig Prozesse auf Basis der Polymersomentechnologie im industriellen
Malstab zu erméglichen, soll zudem eine Maf3stabsvergrofRerung des etablierten Prozesses
in den Liter-Mal3stab erfolgen. Unter dem Aspekt einer moglichst kostenglnstigen
Bereitstellung der Polymersomen soll dieser Prozess unter Verwendung von herkémmlichen,
verfahrenstechnischen Komponenten realisiert werden. Es soll weiterhin ein Verfahren fur die
effiziente Wiedergewinnung des Polymers nach dessen Verwendung zur Herstellung von
Enzymmembranreaktoren etabliert werden, da dieses ein kostenintensives Ausgangsmaterial

darstellt (Listenpreis Polymersource™ 2016: 450 US-Dollar g?). Ziel hierbei ist die
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Wiedergewinnung des Polymers in seiner méglichst urspringlichen Reinheit und Qualitat, um

es erneut fur die Herstellung von Polymersomen verwenden zu kénnen.

Die Eigenschaften der Polymersomenmembran beeinflussen zahlreiche, grundlegende
Charakteristika der Vesikel. So ist es von grofem Interesse GroRen wie die Anzahl der
membranbildenden Polymerketten, die Starke der Membran und die Membranviskositat zu
bestimmen. Da sich die Membraneigenschaften je nach verwendetem Polymer, VesikelgroRe
und anderen Einflussfaktoren stark unterscheiden kénnen, kann nicht problemlos auf in der
Literatur  verfugbaren Angaben zurlickgegriffen werden. Deshalb sollen die
Membraneigenschaften von PMOXA15-PDMSgs-PMOXA1s-Polymersomen  umfassend

charakterisiert werden.

Es ist bekannt, dass Polymersomen im Vergleich zu Liposomen eine erhohte
Membranstabilitat aufweisen (Discher, 1999). Eine systematische Untersuchung der
Polymersomenstabilitdt bei fir biotechnologische Prozesse relevanten Bedingungen erfolgte
jedoch  bisher nicht. Daher sollen PMOXAi5-PDMSgs-PMOXA15-Polymersomen
verfahrenstechnisch charakterisiert werden. Ziel ist es die Eigenschaften der Polymersomen
in quantitative Grof3en fassen zu konnen. Hierbei soll neben der Lagerstabilitat auch die
mechanische Stabilitat der Polymersomen unter typischen Prozessbedingungen, die in
Ruhrkesselreaktoren herrschen, untersucht werden. Eine systematische Untersuchung der
Stabilitéat von Polymersomen gegentiber Losemitteln erfolgte bislang ebenfalls nicht. Dies ist
jedoch von Interesse, da einige biokatalytische Prozesse beispielsweise aufgrund der
schlechten Wasserloslichkeit der Edukte und Produkte in Zweiphasensystemen aus wassriger
Phase und organischem Lésemittel durchgefiihrt werden. Charakterisiert werden soll daher
die Stabilitét von Polymersomen gegeniber klassischen organischen Losemitteln. Als
Alternative zu klassischen organischen Lésemitteln kdnnen ionische Fliissigkeiten eingesetzt
werden (Pfrinder et al., 2004), deren Effekt auf die Vesikelstabilitét vergleichend untersucht
werden soll. Die Stabilitat der Polymersomen wird anhand der resultierenden Verédnderung der
PartikelgroRenverteilung beurteilt. Zudem liegt der Fokus auf der Rickhalteeffizienz der in den

Vesikeln verkapselten Beladung.

Ein weiteres Augenmerk liegt auf der Permeabilitdt der Polymermembranen, welche meist
niedriger als jene von Lipidvesikeln ist (Discher, 1999). Um Polymersomen zielfihrend als
Enzymmembranreaktor verwenden zu kdnnen, muss der passive Stofftransport von beteiligten
Substraten und Produkten Uber die Membran charakterisiert werden konnen. Trotz
verschiedener Studien in diesem Bereich sind fast nur qualitative und nur wenig quantitative
Aussagen verfugbar. Ziel ist deshalb die Bestimmung der membranspezifischen

Permeabilitatskoeffizienten.
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Die Arbeitspakete, die fir das Erreichen der Zielsetzungen von zentraler Bedeutung sind,
gestalten sich wie folgt:

e Entwicklung eines reproduzierbaren, effizienten und skalierbaren Herstellungs-
prozesses von Polymersomen mit monomodaler, schmaler PartikelgroRenverteilung in
miniaturisierten Ruhrkesselreaktoren

o Aufklarung des Vesikelbildungsmechanismus in miniaturisierten Rihrkesselreaktoren

o Malstabsibertragung des entwickelten Polymersomenherstellungsprozess in den
Liter-MalRstab

e Entwicklung eines Verfahrens fiir die effiziente Wiedergewinnung des Polymers

e Untersuchung grundlegender Membraneigenschaften

e Untersuchung der Lagerstabilitat von Polymersomen

e Untersuchung der temperaturabhangigen, mechanischen Stabilitdt von unbeladenen
und beladenen Polymersomen

e Untersuchung der Stabilitait von unbeladenen und beladenen Polymersomen in
Zweiphasensystemen mit organischen Losemitteln und ionischen Flissigkeiten

e Untersuchung der Permeabilitdt von Polymermembranen
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3 Theoretische Grundlagen

In diesem Kapitel werden die fur diese Arbeit relevanten theoretischen Grundlagen erlautert.
Dabei wird zunachst ein Uberblick iber Polymervesikel und ihre Charakterisierung gegeben.
AnschlieRend wird das Prinzip der Membran-Diffusion dargelegt. Im letzten Teil dieses
Kapitels werden die verfahrenstechnischen Grundlagen von Rihrkesselreaktoren
beschrieben.

3.1 Polymervesikel

Bei Vesikeln, aus dem Lateinischen vesicula fur Blaschen, handelt es sich um spharische
Hohlkorper, die von einer Membranhille gebildet werden. Diese Membran ist aus assoziierten
amphiphilen Molekilen aufgebaut, weshalb Vesikel in die Gruppe der Assoziationskolloide
eingegliedert werden konnen. Vesikel sind in der Lage in ihrem Innenraum Gastmolekdle zu
verkapseln und diese so raumlich von der die Vesikel umgebenden, ebenfalls meist wassrigen,
kontinuierlichen Phase zu separieren und vor dieser zu schitzen. Die Vesikeltechnologie
nahm in den 60er Jahren mit der Erforschung von Lipidvesikeln ihren Anfang (Bangham et al.,
1965). Die sogenannten Liposomen werden aus natirlichen oder synthetischen Lipiden, die
aufgrund ihres amphiphilen Charakters durch Selbstassemblierung eine Lipiddoppelschicht-
Membran bilden kénnen, aufgebaut. Ende der 90er Jahre wurden Membranvesikel zum ersten
Mal aus amphiphilen Polymeren, also solchen mit hydrophilen und hydrophoben
Teilbereichen, hergestellt (Discher, 1999). In Analogie zu ihren Vorreitern, den Liposomen,
werden Polymervesikel auch Polymersomen genannt. In Abbildung 3.1 ist der Aufbau eines

Polymersoms aus der amphiphilen Membran dargestellit.

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung eines Polymersoms. Die Membran des Polymervesikels ist
aus einem amphiphilen Polymer mit hydrophilen und hydrophoben Teilbereichen aufgebaut.
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Neben der Einteilung der Vesikel auf Basis ihrer membranbildenden Grundbausteine kann die
Klassifizierung von Liposomen und Polymersomen auch basierend auf ihrer Grof3e und der
Anzahl der gebildeten Membranen erfolgen (Lasic, 1988b). Generell wird unterschieden
zwischen Vesikeln, die aus nur einer Membran bestehen (unilamellar vesicle, UV) und
Vesikeln, die aus mehreren Membranen aufgebaut sind (multilamellar vesicle, MLV). Dabei
kann der Vesikeldurchmesser im Bereich von wenigen Nanometern (~10 nm) bis hin zu
einigen Mikrometern variieren. Man unterschiedet demnach zwischen kleinen, unilamellaren
Vesikeln (small unilamellar vesicle, SUV) mit Durchmessern < 50 nm, grof3en unillamellaren
Vesikeln (large unilamellar vesicle, LUV) mit Durchmessern > 50 nm und Riesenvesikeln im

Mikrometerbereich (giant unilamellar vesicle, GUV) (Lasic, 1998).

3.1.1 Anwendungsgebiete

In den vergangenen Jahren wurden diverse potentielle Anwendungsgebiete der
Polymersomentechnologie erforscht. Insbesondere die Mdoglichkeit die Membran-
eigenschaften der Vesikel Uiber die chemischen Eigenschaften der verwendeten Polymere zu
steuern sowie die vergleichsweise hohe chemische, biologische und physikalische
Membranstabilitat (Discher und Eisenberg, 2002), veranlassten die Suche nach neuen
Einsatzgebieten der synthetischen Vesikel. Neben der Nutzung der Polymervesikel als reine
Modellmembran war und ist es das Ziel Polymersomen auch industriell nutzbar zu machen.
Hierbei wird im Wesentlichen die Anwendung im medizinisch-pharmazeutischen Bereich, in

der Diagnostik und in der Biotechnologie angestrebt.

Therapeutische Anwendung

Die Einsetzbarkeit von Polymersomen im therapeutischen Bereich wurde in den letzten Jahren
umfangreich erforscht. Dabei sind Polymersomen vor allem als Drug Delivery System von
grollem Interesse. Bei der systemischen Therapie, wie beispielsweise der Gabe von
Zytostatika bei der Chemotherapie, wird der Wirkstoff unspezifisch im gesamten menschlichen
Korper verteilt, was zu unerwiinschten Nebenwirkungen durch die Schadigung gesunder
Zellen fuhrt. Ein erfolgversprechender Ansatz zur Vermeidung dieser Nebenreaktionen kann
die Verwendung von Polymersomen darstellen. Hierfir missen die Vesikel zunachst selektiv
am Zielgewebe im menschlichen Korper adsorbieren (drug targeting), um dort im zweiten
Schritt ihren vorab verkapselten Wirkstoff kontrolliert freizugeben (controlled release). Durch
die Funktionalisierung der Polymersomenoberflaiche mit fir das Zielgewegbe spezifischen
Liganden kdnnen Polymersomen im erkrankten Gewebe selektiv adsorbiert werden. So wurde
beispielsweise die Oberfliche von Polymersomen aus Poly(2-methyloxazolin)-
poly(dimethylsiloxan)-poly(2-methyloxazolin) (PMOXA-PDMS-PMOXA) erfolgreich mit dem
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Oligonukleotid Polyguanylsaure, das als Angriffspunkt (target) fir den Makrophagen-Rezeptor
SRAL1 dient, funktionalisiert (Broz et al., 2005). Nach der Anreicherung der therapeutischen
Polymersomen muss der Wirkstoff gezielt aus dem Inneren der Nanokapsel abgegeben
werden. Dies erfordert die zielgerichtete Manipulation der Membranpermeabilitat. Bei
biologisch abbaubaren Polymeren wird der hydrophobe Teil der Membran mit der Zeit zersetzt.
Dadurch entstehen Poren in der Vesikelhille, welche zur Freisetzung des Wirkstoffes fuhren.
Zu den bioabbaubaren Polymeren zahlen beispielsweise Polylactid (PLA) (Meng et al., 2005)
und Poly(caprolacton) (PCL) (Wittemann et al., 2007). Eine weitere Moglichkeit der induzierten
Destabilisierung der Polymersomenmembran kann durch gezielte Oxidation des Sulfides des
hydrophoben Polymers Polyphenylensulfid (PPS) zu dem hydrophileren Sulfoxid und Sulfon
erfolgen. So wird beispielsweise nach Verkapselung des Enzyms Glukoseoxidase bei Zugabe
von Glukose und in Anwesenheit von Sauerstoff das oxidierende Wasserstoffperoxid gebildet,
was zur Ruptur der Vesikelmembran fiihrt. Die gezielte Freisetzung des Wirkstoffes kann auch
durch eine Veranderung des pHs oder einen Temperatursprung bei Einsatz von pH- oder
Temperatur-sensitiven Polymeren induziert werden (Giacomelli et al., 2007; Zhou et al., 2007).

Diagnostik

Die Anwendbarkeit von Polymersomen in der Diagnostik konnte bereits mehrfach erfolgreich
gezeigt werden. So wurden Polymersomen, in deren Membran porphyrinhaltige Fluorophore
eingelagert waren, als fluoreszenzmarkierte Vesikel fur diagnostische Zwecke via
Nahinfrarotspektroskopie eingesetzt (Ghoroghchian et al., 2007). Ebenfalls einsetzbar sind
magnetische Polymersomen. Die Magnetisierung erfolgt hierbei durch die Mineralisierung der
Membran mit Eisen(lll)-oxid Fe.Os; (Lecommandoux et al., 2005). Die Verwendung von
Polymersomen als Bio-Sensor ist ebenfalls denkbar. Hierbei werden Polymersomen, die als
Reaktionskompartiment im Nanomalf3stab spezielle chemische Reaktionen ermdglichen, an
planaren Oberflachen immobilisiert. So sollen diese als Biosensorchips fur die Detektion

biologischer Parameter (wie beispielsweise pH) eingesetzt werden (Benito, 2006).

Biotechnologie

In der Biotechnologie ist die Verwendung von Polymersomen als universell einsetzbarer
Nanoreaktor von Interesse. Ziel bei der Verwendung von Polymersomen als Nanoreaktor ist
die  nebenproduktfreie,  mehrstufige, enzymatische  Umsetzung.  Unerwinschte
Nebenreaktionen, wie sie bei der Verwendung natirlicher Zellen bei biokatalytischen
Prozessen haufig vorkommen, werden dadurch vermieden, dass die synthetischen Reaktions-
kompartimente nur die fir die gewlnschte Synthese nétigen Enzyme enthalten.
Nebenreaktionen durch konkurrierende Enzyme und/oder Stoffwechselwege werden so

verhindert. In Abbildung 3.2 ist exemplarisch die Funktionsweise eines funktionalisierten
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Polymersoms, das eine zweistufige enzymatische Reaktion ermdglicht, dargestellt. Das
Substrat kann selektiv Uber ein in die Polymermembran eingebettetes Transportprotein
kontrolliert ins Vesikelinnere gelangen. Das dort verkapselte Enzym katalysiert die Umsetzung
des Substrats zu einem Intermediat, das seinerseits die Polymermembran selektiv Uber ein
Transportprotein passieren kann. Ein an der Vesikeloberflache immobilisiertes Enzym

katalysiert die Umwandlung des Intermediates zum Produkt.
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Abbildung 3.2: Funktionsweise eines Polymersoms als Enzymmembranreaktor fir eine zweistufige
enzymatische Reaktion: Das Substrat gelangt mit Hilfe des Transportproteins selektiv tiber die Membran
ins Vesikelinnere, wo es Uber dort verkapselte Enzyme in ein Intermediat umgewandelt wird. Dieses
verlasst das Vesikelinnere tber ein Transportprotein. An der Polymersomenoberflache kann es durch
dort immobilisierte weitere Enzyme in einer zweiten Reaktion zum Produkt umgewandelt werden.
(Abbildung: Tom Schwarzer, modifiziert).

Empfindliche Enzyme konnen durch die Verkapselung im Vesikelinneren von &auf3eren
Einflissen geschitzt werden. Dabei ist die Verkapselung von diversen Proteinen wie
beispielsweise bovinem Serumalbumin (BSA) (Wittemann et al., 2007), Hamoglobin und
Myoglobin (Lee et al., 2001a) sowie der Einschluss von Enzymen wie Acetylcholinesterase
(Ruysschaert et al., 2005) und Glukoseoxidase (Napoli et al., 2004b; Wittemann et al., 2007)
in Polymersomen mdoglich. Zudem wurde unter Verwendung pordser Polymersomen,
hergestellt aus Polystyrol-polyisocyanoalanin(2-thiophen-3-yl-ethyl)amid (PS-PIAT), gezeigt,
dass Polymervesikel fir den Einsatz als Nanoreaktor fir mehrstufige Reaktion geeignet sind.
Hierbei wird acetylierte Glukose von in der porésen Membran inkorporierter Candida antarctica
Lipase B gespalten. Die frei werdende Glukose gelangt ins Vesikelinnere und wird dort von
vorab verkapselter Glukoseoxidase umgesetzt. Dabei entstehendes Wasserstoffperoxid
passiert die porose Membran, wo es schlie3lich an der Vesikeloberflache durch chemisch

verankerte Meerrettichperoxidase umgesetzt wird. Diese Reaktion kann durch die Entstehung



10 Theoretische Grundlagen

eines photometrisch detektierbaren Radikalkations nachgewiesen werden (van Dongen et al.,
2009).

Eine weitere Mdglichkeit, um den Stofftransport tber die Membran zu gewahrleisten, besteht
in der Insertion von Transportproteinen in die Polymermembran. Fir biotechnologische
Anwendungen ist deren Insertion von besonderer Bedeutung, da sie aktive Komponenten
naturlicher Zellen darstellen und dort den Stoffaustausch regulieren. Als Baustein fur die
Polymermembran eignet sich besonders das amphiphile Polymer PMOXA-PDMS-PMOXA, da
hierfur die Insertion verschiedener Transportproteine bereits gezeigt werden konnte. In diese
Membran kénnen zum Beispiel die Proteine OmpF (outer membrane protein F) fir den
Transport kleiner Molekile bis zu 0,6 kDa (Nardin et al., 2000b; Koebnik et al., 2000), FhuA
(ferric hydroaxamate uptake protein component A) flr beispielsweise die Translokation von
einzelstrangiger DNA (Koebnik et al., 2000; Nallani et al., 2006), LamB (bacteriophage lambda
receptor protein) als Maltoporin (Graff et al., 2002), Aquaporin Z und Aquaporin 0 (Stoenescu
et al., 2004; Kumar et al., 2007) fur den selektiven Wassertransport und Tsx fir

Nukleosidtransport (Ranquin et al., 2005) inseriert werden.

Die Immobilisierung von Enzymen auf der Polymersomenoberflache ist auf unterschiedlichen
Wegen realisierbar. Bislang werden Polymere Uberwiegend an ihren Enden funktionalisiert,
um mit den zu immobilisierenden Proteinen zu interagieren (Egli et al., 2011). Ebenfalls
mdoglich ist die Funktionalisierung der Polymere mit Biotin, wodurch die Biotin-Streptavidin-
Interaktion genutzt werden kann. Hierbei kommt es allerdings zu nicht-kovalenten Bindungen,
was den unerwlnschten Ligandenaustausch mit anderen Molekiilen, die auf gleiche Weise
funktionalisiert wurden, zur Folge haben kann. Relativ neu hingegen ist die Immobilisierung
von Proteinen Uber natlrliche oder artifizielle Protein- oder Peptidanker. Mit Hilfe dieser
Methode kann grun fluoreszierendes Protein (enhanced green fluorescent protein, eGFP) das
mit dem Polypeptid Cecropin A als Peptidanker fusioniert ist, erfolgreich auf Poly(isobutylen)-
poly(ethylen)-poly(isobutylen) (PIB-PE-PIB) Polymersomen verankert werden (Noor et al.,
2012). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass eGFP durch Fusion mit drei verschiedenen
hydrophoben Peptidankern, namlich der Transmembran-Domé&ne von eukariotischem
Cytochrom bs, dem viralen Lyseprotein L und dem Hefe-Syntaxin VAM3, auf der Oberflache
von PMOXA-PDMS-PMOXA Polymersomen immobilisiert werden kann. Durch spontane
Insertionsprozesse wurde die vollstdndige Beladung der gesamten Vesikeloberflache erzielt,

ohne dass die Membranintegritat dabei beeintrachtigt worden ware (Klermund et al., 2016).
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3.1.2 Selbstorganisation von amphiphilen Block-Copolymeren
Amphiphile Block-Copolymere

Polymere sind Makromolekile, die sich aus einer Vielzahl sich wiederholender und kovalent
gebundener Einzeleinheiten, den sogenannten Monomoren, zusammensetzen. Handelt es
sich dabei um nur eine Art von aneinandergereihten Monomeren, so spricht man von
Homopolymeren. Bei Polymeren, die aus verschiedenen Monomeren aufgebaut sind, handelt
es sich hingegen um Copolymere. Innerhalb dieser Gruppe kann unter anderem zwischen
alternierenden Copolymeren, in denen sich die Monomere abwechseln, zwischen statistischen
Copolymeren, die eine regellose, zufallige Abfolge der einzelnen Monomere aufweisen, und
Block-Copolymeren unterschieden werden. Letztere bestehen aus homogenen, kovalent
aneinander gebundenen Bldcken, die von nur einer Monomer-Art gebildet werden. Je nach
Anzahl der im Polymer gebundenen Blocke spricht man beispielsweise von Di- oder Triblock-
Copolymeren. Ein Triblock-Copolymer weist hierbei die allgemein gultige Struktur Ax-By-Cz auf.
Hierbei stehen A, B und C fur drei Blécke mit den unterschiedlichen Monomeren A, B und C
und den jeweiligen Polymerisierungsgraden (mittlere Anzahl an Monomereinheiten im Block)
X, Y und Z. Auch die Architektur der Block-Copolymere kann klassifiziert werden. So wird
zwischen linearen, verzweigten oder sternférmigen Block-Copolymeren unterschieden. Ein
Mal3 fir die Einheitlichkeit der Kettenldngen wird durch den Polydispersitatsindex des
Polymers PDI, angegeben. Der minimal mdgliche Grenzwert 1 bedeutet, dass samtliche
Polymerketten die identische Lange aufweisen. Definiert ist er tUber die gewichtsgemittelte

molare Masse My, und Uber die zahlengemittelte molare Masse My des Polymers:

My

PDIp = — =1 .
P, (3.1)
m;M; Ny :M;?
MW=Z i =Z N,i"i (3'2)
xnm; X Ny,iM;
2 Ny, M;
My = —/—— 3.3
N Z NN'i ( )
PDIp Polydispersitatsindex des Polymers -
My, Gewichtsgemittelte molare Masse g mol?
My Anzahlgemittelte molare Masse g mol?
M; Molare Masse einer einzelnen Polymerkette g mol*
m; Masse der Polymerketten mit molarer Masse M; g

Ny ; Stoffmenge der Polymerketten mit molarer Masse M; mol
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Eine besondere Rolle unter den Block-Copolymeren nehmen die amphiphilen Block-
Copolymere ein. Hierzu zéhlen Copolymere, die Blécke mit hydrophilen und Blocke mit
hydrophoben Bereichen aufweisen. Nur diese Art der Block-Copolymere ist in der Lage
Polymersomen durch spontane Selbstassemblierung zu bilden. Durch die Variation der
Chemie der Polymere (Modifikation der Lange und Abfolge der Blocke) und der Art der
eingesetzten Monomereinheiten, ist die gezielte Einstellung der Eigenschaften des Block-

Copolymers realisierbar (Schrage, 2002).

In den vergangen Jahren wurden aus einer Vielzahl an verschiedenen Block-Copolymeren
Polymersomen gebildet. Ein knapper, bei weitem nicht vollstandiger Uberblick Gber haufig
verwendete hydrophile und hydrophobe Bltcke ist in Tabelle 3-1 dargestellit.

Tabelle 3-1: Polymere die haufig als hydrophober oder hydrophiler Block in amphiphilen Block-
Copolymeren verwendet werden und deren Abkiirzungen.

Hydrophobe Blécke Hydrophile Blécke
PCL Poly(caprolacton) PEG Poly(ethylenglycol)
PB Poly(butadien) PEO Poly(ethylenoxid)
PPO Poly(propylenoxid) PGA Poly(L-glutaminsaure)
Pl Poly(isopren) PIAT Polyisocyanoalanin(2-thiophen-3-

yl-ethyl)amid

PEE Poly(ethylethylen) PMAA Poly(methacrylséure)
PPS Poly(propylensulfid) PMOXA Poly(methyloxazolin)
PDMS Poly(dimethylsiloxan) PSS Poly(styrolsulfonat)
PLA Poly(lactat)
PS Poly(styrol)
P2VP Poly(2-vinylpyridin)

Als Baustein fir die Herstellung von Polymersomen, die als Nanoreaktoren flir enzymatische
Umsetzungen dienen sollen, eignet sich besonders das amphiphile Triblock-Copolymer
(PMOXA-PDMS-PMOXA), Abbildung 3.3, da in dieses Polymer bereits zahlreiche Proteine

integriert werden konnten (Kapitel 3.1.1).

Der mittlere hydrophobe PDMS-Block stellt eine chemisch nahezu inerte Einheit dar und findet
dank seiner Biokompatibilitat auch in der Medizin haufig Verwendung (Yilgor et al., 1989).
PDMS ist praktisch unléslich in Wasser (Desai und Hubbell, 1991), bei Raumtemperatur fllissig
und zahlt zur Gruppe der Silikone. Die sehr niedrige Glasibergangstemperatur von -123 °C
(Prinos und Panayiotou, 1995) und nicht vorhandene sterische Hinderungen im Molekul fihren
zu sehr hoher Flexibilitét der Polymerkette, was vorteilhaft bei der Inserierung von

Membranproteinen sein kann.
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Das Polymer der &uf3eren Blocke, PMOXA, z&hlt zu den Oxazolinen. Es ist wegen seines leicht
basischen Charakters gut wasserlslich. Je nach Substituent am C2-Atom kdnnen
makromolekulare Eigenschaften, wie die Hydrophilie, gesteuert werden. Die Polymerklasse
gilt als Pseudopeptid und ist im Regelfall biologisch abbaubar. PMOXA als Auf3enblock bietet
neben des notwendigen hydrophilen Charakters auch die Vorteile geringer Toxizitat und
niedriger unspezifischer Proteinbindekapazitaten (Desai und Hubbell, 1991; Woodle et al.,
1994; Broz et al., 2005).

PMOXA PDMS PMOXA
hydrophil hydrophob hydrophil

Abbildung 3.3: Amphiphiles Poly(2-methyloxazolin)-poly(dimethylsiloxan)-poly(2-methyloxazolin), kurz
PMOXA-PDMS-PMOXA, Triblock-Copolymer.

PMOXA-PDMS-PMOXA wurde erstmalig aufgrund seiner Biokompatibilitdt und seiner
niedrigen Proteinbindekapazitaten als Material fir Kontaktlinsen von Ciba-Vision® hergestellt
(Grumelard, 2004).

Selbstorganisation in wassriger Phase

In der Natur gibt es einige prominente Beispiele fir das Prinzip der Selbstassemblierung.
Darunter fallen beispielsweise die Faltung von Proteinen oder die Bildung von
Lipiddoppelschichten. Das Phanomen der spontanen Bildung definierter, ausgerichteter
Strukturen, getrieben durch die Existenz nicht kovalenter Krafte, wird Selbstorganisation
genannt. Selbstorganisation ist das Ergebnis einer Lokalisierung beziehungsweise Anordnung
von Molekilen auf einem begrenzten Bereich, wodurch die Zahl der méglichen Anordnungen
des Gesamtsystems verringert wird. Ein System, das dem Prinzip der Selbstorganisation folgt,
unterliegt demnach einem Entropieverlust. Im Gegensatz zu bindren Mischungen von
Molekilen mit niedriger molarer Masse ist die Mischungsentropie fir unterschiedliche
Polymere relativ gering. Sie hangt umgekehrt proportional von der molaren Masse und damit
auch vom Polymerisationsgrad des Polymers ab (Bates und Fredrickson, 1999).
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Die Grundlage fur die Entstehung eines geordneten Systems bilden repulsive und attraktive
Wechselwirkungen zwischen einzelnen Bereichen auf molekularer Ebene. Aufgrund repulsiver
Krafte mit relativ langer Reichweite sind einzelne Bereiche des Systems bestrebt sich
voneinander zu entfernen. Existieren keine entgegenwirkenden, attraktiven Krafte, so fuhrt
dies zur makroskopischen Phasentrennung, also zur Segregation der Bereiche. Durch
attraktive Krafte mit klrzerer Reichweite, die innerhalb des Molekiils durch Bindungen
aufgebaut werden, kénnen sich die abstofenden Bereiche nicht beliebig weit voneinander
entfernen. Die Einnahme geeigneter geometrischer Anordnungen der sich abstoRenden
Bereiche bewirkt die Minimierung von Kontaktstellen zwischen selbigen. Das Gesamtsystem
wird so in ein stabiles, energetisches Minimum gefihrt. Die Bildung kolloidaler Strukturen
erfolgt oberhalb der kritischen Konzentration zur Bildung von Aggregaten (CAC) (Yu et al.,
1998; Schrage, 2002; Kita-Tokarczyk et al., 2005).

Das einfachste Beispiel der Mikrophasentrennung ist die Bildung von Mizellen. Mizellierung
tritt nicht nur bei niedermolekularen Tensiden, sondern auch bei amphiphilen Block-
Copolymeren in selektiven Lésemitteln auf. Dabei stellt Wasser das selektive Losemittel fiir
den hydrophilen Teil des Polymers dar. Fur den hydrophoben Teil ist es ein schlechtes
Losemittel oder gar ein Fallungsmittel. Der wasserunlésliche, hydrophobe Bereich des
amphiphilen Block-Copolymers ist bestrebt seine Kontaktstellen zum Wasser zu minimieren.
Er bildet daher den Kern der Mizelle. Der hydrophile Block bildet die Hiille der Mizelle, wo er
in Kontakt mit Wasser solvatisiert vorliegt. Die Aggregationszahl Ny, , gibt dabei an, aus wie
vielen einzelnen Polymerketten das Kolloid besteht. Sie entspricht dem Verhéltnis aus der

molaren Masse des Aggregats My gregq: Und der molaren Masse des Polymers My, p:

MWAgg
N = —~29 3.4
Agg MW,P ( )
Nagg Aggregationszahl -
My agg Molare Masse des Aggregats g mol*
My, p Molare Masse des Polymers g mol*

Amphiphile Block-Copolymere und niedermolekulare Tenside weisen in vielerlei Hinsicht
Ahnlichkeiten auf. Dabei kénnen Tenside in wassriger Losung nicht nur Mizellen bilden,
sondern zu vielen weiteren Morphologien aggregieren. Abhéngig vom Packungsparameter p
kénnen Vorhersagen Uber die entstehende Aggregatstruktur getroffen werden. Dabei stellt p

das Verhdltnis aus dem Volumen des Tensids Viygnsig ZUm Produkt aus dem mittleren
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Flachenbedarf seiner hydrophilen Kopfgruppe Ag,,r und der Konturlange der hydrophoben

Kette lx.:+o dar (Israelachvili et al., 1976):

V- .
A o ™ 9
p Packungsparameter -
Vrensid Volumen des Tensids nm?3
Akopf Flache der hydrophilen Kopfgruppe nm?
lkette Konturlange der hydrophoben Kette nm

Uber dem Packungsparameter p konnen die resultierenden geometrischen Strukturen, wie in

Tabelle 3-2 zusammengefasst, dargestellt werden.

Tabelle 3-2: Aggregatstruktur in Abhéngigkeit des Packungsparameters p.

P Molekiilgeometrie Aggregationsstruktur
% Spitzer Kegel Sphérische Mizelle

1 1 N .

3 bis 3 Stumpfer Kegel Zylindrische Mizelle

% bis 1 Stumpfer Kegel Vesikel, gekrimmte Doppelschicht
1 Zylinder Planare Doppelschicht

Neben dem Einfluss der Eigenschaften der wassrigen Phase (beispielsweise
lonenkonzentration, Temperatur, pH) auf die Art der gebildeten Morphologie (Soo und
Eisenberg, 2004) kann die entstehende Struktur vor allem auch durch die Chemie des
Polymers (Art der verwendeten Blocke, Lange des Polymers) beeinflusst werden. So werden
bei einem hydrophilen Massenanteil von 25-40 % Vesikel, bei 40-50 % Wurmmizellen und bei
einem hydrophilen Massenanteil von > 50 % spharische Mizellen gebildet (Discher und
Ahmed, 2006). Dabei wird der Prozess der Vesikelbildung, dessen Phdanomen noch nicht in
Géanze geklart ist (Thiele et al., 2010a), prinzipiell als zweistufiger Prozess angesehen
(Antonietti und Forster, 2003). Es werden zwei grundlegende Mechanismen, die auf
theoretischen und experimentellen Untersuchungen basieren, unterschieden (Du und O'Reilly,
2009): Mechanismus 1 beschreibt die schnelle Bildung von sphéarischen Mizellen in der
wassrigen Phase im ersten Schritt. Daran schlief3t sich im zweiten Schritt die vergleichsweise
langsame Koaleszenz der Mizellen zu grof3eren, zylinderférmigen oder scheibenférmigen

Mizellen an. Diese intermedidren Morphologien transformieren abschlie3end zu Vesikeln. Die
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treibende Kraft ist dabei stets das Bestreben, die Oberflachenspannung zu reduzieren und
eine energetisch stabile Konformation einzunehmen (Marrink und Mark, 2003; Uneyama,
2007; Rank et al., 2009). Mechanismus 2 der Vesikelbildung wurde fiir Polymersomen aus
amphiphilen Diblock-Copolymeren beschrieben. Auch hier ist der erste Schritt die sehr
schnelle Bildung von spharischen Mizellen in der wassrigen Phase. Durch einen
Kondensations-Prozess werden weitere Polymermolekile im Inneren der Mizelle
aufgenommen. Dadurch entstehen gréf3ere sphéarische Bilayer-Mizellen. Diese sogenannten
Semivesikel nehmen anschlielend Molekile der wassrigen Phase in ihrem Inneren auf, was
zur Bildung der energetisch stabilen Vesikel fuhrt (He und Schmid, 2006b; He und Schmid,
2006a; Du und O'Reilly, 2009).

Die Anordnung von amphiphilen Di-oder Triblock-Copolymeren in der Membran eines
Polymervesikels kann unterschiedlich organisiert sein. Die Konformationen der Polymerketten
kénnen grundlegend in I-férmige oder U-férmige unterschieden werden. Je nachdem ob ein
amphiphiles Di- oder Triblock-Copolymer verwendet wird und in Abhéngigkeit von seiner
Anordnung in der Membran, kdnnen sich dabei Bi- oder Monolayer ausbilden. Eine Membran
kann auch durch Verzahnung von Diblock-Copolymeren entstehen (Battaglia und Ryan, 2005),
wie in Abbildung 3.4 dargestellt. Die Einnahme der U-Konformation von Triblock-Copolymeren

thermodynamisch bevorzugt (Wang et al., 1992; NguyenMisra et al., 1996).

Hydrophil Hydrophob Hydrophil

Bilayer

Diblock-Copolymer —

Verzahnt = |-Form

Monolayer

Triblock-Copolymer _

Bilayer — U-Form

Abbildung 3.4: Anordnungsmoglichkeiten von amphiphilen Di- oder Triblock-Copolymeren in der
Membran eines Polymervesikels. Die Polymere kénnen |- oder U-férmige Konformationen einnehmen
und dabei eine Mono- oder Bilayer-Membran oder eine verzahnte Membran bilden.
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3.1.3 Herstellung

Alle Methoden, die fur die Herstellung von Liposomen Verwendung finden, konnen auch fur
die Produktion von Polymervesikeln verwendet werden. Dabei werden losemittelfreie
Herstellungsmethoden und Methoden, die die Anwesenheit von Ldsemitteln erfordern,
unterschieden. Im Allgemeinen ist fur die Herstellung von Vesikeln ein Energieeintrag in Form

von Schiutteln, Rihren oder Sonifizieren notwendig (Farquhar et al., 1996).

Losemittelfreie Methoden

Losemittelfreie Methoden sind insbesondere dann von Interesse, wenn Losemittelriickstande
in der fertigen Polymersomendispersion bei der eigentlichen Anwendung zu Problemen flihren
konnen. Dies ist insbesondere in Hinblick auf die Toxizitdt bestimmter Lésemittel im
biologischen oder medizinischen Anwendungsbereich relevant. AulRerdem kdnnen
Losemittelriickstande zu erhdhter Membranfluiditat und dadurch zu verringerter
Polymersomenstabilitat (Kapitel 3.1.2) oder zu unerwiinschter Bildung von Aggregaten fihren
(Meng et al., 2003).

Zu den ldsemittelfreien Methoden zahlen die Methode der direkten Dispersion, die
Filmrehydrierung und die Elektroformation. Bei der direkten Dispersion wird das Polymer als
pulverférmiger Feststoff direkt in der wassrigen Phase dispergiert beziehungsweise hydriert.
Um Uber dieses Verfahren Polymersomen bilden zu kénnen, ist langes und starkes Riihren
notwendig (Kukula et al., 2002; Ahmed und Discher, 2004). Bei der Filmrehydrierung wird das
Polymer zunéchst in einem geeigneten Losemittel geldst. AnschlieRend wird, zumeist unter
Verwendung eines Rotationsverdampfers, das Lésemittel verdampft, so dass ein diinner
Polymerfilm zurtick bleibt. Durch Zugabe einer wassrigen Phase diffundiert Wasser in die
Polymerschicht, was das Aufquellen derselben zur Folge hat. Dabei wird die Bildung der
Vesikel entscheidend vom Diffusionsprozess des Wassers beeinflusst (Battaglia et al., 2006).
Oberhalb der Phasenlibergangstemperatur des Polymers entsteht so bei mechanischem
Energieeintrag, wie beispielsweise durch Ruihren, eine Polymersomendispersion. Diese
Dispersion weist meist eine hohe Dispersitat, also eine breite Partikelgrof3enverteilung, mit
relativ kleinen multilamellaren Vesikeln auf (Kita-Tokarczyk et al., 2005). Ein weiterer
verfahrenstechnischer Schritt zur Verringerung der Dispersitat und der Lamellaritat ist daher
haufig unumgénglich. Die Elektroformation ist das Mittel der Wahl, wenn unilamellare
Riesenvesikel (GUVs) im  Mikrometerbereich mit  verhédltnismalig homogener
PartikelgroRenverteilung hergestellt werden sollen. Ein vollstandiger Umsatz des Polymers
und hohe Ausbeuten werden mit Hilfe dieser Methode allerdings nicht erreicht (Kita-Tokarczyk

et al.,, 2005). Durch Aufsprihen einer Polymerldsung auf Elektroden wird ein dinner
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Polymerfilm erzeugt. Durch Anlegen einer elektrischen Spannung wird die Hydrierung des
Polymerfilms nach Zugabe der wéassrigen Lésung erleichtert (Angelova et al., 1992).

Losemittelhaltige Methoden

Wird das Polymer zur Herstellung von Polymersomen zunéchst in einem ad&aquaten
Losemittel, wie beispielsweise Ethanol, Chloroform oder Tetrahydrofuran, gelést, handelt es
sich um lésemittelhaltige Methoden. Dabei wird die Polymerlésung unter meist starkem
Ruhren zu der wassrigen Phase getropft. Vorteilhaft an dieser Methode ist die einfache und
verhaltnismaRig schnelle Herstellung der Polymersomen. Allerdings entstehen hierbei meist
Vesikel mit einer sehr breiten PartikelgroRenverteilung (Nardin et al., 2000a). Soll das
Lésemittel anschlieBend vollstandig aus dem Reaktionsansatz entfernt werden, sind weitere
verfahrenstechnische Schritte notwendig. Mdglich sind Dialyse oder Evaporation des
Lésemittels bei Raumtemperatur und unterhalb des atmospharischen Drucks. Die wirklich
vollstandige Entfernung des Losemittels kann dabei allerdings nicht gewahreistet werden
(Kita-Tokarczyk et al., 2005). Eine Alternative der Losemittelmethode stellt die sogenannte
reverse-phase Methode dar. Hierbei wird die wassrige Phase zur Polymerldsung titriert.
AnschlieRend wird auch bei dieser Methode, die sowohl zu kleinen unilamellaren Vesikeln
(SUVs) als auch unilamellaren Riesenvesikeln (GUVs) fiihren kann, die Dispersion unter

reduziertem Druck zur Evaporation des Losemittels gerthrt.

Postpraparative Methoden

Die  meisten Herstellungsmethoden von  Polymersomen fiilhren zu  breiten
PartikelgroRenverteilungen. Um Polymersomen mit homogener Grol3e herzustellen, sind
daher oft postpraparative Prozessschritte notig. Haufig werden die
Polymersomendispersionen sonifiziert (Kita-Tokarczyk et al., 2005) oder gezielten Frier-Tau-
Zyklen unterzogen (Napoli et al., 2004a; Rank, 2007; Rank et al., 2009). Die wahrscheinlich

haufigste Methode zur Verringerung der Dispersitat und der Vesikelgré3e ist die Extrusion.

Durch die Extrusion kdnnen sehr breite PartikelgroRenverteilungen verschmaélert werden,
indem die Vesikel durch Membranen mit zylinderférmigen Poren mit definierter Gré3e gepresst
werden. Sehr haufig finden dabei Membranen aus Polycarbonat (PC) Verwendung. Wie in
Abbildung 3.5 dargestellt, werden die Vesikel durch die aufgebrachte Druckkraft in die Poren
der Membran gepresst. Die dort wirkenden Scherkréafte fihren zur Ruptur der
Vesikelmembran. Beim Verlassen der Poren reformieren sich die Membranteile zu Vesikeln,

die in etwa den Durchmesser der Pore aufweisen.
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Heterogene Grofllenverteilung

PC-Filtermembran

Homogene Grolienverteilung

Abbildung 3.5: Funktionsweise der Extrusion: Durch Aufbringen der Kraft F werden die Vesikel mit
heterogener Grof3enverteilung durch eine Polycarbonat-(PC)-Filtermembran mit definierter Porengrof3e
gepresst. Nach Verlassen der Membran entspricht die mittlere Vesikelgréf3e in etwa dem Durchmesser
der Membranporen.

3.1.4 Stabilitat

Die Stabilitat von Polymervesikeln kann in chemische und physikalische Stabilitat unterteilt
werden. Dabei ist die chemische Stabilitat von der Existenz oxidierbarer Doppelbindungen
oder hydrolysierbarer Bindungen im verwendeten Polymer abhangig. Ziel sind in jedem Fall
die Vermeidung von unerwinschten GroRenveranderungen, Aggregation oder Fusion der
Vesikel sowie die nicht induzierte Freisetzung von im Vesikelinneren eingeschlossener
Beladung. Die Stabilitdt der Polymersomen hangt allgemein stark von der Art und dem Aufbau

des verwendeten Polymers ab (Soo und Eisenberg, 2004).

Grundlegend beruhen sehr viele Eigenschaften der Polymersomen nicht nur auf der Art des
verwendeten Polymers, sondern auch auf der Starke der Polymermembran. Es wurde sowohl
theoretisch (Srinivas et al., 2004) als auch experimentell (Bermudez et al., 2002) gezeigt, dass

die Membranstarke s proportional zur molaren Masse des verwendeten Polymers My, p ist. Fur

den Proportionalitatsfaktor b wurde ein Wert von 0,55 identifiziert (Discher und Ahmed, 2006):

s Membranstarke m
My, p Molare Masse des Polymers g mol*
b Proportionalitatsfaktor -

Mit zunehmender Membranstéarke s steigt auch die Stabilitdt der Membran. Fur die chemische

Stabilitat von Polymersomen aus Poly(butadien)-poly(ethylenglycol) (PB-PEG) gegenuber
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dem nicht-ionischen Lysedetergenz Triton X-100 wurde beispielsweise ein linearer
Zusammenhang mit der Membranstérke angegeben (Pata et al., 2004). Zudem ist die
Viskositat von Polymersomenmembranen aus diesem Polymer um den Faktor 500 hoher als
die herkdbmmlicher Lipidmembranen (Dimova et al., 2002). Die Viskositat hat ihrerseits Einfluss
auf die Membranfluiditat, die mit steigender molarer Masse abnimmt (Lee et al., 2002). Dies
erklart auch die mit zunehmender molarer Masse steigende Stabilitat der Polymersomen
(Bermudez et al., 2002) und die damit einhergehende Abnahme der Permeabilitat (Bermudez
et al., 2004).

Zusammenfassend gilt fir Polymersomen, dass mit steigender molarer Masse des Polymers
die Stabilitat der Polymersomenmembran steigt, wohingegen die Membranfluiditat und die
Membranpermeabilitdt abnimmt, wie in Abbildung 3.6 schematisch dargestellt ist (Discher und
Eisenberg, 2002).

S
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A\g & §
. ¢ ¥ °

Stabilitat

Intensitat

102 103 104 105
Molekulargewicht, g mol-!

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der Membraneigenschaften in Abhangigkeit von der molaren
Masse der amphiphilen Monomere. Nach (Discher und Eisenberg, 2002).

Da die Ldslichkeit der verwendeten Polymere in wassriger Umgebung im Allgemeinen sehr
niedrig ist, assoziieren sie bereits bei sehr geringer Konzentration, was wiederum die sehr
niedrige kritische Aggregationszahl (critical aggregation number, CAC) bedingt. So wurden fir
die CAC unter der Verwendung von Poly(propylensulfid)-poly(ethylenglycol) (PPS-PEG)
Werte von nur 10”7 M publiziert (Napoli et al., 2004b). Die Stabilitat von Polymervesikeln kann
auf3erdem postpraparativ durch Quervernetzung der Polymere deutlich erhdht werden. Die
Quervernetzung ist sowohl im hydrophilen Teil des Polymers (Nardin et al., 2000a) als auch
im hydrophoben Bereich (Discher et al., 2002), oder aber durch die Bildung interpenetrierender

Polymernetzwerke (Li et al., 2007) mdglich.
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3.2 Charakterisierung von Polymervesikeln

Da Polymersomen aufgrund ihrer Grof3e zur Gruppe der Kolloide z&hlen, kénnen alle in der
Kolloidwissenschaft angewendeten Methoden auch zur Untersuchung von Polymersomen
herangezogen werden. Die Methoden kdnnen dabei in bildgebende Verfahren, wie die
Mikroskopie, und in Methoden der Lichtstreuung unterteilt werden.

3.2.1 Lichtstreuung

Methoden der Lichtstreuung liefern wichtige Informationen bezuglich der Strukturaufklarung
von Teilchen in einer Dispersion. Strahlung, die auf ein Teilchen trifft, wird von diesem gestreut.
Die Intensitat der Streuung ist von der Wellenldnge des Lichtes A, von der Grol3e des
streuenden Teilchens d und dem Streuwinkel 8 abhangig. Dabei kann je nach Verhaltnis von
Wellenlange zu TeilchengroRe Rayleigh-, Debye-, Mie- oder Fraunhofer-Streuung
unterschieden werden. Wenn die Teilchen deutlich kleiner als die Wellenlédnge des auf sie

treffenden Lichtes sind (dT < %) gilt das Gesetz der Rayleigh-Streuung.
Iy 1+cos?6 (2m\* (BI? -1\ (dp\°
= Lo 27T, (_) i <_) (3.7)
R? 2 A BI? + 2 2
I Intensitat des gestreuten Lichtes -
Iy Intensitat der Lichtquelle -
R Abstand zum streuenden Teilchen m
Winkel der Streulichtmessung °
A Wellenlange des Lichtes m

BI Brechungsindex -

dp Partikeldurchmesser m

Die Rayleigh-Approximation besagt, dass kleine Teilchen das auf sie treffende Licht in alle
Richtungen isotrop, also intensitatsgleich und damit winkelunabhangig streuen (Young, 1981).
Dabei héngt die Intensitat von der sechsten Potenz des Teilchendurchmessers ab. Dies
bedeutet, dass ein Partikel dessen Durchmesser um den Faktor zehn groR3er ist als der eines
Vergleichspartikels, das Licht eine Million Mal intensiver streut als das kleinere Teilchen.
Dieser Zusammenhang ist in einer anzahlbasierten (Abbildung 3.7 A) und einer
intensitatsbasierten (Abbildung 3.7 B) Partikelgrof3enverteilung von zwei Teilchen mit dem
Durchmesser 5 nm beziehungsweise 50 nm gezeigt. Wahrend in der anzahlbasierten

Verteilung beide Teilchen gleich gewichtet sind, kommt das grof3ere Teichen in der
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intensitatsbasierten Verteilung aufgrund der Rayleigh-Streuung mit sechsfacher Gewichtung

zum Tragen.
A Anzahlverteilung B Intensitatsverteilung
1 1 1 000 000
1
\ E |
5 10 50 100 5 10 50 100
Durchmesser, nm Durchmesser, nm

Abbildung 3.7: A) In der anzahlbasierten Partikelgrof3enverteilung ist die Gewichtung unabhangig vom
Durchmesser der Partikel. B) Aufgrund der Rayleigh-Streuung ist die Intensitét des gestreuten Lichtes
mit Faktor sechs vom Teilchendurchmesser abhéngig. Nach (Malvern, 2013).

Die Lichtstreuung kann in statische (elastische) Lichtstreuung und in dynamische
(quasielastische) Lichtstreuung unterteilt werden. Hierbei wird die zu untersuchende
Dispersion in beiden Fallen mit einer gebindelten, einfarbigen, kohérenten Lichtquelle

durchstrahlt. Verwendet wird hierfiir ein Laser mit einer einzelnen Wellenlange im Vakuum A.

Statische Lichtstreuung

Die Messung der statischen Lichtstreuung (SLS) ermdéglicht die winkelabhéngige Detektion
des gestreuten Lichtes im r&umlichen und zeitlichen Mittel. SLS-Messungen erméglichen die
Strukturaufklarung dispergierter Partikel. Bei Messung einer Dispersion mit unterschiedlichen
Konzentrationen ¢ und bei unterschiedlichen Winkeln 8 ist durch Extrapolation gegen ¢ — 0
und 8 — 0 Uber den sogenannten Zimm-Plott die Bestimmung der molaren Masse M, der
Partikel moglich. Zudem wird auch der sogenannte zweite Virialkoeffizient A,, der Auskunft
Uber die Wechselwirkung von Partikel und Dispersionsmittel gibt sowie der hydrodynamische

Partikelradius Ry und der Gyrationsradius R; bestimmt.

Dynamische Lichtstreuung

Die dynamische Lichtstreuung (DLS), auch Photonenkorrelationsspektroskopie (PCS) oder
guasielastische Lichtstreuung (QELS) genannt, wird fiir die Untersuchung der TeilchengrofRe
und der Breite der PartikelgréRenverteilung der Teilchen in einer Dispersion herangezogen.

Sedimentationseffekte muissen dabei ausgeschlossen werden konnen. Das durch die
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dispergierten Teilchen gestreute Licht wird durchgehend in einem Winkel 6, meist 90°,
gemessen. Dabei werden die Intensitatsschwankungen der Streustrahlung als Funktion der
Zeit detektiert (Koppel, 1972; Thomas, 1987).

Die Grundlage der DLS-Messung ist der aus der Akustik bekannte Doppler-Effekt. Bewegt sich
eine Schall- oder Lichtwellen aussendende Quelle mit einer bestimmten Geschwindigkeit

relativ zum Beobachter, so erleidet die Welle beim Beobachter eine Frequenzverschiebung

!

w' = w+w,, wobei w der vom Beobachter gemessenen Frequenz, und w, der von der
Quelle ausgesandten Frequenz entspricht (Qingchong, 1999). Der rotierenden,
translatierenden und schwingenden Bewegung aller Molekile in der zu untersuchenden
Dispersion liegt die Brown’sche Molekularbewegung zugrunde. Sie besagt, dass alle Teilchen
oberhalb des absoluten Temperaturnullpunktes umso schneller in Bewegung sind, je hoher
die Temperatur ist, und je kleiner die Teilchen sind (Einstein, 1905; von Smoluchowski, 1906).
Demnach ist der bei der DLS-Messung gemessene Diffusionskoeffizient bei konstanter
Temperatur umso kleiner, je gréRer die Teilchen sind und je langsamer sie sich daher
bewegen. Die Bewegung der Teilchen fuhrt folglich zur Fluktuation der Streuintensitat I(t).
Demnach entsteht durch die Lichtstreuung ein Frequenzspektrum das gegenlber der
Frequenz des Primarlichtes verschoben ist. Bei diesem Spektrum handelt es sich um das
optische Doppler-Shift-Spektrum, das aus einer Summe von Lorentz-Funktionen besteht. Der
Betrag des resultierenden Wellen- beziehungsweise Streulichtvektors q ist fir einen fest
installierten Laser und eine feste Apparateanordnung konstant und tiber den Brechungsindex

des Dispersionsmittels Blj;s, zugangig.

47TBIDiSp 0

— csin (= 3.8
1 PR (2) (38)
q Wellenvektor m?

Blpisp Brechungsindex des Dispersionsmittels -

A Wellenlange des Lasers in Vakuum m

6 Winkel der Streulichtmessung °

Das Doppler-Shift-Spektrum kénnte experimentell mit einem Interferometer bestimmt werden,
wobei man jedoch auf experimentelle Schwierigkeiten stiel3e. Grund hierfur sind die sich im
Vergleich zur Lichtgeschwindigkeit sehr langsam bewegenden Teilchen. Die hervorgerufene
Frequenzverschiebung ist mit circa 10-1000 Hz sehr gering im Vergleich zur Frequenz des
Lasers mit in etwa 5-10 Hz. So zieht man bei der DLS-Messung nicht das Frequenzspektrum

heran, sondern bedient sich der entsprechenden Funktion im Zeitraum. Dabei besagt das
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Wiener-Chintschin-Theorem, dass es zu einer Intensitatsverteilung im Frequenzraum eine
Fourier-transformierte Funktion im reziproken Zeitraum geben muss (Wiener, 1949). Dieser
Zusammenhang zwischen Frequenz- und Zeitdomé&ne t verknupft das Frequenzspektrum mit
der Feld-Autokorrelationsfunktion g,(q,t). Experimentell wird die Zeitanalyse in einem
Korrelator durchgefuhrt, der die Intensitats-Autokorrelationsfunktion der Streulichtintensitét
g2(q, t) berechnet. Dabei bezieht sich das Symbol (...) auf den Mittelwert der Produkte.

{I(t) - (tg + D)
gZ(q! t) - (1(t0)>2

(3.9)

g2(q,t) Intensitats-Autokorrelationsfunktion

I Intensitat des gestreuten Lichtes -
to Frei wéhlbare Anfangszeit S
t Zeit S

Die Intensitats-Autokorrelationsfunktion g, (g, t) und die Feld-Autokorrelationsfunktion g, (g, t)
stehen Uber die Siegert-Korrelation (Voigt und Hess, 1994) zusammen mit einem

laserabhéngigen Parameter f zueinander in Relation.

92(q,t) = 1+ B [g1(q, O] (3.10)

g1(q,t) Feld-Autokorrelationsfunktion

B Apparateabhéangiger Parameter flr Laser -

Fir monodisperse Teilchen ohne Wechselwirkung ist die Feld-Autokorrelationsfunktion
g1(q, t) eine einzelne, abklingende Exponentialfunktion. Wobei sich die Abnahmerate aus dem
Wellenvektor g und dem translatorischen Diffusionskoeffizienten D;,,ns der monodispersen

Teilchen zusammen setzt.

gl(Q: t) = exp(_qutranst) (3-11)

Dirans  Translatorischer Diffusionskoeffizient m?2 st

Uber die Stokes-Einstein-Relation kann der Diffusionskoeffizient D.qn,s mit dem
hydrodynamischen Radius der Teilchen Ry in der Dispersion mit der dynamischen Viskositat

des Dispersionsmittels n und bei der absoluten Temperatur T, in Verbindung gebracht werden.
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kg steht fur die Boltzmann-Konstante (1,38 102 N m K') (Einstein, 1905; von Smoluchowski,
1906).

R, = _keTo (3.12)
61N Dirans
Ry Hydrodynamischer Partikelradius m
kg Boltzmannkonstante N mK?
Ty Absolute Temperatur K
n Dynamische Viskositat Nsm?2

Liegt ein polydisperses System vor, so ergibt sich g,(q,t) Uber die Definition der
Wahrscheinlichkeitsfunktion G(I"), welche die Abklingrate I' der Fluktuation bestimmt. Die
Lésung des Problems ist in DIN 1SO 13321:2004-10 festgelegt. Hierbei wird die Intensitéats-
Autokorrelationsfunktion g,(g,t) fur monodisperse Systeme als Exponentialfunktion
dargestellt. Dabei entspricht 4, der Basislinie mit 4, = (I)?. B ist ein Geratekoeffizient, der
als Achsenabschnitt der Autokorrelationsfunktion betrachtet werden kann.

(I(t) 1ty +6))

g2(q,t) = It = Ay[1 + B exp(—2It)] (3.13)

Ay Basislinie -
Achsenabschnitt -
r Abklingrate st

Dabei gilt fur isotrope, kugelformige Partikel I' = Dyqnsq%. FuUr polydisperse Systeme

hingegen wird die Gleichung (3.13) erweitert zu:

gZ(QJ t) = AO [1 + B gl(ql t)z] (314)

Dabei verhalt sich der Betrag der Feld-Autokorrelationsfunktion g,(g,t) zur normalisierten

Verteilungsfunktion der Abklingrate G (I") wie folgt:

oo

91(q,t) = jG(I“)exp(—Ft)dI" (3.15)
0
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Die Verteilung der Abklingrate wird durch zwei Parameter beschrieben, ndmlich der mittleren

U2

Abklingrate (I') und dem dimensionslosen Polydispersitatsindex PDI = o

wobei u, die

Varianz darstellt. Fir die Bestimmung des PDI und des harmonischen, Uber die Intensitat
gemittelten Teilchendurchmessers, das sogenannte z — Mittel, wird die Kumulantenanalyse
herangezogen (Koppel, 1972; Frisken, 2001). Die Erweiterung des Terms exp(—I't) in
Gleichung (3.15) um exp(—(I'))t fuhrt zu einem Polynom der Verzogerungszeit t. Durch
Abbruch des Polynoms nach dem Term zweiter Ordnung kann Gleichung (3.14) approximiert

werden:

92(q,t) = Ap[1+ B exp(=2(I')t + p,t?)] (3.16)

Uy Varianz s?

Diese Gleichung ist die Grundlage fir die Bestimmung von der mittleren Abklingrate (I") und
U,, damit auch die Grundlage zur Bestimmung von z — Mittel und PDI. Fur die lineare

Regression kann Gleichung (3.16) umgestellt werden:

7
y() = 0,51n[g,(q,t) — Aol = ()t + 72t2 0,5 IndoB — (I) t + 0,5u, t* (3.17)
ap aq a

In vereinfachter Darstellung erhalt man:

y(t) = ag— a t + a,t? (3.18)

ay, a4, a, Parameter, Polynom 2. Ordnung -

Fir die Approximation von y(t) in Gleichung (3.18) werden a,, a; und a, unter Anwendung
der kleinsten Fehlerquadrate bestimmt. Aus a, kann der Wert des Ordinatenabschnitts der
Autokorrelationsfunktion als Kriterium fur die Qualitdt der Messung extrahiert werden. Das
z — Mittel hingegen, welches den harmonischen, intensitatsgemittelten Partikeldurchmesser
darstellt, wird aus der initialen, negativen Steigung a,, die dem Diffusionskoeffizienten D;,4ns

entspricht, wie folgt berechnet:
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Mittel = —. X80 o2 3.19
z ittel = @ 3 q (3.19)
z — Mittel Intensitatsgemittelter Partikeldurchmesser m

Der Polydispersitatsindex ergibt sich aus a; und a,:

2a,
PDI = e (3.20)

PDI Polydispersitatsindex -

Mit Hilfe des sogenannten Kumulanten-Fits werden demnach ausschlief3lich der mittlere,
intensitatsgemittelte Partikeldurchmesser und die Polydispersitat der Verteilung bestimmt.

Die PartikelgréZenverteilung wird Uber sogenannte NNLS-Algorithmen bestimmt. NNLS steht
fur non negative last square und besagt, dass ausschliel3lich physikalisch sinnvolle Lésungen,
also solche im positiven Zahlenraum, betrachtet werden. Einige Algorithmen, die in der Gruppe
der NNLS-Algorithmen eingegliedert sind, sind CONTIN (constrained regularization method
for inverting data) (Provencher, 1982b; Provencher, 1982a), Regularization, GP (general
purpose) und MNM (multiple narrow mode) (Malvern, 2013).

3.2.2 Mikroskopie

Eine sehr wichtige Art der Charakterisierung von Polymersomen stellt die Visualisierung durch
Mikroskopie dar. Hierbei kdnnen viele wichtige Aspekte wie GroRe, Morphologie und
Homogenitat direkt abgebildet werden. Als Licht- oder Strahlungsquelle kénnen sowohl
Photonen als auch Elektronen dienen. Die Lichtmikroskopie hat den entscheidenden Vorteil,
dass die Vesikel in ihrer natirlichen Umgebung, also in wassriger Phase untersucht werden
kénnen. Ein Nachteil dieser Methode jedoch ist die verhéltnismafiig niedrige Auflésung. Eine
deutlich hohere Auflésung ist durch die Elektronenmikroskopie gewahrleistet. Hierfir muss die
Vesikelprobe allerdings vorab getrocknet, gefarbt, und/oder gefroren werden. Die Probe
unterliegt wahrend der Messung zudem einem Hochvakuum. Neben der klassischen optischen
Mikroskopie finden vor allem auch Fluoreszenzmikroskopie, Rasterkraftmikroskopie, oder
Rasterelektronenmikroskopie Verwendung (Kita-Tokarczyk et al., 2005). Die in der
Vesikeltechnologie am haufigsten verwendete Art der Mikroskopie ist vermutlich die

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM).
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Der Vorteil der Transmissionselektronenmikroskopie gegentiber der Lichtmikroskopie liegt in
der deutlich héheren Auflosung. Der dichteste Abstand zweier Linien, die noch voneinander
unterschieden werden konnen, hangt direkt proportional von der Wellenlange des
verwendeten Lichtes ab. Bei Einsatz von sichtbarem Licht kébnnen daher nur Strukturen, die
groler als 500 nm sind dargestellt werden. Bei der Elektronenmikroskopie hingegen werden
Elektronenstrahlen, die in etwa 10° Mal kleinere Wellenlangen als die des sichtbaren Lichtes
aufweisen, eingesetzt. Dadurch ist eine Auflésung bis ca. 2 nm moglich. Um wahrend der
Messung Interaktionen von Elektronen mit Molekilen der Luft zu vermeiden, erfolgt die
Messung im Ultrahochvakuum. Folglich kénnen Vesikel mittels dieser Methode nur nach

vorhergehender Probentrocknung untersucht werden.

Eine deutlich hohere Auflésung des mikroskopischen Bildes kann durch sogenanntes
negatives Staining (Englisch fir Anféarben) erzeugt werden. Dabei wird die Probe wahrend der
Trocknung mit beispielsweise Uranylacetat, dem sogenannten Stain, Uberzogen. Auf diese
Weise erscheint die Probe dunkler als der Hintergrund, wodurch eine scharfere optische

Trennung ermoglicht wird.

Zur Untersuchung von wassrigen Proben ist die Cryo-Transmissionselektronenmikroskopie
(Cryo-TEM) geeignet. Hierbei wird eine hauchdiinne (~100 nm), schockgefrorene (-178 °C in
flissigem Ethan) Probe von Elektronen durchstrahlt, wodurch eine indirekte zweidimensionale
Abbildung der Probe in nativem Zustand ermdglicht wird. Ein weiterer Vorteil der sich durch
den extrem schnellen Zustandswechsel ergibt, ist die Unterdriickung mdglicher osmotischer
Effekte, die wahrend der Probenvorbereitung auftreten, und die Struktur der urspriinglichen

Probe verandern kénnen (Kita-Tokarczyk et al., 2005).

3.3 Stofftransport tber Membranen

Folgendes Kapitel gibt einen Uberblick tiber den Aufbau und die Funktion von Membranen
sowie die Grundlagen des diffusiven Stofftransportes. Zudem wird kurz der Zusammenhang
von Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient und Loslichkeit gegeben, bevor das Kapitel mit den
wesentlichen Eigenschaften der pharmazeutischen Wirkstoffe Propranolol und Koffein, die fur

die passive Diffusion als Modellmolekil gewéhlt wurden, schlielt.

3.3.1 Membranen
Aufbau

Die naturliche Zellmembran bildet die Trennschicht zwischen dem Zellinneren und der

aufReren wassrigen Phase. Zudem stellt sie die Grenze zwischen Zellkompartimenten wie
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Organellen und Vakuolen innerhalb der Zelle dar und grenzt diese von der auf3eren, wassrigen
Umgebung, dem Zytoplasma, ab. Neben der Separierung der beiden wassrigen Phasen stellt
der selektive Stofftransport zwischen beiden Membranseiten eine weitere Schlisselaufgabe
der Biomembran dar. Die Hauptbestandteile einer biologischen Membran sind Lipide,
Uberwiegend Phospholipide. lhre Fahigkeit Membranen zu bilden, resultiert aus ihrer
amphiphilen Molekulstruktur. Bereits 1925 postulierten Gorter und Grendel die Theorie, dass
die Zellmembran aus einer Lipiddoppelschicht aufgebaut sei, die eine stabile Abgrenzung
zwischen den wassrigen Kompartimenten darstellt. Dabei werden die hydrophoben Schwéanze
des amphiphilen Phospholipids durch die Molekilanordnung gegen das Wasser abgeschirmt,
wohingegen die hydrophilen Kopfgruppen zum Wasser hin ausgerichtet sind (Gorter und
Grendel, 1925). Abbildung 3.8 zeigt den schematischen Aufbau der Lipiddoppelschicht aus
amphiphilen Phospholipiden, exemplarisch 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DOPC).

Hydrophiler Hydrophobe
Kopf Seitenketten
_ \\_#
—_
o)
" QJ\/\/\/\/:\/\/\/\/

Doppelschicht
Lipidmembran

Abbildung 3.8: Aufbau einer Lipiddoppelschicht aus amphiphilen Lipiden. Exemplarisch ist das
Phospholipid 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DOPC), dargestellt.

Eigenschaften

Eine Lipidmembran ist keine starre, unbewegliche Schicht, sondern wird Gberwiegend von
hydrophoben Wechselwirkungen, die deutlich schwacher als kovalente Bindungen sind, fixiert.
Der sogenannte Flip-Flop-Effekt, welcher die dreidimensionale Bewegung einzelner
Lipidmolekile durch Seitenwechsel der beiden Lipidschichten quer durch die Membran
beschreibt, kommt nur selten vor, da der hydrophile Teil des Molekils dabei den hydrophoben
Bereich der Membran durchqueren muss. Die Fahigkeit der Membranschichten sich seitwérts
zu bewegen wird als Membranfluiditat bezeichnet. Hierdurch werden die Seitwartsbewegung
der Lipide sowie die konsekutive, laterale Bewegung beider Lipidschichten ermdglicht. Der
hydrophobe Bereich der Phospholipide ist aus ungesattigten Fettsduren aufgebaut. Die

Doppelbindungen erzeugen dabei einen Knick in der Molekulstruktur, der die dichteste
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Aneinanderlagerung der Lipide verhindert. Durch die resultierende erhohte Bewegungsfreiheit
der Molekile wird die Fluiditat, welche fur die biologische Funktionalitat der Membran
ausschlaggebend ist, gesteigert. Bei abnehmender Temperatur bleibt die Fluiditdt der
Membran zunachst erhalten, bis sie sich ab einem kritischen Wert gelartig verfestigt. Die
kritische Temperatur hangt dabei von der Lipidzusammensetzung der Membran ab. Eine
Verfestigung der Membran fihrt zu veranderten Membraneigenschaften, wie beispielsweise

zu reduzierter Membranpermeabilitdt (Campbell, 1997; Castellana und Cremer, 2006).

Bildung artifizieller Membranen

Eine Mdoglichkeit die Eigenschaften der Membran zu untersuchen, stellen sogenannte
schwarze Lipidmembranen (black lipid membrane, BLM) dar (Mueller et al., 1962). Es handelt
sich hierbei um artifizielle, planare Membranen, die hervorragend als Modellsystem eingesetzt
werden kénnen, um beispielsweise Stofftransportmechanismen der Membran zu analysieren.
Die freistehende Membran wird in einem Loch eines hydrophoben Materials (beispielsweise
Teflon) gebildet. Die entstehende, hauchdiinne Schicht mit einer Ausdehnung von nur circa
4 nm kann dabei eine Flache von mehreren Quadratmillimetern berspannen. Diese Methode
bietet dabei auch die Mdoglichkeit die Funktionalitat von in der Membran integrierten
Membranproteinen zu untersuchen. Die Qualitdt der artifiziellen Membran kann durch
Belichtung des dinnen Membranfilms und die mikroskopische Betrachtung der Reflektion des
Lichtes erfolgen. Die Ausbildung der Doppelschicht der Membran fiihrt zu einer veranderten
Lichtbrechung an der Wasser-Lipid- beziehungsweise an der Lipid-Wasser-Grenzschicht. Dies
kann mikroskopisch durch die Entstehung einer schwarzen Flache beobachtet werden, welche

namensgebend fur die schwarzen Lipidmembranen ist (Winterhalter, 2000).

Eine Weiterentwicklung der Technologie der artifiziellen schwarzen Lipidmembranen beruht
auf der Formierung der Doppelschicht in herkémmlichem Filtermaterial. Wéahrend
beispielsweise Cellulose-Ester-, oder Teflon-Filter netzartige beziehungsweise unregelmafige
Strukturen aufweisen, haben Filter aus Polycarbonat zylinderférmige, den Filter
durchspannende Poren. Thompson konnte 1982 zeigen, dass stabile Lipiddoppelschichten in
Filterporen mit Durchmessern im Mikrometerbereich (micro-black lipid membranes) gebildet
werden kdnnen. Die auf Strom-Spannungs-Messungen basierenden Ergebnisse zeigten, dass
von der Ausbildung einer einzigen Lipiddoppelschicht pro Polycarbonat-Filterpore auszugehen
ist (Thompson et al., 1980; Thompson, 1982).

Polymermembranen

Amphiphile Block-Copolymere weisen &hnlich wie Lipide hydrophile und hydrophobe

Teilbereiche auf. So gelang es Nardin im Jahr 2000 erstmals eine freistehende schwarze
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Polymermembran aus dem Polymer PMOXA-PDMS-PMOXA zu bilden (Nardin et al., 2000c).
Dem experimentellen Vorbild der Herstellung von BLM folgend, wurde eine stabile Membran
mit einer, im Vergleich zu Lipidmembranen, deutlich grof3eren Dicke von 10 nm und einer
Flache von 1 mm? gebildet. Zudem konnte gezeigt werden, dass Polymermembranen eine
deutlich héhere Stabilitat bei gleichzeitig niedrigerer Permeabilitat aufweisen (Discher und
Eisenberg, 2002). Die Insertion von Membranproteinen in funktioneller Form konnte ebenso

nachgewiesen werden (Nardin et al., 2000c; Gonzalez-Perez et al., 2009).

3.3.2 Stofftransport
Passiver und aktiver Stofftransport

Molekile in einer Flussigkeit (oder auch in Gasen) besitzen eine kinetische Energie, die
sogenannte ungeordnete Molekularbewegung beziehungsweise Brown’sche
Molekularbewegung, die sich unter anderem in der Form der Diffusion auf3ert (Einstein, 1905).
Dabei unterliegt das Gesamtsystem dem Bestreben alle Molekiile gleichmaRig Gber den zur
Verfligung stehenden Raum zu verteilen. Die Diffusion ist ein Vorgang, bei dem keine Arbeit
verrichtet werden muss, da die freie Energie des Systems sinkt. Bei der Diffusion einer
Substanz vom Bereich héherer zum Bereich niedrigerer Konzentration, also entlang des
Konzentrationsgradienten, erhéht sich die Entropie des Systems. Den Transport durch eine
Membran entlang des treibenden Konzentrationsgefalles nennt man passiven Transport. Die
passive Diffusion kann dabei durch bestimmte Membranproteine erleichtert erfolgen.
Transportproteine ermdglichen insbesondere auch den Transport von lonen und grof3eren
hydrophilen Substanzen durch das hydrophobe Innere der Membran. Aber auch bei der
erleichterten Diffusion folgt die Substanz ihnrem Konzentrationsgefalle. Der Stofftransport eines
Molekdls in Richtung hoherer Konzentrationen erfordert Energie, die von der natirlichen Zelle
aufgebracht werden muss. Diese Art des Stoffaustausches wird daher als aktiver Transport
bezeichnet. Die Arbeit des aktiven Transportes wird ebenfalls von speziellen, in der Membran

eingelagerten Proteinen geleistet (Campbell, 1997).

Fick‘sche Diffusion und Membranpermeabilitat

Beim Stofftransport Uber eine Membran entsteht ein Konzentrationsprofil, exemplarisch
dargestellt in Abbildung 3.9. Der Index D steht fir die Donorseite mit hoherer Konzentration
und A fur die Akzeptorseite auf der konzentrationsarmeren Membranseite. Der Index M

symbolisiert die Konzentration an der Aul3enseite der Membran.



32 Theoretische Grundlagen
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Abbildung 3.9: Konzentrationsverlauf tUber die Membran zwischen Donor- und Akzeptorseite. Der
Gradient in der Membran wird als linear angenommen.

Zur Beschreibung des Stofftransportes tiber eine Membran wird die Stoffstromdichte J als die
Stoffmenge definiert, die pro Zeiteinheit durch eine senkrecht zur Diffusionsrichtung stehenden

Einheitsflache wandert. Bei Erreichen des stationdren Zustandes, an dem Anderung der

Konzentration ¢ Uber der Zeit t gleich Null is (% = 0), wird der Konzentrationsgradient in der
Membran g als linear angenommen. Es gilt das erste Fick’'sche Gesetz. Nach dem Ersten

. . : . . d
Fick’'schen Gesetz ist | proportional zum Konzentrationsgradienten d—; entgegen der

Diffusionsrichtung. Die Proportionalitdtskonstante ist der Diffusionskoeffizient D,, bei der

Diffusion Uber die Membran.

dc
- _p % 3.21
J M (3:21)
] Stoffstromdichte mol m?2 s
Dy Diffusionskoeffizient m? st
c Konzentration mol m3

x x-Richtung tiber Membran m


https://de.wikipedia.org/wiki/Adolf_Fick
https://de.wikipedia.org/wiki/Konzentrationsgradient
https://de.wikipedia.org/wiki/Diffusionskoeffizient
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Zudem ist die zeitliche Verdnderung der Stoffmenge N, &quivalent zum Produkt aus

Stoffstromdichte | und durchstromter Flache A.

dNy
——— = —JA 3.22
it J (3.22)
Ny  Stoffmenge mol
t Zeit S
A Flache m?

Dabei ist die Stoffmenge Ny darstellbar Uber das Produkt aus Konzentration ¢ und Volumen V

(Ny = c¢V) und unter der Annahme, dass keine zeitliche Volumenanderung stattfindet

dNy

av.
(E = 0), folgt p”

= %V. Demnach existiert neben (3.21) eine weitere Beziehung fur die

Darstellung der Stoffstromdichte:

_ _4dcV (3.23)
dt A

1% Volumen m?3

Der Nernst’'sche Verteilungskoeffizient K setzt die Konzentration in der wéassrigen Phase (cp
und ¢4) zu den jeweiligen Konzentrationen an den Membranoberflachen (cpp und c4 ) in

Bezug.

c C
K= 24 _ AM (3.24)
Cp Ca

K Nernst’'scher Verteilungskoeffizient -

cpy Donorkonzentration in der Membran mol m3
cam Akzeptorkonzentration in der Membran mol m3
cp  Donorkonzentration in der wassrigen Phase mol m3

¢,  Akzeptorkonzentration in der wassrigen Phase mol m3

Aus Gleichung (3.21) und (3.24) folgt:
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Dy K
J = = (cp—ca) (3.25)
s Membranstéarke m

Die Permeabilitat ist ein kinetischer Parameter, der tber den Diffusionskoeffizienten D,,, den

Nernst’schen Verteilungskoeffizienten K und die Membranstérke s definiert ist:

Dy K
Pe = M (3.26)
S
Pe Permeabilitatskoeffizient m st

Demnach kann der Stoffstrom Uber die Membran auch als Funktion der Permeabilitat

dargestellt werden:

J = Pe(cp— ¢4) (3.27)

Die Gleichgewichtskonzentration c., des Gesamtsystems kann mit folgender Gleichung

bestimmt werden:

caVy + cpVp
= — 2
‘e T Ty, 1, (3.28)
Ceq Gleichgewichtskonzentration mol m3

Um einen Ausdruck fir die Permeabilitat herzuleiten, werden Gleichung (3.23) und (3.27) zu

folgender Differentialgleichung kombiniert:

dc PeA
a _T(CD —C4) (3.29)

Nach Integration von (3.29) und zusammen mit (3.28) kann schlussendlich ein experimentell
zugéangiger Ausdruck fir die Membranpermeabilitdt Pe gefunden werden. Hierfiir miissen bei

bekanntem Donor- und Akzeptorphasenvolumen V, und V, lediglich die Konzentrationen zu
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beiden Seiten der Membran (c, und cp) nhach einer bestimmten Diffusionsdauer t gemessen
werden (Avdeef, 2012a).

Pe = W+ Vo)At In <1 Ceq) (3.30)

Da sich zu beiden Seiten der Membran eine wassrige Grenzschicht (WGS) ausbildet, stehen
dem Stofftransport von der Donorseite Uber die Membran zur Akzeptorseite drei in Reihe
geschaltete Widerstande gegeniber. Diese Diffusionsbarrieren summieren sich aus den
Widerstanden durch den Permeabilitdstkoeffizienten der wassrigen Grenzschichten zu beiden
Membranseiten (Peygsp und Peygs 4) sowie der Barriere der Membran selbst (Pey,). Dabei

wird zur Vereinfachung angenommen, dass die wassrigen Grenzschichten auf beiden Seiten
1

dieselbe Stérke besitzen und —— = ! gilt (Ruell et al., 2003). Stoffe mit einem
Pewgs  Pewgsp  Pewgsa

stark hydrophoben Charakter diffundieren relativ leicht durch die Phospholipidmembran.
Dementsprechend stellt hier nicht der Membranwiderstand, sondern der Widerstand der
wassrigen Grenzschichten die ausschlaggebende Barriere des Stofftransportes dar. Die

reziproke, effektiv messbare Permeabilitat Pe, entspricht der Summe aus den Widerstanden

der WGS und der Membran (Nielsen und Avdeef, 2004):

LI ! + ! + ! ! + ! (3.31)
Pegsr Peywesp Pew Pewgsa Peygs Pey '
Pegss Effektive Permeabilitat m st
Peycs Permeabilitat der wassrigen Grenzschicht m st
Pey Membranpermeabilitat m st

Die Permeabilitat ionisierbarer Molekile ist zudem pH-abhangig. Daher wird der maximale
Membranpermeabilitatskoeffizient Pe,, des ungeladenen Molekils als der intrinsische
Permeabilitatskoeffizient Pe, definiert. Fur einfache, monoprotische Sauren (+) und Basen (-)

folgender Zusammenhang zwischen Pe,, und Pe, (Avdeef et al., 2004):

Pe,

10=(PH-PKs) + 1 (3.32)

PeM=

Pe, Intrinsische Permeabilitat m st
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Modelle zur Bestimmung der Membranpermeabilitat

Die Erzeugung artifizieller, freistehender Membranen in Form von schwarzen Lipidmembranen
ermdglichte die Untersuchung der Permeation von einer Reihe einfacher Carbonséauren tber
artifizielle Membranen aus Ei-Phosphatidylcholin (PC) oder Dekan (Avdeef, 2005; Avdeef,
2012a). Mit Hilfe von BLMs wurde eine lineare Abhangigkeit der intrinsischen Permeabilitat
Pe, vom Hexadekan-Wasser-Verteilungskoeffizienten (vergleiche auch Oktanol-Wasser-
Verteilungs-Koeffizient Kapitel 3.3.3) bestimmt (Walter und Gutknecht, 1984) sowie die pH-
abhangige Permeation verschiedener Toluylsauren (Xlang und Anderson, 1994) untersucht.
Ein signifikanter Nachteil dieses Modells geht aus der Instabilitat der schwarzen

Lipidmembranen hervor.

Membranen, die in den Poren einer Filtermembran gebildet werden, zeigen eine deutlich
hohere Stabilitit. Neben den 1980 von Thompson untersuchten Lipiddoppelschichten
(Thompson et al., 1980; Thompson, 1982), wurden auch mit Oktanol impragnierte,
mikropordse Cellulose-Nitrat-Filter (Ghosh, 2001) oder mit Hexadekan getrankte
Polyvinylidenfluorid-(PVDF)-Filter (Wohnsland und Faller, 2001) verwendet. Aufgrund der
biologischen Vergleichbarkeit haben sich jedoch besonders filtergestiitze Membranen aus
Lipiden wie Ei-Lecithin oder Dioleoylphosphatidylcholin (DOPC) bewahrt. Die gestitzte
Membran ist die Grundlage des 1998 von Kansy entwickelten Assays zur Bestimmung der
passiven Diffusion von pharmazeutischen Wirkstoffen durch artifizielle Membranen im
Mikrotiterplattenformat (Kansy et al.,, 1998). Das sogenannte PAMPA-System (Parallel
Artificial Permeability Assay) ist in der kommerziellen Variante als 96-well Sandwich-Platte
verfligbar. Das System beruht auf zwei durch eine Filtermembran getrennte Kammern, der
Donor- und der Akzeptorkammer. Zwar konnte Thompson zeigen, dass sich in den
zylinderférmigen Poren einer PC-Filtermembran aller Wahrscheinlichkeit nach eine einzige
Lipiddoppelschicht bildet (Thompson et al., 1980; Thompson, 1982), jedoch werden aufgrund
der niedrigeren Permeationszeiten und der damit verkirzten Versuchsdauer tberwiegend
hydrophile PVDF-Filter verwendet. Die Struktur der gebildeten Membran in der netzartigen
PVDF-Filterstruktur ist allerdings nicht bekannt (Avdeef, 2012a). Die Membranen kdnnen aus
verschiedensten Lipiden gebildet werden. Dabei werden sehr héaufig Lipidmembranen aus
einer 2 % w/v DOPC-L6sung in n-Dodekan gebildet. Ein besonderer Vorteil des PAMPA-
Systems ergibt sich aus der Kontrollierbarkeit der Starke der wassrigen Grenzschicht zu
beiden Membranseiten. Sowohl die Donor- als auch die Akzeptorkammer kénnen individuell
geruhrt werden, wodurch der von der wassrigen Grenzschicht ausgehende Widerstand
reduziert wird. Eine Verringerung der Grenzschicht von sonst 1000-4000 um auf 25 pm ist

somit moglich. Die mit Hilfe diesen Systems gemessene Permeabilitat wird meist in der Einheit
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cm s angegeben (Avdeef, 2005). Dabei wird innerhalb folgender Grenzen zwischen niedriger,
moderater oder hoher Permeabilitat unterschieden (Fischer et al., 2007).

¢ Niedrig Pe <0,1-:10% cm s
e Moderat 0,1-10%cm s < Pe < 1-:10% cm s
e Hoch Pe >1-10%cm st

Weitere, komplexere Modelle zur Bestimmung der Membranpermeabilitat, die vor allem in
klinischen Studien zur Bestimmung der oralen Aufnahme von pharmazeutischen Wirkstoffen
herangezogen werden, basieren auf der Verwendung von Caco-2 Zellen oder MDCK (Madin-
Darby Canine Kidney) Zellen (Artursson, 1990; Avdeef und Tam, 2010). Ebenfalls flr
pharmazeutische Zwecke entwickelt wurden Modelle, die die Permeabilitat der Blut-Hirn-

Schranke (englisch: blood brain barrier) bertcksichtigen (Liu et al., 2004).

3.3.3 Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient und Loslichkeit

Der Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient logP ist das MaflR fir die Lipophilie
beziehungsweise Hydrophilie einer Substanz. Dieser gibt das Verhéltnis der

Konzentrationsverteilung einer Substanz in einem Zweiphasengemisch aus n-Oktanol und

Wasser an.
C
logP = log( Oktaml) (3.33)

CWasser

log P Dekadischer Logarithmus des Oktanol-

Wasser-Verteilungskoeffizienten -
Coktanol Konzentration des Stoffes in n-Oktanol gcm?
CH,0 Konzentration des Stoffes in Wasser gcm?

Positive Werte fur log P stehen gleichsam fir lipophile Substanzen, wohingegen negative
Werte den hydrophilen Charakter der Substanz widerspiegeln. Je grof3er der dimensionslose
Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient, also je lipophiler die Eigenschaften des Molekils,
desto einfacher permeiert der untersuchte Stoff Uber eine Membran. In direktem
Zusammenhang steht damit die Ldslichkeit der Substanz in Wasser, die konsequenterweise
umso hoher ist, je niedriger der log P ist. Pharmazeutische Wirkstoffe kdnnen in Abhangigkeit
von ihrer Permeabilitat und ihrer Loslichkeit in Wasser nach dem biopharmazeutischen
Klassifizierungssystem in vier Gruppen eingeteilt werden, wie in Tabelle 3-3 dargestellt ist
(Avdeef, 2012b).
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Tabelle 3-3: Einteilung nach dem biopharmazeutischen Klassifizierungssystem.

Hohe Léslichkeit Niedrige Loslichkeit
Hohe Permeabilitat Klasse 1 Klasse 2

Amphiphiler Charakter Lipophiler Charakter
Niedrige Permeabilitat Klasse 3 Klasse 4

Hydrophiler Charakter -

3.3.4 Propranolol und Koffein als Modellmolekile fir Membran-Diffusion

Propranolol und Koffein sind pharmazeutische Wirkstoffe, die beziglich ihrer
physikochemischen Eigenschaften umfangreich untersucht wurden. Auch bezuglich ihrer
Permeabilitat existiert eine Vielzahl publizierter Werte. Diese Tatsache macht sie als
Modellsystem fur die Untersuchung der Eigenschaften unbekannter Membranen, wie
beispielsweise Polymermembranen aus amphiphilen Block-Copolymeren, interessant.

Propranolol, dargestellt in Abbildung 3.10 A, z&ahlt zur Arzneistoffgruppe der Betablocker und
ist als qutloslicher Wirkstoff mit hoher Membranpermeabilitat in Klasse 1 des
biopharmazeutischen Klassifizierungssystem (Tabelle 3-3) einzuordnen. Aufgrund seiner
Hydrophobizitat stellt die wéssrige Grenzschicht einen relevanten Stofftransportwiderstand bei
der passiven Diffusion dar, wohingegen die lipophile Membran selbst vergleichsweise einfach
passiert wird. Mit einem pKs (Saurekonstante) von 9,53 (Ruell et al., 2003) ist Propranolol eine
schwache Base. Propranolol besitzt als ionisierbarer Stoff zwei Oktanol-Wasser-
Verteilungskoeffizienten, log P! furr das geladene Molekiil und log PV fur das neutrale Molekil.
Da die Ladungsverteilung einer Membran im Gegensatz zu Oktanol anisotrop ist, werden in
diesem Fall die Membran-Wasser-Verteilungskoeffizienten log P,,' und log P, herangezogen
(Avdeef et al., 1998). Dieser Koeffizient korreliert mit der Fahigkeit des Molekiils mit der
Membran Wasserstoffbriicken einzugehen (van de Waterbeemd et al., 1998). In Tabelle 3-4

sind die Werte der Verteilungskoeffizienten zusammengefasst.

Tabelle 3-4: Oktanol-Wasser-, und Membran-Wasser-Verteilungskoeffizienten fur ionisiertes und
neutrales Propranolol (Avdeef et al., 1998)

log P! log PN log Py’ log P,"
0,78 + 0,02 3,48 + 0,01 2,61+0,02 3,45+0,01

Koffein, dargestelltin Abbildung 3.10 B, ist ein Alkaloid aus der Gruppe der Xanthine. Mit einem
Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient von log P =-0,07 ist es ebenso lipid- wie auch

wasserloslich und damit nach dem biopharmazeutischen Klassifizierungssystem (Tabelle 3-3)
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nicht klar einzuordnen. Weiterhin stellen dadurch die membranumschlieBenden, wassrigen
Grenzschichten fir Koffein, ebenso wie die Membran selbst, einen relevanten
Stofftransportwiderstand dar. Koffein ist aufgrund seiner Struktur nicht ionisierbar
(chemicalize.org), was eine pH-unabhéngige Membran-Diffusion bewirkt.

A B
CHj

0
O/Y\H)\CH3 H3C\NJII\{(;H3
OH |
O}\I\IJ N/

CHs

Abbildung 3.10: Struktur der als Modellmolekiile ausgewéhlten Wirkstoffe A) Propranolol und
B) Koffein.

3.4 RiUhrkesselreaktoren

Der Ruhrkesselreaktor ist sowohl im chemischen als auch im biotechnologischen Sektor der
am haufigsten verwendete Reaktortyp (Stitt, 2002). Im Folgenden werden zunachst die
Grundlagen des Ruhrens und die Hydrodynamik in Rihrkesselreaktoren erlautert.
AnschlieRend werden wichtige Aspekte des Leistungseintrages und Grundlagen der

Mal3stabslbertragung diskutiert.

3.4.1 Grundlagen des Ruhrens

Aufgrund des sehr breiten Anwendungsspektrums miuissen Ruhrkesselreaktoren sehr
vielseitig sein. Der Ruhrkesselreaktor wurde in den letzten Jahrzenten intensiv
verfahrenstechnisch charakterisiert, sodass ein breites Wissen Uber seine Einsetzbarkeit bei
verschiedensten Temperaturen, Dricken und fur fliissige Fluide unterschiedlichster Rheologie
zur Verfugung steht (Kraume, 2003). Dabei versetzt ein auf einer rotierenden Welle fixiertes
Ruhrorgan das Rihrgut in einem Ruhrkessel in Bewegung, um verschiedenste Rihraufgaben

zu bewaltigen.

Ruhraufgaben

Zu den Grundaufgaben des Ruhrens z&hlen insbesondere das Homogenisieren,
Suspendieren, Dispergieren, Emulgieren, Begasen und die Intensivierung des

Warmeaustausches.
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Von Homogenisieren ist die Rede, wenn ineinander I0sliche Flussigkeiten vermischt werden
sollen. Dies erfolgt mit dem Ziel Temperatur- und Konzentrationsgefélle im Reaktor
auszugleichen oder chemische Reaktionen durch das Zusammenfihren der
Reaktionskomponenten zu erméglichen (Stiel3, 2009). Das verfahrenstechnische Kriterium fur
diese Aufgabe ist die sogenannte Mischzeit t,,. Die Mischzeit ist die Ruhrdauer, die
erforderlich ist, um eine gewisse Mischgute beziehungsweise Homogenitat zu erreichen. Fur
Flussigkeiten mit vergleichbarer Dichte und Viskositat hangt sie hauptsachlich von den
geometrischen Gegebenheiten, wie beispielsweise von Rihrorgan, Ruhrkessel und
Einbaugeometrie, ab (Zlokarnik, 1999). Die dimensionslose Darstellung der Mischzeit erfolgt
Uber die Mischzeitenkennzahl 6,,. Sie entspricht der Anzahl an Rihrerumdrehungen, die
benotigt wird, um einen gewissen Homogenitatsgrad, beispielsweise 97 % (6,, ¢ 97), ZU erzielen

(Himmler und Schierholz, 2004).

0, = tyn (3.34)
0, Mischzeitenkennzahl -
ty Mischzeit S
n Rihrerdrehzahl st

Es gibt diverse Methoden um die Mischzeit zu bestimmen: Dies kann zum Beispiel mit Hilfe
geeigneter Sonden kontinuierlich durch die Messung der Leitfahigkeit, Temperatur oder
Extinktion erfolgen. Die Bestimmung des Farbumschlages oder Entfarbungsreaktionen
(Kappel, 1975; Assirelli et al., 2008) sowie wie die Bestimmung des Fortschritts einer

chemischen Reaktion durch Temperatur- oder pH-Anderung sind ebenfalls maglich.

Beim Suspendieren wird ein disperser Feststoff durch Aufwirbeln gleichmaiig in der
Flissigkeit verteilt. Bei der dispersen Phase werden molekulardisperse Systeme
(PartikelgroBe < 1 nm), kolloiddisperse Systeme (Partikelgré3e 1 nm bis 1 um) und
grobdisperse Systeme (PartikelgréRe > 1 um) unterschieden (Stiel3, 2009). Dispergieren
beschreibt einerseits den Vorgang des feinen Verteilens zweier nicht ineinander l6slicher
Flissigkeiten, auch Emulgieren genannt, oder das Zerteilen eines Gases in der Flussigkeit
(Begasen). Durch Rihren kann zudem die Warmedubertragung zwischen Behéalterwand oder
Einbauten, die das Kihlen oder Heizen des Ruhrgutes bewirken sollen, effizienter erfolgen
(Kraume, 2003).
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Ruhrausristung

Ein Ruhrkesselreaktor besteht aus dem Behélter, dem Rihrorgan, das auf einer rotierenden

Welle sitzt, und weiteren, in dieser Arbeit nicht ndher erlauterten, optionalen Einbauten.

Der meist zylinderformige Behalter kann hinsichtlich seiner Bodengeometrie unterschieden
werden. Die einfachste Bauform ist dabei der Flachboden. Der Halbkugelboden ist eher selten
vorzufinden, wohingegen die meisten Reaktoren aus Metall mit dem einfacher herzustellenden
Klopperboden ausgestattet sind (Abbildung 3.11 B). Durch Einbauten wie Messsonden,
Warmetauscher und vor allem Stromungsbrecher wird der in Rotation versetzten Flissigkeit
ein Widerstand entgegengesetzt. Der Widerstand ist proportional zur Flache des
Stromungsbrechers (Hohe hgy,, und Breite bgy,) senkrecht zur Strdomungsrichtung und zum
Widerstandsbeiwert cy,,. Zusammen mit dem Reaktordurchmesser D und der Anzahl an
Stromungsbrechern Ngy,, kann die dimensionslose Bewehrungskennzahl BW ermittelt werden.
Der vollstandig bewehrte Zustand wird bei einem Wert von 0,20-0,28 erreicht (Liepe et al.,
1988; Puskeiler, 2004; Vieweg, 2010).

bpwhsw (3.35)

BW = CW NBW DZ

BW Bewehrungskennzahl -

Cw Widerstandsbeiwert

Ngw Anzahl Strdbmungsbrecher -

by Breite des Stromungsbrechers m
hgw Hohe des Stromungsbrechers m
D Reaktordurchmesser m

Durch den Einbau von Stromungsbrechern werden das Mitrotieren der Flussigkeit sowie die
haufig unerwiinschte Trombenbildung unterdriickt und der Leistungseintrag (Kapitel 3.4.3)
erhoht.

Die bis Mitte der 60er Jahre ungeordnete Vielfalt an Rihrergeometrien wurde durch die
Normierung der Rihrorgane (DIN 28130 bis DIN 28133) erheblich vereinfacht (Ullrich und
Schreiber, 1967). Gangige Ruhrertypen fir die Anwendung niedrigviskoser Flissigkeiten
(Viskositatn < 500 mPa s) sind Scheibenrihrer, Impellerrihrer, Schréagblattrihrer und
Propellerriihrer. Bei Viskositaten im mittleren Bereich (500-5000 mPas) werden unter anderem
Kreuzbalkenrihrer, Gitterrihrer oder Blattrihrer eingesetzt. Die Durchmischung von

Hochviskosem Ruhrgut (n > 5000 mPa s) erfolgt haufig mit Ankerrtihrern oder Wendelrtihrern
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(Zlokarnik, 1999). Die in niedrigviskosen Fluiden am h&ufigsten eingesetzten Scheibenruhrer,
Schragblattrihrer und Propellerrihrer sind in Abbildung 3.11 A dargestellt.

T WL

Abbildung 3.11: A) Haufig verwendte Ruhrertypen bei verhaltnismafig niedriger dynamischer
Viskositdt des Ruhrmediums. Von links: Scheibenrlhrer, Schréagblattrihrer und Propellerruhrer.
Modifiziert nach (Zlokarnik, 1999). B) Mdgliche Bodenformen eines Ruhrreaktors. Von links:
Flachboden, Halbkugelboden und Klépperboden.

Neben der Einteilung der Ruhrertypen hinsichtlich der Eigenschaften der zu durchmischenden
Flissigkeit ist besonders die Betrachtung des erzeugten Stromungsprofils notwendig. Im
Reaktor sind generell die drei Hauptstrémungsrichtungen radial, tangential und axial auf- oder
abwarts, wie in Abbildung 3.12 in Draufsicht auf einen zylindrischen Reaktor symbolisch
dargestellt, zu unterscheiden. In einem unbewehrten Reaktor ist unabhangig vom
verwendeten Rihrertyp die tangentiale Richtung dominierend (Nagata et al., 1975; Assirelli et
al., 2008). Durch die Verwendung von Strémungsbrechern kénnen durch die Wahl der
Ruhrergeometrie die radiale oder axiale Komponente der Strémungsrichtung starker
beeinflusst werden. So entsteht bei der Verwendung von Scheibenrihrern ein primar radiales
Stromungsprofil von der Ruhrerwelle zur Reaktorwand, wohingegen Propellerriihrer in
Abhangigkeit des Anstellwinkels der Ruhrerblatter vorwiegend eine axiale auf- oder abwarts
gerichtete Stromung erzeugen (Kraume, 2003). Die Stromung im Reaktor kann zudem auch
durch die Positionierung des Rihrers und der Ruhrerwelle (senkrecht, schrag, zentrisch,

exzentrisch) beeinflusst werden (Stiel3, 2009).
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———e——  Rihrer auf Welle

O Drehrichtung des Rihrers
— Radial

------ - Tangential

X Axial abwarts

® Axial aufwarts

Abbildung 3.12: Mdogliche Stromungsrichtungen in einem RuUhrreaktor. Dargestellt ist ein
zylinderférmiger Reaktor in Draufsicht.

Rheologisches Verhalten von Fluiden

Die Rheologie beziehungsweise die Viskositat der zu mischenden Komponenten spielt bei der
Auswahl des optimalen Ruhrsystems zur Erzielung einer effizienten Durchmischung bei
mdoglichst geringer Rihrarbeit eine erhebliche Rolle. Die Viskositat eines Fluids kann durch
dessen Betrachtung zwischen zwei parallelen Platten mit der Flache A beschrieben werden,
wie in Abbildung 3.13 dargestellt ist. Durch das Aufbringen der horizontalen Kraft F bewegt
sich die obere Platte im Abstand y relativ zur unteren, stationaren Platte. Dadurch entsteht
eine Verschiebung der einzelnen Flissigkeitsschichten. Bei laminarer Strémung ist die
Geschwindigkeit an der oberen Platte gleich v. Die Geschwindigkeit der untersten Schicht, die

an die untere Platte grenzt, geht gegen Null.

Abbildung 3.13: Lineares Geschwindigkeitsgefalle als Folge des Abgleitens Ubereinanderliegender
Flussigkeitsschichten. Nach (Zlokarnik, 1999).

Nach dem Newton’schen Reibungsgesetzt ist die notwendige Kraft F pro Flacheneinheit 4,
namlich die Schubspannung 7, proportional zur Geschwindigkeitsdnderung senkrecht zur
Verschiebungsrichtung. Die Proportionalitdtskonstante entspricht der dynamischen

Viskositat 7.
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F dv

) =4 = s (3.36)
T Schubspannung N m2
y Scherrate st
F Kraft N
A Flache m?
n Dynamische Viskositét N s m?
v Geschwindigkeit ms?
y Abstand in y-Richtung m

Die Veranderung der Geschwindigkeit v der Flussigkeitsschichten Uber die Hohe y ist die

sogenannte Scherrate y.

dv

pr (3.37)

‘y:

Somit gilt zwischen dynamischer Viskositat n, Schubspannung 7 und Scherrate t der

Zusammenhang:

(3.38)

<1«

Wenn die dynamische Viskositat unabhangig von der Scherrate ist, handelt es sich um ein
Newtonsches Fluid. Dabei nimmt die Schubspannung linear mit steigender Scherrate zu, wie
in Abbildung 3.14 dargestellt. Die Viskositat h&ngt somit nur von der Temperatur ab. Bei allen
anderen Fluiden spricht man von Nicht-Newtonschen Fluiden. Dabei weisen dilatante Fluide
wie Starkelosungen oder Treibsand eine zunehmende Viskositat mit steigender Scherrate auf.
Bei strukturviskosen Fluiden, haufig Polymerlésungen, verhalt es sich genau entgegengesetzt.
Ein bekanntes Beispiel fur Binghamsche Fluide sind Ketchup und Zahnpasta. Sie verhalten
sich nach der Uberwindung einer Anfangsschubspannung wie Newtonsche Fluide (StieR,
2009).
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> Y

Abbildung 3.14: Verlauf der Schubspannung als Funktion der Scherrate fir ein (1) Bingham’sches, (2)
ein dilatantes, (3) ein Newton’sches und (4) ein strukturviskoses Fluid.

Eine seltenere Einteilung des rheologischen Verhaltens von Fluiden ist die Abhangigkeit der
Viskositat von der Zeit. Nimmt diese lber die Zeit ab, handelt es sich um thixotrope, im
umgekehrten Fall um rheopexe Fluide.

3.4.2 Hydrodynamik in Ruhrkesselreaktoren

Unterschiedliche hydrodynamische Zustdnde in Riuhrkesselreaktoren entstehen durch die
Rotation des RuUhrorgans. Die Rihrerdrehzanl n kann auch (Uber die

Ruhrerumfangsgeschwindigkeit u,;, in Abhangigkeit vom Ruhrerdurchmesser d dargestellt

werden.
Usip = dmn (3.39)
Upip Rahrerumfangsgeschwindigkeit ms?
d RuUhrerdurchmesser m
n Ruhrerdrehzahl st

Der Turbulenzgrad wird Uber die dimensionslose Reynoldszahl Re beschrieben. Sie ist
entscheidend von der Rihrerdrehzahl n und dem Riuhrerdurchmesser d, aber auch von den
Eigenschaften des Fluids (Dichte p und dynamische Viskositét ) abhangig und beschreibt das
Verhaltnis von Tragheitskraft zu Z&higkeitskraft. Bei standardisierten Ruhrreaktoren mit
Stromungsbrechern geht man bei Re > 10.000 von vollstéandig turbulenter Stromung aus. Fur
Re < 10 liegt laminare Stromung vor (vergleiche auch Kapitel 3.4.3) (Zlokarnik, 1999). Die
Bereiche gelten fur zylindrische Behélter mit zentrisch angeordnetem Ruhrer und hangen von

der Geometrie des Rihrers und des Behalters ab.
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pnd?
n

Re = (3.40)

Re Reynoldszahl -
p Dichte kg m3

Dynamische Viskositéat N s m?2

Im turbulenten Bereich wird das Stromungsprofil in unbewehrten Reaktoren tiberwiegend von
der Rihrerdrehung bestimmt und verlauft daher hauptsachlich tangential. Die Komponenten
in radiale oder axiale Richtung sind eher klein, da die fliissige Phase wie ein Festkorper rotiert
und die Bewegungen innerhalb gering ausfallen (Haque et al., 2006). Dies fuhrt zur Bildung
der sogenannten Flussigkeitstrombe. Die Trombe bedingt die Abnahme des
Flussigkeitsspiegels an der Ruhrerwelle, die als Trombentiefe h' bezeichnet wird. Die
Erhdhung des Flussigkeitsspiegels h'" an der Reaktorwand ist vergleichsweise gering und
kann daher vernachlassigt werden. Die Absenkung des Spiegels an der Riihrachse héngt bei
gegebenen geometrischen Bedingungen (konstantes Verhaltnis von Rihrerdurchmesser zu
Reaktordurchmesser d D~! und von Rihrerhdhe zu Ruhrerdurchmesser hd~') vom
Ruhrerdurchmesser d, der Riuhrerdrehzahl n, der Flussigkeitsiiberdeckung des Rihrers im
unbewegten Zustand H', den Eigenschaften der Flussigkeit (Dichte p und dynamische
Viskositat n) und der Erdbeschleunigung g ab. Insbesondere die Erdbeschleunigung darf bei
Ruhrvorgdngen mit Trombenbildung nicht vernachlassigt werden. Sie kann udber die

dimensionslose Froudezahl Fr berlcksichtigt werden.

Fr = — (3.41)
g

Fr Froudezahl -

g Erdbeschleunigung m s

In dimensionsloser Form gilt daher:
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LY 3.42
i f\Fr, 6,7 (3.42)
h' Absenkung des Flissigkeitsspiegels an der Ruhrerwelle m
H' Flussigkeitsiiberdeckung des unbewegten Rihrers m

Da die Bildung einer Trombe zu schlechterer Durchmischung fuhrt (Hall et al., 2004) ist ihre
Existenz im Reaktor meist unerwinscht. Der Einbau von Stromstdrern verhindert die
sogenannte Festkorperrotation, ermdglicht so ausgepragtere axiale und/oder radiale
Stromung (abhéangig vom verwendeten Rihrertyp), verstarkt dadurch die Turbulenz und

verbessert so die Durchmischung.

Das turbulente Stromungsfeld kann als Uberlagerung von Turbulenzwirbeln unterschiedlicher
GroRenordnung aufgefasst werden (Kolmogorov, 1958). Die grofsten Wirbel werden initial vom
Ruhrer erzeugt. Diese geben ihre kinetische Energie kaskadenartig an immer kleinere Wirbel
ab. Dabei erfolgt die Weitergabe der Energie solange, bis die Viskositatskrafte bei sehr kleinen
Wirbeln dominieren und die Strémungsenergie in Form von Warmeenergie dissipiert. Dabei

sind die kleinen Wirbelelemente von der Hauptstromungsrichtung unabhangig (Stiel3, 2009).

3.4.3 Leistungseintrag und Energiedissipation
Leistungseintrag

Durch die Drehbewegung des Riihrorganes wird Energie in die Fliissigphase eingebracht. In
Abhangigkeit von der Ruhraufgabe kann es von Interesse sein viel Energie (beispielsweise bei
der Homogenisierung zweier Flussigkeiten) oder wenig Energie (beispielsweise bei der
Kristallisation von Proteinen oder der Kultivierung von tierischen Zellen) (Henzler und
Biedermann, 1996) ins System einzubringen. Die gesamte eingebrachte Leistung P kann tber
das bei einer bestimmten Ruhrerdrehzahl n an der Rihrerwelle wirkende Drehmoment M
bestimmt werden und ist durch die Kréfte, die auf den Rihrer wirken, zugangig (Sanchez Pérez
et al., 2006).

P=M2nn (3.43)
P Leistung W

M Drehmoment N m

n Ruhrerdrehzahl st
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Betrachtet man den Ruhrer als umstromten Kérper, kann die eingetragene Leistung aus dem
Produkt der auf den rotierenden Rihrer wirkenden Widerstandskraft £, und der

Geschwindigkeit v berechnet werden.

P =FE,v (3.44)
E, Widerstandskraft N
v Geschwindigkeit ms?

Die Widerstandskraft F,, ist abhangig vom Widerstandsbeiwert cy,,, der Dichte p des Fluids,

der Stromungsgeschwindigkeit v sowie der angestromten Flache A.

E, = cy(Re) g v2 A (3.45)
Cw Widerstandsbeiwert -
p Dichte kg m3
A Flache m?

Fur die charakteristische  Geschwindigkeit kann an  dieser Stelle die
Ruhrerumfangsgeschwindigkeit w,;,, Gleichung (3.39), mit v = u.;,~n d eingesetzt werden.
Fur die charakteristische angestromte Flache gilt A~d?. Mit den genannten Zusammenhangen
ergibt sich mit dem adaptierten Widerstandsbeiwert cy,*(Re) aus Gleichung (3.44) und (3.45)

folgender Zusammenhang:

P = ¢y (Re)pnid® (3.46)
cw” Adaptierter Widerstandsbeiwert -
d Ruhrerdurchmesser m

Die dimensionslose Leistungskennzahl beziehungsweise Newtonzahl, die dem Verhéltnis

von Widerstands- zu Tragheitskraft entspricht, ist folgendermalRen definiert:
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P
Ne = W (3.47)
Ne Newtonzahl -

Aus Gleichung (3.46) und Gleichung (3.47) wird auch die Leistungscharakteristik, die besagt,
dass die Newtonzahl eine Funktion der Reynoldszahl ist Ne = f(Re), deutlich. Fur den Fall,
dass im Ruhrkesselreaktor eine Trombe gebildet wird oder signifikante Dichteunterschiede
vorliegen, wie beispielsweise bei der Begasung, muss auch die Froudezahl mit
Ne = f(Re,Fr) berucksichtigt werden. Diese sogenannte Leistungscharakteristik ist
spezifisch flr jedes einzelne Rihrersystem und muss experimentell bestimmt werden. Sie ist

exemplarisch fir ein bewehrtes und ein unbewehrtes System in Abbildung 3.15 dargestellt.

100

Mit Strémungsbrecher
10

Newton, -

Ohne Stromungsbrecher

1 10 100 1.000 10.000 100.000 1000.000

Reynolds, -

Abbildung 3.15: Exemplarischer Verlauf der Newtonzahl als Funktion der Reynoldszahl im
unbewehrten und bewehrten Rihrkesselreaktor. Nach (Zlokarnik, 1967).

In der Leistungscharakteristik sind drei Bereiche erkennbar. Im laminaren Stromungsbereich
(Re < 10) fallt die Newtonzahl mit steigender Reynoldszahl linear ab (NeRe™! = const.). Dem
schlief3t sich der sogenannte Ubergansbereich an, der nur in unbewehrten Reaktoren deutlich
erkennbar ist (NeRe®33® = const.). In vollturbulenten Strémungen (Re > 10.000) ist die
Newtonzahl von der Reynoldszahl unabhangig (Ne = const.). Der Leistungseintrag ist in
bewehrten Systemen bei identischer Reynoldszahl héher, was den hdheren Wert der

Newtonzahl bedingt. In unbewehrten Systemen kann es aufgrund der Trombenbildung dazu
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kommen, dass keine konstante Newtonzahl erreicht wird. Sie nimmt dann mit zunehmender

Reynoldszahl stetig ab (Liepe, 2005).

Maximale lokale Energiedissipation

Die in die Flussigkeit eingetragene Leistung wird nicht homogen verteilt. Sie unterliegt lokalen
Schwankungen und fuihrt demnach zu unterschiedlichen lokalen Kréaften. Diese Krafte sind
besonders dann von Interesse, wenn Partikel zerkleinert, oder aber eben nicht zerstort werden
sollen. Die relevante verfahrenstechnische GroBe zur  Beschreibung der
Partikelbeanspruchung im Stromungsfeld von Ruhrkesselreaktoren ist die maximale
Energiedissipation &,,,, (Hinze, 1955; Zhou und Kresta, 1996; Zhou und Kresta, 1998). Sie ist
ein Mal3 fur die maximale Beanspruchung, die ein Partikel erfahren kann (Henzler und
Biedermann, 1996). Dabei tiben Wirbel, die &hnlich groR3 wie die Partikel selbst sind, die grofdte
Belastung aus (Stie3, 2009). Die grofiten lokalen Energiedissipationen sind dabei in

Ruhrerndhe zu finden.

Die maximale Energiedissipation ¢&,,, lasst sich nach Liepe mit Hilfe eines
Dissipationsbeiwertes cp;,s der Rihrerumfangsgeschwindigkeit u,;,, Gleichung (3.39), und der
Lange des Stromungserzeugers senkrecht zur Hauptstromungsrichtung h berechnen (Liepe
et al., 1988; Vieweg, 2010):

. .3
Emax = Cpiss utlp (3.48)
h
Emax Maximale Energiedissipation W kg?

Cpiss Dissipationsbeiwert -

Upip Rahrerumfangsgeschwindigkeit ms?

h Lange des Stromungserzeugers m

Die Dissipationsbeiwerte cp;ss Wurden fur unterschiedliche Ruhrer und variierende
Verhaltnisse von Riihrer- zur Reaktordurchmesser d D! experimentell ermittelt. So wurde fir
Propellerriihrer d D~ = 0,25 und d D! = 0,40 der Dissipationsbeiwert ¢, = 0,08 ermittelt.
Beim 6-Blatt-scheibenriihrer lag dieser Wert mit ¢, = 0,45 fir einen Rihrer mit d D=1 = 0,40
und mit ¢, = 0,50 fur einen Rithrer mit d D=1 = 0,25 deutlich héher (Liepe et al., 1988; Vieweg,
2010).

Als Mal fur die Homogenitat des Energieeintrags kann die maximale Energiedissipation auf

den mittleren massenbezogenen Leistungseintrag 4 bezogen werden.
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p
fp = >V (3.49)

& Mittlere Energiedissipation W kg?

P Leistungseintrag \W

p Dichte kg m3

/4 Volumen m?3

Das Verhdltnis aus &,,,, und &4 ist konstant und spezifisch fur unterschiedliche Ruhrertypen.

Je hoher @, desto inhomogener wird die Energie in den Reaktor eingetragen:

Smax

® =

= const. (3.50)
€p

Je nach Ruhrertyp ergeben sich fur @ unterschiedliche Werte. So wurde fur einen 6-Blatt-
Scheibenriihrer mit einem Wert von 0,25 fiir d D=1 ein Verhaltnis von 125 ermittelt. Fir einen
6-Blatt-Scheibenriihrer mit einem Wert von 0,4 fir d D~ ist @ mit einem Wert von 37 deutlich
niedriger (Liepe et al.,, 1988). Damit wird deutlich, dass Rihrorgane mit grofRerem

Durchmesser die Energie gleichmaRiger in den Reaktor eintragen.

Zur Abschétzung der Energiedissipation kann auch ein Ansatz, bei dem die unterschiedlichen
geometrischen Verhdltnisse zum Tragen kommen, herangezogen werden. Beachtet werden
hierbei nicht nur Ruhrer- und Reaktordurchmesser d und D sowie Rihrer- und Fullstandshéhe
h und H, sondern auch Anzahl z und Anstellwinkel « der Rihrerblatter und die Anzahl der
Ruhrer an der Ruhrerwelle z; (Henzler und Biedermann, 1996; Henzler, 2000).

gm ax a
2

Ep (%)2 (g)g zo'ﬁ(sina)1'15zi% (g)_% (3.51)

Q

Faktor fir Bewehrung im Reaktor -

Ruhrerdurchmesser

Ruhrerhohe

a
d
D Reaktordurchmesser
h
H Fallhéhe

3 3 3 3

z Anzahl Ruhrerblatter -
a Anstellwinkel der Ruhrerblatter °

Z; Anzahl der Rihrer -
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Der Faktor a in Gleichung (3.51) bezieht die Bewehrung im Reaktor mit ein. Er nimmt fur
bewehrte Reaktoren den Wert 4 an. Bei gleichem massenbezogenem Leistungseintrag ist die
maximale Energiedissipation in unbewehrten Reaktoren deutlich hoher. Hierbei geht der
Faktor a mit einem Wert von 16 in die Gleichung ein. (Henzler und Biedermann, 1996; Henzler,
2000).

3.4.4 Malistabslibertragung

Fir eine konkrete Ruhraufgabe werden Versuche zunéchst meist in einer kleineren Apparatur,
der sogenannten Modellausfiihrung, durchgefiihrt. Die Ubertragung der Ergebnisse und
Betriebsbedingungen in die groRere Hauptausfiihrung nennt man Mal3stabstibertragung oder
Scale-up. Zwei Grundvoraussetzungen sollten fur eine erfolgreiche VergrofRerung prinzipiell
gewabhrleistet sein: Der Modellversuch erfolgt mit demselben Ruhrgut, das fir die
Hauptausfiihrung vorgesehen ist. Betriebsbedingungen wie beispielsweise die Temperatur,
die die Stoffwerte signifikant beeinflussen, mussen daher bei beiden Maf3stdben identisch
sein. Weiterhin soll die Hauptausfihrung geometrisch dhnlich zum ModellmaR3stab sein. Das
bedeutet, dass alle relevanten GroRenverhaltnisse (d D™, hd~t, hH™1...), aber auch die
Anstellwinkel der Ruhrerblatter in beiden Maf3staben identisch sein mussen. Sind diese beiden
Kriterien erfillt, muss das fiur die RUhraufgabe charakteristische beziehungsweise
bestmogliche Ubertragungskriterium gefunden werden. Dabei kann es sich um
dimensionslose Kennzahlen oder auch um dimensionsbehaftete physikalische Grof3en
handeln. Ergibt sich dieses Kriterium nicht plausibel aus der Ruhraufgabe, so muss es aus
experimenteller Erfahrung mit Ruhrapparaten unterschiedlicher Gré3e gewonnen werden. Die

wichtigsten Ubertragungskriterien sind identische Ruhrerumfangsgeschwindigkeit Utip,

volumenbezogener Leistungseintrag P V™!, Warmeubergangszahl ay oder identische

dimensionslose Kennzahlen wie Ne, Re oder Fr in beiden Maf3staben (Stiel3, 2009).
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4 Material und Methoden

4.1 Allgemeines Material

Alle Materialien, die tblicherweise bei bioverfahrenstechnischen Arbeiten verwendet werden,
sind im Anhang (Kapitel 13) zu finden. Hierzu zahlt eine genaue Auflistung der Puffer und
Losungen (Kapitel 13.2), der Chemikalien (Kapitel 13.3) sowie der Gerate und zugehdoriger
Software (Kapitel 13.4) zusammengefasst. Besondere Materialien, die einer genaueren

Spezifikation bedurfen, sind in den jeweiligen Unterkapiteln gesondert erwéhnt.

4.2 Verwendetes ABA-Triblock-Copolymer

Zur  Herstellung von  Polymervesikeln und  Polymermembranen wurde das
amphiphile  ABA-Triblock-Copolymer  Poly(2-methyloxazolin)-poly(dimethylsiloxan)-poly(2-
methyloxazolin) (PMOXA-PDMS-PMOXA) (Kapitel 3.1.2) verwendet. Die beiden hydrophilen
PMOXA-AuRenblocke des von der Firma Polymersource™ (Dorval QC, Kanada) hergestellten
Polymers haben eine durchschnittliche Lange von 15, der hydrophobe PDMS-Mittelblock eine
durchschnittliche Lange von 68 Monomereinheiten. Die Kettenenden des Polymers sind an
beiden Seiten mit Hydroxyl-Gruppen funktionalisiert. Es ist damit im Gegensatz zu mit
Methacrylat-Gruppen funktionalisierten Polymeren nicht durch radikalische Polymerisation
(ausgel6st durch UV-Strahlen) quervernetzbar (Nardin und Meier, 2001). Bei den Linkern
zwischen den Blécken handelt es sich um einfache Methylgruppen. Das amphiphile Triblock-
Copolymer weist eine gesamte molare Masse von 7600 g mol* (1300-5000-1300 g molt) und

eine sehr niedrige Polydispersitat PDI,, Gleichung (3.1), von 1,23 auf.

Das in seiner Konsistenz bei Raumtemperatur (RT) wachsartige Polymer wurde fur die
feststoffformige Verwendung bei -196 °C in einer Cryo-Muhle (CryoMill, Retsch, Haan,
Deutschland) pulverisiert und anschlie3end zur Vermeidung von Agglomeration bei -20 °C
gelagert. Fir die Verwendung in flissiger Form wurde das Polymer in gewtlinschtem Anteil in
Ethanol (99,8 %, unvergdllt) geldst. Aus Griinden der besseren Lesbarkeit ist im Folgenden
von Polymer beziehungsweise Polymerlésung die Rede, wenn pulverférmiges
beziehungsweise in Ethanol geldstes PMOXA15-PDMSgs-PMOXA15 gemeint ist.



54 Material und Methoden

4.3 Herstellung von Polymervesikeln

Polymervesikel wurden in drei verschiedenen Reaktionssystemen unterschiedlicher Mal3stabe
hergestellt. Vorversuche beziiglich der Verfahrensentwicklung zur effizienten Herstellung von
Polymersomen erfolgten im Milliliter-MaRRstab. Die Entwicklung eines reproduzierbaren
Prozesses wurde durch die Verwendung von parallel betriebenen, miniaturisierten
Ruhrkesselreaktoren ermdglicht. Die Mal3stabstibertragung des etablierten Prozesses in den
Liter-MaRstab wurde im Laborrihrkesselreaktor realisiert. Alle als wassrige Phase
fungierenden Reaktionsmedien wurden vor der Vesikelherstellung filtriert (0,2 pum).

4.3.1 Milliliter-Mal3stab

Vorversuche zur Polymervesikelherstellung erfolgten in verschlieBbaren zylindrischen

GlasgefaRen (5 mL Nominalvolumen). Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 4.1 dargestellt.

A B C

” ;
s . A

Abbildung 4.1: Versuchsaufbau zur Herstellung von Polymervesikeln im Milliliter-Maf3stab. A) 15-
fache, magnetische Rihrplatte mit Zudosierung der Polymerlésung in die zylindrischen Glasgefal3e tber
eine Schlauchpumpe. B) ReaktionsgefaR mit 5mL Nominalvolumen. C) Magnetischer
Kreuzbalkenriihrer zur Durchmischung des Reaktionsansatzes.

Die Polymersomen wurden in 1,5 mL Acetat-, PBS-, oder Tris-Puffer bei pH5,
pH 7,4 beziehungsweise pH 9 im Siebenfachansatz (Dispersionsmethode) beziehungsweise
im Vierfachansatz (Ethanolmethode) hergestellt. Fir die Herstellung der Vesikel tber die
Dispersionsmethode wurde das pulverférmige Polymer im gewiinschten Massenanteil (0,25-
3 % wi/v) vorgelegt und dann im Puffer dispergiert. Fur die Herstellung der Vesikel mittels der
Ethanolmethode wurde die Polymerldsung (2-50 % w/v) kontinuierlich mit einer
Schlauchpumpe (Analog MS 4-4/12, ISMATEC, Wertheim, Deutschland) zur gerthrten
wassrigen Phase dosiert (0,6-34,0 mL h'). Dabei fungierte ein Schlauchverbinder (Tygon-
Schlauche mit  0,25mm  Innendurchmesser,  Schlauchverbinder mit 0,3 mm

Innendurchmesser), der direkt in die gerihrte wassrige Phase ragte, als Injektionsdise.
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Magnetische Kreuzbalkenrthrer (Durchmesser: 1 cm) erméglichten die Durchmischung in den
Gefalen bei 150-950 min* auf einer 15-fachen Rihrplatte. Durch die Platzierung der Platte in
der Klimakammer oder einem Thermoschrank lag die Reaktionstemperatur bei 4 °C
beziehungsweise bei 30 °C.

4.3.2 Miniaturisierte Rihrkesselreaktoren

Die Verfahrensentwicklung zur reproduzierbaren, effizienten und skalierbaren Herstellung von
Polymersomen wurde in parallel betriebenen miniaturisierten Rihrkesselreaktoren in einem
48-fachen Bioreaktorblock (bioREACTOR 48, 2mag, Muinchen, Deutschland) realisiert
(Weuster-Botz et al.,, 2005; Kusterer et al., 2008). Samtliche Versuche wurden im
Dreifachansatz durchgefiihrt.

Reaktorblock und Rihrkesselreaktoren

Die Verwendung des 48-fachen Bioreaktorblocks ermdglichte die Polymersomenherstellung
unter kontrollierten Prozessbedingungen. In dem Reaktorblock, dargestellt in Abbildung 4.2 A,
kénnen bis zu 48 miniaturisierte Ruhrkesselreaktoren, dargestellt in Abbildung 4.2 B, integriert

werden.

B W N -

Abbildung 4.2: A) Aufbau des 48-fachen Bioreaktorblocks. (1) Deckel mit Offnungen fiir Probenahme
und Zudosierung, (2) Kopfraumkiihlung, (3) Offnungen fir die Milliliter-Bioreaktoren, (4) integrierter
Warmetauscher fir die Kontrolle der Prozesstemperatur und magnetisch induktiver Antrieb fur die
Ruhrer. B) Unbewehrter Milliliter-Bioreaktor. Am Boden sind die Platze fur die optionale Anbringung von
polymerbasierten Sensoren fir die pH- beziehungsweise O2-Messung zu sehen.

Die zylindrischen, miniaturisierten Ruhrkesselreaktoren mit einem Arbeitsvolumen von 8-
15 mL (Hohe: 86 mm, Innendurchmesser: 20 mm) sind aus Polystyrol gefertigt (2mag,
Munchen, Deutschland). In dieser Arbeit wurden sowohl unbewehrte Reaktoren als auch
solche mit vier gleichmaRig verteilten Stromungsbrechern (HOohe: 59 mm, Breite: 2 mm)
verwendet. Da die Herstellung von Polymervesikeln keine Sauerstoff- oder pH-Kontrolle
erforderte, wurden Reaktoren ohne integrierte O,- oder pH-Sensoren verwendet. Die

Offnungen im Deckel des Reaktorblocks ermdoglichten die individuelle Zudosierung fliissiger
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Komponenten zu jedem einzelnen Reaktor. Die Beprobung erfolgte auf demselben Weg. Die
integrierte Kopfraumkihlung (4 °C) minimiert Volumenverluste durch Verdunstungseffekte
wahrend des Prozesses. Die Prozesstemperatur selbst wurde durch einen integrierten
Warmetauscher im unteren Teil des Blockes kontrolliert. In diesem Bereich ist zudem der
magnetisch induktive Antrieb fir die Rihrorgane installiert.

Der Reaktorblock wurde in dieser Arbeit sowohl als allein stehende Einheit als auch integriert
in die Landschaft eines Laborroboters (FreedomEvo, Tecan, Mannedorf, Schweiz) zu

Automatisierungszwecken verwendet.

Ruhrorgane

Fur den Einsatz in den miniaturisierten Rihrkesselreaktoren stehen vier verschiedene
Ruhrergeometrien zur Verfigung. Der sogenannte gasinduzierende Ruhrer (G), der Paddel-
Ruhrer (P), der H-Rihrer (H) und der S-Rihrer (S) sind schematisch in Abbildung 4.3 A

dargestellt.
G P H S

Abbildung 4.3: A) Vier verschiedene, fur den 48-fachen Bioreaktorblock zur Verfiigung stehende,
Ruhrertypen. (G) Gasinduzierender Ruhrer, (P) Paddelrihrer, (H) H-Rihrer und (S) S-Ruhrer.
B) Schema eines S-Ruhrers im unbewehrten Milliliterreaktor. Modifiziert nach (Briining, 2012).

A B

Der gasinduzierende Ruhrer ermdglicht den Eintrag von Gasblasen in die Fliissigphase. Er ist
universell fur die Kultivierung verschiedener Mikroorganismen in  miniaturisierten
Ruhrkesselreaktoren einsetzbar. Durch die Rotation des Ruhrers wird die Gasphase aus dem
oberen Bereich des Reaktorblocks durch die hohle Rihrerachse angesaugt und im Medium
dispergiert. Simultan stromt die Flissigphase am Reaktorboden in die Bohrungen des
Ruhrers, wodurch eine starke axiale Stromung im Reaktor und hohe Turbulenzen entstehen
(Puskeiler und Weuster-Botz, 2004; Puskeiler et al., 2005a; Puskeiler et al., 2005b). Ein
hingegen Uberwiegend tangentiales Stromungsprofil entsteht bei Verwendung des einseitigen

Paddelrihrers, der aufgrund seines Durchmessers ausschlief3lich in unbewehrten Reaktoren
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verwendet werden kann. Er wurde fur die Kultivierung scherempfindlicher Mycel-bildender
Mikroorganismen entwickelt (Hortsch und Weuster-Botz, 2010a; Hortsch, 2011). Der H- und
der S-Ruhrer wiederum wurden urspriinglich fir die Homogenisierung von Suspensionen mit
hohem Feststoffanteil, genauer fur die enzymatische Hydrolyse von suspendiertem
Pflanzenmaterial, konstruiert. Dabei erzeugt der H-Rihrer ein dominierendes tangentiales
Stromungsprofil ohne axiale Komponente. Der S-Ruhrer, der geometrisch d@hnlich zum H-
Ruhrer aufgebaut ist aber nur zwei RuUhrerblatter aufweist, sorgt fur eine effiziente
Durchmischung des Reaktionsmediums oberhalb und unterhalb des Ruhrers. Er ruft dabei ein
radiales, tangentiales sowie axiales Stromungsprofil im RuUhrkesselreaktor hervor
(Riedlberger, 2012; Riedlberger und Weuster-Botz, 2012; Riedlberger et al., 2013).

Im Inneren jedes Ruhrers ist ein Dauermagnet integriert, der in Kombination mit dem
magnetisch-induktiven Antrieb des Reaktorblocks dessen freie Rotation um die Rihrerachse
ermdglicht. Die Achse ist Uber eine Steckverbindung am Deckel des Reaktorblocks befestigt.
Ein Schema des S-Ruhrers im unbewehrten Rihrkesselreaktor ist in Abbildung 4.3 B zu
sehen. Die Ruhrerdrehzahl kann in Intervallen von 20 min! im Bereich bis zu maximal

4000 mint mit Hilfe eines Steuergerates kontrolliert werden.

In Tabelle 4-1 sind wichtige Charakteristika der vier Rihrertypen wie Durchmesser d, Hohe h,
Verhaltnis von Rihrer- zu Reaktordurchmesser d D=1, Verhaltnis von Riuhrerhdhe zu Fullhhe
bei 12 mL Fillvolumen h H™, die maximal mégliche Ruhrgeschwindigkeit n,,,,, das Verhaltnis
von maximaler Energiedissipation zu mittlerem, massenbezogenen Leistungseintrag @,
Gleichung (3.50), sowie das Stromungsprofil zusammengefasst.

Tabelle 4-1: Charakteristik des gasinduzierenden Ruhrers (G), des Paddelriihrers (P), des H-Rilhrers
(H) und des S-Ruhrers (S).

Gl p2 H3 Sk
d, mm 14,5 16,2 14,4 14,4
h,mm 8,0 57,0 29,0 27,5
dD™!,— 0,73 0,81 0,72 0,72
hH™1, — 0,19 1,33 0,69 0,64
Ny, Min ™10 4000 2000 3000 4000
> = '"T— 10,0 2 6,0 ¢ 7,40
Suomungsprof  Siadal  Uewiedsnd  Uhewetend AL el

1 (Puskeiler, 2004; Hortsch und Weuster-Botz, 2010b), 2 (Hortsch et al., 2010; Hortsch und Weuster-
Botz, 2010a), 3(Riedlberger, 2012; Riedlberger und Weuster-Botz, 2012; Riedlberger et al., 2013)
a|n bewehrten Reaktoren, ° in unbewehrten Reaktoren, ¢ Daten nicht verfligbar
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Herstellung der Polymervesikel

Polymervesikel wurden in den miniaturisierten Rihrkesselreaktoren sowohl (ber die
Dispersions- als auch Uber die Ethanolmethode in verschiedenen Puffern (Acetat-, PBS-,
Phosphat-, Tris-Puffer) und in doppelt destiliertem Wasser (dd H.O) bei einem
Reaktionsvolumen von 10-15mL hergestellt. Bei Herstellung der Vesikel Uber die
Dispersionsmethode wurde das pulverformige Polymer direkt in der wassrigen Phase

dispergiert (1 % w/v in 12 mL).
Die Herstellung tUber die Ethanolmethode wurde auf drei verschiedenen Wegen umgesetzt:

Injektionsmethode. FiUr die schnelle Bereitstellung von Polymersomen mit einer
Polymerkonzentration von 0,25-1,0 % w/v wurde die Polymerldsung (10-40 % wi/v) mit Hilfe
einer Spritze und einer Einwegkandle tiber die Offnungen im Deckel des Reaktorblocks direkt
in die geruhrte wassrige Phase injiziert.

Zudosierung der Polymerlésung Uber eine Schlauchpumpe. Fir die Verfahrens-
entwicklung des Herstellungsprozesses wurde die Polymerlésung (15-25 % w/v) mit
unterschiedlichen konstanten Zulaufraten (1,0-6,8 mL min) (ber eine Schlauchpumpe
(Analog MS 4-4/12, ISMATEC, Wertheim, Deutschland) direkt in die wassrige Phase geleitet.
Ein Schlauchverbinder (Tygon-Schlduche mit 0,25 mm Innendurchmesser, Schlauchverbinder
mit 0,3 mm Innendurchmesser), der direkt ins Reaktionsmedium reichte, diente hierbei als

Injektionsduse.

Zudosierung der Polymerldsung mit Hilfe eines Pipettierroboters. Um die automatisierte
Polymersomenherstellung zu ermdglichen, wurde ein in die Landschaft des Laborroboters
integrierter Reaktorblock eingesetzt. Die Zugabe der Polymerlésung (20 % wi/v) erfolgte
hierbei nicht kontinuierlich wie bei Verwendung der Schlauchpumpe, sondern intermittierend
mit Hilfe des Pipettierroboters. Uber dessen Ansteuerung mittels der Software FedBatch-XP
(Dasgip, Jilich, Deutschland) wurden unterschiedliche, konstante, quasikontinuierliche
Zulaufraten im Bereich von 0,25-6,8 mL min? realisiert. Hierbei wurden Uber die acht
teflonbeschichteten Spitzen des Pipettierroboters Einzelvolumina von 10-100 pL direkt in die
geruhrte wassrige Phase zugegeben. Der Arbeitsablauf wurde dabei so programmiert, dass
die Spitzen des Pipettierroboters nach jeder Zugabeeinheit aus dem Reaktor zuriickgezogen
wurden. So wurde verhindert, dass sie unerwiinschterweise als Stromungsbrecher fungieren

und so das im Rihrkesselreaktor vorliegende Stromungsprofil beeintrachtigen.
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Probenahme

Die Probenahme erfolgte stets mit Hilfe einer 1 mL-Spritze und einer Mehrwegkanile
(Innendurchmesser: 1,5 mm) tiber die hierfiir vorgesehene Offnung im Reaktordeckel. Um die
Homogenitat der Probe zu gewéhrleisten, wurde sie direkt aus der geriihrten, wassrigen Phase

entnommen.

4.3.3 Liter-Mal3stab

Die Malstabstbertragung des Prozesses zur Herstellung von Polymersomen in
Ruhrkesselreaktoren wurde im Laborreaktor KLF 2000 (BioEngineering, Wald, Schweiz)
realisiert. Im Folgenden werden der Versuchsaufbau sowie die verwendeten

Ruhrergeometrien genauer erlautert.

Versuchsaufbau und Herstellung der Polymervesikel

Ein Schema des Versuchsaufbaus zur Herstellung von Polymervesikeln im Liter-Maf3stab im

Laborreaktor (Durchmesser D: 0,10 m) ist in Abbildung 4.4 dargestellt.

hs

A

Abbildung 4.4: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Herstellung von Polymersomen
im Liter-Maf3stab. Die 20 % w/v Polymerldsung wird mit Hilfe einer Schlauchpumpe direkt in gertihrtes,
dd H20 (Fullhéhe H) in den Reaktor (Durchmesser D) geleitet. Der Rihrer (Durchmesser d, Hohe h,
Einbauhdhe hg) wird Gber einen Motor M unterhalb des Reaktors im Uhrzeigersinn angetrieben.
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In diesem Mal3stab erfolgte die Vesikelherstellung ausschlie3lich tber die Ethanolmethode.
Um eine Polymerkonzentration von 1 % w/v bei einem Reaktionsvolumen V von 15L
(Fullhéhe H: 0,22 m) zu erreichen, wurden 0,075 L der 20 % w/v Polymerlésung aus einem
Vorratsbehalter mit Hilfe einer Schlauchpumpe (GUV-150, Meredos, Bovenden, Deutschland)
Uber ein Zulaufrohr (Innendurchmesser: 50 mm) direkt in 1,425 L dd H.O geleitet (Zulaufrate
V: 15L h?). Direkt nach abgeschlossener Zudosierung der Polymerlésung wurde das
Zulaufrohr aus dem Reaktor entfernt. Die verwendeten Ruhrertypen (Durchmesser d, HOhe h,
Einbauhdhe hg) wurden Uber eine Ruhrerwelle durch einen Motor M unterhalb des Reaktors
im Uhrzeigersinn angetrieben. Die Bestimmung der Korrekturgleichung zur Berechnung der
realen Rihrerdrehzahl tiber die am Display des Steuergerates angezeigte Rihrerdrehzahl ist
in Kapitel 13.1.4 zu finden. Die Probenahme erfolgte tiber ein Probenahmeventil am Boden
des Reaktors. Die Polymervesikel wurden im unbewehrten Laborreaktor und im Reaktor mit

vier gleichmaRig verteilten Strémungsbrechern (Hohe: 28 cm, Breite: 1 cm) hergestellt.

Ruhrer

Fur die Polymersomenherstellung im Liter-Maf3stab fanden finf unterschiedliche
Standardrihrer, dargestellt in Tabelle 4-2, Verwendung. Klassische Scheibenrihrer, die ein
radiales Stromungsprofil erzeugen, wurden ebenso eingesetzt wie Propellerriihrer, die eine
axiale auf- oder abwarts Stromung hervorrufen. Es wurden verschiedene Ruihrer mit
variierendem Durchmesser d und unterschiedlicher Hohe h sowie mit drei, vier oder sechs
Ruhrerblattern unterschiedlichen Anstellwinkelns a (von 20° bis 90°) eingesetzt. Die Ruhrer
wurden je nach Anforderung an den Leistungseintrag bei einer H6he hg von 50 mm oder

72 mm eingebaut.

Bestimmung des Leistungseintrags

Der charakteristische Leistungseintrag der verschiedenen Ruhrorgane (vgl. Tabelle 4-2) im
Laborrihrkesselreaktor wurde differentiell Uber ein direkt an den Rihrermotor
angeschlossenes Wattmeter (2100 Digital Watt Analyzer, Valhalla Scientific, San Diego, USA)
gemessen. Der Leistungseintrag wurde im Bereich von 0-2000 min im leeren Reaktor und im
mit 1,5 L dd H,O befiillten Reaktor bestimmt. Uber die Differenz der Werte aus beiden

Messungen wurde die netto in die Flissigphase eingebrachte Leistung bestimmt.
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4.4 Beladene Polymervesikel

In dieser Arbeit wurden Polymervesikel mit Molekulen unterschiedlicher Grof3e beladen. Kleine
Molekile wie der Fluorophor Calcein (0,6 kDa) wurden ebenso verkapselt wie grin
fluoreszierendes Protein (eGFP) (29,1 kDa) (Cormack et al., 1996) und N-Acetyl-
neuraminatlyase aus Escherichia coli K12 (NAL) (4x34,8 kDa). Die Losungen mit den zu
verkapselnden Molektlen wurden in Tris-Puffer, pH 8, (Kapitel 13.1) angesetzt.

4.4.1 Herstellung

Die Polymervesikel wurden direkt wahrend des Herstellungsprozesses in miniaturisierten
Ruhrkesselreaktoren (Kapitel 4.3.2) mit den gewtinschten Molekilen beladen. Hierfir wurden
11,4 mL der L6sung mit der gewlinschten Konzentration an zu verkapselnden Molekilen bei
4000 mint mit dem S-Ruhrer in unbewehrten Ruhrkesselreaktoren bei 4 °C (NAL) oder 25 °C
(Calcein, eGFP) geriihrt. Durch die Zugabe von 0,6 mL einer 20 % w/v Polymerlésung mittels
der Injektionsmethode (Kapitel 4.3.1) wurde die Verkapselung der Gastmolekile im Inneren
der Vesikel direkt wahrend der Formierung der Polymersomen innerhalb von ca. 2 h (abh&ngig
von der Art der Gastmolekile) erzielt.

4.4.2 Reinigung

Dialyse

Die Dialyseschlauche wurden vor Verwendung mindestens 30 min in Tris-Puffer &quilibriert.
Danach wurden diese mit der zu reinigenden Polymersomendispersion beflillt und bei 4 °C
und leichtem Ruhren gegen ein Puffervolumen von mindestens dem 100-fachen des
Probenvolumens dialysiert. Dies wurde wiederholt, bis der zu dialysierende Stoff mit den
jeweiligen analytischen Methoden aul3erhalb der Dialysemembran nicht mehr nachgewiesen
werden konnte. Fir mit Calcein beladene Polymervesikel wurde ein Dialyseschlauch mit der
AusschlussgrofRe 12-14 kDa verwendet. Im Fall von mit Proteinen beladene Polymersomen
betrug diese 300 kDa.

GrofRenausschlusschromatographie

Fur die Reinigung der beladenen Polymersomendispersion mittels Grélenausschluss-
chromatographie (Size Exclusion Chromatography, SEC) wurde das pordse Material
Sepharose 4B (Agarose Gelfiltrationsmedium) mit einem Trennbereich von 70-20.000 kDa
verwendet. Grof3e Partikel wie Polymervesikel dringen nicht in die Poren der stationaren
Phase ein. Sie verlassen demnach die Saule als erstes zusammen mit der mobilen Phase. Die

deutlich kleineren, nicht verkapselten Molekiile dringen auf ihrem Weg durch die Séaule in die
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Poren des pordsen Packungsmaterials ein und werden dadurch spéter eluiert. Somit wird die
Retentionszeit beziehungsweise das notige Elutionsvolumen von der GrofRe der Partikel
bestimmt. Die SEC ermdglicht auf diese Weise die Trennung der beladenen Vesikeln von nicht
verkapselten Molekilen. Eine schematische Darstellung dieser Reinigungsmethode ist in
Abbildung 4.5 dargestellt.

-:,.;. :.. )

Beladene Unverkapselte
Polymervesikel Molekile
L] .
: ¢ °,® ’. °
° S eo°
: @
Beladene Polymersomen = 0o ®eo®°®,
in urspringlicher Lésung 8 ®e '.o o
|
(73]

Elutionsvolumen

Abbildung 4.5: Reinigung von beladenen Polymervesikeln Gber Gré3enausschlusschromatographie
(SEC): Die vergleichsweise grol3en, beladenen Polymervesikel verlassen die Saule vor den signifikant
kleineren, unverkapselten Molekdlen.

Bei grof3en zu reinigenden Volumina (10-20 mL) wurde eine 140 mL fassende SEC-Saule
verwendet. Nach Equilibrierung der Saule mit mindestens zwei Saulenvolumina entgastem
Tris-Puffer wurde sie mit zu reinigenden Polymersomen beladen und diese anschlieBend bei
einer Flussrate von 1 mL mint aufgetrennt. Die gereinigte Probe wurde mit Hilfe eines

Fraktionierers automatisch in 5 mL Fraktionen gesammelt.

Kleine Probenvolumina (0,1-0,5mL) wurden manuell Uber 2,5mL fassende,
gravitationsgetriebene und ebenfalls mit Sepharose 4B gepackte SEC-Saulen gereinigt. Diese
wurden nach Equilibrierung (analog zur 140 mL SEC-Saule) manuell mit Hilfe einer Pipette
beladen. AnschlieBend wurde die Probe ebenfalls manuell sukzessiv mit 200 yL Tris-Puffer

eluiert und in Fraktionen desselben Volumens aufgetrennt.

443 Lyse

Die Lyse der beladenen Polymersomen erfolgte chemisch mit Hilfe des nicht-ionischen
Tensids n-Octylpolyoxyethylen (OPOE). Dieses wurde zunéchst als 10 % v/v Stammldsung in
dd H>O angesetzt. Um die Desintegration der Polymermembran zu erreichen, wurde sie mit
der Polymersomendispersion zehnfach verdinnt. Die Endkonzentration von 1 % v/v

Detergenz fuhrte ohne Inkubationsdauer zum vollstandigen Aufschluss der Vesikel.
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4.5 Mechanische und thermische Belastung von Polymervesikeln

Zur Charakterisierung der mechanischen und thermischen Stabilitdt von unbeladenen und
beladenen Polymervesikeln (0,5 % w/v oder 1,0 % wi/v), hergestellt Gber die Injektionsmethode
(Kapitel 4.4.1), wurden diese bei unterschiedlichen Temperaturen mit Scherkraften belastet.
Soweit nicht anders erwéahnt, erfolgten die Versuche im Dreifachansatz.

45.1 Extrusion

Die Extrusion erfolgte mit dem Ziel, Polymersomen mit den typischerweise bei diesem
Verfahren wirkenden Scherkréften zu beanspruchen. Hierfir wurde die Dispersion mit
unbeladenen oder beladenen Polymervesikeln bei Raumtemperatur (RT) mehrfach extrudiert.
Dies erfolgte manuell mit einer Spritze und einer in einen Spritzenvorsatzfilter integrierbaren
Einweg-Polycarbonat-Membran mit definierten PorengréRen von 0,1 um oder 0,2 um. Zur
Verdrangung der Luftblasen aus den Nanoporen wurden die Membranen 30 min vor

Verwendung im Puffer der jeweiligen Polymersomendispersion eingelegt.

45.2 Konstante Scherraten

Der Einfluss verschiedener konstanter Scherraten auf Polymersomendispersionen wurde mit
Hilfe einer temperierbaren Doppelspaltapparatur (Rheomat RM 115, proRheo, Althengstet,
Deutschland), bestehend aus zwei Messzylindern, bei 30-50 °C untersucht. Uber 15 definierte
Geschwindigkeitsstufen wurden in dem 2 mm breiten Spalt konstante Scherraten im Bereich
von 0,266-3430 s erzeugt. Fur die Messungen wurden 15 mL der zu untersuchenden
Polymersomendispersion in den Doppelspalt gefiillt. Die Probenahme von jeweils 0,5 mL im
Zeitraum von bis zu 24 h erfolgten mit einer Spritze Uber eine Einwegkanile direkt aus dem
Doppelspalt. Die Proben wurden anschlieBend zur Entfernung moglicher Polymeraggregate in

1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefalen zentrifugiert (16.200xg, 6 min, RT).

4.5.3 Prozessbedingungen in miniaturisierten Ruhrkesselreaktoren
Stabilitat unbeladener Polymersomen wéahrend der Herstellung

Die mechanische Stabilitat der Polymersomen wahrend des Herstellungsprozesses via
Dispersions- und Ethanolmethode bei 25 °C wurde unter Verwendung des Paddel-Ruhrers,
des H-Ruhrers und des S-Ruhrers (Kapitel 4.3.2) in unbewehrten Rihrkesselreaktoren bei
2000-4000 min* bis zu 48 h untersucht. Die Proben (0,5 mL) wurden in 1,5 mL Eppendorf-
ReaktionsgefalRen zentrifugiert (16.200xg, 6 min, RT). Der Uberstand diente der Analytik
mittels DLS-Messung (Kapitel 4.7.2) wohingegen das Pellet fur die Bestimmung der

Polymertrockenmasse (Kapitel 4.10.1) herangezogen wurde.



Material und Methoden 65

Stabilitat unbeladener Polymersomen nach der Herstellung

Die Stabilitat von unbeladenen Polymersomen wurde in unbewehrten Reaktoren untersucht.
Die Polymersomendispersion wurde durch Rotation des S-Ruhrers in unbewehrten Reaktoren
bei 1000-4000 min* und bei Prozesstemperaturen von 8-60 °C bis zu 48 h beansprucht. Die
Proben (0,5 mL) wurden ohne Zentrifugation fir die Analytik mittels DLS-Messung (Kapitel
4.7.2) und Trubungsmessung (Kapitel 4.7.3) verwendet.

Stabilitat beladener Polymersomen nach der Herstellung

Es wurde die Stabilitat von mit 15 mM Calcein und mit 300 pg mL? NAL (Einfachansatz)
beladenen Polymersomen untersucht. Fir das Aufbringen der mechanischen Belastung wurde
der S-Ruhrer in unbewehrten Milliliter-Reaktoren bis zu 48 h betrieben. Dabei wurden
konstante Rihrerdrehzahlen im Bereich von 100-1000 min und Prozesstemperaturen von 8-
40 °C realisiert. Die Proben (0,1 mL) wurden zum einen fur DLS-Messungen (Kapitel 4.7.2)
und zum anderen fir Fluoreszenzmessungen (Kapitel 4.10.4) beziehungsweise die
Bestimmung der NAL-Konzentration (Kapitel 4.10.3) herangezogen. Um den relativen Austritt
der Gastmolekiile zu bestimmen wurden die beiden letztgenannten analytischen Methoden
sowohl bei unlysierten als auch bei mittels des Detergenz OPOE aufgeschlossenen
Polymersomen (Kapitel 4.10.2) durchgefiihrt.

4.6 Belastung von Polymervesikeln in Zweiphasensystemen

Die Stabilitdt von unbeladenen Polymersomen (1 % w/v in dd H,O), hergestellt Gber die
Injektionsmethode (Kapitel 4.3.2), in Zweiphasensystemen wurde im Mikroliter- und Milliliter-
Mal3stab sowie in miniaturisierten Rihrkesselreaktoren untersucht. Soweit nicht anders

erwahnt, erfolgten die Versuche im Dreifachansatz.

4.6.1 Verwendete Zweiphasensysteme

Es wurden 23 verschiedene, nicht mit Wasser mischbare Lésemittel aus den chemischen
Gruppen der Ether und Ester (Tabelle 13-19), der Ketone (Tabelle 13-20), der Alkohole
(Tabelle 13-21) sowie der aliphatischen, aromatischen und chlorierten Kohlenwasserstoffe
(Tabelle 13-22) zur Bildung der Zweiphasensysteme verwendet. Die Strukturformeln der
Losemittel und ihre charakteristischen Werte fiir ihren log P (Kapitel 3.3.3), ihren Siedepunkt
Tsp und ihre Dichte p,q - sind in Tabelle 13-19 bis Tabelle 13-22 zusammengefasst. Zudem
wurden drei verschiedene ionische Flissigkeiten mit unterschiedlichem Kation (1-Butyl-3-

methyl-imidazolium [BMIM]*, 1-Hexyl-1-methylpyrrolidinium [HMPL]*, N-Hexylpyridinium
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[HPYR]") und jeweils demselben Anion (Bis(trifluormethylsulfonyl)imid [NTF]") verwendet. In
Tabelle 13-23 sind die zugehdrigen Strukturformeln dargestellt.

4.6.2 Mikroliter-Mal3stab

Der Einfluss des log P (Gleichung (3.33)) der 23 Losemittel und der Einfluss der drei ionischen
Flussigkeiten [BMIM] [NTF], [HMPL] [NTF] und [HPYR] [NTF] auf die Polymersomenstabilitat
in Zweiphasensystemen wurde in 200 pL-Reaktionsgefal3en bei einem Gesamtvolumen von
100 pL untersucht. Die Konzentration des Losemittels beziehungsweise der ionischen
Flissigkeit betrug dabei 1% v/v oder 10 % v/v. Die zwei Phasen wurden in speziellen
Einsatzen durch Schiitteln der Reaktionsgefale in einer Schwingmuhle (3 min, 3 s, RT) in
Kontakt gebracht. Die Phasentrennung mittels Zentrifugation (16.200xg, 6 min, RT) wurde mit
Hilfe derselben Einséatze durchgefuhrt. Die Probenahme (0,05 mL) aus der wassrigen Phase

erfolgte mit einer Spritze und einer Einwegkaniile.

4.6.3 Milliliter-Mal3stab

Die wassrige Polymersomendispersion und die Losemittelphase beziehungsweise die
ionische Flussigkeit wurden im Milliliter-MaR3stab in zylindrischen Glasgefafen (5 mL
Nominalvolumen) bei einem Gesamtvolumen von 1 mL in Kontakt gebracht. Der Anteil der
nicht-wassrigen Phase betrug 10 % v/v beziehungsweise 20 % v/v. Die Durchmischung wurde
mit einem Kreuzbalkenrihrer realisiert (150 min®?, 24 h, RT). Fur die Phasentrennung wurde
der gesamte Reaktionsansatz in 1,5 mL-Eppendorf-Reaktionsgefaf3e uberfihrt und
zentrifugiert (16.200xg, 6 min, RT). Die Probenahme (0,1 mL) aus der wassrigen Phase

erfolgte mit einer Spritze und einer Einwegkantile.

4.6.4 Miniaturisierte Rihrkesselreaktoren

Es wurde die Stabilitat von unbeladenen und von mit 15 mM Calcein oder mit 300 pug mL™* NAL
(Einfachansatz) beladenen Polymersomen in Gegenwart von 20 % v/v nicht-wassriger Phase
untersucht. Die zwei Phasen wurden mittels des S-Ruhrers (Kapitel 4.3.2) bei 500 min* und
bei 25 °C in unbewehrten Reaktoren bis zu 48 h lang in Kontakt gebracht. Die Proben (0,1 mL)
wurden in 200 pL-ReaktionsgefaRe dberfuhrt und zentrifugiert (16.200xg, 6 min, RT).
AnschlieRend wurde der Verlust an Calcein (Kapitel 4.10.4) beziehungsweise NAL

(Kapitel 4.10.3) anhand der wassrigen Phase bestimmit.
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4.7 Charakterisierung von Polymervesikeln

4.7.1 Messung der statischen Lichtstreuung

Die Charakterisierung von Polymervesikeln mittels statischer Lichtstreuung (SLS) zur
Bestimmung der Aggregationszahl, Gleichung (3.4), wurde von der Firma ALV (Langen,
Deutschland) im Rahmen einer Auftragsmessung durchgefihrt. Es wurde ein ALV/CGS-3
Compact Goniometer, ausgestattet mit einem grinen, frequenz-gedoppelten Neodym-
dotierten Yttrium-Aluminium-Granat-Laser (Nd:YAG-Laser) (532 nm) verwendet. Hierfur
wurde eine Polymersomendispersion (1 % w/v, dd H,O) uber die Injektionsmethode
hergestellt (Kapitel 4.3.2) und drei Mal mit Hilfe von PC-Membranen mit einem
Porendurchmesser von 200 nm extrudiert. Die Polymersomendispersionen wurden verdinnt
(0,05 % w/v, 0,1 % wiv, 0,167 % w/v und 0,2 % w/v) und jeweils bei Streuwinkeln zwischen
20-150° bei 25°C vermessen. Das fur die Bestimmung notwendige Refraktionsindex-
Inkrement dn dc™! der PMOXA-PDMS-PMOXA-Vesikel wurde mit dem Wert 0,188 mL g*
angenommen. Dieser Wert fir Polymervesikel aus PMOXA2:-PDMS7,-PMOXA.2, (ahnliche
Kettenldnge zu dem in dieser Arbeit verwendeten Polymer PMOXA1s-PDMSes-PMOXA15)
bestimmt (Nardin et al., 2000a). Um die mittlere molekulare Masse eines Vesikels zu
bestimmen, wurden die Daten Uber einen Berry-Plot (Kapitel 13.1.5) extrapoliert.

4.7.2 Messung der dynamischen Lichtstreuung
Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung bei der Messung der dynamischen Lichtstreuung (DLS) ist von
erheblicher Wichtigkeit. Um Fehlmessungen zu vermeiden wurden generell alle Flissigkeiten,
die zur Herstellung der Polymervesikel (Kapitel 4.3) oder zum Verdinnen der Proben

verwendet wurden, filtriert (0,2 pum).

Polymersomendispersionen, die tber die Dispersionsmethode hergestellt wurden, wurden vor
der DLS-Messung zentrifugiert (16.200xg, 6 min, RT). Selbiges erfolgte fir Polymersomen,
die Uber die Ethanolmethode hergestellt und direkt mit Polymersomen aus der
Dispersionsmethode verglichen wurden. Der Uberstand wurde anschlieRend 10-fach mit dem
jeweiligen Dispersionsmittel (dd H.O oder Puffer) verdinnt. Fir Proben von Polymersomen,
die Uber die Ethanolmethode hergestellt wurden, jedoch nicht mit Proben von Polymersomen,
die Uber die Dispersionsmethode hergestellt wurden, verglichen wurden, erfolgte keine
Probenvorbereitung. Sie wurden direkt 10- oder 100-fach mit dem jeweiligen Dispersionsmittel
verdiinnt. Durch die Verdinnung wurde gewahrleistet, dass die Probenkonzentration im

optimalen Messbereich von 0,1 mg mL™* fir PartikelgroRen von 10-100 nm und 0,01 mg mL™*


https://de.wikipedia.org/wiki/Neodym
https://de.wikipedia.org/wiki/Yttrium
https://de.wikipedia.org/wiki/Aluminium
https://de.wikipedia.org/wiki/Granatgruppe
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fur PartikelgréRen von 100-1000 nm (Malvern, 2013) lag. Die Proben (0,5 mL) wurden in
10 mm Halbmikro-Kuvetten aus Polycarbonat vermessen. Die Filtration oder Extrusion der
Polymersomendispersion, wie sie Ublicherweise vor der DLS-Messung angewendet wird
(Nardin et al., 2000a; Nardin und Meier, 2001; Kita-Tokarczyk et al., 2005), wurde nicht
durchgefuhrt. Dadurch konnte die Beeinflussung der ursprunglichen PartikelgréRenverteilung
vermieden werden.

Verwendetes Gerat und Gerateeinstellungen

Zur Bestimmung der PartikelgréRenverteilung der Polymersomendispersion wurde ein
Zetasizer Nano S ZEN 1600 (Malvern, Worcestershire, UK) verwendet. In Abbildung 4.6 ist die

Funktionsweise der DLS-Messung systematisch dargestellt.

Daten-
Analyse

Detektor

Roter
HeNe-Laser

Datenbearbeitung

Dampfer

Bewegliche
Linse

Klvette

Abbildung 4.6: Schematische Darstellung der DLS-Messung. Die Intensitat des roten Helium-Neon-
Gaslasers der Wellenlange 633 nm kann durch einen Dampfer automatisch angepasst werden. Durch
die bewegliche Linse ist der Messort in der Kilvette ebenfalls automatisch optimierbar. Die Messung
erfolgt bei einem Streuwinkel von 173°. Nach Erfassung der Photonen am Detektor werden die Daten
analysiert und liegen dann dem Nutzer fir die weitere Datenbearbeitung am Computer vor.

Dieses DLS-Gerat ist mit einem roten Helium-Neon-Gaslaser der Wellenlange 633 nm
(Laserleistung: 4 mW, Strahldurchmesser: 0,63 mm), dessen Starke mit Hilfe eines Dampfers
von 0,0003-100 % in elf Stufen reguliert werden kann, ausgestattet. Uber einen sogenannten
avalanche Photodioden-Detektor konnen Partikel im GréRenbereich von 0,3-10.000 nm
erfasst werden. Dabei wird die NIBS® (Non-Invasive-Back-Scatter)-Methode angewendet.
Dies bedeutet, dass das von der Probe gestreute Licht nicht wie sonst Ublich im 90°-Winkel,
sondern bei 173° gemessen wird. Da grof3e Partikel das Licht Uberwiegend vorwarts streuen,

wird durch diese Technologie gewahrleistet, dass die Prasenz von kleinen Partikeln in der
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Probe nicht durch die erheblich hhere Streuung von grof3en Partikeln maskiert wird. Zum
anderen kann durch eine bewegliche Linse vor dem Laser der Messort in der Zelle variiert
werden. Proben mit sehr wenigen und/oder sehr kleinen Partikeln kénnen mit einem
maximalen gemessenen Volumen bis zur Kivettenmitte gemessen werden. Dies erhoht das
Verhdltnis von Sighal zu Messrauschen und verbessert damit die Sensitivitat der Messung.
Stark konzentrierte Proben oder solche mit vielen grof3en Partikeln kénnen am Rand der
Kivette vermessen werden. Dies verhindert messungsverfalschende Mehrfachstreuung
(Malvern, 2013).

Der Laser ist nach dem Einschalten innerhalb von 30 min betriebsbereit. Um anschliel3end
eine ausreichende Anzahl an detektierten Photonen (Zahlrate ZR, 2-4-10° Detektionen pro
Sekunde) zu gewahrleisten, wurde sowohl die Dampfung des Lasers als auch der Messort in
der Kiivette bei jeder Messung automatisch mit Hilfe der Software (Zetasizer Software 7.01,
Malvern, Worcestershire, UK) optimiert. Dies erlaubt nicht nur die Messung von Proben
verschiedenster PartikelgréRen, sondern auch von Proben innerhalb eines weiten
Konzentrationsbereiches. Die Temperierung der Probe erfolgte durch ein im Gerat integriertes
Peltier-Element. Um die Messung bei 25 °C + 0,1 °C zu gewahrleisten, wurden die Proben vor
Beginn der Messung 60 s gerateintern aquilibriert. Fur jede Probe wurden drei Messungen mit
je zehn Messzyklen durchgefihrt. Die Messdauer eines einzelnen Messzyklus wurde durch
die Software automatisch angepasst. Alle gemessenen Parameter wurden aus drei
Hauptmessungen gemittelt. Weitere Softwareeinstellungen kénnen im Detail Kapitel 13.4

entnommen werden.

Gemessene Grof3en

Die mittels der detektierten Photonen generierte Autokorrelationsfunktion wurde zum einen
Uber die Kumulanten-Analyse und zum anderen Uber die Verteilungs-Analyse ausgewertet.
Dabei liefert die Kumulanten-Analyse Werte fir das z-Mittel und den PDI, Gleichung (3.19)
und Gleichung (3.20). Die intensitatsbasierte PartikelgroRenverteilung wird Uber eine
Dekonvolution der Autokorrelationsfunktion generiert. Dies erfolgte tber einen NNLS Fit-
Algorithmus, hier Uber die General Purpose-Funktion. Die  anzahlbasierte
PartikelgroRenverteilung sowie der anzahlbasierte mittlere Partikeldurchmesser d, wurden
Uber weitere softwarespezifische Rechenalgorithmen aus der intensitatsbasierten
PartikelgroRenverteilung generiert. Zur Bestimmung der Qualitat der Polymersomen wurden

folgende fiinf, von der Software direkt ausgegebene Qualitditsmerkmale betrachtet:
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o Intensitatsbasierter, hydrodynamischer Teilchendurchmesser (z-Mittel)
e Polydispersitatsindex (PDI)

¢ Intensitatsbasierte PartikelgroRenverteilung

¢ Anzahlbasierte PartikelgréRenverteilung

e Anzahlbasierter Partikeldurchmesser (dy)

Die Breite der Verteilung wurde anhand des Wertes des PDI, wie in Tabelle 4-3
zusammengefasst, bewertet. Schmale PartikelgréRenverteilungen liegen bei einem PDI < 0,2

vor (Charcosset et al., 2015).

Tabelle 4-3: Bewertung der Breite der Partikelgrof3enverteilung Gber den PDI.

Bereich Bewertung

0,0 <PDI<0,05 Monodisperse Verteilung

0,1<PDI<0,2 Schmale Verteilung

0,2<PDI<0,5 Breite Verteilung

0,7<PDI<1,0 Sehr breite, nicht auswertbare Verteilung

Die Anzahl an Photonen, die pro Zeiteinheit detektiert wird (Zahlrate ZR), gibt indirekt
Aufschluss uber die Quantitat der in der Probe vorliegenden Polymersomen. Sie wird in der
Einheit kilo counts per second (kc s*), also in Tausend Zahlungen pro Sekunde angegeben.
Die Zahlrate wird automatisch bei jeder DLS-Messung bestimmt. So kann das Verhéltnis der

Zahlrate einer belasteten Probe ZR, zur Zahlrate der unbelasteten Probe ZR, eine

Abschatzung des relativen Verlustes an Polymersomen zwischent = 0 und t geben.

Relative ZR = “xt 4.1

elative = 7R, 4.2
ZR Zahlrate kc st
ZR;,  Zahlrate der belasteten Probe zum Zeitpunkt t kc st

ZR, Zahlrate der unbelasteten Probe zum Zeitpunktt = 0 kc st

Bei unveranderter PartikelgroRenverteilung entspricht ein Wert von 1 einem

Polymersomenerhalt von 100 %.

4.7.3 Tribungsmessung

Die Trubung beziehungsweise die Extinktion der Polymersomendispersion wurde bei 280 nm

in 96 UV-Platten mit 96 Kavitaten (100 uL Probenvolumen) oder mit 384 Kavitaten (50 pL
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Probenvolumen) in einem Plattenphotometer (infinite M200, Tecan, Mannedorf, Schweiz)

gemessen.

Polymervesikelbildung

Nach der Polymerzugabe Uber die Injektionsmethode (Kapitel 4.3.1) wurden wéahrend des
Vesikelbildungsprozesses zu verschiedenen Zeitpunkten Proben (0,1 mL) entnommen. Die

Extinktionsmessung erfolgte anhand der 5-fach mit dd H,O verdiinnten Proben.

Indirekte Quantifizierung nach mechanischer oder chemischer Belastung

Der relative Verlust an Polymersomen in einer Dispersion kann neben der Bestimmung der
relativen Zahlrate (Kapitel 4.7.2) auch durch die Bestimmung der relativen Extinktion erfolgen.

Es wurde die Extinktion einer belasteten Probe zum Zeitpunkt t (E;) zur Extinktion der

unbelasteten Probe zum Zeitpunkt t = 0 (E,) ins Verhaltnis gesetzt.

E280 nm,t

Relative E,g0 nm = (4.2

E280 nm,0

E>80 nm Extinktion bei 280nm -

Ez80 nmyt Extinktion bei 280 nm zum Zeitpunkt t -

E380 nm,o Extinktion bei 280 nm zum Zeitpunktt = 0 -

Bei unveranderter PartikelgroRenverteilung entspricht ein Wert von 1 einem

Polymersomenerhalt von 100 %.

4.7.4 Elektronenmikroskopie

Die Charakterisierung der Polymervesikel beziehungsweise der Polymermembran Uber
bildgebende Verfahren wurden am Lehrstuhl fiir Elektronenmikroskopie (Fakultat fir Chemie,
TU Minchen) durchgefihrt. Hierfir wurden Polymersomen, die Uber die Ethanolmethode
(Kapitel 4.3.2) in miniaturisierten Ruhrkesselreaktoren in dd H2O hergestellt wurden (1 % wi/v),

verwendet.

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Zur Probenvorbereitung wurde die Polymersomendispersion 100-fach in dd H.O verdinnt.
AnschlieRend wurden 2 puL der Probe auf ein plasmabehandeltes Kupfer-Netz pipettiert und

mit 2,5 % Uranylacetat Uberzogen. Die mikroskopischen Aufnahmen wurden in einem
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JEM 100 CX (JEOL, Tokyo, Japan) bei einer Beschleunigungsspannung von 100 kV oder in
einem JEM 2011 (JEOL, Tokyo, Japan) bei 120 kV aufgenommen.

Cryo-Transmissionselektronenmikroskopie (Cryo-TEM)

Auf ein plasma-behandeltes Kupfernetz wurden 2 pL der 100-fach verdinnten (dd H.O)
Polymersomendispersion pipettiert. Nach 30 s Adsorptionszeit wurde die Probe vorsichtig mit
einem Filterpapier abgetupft. Das Kupfernetz wurde anschlie3end in flissigem Ethan bei
-178 °C schockartig gefroren. Die mikroskopischen Bilder wurden mit einem JEM 2010 (JEOL,

Tokyo, Japan) bei 120 kV Beschleunigungsspannung aufgenommen.

Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen wurden mit Hilfe des Niedervakuum-Mikroskops
JSM 5900 LV (JEOL, Tokyo, Japan) bei 15 kV aufgenommen. Die Proben wurden zuvor
luftgetrocknet und mit Gold besputtert.

4.7.5 Viskositatsmessung

Die Viskositat der Polymersomendispersion (1% wi/v in dd H,O), hergestellt Uber die
Injektionsmethode (Kapitel 4.3.2), wurde in einem Rotationsrheometer (RheolabQC, Anton
Paar GmbH, Ostfildern, Deutschland) in einer zylindrischen Doppelspalt-Vorrichtung
gemessen. Die temperierbare Messzelle wurde mit 13 mL der Polymersomendispersion befllt
und vor Beginn der Messung 1 min bei 10s? durchmischt. So wurde eine homogene
Temperaturverteilung der Probe gewiahrleistet. Uber die  Ansteuerung des
Rotationsrheometers mit der zugehorigen Software (Rheoplus, Anton Paar GmBH, Ostfildern,
Deutschland) wurde eine lineare Zunahme der Scherrate von 10-4000 s erzeugt. Die

Viskositat der Polymersomendispersion wurde bei 8-40 °C bestimmt.

4.8 Bestimmung der Membranpermeabilitat

4.8.1 Planare Membranen

Die Permeabilitat von planaren Membranen wurde mit Hilfe des PAMPA-Systems (Kapitel
3.3.2) bestimmt.

Funktionsweise das PAMPA-Systems

Die Basis des PAMPA-Systems wird von zwei Ubereinander liegenden Mikrotiterplatten mit je
96 Kavitationen gebildet. Am Boden der Kavitdten der oberen Platte befindet sich je ein Filter

aus Polyvinylidendifluorid (PVDF). Gestltzt durch den Filter kann in dessen Poren eine Lipid-
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oder Polymermembran ausgebildet werden. Bei der Untersuchung der passiven Diffusion
eines Stoffes Uber die Membran fungiert die untere Kavitat als Donor-, und die obere Kavitat
als Akzeptorphase, wie in Abbildung 4.7 A dargestellt.

A

Akzeptor

Filter mit Membran e—e
Scheibenriihrer

Donor

Abbildung 4.7: Aufbau des PAMPA-Systems. A) Der in der Donorphase geléste Stoff wird durch
passive Diffusion Uber in PVDF-Filtern gebildeten Membranen in die Akzeptorphase nach oben
transportiert. B) PAMPA-Sandwich mit Scheibenrihrern in Donor-Kavitat (unten) und Akzeptor-Kavitat
(oben). C) Gut-Box mit magnetischem Antrieb fur die Scheibenrihrer.

Der zu analysierende Stoff liegt zu Beginn des Versuchs ausschlie3lich in der Donorphase
vor. Durch passive Diffusion gelangt der Stoff mit der Zeit tGber die filtergestiitzte Membran in
die dariber liegende Akzeptorphase. Dabei stellt die wassrige Grenzschicht zu beiden Seiten
der Membran (Kapitel 3.3.2) insbesondere fir hydrophobe Stoffe eine starkere
Diffusionsbarriere dar als die Membran selbst. Um diesen unerwiinschten Effekt zu reduzieren,
kann sowohl die Donor- als auch die Akzeptorphase individuell gertihrt werden. Hierfir wurde
jede Kavitat mit einem magnetischen Scheibenrihrer bestiickt (Abbildung 4.7 B). Ein in der
sogenannten Gut-Box (Pion, Billerica, Massachusetts, USA), dargestellt in Abbildung 4.7 C,
erzeugtes magnetisches Feld versetzt jeden Scheibenriihrer in Rotation um seine horizontale
Achse. Da der Riuhrer die Membran wahrend der Rotation nicht berihrt, wird die Membran
nicht beschadigt. Auf diese Weise wurden die Ausdehnung der wassrigen Grenzschicht und
damit die von ihr ausgehende Stofftransportbarriere reduziert. Dabei kann die Riihrerdrehzahl
so variiert werden, dass die wassrige Grenzschicht auf wahlweise 25-300 um reduziert wird.
Durch zwei feuchte Schwadmme in der verschlossenen Gut-Box wurde unerwinschte

Verdunstung vermieden.

Versuchsdurchfiihrung

Samtliche Versuche wurden bei RT und bei iso-pH, also bei demselben pH in Donor- und
Akzeptorphase, durchgefuhrt. Die Permeabilitat wurde in Phosphat-Puffer bei pH 5-8 und in
Tris-Puffer bei pH 9 bestimmt. Fur die Permeabilitdts-Assays wurden die Puffer mit 0,5 % v/v

Dimethylsulfoxid (DMSO) versetzt. Zur Charakterisierung der Membranpermeabilitat wurde in
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dieser Arbeit die passive Diffusion der als Modell-Molekile gewahlten Wirkstoffe Propranolol
und Koffein (Kapitel 3.3.4) untersucht.

Fur die Bildung von planaren Lipidmembranen wurde eine 2 % w/v 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (DOPC) Losung in n-Dodekan (Lagerung bei -20 °C in 0,1 mL Teilvolumina)
hergestellt. Die Losung zur Bildung der planaren Polymermembran wurde in zwei Schritten
hergestellt. Zunachst wurden 60 % w/v Polymer in Chloroform geldst. Diese Losung wurde
anschlieRend bis zu einer Konzentration von 2 % w/v in n-Dodekan verdinnt und bei

Raumtemperatur gelagert.

Zur Vorbereitung des Permeabilitdts-Assays wurden zunéchst die Kavitdten der unteren
Mikrotiterplatte mit der Donorphase beflillt (ungerthrt: 200 pL, gerthrt: 180 pL). Zur Bildung
der Membran wurde anschlieBend die Unterseite des PVDF-Filters mit 5 puL der
membranbildenden Lésung benetzt. Eine gleichméRige Verteilung der Lipid- oder
Polymermembran ist durch eine sich gleichmafiig ausbildende Transparenz des PVDF-Filters
zu erkennen. Die obere Mikrotiterplatte wurde im Anschluss durch seitliches Abkippen auf der
unteren Mikrotiterplatte platziert. Dabei wurde besonders darauf geachtet, dass unterhalb des
Filters keine Luftblasen entstanden. AnschlieBend wurden die Kavitaten der oberen
Mikrotiterplatte mit demselben Puffer, in dem die Losung der Donorphase angesetzt wurde,
und mit demselben Volumen (ungerthrt: 200 pL, gerihrt: 180 pL) beflllt. Die Inkubationszeit
in der Gut-Box betrug maximal 48 h. Geriihrte Assays wurden stets bei der Ruhrerdrehzahl
durchgeflihrt, die eine wassrige Grenzschicht mit 40 um Ausmal hervorruft (Riuhrerdrehzahl
unbekannt). Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Konzentrationen der
Modellsubstanzen in Donor- und Akzeptorphase mittels UV-Messung (Kapitel 4.10.4)

bestimmt. Samtliche Versuche wurden im Dreifachansatz durchgefthrt.

Bestimmung der Permeabilitat und des dimensionslosen Konzentrationsverlaufes

Die Permeabilitdt wurde Uber Gleichung (3.28) und Gleichung (3.30) bestimmt. Die fir die
Berechnung notwendige Membranflache A wurde aus dem Produkt der Flache des PVDF-

Filters (0,3 cm?) und dessen Porositat (0,7) zu 0,21 cm? bestimmt.

Um die Abnahme der Konzentration in der Donorphase beziehungsweise die Zunahme der
Konzentration in der Akzeptorphase wahrend des Diffusionsprozesses vergleichbar darstellen

zu kénnen, wurden die dimensionslosen Kennzahlen Akppp4 UNd Dop 4y paWie folgt definiert:
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Cat
Akpampa = —
Cp,0
(4.3)
Cpt
Dopampa = —=
Cp,o
Akpaupa Dimensionslose Akzeptorphasen-Kennzahl im PAMPA-System -
Dopsypa Dimensionslose Donorphasen-Kennzahl im PAMPA-System -
Cat Akzeptorkonzentration zum Zeitpunkt t mol cm3
Cpt Donorkonzentration zum Zeitpunkt t mol cm-3
Cp,o Donorkonzentration zum Zeitpunktt = 0 mol cm™3

Unter der Bedingung, dass die Volumina in Donor- und Akzeptorphase stets identisch sind

(Vp = V4), und mit der Folge, dass die Gleichgewichtskonzentration c., (Gleichung (3.28))

maximal die halbe Donorkonzentration (c., < 0,5 cp () erreichen kann, ergeben sich fur die

dimensionslosen Kennzahlen Akp4ypa UNd Dopgypa fOlgende Grenzen:

0,5 < DOPAMPA <1 (44)

In Abbildung 4.8 ist schematisch der Verlauf der dimensionslosen Kennzahlen Akp4yp4 Und

Dopaupa Uber die Inkubationszeit dargestellt.

° ® Dopaypa

0,55 .
0,50 e -2
0,45

Akpanpa, Dopanpa

®  Akpawea

Inkubationszeit

Abbildung 4.8: Dimensionsloser Konzentrationsverlauf wahrend der passiven Diffusion im PAMPA-
System. Die dimensionslose Akzeptorphasen-Kennzahl liegt im Bereich von 0 < Akpypas < 0,5 und die
dimensionslose Donorphasen-Kennzahl im Bereich von 0,5 < Dopyyps < 1. Der graue Bereich
hinterlegt die Werte, welche fir die Berechnung der Permeabilitat bertcksichtigt wurden.
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Die Permeabilitat der Lipid- und Polymermembran gegenuber dem diffundierenden Stoff
wurde nach verschiedenen Inkubationsdauern berechnet. Die Inkubationszeiten wurde dabei
so gewahlt, dass die Gleichgewichtskonzentration c., in der Akzeptorphase noch nicht erreicht
wurde, aber eine ausreichend hohe Konzentration des Analyten fir den quantitativen
Nachweis vorlag. Dies war dann der Fall, wenn die dimensionslose Akzeptorphasen-Kennzahl

im Bereich von 0,05 < Aypampa < 0,45 und die dimensionslose Donorphasen-Kennzahl im

Bereich von 0,55 < Dopaupa < 0,95 lag. Dieser Bereich ist in Abbildung 4.8 grau hinterlegt

dargestellt.

Membranintegritatstest

Um sicher zu stellen, dass die in den Poren des PVDF-Filters gebildete planare Membran
intakt ist, wurde im Anschluss an ausgewahlte Permeabilitits-Assays ein
Membranintegritatstest, durchgefthrt.

Bei planaren Lipidmembranen wurde nach dem Protokoll von Millipore (Millipore, 2005)
verfahren. Direkt nach dem vorangehenden Permeabilitats-Assay wurden die Kavitaten der
Mikrotiterplatten geleert. Die Kavitaten der unteren Mikrotiterplatte wurden statt dessen mit je
200 uyL der Donorphase, bestehend aus 0,1 mgmL?* Brilliantkresylblau (BKB) und
0,1 mg mL* Luzifergelb (LG) in PBS-Puffer (pH 7,4) mit 5% v/v DMSO, befiillt. Nach
Platzieren der oberen Mikrotiterplatte mit der zu untersuchenden Membran auf der Donorplatte
wurden die Kavitaten der Akzeptorplatte mit je 200 uL PBS-Puffer (pH 7,4) mit 5 % v/iv DMSO
befillt. Nach einer Inkubationsdauer von 16 h wurden die Konzentrationen der Farbstoffe
Luzifergelb und Brilliantkresylblau in der Akzeptorphase bestimmt. Bei intakter Membran war
eine leichte Blaufarbung der Akzeptorphase zu erkennen, da Brilliantkresylblau innerhalb
dieser Inkubationszeit tiber die Lipidmembran diffundieren kann. Der fluoreszierende Farbstoff
Luzifergelb hingegen kann innerhalb dieser Inkubationszeit nicht durch eine intakte Membran
diffundieren. Seine Abwesenheit wurde durch Fluoreszenzmessung (Kapitel 4.10.4) bestimmt.
Die Membran wurde dann als intakt bewertet, wenn die Fluoreszenz der Akzeptorphase jene

des PBS-Puffers um nicht mehr als das Dreifache uberstieg (Millipore, 2005).

Zur Uberprifung der Integritat der Polymermembran wurde in dieser Arbeit nach dem Vorbild
des Protokolls von Millipore ein adaptierter Membranintegritatstest entwickelt. Hierbei bestand
die Donorphase aus einer Mischung aus 0,1 mM Sulforhodamin und 0,5 mM Propranolol in
Phosphatpuffer (pH 7) mit 5 % DMSO. Die Akzeptorphase bestand aus reinem Phosphatpuffer
(pH 7) mit 5% DMSO. Nach einer Inkubationszeit von 20 h wurde die Akzeptorphase
beziglich ihrer Anwesenheit von Propranolol beziehungsweise Sulforhodamin tber UV-

Messung (Kapitel 4.10.2) beziehungsweise Fluoreszenzmessung (Kapitel 4.10.4) untersucht.
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4.8.2 Polymervesikel
Durchfihrung

Die unbeladenen Polymersomen (1 % w/v) wurden Uber die Injektionsmethode (Kapitel 4.3.2)
in Phosphatpuffer bei pH 6, pH 7 und pH 8 hergestellt und anschlieRend einmal mit Hilfe von
PC-Membranen (200 nm Porendurchmesser) manuell extrudiert. Fir die Untersuchung der
Permeabilitat gegeniber Koffein wurde die Polymersomendispersion mit Hilfe von Zentrifugen-
Filtereinheiten (AusschlussgréRe 100 kDa) von 1 % w/v zu 2 % w/v konzentriert (3.000xg,
2 h, RT).

Fur den Permeabilitats-Assay wurden 400 mM Propranolol-Lésungen oder 100 mM Koffein-
Lésungen in Phosphatpuffer mit pH 5, pH 6 und pH 7 hergestellt. AnschlieBend wurde ein
Teilvolumen der Propranolol-Losung mit neun Teilvolumina der 1 % w/v Polymersomen-
dispersion vermengt. Die Koffein-Losung und die 2 % w/v Polymersomendispersion wurden
zu gleichen Volumenanteilen vermengt. Direkt danach erfolgte die Reinigung mittels 2,5 mL
SEC-Saule (Kapitel 4.4.2). Die Polymersomen-enthaltenden Fraktionen der Nullprobe wurden
anschliel3end vereinigt und mit Hilfe von OPOE (Kapitel 4.4.3) lysiert. Sie dienten zur
Bereitstellung eines Standards mit 8-500 uM Propranolol beziehungsweise mit 4-250 uM
Koffein. Zu bestimmten Zeitpunkten wurden die Vesikel mittels SEC von freiem Propranolol
beziehungsweise Koffein getrennt. Die vereinigten Polymersomen-enthaltenden Fraktionen
wurden anschlieBend analog der Nullprobe mit OPOE lysiert (Kapitel 4.4.3), um die
Propranolol- beziehungsweise Koffein-Konzentration in den Vesikeln mit Hilfe des Standards

Uber Absorptionsmessung (Kapitel 4.10.4) bestimmen zu kénnen.

Bestimmung der Permeabilitat und des dimensionslosen Konzentrationsverlaufs

Die Permeabilitat der Polymersomen wurde Uber Gleichung (3.28) und Gleichung (3.30)
bestimmt. Das in die Berechnung eingehende Akzeptorvolumen V, entspricht hierbei dem
gesamten inneren Vesikelvolumen aller Polymersomen Vy, ;. Das Volumen der Donorphase Vj,
berechnet sich aus der Differenz des Probenvolumens V,, und dem gesamten von allen
Vesikeln eingenommenen Volumen Vy,, und entspricht gleichermalen der Differenz aus
Probenvolumen, Membranvolumen V), und dem inneren Vesikelvolumen Vy; = V, aller

Vesikel.
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Vp = Voo = Vyua=Voo = Viy = Vy; (4.5)
Vh Volumen der Donorphase cm?
Voo Probenvolumen cm?
Wa Summe des aul3eren Vesikelvolumens aller Vesikel cm?
Vi Summe des Membranvolumens aller Vesikel cm?
Vi Summe des inneren Vesikelvolumens aller Vesikel cm?

Um den zeitlichen Verlauf der passiven Diffusion in die Vesikel darzustellen, wurde die

dimensionslose Kennzahl Aky .sixe; Wie folgt definiert:

Cyit
Akyesiker = c . (4.6)
eq

Akyesiker Dimensionslose Akzeptorphasenkennzahl, Vesikel -
Cyit Konzentration im Inneren der Vesikel zum Zeitpunkt t mol cm™3

Ceq Gleichgewichtskonzentration mol cm™3

Mit der Bedingung, dass die Konzentration im Inneren der Polymervesikel ¢, ;. maximal die

Gleichgewichtskonzentration c,, erreichen kann, gilt:

0 < Akyesiker < 1 4.7)

4.9 Riuckgewinnung des Polymers

Die hohen Kosten des verwendeten Polymers machten dessen Riickgewinnung nach dem
Herstellungsprozess der Polymersomen beziehungsweise nach deren Verwendung als
Enzymmembranreaktoren erforderlich. In dieser Arbeit wurden, abhangig von der
vorliegenden Verunreinigung, drei Klassen an zu recycelndem Ausgangsmaterial
unterschieden:

o Klasse 1: Polymer, Wasser, Ethanol und Salze
e Klasse 2: Klasse 1 und Proteine

o Klasse 3: Klasse 2 und Lésemittelriickstande sowie weitere Verunreinigungen

In dieser Arbeit wurde ausschlief3lich Polymer aus den Klassen 1 und 2 zuriickgewonnen.



Material und Methoden 79

4.9.1 Mehrstufiger Evaporations- und Solubilisierungsprozess

Die Trennung des Polymers von Wasser, Ethanol, Salzen und Proteinen wurde durch einen
mehrstufigen Evaporations- und Solubilisierungsprozess realisiert. Im ersten Schritt wurde der
flussige Bestandteil der Polymer-enthaltenden Suspension durch vollstédndiges Verdampfen
im Rotationsverdampfer (Laborota 4003, Heidolph, Schwabach, Deutschland) abgetrennt. In
einem Verdampfungskolben wurde die Suspension durch Temperierung des Ol-Heizbades
erwarmt. Da die thermische Schadigung des Polymers vermieden werden sollte, wurde die
flussige Phase bei maximal 60 °C verdampft. Um Wasser und Ethanol bei dieser
verhaltnismagig niedrigen Temperatur zum Sieden zu bringen, wurde der Druck im System
mit Hilfe einer Vakuumpumpe stufenweise bis auf 30 mbar reduziert. Um zudem eine
moglichst grolRe Oberflache der flissigen Phase zu generieren, wurde im
Verdampfungskolben durch Rotation bei bis zu 900 min*? ein Flussigkeitsfilm ausgebildet.
Verdampftes Wasser und Ethanol gelangten Uber die Dampfdurchfihrung in den
Ruckflusskihler und wurden dort kondensiert. Das fliissige Wasser-Ethanol-Gemisch wurde
in einem Auffangkolben gesammelt und nach beendeter Evaporation verworfen. Das im
Verdampfungskolben verbliebene Feststoffgemisch aus Polymer, Salzen und Proteinen wurde
in Ethanol (99,8 % v/v) solubilisiert. Da Polymer in diesem Losemittel eine deutlich hohere
Loslichkeit besitzt als Salze (Pinho und Macedo, 2005) und Proteine, konnten die beiden
letztgenannten durch Filtration (0,2 um) abgetrennt werden. Zur Erhdhung der Reinheit

wurden mehrere Evaporations- und Solubilisierungsprozesse hintereinander durchgefiihrt.

4.9.2 Bestimmung der Reinheit
Energiedispersive Réntgenspektroskopie

Die Reinheit des wiedergewonnenen Polymers des Ausgangsmaterials aus Klasse 1 wurde
mit Hilfe von energiedispersiver Rontgenspektroskopie (EDS) (JCM-6000PLUS NeoScope,
JEOL, Tokyo, Japan) analysiert. Messungen wurden sowohl fir neues als auch fur recyceltes
Polymer durchgefiihrt. Mit Hilfe dieser analytischen Methode ist es mdglich die in der festen
Probe vorliegenden Elemente zu bestimmen. Zudem wurde der prozentuale Atom- und
Massenanteil der in der Probe detektierten Elemente bestimmt. Diese Messungen wurden am

Lehrstuhl fir Technische Elektrochemie der Technischen Universitat Miinchen durchgefihrt.
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4.10 Analytische Methoden

4.10.1 Bestimmung des Polymerriickstandes

Fur die Bestimmung des Polymerriickstandes wurden 0,5 mL Probe in 1,5 mL Eppendorf-
Reaktionsgefalien, welche vorab bis zum Erreichen eines konstanten Gewichtes bei 80 °C
getrocknet wurden, zentrifugiert (16.200xg, 6 min, RT). Dabei setzten sich Polymeraggregate
ab, wohingegen Polymersomen bei diesen Zentrifugalkraften beziehungsweise dieser
Zentrifugationsdauer nicht abgetrennt werden konnen und im Uberstand verbleiben. Nach
Entfernung des Polymersomen-enthaltenden Uberstandes wurde das Pellet bei 80 °C bis zum
Erreichen eines konstanten Gewichtes getrocknet. Uber die Differenz der Masse des gefiillten
und des leeren ReaktionsgeféalRes wurde der Polymerriickstand bestimmt.

4.10.2 Bestimmung des relativen Verlustes von verkapselten Molektlen

Der relative Austritt von Calcein oder NAL beladenen Polymersomen wurde bestimmt. Der
Verlust an Calcein wurde Uber Fluoreszenzmessung (Kapitel 4.10.4) der unlysierten und der
lysierten Probe zum Zeitpunkt t = 0 (F, und F,, o) und zum Zeitpunkt ¢ (F, und Fo, ) ermdglicht.

Der prozentuale Anteil an ausgetretenen Molekllen wurde Uber folgende Gleichung bestimmt:

Verlust = (i - i) -100 % (4.8)
For  Fup
F; Fluoreszenz der Probe zum Zeitpunkt ¢ -
Foor Fluoreszenz der Probe nach Vesikellyse zum Zeitpunkt t -
F, Fluoreszenz der Probe zum Zeitpunkt t = 0 -
Feo Fluoreszenz der Probe nach Vesikellyse zum Zeitpunkt t =0 -

Um den Verlust an NAL zu bestimmen, wurden die Enzymkonzentrationen der unlysierten und
der lysierten Probe zum Zeitpunkt t = 0 (¢, und ¢, o) und zum Zeitpunkt t (c, und co, ) bestimmt

(Kapitel 4.10.3). Der relative Verlust wurde Uber folgende Gleichung berechnet:
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Ct — Co
Verlust = (———|-100% (4.9)
Coo,t —Cy
Ct Konzentration der Probe zum Zeitpunkt t mol cm
€t  Konzentration der Probe nach Vesikellyse zum Zeitpunkt ¢ mol cm
Co Konzentration der Probe zum Zeitpunkt t = 0 mol cm

Cwo Konzentration der Probe nach Vesikellyse zum Zeitpunktt =0  mol cm?

4.10.3 Proteinkonzentrationsbestimmung
Konzentrationsbestimmung von N-Acetylneuraminatlyase

Die Konzentration der N-Acetylneuraminatlyase (NAL) wurde (ber eine zweistufige
enzymatische Reaktion bestimmt. Diese beruht auf der Umsetzung von N-
Acetylneuraminséure (Neu5Ac) zu Pyruvat und N-Acetylmannosamin (ManNAc) mit dem
Enzym NAL als Biokatalysator. Im zweiten Schritt wird ManNAc in Anwesenheit von
Nicotinamidadenindinukleotid (NAD*) durch den Biokatalysator N-Acetylmannosamin-
dehydrogenase aus Flavobacterium sp. 141-8 (MDH) zu N-Acetylmannosaminolacton (ManL)
oxidiert. NAD" wird hierbei zu NADH reduziert. Da ManL in Anwesenheit von Wasser sofort
hydrolysiert wird (zu 2-Acetamid-2-deoxy-D-Gluconsaure), handelt es sich bei der zweiten
enzymatischen Umsetzung um eine quasi irreversible Reaktion (Horiuchi und Kurokawa,
1990). Die zweistufige Reaktion ist in Abbildung 4.9 dargestellt.

NAL
1 NeuSAc ManNAc + Pyruvat

MDH
2 ManNAc + NAD* ManL + NADH/H*

Abbildung 4.9: Zweistufige, enzymatische Umsetzung von N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac) zu
N-Acetylmannosaminolacton (ManL).

Die in Abbildung 4.9 dargestellte, zweistufige enzymatische Reaktion wurde in Tris-Puffer
(pH 8) (Kapitel 13.1) durchgefuhrt. Fir die erste enzymatische Umsetzung wurden 25 pL der
Probe (mit NAL beladene Polymersomen) mit 25 pL Neu5Ac (50 mM) und 5 pL Tris-Puffer
(unlysierte Probe) oder 5 pL OPOE (10 % v/v) (lysierte Probe) vermengt und 6 h bei 30 °C bei

600 mint (Mastercycler gradient, Eppendorf, Hamburg) inkubiert. Die Umsetzung des
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gebildeten ManNAc erfolgte im zweiten Schritt mit 10 mM NAD* in Anwesenheit von
2 pg mL* MDH. Hierbei entstehendes NADH wurde photometrisch bei 340 nm quantifiziert.
Anhand eines NAL-Standards bekannter Konzentration konnte aufgrund der
stochiometrischen Umsetzung von Neu5Ac durch die NAL auf deren Konzentration in der
Probe geschlossen werden (Yamamoto-Otake et al., 1991). Die Bestimmung der gebildeten
NADH-Konzentration wurde Uber das Gesetz von Lambert Beer bestimmt:

Essonm = €Cnap Aschicht (4.10)

E340 nm Extinktion bei 340 nm -

€ Extinktionskoeffizient L molt cm?
CNADH NADH-Konzentration mol L
dschicht Schichtdicke cm

Die Schichtdicke dgcpicne VOon 100 pL Probe betrug 0,3 cm. Der Extinktionskoeffizient € von
NADH betragt 6200 L mol* cm™.

Bicinchoninsaure-Assay

Die Proteinkonzentrationsbestimmung im wiedergewonnenen Polymer aus Ausgangsmaterial
der Klasse 2 (Polymer, Salze, Wasser, Ethanol, Proteine) erfolgte mit dem Bicinchoninsaure-
Assay (BCA-Assay). Der BCA-Assay beruht auf einer Kombination aus Biuret-Assay und
Bicinchoninsaure. Hierbei wird in der sogenannten Biuret-Reaktion zwischen Proteinen und
Cu?* das Kupfer zu Cu* reduziert. BCA wiederum bildet mit Cu* eine Komplexverbindung mit
einer intensiven violetten Farbe (Smith et al.,, 1985). Dieser Komplex kann bei einer
Wellenlange von 562 nm photometrisch tber Absorptionsmessung (Kapitel 4.10) bestimmt
werden. Die Proteinkonzentration wurde mit dem Pierce™ BCA-Assay Kit (Thermo Scientific,
Rockford, USA) nach Herstellerangaben gemessen. Als Proteinstandard diente ein im Kit

enthaltener Standard aus Bovinem Serumalbumin (BSA).

4.10.4 Absorptions- und Fluoreszenzmessung

In dieser Arbeit wurden Bicinchoninsaure (BCA), Brilliantkresylblau (BKB), Propranolol, Koffein
und NADH quantitativ Uber Absorptionsmessung bestimmt. Dies erfolgte bei Wellenlangen
tber 300 nm in transparenten Mikrotiterplatten. Messungen bei Wellenlangen unter 300 nm
wurden in speziellen, fur UV-Licht durchlassigen Platten durchgefiihrt. In Tabelle 4-4 sind die

Absorptionsmaxima, bei welchen die Messungen durchgefiihrt wurden, zusammengefasst.
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Tabelle 4-4: Absorptionsmaxima der mittels Absorptionsmessung quantitativ bestimmten Stoffe.

Stoff Absorptionsmaxima, nm
BCA 562
BKB 636
Koffein 273
NADH 340
Propranolol 292

Calcein, grinfluoreszierendes Protein (eGFP), Sulfornodamin und Luzifergelb (LG) wurden
Uber Fluoreszenzmessung (Einstrahlung von oben, top-mode) in schwarzen Mikrotiterplatten
bei den in Tabelle 4-5 zusammengefassten Anregungs- und Emissionswellenléangen
gemessen. Je nach Starke der Fluoreszenz wurde der Verstarkungsfaktor (gain) zwischen den
Werten 50 und 100 manuell reguliert.

Tabelle 4-5: Anregungs- und Emissionswellenldnge der mittels Fluoreszenzmessung quantitativ
bestimmten Stoffe.

Stoff Anregungswellenlange, nm Emission, nm
Calcein 470 515
eGFP 475 509
LG 430 538
Sulforhodamin B 565 586

Sowohl Absorption als auch Fluoreszenz wurden im Plattenphotometer (infinite M200, Tecan,

Mannedorf, Schweiz) gemessen.
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5 Herstellung von Polymervesikeln

In diesem Kapitel wird die systematische Verfahrensentwicklung fur die Herstellung von
Polymersomen aus PMOXAis-PDMSes-PMOXA1s in miniaturisierten Rihrkesselreaktoren
dargestellt. Der Mechanismus der Vesikelbildung wahrend der Polymersomenherstellung und

die Mal3stabsibertragung in den Liter-Mal3stab werden im Anschluss erlautert.

5.1 Verfahrensentwicklung zur Herstellung von Polymervesikeln

Polymersomen kdnnen prinzipiell mittels derselben Methoden wie Liposomen hergestellt
werden. In dieser Arbeit wurden Polymervesikel Uber zwei verschiedene Methoden, die
|[6semittelfreie Dispersionsmethode und die Ethanolmethode, hergestellt. Angestrebt wurde
die effiziente, reproduzierbare und skalierbare Herstellung von Polymersomen mit definierter
GroRe. Als wichtigste Kriterien der Polymersomenqualitdit wurden der mittlere
hydrodynamische Partikeldurchmesser (z-Mittel) und der Polydispersitatsindex (PDI) aus
dynamischen Lichtstreumessungen herangezogen. Oberstes Ziel war die Herstellung einer
Polymersomendispersion mit mdglichst niedriger Polydispersitat mit einem PDI < 0,2
(Charcosset et al., 2015). Zur Veranschaulichung der Polymersomenqualitat dienten zudem
intensitdts- und anzahlbasierte  PartikelgroRenverteilungen (Kapitel 4.7.2). Die
Prozessbedingungen in den Rihrkesselreaktoren wurden dabei systematisch variiert. Alle im

Folgenden diskutierten Ergebnisse sind in (Poschenrieder et al., 2016b) veroffentlicht.

5.1.1 Dispersionsmethode

Fur die Herstellung von Polymervesikeln mittels der Dispersionsmethode wurde
pulverférmiges Polymer direkt in wassriger Phase im Milliliter-Maf3stab oder in miniaturisierten
Ruhrkesselreaktoren dispergiert. Diese I6semittelfreie Art der Vesikelherstellung ist vor allem
dann von Interesse, wenn etwaige Losemittelriickstande in der Polymersomendispersion
toxische Effekte und andere Nachteile beziglich des vorgesehenen Anwendungsgebiets nach

sich ziehen konnen.

Milliliter-MaRstab

Die sinnvolle Eingrenzung der Prozessparameter erfolgte im materialsparenden Milliliter-
Mal3stab. Hierbei wurden die Einflisse der Temperatur T (4 °C, 25 °C, 50 °C), des pHs (pH 5,
pH 7,4, pH 9) und der Polymerkonzentration ¢, (0,33 % w/v, 1 % w/v, 3 % w/v) untersucht.

Zudem wurde die Riuihrerdrehzahl n variiert (150 mint, 550 mint, 750min*, 950 min'!) und die
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Polymersomenqualitédt nach unterschiedlich langer Prozesszeit t (4 h, 16 h, 24 h, 48 h)

untersucht. Als Referenz-Prozess diente die Polymersomenherstellung in PBS-Puffer bei
T=25°C,pH 7,4, cp =1 % w/v, n =950 min?t, t =16 h.

Ausgehend von diesen Werten wurde jeweils ein Parameter geandert, wahrend die anderen
konstant gehalten wurden (one-factor-at-a-time). Diese Methode erlaubt zwar Kkeine
Ruckschlisse auf mogliche Wechselwirkungen der Parameter untereinander, sie ist jedoch fir
die Erkennung besonders signifikanter Einflisse geeignet. Es konnte jedoch bei keinem der
durchgefuhrten Prozesse eine schmale Partikelgrof3enverteilung erzielt werden. Unabh&ngig
vom variierten Parameter waren die resultierenden Polydispersitaten hoch. Sowohl der
niedrigste erzielte PDI mit einem Wert von 0,38 (t = 48 h) als auch der hdchste mit PDI = 0,51
(n =150 min?) indizierten breite PartikelgroRenverteilungen. Uber die Variation von
Temperatur, pH oder Polymerkonzentration konnte kein signifikanter Einfluss auf die
Polydispersitat erreicht werden (Ergebnisse nicht dargestellt). Lediglich durch die
Ruhrerdrehzahl und die Prozesszeit konnte geringflgig Einfluss auf die entstehende
Polymersomenqualitdst genommen werden, wie in Abbildung 5.1 A beziehungsweise
Abbildung 5.1 B dargestellt ist.

A B
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Abbildung 5.1: Verlauf des PDIs in Abhéngikeit von A) der Rihrerdrehzahl und B) der Prozesszeit. Alle
weiteren Parameter entsprachen den Bedingungen des Referenz-Prozesses (T =25°C, pH7,4
cp =1 % w/v, n =1000 mint, t =16 h). N = 7.
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Es zeigte sich, dass sich hohe Rihrerdrehzahlen n sowie lange Prozesszeiten t tendenziell
positiv in Bezug auf das Erzielen von niedrigen PDIs auswirkten. Trotz verhaltnismaRig langer
Prozesszeiten von bis zu 48 h konnten angestrebte schmale Verteilungen mit einem PDI < 0,2
im Milliliter-MaRstab jedoch nicht erreicht werden. Der Milliliter-MaRstab wurde demnach zur
effizienten Herstellung von Polymersomen mit definierter Gro3e und Qualitat mittels der
Dispersionsmethode als ungeeignet eingestuft. Weiteren Untersuchungen wurden daher in
miniaturisierten Rihrkesselreaktoren durchgefihrt.

Verfahrensentwicklung in miniaturisierten Rihrkesselreaktoren

Da sich im Milliliter-Maf3stab abzeichnete, dass die Ruhrerdrehzahl einen Einfluss auf die
Polydispersitéat der erzeugten Polymersomendispersion nimmt (Abbildung 5.1 A), wurde bei
der Verfahrensentwicklung zur effizienten Herstellung von Polymersomen in miniaturisierten
Milliliter-Bioreaktoren ein besonderes Augenmerk auf die im Rihrkesselreaktor herrschenden
Stromungsbedingungen gerichtet. Dem wurde durch die Verwendung von vier
unterschiedlichen Rihrertypen (gasinduzierender Rihrer (G), Paddelriihrer (P), H-Ruhrer (H)
und S-Ruhrer (S), Kapitel 4.3.2) in bewehrten und unbewehrten Reaktoren bei variierender
Rihrerdrehzahl (1000-4000 mint) Rechnung getragen. Der Einfluss der Prozesszeit wurde
dabei im Bereich von 4-48h untersucht. Die Parameter Temperatur, pH und
Polymerkonzentration, die im  Milliliter-MaRstab  keine  Auswirkung auf die
Polymersomenqualitét zeigten, wurden hierbei nicht variiert und betrugen konstant T = 25 °C,
pH 7,4 (PBS-Puffer), cp = 1 % wiv.

Einfluss der Prozesszeit. Der im Milliliter-Mal3stab konstatierte positive Einfluss langer
Prozesszeiten hinsichtlich niedriger PDIs (Abbildung 5.1 B) war bei Verwendung der vier
Rihrertypen bei 1000 min? in unbewehrten Rihrkesselreaktoren, dargestellt in Abbildung
5.2 A, nur unter Verwendung des H-Rihrers deutlich erkennbar. Der PDI fiel im betrachteten
Zeitraum von 0,41 (4 h) auf 0,30 (48 h). Unter Verwendung des gasinduzierenden Ruhrers,
des Paddelriihrers und des S-Riihrers zeigte sich bei sonst identischen Prozessbedingungen
keine signifikante Abnahme der Polydispersitat mit der Zeit. Dies liel3 vermuten, dass die von
den vier Ruhrertypen bei identischer Rihrerdrehzahl erzeugten unterschiedlichen
Stromungsprofile einen essentiellen Einfluss auf die Qualitat der resultierenden
Polymersomen nehmen kénnen. In Abbildung 5.2 B verdeutlicht sich dies anhand der nach
4 h Prozessdauer exemplarisch dargestellten, unterschiedlichen intensitatsbasierten

PartikelgroBenverteilungen bei Verwendung der vier Rithrer bei 1000 min?).
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Abbildung 5.2: A) Verlauf des PDIs in Abhangigkeit der Prozesszeit und B) resultierende
intensitatsbasierte  PartikelgréRenverteilung nach 4 h Prozesszeit bei Verwendung des
gasinduzierenden Rihrers (G), des Paddelrthrers (P), des H-Ruhrers (H) und des S-Rihrers (S) bei
1000 mint in unbewehrten Reaktoren. N = 3.

Einfluss des Reaktortyps. Neben der Verwendung verschiedener Rihrertypen und der
Variation der Ruhrerdrehzahl wurde auch durch die optionale Bewehrung im Reaktor ein
relevanter Einfluss auf das erzeugte Stromungsprofii genommen. Die Verwendung von
Stromungsbrechern fihrt aufgrund resultierender, starker Turbulenzen zu schnellerer und
intensiverer Durchmischung des Mediums. So wurde erwartet, dass sich die Verwendung von
bewehrten Reaktoren positiv auf das schnelle und effiziente Dispergieren des pulverférmigen
Polymers auswirkt. Es zeigte sich jedoch, dass unabhéngig vom verwendeten Rihrertyp, der
Ruhrerdrehzahl und der Prozesszeit bei Verwendung unbewehrter Reaktoren stets niedrigere
PDIs und damit schméalere Partikelgro3en-verteilungen erzielt wurden als bei Verwendung von
bewehrten Reaktoren. Dies ist exemplarisch in Abbildung 5.3 A bei Verwendung der vier
Ruhrertypen bei 2000 min nach 24 h Prozesszeit dargestellt. Deutlich wird der negative
Einfluss von Strémungsbrechern auch bei Betrachtung der zugehdrigen intensitatsbasierten
PartikelgroRenverteilungen, wie beispielhaft fir die Verwendung des S-Ruhrers in Abbildung
5.3 B dargestellt. In bewehrten Reaktoren kam es zur Bildung von Agglomeraten im
Mikrometerbereich (rechter Peak). Die breite Verteilung spiegelt den sehr hohen PDI von 0,45
und das relativ hohe z-Mittel von 267 nm (Ergebnis nicht dargestellt) deutlich wider. Bei
identischen Prozessbedingungen und gleichzeitiger Verwendung von unbewehrten Reaktoren

ergab sich eine deutlich schmaélere Verteilung bei einem signifikant niedrigeren PDI von 0,23
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und einem ebenfalls deutlich niedrigeren z-Mittel von 191 nm (Ergebnis nicht dargestellt).
Samtliche Ergebnisse wiesen deutlich darauf hin, dass die Herstellung von Polymersomen in
unbewehrten Ruhrkesselreaktoren erfolgen sollte.
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Abbildung 5.3: A) Abhangigkeit des PDI vom Reaktortyp unter Verwendung des gasinduzierenden
Ruhrers G, des Paddelriihrers P (nur in unbewehrten Reaktoren verwendbar), des H-Ruhrers H und
des S-Ruhrers S. B) Resultierende intensitétsbasierte PartikelgroRenverteilung bei Verwendung des S-
Ruhrers. (t =24 h, n = 2000 mint). N = 3.

Einfluss der Rihrerdrehzahl. Trotz unterschiedlicher resultierender PartikelgroRenverteilung
bei Verwendung der vier Ruhrertypen bei identischer Ruhrerdrehzahl (Abbildung 5.2 B) wurde
unabhangig des Rihrertyps eine Abnahme der Polydispersitat mit steigender Rihrerdrehzahl
gezeigt. Die in unbewehrten Reaktoren maximal mdgliche Ruhrerdrehzahl (Tabelle 4-1) flhrte
dabei unabhangig von der Prozessdauer bei jedem Rihrertyp zum jeweils niedrigsten PDI.
Dies ist beispielhaft nach 24 h Prozesszeit in Abbildung 5.4 A dargestellt. Dabei wies der S-
Ruhrer die deutlichste Abhangigkeit von der Rihrerdrehzahl auf. Unter Verwendung dieses
Ruhrers in unbewehrten Reaktoren betrug der PDI nach 24 h bei 1000 min' 0,56. Bei
4000 min war die Polydispersitat mit einem PDI = 0,14 deutlich niedriger. Dies wurde auch
anhand der zugehdrigen Partikelgro3enverteilungen, dargestellt in Abbildung 5.4 B, deutlich.
Die sehr breite Verteilung mit Partikeldurchmessern bis in den Mikrometerbereich bei einer
Ruhrerdrehzahl von 1000 min spiegelt das verhaltnismaRig groRe z-Mittel von 347 nm wider
(Ergebnis nicht dargestellt). Der erzielte sehr niedrige PDI von 0,14 bei 4000 min* bei einem
z-Mittel von 193 nm (Ergebnis nicht dargestellt) wies auf eine monomodale, schmale

PartikelgroR3enverteilung hin.
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Abbildung 5.4: A) Abhangigkeit des PDI von der Ruhrerdrehzahl unter Verwendung des
gasinduzierenden Rihrers G, des Paddelrihrers P (nur in unbewehrten Reaktoren verwendbar), des
H-Rihrers H und des S-Rihrers S. B) Resultierende intensitatsbasierte PartikelgréRenverteilung bei
Verwendung des S-Ruhrers. (t = 24 h, unbewehrter Reaktor). N = 3.

Hervorzuheben ist, dass mit allen Rihrertypen in unbewehrten Reaktoren innerhalb von 24 h
eine schmale PartikelgréRenverteilung mit der angestrebten niedrigen Polydispersitat
(PDI < 0,2) erreicht werden konnte. Dies war bei Einsatz des gasinduzierenden Ruhrers, des
Paddelrtihrers und des H-Ruhrers bereits bei 2000 min** moglich. Der S-Rithrer musste zum
Erzielen dieses Wertes mindestens bei 3000 min? betrieben werden (Abbildung 5.4 A). Fir
die Entwicklung eines effizienten Prozesses wurde neben dem Erzielen niedriger
Polydispersitaten auch die hierfir notwendige Prozessdauer betrachtet. Die gewinschte
niedrige Polydispersitat konnte nach der kirzesten betrachteten Prozesszeit von 4 h bei einer
Rihrerdrehzahl von 4000 mint mit den gasinduzierenden Ruhrer (PDI = 0,14) und mit dem S-
Ruhrer (PDI = 0,17) erreicht werden (Ergebnisse nicht dargestellt). Anhand der gewonnenen
Ergebnisse kristallisierte sich heraus, dass die alleinige Kontrolle der Ruhrerdrehzahl ohne
genauere Betrachtung des dabei vorliegenden Strémungsprofils bei Weitem nicht ausreichend
fur die Entwicklung eines skalierbaren Prozesses zur effizienten Polymersomenherstellung

sein wirde.

Einfluss des Ruhrertyps. Der gasinduzierende Ruhrer ermdglichte durch die Erzeugung
einer stark ausgeprégten axialen Stromung eine gute und schnelle Durchmischung des
Reaktorinhaltes, was vorteilhaft beim Dispergieren von Feststoffen sein kann. Durch den dabei

erzeugten Gaseintrag kam es jedoch auch zur Schaumbildung. Dadurch sammelte sich das
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Polymerpulver teilweise oberhalb der wassrigen Phase im Schaum und stand somit fiir die
Polymersomenherstellung nicht mehr zur Verfigung. Weiterhin weist der gasinduzierende

Ruhrer in bewehrten Reaktoren fur das Verhdltnis von maximaler Energiedissipation zu

volumenbezogenem Leistungseintrag ¢ = g’;ﬂ (Gleichung (3.50)) einen Wert von 10 auf
D

(Tabelle 4-1) (Hortsch und Weuster-Botz, 2010b). Dies spricht fur die Erzeugung starker
Scherkréfte, welche die Vesikelmembran maglicherweise zerstéren kénnen, so dass von der
Verwendung dieses Ruhrertyps Abstand genommen wurde. Der Paddelriihrer hingegen weist
fur @ einen sehr viel niedrigeren Wert von 6 auf (Hortsch et al., 2010) und ist somit in der Lage
die Leistung sehr gleichmafiig ins Medium einzutragen. Somit wurde die Verwendung dieses
Ruhrers fir die Herstellung von méglicherweise scherempfindlichen Polymersomen als gute
Wahl in Erwagung gezogen. Bei seiner maximal moglichen Ruhrerdrehzahl von 2000 min?
wurden innerhalb von 24 h eine niedrige Polydispersitat mit PDI = 0,17 erreicht. Noch hohere
Ruhrerdrehzahlen, fir die aufgrund der gezeigten Ergebnisse eine noch niedrigere
Polydispersitat erwartet worden wére (Abbildung 5.4 A), konnten bei Verwendung dieses
Ruhrertyps jedoch nicht realisiert werden. Daher wurde auch der Paddelriihrer als optimale
Ruhrergeometrie zur effizienten Polymersomenherstellung ausgeschlossen. Die niedrigsten
PDIs wurden mit dem H-Ruhrer und dem S-Ruhrer bei den zugehérigen maximal méglichen
Rihrerdrehzahlen (3000 mint beziehungsweise 4000 min?t) erreicht. Innerhalb von 24 h
konnten Polymersomen mit sehr niedriger Polydispersitat (PDI = 0,13 beziehungsweise 0,14)
hergestellt werden. Der H- und der S-Riuhrer zeigten sich somit fir die
Polymersomenherstellung ahnlich gut geeignet. In Hinblick auf die Skalierbarkeit des zu
etablierenden Prozesses wurde der verfahrenstechnisch umfangreicher charakterisierte S-
Ruhrer als optimaler Ruhrer fur die effiziente Polymersomenherstellung ausgewahlt

(Ergebnisse nicht dargestellt).

Der S-Rihrer erzeugt axiale, radiale und tangentiale Stromungen und erméglicht somit auch
in unbewehrten Reaktoren eine gute Durchmischung. Mit @ = 7,4 (Riedlberger, 2012) ist
zudem das Verhdltnis von maximaler Energiedissipation zu volumenbezogenem
Leistungseintrag nur geringfligig hoher als das des scherarmen Paddelrihrers. Folglich wurde
fur den S-Rihrer eine gute Einsetzbarkeit bei der Herstellung von mdglicherweise
scherempfindlichen Membranvesikeln erwartet. Mit Hilfe des S-Riuhrers konnten in
unbewehrten Reaktoren bei der maximalen Ruhrerdrehzahl von 4000 min! innerhalb von nur
4 h Polymersomen mit schmaler Partikelgrol3enverteilung (PDI = 0,17) erzeugt werden. Die
Polydispersitat konnte zudem bei langeren Prozesszeiten bis zu einem PDI = 0,13 nach 48 h

verringert werden.
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Umsatz des Polymers. Es wurde gezeigt, dass die Herstellung von Polymersomen mit
schmaler PartikelgroRenverteilung in miniaturisierten Rihrkesselreaktoren mdglich ist. In
unbewehrten Reaktoren konnte bei Verwendung der drei Rudhrertypen Paddelriihrer
(2000 min'), H-Ruhrer (3000 mint) und S-Ruhrer (4000 min?) bei ihrer jeweiligen maximal
mdoglichen Ruhrerdrehzahl jedoch kein vollstandiger Umsatz des Polymerpulvers erzielt
werden. Trotz langer Prozesszeiten von bis zu 48 h lag der Polymerriickstand bei 24-49 %,
wie in Abbildung 5.5 dargestellt.
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Abbildung 5.5: Polymerriickstand bei Herstellung der Polymersomen uber die Dispersionsmethode.
Der Paddelriihrer (2000 mint), der H-Ruhrer (3000 mint) und der S-Ruhrer (4000 min't) wurden in
unbewehrten Reaktoren betrieben. N = 3.

Anhand der Ergebnisse in Abbildung 5.5 wird deutlich, dass verlangerte Prozesszeiten
innerhalb von 8h zu erhdhter Polymerumsetzung und damit zu verringertem
Polymerriickstand fihrten. Eine weitere Verlangerung der Prozesszeit flihrte jedoch zu keiner
weiteren Verbesserung. So bildete der Grol3teil des verwendeten Polymers bei Einsatz des S-
Riahrers (4000 mint), welcher als optimaler Rihrertyp fir die Polymersomenherstellung
identifiziert wurde, innerhalb von 1 h Polymersomen, so dass ein Rickstand von 37 %
verzeichnet wurde. Dieser konnte bis 8 h nach Prozessbeginn auf 33 % verringert werden.
Eine langere Prozesszeit fuihrte jedoch zu gegenteiligem Effekt, sodass der Riickstand nach
48 h sogar auf 44 % anstieg. Die Grinde fir dieses Verhalten werden detaillierter in Kapitel
7.2.1 diskutiert.

Standardmethode. Als optimal fur die Herstellung von Polymersomen in miniaturisierten
Ruhrkesselreaktoren wurden folgende Bedingungen festgelegt:
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S-Ruhrer, n = 4000 min*?, unbewehrter Ruhrkesselreaktor

Die Polymersomenherstellung bei diesen Bedingungen wird daher im Folgenden als
Standardmethode bezeichnet. Uber die Standardmethode konnten innerhalb kurzer Zeit
Polymersomen mit schmaler Partikelgro3enverteilung hergestellt werden (t = 4 h: PDI = 0,17,
z-Mittel = 198 nm). Der hierbei verzeichnete grof3e Ruckstand an Polymer (31 % bei t = 4 h)
fuhrte jedoch dennoch zu keinem effizienten Prozess. Zhang und Eisenberg, die die Bildung
von Polymersomen aus Polystyrol-Polyacrylsaure (PS-PAA) untersuchten, postulierten, dass
der hohe Anteil des wasserunldslichen hydrophoben Blocks der Grund fur die unvollstéandige
Umsetzung des feststoffformigen Polymers sei (Zhang und Eisenberg, 1998). Fiur die
vollstandige Umsetzung des Polymers schlugen sie vor, das Polymer vor Zugabe zur

wassrigen Phase in einem geeigneten Losemittel zu l6sen.

5.1.2 Ethanolmethode

Bei der Ethanolmethode wird das Polymer zunédchst in Ethanol gelost (Losemittel-Methode)
und danach der wassrigen Phase zugeflhrt. Bei der Verfahrensentwicklung zur Herstellung
von Polymersomen Uber diese Methode wurden die Polymerkonzentration der Polymerlésung

cp,, und die Zulaufrate der Polymerlosung Vp zur wassrigen Phase betrachtet.

Vorversuche im Milliliter-MaRstab

Ein Grol3teil der in der Literatur veroffentlichten Methoden zur Polymersomenherstellung Gber
die Losemittel-Methode basiert auf dem unkontrollierten Zutropfen der Polymerlosung
(beispielsweise mit einer Pipette) zur gertihrten wassrigen Phase. Um eine Zudosierung der
Polymerlosung unter definierten Prozessbedingungen zu ermoglichen, wurde im Milliliter-
Malstab die Verwendbarkeit einer herkdémmlichen Schlauchpumpe untersucht. Erste
Untersuchungen bei unterschiedlichen Polymerkonzentrationen im Zulauf (2 % w/v, 20 % wi/v,
50 % w/v) legten die Verwendung einer 20 % w/v Polymerkonzentration nahe. Wahrend sich
mit einer 2 % w/v Losung keine Vesikel bildeten (Ergebnisse nicht dargestellt), gestaltete sich
die Zudosierung einer 50 % w/v Losung aufgrund der deutlich hdheren Viskositat der
Polymerlosung (Kapitel 13.1.1) schwierig. Hierfir wurde eine 20 % w/v Polymerldsung mit
einem Volumenstrom von 0,6 mL h** kontinuierlich in die bei 950 min?t gertihrte wéassrige
Phase geleitet. In Abbildung 5.6 ist die daraus resultierende Partikelgrol3enverteilung jener,
die sich durch undefiniertes Zutropfen der Polymerldsung mit Hilfe einer Pipette nach 4 h

ergab, vergleichend gegentiber gestellt.
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Abbildung 5.6: Intensitdtsbasierte Partikelgré3enverteilung nach Zutropfen der 20 % wiv
Polymerlésung mit Hilfe einer Pipette und nach kontinuierlicher Zudosierung (0,6 mL ht) mit Hilfe einer
Schlauchpumpe. N = 4.

Es zeigte sich, dass die kontinuierliche Zudosierung der Polymerl6ésung mit Hilfe der Pumpe
nicht nur maoglich ist, sondern sogar Polymersomen mit besserer Qualitat lieferte. So wurde
bei kontinuierlichem Zulauf ein PDI von 0,3 und ein z-Mittel von 185 nm erreicht. Das
undefinierte Zutropfen der Polymerlésung hingegen fiihrte zu einer deutlich breiteren
Verteilung bei einem PDI von 0,46 und der Anwesenheit kleiner Strukturen, was anhand des

niedrigen z-Mittels von 54 nm deutlich wurde.

Verfahrensentwicklung in miniaturisierten Rihrkesselreaktoren

Der Einfluss der Polymerkonzentration im Zulauf auf die Polymersomendispersion wurde bei
15% w/v, 20% w/v und 25% w/v in miniaturisierten RUhrkesselreaktoren ohne
Stromungsbrecher (Paddelriihrer, 2000 min™) detaillierter untersucht. Dabei zeigte sich, dass
die Verwendung der 20 % w/v Polymerldsung zu niedrigerer Polydispersitat und Ergebnissen
mit besserer Reproduzierbarkeit fuhrte als die Verwendung einer 15 % w/v oder einer
25 % w/v Polymerlosung (Ergebnisse nicht dargestellt). Die finale Ethanolkonzentration,
welche in Hinblick auf mogliche toxische Effekte des Losemittels bei der gewiinschten
Anwendung relevant sein kann, war hierbei mit 5 % v/v bei Herstellung einer 1 % w/v

Polymersomendispersion gering.

Basierend auf den Ergebnissen der Polymersomenherstellung in miniaturisierten
Ruhrkesselreaktoren mittels der Dispersionsmethode (Kapitel 5.1.1) wurden alle weiteren

Untersuchungen bei Verwendung des S-Ruhrers in Reaktoren ohne Stromstérer durchgefihrt.
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Die Polymersomendispersion (1 % w/v) wurde bei zur Dispersionsmethode identischen
Bedingungen (T =25°C, pH 7,4, ¢, =1% w/v) in PBS-Puffer hergestellt. Neben der
kontinuierlichen Zudosierung der Polymerlésung mit Hilfe der Schlauchpumpe wurde zudem
die automatisierte Polymerzugabe Uber einen Pipettierroboter untersucht. Fir die Realisierung
eines quasi-linearen Zulaufprofils wurde die Polymerldsung intermittierend in minimal
moglichen 10 pL Volumina zugegeben. Die Polymerlésung wurde Uber beide Arten der
Zudosierung bei 1,0-6,8 mL h* in die geriihrte (3000 min™) wassrige Phase zugefihrt. In
Abbildung 5.7 sind die jeweiligen erzielten PDIs dargestellt. Der Prozess zeigte sich im
untersuchten Bereich praktisch unabhangig von der Zulaufrate und der Art der Zudosierung.
Da in jedem Fall schmale intensitatsbasierte Partikelgro3enverteilungen mit niedrigen
Polydispersitaten innerhalb von nur 4h erreicht wurden, konnte die erfolgreiche
Polymersomenherstellung uber die Ethanolmethode bei definierten Prozessbedingungen
demonstriert werden. Aufgrund des hoheren Automatisierungsgrades wurde fur weitere
Untersuchungen der Pipettierroboter verwendet.
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Abbildung 5.7: Abhéngigkeit des PDIs von der Zulaufrate der 20 % w/v Polymerldsung bei Verwendung
der Schlauchpumpe und des Pipettierroboters nach 4 h Prozesszeit (S-Rihrer, 3000 min-1, unbewehrter
Reaktor). N = 3.

Prozesszeit. Der Verlauf der Polydispersitdit beim etablierten Polymersomen-
herstellungsprozess innerhalb der Prozessdauer von bis zu 48 h ist in Abbildung 5.8 A
dargestellt. Hierbei wurde der S-Rihrer bei 4000 min! in unbewehrten Reaktoren verwendet

und die 20 % w/v Polymerlosung intermittierend mit 1 mL ht zugefihrt.
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Abbildung 5.8: A) Abhangigkeit des PDIs von der Prozesszeit bei Zudosierung der 20 % wiv
Polymerlésung mit 1 mL h-1. B) Abhangigkeit des PDIs von der gesamten Prozesszeit (Prozesszeit
beginnt mit dem Zudosierungsprozesses und endet 4 h nach vollstandiger Zudosierung der
Polymerlésung) bei Zudosierung der Polymerldsung mit 0,25-10,00 mL h' (unbewehrter Reaktor, S-
Ruhrer, 4000 mint). N = 3.

Die Polydispersitdt nahm mit zunehmender Prozesszeit kontinuierlich ab, bis sie nach 24 h
den niedrigsten Wert von PDI = 0,11, welcher einer sehr schmalen Partikelgré3enverteilung
entspricht, erreichte. Allerdings bildeten sich bei Prozesszeiten tber 4 h kleine, mit bloZem
Auge erkennbare, Polymeraggregate. Mit dem Fokus auf der Etablierung eines effizienten
Prozesses ist jedoch die vollstandige Umsetzung des Polymers zu den gewlnschten
Polymersomen von grof3er Wichtigkeit. Zudem sind kurze Prozesszeiten in Hinblick auf
Herstellungskosten essentiell. Durch Prozesszeiten von bis zu maximal 4 h konnten beiden
Forderungen erflllt werden. Daher wurde der etablierte Prozess bei bis zu 4 h vertiefend
untersucht. Da die Dauer, die das Zudosieren der Polymerlésung in Anspruch nimmt, die
gesamte Prozesszeit beeinflussen kann, wurde der etablierte Prozess bei unterschiedlichen
Zulaufraten von 0,25-10,0 mL h' untersucht. In Abbildung 5.8 B sind die erzielten
Polydispersitaten in Abhangigkeit der gesamten Prozesszeit (Prozesszeit beginnt mit dem
Start des Zudosierungsprozesses und endet 4 h nach vollstandiger Zudosierung der
Polymerldsung) abgebildet. Die niedrigste untersuchte Zulaufrate V von 0,25 mL h™ fiihrte zu
breiten, bimodalen PartikelgréRenverteilungen mit einem sehr niedrigen z-Mittel von circa
40 nm (Ergebnisse nicht dargestellt). Dieser sehr niedrige Wert weist auf die Existenz
unerwinschter Polymermizellen ohne verkapselbares, wassriges Volumen hin. Bei
Zulaufraten von 0,50-10,00 mL h* hingegen konnten innerhalb sehr kurzer Prozesszeiten von

nur circa 1 h Polymersomen mit niedriger Polydispersitat (PDI < 0,2) bei einem z-Mittel von
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circa 200 nm (Ergebnisse nicht dargestellt) erzielt werden. Der Prozess zeigte sich demnach
bei Zulaufraten > 0,50 mL h robust gegentiber der Geschwindigkeit der Polymerzudosierung.
Bezogen auf das gesamten Fullvolumen V von 12 mL l&sst sich somit festhalten, dass fir das

Verhéltnis von Zulaufrate V zu Fillvolumen % 2 0,042 h? gelten muss.

Robustheit des etablierten Prozesses. Der etablierte Polymersomenherstellungsprozess
Uber die Ethanolmethode in miniaturisierten Ruhrkesselreaktoren wurde auf seine Robustheit
gegeniuber verschiedenen Prozessbedingungen untersucht. Dabei zeigte sich keine
Abh&ngigkeit der resultierenden Polydispersitéat vom Reaktorvolumen im Arbeitsbereich des
S-Ruhrers (10-15 mL) (Ergebnisse nicht dargestellt). Der Prozess wurde zudem gegeniiber
Variation der finalen Polymerkonzentration cp, der Prozesstemperatur T, dem pH und der
Puffermolaritat untersucht. Hierflr wurde die 20 % w/v Polymerlésung bei einer Zulaufrate von
1 mLh? in die gerihrte wassrige Phase (unbewehrter Reaktor, S-Rihrer, 4000 min?)
zugefuhrt. Der Prozess wurde ab Ende des Zulaufprozesses der Polymerlésung betrachtet.
Fur die Variation des pHs von pH 5 bis pH 8 und der Molaritéat von 0 mM bis 100 mM wurde
doppelt destilliertes Wasser (0 mM) beziehungsweise Phosphatpuffer verwendet.

Polymerkonzentration. Fir eine effiziente Polymersomenherstellung wére neben der
Erzeugung von Vesikeln guter Qualitat auch eine hohe Quantitéat an Polymervesikeln in der
Dispersion winschenswert. Daher wurden Polymersomen bis zu einer finalen
Polymerkonzentration ¢, von 5% w/v hergestellt (T = 25 °C, PBS-Puffer pH 7,4). Wie in
Abbildung 5.9 A anhand des zeitlichen Verlaufs der Polydispersitat dargestellt, zeigte sich
jedoch, dass im betrachteten Zeitraum von bis zu 4 h nur bis zu einer Polymerkonzentration
von 1,0 % w/v die erwiinscht niedrige Polydispersitat (PDI < 0,2) erzielt werden konnte. Bei
hoéheren Werten nahm die Polydispersitat mit zunehmender Polymerkonzentration zu. Bei
einer Polymerkonzentration von 5 % w/v wies der PDI mit einem Wert von 0,32 nach 4 h auf

eine relativ breite Partikelgré3enverteilung hin.

Temperatur. Die Moglichkeit Polymersomen bei unterschiedlichen Temperaturen produzieren
zu kdnnen ist besonders dann relevant wenn diese als Nanoreaktoren fir biotechnologische
Prozesse in Anwesenheit von Enzymen fungieren sollen. Unterschiedliche Enzyme weisen
varilierende Temperaturstabilitdten auf, weshalb die Vesikelproduktion in einem moglichst
grolRen Temperaturbereich realisierbar sein sollte. Aus diesem Grund wurde die
Polymersomenherstellung bei 8-40 °C untersucht (c, =1 % w/v, PBS-Puffer pH 7,4). Die
Ergebnisse, dargestellt in Abbildung 5.9 B, zeigten, dass die Temperatur im untersuchten
Bereich kaum Auswirkungen auf die resultierende Vesikelqualitdt nahm. Die gewlinschte,

niedrige Polydispersitat mit PDI < 0,2 wurde in jedem Fall spatestens nach 1 h erreicht.
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Abbildung 5.9: Abhangigkeit des PDIs von A) der finalen Polymerkonzentration (T = 25 °C, PBS-Puffer
pH 7,4), B) der Temperatur (c, =1 % w/v, PBS-Puffer pH 7,4),C) dem pH (c, =1 % w/v, T =25 °C,
Phosphat-Puffer, 100 mM) und D) der Puffermolaritat (c, =1 % w/v, T =25°C, dd H:2O (OmM))
beziehungsweise Phosphat-Puffer pH 7 (1-100 mM)). Die 20 % w/v Polymerldsung wurde mit 1 mL h
intermittierend Uber den Pipettierroboter zudosiert (unbewehrter Reaktor, S-Ruhrer, 4000 min-1).
Prozesszeit ab Ende des Zudosierungsprozesses. N = 3.

pH und Molaritat. Die Polymersomenherstellung bei variierendem pH und variierender
Molaritat ist fur medizinische und biotechnologische Anwendungsgebiete der

Polymersomentechnologie gleichermaf3en wichtig. Die Qualitdt der hergestellten Vesikel
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zeigte sich weder vom pH (Abbildung 5.9 C), noch von der Molaritat der wassrigen Phase
(Abbildung 5.9 D) abhangig. Im Bereich von pH 5 bis pH 8 (cp = 1 % wiv, T = 25 °C, Phosphat-
Puffer, 100 mM) und von 1 mM bis 100 mM (c, = 1 % w/v, T = 25 °C, Phosphat-Puffer pH 7)
konnten innerhalb von 1 h die gewtinschten schmalen Partikelgrof3enverteilungen (PDI < 0,2)
erreicht werden. Lediglich die Polymersomen-dispersion, die in doppelt destilliertem Wasser
(0 mM) hergestellt wurde, zeigte geringfiigig niedrigere Polydispersitaten. Hierbei wurde mit
einem PDI von 0,13 nach 4 h die niedrigste Polydispersitat innerhalb dieser Versuchsreihe

ermittelt.

Etablierter Polymersomenherstellungsprozess. Neben den anhand der Dispersions-
methode (Kapitel 5.1.1) identifizierten, optimalen Stromungsbedingungen im miniaturisierten
Rihrkesselreaktor  (S-Ruhrer, 4000 mint, unbewehrter Reaktor) wurde fur die
Polymersomenherstellung tber die Ethanolmethode die standardmaflige Verwendung einer
20 % w/v Polymerlésung eingefuhrt. Der etablierte Polymersomenherstellungsprozess
ermdglichte die effiziente Herstellung von Polymersomen mit schmaler Partikelgrof3en-
verteilung innerhalb sehr kurzer Prozesszeiten in einem weiten Temperatur-, pH- und
Molaritatsbereich. Zudem zeigte sich eine hervorragende Reproduzierbarkeit des Prozesses,
die sich in relativen Abweichungen des PDIs von < 5 % widerspiegelte. Die TEM-Aufnahmen
einer in doppelt destilliertem Wasser hergestellten Polymersomendispersion, dargestellt in
Abbildung 5.10. zeigten, dass die erwinschten Polymervesikel in der erwarteten

GroRRenordnung gebildet wurden.

.

Abbildung 5.10: TEM-Aufnahmen zeigen, dass Uber die etablierte Methode die gewiinschten
Polymersomen entstehen.

In Tabelle 5-1 sind Richtlinien und valide Bereiche der untersuchten Parameter des etablierten

Prozesses zusammengefasst.
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Tabelle 5-1: Richtlinien des etablierten Polymersomenherstellungsprozesses.

Prozessgrofe Wert
Reaktor 1 Unbewehrt
Rahrer ? S-Rihrer
Ruahrerdrehzahl * 4000 min-t
Prozesszeit 2 1-4h
Reaktorvolumen 2 10-15 mL
Polymerkonzentration im Zulauf 2~ 20 % w/v
Zulaufrate * 20,5mL h?
Polymerkonzentration * <1,0 % wiv
Temperatur 3 8-40 °C

pH? 5-8
Molaritat® 0-100 mM

1 Bedingung, 2 Richtlinie, 3 untersuchter Bereich

5.1.3 Diskussion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl tber die Dispersions- als auch uber die
Ethanolmethode in sehr kurzer Zeit Polymersomendispersionen mit niedriger Polydispersitét
(PDI < 0,2) erzielt werden konnen. Hierfur erwies sich der S-Rihrer in unbewehrten Reaktoren
als optimal. In Abbildung 5.11 sind exemplarisch die erzielten PDIs bei der
Polymersomenherstellung Gber die Dispersions- und Ethanolmethode (Zudosierung mit Hilfe

der Schlauchpumpe bei 2,7 mL h, 3000 min?) vergleichend gegentiber gestellt.
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Abbildung 5.11: Abh&ngigkeit des PDIs von der Prozesszeit bei Polymersomenherstellung tber die
Dispersions- und die Ethanolmethode (unbewehrter Reaktor, S-Rihrer, 3000 min-1). N = 3.
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Die nahezu identischen Werte in Abbildung 5.11 legen nahe, dass die resultierende
Polymersomenqualitdat kaum von der untersuchten Herstellungsmethode, sondern
Uberwiegend von den im Reaktor realisierten Stromungsbedingungen abhéngig war. Die
GroRRe der Vesikel (z-Mittel) konnte jedoch, wie im Folgenden noch naher diskutiert werden
wird (Kapitel 5.2.4), in keinem Prozess signifikant beeinflusst werden und lag bei vorliegender
niedriger Polydispersitat (PDI <0,2) zwischen 180 nm und 200 nm. Der Vorteil der
Ethanolmethode gegentber der Dispersionsmethode zeigte sich jedoch deutlich in den
erzielten Umsatzen (Abbildung 5.5). Wahrend bei der Dispersionsmethode ein erheblicher
Polymerriickstand verzeichnet wurde, konnte Uber die Ethanolmethode bei Prozesszeiten bis
zu 4 h ein vollstandiger Umsatz erzielt werden. In Hinblick auf die Herstellung von
Polymersomen in Rihrkesselreaktoren im industriellen MafRstab ertffnet sich bei der
Ethanolmethode ein weiterer entscheidender Vorteil. Eine Polymerldsung mit definierter
Polymerkonzentration ist Gber eine Pumpe deutlich einfacher zu férdern und zu dosieren als
es bei der Dispersionsmethode mit bei Raumtemperatur zu starker Agglomeration neigendem
Polymerpulver mdoglich ware. Mogliche Lésemittelriickstande in  der entstehenden
Polymermembran kénnen jedoch toxische Effekte bei der gewlinschten Applikation nach sich
ziehen. Hierbei ist Ethanol mit seiner geringen Toxizitat im Vergleich zu anderen bei der
Losemittel-Methode h&ufig verwendeten Lésemitteln wie Toluol oder Chloroform eine gute
Wahl (Gonzalez-Perez et al., 2009). Zudem wird fir kosmetisch-medizinische Anwendungen
von Membranvesikeln zu Zwecken der Konservierung ohnehin haufig Ethanol zugeflgt
(Hamann und Nothelle, 1995).

Bisher wurden Polymervesikel typischerweise tberwiegend unter undefinierten Bedingungen
im Labormaf3stab hergestellt. Die vermutlich einfachste Art der Vesikelherstellung basiert auf
dem Zutropfen einer Polymerlésung, zum Beispiel mit einer Pipette, zu einer stark gerthrten
wassrigen Phase. Dieses kaum reproduzierbare Vorgehen fihrt innerhalb von h&ufig langen
Prozesszeiten (bis zu 72 h) zu breiten PartikelgroRenverteilungen (Nardin et al., 2000a; Rank
et al.,, 2009). Um die Verteilung zu verschmélern sind meist weitere aufwendige
Prozessschritte, wie beispielsweise das mehrmalige Extrudieren der Vesikeldispersion durch
Polycarbonat-Membranen mit definierter Porengréf3e, notwendig (Nardin et al., 2000a; Nardin
und Meier, 2001; Kita-Tokarczyk et al., 2005; Rank et al., 2009). Ein entscheidender Nachteil
dieser Methode zur Verbesserung der Vesikelqualitét ist das geringe behandelbare Volumen
(Rameez et al., 2010). Um hingegen grol3e Volumina zu extrudieren, sind hohe Driicke bis hin
zu 10,5 MPa notwendig (Schneider et al., 1994; Schneider et al., 1995; Rameez et al., 2010).
In der Polymersomendispersion verbleibende, unerwiinschte Mizellen hingegen kénnen nicht
durch Extrusion beseitigt werden, sondern mussen uber einen weiteren Schritt, beispielsweise

Uber GrofRenausschlusschromatographie, beseitigt werden.
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Um Polymersomen mit niedriger Polydispersitat in einem einzigen Prozessschritt herstellen zu
konnen, wurden bereits verschiedene, unkonventionelle Methoden etabliert. So konnte
Hauschild im Jahr 2005 zeigen, dass ein handelsublicher Tintenstrahldrucker fir die
Herstellung von Vesikeln mit niedriger Polydispersitat verwendet werden kann. Durch das
»drucken® einer Poly(2-vinyl-pyridin)-poly(ethylenglycol) (P2VP-PEG) Ldsung in eine gerihrte
wassrige Phase wurde eine sehr gute Kontrolle tiber die Vesikelgrofl3e bei gleichzeitig guter
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse erreicht (Hauschild et al., 2005). Funf Jahre spater wurden
erfolgreich Polymersomen aus demselben Polymer in einer kreuzweise angeordneten
Mikrofluidikeinheit hergestellt. Durch Variation der Volumenstréme der beiden wassrigen
Strome und des Volumenstroms der Polymerldsung im Hauptkanal konnten Polymersomen
mit niedriger Polydispersitat erzeugt werden. Zudem konnte die VesikelgroRe im Bereich von
40 nm bis zu 2 um variiert werden (Thiele et al., 2010b; Thiele et al., 2010a). Neben anderen
mikrofluidischen Apparaturen (Thiele et al., 2014), die auch die Polymersomenherstellung aus
pH-sensitiven Polymeren ermdglichte (Brown et al.,, 2010), wurden auch kontinuierlich
betriebene Mikromischer erfolgreich fiir die reproduzierbare Herstellung von Polymervesikeln
mit schmaler Partikelgrof3enverteilung in nur einem Prozessschritt verwendet (Thiermann et
al.,, 2012; Bleul et al., 2013). Mit einer finalen Polymerkonzentration von < 0,01 % w/v war
dabei die Ausbeute an Polymersomen bei Verwendung der Mikrofluidik deutlich niedriger als
bei Einsatz des Tintenstrahldruckers. Hier betrug die Polymerkonzentration der finalen
Praparation bis zu 0,65 % w/v (Hauschild et al., 2005; Thiele et al., 2010b). Ein weiterer
Aspekt, der bei der Etablierung eines Prozesses zur Herstellung von Polymervesikeln nicht
auf3er Acht gelassen werden sollte, ist die Moglichkeit der Mal3stabsiibertragung (Nallani et
al., 2006; van Rijn et al., 2013). Wahrend Mikromixer bis zum Maf3stab von 100 L verfligbar
sind und damit die Polymersomenproduktion theoretisch im PilotmaRstab moéglich sein misste
(Thiermann et al., 2012; Capretto et al., 2013; Bleul et al., 2015), ist der Durchsatz von
Mikrofluidikeinheiten auf den Bereich von puL min beschrankt (Bleul et al., 2015). Demzufolge
ist die MalstabsvergroRerung dieser Methoden ausschlie8lich durch Parallelisierung
(horizontale Mal3stabsvergrofRerung) moglich. Ein weiterer Nachteil besteht in den sehr
geringen Dimensionen der mikrofluidischen Apparaturen, die sie gegeniiber Ablagerungen
und Verstopfung sensibel machen. In jedem Fall missten fir die industrielle Verwendbarkeit
dieser Apparaturen weitere Studien hinsichtlich ihrer Lebensdauer durchgefiihrt werden. Aus
genannten Grunden wird fur industrielle Zwecke oftmals die Verwendung Kklassischer
Reaktoren wie RuUhrkesselreaktoren, die sogenannte vertikale Strategien zur
MalstabsvergroRerung  erlauben,  bevorzugt  (Dudukovic, 2010). Die solide
Mal3stabslbertragung des in miniaturisierten Rihrkesselreaktoren etablierten Prozesses zur

Herstellung von Polymersomen mit schmaler PartikelgroRenverteilung ist gewéhrleistet, da die
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hierfir notwendigen Prozessparameter, wie beispielsweise Leistungseintrag und maximale
Energiedissipation, bekannt sind. Das in dieser Arbeit etablierte, robuste Verfahren zur
schnellen Herstellung von Polymersomen mit schmaler Partikelgrof3enverteilung in nur einem

stellt demnach einen bedeutenden Fortschritt in der Polymersomentechnologie dar.

In Tabelle 5-2 sind wichtige Aspekte der diskutierten Techniken zur Herstellung von

Polymersomen und gegenuber gestellt.

Tabelle 5-2: Gegenlberstellung

Polymersomenherstellung.

relevanter

Eigenschaften der verschiedenen Techniken zur

ProzessgrofRe Konventionell Drucker, Mikromixer In dieser
Mikrofluidik Arbeit
etablierter
Prozess
Polydispersitét hoch niedrig niedrig niedrig
Kontrolle Vesikeldurchmesser  nein ja unklar nein
Reproduzierbarkeit nein ja ja ja
Finale Polymerkonzentration 1% wiv < 0,01 % wiv < 0,65 % wiv 1% wiv
Anzahl der Prozessschritte >1 1 1 1
Automatisierung nein k. A. k. A. ja
Malstabsvergrofierung nein horizontal unklar vertikal

k.A. keine Angaben

5.2 Mechanismus der Polymersomenbildung

Im Folgenden wird der Mechanismus der Polymersomenbildung fir den etablierten Prozess in
miniaturisierten RUhrkesselreaktoren (Kapitel 5.1) beleuchtet. Direkt nach Zugabe der
Polymerlosung Uber die Injektionsmethode (Kapitel 4.3.2) zu doppelt destilliertem Wasser
wurden die morphologischen Veradnderungen der Polymeraggregate im Verlauf der
Prozesszeit mit Hilfe von TEM-Aufnahmen und mittels Messungen der dynamischen
Lichtstreuung sowie Giber Extinktionsmessungen untersucht.

5.2.1 Polymersomenbildung in miniaturisierten Ruhrkesselreaktoren

Bei der Polymersomenherstellung Uber den etablierten Polymersomenherstellungsprozess
(Kapitel 5.1.2) wurden die morphologischen Veranderungen mit der Zeit sichtbar. Wahrend
der Reaktionsansatz wenige Sekunden nach Polymerzugabe noch nahezu so transparent wie
Wasser war, wurde dieser zunehmend triber, bis er nach 60 min eine milchig weil3e Farbung
erreichte (Abbildung 5.12 A).
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Abbildung 5.12: A) Die morphologische Veranderung der durch Selbsassemblierung entstehenden
Polymeraggregate in Abhéngigkeit von der Zeit (min) sind anhand der zunehmenden Trubung
(Extinktion) des Reaktionsansatzes visuell erkennbar. B) Zunahme der Extinktion im Prozessverlauf.

Extinktionsmessung. Die zunehmende Trilbung konnte auch tber Extinktionsmessungen
(280 nm), dargestellt in Abbildung 5.12 B, verfolgt werden. Hierbei nahm die Extinktion
innerhalb der ersten Prozessminuten linear zu. Im weiteren Verlauf kam es zur Abflachung der
Kurve. Die Extinktion schien sich einem konstanten Wert anzunahern, welcher sich nach
90 min vollstandig eingestellt hatte. Die Zunahme der Extinktion im Prozessverlauf kann mit
der GroéfRenzunahme der in der Dispersion vorliegenden Polymeraggregate erklart werden, da
grol3e Partikel das einfallende Licht deutlich starker streuen als kleine (Kapitel 3.2.1) und damit
die erhdhte Extinktion hervorrufen. Um den Vesikelbildungsprozess im zeitlichen Verlauf
aufzuklaren, wurden im Verlauf des Prozesses mehrere Proben entnommen und mittels TEM-

Aufnahmen untersucht.

TEM-Aufnahmen. In Abbildung 5.13 sind die mikroskopischen Bilder der hundertfach
verdinnten Proben wahrend des Polymersomenherstellungsprozesses nach 2 min, 5 min,
10 min, 60 min und 120 min Prozessdauer dargestellt. Nach Zugabe des Polymers bildeten
sich innerhalb kurzer Zeit sphérische Polymermizellen mit sehr kleinen Durchmessern von
circa 30 nm. Zwei Minuten nach Prozessbeginn dominierte diese Morphologie (Abbildung
5.13, 2 min, links). Zu diesem Zeitpunkt hatte sich ebenfalls ein sehr geringer Anteil an
groReren Aggregaten, wie Wurmmizellen und Ringe gebildet (Abbildung 5.13, 2 min, rechts).
Im weiteren Verlauf (5 min nach Prozessbeginn) nahm die Anzahl an Mizellen ab, wohingegen
ein Progress in Richtung grofRerer Strukturen zu verzeichnen war. Hierbei wurde auch die

Entstehung scheibenférmige Mizellen (Abbildung 5.13, 5 min, rechts) nachgewiesen.
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10 min 5 min 2 min

60 min

120 min

Abbildung 5.13: TEM-Aufnahmen einer hundertfach verdinnten Probe wéahrend des
Polymersomenherstellungsprozesses Uber die etablierte Methode nach 2 min, 5 min, 10 min, 30 min,
60 min und 120 min. Der weil3e Balken entspricht einer Lange von 500 nm.
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Nach 10 min konnten nur noch wenige spharische Mizellen in der Probe nachgewiesen
werden. Erste Polymervesikel, korbartige und ringférmige Strukturen sowie Wurmmizellen
(hier nicht dargestellt) wurden identifiziert. Nach 60 min konnten keine Mizellen mehr
verzeichnet werden (Abbildung 5.13, 60 min). Zu diesem Zeitpunkt waren Uberwiegend die
gewinschten Vesikel, aber auch einige Donut-férmige und korbartige Strukturen prasent.
Spatestens 120 min nach Prozessbeginn waren nahezu ausschlie3lich Polymersomen zu
identifizieren (Abbildung 5.13, 120 min).

Die visuelle Auswertung der Proben mittels TEM-Aufnahmen war in jedem Fall subjektiv. Ohne
exakte Auszahlung der einzelnen Morphologien von moglichst vielen Proben je
Probenahmezeitpunkt und in moéglichst vielen Bereichen der fir die Mikroskopie vorbereiteten
Probentrager war nur eine semiquantitative Auswertung mdoglich. Eine Auswahl der zu

verschiedenen Prozesszeitpunkten identifizierten Morphologien ist in Abbildung 5.14

dargestellt.

Mizelle Ring
Wurmférmige
Mizelle

Scheibe Korb

Donut

Scheibe mit

Wurmmizelle
Vesikel mit

Wurmmizelle

Abbildung 5.14: Auswahl der wahrend des Herstellungsprozesses entstandenen Morphologien.

Die semiquantitative Auswertung der zu verschiedenen Zeitpunkten auftretenden
Morphologien ist in Tabelle 5-3 zusammengefasst.
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Tabelle 5-3: Semiquantitative Auswertung der TEM-Aufnahmen wahrend des
Polymersomenherstellungsprozesses zwischen 2 min und 120 min nach Polymerzugabe: Schwarz
hinterlegte Felder symbolisieren die sehr dominante Prasenz der jeweiligen Morphologie, dunkelgrau
steht fur sehr viele in den Aufnahmen gesichtete Exemplare und hellgrau fur vereinzelte Exemplare.
Weil3 symbolisiert die vollige Abwesenheit der jeweiligen Morphologie in der betrachteten Probe.

2 min 5 min 10 min 60 min 120 min
Wurmmizellen
Ringe & Donuts
Scheiben & Korbe
Vesikel

Polymersomenbildungsweg. Anhand der semiquantitativen Auswertung der TEM-
Aufnahmen (Tabelle 5-3) konnte der Polymersomenbildungsweg in miniaturisierten
Ruhrkesselreaktoren aufgeklart werden. Direkt nach Prozessbeginn waren lberwiegend
Mizellen prasent, deren Anzahl im Prozessverlauf stetig abnahm, bis sie nach spatestens
60 min vollstandig verschwunden waren. Nach nur 5min waren Dbereits erste Vesikel
erkennbar, deren Anzahl stetig stieg. Innerhalb des Prozessverlaufs bis 60 min nach
Prozessbeginn waren durchgehend einige wenige Wurmmizellen und Ringe, spéter auch
Scheiben und korbartige Strukturen zu erkennen, bis nach 120 min nahezu ausschlie3lich
Vesikel verzeichnet wurden. Anhand dieser Auswertung wurde in Zusammenhang mit den
bereits bekannten existierenden Mechanismen der Vesikelbildung (Kapitel 3.1.2) auf die in
Abbildung 5.15 schematisch abgebildeten Wege der Polymersomenbildung geschlossen.

® 0
& Xy

A %
- @

Abbildung 5.15: Wege der Vesikelbildung in Rilhrkesselreaktoren. Direkt nach Polymerzugabe bilden
sich innerhalb kurzer Zeit sphéarische Mizellen, die zu Wurmmizellen koaleszieren. Diese konnen
ihrerseits durch weitere Koaleszenz scheibenférmige Mizellen bilden, die sich zur Verringerung der
Oberflachenspannung kriimmen und offene, korbartige Strukturen bilden. Diese schlieRen sich
abschlieBend und bilden die Vesikel. Ein alternativer Weg der Vesikelbildung beginnt mit der
Ringbildung aus Wurmmizellen. Diese wachsen zu Donut-férmigen Strukturen, die ihrerseits Vesikel
ausbilden.
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Ausgangspunkt der Polymersomenbildung ist die schnelle Formierung von spharischen
Polymermizellen direkt nach Zugabe der Polymerlésung. Aus diesen Mizellen bilden sich
durch Fusionsprozesse Wurmmizellen. Diese Wurmmizellen kdnnen ihrerseits durch weitere
Koaleszenz scheibenformige Mizellen bilden. Sobald diese eine kritische Grofe erreichen,
wird die Energie des Gesamtsystems reduziert. Indem sich die scheibenférmigen Mizellen
krimmen und halboffene, korbartige Vesikel bilden kann die Oberflachenspannung reduziert
werden. Im letzten Schritt schliel3en sich diese und formieren schlieZlich die gewlinschten
Polymersomen. Ein alternativer Weg stellt die Bildung von Ringen, durch den Ringschluss von
Wurmmizellen dar. Diese Ringe wachsen zu Donut-formigen Strukturen an, die ihrerseits

durch weitere GroRenzunahme die gewlinschten Membranvesikel bilden.

Dynamische Lichtstreumessungen. Die mittels TEM gewonnenen Erkenntnisse stehen mit
den Daten der dynamischen Lichtstreuung, dargestellt in Abbildung 5.16, in Einklang. Die
Zunahme der Partikelgrof3e wahrend der Polymersomenbildung konnte anhand des z-Mittels,
Abbildung 5.16 A, verfolgt werden. Dieses nahm ausgehend von einem Wert von circa 30 nm
innerhalb von 7 min rasch zu, bis es nach 10 min einen konstanten Wert von circa 180 nm
erreichte. Die Polydispersitat hingegen (Abbildung 5.16 B) war zu Beginn des Prozesses,
0,5 min nach Polymerzugabe, mit PDI = 0,67 sehr hoch. Dies spiegelte die Koexistenz von
sehr vielen kleinen Mizellen und einigen wenigen deutlich groBeren Morphologien, wie sie
auch anhand der TEM-Aufnahmen identifiziert wurden, wider. Im Verlauf des Prozesses nahm
die Anzahl an Mizellen durch Koaleszenz und die dadurch bedingte Bildung groRRerer
Strukturen, zunehmend ab. Die GroR3e der Partikel wurde dadurch einheitlicher, was anhand
der stetigen Abnahme des PDls, dargestellt in Abbildung 5.16 B, deutlich wird. Die gewlinschte
niedrige Polydispersitat (PDI <0,2) war bereits nach 30 min erreicht. Der sehr hohe
Polydispersitatsindex nach 2 min (PDI = 0,56) wurde durch die zugehdérige intensitatsbasierte
PartikelgroRenverteilung (Abbildung 5.16 C) sehr gut wiedergegeben. Diese war zu diesem
Zeitpunkt sehr breit und trimodal. Dabei wurde die Existenz von kleinen (< 100 nm), grof3en
(> 100 nm) und sehr grofRen (> 1000 mm) Partikeln deutlich. Dies deckte sich mit den
Ergebnissen der mikroskopischen Aufnahmen zu diesem Zeitpunkt (Abbildung 5.13, 2 min,
rechts). Zu beachten ist, dass grof3e Partikel das Laserlicht sehr viel mehr streuen als kleine
Partikel und daher in der intensitatsbasierten Partikelgrol3enverteilung starker zum Tragen
kommen (Kapitel 3.2.1). In der anzahlbasierten PartikelgroRenverteilung hingegen, dargestellt
in Abbildung 5.16 D, wird jedes Teilchen unabhangig von seiner Grol3e gleichwertig gewichtet.
Hierbei wurde deutlich, dass nach 2 min Prozesszeit nahezu ausnahmslos kleine Partikel mit
Durchmessern unter 100 nm in der Probe vorlagen, was sich mit den TEM-Aufnahmen zu
diesem Zeitpunkt, welche Uberwiegend sphérische Mizellen mit Durchmessern von 30 nm
zeigen (Abbildung 5.13, 2 min, links), deckt.
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Abbildung 5.16: A) z-Mittel und B) PDI im Verlauf des Polymersomenbildungsprozesses.
C) Intensitéatsbasierte und D) anzahlbasierte PartikelgroRenverteilung. N = 3.

Nach 5 min Prozessdauer  zeigte sich anhand der intensititsbasierten
PartikelgroRenverteilung, dargestellt in Abbildung 5.16 C, dass die Intensitdt der
Lichtstreuung, welche durch kleine Partikel hervorgerufen wurde (linker Peak), abnahm,
wahrend es zu einem Anstieg des Peaks im Bereich von dber 100 nm kam. Die
Grolenzunahme der Teilchen wahrend des Prozesses wurde auch in der anzahlbasierten

Verteilung, dargestellt in Abbildung 5.16 D, deutlich. Nach 60 min zeigten sich sowohl die
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intensitatsbasierte, als auch die anzahlbasierte Partikelgro3enverteilung, dargestellt in
Abbildung 5.16 C und Abbildung 5.16 D, monomodal. Zu diesem Zeitpunkt lagen in der Probe
Uberwiegend Polymersomen vor, wie in Abbildung 5.13 bei 60 min dargestellt. Die
intensitatsbasierte PartikelgréRenverteilung spiegelt dabei das zu diesem Zeitpunkt
identifizierte z-Mittel von 175 nm und den PDI von 0,19 gut wider. Anhand der anzahlbasierten
Verteilung wird deutlich, dass der groRte Anteil der Polymersomen bei einem Durchmesser
von circa dy = 100 nm lag. Im Bereich zwischen 60 min und 120 min Prozesszeit anderten
sich weder z-Mittel noch PDI signifikant. Uber die Auswertung der TEM-Aufnahmen konnte
jedoch gezeigt werden, dass fur eine vollstandige Transformierung des Polymers zu
Polymersomen Uber den etablierten Prozess (Kapitel 5.1.2) eine Prozesszeit von mehr als
60 min angestrebt werden sollte. Da der Bereich zwischen 60 min und 120 min mittels TEM
nicht naher untersucht wurde, konnte der Zeitpunkt zu welchem erstmals ausschlie3lich

Polymersomen vorlagen nicht naher eingegrenzt werden.

5.2.2 Einfluss von Temperatur, Ethanol- und Polymerkonzentration

Es ist bekannt, dass thermodynamische Einflisse mafgebliche Auswirkungen bei der
Entstehung von Strukturen aus amphiphilen Polymeren haben kénnen (Kita-Tokarczyk et al.,
2005; Bleul et al., 2015). Daher wurden die Einflisse von Temperatur, Polymerkonzentration
und Ethanolkonzentration auf die Geschwindigkeit der Polymersomenbildung Uber den

etablierten Prozess (Kapitel 5.1.2) untersucht.

Temperatur. In Abbildung 5.17 A ist der Verlauf des z-Mittels bei 25 °C innerhalb der ersten
Prozessminuten zu sehen. Dies stieg nach Polymerzugabe zunéachst linear an. Die Steigung
des z-Mittels Uber der Prozesszeit (Zunahmerate) kann somit als Indikator fur die
Geschwindigkeit der Vesikelbildung interpretiert werden. In Abbildung 5.17 B sind die
Steigungen in Abhéangigkeit von der Prozesstemperatur dargestellt. Die Fehlerbalken
symbolisieren ein Konfidenzintervall von 90 %. Mit einer Rate von 42 nm min* bei 8 °C,
35 nm min? bei 25 °C und 40 nm min? bei 40 °C konnte keine eindeutige Abhangigkeit des
etablierten Prozesses von der Temperatur identifiziert werden. Denkbar ware gewesen, dass
hohe Temperaturen und die dadurch erhéhte Brown’'sche Molekularbewegung zu einer
erhéhten Frequenz an StoRen unter den vorliegenden Teilchen fuhren. Eine hoéhere
StofRfrequenz kénnte Grund fur haufigere Koaleszenz und damit schnellerer Zunahme des z-
Mittels sein. Dies konnte bei der Vesikelherstellung tber die etablierte Methode jedoch nicht
nachgewiesen werden. Es ware jedoch mdglich, dass die Auswirkungen erhohter
Temperaturen so gering waren, dass sie durch die Uberlagerung anderer Einflisse nicht

identifiziert werden konnten.
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Abbildung 5.17: A) Lineare Zunahme des z-Mittels innerhalb der ersten Prozessminuten. Die Steigung
des z-Mittels Uber der Prozesszeit kann als Indikator fir die Geschwindigkeit der Vesikelbildung
herangezogen werden. B) Abhangigkeit der Zunahmerate (Steigung) von der Prozesstemperatur. Der
weilde Datenpunkt symbolisiert die Zunahmerate bei Standardbedingungen (25 °C). Die Fehlerbalken
zeigen ein Konfidenzintervall von 90 %. N = 3.

Polymer- und Ethanolkonzentration. Neben dem Einfluss der Temperatur wurden auch die
Auswirkungen der Polymerkonzentration und der Ethanolkonzentration auf die
Geschwindigkeit der Polymersomenbildung untersucht. Um die Ethanolkonzentration bei
Variation der Polymerkonzentration im Reaktionsansatz zwischen 0,25 % wi/v, 0,5 % w/v und
1 % w/v konstant bei 5% v/v zu halten, wurde eine 5% w/v, 10 % w/v und 20 % w/v
Polymerldsung injiziert. Die resultierenden Zunahmeraten sind in Abbildung 5.18 A dargestellt.
Mit einer Zunahmerate von 17 nm min? zeigte sich der Vesikelbildungsprozess bei einer
finalen Polymerkonzentration von 0,25 % w/v deutlich langsamer als der Prozess bei
Standardbedingungen mit einer finalen Polymerkonzentration von 1 % w/v. Zwischen
0,5% w/v und 1% w/v konnte keine signifikante Abhangigkeit der Zunahmerate von der
finalen  Polymerkonzentration  verzeichnet werden. Die tendenziell erhohte
Reaktionsgeschwindigkeit bei erhdhter Polymerkonzentration kann anhand der Stof3frequenz
begriindet werden. Je hoher die Polymerkonzentration zu Beginn des Prozesses ist, desto
mehr spharische Mizellen werden gebildet. Eine erhdhte Anzahl an Mizellen fihrt
gezwungenermallen zu mehr StoRen zwischen zwei Partikeln. Genau dies ist die
Grundvoraussetzung fiur die Fusion von zwei Teilchen und gleichzeitig auch fur die

GroRenzunahme der unterschiedlichen Morphologien.
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Um den Einfluss der Ethanolkonzentration bei 2,5 % v/v, 3,3 % v/v und 5 % v/v bei identischer
finaler Polymerkonzentration von 1 % w/v zu untersuchen, wurde eine Polymerlésung mit
40 % wl/v, 30 % w/v beziehungsweise 20 % w/v injiziert. In Abbildung 5.18 B wird sehr klar
deutlich, dass die Zunahmerate mit zunehmender Ethanolkonzentration abnimmt. So wurde
bei einem finalen Ethanolgehalt von 2,5 % v/v eine Zunahmerate von 56 nm min‘! verzeichnet,
die damit signifikant Gber jener bei Standardbedingungen des etablierten Prozesses (5 % viv
Ethanolgehalt bei Injektion einer 20 % w/v Polymerlésung) mit 35 nm min? lag. Ethanol stellt
ein hervorragendes Lésemittel sowohl fir die hydrophilen PMOXA-Blécke als auch fur den
hydrophoben PDMS-Block des verwendeten amphiphilen PMOXA1s-PDMSgs-PMOXAs.
Triblock-Copolymers dar. Durch Injektion der Polymerlésung in fir den hydrophoben PDMS-
Block als Fallungsmittel fungierendes Wasser, entstehen in sehr kurzer Zeit spharische
Mizellen, die ihrerseits als Startpunkt fir weiterfihrende Selbstassemblierungsreaktionen
dienen. Die Verringerung der finalen Ethanolkonzentration konnte zur schnelleren Bildung der
spharischen Mizellen fiihren, was wiederum in einer erhdhten Geschwindigkeit der
Polymersomenbildung resultiert.
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Abbildung 5.18: Abhéngigkeit der Zunahmerate (Steigung) von A) der Polymerkonzentration und B)
von der Ethanolkonzentration im Reaktionsansatz. Der weil3e Datenpunkt symbolisiert
Standardbedingungen (1 % w/v beziehungsweise 5 % v/v). Die Fehlerbalken zeigen ein Konfidenz-
intervall von 90 %. N = 3.



112 Herstellung von Polymervesikeln

5.2.3 Abhangigkeit von der Ruhrerdrehzahl

Bei der Entwicklung eines effizienten Verfahrens zur Polymersomenherstellung in
miniaturisierten Riuhrkesselreaktoren konnte gezeigt werden, dass hohe Ruhrerdrehzahlen zu
schnellerer Erzielung der gewilnschten niedrigen Polydispersitat fuhren (Kapitel 5.1.1).
Basierend auf dieser Erkenntnis wurde der Polyersomenbildungsprozess bei verschiedenen
Ruhrerdrehzahlen des S-Rihrers in unbewehrten Reaktoren eingehender untersucht. Alle
Ubrigen Parameter entsprachen jenen des etablierten Prozesses (Kapitel 5.1.2) (T = 25 °C,
cp =1% wiv, cp; =20 % wiv). In Abbildung 5.19 A sind die bei 2000-4000 min* linear
zunehmenden z-Mittel zu Beginn des Prozesses dargestellt. Es wird deutlich, dass die Grol3e
der Partikel (z-Mittel) mit zunehmender Ruhrerdrehzahl deutlich schneller zunahm. Die
jeweiligen Steigungen (Zunahmeraten) sind in Abbildung 5.19 B dargestellt. Die Zunahmerate
war bei 2000 min't mit 3 nm min? deutlich niedriger, als bei doppelter Ruhrerdrehzahl von
4000 mint, welche zu einer Zunahmerate von 35 nm min?t fihrte. Bei 1000 min?
Ruhrerdrehzahl nahm das z-Mittel im betrachteten Zeitraum, dargestellt in Abbildung 5.19 C,
hingegen nicht mehr zu. Dies wird auch anhand der sich kaum unterscheidenden
intensitatsbasierten  PartikelgréRenverteilungen in  Abbildung 5.19D direkt nach
Polymerzugabe (0 min) und nach 60 min deutlich. Im voéllig ungeriihrten Reaktor (0 min?),
wurde das gleiche Verhalten festgestellt (Ergebnisse nicht dargestellt). In beiden Fallen (0 min
1'und 1000 min) deutete das z-Mittel mit Werten zwischen 25-40 nm wahrend der gesamten
betrachteten Prozesszeit auf die dominierende Existenz von Mizellen hin. So wurde deutlich,
dass das Rihren des Reaktionsansatzes essentiell fir die Vesikelbildung ist. Der Grund hierfur
kann in der Partikelbewegung im Rihrreaktor gefunden werden. Nur durch Rihren werden die
in der wassrigen Phase entstehenden, sphéarischen Mizellen so in Bewegung gebracht, dass
sie zusammenstoRen und zu gréReren Strukturen koaleszieren kdnnen. Dies geschieht umso
schneller, je hoher die Ruhrerdrehzahl und damit auch die Partikelgeschwindigkeit ist. Die
Brown’sche Molekularbewegung der spharischen Mizellen alleine schien fur eine messbare
Zunahme des z-Mittels im ungerihrten Reaktor und im betrachteten Zeitraum nicht

ausreichend zu sein.
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Abbildung 5.19: A) Lineare Zunahme des z-Mittels innerhalb der ersten Prozessminuten in
Abhangigkeit von der Rihrerdrehzahl. B) Abhangigkeit der Zunahmerate (Steigung) von der
Ruhrerdrehzahl. Die Fehlerbalken zeigen ein Konfidenzintervall von 90 %. C) Zeitlicher Verlauf des z-
Mittels bei einer RuUhrerdrenzahl von 1000 mint und D) zugehérige intensitatsbasierte
PartikelgréRenverteilungen direkt nach Polymerzugabe (0 min) und nach 60 min bei 1000 mint. N = 3.
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5.2.4 Diskussion

Seit Beginn der Erforschung des selbstassemblierenden Verhaltens von amphiphilen Block-
Copolymeren ist bekannt, dass diese in wassriger Phase unterschiedlichste Morphologien wie
sphéarische Mizellen, Schlauche, wurmartige Mizellen, Ringe, scheibenformige Mizellen,
Donut-formige  Strukturen, Lamellen, Korbe, Vesikel und verschiedene Hybridformen
ausbilden kdnnen (Shen und Eisenberg, 2000; Luo und Eisenberg, 2001a; Burke et al., 2001,
Discher und Eisenberg, 2002; Soo und Eisenberg, 2004; Discher und Ahmed, 2006). Da unter
diesen Strukturen insbesondere die Vesikel eine erstrebenswerte Morphologie darstellen,
wurde in dieser Arbeit die Aufklarung des Vesikelbildungsweges bei der
Polymersomenherstellung Gber den in dieser Arbeit etablierten Prozess angestrebt und erzielt.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Vesikelbildung, welche weithin als zweistufiger
Mechanismus verstanden wird (Choucair et al., 2003; Uneyama, 2007), prinzipiell dem in der
Literatur als Mechanismus 1 beschriebenen Weg folgt. Dieser Mechanismus beruht auf der
sehr schnellen Bildung von Mizellen direkt nach Zugabe der Polymerldsung. Der Anteil
einzelner geldster Polymere in der kinetischen Betrachtung des gesamten Systems kann dabei
vernachlassigt werden (Choucair et al.,, 2003). Im zweiten Schritt entstehen aus den
sphéarischen Mizellen wurmférmige Mizellen, die zu scheibenférmigen Mizellen transformiert
werden (Antonietti und Forster, 2003). Diese kénnen sich ihrerseits zu Vesikeln umformieren
(Rank et al., 2009). Hierbei konnte in einer Studie gezeigt werden, dass die Relaxationszeit
der Transformation von sphérischen Mizellen zu wurmférmigen Mizellen in etwa 0,6-33,3 min
betragt, wohingegen fur die weitere Transformierung von Wurmmizellen zu Vesikeln mit
Relaxationszeiten von 5-83 min etwas langer mehr Zeit bendtigt wird (Luo und Eisenberg,
2001a). Die Entstehung von Vesikeln aus scheibenférmigen Mizellen, wie sie auch in dieser
Arbeit nachgewiesen werden konnte, ist auf die spontane Kriimmung der Scheiben zuriick zu
fuhren. Dabei definiert das Gleichgewicht zwischen der Linienspannung am Rand der Scheibe
und der Biegeenergie die minimal mogliche GroRe des entstehenden Vesikels. Sobald die
Linienenergie die Biegeenergie Ubersteigt, entsteht durch resultierende spontane Krimmung
der Scheiben eine offene, korbartige Struktur, die sich dann zu Vesikeln schlief3t (Chen et al.,
1999). Dies erklart auch die Tatsache, dass der mittlere hydrodynamische
Teilchendurchmesser (z-Mittel) Uber den in dieser Arbeit etablierten Polymersomen-
herstellungsprozess (Kapitel 5.1.2) kaum beeinflussbar war. Neben dem in dieser Arbeit
identifizierten Vesikelbildungsweg wurden auch andere Arten der Polymersomenbildung,
welche stark von der Herstellungsmethode abhdngen kann (Antonietti und Forster, 2003),
gezeigt. So wurde beispielsweise die Polymersomenbildung in Mikrofluidikeinheiten durch
einen einfachen Keimbildungs- und Wachstumsprozess (Hauschild et al., 2005) oder durch
Vesikelknospung (He und Schmid, 2006a; Thiele et al., 2014) erklart. Es konnte jedoch bereits
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gezeigt werden, dass, unabhangig vom Vesikelbildungsmechanismus, bei der Entstehung von
Polymersomen in jedem Fall ein Kraftegleichgewicht aus drei Komponenten mitwirkt. Die
Beitrage zur freien Energie werden zum einen durch das Bestreben des hydrophoben Blocks
sich auszudehnen und zum anderen durch das Bestreben des hydrophilen &uf3eren Blocks
sich zusammenzuziehen geleistet. Die dritte Komponente entsteht durch die
Grenzflachenspannung zwischen hydrophobem Block und hydrophiler wassriger Umgebung
(Zhang und Eisenberg, 1998). So wurde gezeigt, dass Polymersomen Strukturen im
thermodynamischen Gleichgewicht darstellen kénnen, oder aber, beispielsweise bei sehr
hohem Wasseranteil, wie in dieser Arbeit energetisch eingefroren vorliegen (Shen und
Eisenberg, 2000).

Die Geschwindigkeit der Polymersomenbildung kann durch eine Reihe von Faktoren
beeinflusst werden - angefangen bei der Art und den Eigenschaften des verwendeten
Polymers selbst. Dabei spielt die Art der verwendeten Blocke eine ebenso grof3e Rolle wie die
Polydispersitat und die Blocklange sowie das Verhaltnis von hydrophobem zu hydrophilem
Anteil (Luo und Eisenberg, 2001a; Luo und Eisenberg, 2001b). In dieser Arbeit wurde jedoch
ausschlieBlich die Polymersomenbildung basierend auf einer einzigen Polymerart (PMOXAs-
PDMSes-PMOXA1s) untersucht. Daher war die Untersuchung thermodynamischer Einflisse
wie Temperatur und Polymerkonzentration, welche bei der Polymersomenbildung eine
relevante Rolle spielen kénnen (Kita-Tokarczyk et al., 2005; Bleul et al., 2015), von gréZerem
Interesse. In einer Studie, die die Bildung von Polymersomen aus Poly(2-vinylpyridin)-
poly(ethylenoxid) (P2VP-PEOQO) untersuchte, konnte gezeigt werden, dass die vorliegenden
Polymerstrukturen durch einen Temperatursprung von 4 °C auf 25 °C binnen weniger Minuten
geandert werden. Die Vesikel wurden hierbei Uber die intermediare Bildung von wurm- und
scheibenférmigen Mizellen formiert, was mit der hohen Glasiibergangstemperatur des
hydrophoben Blocks (T; = 100 °C) und der temperaturabhangigen Ldslichkeit des PEO-Blocks
begrindet wurde (Rank et al, 2009). Fir Polymere, die keine so hohe
Glasubergangstemperatur aufweisen, ist die Entstehung intermediéren Strukturen aus den
initial entstehenden sphéarischen Mizellen hingegen von kollisionsbedingten Fusionsprozessen
abhangig. Nur wenn sich zwei Teilchen treffen, kdnnen sie sich zu groReren Strukturen
umorganisieren. Hierbei kann die Frequenz der St6Re und damit auch die Geschwindigkeit
der Vesikelbildung von der Temperatur abhangen. Aufgrund der Brown’schen
Molekularbewegung fihren hohere Temperaturen zu schnellerer Bewegung der Teilchen, was
in anderen Studien als Grund fir schnellere Fusionsprozesse genannt wurde (Choucair et al.,
2003). Dieser Effekt konnte beim etablierten Polymersomenherstellungsprozess
(Kapitel 5.2.2) in dieser Arbeit jedoch nicht beobachtet werden. Neben erhdhter Temperatur

kann auch die Erhéhung der Polymerkonzentration zu einer héheren Anzahl an Mizellen und
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folglich zu hé&ufigerer Kollision fiihren. Ein hoher Wasseranteil hingegen fuhrt
konsequenterweise zum Gegenteil. Zudem wurde gezeigt, dass im Fall hoher Wasseranteile
die Mobilitat der Polymerketten herabgesenkt wird, was die morphologische Strukturanderung
ebenfalls erschwert (Soo und Eisenberg, 2004). In dieser Arbeit wurde nur unterhalb einer
Polymerkonzentration von 0,5 % w/v eine Beschleunigung der Polymersomenbildung mit

zunehmender Polymerkonzentration verzeichnet.

Unabhangig von Temperatur und Polymerkonzentration scheint generell fir die Bildung
kleiner, unilamellarer Vesikel (SUVs) der Eintrag von Energie in Form von Schiitteln,
Sonifizieren (Farquhar et al., 1996) oder Rihren (Lasic, 1988a; Zhang und Eisenberg, 1999)
notwendig zu sein. Hierbei ist die im System vorliegende Scherrate als eine den
Vesikelbildungsprozess beeinflussende Grole bekannt (Choucair et al., 2003). Obwohl
Ruhren haufig als essentiell fir die Vesikelbildung angesehen wird, liegen diesbeziglich kaum
Publikationen vor. Yu und Jiang jedoch konnten 2009 zeigen, dass die Scherrate nicht nur die
PartikelgroRenverteilung der aus dem amphiphilen Block-Copolymer Poly(4-vinylpyridin)as-
poly(styrol)zso-poly(4-vinylpyridin)as (P4VPa3-PS260-P4VP43) entstehenden Ringe beeinflusst,
sondern auch den Mechanismus der Ringbildung selbst (Yu und Jiang, 2009). Bei niedrigen
Scherraten wurden genannte Ringe Uber den Ringschluss von Wurmmizellen gebildet. Bei
hoheren Scherraten hingegen entstanden aus Wurmmizellen Vesikel, welche zu Donut-
formigen Strukturen und schlieB3lich zu Ringen transformiert wurden. Generell muss hierbei die
durch das Rulhren in das System eingetragene Energie vom Gesamtsystem absorbiert
werden. Dies geschieht zum einen durch die kinetische Energie, aufgrund derer die Teilchen
beschleunigt werden, was wiederum zu den bereits erwahnten Kollisionen und
Fusionsprozessen fihrt. Der Anteil absorbierter potentieller Energie hingegen fuhrt zur
Deformierung der Teilchen und zur Erhéhung der Grenzflachenenergie (Yu und Jiang, 2009).
Das Gesamtsystem antwortet auf die Erhéhung der Grenzflachenenergie durch das Bestreben
die totale Grenzflache zu minimieren, was durch die VergrofR3erung der durchschnittlichen
PartikelgroRe geschieht. Das Wachstum der PartikelgroRe erfolgt solange, bis die treibende
Kraft durch das Bestreben die Grenzflache zu reduzieren durch die Krafte des sich
zusammenziehenden hydrophilen Blocks und des sich streckenden hydrophoben Blocks
Uberstiegen werden (Soo und Eisenberg, 2004). Grof3e Vesikel konnen daher bei grofRen
Scherraten durch ihr niedrigeres Verhaltnis von Oberflache zu Volumen nur schwer gebildet
werden (Yu und Jiang, 2009). Die Polydispersitat der Dispersion ist ihrerseits wiederum von
der Vesikelgrole abhangig. Wéhrend sphéarische Mizellen meist eine sehr niedrige
Polydispersitat aufweisen, ist diese bei einer Dispersion aus deutlich gro3eren Vesikeln haufig
erheblich héher (Luo und Eisenberg, 2001a).
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5.3 Mal3stabsvergrofierung der Herstellung von Polymervesikeln

Um die Polymersomentechnologie einen weiteren Schritt in Richtung industrielle
Anwendbarkeit zu bringen, wurde der in miniaturisierten Ruhrkesselreaktoren etablierte,
effiziente Polymersomenherstellungsprozess in den Liter-Mal3stab Gbertragen. Hierfir wurde
das in Kapitel 4.3.3 beschriebene System, bestehend aus dem Rihrkesselreaktor mit und
ohne Stromstorer und fiinf verschiedenen Rihrertypen R1-R5 (Tabelle 4-2) verwendet. Neben
der Verwendung desselben Polymers fir die Prozesse beider Mal3stébe ist die geometrische
Ahnlichkeit des Modellsystems und der Hauptausfiihrung eine grundlegende Voraussetzung
fur die Mal3stabsuibertragung. Dies bedeutet, dass die Verhéaltnisse wichtiger geometrischer
MalRe zueinander bei beiden MaRRstdben gleich sein mussen. Im Liter-MaRRstab wurde ein
Flachboden-Reaktor gewahlt, da auch der miniaturisierte Rihrkesselreaktor einen flachen
Boden aufweist. Das Verhaltnis von Reaktordurchmesser D zu Fullhéhe H lag im kleinen
Mal3stab bei einem Reaktorvolumen von 12 mL bei einem Wert von 0,50. Durch die Wahl des
Reaktionsvolumens von 1,5L im Liter-MaBstab mit D H~! =0,45 konnte demzufolge
geometrische Ahnlichkeit des Reaktors gewahrleistet werden. In Tabelle 5-4 sind zeigt die
Werte beider Reaktorsysteme.

Tabelle 5-4: Durchmesser D und Fillhéhe H des etablierten Polymersomenherstellungsprozesses in
miniaturisierten Ruhrkesselreaktoren (12 mL) und im Liter-MaRstab (1,5 L).

Miniaturisierter Mafl3stab Liter-Mal3stab

D, mm 20,3 100
H, mm 41,0 220
DH™1 - 0,50 0,45

Die geometrische Ahnlichkeit muss bei der MaRstabsiibertragung jedoch nicht nur fir den
verwendeten Reaktor selbst, sondern auch fir die verwendeten Rihrer gegeben sein. In
Abbildung 5.20 A bis Abbildung 5.20 C sind das Verhdltnis von Rihrerdurchmesser d zu
Reaktordurchmesser D, von Riuhrerhohe h zu Fullhbhe H und von Riuhrerhbhe h zu
Ruhrerdurchmesser d fur den S-Rahrer im kleinen Maf3stab und fur die Rihrer R1-R5 im Liter-
Malstab dargestellt. Dabei wird die Herausforderung der Mal3stabsibertragung des
etablierten Prozesses sehr deutlich. Der S-Ruhrer weist eine spezielle Geometrie auf, die unter
standardisierten Ruhrergeometrien nicht vertreten ist. Rihrer R4 kommt den geometrischen
Verhéltnissen des S-Ruhrers am nachsten. Das Verhdltnis von Ruihrer- zu
Reaktordurchmesser ist hier mit einem Wert von 0,65 dem Wert des S-Ruhrers im

miniaturisierten Rihrkessel (d D~ =0,71) verhaltnismaRig &hnlich. Die Unterschiede der

beiden Mafstabe werden bei Betrachtung von h H=* und h d~* aber auch bei R4 sehr deutlich.
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Abbildung 5.20: Verhéltnis von A) Rihrerdurchmesser d zu Reaktordurchmesser D, B) Riihrerhdhe h
zu Fullhéhe H und C) Ruhrerhdhe h zu Riuhrerdurchmesser d fur den S-Rihrer im miniaturisierten
Ruhrkesselreaktor und die Ruhrertypen R1-R5 (Tabelle 4-2) im Liter-Mal3stab.
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Die Verwendung von herkbmmlichen Rihrern ist insbesondere in Hinblick auf die
Produktionskosten ein sehr wichtiges Kriterium. Hierdurch ergab sich die Herausforderung den
etablierten Polymersomenherstellungsprozess, der auf der Verwendung des S-Rihrers
basiert, unter Verwendung herkdmmlicher Ruhrergeometrien in den Liter-Mal3stab zu
Ubertragen. Um hierflir eine solide Strategie bereitstellen zu kénnen, sollten die auf den
Prozess malRgeblich Einfluss nehmenden Prozessparameter beziehungsweise die geeigneten
Kriterien fir die MaRstabstbertragung identifiziert werden. Ziel war es im Liter-Mal3stab
Polymersomen mit vergleichbarer Qualitat (z-Mittel, PDI) wie im kleinen Maf3stab ebenso
schnell herstellen zu koénnen. Basierend auf  den Kenntnissen des
Vesikelbildungsmechanismus (Kapitel 5.2) wurde die zeitliche Zunahme des z-Mittels als
Kriterium fir die Bewertung der Geschwindigkeit des Prozesses herangezogen. Als
Referenzprozess wurde der etablierte Prozess unter Verwendung des S-Ruhrers bei
4000 min! in unbewehrten Reaktoren herangezogen. Die Werte der bei definierten
Ruhrerdrehzahlen giltigen Prozessparameter fir R1-R5 sind in Kapitel 13.1.4 aufgefihrt. Alle
im Folgenden diskutierten Ergebnisse sind in (Poschenrieder et al., 2016a) veréffentlicht.

5.3.1 Einfluss der Rihrerdrehzahl

In  miniaturisierten RuUhrkesselreaktoren wurde unter Verwendung vier verschiedener
Ruhrergeometrien gezeigt, dass die Ruhrerdrehzahl einen herausragenden Einfluss auf die
Dispersitat der Polymersomendispersion hat. Der positive Einfluss hoher Riihrerdrehzahlen in
Hinblick auf die gewtlinschte niedrige Polydispersitat wurde daher im Liter-Maf3stab validiert.
Hierfur wurden drei radial fordernde Rushton-Turbinen (R1) bei 870 min'* und bei 1080 min
im unbewehrten Reaktor verwendet. Bei 870 min wurde gerade noch kein Eintrag von
Gasblasen verzeichnet. Bei 1080 min? erreichte die Flissigkeitstrombe gerade den obersten
der drei Ruhrer. Noch hohere Ruhrerdrehzahlen hatten zu unerwiinschter Ruhrerbegasung
gefuhrt.

In Abbildung 5.21 A ist die Zunahme des z-Mittels innerhalb einer Prozessdauer von 1440 min
(24 h) abgebildet. Bei einer Ruhrerdrehzahl von 1080 min* war die initiale Steigung des z-
Mittels Gber der Zeit mit einem Wert von 0,5 nm min! signifikant hoher als bei 870 min* mit
einem Wert von 0,2 nm mint. So wurde deutlich, dass der Vesikelbildungsprozess auch im
Liter-MaRstab durch Erhohung der Ruhrerdrehzahl beschleunigt werden konnte. Nichts
destotrotz konnten innerhalb der gewiinschten kurzen Prozessdauer keine schmalen
PartikelgroRenverteilungen erzielt werden, wie exemplarisch in Abbildung 5.21 B nach 60 min
Prozesszeit dargestellt ist. Die Verteilungen waren im Vergleich zum Referenzprozess sehr

breit und bimodal und zeigten die Existenz vieler kleiner Polymeraggregate im Gré3enbereich
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von < 100 nm auf. Dabei wurde bei 1080 min ein sehr niedriges z-Mittel von nur 51 nm, was
auf die Anwesenheit unerwiinschter Mizellen schliel3en liel3, bei sehr hoher Polydispersitat
(PDI = 0,74) verzeichnet. Innerhalb der gleichen Zeit wurde beim Referenzprozess ein z-Mittel
von circa 180 nm bei niedriger Polydispersitat (PDI < 0,2) erreicht. Aul3erdem war der

Referenzprozess mit einer Zunahmerate von hier 31 nm min in etwa 100 Mal schneller.
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Abbildung 5.21: A) Verlauf des z-Mittels bei Verwendung von drei Rushton-Turbinen R1 in
Abhéngigkeit von der Rihrerdrehzahl n. B) Zugehdérige intensitatsbasierte PartikelgrofZenverteilungen
nach 60 min Prozesszeit. Der in miniaturisierten Rihrkesselreaktoren etablierte Prozess dient als
Referenz. N = 1.

Da der Referenzprozess auf der Verwendung des radial, tangential und axial férdernden S-
Ruhrers beruht, wurde von der weiteren Verwendung der Rushton-Turbine, die keine axiale
Stromungskomponente aufweist, abgesehen. Stattdessen wurde der Fokus auf die

Verwendung von axial férdernden Propellerriihrern gelegt.

5.3.2 Einfluss der Ruhrerumfangsgeschwindigkeit

Fur die Malstabsubertragung von (biotechnologischen) Prozessen wird oftmals die
Ruhrerumfangsgeschwindigkeit w.;,, Gleichung (3.39), als Malstabstbertragungskriterium
herangezogen. Insbesondere bei unbekannter Auswirkung der Scherkréfte, wie es auch bei
der Herstellung von Polymersomen der Fall war, wird dieses Kriterium verwendet (Junker,

2004). Im Referenzprozess betrégt u.;, = 3,02 m s™. Die Vesikelherstellung wurde daher bei

diesem Wert unter Verwendung der vier Propellerriihrer R2-R5 bei einer Einbauhthe hg von
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72 mm untersucht. Mit Blick auf die dabei resultierenden initialen Steigungen des z-Mittels
Uber der Zeit, dargestellt in Abbildung 5.22 A, wird deutlich, dass es sich nicht um das
geeignete Kriterium fur die Mafstabsubertragung handeln kann. Mit Werten zwischen
0,5 nm mint und 2,5 nm min* waren alle Prozesse im Liter-Maf3stab deutlich langsamer als
der Referenzprozess mit 31 nm min?. Nichtsdestotrotz konnte gezeigt werden, dass die
Zunahmerate bei identischer Rihrerumfangsgeschwindigkeit nahezu linear mit der Zunahme
des dimensionslosen Rihrerdurchmessers d D~ (Abbildung 5.20 B) stieg, wie in Abbildung
5.22B zu sehen. Demnach wurde der Vesikelbildungsprozess bei identischer
Ruhrerumfangsgeschwindigkeit durch die Verwendung gré3erer Rihrer beschleunigt.
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Abbildung 5.22: A) Linearer Verlauf des z-Mittels innerhalb der ersten Prozessminuten bei Verwendung
der Propellerrihrer R2-R5 bei identischer Ruhrerumfangsgeschwindigkeit u.; = 3,02 m s*. Der in
miniaturisierten RUhrkesselreaktoren etablierte Prozess dient als Referenz. B) Bei identischer
Ruhrerumfangsgeschwindigkeit hangt die Zunahmerate (Steigung) nahezu linear vom dimensionslosen
Ruhrerdurchmesser d D~1 ab. N = 1.

In der Verfahrenstechnik kann auch die dimensionslose Reynoldszahl Re, Gleichung (3.40),
fur die Mal3stabstubertragung eines Prozesses herangezogen werden. Bei 20 °C nahm diese
Mit pp,020°c = 1000 kg M und 71y, 20-c = 0,001 kg m? s™* beim Referenzprozess den Wert
13.824 an. Unabhé&ngig vom verwendeten Ruhrertyp waren alle Ruhrerdrehzahlen n, die im
Liter-MalRstab diese Reynoldszahl bedingen, deutlich niedriger als jene Riuhrerdrehzahlen, die
in beiden MafRstaben die identische Rihrerumfangsgeschwindigkeit von u;, = 3,02 ms™

erzeugten. So galt beispielsweise fur Rihrer R4a:

n(Re = 13.824) = 196 min™* < n(uy, = 3,02ms™*) = 887 min™!
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Da sich die Ruhrerumfangsgeschwindigkeit u,;, als Kriterium fur die Mal3stabstbertragung als

ungeeignet erwies und da ferner gezeigt wurde, dass niedrigere Ruhrerdrehzahlen n zu
langsameren Prozessen filhren (Kapitel 5.3.1), konnte folglich eine identische Reynoldszahl

als geeignetes Kriterium ebenfalls ausgeschlossen werden.

5.3.3 Maldstabsibertragung anhand des Leistungseintrags

Ein weiteres Kriterium, das haufig fur die Mal3stabibertragung von (biotechnologischen)
Prozessen herangezogen wird, ist der volumetrische Leistungseintrag P V~! (Brown, 1982).
Fur den Referenzprozess im kleinen MaRstab gilt P V=1 = 12,3 W L. Werden Reaktoren mit
Stromungsbrechern verwendet, koénnen im turbulenten Strémungsbereich bei einer
gegebenen Rihrerdrehzahl héhere Leistungseintrage realisiert werden (Kapitel 3.4.3). Bei der
Verfahrensentwicklung des Polymersomenherstellungsprozesses (Kapitel 5.1) wurde gezeigt,
dass die Anwesenheit von Stromstorern im Reaktor mit Blick auf das schnelle Erzielen von
niedrigen Polydispersitaten hinderlich ist. Um die Gliltigkeit dieses Phanomens im Liter-
MaRstab zu validieren, wurden zunachst Polymersomen bei P V~1 = 12,3 W L in bewehrten
Reaktoren hergestellt. Da Rihrer R5 aufgrund seines groRen Durchmessers nur in
unbewehrten Reaktoren betrieben werden kann, war Rihrer R4 der grof3te Ruhrertyp, der in
Reaktoren mit Stromungsbrechern betrieben werden konnte. Basierend auf dem Ergebnis,
dass sich groRe Rihrerdurchmesser positiv auf die zigige Bildung von Polymersomen
auswirken (Kapitel 5.3.2), wurde bei diesem Ruhrertyp das aussagekraftigste Ergebnis

erwartet.

Die Verwendung von Ruihrer R4a bei einer Einbauhthe hg von 72 mm in bewehrten Reaktoren
fuhrte zu sehr breiten PartikelgréRenverteilungen mit hoher Polydispersitat. Nach der
erwiinschten kurzen Prozesszeit von 60 min wurde ein sehr hoher PDI von 0,62 verzeichnet
(Ergebnis nicht dargestellt), was durch die zugehérige breite intensitatsbasierte
PartikelgroRenverteilung in Abbildung 5.23 A wiedergegeben wird. Auch die Verlangerung der
Prozesszeit auf bis zu 24 h brachte keine Verbesserung. Die Partikelgré3enverteilung war
hierbei mit einem PDI von 0,59 (Ergebnis nicht dargestellt) nach wie vor sehr breit. Somit
wurde auch im Liter-Maf3stab deutlich, dass Stromstorer bei der Polymersomenherstellung in
Ruhrkesselreaktoren nicht verwendet werden sollten. Aus diesem Grund wurde das
Zulaufrohr, das bei der Zudosierung der Polymerldsung direkt in die gerthrte wassrige Phase
ragte, direkt nach Ende des Zulaufprozesses entfernt (Kapitel 4.3.3). Zusammen mit der
apparativ bedingten maximalen Zulaufrate von 15L h?, die die Zudosierung der
Polymerlésung in wenigen Sekunden ermdglichte, wurde die durch das Zulaufrohr

hervorgerufene Beeintr&chtigung des Stromungsprofils im Reaktor minimiert.
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Der geforderte volumetrische Leistungseintrag von 12,3 W L konnte im unbewehrten Reaktor
nur mit Hilfe der Ruhrertypen R4a, R4b und R5 mit verhaltnismaRig grof3en Durchmessern
(dD~1=20,65) erreicht werden (Einbauhthe hg =50 mm) Die Zunahmen des z-Mittels
innerhalb der ersten 15 min des Prozesses sind in Abbildung 5.23 B dargestellt. Mit
Zunahmeraten von 7,7nmmin? (R4a) und 55nmmin? (R5) erfolgte die
Polymersomenbildung deutlich schneller als bei konstanter Rihrerumfangsgeschwindigkeit
(Kapitel 5.3.2). Nichtsdestotrotz waren die im linearen Bereich ermittelten Zunahmeraten circa
funf Mal niedriger als beim Referenzprozess. Demnach wurde der volumetrische

Leistungseintrag als ungeeignetes Kriterium fur die Maf3stabsibertragung identifiziert.
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Abbildung 5.23: A) Intensitatsbasierte PartikelgroR3enverteilungen nach 1 h und nach 24 h Prozesszeit
bei Verwendung von R4a bei einem volumetrischen Leistungseintrag von PV~1=123W L' im
bewehrten Reaktor. B) Verlauf des z-Mittels innerhalb der ersten Prozessminuten bei Verwendung der
Propellerriihrer R4a und R5 bei identischem volumetrischen Leistungseintrag von P V™1 =123 W L
im unbewehrten Reaktor. Der in miniaturisierten Ruhrkesselreaktoren etablierte Prozess dient als
Referenz. N = 1.

Die dimensionslose Newtonzahl Ne, die bei bekanntem Leistungseintrag tber Gleichung
(3.47) berechnet werden kann, kann ebenfalls als geeignetes Kriterium fur die
Malstabslubertragung fungieren. In unbewehrten, miniaturisierten Rihrkesselreaktoren
erreicht der S-Ruhrer im turbulenten Bereich eine nahezu konstante Newtonzahl Ne von 0,9
(Riedlberger, 2012). Bei Ruhrer R4 und R5 im Liter-Mal3stab waren die Ruhrerdrehzahlen n,
die diese Newtonzahl bedingen wirden, jedoch niedriger als jene, die fir einen identischen
volumetrischen Leistungseintrag P V=1 in beiden MaRstében sorgten. So galt beispielsweise
fur Ruhrer R4a:
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n(Ne = 0,9) = 1484min™* < n(PV~' = 123 WL™?) = 1612 min™".

Nachdem gezeigt wurde, dass ein identischer volumetrischer Leistungseintrag im Liter-
Mal3stab zu niedrigeren Zunahmeraten als im Referenzprozess fuhrt, und nachdem ebenfalls
gezeigt wurde, dass niedrigere Ruhrerdrehzahlen Zu langsameren
Polymersomenherstellungsprozessen fuhren (Kapitel 5.3.1), konnte folglich eine konstante

Newtonzahl als Strategie zur Maf3stabsibertragung ebenfalls ausgeschlossen werden.

Neben dem volumetrischen Leistungseintrag und der Newtonzahl kann auch die maximale
Energiedissipation ¢&,,,, die Schlisselrolle bei der MalRstabsibertragung spielen.
Insbesondere in Gegenwart von scherempfindlichen Partikeln kann diese das entscheidende
Kriterium fur eine erfolgreiche Skalierung sein. Das Verhdltnis von maximaler
Energiedissipation zu massenbezogenem Leistungseintrag ¢ (Gleichung (3.49) und
Gleichung (3.50)) ist ein Malf? fur die Inhomogenitat der ins System eingetragenen kinetischen
Energie. FUr den Referenzprozess gilt ¢ =7,4 (Riedlberger, 2012), was bei 20 °C mit
PH,0,20 °c = 1000 kg m™ einer maximalen Energiedissipation von &,,,, = 91,0 W kg'* entspricht.
Im Liter-Mal3stab wurde die maximale Energiedissipation mit Kenntnis des volumetrischen
Leistungseintrags P V! (iber Gleichung (3.51) berechnet. Sowohl furr Riihrer R4a als auch R5
waren die Rihrerdrehzahlen n, die im Liter-MaRstab den geforderten Wert von 91,0 W kg
hervorrufen wirden deutlich niedriger als jene, die zu PV~1 =123 W L?* fiihrten. So galt

beispielsweise fir Rihrer R4a:
n(emax = 91,0 Wkg™?) = 643min™! < n(PV™' = 123WL™') = 1612min~ L.

Mit derselben Argumentationskette, mit der bereits die Newtonzahl als relevantes
Mal3stabslbertragungskriterium ausgeschlossen werden konnte, wurde die maximale

Energiedissipation ebenfalls als nicht entscheidender Prozessparameter bewertet.

5.3.4 Maldstabsubertragung anhand der dimensionslosen Froudezahl

Das Betreiben zentrisch angeordneter Ruhrer in unbewehrten Reaktoren fihrt zu
Trombenbildung. Sobald es, wie beim Referenzprozess, zu diesem Phanomen kommt, darf
die Erdbeschleunigung g = 9,81 m s nicht vernachlassigt werden, sondern muss Uber die
dimensionslose Froudezahl Fr, die Uber Gleichung (3.41) berechnet werden kann,
bertcksichtigt werden. Beim Referenzprozess gilt Fr =6,52. In Rihrkesselreaktoren mit
ausgebildeter Flussigkeitstrombe sind die Froudezahl und die Leistungscharakteristik
voneinander abhangig (Kapitel 3.4.2). Da der beim Referenzprozess vorherrschende

Leistungseintrag im Liter-Mal3stab in unbewehrten Reaktoren nur von den Rihrern mit grof3en
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Durchmessern (d D~! 2 0,65) (Einbauhthe 50 mm) erzielt werden konnte (Kapitel 5.3.3),
wurden ausschlieBlich Ruhrer R4a, R4b und R5 fur die MalRstabsubertragung anhand
identischer Froudezahl bertcksichtigt. In Tabelle 5-5 sind die bei Fr = 6,52 im unbewehrten
Ruhrkesselreaktor herrschenden charakteristischen Bedingungen zusammengefasst.

Tabelle 5-5: Charakteristische Werte bei der Polymersomenherstellung in miniaturisierten
Ruhrkesselreaktoren mit Hilfe des S-Rihrers und im Liter-MaRstab mit Rihrer R4a, R4b und R5 bei

Fr =6,52.

Ruhrer n, min? Upp, M St Re, - PV L, WL? Ne, - Emax W kgt

S-Ruhrer 4000 3,02 13.824,0 12,3 0,9 91,0
R4a 1882 6,41 132.524 16,2 0,7 230
R4b 1882 6,41 132.524 13,9 0,6 200
RS 1600 7,54 216.000 17,1 0,3 545

Der Verlauf des z-Mittels innerhalb der ersten 3 min des Prozesses bei Fr = 6,52 fiir R4a und
R5 ist in Abbildung 5.24 A dargestellt.
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Abbildung 5.24: A) Verlauf des z-Mittels innerhalb der ersten Prozessminuten bei Fr = 6,52. Der in
miniaturisierten Rihrkesselreaktoren etablierte Prozess dient als Referenz. B) Verlauf des z-Mittels
innerhalb der ersten Prozessminuten bei Verwendung der Rihrer R4a und R4b. N = 1.

Mit einer Steigung von 20,9 nm min'* und 19,1 nm min’* nahm das z-Mittel unter Verwendung
der Ruhrer R4a und R5 nahezu gleich schnell zu. Die Zunahme des z-Mittels bei Verwendung
von Ruhrer R4a und R4b sind in Abbildung 5.24 B vergleichend gegeniiber gestellt. Die

nahezu identische Geometrie der beiden Rihrertypen R4a und R4b unterscheidet sich nur in
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der Orientierung der Ruhrerblatter, die entweder eine axiale aufwéarts- oder abwarts gerichtete
Stromung erzeugen. Die sehr &hnlichen Steigungen des z-Mittels dber der Zeit
(20,8 nm min? bei R4a und 21,2 nm min? bei R4b, Abbildung 5.24 B) legten nahe, dass die
Richtung der axialen Strémung keinen Einfluss auf die Polymersomenbildung hat. Jedoch
zeigte sich, dass die Polymersomenbildung bei Verwendung der Propellerriihrer R4a, R4b und
R5 bei einer identischen Froudezahl von Fr =6,52 sehr schnell, und nur geringfligig
langsamer als beim Referenzprozess mit einer initialen Zunahmerate 31,0 nm min* erfolgte.
In Abbildung 5.25 A und Abbildung 5.25 B sind die Verlaufe von z-Mittel und PDI unter
Verwendung von R4a und R5 innerhalb der gesamten Prozessdauer von 90 min dem
Referenzprozess gegeniber gestellt.
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Abbildung 5.25: A) Verlauf des z-Mittels und B) des PDIs wahrend der gesamten Prozessdauer. Der
in miniaturisierten Rihrkesselreaktoren etablierte Prozess dient als Referenz. N = 1.

Sowohl die Verwendung von Rihrer R4a als auch von R5 fuhrten zu Verlaufen von z-Mittel
und PDI, die jenen des Referenzprozesses sehr ahnlich waren. Das z-Mittel nahm ausgehend
von 30 nm sehr schnell zu, bis ein Wert von circa 180 nm erreicht wurde. Die Polydispersitat
hingegen nahm von PDI > 0,6 im Prozessverlauf stetig ab, bis die gewiinschte niedrige
Polydispersitat mit PDI < 0,2 nach 30 min erzielt wurde. Die zu diesem Zeitpunkt erreichten
Werte fur z-Mittel und PDI waren im Liter-Mal3stab bei Verwendung von Ruhrer R4a (z-
Mittel = 180 nm, PDI=0,17) und R5 (z-Mittel=181 nm, PDI=0,18) jenen aus dem

Referenzprozess (z-Mittel =177 nm, PDI=0,19) sehr &hnlich. Die zugehorigen
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intensitatsbasierten Partikelgro3enverteilungen, abgebildet in Abbildung 5.26 A, waren
monomodal, schmal und bei beiden Mal3stdben nahezu kongruent.
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Abbildung 5.26: A) Intensitatsbasierte PartikelgroRenverteilung bei Verwendung der Propellerriihrer
R4a und R5 nach 30 min. B) TEM-Aufnahme der im Liter-MaRRstab gebildeten Polymervesikel
(Probenahmezeitpunkt: 90 min). N = 1.

TEM-Aufnahmen, exemplarisch in Abbildung 5.26 B zu sehen, zeigten, dass die gewinschten
Polymersomen auch im Liter-Maf3stab hergestellt werden konnten. Da unerwinschte
Polymeraggregate weder mit bloRem Auge noch mittels mikroskopischer Aufnahmen
verzeichnet wurden, konnte auf die vollstandige Umsetzung des Polymers zu Polymersomen
geschlossen werden. Die MaR3stabsiibertragung des Polymersomenherstellungsprozesses in
miniaturisierten Ruhrkesselreaktoren (12 mL) in den Liter-Maf3stab (1,5 L) um den Faktor 125
konnte somit erfolgreich gezeigt werden.

5.3.5 Diskussion

Seit den Anfangen der Polymersomentechnologie in den 90er Jahren wurden in Anlehnung an
die Herstellungsmethoden von Liposomen diverse Techniken fir die Bereitstellung von
Polymervesikeln entwickelt. Die meisten davon, wie beispielsweise die Filmrehydrierung, sind
fur den industriellen MaR3stab nicht geeignet (Wagner und Vorauer-Uhl, 2011). Die erfolgreiche
Anwendung spezieller Techniken zur kontrollierten Polymersomenherstellung uber
Tintenstrahldrucker (Hauschild et al., 2005) und Mikrofluidik-Einheiten (Thiele et al., 2010b;
Brown et al., 2010; Thiele et al., 2010a; Thiele et al., 2014) wurde bisher im grof3en Mal3stab
durch Parallelisierung nicht gezeigt. Die kontinuierliche Polymersomenherstellung Uber
sogenannte Mikromixer wurde bis zu einem Durchfluss von 0,58 L h! untersucht (Thiermann
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et al., 2012; Bleul et al., 2013). Die Verwendung von speziellen Apparaturen mit unbekannter
Langzeitstabilitat kann zu hohen Investitionskosten fiihren. So war es nicht Uberraschend,
dass in den vergangenen Jahren der Ruf nach skalierbaren Prozessen immer wieder laut
wurde (Nallani et al., 2006; van Rijn et al., 2013).

Fir einen industriell anwendbaren Prozess ist ein Minimum an notwendigen Prozesschritten
ebenso essentiell wie die Verwendung von einer mdoglichst Uberschaubaren Anzahl an
bestenfalls standardisierten Komponenten (Mozafari, 2005). Die Mdoglichkeit Liposomen,
welche Polymersomen in vielerlei Hinsicht sehr &hnlich sind, im groRen Malfistab in
Ruhrkesselreaktoren herzustellen wurde bereits mehrmals gezeigt (Hamann und Nothelle,
1995; Naeff, 1996; Wagner et al., 2002; Wagner und Vorauer-Uhl, 2011; Pham et al., 2012).
Sehr haufig werden Liposomen Uber die Injektionsmethode, bei welchem die Lipidldsung Uber
eine Duse in die wassrige Phase eingespritzt wird, hergestellt. Dieses Verfahren fuhrt meist
zu breiten PartikelgréRenverteilungen. Deshalb wird der Liposomenherstellung in Ruhrkessel-
reaktoren haufig ein Homogenisator nachgeschaltet, wodurch sich der technische Aufwand
jedoch deutlich erhéht (Hamann und Nothelle, 1995). Obwohl Herstellbarkeit von Liposomen
im industriellen MaRRstab demonstriert wurde (Naeff, 1996), wurden die relevanten Kriterien,
die fur die Mal3stabsibertragung von Prozessen in Ruhrkesselreaktoren essentiell sind, bis
dato nicht veroffentlicht. In anderen Studien wurde die Umsetzbarkeit der
Mal3stabsulbertragung teils durch bloRes Erhéhen des Reaktionsvolumens gezeigt, ohne auf
die relevanten Kriterien der Maf3stabstbertragung einzugehen (Pham et al., 2012). Zudem
wurde die notwendige Prozesszeit, die mit Fokus auf die entstehenden Investitionskosten
essentiell ist, nicht berticksichtigt (Charcosset et al., 2015). Wahrend die Herstellung von
Liposomen im industriellen MaRRstab bereits etabliert ist, gab es hingegen bislang keine
publizierten Forschungsarbeiten Uber die Polymersomenherstellung in Rihrkesselreaktoren
im groRen Mal3stab. Daher stellt die in dieser Arbeit gezeigte erstmalige Entwicklung eines
einstufigen Polymersomenherstellungsprozesses im Liter-MaR3stab einen grof3en Fortschritt
bezlglich industrieller Anwendbarkeit der Polymersomentechnologie dar. Insbesondere die
Verwendung eines standardisierten Rihrkesselreaktors ist ein grof3er Vorteil. Aufgrund der
Verfugbarkeit vom Milliliter- bis zum Kubikmeter-Maf3stab ist er nicht nur pradestiniert fur eine
erfolgreiche MalRstabsubertragung. Die Mdoglichkeit bereits bestehende, standardisierte
Reaktor- und RuUhrergeometrien nutzen zu koénnen sind mit Fokus auf niedrige

Investitionskosten ein weiterer Vorteil.
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5.4 Wiederaufbereitung des Polymers

Da das in dieser Arbeit verwendete Polymer einen kostenintensiven Wertstoff darstellte
(Listenpreis Polymersource™ 2016: 450 US-Dollar g*), war dessen Wiedergewinnung nach
Verwendung als polymerbasierte Nanokapsel oder als Enzymmembranreaktor zwingend

notwendig.

5.4.1 Polymerextraktion

Erste Voruntersuchungen zur Ruckgewinnung des PMOXA-PDMS-PMOXA Polymers
basierten auf dem Versuch das Polymer Uber ein geeignetes Losemittel aus der wassrigen
Phase zu extrahieren. Dies war mit einer Vielzahl untersuchter organischer Lésemittel nicht
mdoglich (Ergebnisse nicht dargestellt). Wie in Abbildung 5.27 dargestellt, reicherte sich das
amphiphile Polymer im besten Fall zwischen der hydrophoben, organischen Phase (hier
Chloroform) und der hydrophilen wassrigen Phase an. Eine Extraktion war somit nicht
realisierbar. Denkbar ware es die polymerreiche, mittlere Phase abzutrennen. Dabei bliebe die
Problematik unerwinschter Lésemittelriickstande im Polymer aber bestehen.

Organische Phase
Polymerreiche Phase

Wassrige Phase

Abbildung 5.27: Das amphiphile Polymer sammelt sich zwischen der hydrophilen wassrigen und der
hydrophoben organischen Phase.

5.4.2 Verfahrensentwicklung zur Wiedergewinnung des Polymers

Da sich das Vorgehen der Polymerextraktion als ungeeignet fir die Wiedergewinnung des
Polymers erwies, wurde ein mehrstufiger, aus wiederholten Evaporations-, Losungs- und

Préazipitationsschritten bestehender Prozess, dargestellt in Abbildung 5.28, etabliert.
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Wasser und Ethanol der Polymersomendispersion wurden im ersten Prozessschritt verdampft
(F1, 60 °C, 100 mbar). Das verunreinigte Polymer blieb hierbei als Feststoff zurtick. Im zweiten
Schritt wurde der so gewonnene Feststoff mit Ethanol vermengt (B1). Ziel hierbei war das
selektive Losen des in Ethanol hervorragend Idslichen Polymers. Unerwinschte Salze der
Pufferldosungen und andere Verunreinigungen prazipitierten aufgrund ihrer niedrigen
Ldslichkeit in diesem Losemittel. Der Feststoff der resultierenden Suspension konnte in einem
weiteren Filtrationsschritt (F2) problemlos abgetrennt werden. Die Polymerlésung hingegen
wurde im Flussigabscheider (F3) erneut verdampft, bis das gereinigte Polymer feststoffférmig
vorlag. Hieraus konnte bei Bedarf eine definierte 20 % w/v Polymerlésung hergestellt werden
(B2).

Die Reinheit des wiedergewonnenen Polymers (in fester Form) wurde mit Hilfe von
energiedispersiver Rontgenspektroskopie analysiert. Dies wurde sowohl fur neues als auch
fur recyceltes Polymer aus der Abfallklasse 1, welche Polymer, Wasser, Ethanol und
verschiedene Salze enthalt (Kapitel 4.9), durchgefuihrt. Mit Hilfe dieser analytischen Methode
konnten die in der Probe vorliegenden Elemente identifiziert und deren prozentualer Atom-
oder Massenanteil bestimmt werden. Reines PMOXA-PDMS-PMOXA-Polymer besteht aus
den Elementen Wasserstoff, Kohlenstoff, Stickstoff, Sauerstoff und Silicium (Abbildung 3.3).
Anhand dieser Elemente konnte der Anteil des Polymers in den Proben bestimmt werden. Die
Polymersomen wurden allerdings in verschiedenen Puffersystemen in Anwesenheit von
Natrium, Kalium, Phosphat und Chlorid hergestellt, die potentiell im gereinigten Polymer
verbleiben kdnnen. In der Probe des recycelten Polymers wurden allerdings ausschlieflich
Natrium- und Chlorriickstande nachgewiesen. Mit einem Anteil von nur 0,7 % w/w, Tabelle
5-6, waren die Verunreinigungen durch Salze gering. Neben Natrium und Chlor wurden auch
die Elemente Fluor und Schwefel detektiert. Diese Elemente stammten vermutlich aus der
chemischen Verbindung Trifluormethansulfonanhydrid, welche in einem Synthese-Schritt bei
der Herstellung des Polymers als Lésemittel verwendet wird (Nardin et al., 2000a). Der Anteil
von Fluor und Schwefel lag beim urspriinglichen Polymer bei 1,4 % w/w beziehungsweise
0,4 % w/v. Die Reinheit des kommerziell erworbenen Polymers betrug demnach 98,2 % w/w.
Im wiedergewonnenen Polymer wurde ein Anteil an Fluor und Schwefel von 0,9 % w/w
beziehungsweise 0,5 % w/v verzeichnet. Die Reinheit des wiedergewonnenen Polymers
betrug somit 97,9 % w/w. Der etablierte Recyclingprozess konnte demzufolge als sehr effizient
eingestuft werden. Dabei sei erwdhnt, dass die gezeigten Ergebnisse aus einem einmalig
durchgefuhrten Wiedergewinnungsprozess stammten. Durch mehrmaliges Wiederholen
konnte die Reinheit des recycelten Polymers vermutlich weiter erhéht werden. In Tabelle 5-6

sind die Massenanteile der Bestandteile des neuen und des wiedergewonnenen Polymers
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gegenibergestellt. Die Herstellung von Polymersomen aus wiedergewonnenem Polymer war

problemlos méglich (Ergebnisse nicht dargestellt).

Tabelle 5-6: Massenanteil an Polymer, Lésemittelriickstdnden und Salzen im neuen und im recyceltem
Polymer.

Massenanteil, % Neues Wiedergewonnenes
Polymer Polymer

Polymer 98,2 97,9

Fluor 14 0,9

Schwefel 0,4 0,5

Salze - 0,7

5.4.3 Ruckgewinnung von mit Proteinen verunreinigtem Polymer

Die Rickgewinnung des Polymers aus Klasse 2, welche neben den Bestandteilen aus
Klasse 1 zuséatzlich auch Proteine enthalt (Kapitel 4.9), wurde ebenfalls nach dem in Abbildung
5.28 dargestellten Prozessschema durchgefiihrt. Der Uberlegung folgend, dass nicht nur
Salze, sondern auch Proteine eine begrenzte Loslichkeit in Ethanol aufweisen, wurde
geschlussfolgert, dass das Polymer durch schrittweise Abreicherung des Proteins durch

Préazipitation gereinigt werden kann.

Die Reinigung von 500 mL der Klasse 2 mit einer anfanglichen Proteinkonzentration von
623 ug L erfolgte in insgesamt finf hintereinander geschalteten Wiedergewinnungs-
prozessen. Dabei wurde das Volumen an Ethanol schrittweise verringert um einen maoglichst
hohen Anteil an Protein und Salz ausfallen zu kdénnen. Die in Tabelle 5-7 gezeigte Effizienz
jedes Wiedergewinnungszykluses zeigt den Anteil an insgesamt abgereichertem Protein,

bezogen auf den urspriinglichen Anteil im verunreinigten Polymer.

Tabelle 5-7: Masse an Restprotein mp,.,:.in Nach den einzelnen Wiedergewinnungszyklen und Reinheit
des Polymers bei schrittweiser Verringerung des Ethanolvolumens Vg;oy-

Schritt VEon, ML Mpyrotein, 1O Effizienz %
0 500 (H20/EtOH) 311,5
1 60 92,0 70,5
2 7,5 12,5 96,0
3 50 9,5 97,0
4 3,0 7,2 97,7
5 2,5 7,2 97,7
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Die im Polymer verbleibende Masse an Restprotein konnte innerhalb von vier Zyklen von
urspringlich 312 pg auf 7,2 ug reduziert werden. Ein weiterer Schritt, bei welchem das
Ethanolvolumen von 3,0 mL auf 2,5 mL nur geringfugig reduziert wurde, fihrte zu keiner
weiteren Abreicherung des Proteins. Die gezeigten Daten resultieren nicht aus einem
optimierten Wiedergewinnungsprozess. Vielmehr wurde anhand des grundlegenden
Vorgehens gezeigt, dass die Wiedergewinnung des Polymers prinzipiell auch aus mit Protein
verunreinigten Polymersomendispersionen madglich ist. Im Rahmen dieser Machbarkeitsstudie
konnten bereits 97,7 % des Proteins abgereichert werden. Verluste an Polymer waren bei der

mehrstufigen Reinigung nicht zu verzeichnen (Ergebnisse nicht dargestellt).

5.4.4 Diskussion

Bislang liegen neben den in dieser Arbeit gezeigten Ergebnissen zur Wiedergewinnung von
amphiphilen Block-Copolymeren, welche fur die Bereitstellung von Enzymnanoreaktoren
verwendet wurden, keine weiteren Studien vor. PMOXA-PDMS-PMOXA wurde erstmalig als
Material fir Kontaktlinsen von Ciba-Vision® hergestellt (Grumelard, 2004). Im Jahr 2000 wurde
dieses Polymer dann zum ersten Mal fir die Herstellung von Polymersomen eingesetzt
(Nardin et al., 2000c; Nardin et al., 2000b; Nardin et al., 2000a; Meier et al., 2000). Bei PMOXA-
PDMS-PMOXA handelt es sich um ein Spezialpolymer, das in einem relativ aufwendigen
Verfahren (Nardin et al., 2000a) hergestellt wird. Zudem liegt die Ursache fiir den hohen Preis
(Listenpreis Polymersource™ 2016: 450 US-Dollar g*) vermutlich auch bei der haufig an
Kundenwtiinsche angepassten Polymer-Synthese von nur kleinen Mengen. Die Frage nach
der kiinftigen Notwendigkeit der Wiedergewinnung des Polymers ist demzufolge entscheidend
an die Preisentwicklung geeigneter amphiphiler Blockcopolymere, und diese Wiederum an die

Entwicklung der Nachfrage nach solchen Polymeren, gekoppelt.



134 Membraneigenschaften

6 Membraneigenschaften

Die Eigenschaften der Polymersomenmembran beeinflussen zahlreiche, grundlegende
Charakteristika der Vesikel. So ist es von groRem Interesse Grolien wie die Aggregationszahl

N4g4, die Starke der Membran s und die Membranviskositat n,, zu bestimmen. Zudem ist auch

die Verkapselungeseffizienz VE von Membranvesikeln von grof3er Wichtigkeit ist.

6.1 Unbeladene Polymervesikel

6.1.1 Bestimmung der Aggregationszahl tber statische Lichtstreuung

Die Bestimmung der Aggregationszahl N, die die mittlere Anzahl an Polymermolekulen je
Vesikel angibt (Gleichung (3.4)), wurde mittels statischer Lichtstreuung von der Firma ALV
Uber  den Berry-Plot  (Kapitel 13.1.5) bestimmt. Untersucht  wurde  eine
Polymersomendispersion mit schmaler Partikelgré3enverteilung (PDI = 0,14) und einem z-
Mittel von 166 nm. Die mittlere molare Masse eines Vesikels My, ;; wurde zu 3,266 10° g mol
! bestimmt. Durch Kenntnis der molaren Masse des Polymers (M, » = 7600 g mol™) konnte so
die mittlere Aggregationszahl N4, zu 43.000 bestimmt werden, wie in Tabelle 6-1 mit weiteren
Parametern der statischen Lichtstreumessung gezeigt.

Tabelle 6-1: Ergebnisse der statischen Lichtstreumessung fir die Bestimmung der molaren Masse
My 444 Und Aggregationszahl N,,, eines Vesikels. Die Bestimmung des Gyrationsradius R; des

hydrodynamischen Radius Ry, des Verhaltnisses aus R; und Ry, sowie des zweiten Virialkoeffizienten
A, werden bei jeder Messung mittels statischer Lichtstreuung automatisch mit bestimmt.

My agg 3,266 108 g mol*
Nagg 43.000
R; 151 nm
Ry 146 nm

ReRy™! 1,034
A, 5,676-101° mol dm? g2

Der Tragheitsradius R; und der hydrodynamische Radius Ry werden bei jeder Messung der
statischen Lichtstreuung ebenfalls bestimmt. Das Verhéltnis von R; zu Ry lag bei 1,034, was
die spharische Form der Vesikel widerspiegelt. Der Wert 1 entspricht der geometrischen Form
einer perfekten Kugel. Zudem wurde der zweite Virialkoeffizient A, bestimmt, der mit einem

Wert von 5,676-102° mol dm? g2 nahezu Null ist. Dies macht deutlich, dass keine ausgepragte
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Interaktion der Polymersomen untereinander besteht. Sie stof3en sich demnach weder ab,
noch ziehen sie sich gegenseitig an.

6.1.2 Membranstarke

Die Membranstarke wurde in dieser Arbeit mit Hilfe von cryo-TEM-Aufnahmen, Abbildung 6.1,
bestimmt. Anhand dieser konnte gezeigt werden, dass die Starke der Vesikelmembran

gleichmaRig und unabhéngig von der VesikelgroRe war. Sie betrug im Mittel 14 nm.

Abbildung 6.1: Die cryo-TEM-Aufnahme zeigt eine gleichmé&Rige Membranstarke der Polymervesikel
von 14 nm.

6.1.3 Membranviskositat

Um die temperaturabhéngige Viskositat der Polymersomenmembran zu untersuchen, wurde
die dynamische Viskositat der Polymersomendispersion n,, und die dynamische Viskositat von

reinem Wasser M0 bei 8 °C, 25 °C und 40 °C bestimmt. Die Differenz aus beiden Werten

lasst Ruckschlisse auf die Viskositat der Membran 7n,, zu. Anhand der in Tabelle 6-2
zusammengefassten Werte wird deutlich, dass die Viskositat der Polymersomendispersion
von 8 °C bis 40 °C von 1,65 mPa s bis 0,79 mPa s starker abnahm, als jene von Wasser. Diese
sank von 1,39 mPa s auf 0,65 mPa s. Dies wird auch anhand der Differenz An aus beiden
Werten ersichtlich, die bei 8 °C mit 0,26 mPa s signifikant héher war als bei 40 °C mit
0,14 mPa s.

Tabelle 6-2: Temperaturabhéngige dynamische Viskositat der 1 % w/v Polymersomendispersion 7y
und von Wasser ny,, Die Differenz aus beiden Werten lasst Ruckschlisse auf die Membranviskositat
zu

T, °C 1y, . mPas Ny, 0 mPa s An, mPa s
8 1,65 1,39 0,26
25 1,11 0,89 0,22

40 0,79 0,65 0,14
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In Abbildung 6.2 sind die Werte der Differenz aus der dynamischen Viskositat der
Polymersomendispersion und jener von Wasser (4n = ny, — ny,0) aus Tabelle 6-2 dargestellt.
Hierbei wird deutlich, dass die dynamische Viskositat der Polymersomenmembran mit
steigender Temperatur abnimmt. Demnach weist die Membran bei erhéhter Temperatur auch
erhohte Fluiditat auf, was in Einklang mit dem temperaturabhéngigen Verhalten von
naturlichen Lipidmembranen steht (Kapitel 3.3.1).

0,3

0,2 +

0,1 +

Delta dynamische Viskositidt, mPa s

0,0 T T T
8 25 40

Temperatur, °C

Abbildung 6.2: Differenz der dynamischen Viskositat der Polymersomendispersion und des Wassers
(4n = ny — ny,0) in Abhangigkeit von der Temperatur. N = 1.

6.2 Beladene Polymervesikel

Die grundlegende Aufgabe eines Polymersoms liegt darin, Molekile in seinem Inneren
einzuschlieRen und sie von der wassrigen Umgebung raumlich zu trennen. Mit Hilfe des
etablierten Polymersomenherstellungsprozesses (Kapitel 5.1.2) war die Verkapselung
verschiedener Molekile direkt wahrend des Polymersomenherstellungsprozesses maoglich.
Die Gastmolekile wurden hierflr vor Polymerzugabe in der wassrigen Phase gel6st. So
konnten kleine Molekiile, wie der Farbstoff Calcein, ebenso verkapselt werden, wie auch
deutlich groRere Molekile des grin fluoreszierenden Proteins (eGFP). Die Qualitat der mit
15 mM Calcein beladenen Polymersomen (z-Mittel = 171 nm, PDI = 0,19) unterschied sich nur
wenig von jenen, die mit 0,2 mg mL?! eGFP beladen wurden (z-Mittel = 185 nm, PDI = 0,18).
Dies wurde auch anhand der intensitatsbasierten PartikelgroRenverteilungen, dargestellt in
Abbildung 6.3 A, deutlich.
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Abbildung 6.3: A) Intensitatsbasierte PartikelgréRenverteilungen von mit Calcein und eGFP beladenen
Polymersomen. B) Intensitatsbasierte PartikelgroRenverteilungen einer mit 15 mM und mit 25 mM
Calcein beladenen Dispersion.

Wie in Abbildung 6.3 B anhand der sehr breiten Partikelgrof3enverteilung bei 25 mM Calcein
deutlich wird, ist die erfolgreiche Verkapselung von der Konzentration der zu verkapselnden
Substanz abhéngig. Eine 25mM Calcein-Loésung konnte nicht mehr erfolgreich
eingeschlossen werden. Die hieraus resultierende extrem breite Verteilung lief3 vermuten,
dass bei diesen Bedingungen keine Vesikel gebildet werden konnten. Weitere
Untersuchungen wurden demzufolge mit Polymersomen, die mit 15 mM Calcein beladen

waren, durchgefihrt.

6.2.1 Bestimmung der Aggregationszahl
Die Aggregationszahl N4, von mit 15 mM Calcein beladenen Polymersomen, welche mittels
Dialyse gereinigt wurden, wurde experimentell bestimmt. Die Aggregationszahl N,g4, ergibt

sich nach Umstellen von Gleichung (6.7) aus dem Quotienten der Anzahl aller Polymerketten

Np und der Anzahl an gebildeten Vesikeln Ny :
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Np
NAgg = N_V (61)

Np Anzahl Polymerketten -
Nagg Aggregationszahl -
Ny Anzahl Vesikel -

Da passive Diffusionsvorgange von Calcein Uber die Polymersomenmembran wahrend der
Dialyse ausgeschlossen werden konnten (Ergebnisse nicht dargestellt), betrug die
Calceinkonzentration im Vesikelinneren ¢, 15 mM. Durch Lyse der beladenen
Polymersomen nach deren Reinigung, wurde zunéchst Uber eine Massenbilanz das gesamte
innere Vesikelvolumen bestimmt. Dabei entspricht die gesamte Masse an Calcein in den

Vesikeln my, . der Masse an Calcein in der Probe nach Vesikellyse m, .

Myc = Mec (6.2)
my ¢ Gesamte Masse an Calcein in den Vesikeln g
Moo c Masse an Calcein in der Probe nach Vesikellyse g

Da Konzentration ¢, Masse m und Volumen V Uber ¢ = % in Zusammenhang stehen, kann

Gleichung (6.2) umgestellt werden und das gesamte innere Vesikelvolumen aller Vesikel Vy, ;

wie folgt berechnet werden:

Vi = M (6.3)
Cv.c
Vyi Summe des inneren Vesikelvolumens aller Vesikel cm?
Coo,C Calceinkonzentration in der Probe nach Vesikellyse gcm3
Voo Probenvolumen cm?d
Cyc Verkapselte Calceinkonzentration gcm3

Die Anzahl an Polymersomen in der Probe N, steht mit dem inneren Vesikelvolumen eines
einzelnen Vesikels 1y, , und der Summe des inneren Vesikelvolumen aller Vesikel V;, ; wie folgt

in Zusammenhang:
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VV,i = Ny- Vv,o (6-4)

Vo Inneres Vesikelvolumen eines einzelnen Vesikels cm?

Das innere Vesikelvolumen kann uber die Gleichung zur Berechnung des Kugelvolumens
Vyi = % T dvf bestimmt werden. Der hierfir benétigte Innendurchmesser des Vesikels dy ;
ergibt sich aus der Differenz des aufReren Vesikeldurchmessers dy, und der doppelten
Membrandicke s mitdy; = dy, — (2-s). Die Bestimmung des auBeren Vesikeldurchmessers
erfolgte Gber Messungen der dynamischen Lichtstreuung. Hierfur wurde der Wert des mittleren
anzahlbasierten Vesikeldurchmessers (dy = dy,) gewahlt. Die Membrandicke s war aus

cryo-TEM-Aufnahmen zu 14 nm bestimmt worden (Kapitel 6.1.2). Die Anzahl an Vesikel in der

Probe N, war wiederum aus dem Quotienten des berechneten, gesamten inneren

vi ;ugangig.
,0

Vesikelvolumens Vy, ; und dem Volumen eines einzelnen Vesikels Vy, , Uber N, = "
\4

Die Anzahl an Polymerketten N, konnte, wie in Gleichung (6.7) gezeigt, Uber die Masse des
Polymers mp, die Avogadro-Konstante N, und die molare Masse des Polymers M, » bestimmt

werden.

In 1 mL einer lysierten 1 % w/v Polymersomendispersion wurde eine Calceinkonzentration
Coo;c VON 79,6 UM gemessen. Mit Hilfe von Gleichung (6.7) bis Gleichung (6.4) konnten
anschlieBend die Aggregationszahl N,,, zu 44.690 bestimmt werden. Dieser Wert weicht um

nur 3,8 % von dem Uber statische Lichtstreuung bestimmten Wert von 43.000 ab (Kapitel
6.1.1), wodurch die Richtigkeit der (ber statische Lichtstreumessungen bestimmten

Aggregationszahl bestatigt werden konnte. Die Werte zur Berechnung von N, sind in Kapitel

13.1.6 zusammengefasst.

6.2.2 Verkapselungseffizienz

Die Verkapselungeseffizienz VE % gibt den Anteil des verkapselten Volumens V;,; bezogen

auf das Volumen der Polymersomendispersion (Probenvolumen) V,, an. Die theoretisch

mogliche Verkapselungseffizienz ist demnach wie folgt definiert:



140 Membraneigenschaften

_ Wy
VE% = 5= 100 % (6.5)
VE Verkapselungseffizienz %
Vi Summe des inneren Vesikelvolumens aller Vesikel cm?
Voo Probenvolumen cm?®

Zur Berechnung des gesamten inneren Vesikelvolumens V;,; mit Gleichung (6.4) wurde zur
Bestimmung der Anzahl an Vesikeln Ny in 1 mL der Dispersion die Aggregationszahl mit
Nygg = 43.000 (Kapitel 6.1.1) angenommen. Das Volumen eines Vesikels 1, , wurde analog
zum Vorgehen zur experimentellen Bestimmung der Aggregationszahl (Kapitel 6.2.1)
bestimmt. Unter der Annahme, dass zwischen Polymer und Calcein keine Interaktionen
auftreten und die verkapselte Konzentration dieselbe wie aul3erhalb der Vesikel ist resultiert
fur eine 1 % w/v Polymersomendispersion dy = 111 nm eine theoretische Verkapselungs-

effizienz von 0,55 %.

Aufgrund der Massenerhaltung entspricht die Masse an in den Vesikeln verkapseltem Calcein
der Masse an Calcein nach Lyse der Polymersomen. Somit konnte die Verkapselungseffizienz
VE experimentell auch durch die Quantifizierung der Calceinkonzentration nach Lyse der
Vesikel ¢, ¢ bestimmt werden. Die Calceinkonzentration im Inneren der Vesikel ¢, ; wurde mit

15 mM angenommen, da es keine Hinweise auf eine nicht rein statistische Verkapselung der

Molekiile gab.
Coc
VE% = — (6.6)
Cv,i
Coo,C Calceinkonzentration in der Probe nach Vesikellyse mol cm
Cyi Verkapselte Calceinkonzentration mol cm3

Die mit Gleichung (6.6) experimentell bestimmte Verkapselungseffizienz lag mit 0,54 % (circa
2650 Calceinmolekile pro Polymersom) sehr nahe an der theoretisch mdglichen
Verkapselungseffizienz von 0,55 %. Bezieht man die experimentelle Verkapselungseffizienz
auf die theoretische so ergibt sich eine Effizienz von 98,2 %. Man kann demnach davon
ausgehen, dass die Calceinmolekiile den Vesikelbildungsprozess nicht stéren und problemlos

im Vesikelinneren eingeschlossen werden konnten.
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Die Verkapselungseffizienz wurde ebenfalls fir den Einschluss von 0,2 mg mL?* grin
fluoreszierendem Protein bestimmt. Bei einem mittels dynamischer Lichtstreuung
gemessenem anzahlbasierten Polymersomendurchmesser von dy =128 nm betrug die
theoretische Verkapselungseffizienz 0,97 %. Experimentell wurde sie zu 1,02 % bestimmt,

was 2,3 Molekilen pro Polymersom entspricht.

6.3 Diskussion

Unter den Membraneigenschaften ist insbesondere die Aggregationszahl N4, der
Polymersomen fur viele Anwendungsgebiete von grof3em Interesse. So kann beispielsweise
die Anzahl an Polymersomen in einer Polymersomendispersion nur tber diese Kenngrof3e
bestimmt werden. Die Anzahl an Vesikeln N, in der Dispersion entspricht dabei dem
Quotienten aus der Anzahl aller Polymerketten Np (zugangig tUber die Masse des eingesetzten

Polymers mp, dessen molare Masse My, » und der Avogadro-Konstante N, = 6,022 10%* mol™*

. N
tber Np = ’7”"

4) und der Anzahl an Polymerketten, die ein einzelnes Vesikel bilden, was der
w.,P

Aggregationszahl N4, entspricht. So gilt:

Ny = b = Hwr - (6.7)
Nagg Nagg

Ny Anzahl Vesikel -

Np Anzahl Polymerketten -

Nagg Aggregationszahl -

mp Masse Polymer g

My, p Molare Masse des Polymers g mol*

N, Avogadro-Konstante mol?

Die Aggregationszahl von Polymersomen aus PMOXA2-PDMS7,-PMOXAz; mit einem
hydrodynamischen Radius Ry von 126 nm wurde zu einem Wert von 12.200 bestimmt (Nardin
et al., 2000a) und ist damit in etwa 3,5 Mal niedriger als die der Polymersomen aus PMOXAs-
PDMSgs-PMOXA1s mit 43.000.

Neben der Aggregationszahl ist auch die Kenntnis der Membranstarke der Polymersomen von
Interesse. Sie ist im Allgemeinen abhangig von der Polydispersitat und der Blocklange des

verwendeten Polymers (Soo und Eisenberg, 2004) und liegt im Bereich von 3 nm (Li et al.,
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2009; Chen et al., 2009) bis 40 nm (Chen et al., 2009). Sie ist von enormer Wichtigkeit, da sie
grundlegend fir die mechanische Stabilitat und die Membranpermeabilitat ist. Haufig wird die
Annahme getroffen, dass die Polymermembranen aus PMOXA15-PDMSes-PMOXA;5 eine
Stéarke von circa 10 nm aufweisen (Meier et al., 2000; Wong et al., 2006), wohingegen sie bei
den in dieser Arbeit hergestellten Polymersomen bei 14 nm lag. Die Polymermembran ist
damit in etwa drei Mal dicker als die Membran von Liposomen, die meist mit einer Stérke von
3-5 nm angenommen wird (Le Meins et al.,, 2011), was den Hauptgrund fir die deutlich
niedrigere Stabilitdt beziehungsweise erhthte Permeabilitat von Lipidvesikeln im Vergleich zu
Polymervesikeln darstellt. Die Kenntnis der exakten Membranstarke s ist auch deshalb so
wichtig, da sie das innerhalb der Vesikel fir Verkapselungen zur Verfiigung stehende wassrige
Volumen stark beeinflusst. Zudem nimmt die Membranfluiditat fur Membranen aus Di- und
Triblock-Copolymeren mit zunehmender Membrandicke ab (ltel et al., 2014), was eine
verminderte Membranpermeabilitéat zur Folge hat (Discher und Eisenberg, 2002).

Auch die Verkapselungeseffizienz stellt in der Polymersomentechnologie eine Eigenschaft von
grofldter Wichtigkeit dar. Sie ist ein Mal} fir den Anteil des durch die Polymermembran von der
Umgebung getrennten Volumens, das letztendlich fir Reaktionen zur Verfigung steht. Die
Verkapselungseffizienz von mit Calcein beladenen Polymersomen zeigte sich in dieser Arbeit
mit 0,54 % deutlich kleiner als jene von mit griin fluoreszierendem Protein beladenen
Polymervesikeln mit einem Wert von circa 1 %. Fur die Verkapselung von Calcein in
Polymersomen aus Poly(isopren)-poly(ethylenoxid) (PI-PEO) die mit einem z-Mittel von
208 nm und einem PDI von 0,08 (nach mehrfacher Extrusion) den Calceinpolymersomen,
welche in dieser Arbeit hergestellt wurden, dhneln, lag die ermittelte Verkapselungseffizienz
von Calcein mit 0,6 % in einem sehr ahnlichen Bereich (Rank, 2007). Eine Steigerung der
gesamten Verkapselungseffizienz ware bei gleichbleibenden Polymersomeneigenschaften
(Durchmesser, Aggregationszahl, Membranstarke) durch die Erhéhung der Vesikel-
konzentration in der Polymersomendispersion mdglich. So wirde sich die
Verkapselungseffizienz von mit Calcein beladenen Polymersomen bei einer 2 % wl/v
Dispersion gegeniber der untersuchten 1 % w/v Dispersion von 0,54 zu 1,08 % verdoppeln.
Fur die Verwendung von Polymersomen als Nanoreaktoren ist jedoch nicht nur der Anteil des
eingeschlossenen Volumens, sondern vielmehr auch die Anzahl an verkapselten Molekilen
von Interesse. Wahrend von dem kleinen Farbstoffmolekil Calcein (0,6 kDa) im Schnitt Gber
2600 Molekile je Vesikel verkapselt werden konnten, belief sich der Wert bei der Beladung
mit grun fluoreszierendem Protein (29,1 kDa) auf circa 2 Molekile pro Polymersom. Eine
groRere Anzahl an Molekilen im Vesikel ware durch die Verkapselung einer Proteinldsung mit
hoherer Konzentration, was jedoch wie gezeigt den Vesikelbildungsprozess stéren kann,
denkbar.
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7 Stabilitat von Polymervesikeln

Im folgenden Kapitel werden Ergebnisse beziglich der Lagerfahigkeit von Polymersomen
gezeigt. AnschlieBRend wird deren mechanische Stabilitit sowie ihr Verhalten in

Zweiphasensystemen betrachtet und diskutiert.

7.1 Lagerstabilitat

Es wurde die Lagerstabilitat von unbeladenen und beladenen Polymersomen untersucht. Bei
der Untersuchung der unbeladenen Polymersomen wurde das Augenmerk auf die zeitliche
Veréanderung der Polymersomenqualitat (z-Mittel und PDI) gerichtet. Die Beurteilung der
Lagerstabilitat von beladenen Polymersomen erfolgte primar durch die Betrachtung des
Verlustes an vorab verkapseltem Calcein in Abhangigkeit von der Lagerdauer.

7.1.1 Unbeladene Polymervesikel

Um die Lagerstabilitdt von unbeladenen Polymersomen zu untersuchen, wurden
Polymervesikel, welche tber die Dispersionsmethode (Kapitel 5.1.1) und die Ethanolmethode
(Kapitel 5.1.2) in PBS-Puffer hergestellt wurden, im Konzentrationsbereich von 0,001 % w/v
bis 1 % wi/v bei 4 °C und bei Raumtemperatur (RT) gelagert. Die Polymersomendispersionen
wiesen zu Beginn der Lagerung eine niedrige Polydispersitat (PDI <0,2) und ein z-Mittel von
circa 200 nm auf. Tabelle 7-1 gibt einen Uberblick tiber die identifizierte, mindestens maogliche
Lagerdauer, innerhalb derer die Vesikel ohne Qualitatseinbuf3en (Abweichung von PDI und z-
Mittel < 5 % im Vergleich zum Ausgangswert) gelagert werden konnten.

Tabelle 7-1: Lagerstabilitdét von Polymervesikeln unterschiedlicher Konzentrationen bei 4 °C und

Raumtemperatur (RT). Angabe der mindestens mdglichen Lagerdauer. Abweichungen von z-Mittel und
PDI im angegebenen Zeitraum < 5 %.

Konzentration, Dispersionsmethode Ethanolmethode
% wiv

4°C RT 4°C RT
1 210d 210d 210d 210d
0,1 90d 90d 90d 90d
0,01 30d 7d 14 d 3d
0,001 - - - -

Polymervesikel, welche mit einer absoluten Polymerkonzentration von 1 % wi/v direkt aus dem

Reaktionsansatz vorlagen, konnten ungeachtet der untersuchten Lagertemperatur und der
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Herstellungsmethode fur mindestens 210 Tage ohne Qualitatsverlust gelagert werden. Bei
zehnfach niedrigerer Konzentration waren diese immerhin noch mindestens 90 Tage lagerbar.
Eine Auswirkung der Herstellungsmethode war erst bei niedrigeren Konzentrationen ab
0,01 % w/v zu erkennen. Hierbei waren Polymersomen, welche Uber die I6semittelfreie
Methode hergestellt wurden, in etwa doppelt so lange lagerbar wie Polymersomen, die Uber
die Ethanolmethode hergestellt wurden. Vermutlich hatten sich bei letztgenannten
herstellungsbedingt geringe Mengen Ethanol in der Polymersomenmembran eingelagert, was
die Erhdhung der Membranfluiditdt bedingte (Rank, 2007). Bei gleichzeitig niedriger
Polymersomenkonzentration (0,01 % w/v) fuhrte dies offensichtlich zur schnelleren
Desintegration der Polymersomen. Bei dieser Konzentration, die sich nahe der kritischen
Mizellbildungskonzentration von Polymersomen aus PMOXA2-PDMS7,-PMOXA7; mit einem
Wert von 0,015 % w/v befindet (Nardin et al., 2000a), trat ebenfalls die Auswirkung der
Lagertemperatur in den Vordergrund. Hierbei waren Polymersomen bei 4 °C in etwa doppelt
so lange lagerbar wie jene, die bei Raumtemperatur gelagert wurden. Bei einer Konzentration
von 0,001 % w/v waren Polymersomen nicht mehr lagerbar, wie sich an dem erheblichen
Anstieg von PDI und z-Mittel innerhalb von nur einem Tag herausstellte (Ergebnisse nicht
dargestellt).

Weiterfilhrende Untersuchungen zur Langzeit-Lagerstabilitat erfolgten unter Betrachtung von
unbeladenen Polymersomen, welche lber den etablierten Polymersomenherstellungsprozess
(Kapitel 5.1.2) in doppelt destilliertem Wasser hergestellt wurden. Es zeigte sich, dass die
Polymersomendispersion (1 % w/v) mit einem anfanglichen z-Mittel von 200 nm und einem
PDI von 0,18 mindestens ein Jahr sowohl bei 4 °C als auch bei Raumtemperatur gelagert
werden konnte. Dabei nahm das z-Mittel, dargestellt in Abbildung 7.1 A innerhalb der ersten
sechs Monate geringfligig ab und stabilisierte sich bei einem Wert von 185 nm. Die Abnahme
des z-Mittels erfolgte bei Raumtemperatur etwas schneller als bei 4 °C. Die maximale
Abweichung des z-Mittels bezogen auf den urspriinglichen Wert war mit 7,5 % dennoch
verhaltnismaRig gering. Der PDI, dargestellt in Abbildung 7.1 B, schwankte wahrend der
gesamten Lagerdauer mit einer mittleren Abweichung von 8 % um den Ausgangswert. Neben
der Beurteilung der Lagerfahigkeit tGber die Parameter z-Mittel und PDI wurde der Fokus
zudem auf das Auftreten moglicher Agglomerationseffekte der Polymersomen untereinander
gerichtet. Eine unerwiinschte Bildung von Polymeragglomeraten konnte jedoch innerhalb der
gesamten Lagerdauer nicht verzeichnet werden. Dies ist mit dem Uber statische Lichtstreuung
identifizierten zweiten Virialkoeffizienten A4, = 5,676:10° mol dm® g2 in Einklang, anhand
dessen den Polymersomen ein nicht zu Agglomeration neigendes Verhalten unterstellt wurde
(Kapitel 6.1.1). Demnach zeigte sich die Lagerstabilitit von unbeladenen Polymersomen

innerhalb des betrachteten Zeitraums nicht eingeschrankt.
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Abbildung 7.1: A) Verlauf des z-Mittels und B) des PDIs einer 1 % w/v Polymersomendispersion bei
der Lagerung bei Raumtemperatur (RT) und bei 4 °C. N = 1.

7.1.2 Beladene Polymervesikel

Bei der Untersuchung der Lagerstabilitat von beladenen Polymersomen ist besonders die
Ruckhalteeffizienz der verkapselten Molekile von Interesse. Hierbei wurden Polymersomen,
welche vorab mit 15 mM Calcein beladen und anschlieBend gereinigt wurden, bis zu zwei
Monate bei Raumtemperatur und bei 4 °C gelagert. Der hierbei auftretende Verlust der
Beladung ist in Abbildung 7.2 dargestellt. Es zeigte sich, dass die Lagerungsféahigkeit mit
Hinblick auf die Ruckhalteeffizienz von Calcein signifikant von der Lagerungstemperatur
abhing. Bei 4 °C lag der Verlust an verkapselten Calcein innerhalb von 14 Tagen bei nur 1,0 %
und nahm bis zu 52 Tage nicht weiter zu. Dieser Wert war bei Polymersomen, welche bei
Raumtemperatur gelagert wurden, bereits nach acht Tagen zu verzeichnen. Zudem trat hierbei
bis zu einer Lagerungsdauer von 31 Tagen stetig weiter Calcein aus. Danach verlangsamte
sich der Calceinverlust und erreichte nach knapp zwei Monaten einen Wert von 3,3 %. Diese
Erkenntnisse machten deutlich, dass beladene Polymersomen fir einen effizienten Riickhalt
der verkapselten Molekile bei niedrigen Temperaturen gelagert werden sollten. Ein Grund fr
den erhohten Verlust der Beladung bei Raumtemperatur kénnte die mit steigender Temperatur
abnehmende Membranviskositat (Kapitel 6.1.3), sein. Die damit einhergehende erhdhte
Membranfluiditat fuhrte offensichtlich zu héheren Verlusten an Calcein. Die Rickhalteeffizienz
von grolReren Molekilen, wie beispielsweise Enzymen, wurde nicht untersucht. Es ist jedoch
naheliegend, dass gréRere Molekile die Membran deutlich schlechter passieren kénnen. Die

Lagerstabilitdt von mit Enzymen beladenen Polymersomen héngt jedoch nicht nur von der
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Ruckhalteeffizienz, sondern insbesondere von der Lagerstabilitit der verkapselten

Enzyme ab.
5
O RT
4] ® a4
o
o (@) 0) @)
S 3 © 00 o ©
I
3 o
2 24 o
o)
1'. QPOOO..OOO’ o0 0 o
& % ®
0 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Zeit, d

Abbildung 7.2: Zeitabhangiger Verlust an Calcein bei der knapp zweimonatigen Lagerung von mit
15 mM Calcein beladenen Polymersomen bei Raumtemperatur (RT) und bei 4°C.

7.2 Mechanische und thermische Stabilitat

Das folgende Kapitel beschaftigt sich mit der Untersuchung der mechanischen und
thermischen Stabilitdt von unbeladenen und beladenen Polymersomen. Die Beanspruchung
der Membran durch Scherkrafte wahrend des Polymersomenherstellungsprozesses wird
ebenso diskutiert, wie die mechanische Beanspruchung durch Extrusion, welche bei
konventionellen Polymersomenherstellungsprozessen haufig nach der Vesikelherstellung fur
die Verbesserung der Polymersomenqualitdt eingesetzt wird. Im Anschluss werden die
Auswirkungen von postpraparativen, konstanten Scherraten ebenso wie die Folgen von in

miniaturisierten Rihrkesselreaktoren herrschenden Bedingungen untersucht.

7.2.1 Wahrend des Herstellungsprozesses

Bereits bei der Etablierung des Polymersomenherstellungsprozesses (Kapitel 5.1) wurde
sowohl bei der Herstellung tber die Dispersionsmethode (Kapitel 5.1.1) als auch tber die
Ethanolmethode (Kapitel 5.1.2) deutlich, dass der Anteil an unerwiinschten
Polymeraggregaten im Reaktionsansatz ab einer bestimmten Prozessdauer stetig zunahm.
Bei der Polymersomenherstellung Uber die Dispersionsmethode zeigte sich nach 8h

Prozessdauer eine stetige Zunahme an festem Polymer (Abbildung 5.5), wohingegen bei der
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Polymersomenherstellung Uber die Ethanolmethode unerwiinschte Polymeraggregate
erstmals nach einer Prozessdauer von 4 h verzeichnet wurden (Kapitel 5.1.2). Verdeutlicht
wird dies in Abbildung 7.3. Gegenubergestellt ist das visuelle Erscheinungsbild der
Polymersomendispersion (Ethanolmethode) nach 1 h und nach 24 h Prozessdauer. Wahrend
sich die Dispersion zu Beginn des Prozesses mit einer typischen homogenen Triibung zeigte,
bildeten sich im Verlauf des Prozesses zunehmend sedimentierende Polymeraggregate.
Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die scherkraftbedingte Zerstérung der

Polymersomen ab einer bestimmten Prozessdauer vermutet.

1h 24 h

Sedimentierte
Aggregate

Abbildung 7.3: Polymersomendispersion wahrend des etablierten Polymersomenherstellungs-
prozesses (Kapitel 5.1.2) nach 1 h und nach 24 h Prozesszeit.

Die wahrend der Polymersomenherstellung durch den S-Rihrer verursachten Scherkréfte
fuhrten bei Prozesszeiten Uber 4 h offensichtlich zur Zerstérung einiger Vesikel, was anhand
entstehender, sedimentierender Polymeraggregate erkennbar war. Die durch die
Vesikelruptur gebildeten Membranteile riefen folglich die Bildung der Polymeragglomerate
hervor. Die Behauptung, dass der wahrend des Prozesses zunehmende Anteil an
unerwinschten Aggregaten auf die Zerstérung von Polymersomen zurlickzufthren ist, wird
durch Betrachtung der intensitatsbasierten PartikelgroRenverteilungen der Polymersomen-
dispersionen aus Abbildung 7.3 gestlutzt. Die PartikelgréRenverteilung war nach einer
Prozessdauer von 1 h deutlich breiter als nach 24 h, wie in Abbildung 7.4 dargestellt. Dabei
erfolgte die Einschniirung der Verteilung primar von rechts, also von Seite der Polymersomen
mit vergleichsweise groRem Durchmesser. So lag die Vermutung nahe, dass grol3ere Vesikel
durch die im Reaktor herrschenden Scherkréafte zuerst zerstért werden. Die Zerstérung der
grolReren Polymersomen in der Dispersion fiihrte hierbei zwar einerseits zur erwiinschten
Verschmalerung der PartikelgroRenverteilung, andererseits wurde hierdurch die Anzahl an
funktionsfahigen Vesikeln herabgesetzt. Basierend auf dieser Erkenntnis wurde eine
Prozesszeit von maximal 4 h bei der Polymersomenherstellung fur sinnvoll erachtet (Kapitel
5.1.2).
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Abbildung 7.4: Intensitatsbasierte Partikelgrof3enverteilung der Polymersomendispersion wahrend des
Herstellunsgprozesses nach 1 h und nach 24 h.

7.2.2 Extrusion

Die Extrusion (Kapitel 3.1.3) ist eine haufig gewéhlte postpraparative Methode zur
Verringerung der Polydispersitat der Vesikeldispersion. Oftmals werden hierbei bis zu 21
Extrusions-Schritte  durchgefihrt und verschiedene Membranen mit abnehmenden
Porendurchmessern verwendet (Rank et al., 2009). Um die Auswirkungen der bei diesem
Vorgehen wirkenden Scherkréfte auf Polymersomen, welche Uber den in dieser Arbeit
etablierten Prozess (Kapitel 5.1.2) hergestellt wurden, zu untersuchen, wurde eine
exemplarische mehrstufige Extrusion durch Polycarbonat-Membranen durchgefuhrt. Tabelle
7-2 zeigt die hierbei verzeichnete, stufenweise Verringerung von z-Mittel und PDI einer
1 % w/v Dispersion mit unbeladenen Polymersomen. Durchgefiihrt wurde eine viermalige
Extrusion durch Membranen mit einem Porendurchmesser von 200 nm, gefolgt von einer
viermaligen Extrusion durch Membranen mit 100 nm grof3en Poren. Innerhalb von vier
Extrusions-Schritten durch Polycarbonatmembranen mit 200 nm grof3en Poren konnte der PDI
von 0,22 auf 0,10 verringert werden. Die darauffolgende sukzessive Extrusion durch
Membranen mit einem Porendurchmesser von 100 nm hingegen fuhrte zu keiner weiteren,
signifikanten Verbesserung der Polydispersitat. Der PDI verringerte sich hierbei bis zu einem
Wert von 0,09 nur marginal. Das z-Mittel hingegen nahm von urspriinglich 181 nm bis zu
122 nm kontinuierlich ab und schien einen konstanten Wert von circa 120 nm anzustreben.
Die Polydispersitat von unbeladenen Polymersomen konnte demnach erwartungsgemalf tber

Extrusion verringert werden.
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Tabelle 7-2: z-Mittel und PDI einer Dispersion unbeladener Polymersomen nach viermaliger Extrusion
durch eine Polycarbonat-Membran mit 200 nm PorengréfRe und darauffolgender viermaliger Extrusion
durch eine Polycarbonat-Membran mit 200 nm Porengréf3e. N = 1.

Schritt  z-Mittel, nm PDI, -
0 181 0,22
1 154 0,14
2 143 0,11
3 136 0,11
4 133 0,10
1 130 0,10
2 125 0,11
3 123 0,08
4 122 0,09

Die exemplarisch durchgefiihrte Extrusion von mit Calcein oder griin fluorsezierendem Protein
beladenen Polymersomen jedoch zeigte, dass wahrend der einmaligen Extrusion (200 nm
Porendurchmesser) mehr als 50 % der Beladung verloren ging (Ergebnisse nicht dargestellt).
Dies ist auf die bei diesem Vorgang wirkenden Scherkréfte zuriickzufihren. Dabei wurde die
Vesikelmembran in der Pore der Polycarbonat-Membran zerschert. Folglich 6ffnete sich das
Polymersom, wodurch ein Teil der Beladung austrat. Die Extrusion von beladenen und
gereinigten Polymersomen zur Verringerung der Polydispersitét sollte demnach dringend
vermieden werden. Um den Verlust der Beladung zu verhindern, wurde versuchsweise die
Extrusion von ungereinigten und mit griin fluoreszierendem Protein beladenen Polymersomen
durchgefuhrt. Hierbei lagen die beladenen Vesikel in der urspriinglichen Proteinldsung vor. Da
sich die fur die Extrusion aufzubringende Druckkraft im Vergleich zur gereinigten
Polymersomendispersion stark erhohte, stellte sich auch dieses Vorgehen als unzweckmafig
heraus. Die Herstellung von beladenen Polymersomen mit geringer Polydispersitat in nur
einem Prozessschritt (ohne konsekutive Extrusion) wie es Uiber den in dieser Arbeit etablierten

Prozess gezeigt werden konnte (Kapitel 6.2), scheint héchst erstrebenswert.

7.2.3 Konstante Scherraten

Um die Grenzen der mechanischen Belastbarkeit von Polymersomen unter definierten
Bedingungen zu untersuchen, wurden unbeladene Polymersomen in einem
Doppelspaltviskosimeter (Kapitel 4.5.2) mit konstanten Scherraten bis zu 8 h beansprucht. Zur
Beurteilung der Polymersomenqualitat nach der Belastung wurde neben den bekannten
GroRRen z-Mittel und PDI zusatzlich die relative Zahlrate (Gleichung (4.1)) herangezogen.
Diese Grolie bildet indirekt die Anzahl an intakten Partikeln ab. Eine Abnahme der Anzahl
intakter Vesikel Gber die Dauer der mechanischen Belastung konnte somit durch die Abnahme

der relativen Zahlrate indiziert werden.
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Um den Einfluss unterschiedlicher Scherraten (194,7s? und 3430s?) auf die
Membranstabilitat deutlicher erkennen zu konnen, wurden die Versuche bei 50 °C
durchgefuhrt. Dies erfolgte basierend auf der Erkenntnis, dass die Membranfluiditat mit
steigender Temperatur zunimmt (Kapitel 6.1.3) und dem daraus resultierenden Verdacht, dass
sich die Sensitivitat der Polymersomen gegenlber Scherbeanspruchung bei erhdhten
Temperaturen deutlicher zeigt. Abbildung 7.5 A beziehungsweise Abbildung 7.5 B zeigen den
Verlauf von z-Mittel beziehungsweise PDI. Bei der Belastung der Polymersomen mit der
hochsten untersuchten Scherrate von 3430 s fiel das z-Mittel innerhalb von 8 h von 186 nm
auf 144 nm. Dies ging mit der Abnahme des PDIs von 0,18 auf einen sehr niedrigen Wert von
0,04 einher. Die bereits getroffene Hypothese, dass groRRere Vesikel bei Belastungen durch
Scherkréfte zuerst zerstort werden (Kapitel 7.2.1) wird hierdurch untermauert. Die relative
Zahlrate fiel hierbei von 1,0 auf 0,1 (Ergebnisse nicht dargestellt), was die Zerstdrung eines
groRRen Anteils der Vesikel indizierte. Bei der niedrigeren Scherrate von 194,7 s zeigten sich
die Vesikel verhaltnismaRig stabil. Sowohl z-Mittel als auch PDI sanken erst zwischen 4 h und
8 h Belastungsdauer von urspriinglichen 190 nm auf 181 nm beziehungsweise von 0,20 auf
0,16. Die Abnahme der relativen Zéhlrate von 1,0 auf 0,9 (Ergebnisse nicht dargestellt) liel3

auf eine geringe Anzahl zerstorter Polymersomen schlief3en.
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Abbildung 7.5: A) Zeitlicher Verlauf des A) z-Mittels und B) des PDIs bei 50 °C in Abhangigkeit von der
Scherrate. N = 1.

Es schien zudem naheliegend, dass die Partikelzerstérung durch die vorherrschenden

Scherraten nicht nur aufgrund von Reibungskréaften zwischen Fluid und Vesikel, sondern auch
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durch Kollisions- und Reibungseffekte von Vesikeln untereinander erfolgen kann. Um dies zu
Uberprufen wurde eine 0,5 % w/v und eine 1 % w/v Polymersomendispersion bei 30 °C und
3430 s* belastet. Die relative Zéhlrate nahm bei der 0,5 % w/v Polymersomendispersion
innerhalb von 8 h von 1,0 auf 0,6 geringfugiger ab, als jene der 1 % w/v Dispersion, wo eine
Abnahme von 1,0 auf 0,4 zu verzeichnen war. Folglich wurde darauf geschlossen, dass eine
geringere Anzahl an Polymersomen in der Dispersion zu geringerer Vesikelzerstdrung fuhrte.
Dies kann anhand des niedrigeren, resultierenden Reibungseffektes der Vesikel untereinander
erklart werden. Allerdings fuhrt eine niedrigere Polymersomenkonzentration auch zur
unerwinschten  Verringerung des zur Verflgung stehenden, verkapselbaren
Reaktionsvolumens. Um detailliertere Aussagen beziiglich der Polymersomenstabilitat treffen
zu konnen, erfolgten weitere Untersuchungen unter Prozessbedingungen in miniaturisierten

RuUhrkesselreaktoren.

7.2.4 Unter Prozessbedingungen in miniaturisierten Rihrkesselreaktoren

Der Riuhrkesselreaktor ist der am haufigsten verwendete Reaktortyp in der biotechnologischen
Industrie. So war es von zentralem Interesse die Folgen von riihrerinduzierten Scherkréften
bei unterschiedlichen Temperaturen zu untersuchen. Untersucht wurden die Folgen der
Scherkréfte bei Verwendung des S-Rihrers in unbewehrten Reaktoren. In einem Zeitraum von
bis zu 48 h wurden die Anderungen der Vesikelqualitat (z-Mittel, PDI) und der Vesikelquantitét
von unbeladenen und beladenen Polymersomen untersucht. Die Abnahme der Anzahl intakter
Vesikel in der Polymersomendispersion wurde Uber die relative Extinktion (Gleichung (4.2))
abgeschatzt. Diese Grol3e liefert dieselbe Aussage wie die relative Zahlrate, bietet aber durch
die Messung in Mikrotiterplatten den Vorteil von Parallel-Messungen. Die Untersuchungen der
Vesikelstabilitat von beladenen Polymersomen erfolgten insbesondere mit Fokus auf die

Ruckhaltung der verkapselten Molekiile.

Unbeladene Polymersomen

Einfluss der Riuhrerdrehzahl. Die mechanische Stabilitdt von unbeladenen Polymersomen
im Stromungsfeld von Rihrkesselreaktoren erfolgte (Gber die Erzeugung von
Riahrerdrehzahlen im Bereich von 1000 min? bis 4000 mint. Abbildung 7.6 A und
Abbildung 7.6 B zeigen die daraus resultierenden Verlaufe von z-Mittel und PDI. Bei einer
Ruhrerdrehzahl von 1000 min! blieben sowohl das z-Mittel als auch der PDI und damit auch
die Vesikelqualitat stabil. Das z-Mittel betrug zu Beginn der Belastung 177 nm und verringerte
sich innerhalb von 48 h nur marginal auf einen Wert von 173 nm. Der PDI der
Polymersomendispersion wies mit einem Wert von 0,18 nach der 48-stindigen Belastung

denselben Wert auf wie die unbelastete Probe. Zudem konnte bei einer Ruhrerdrehzahl von
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1000 mint davon ausgegangen werden, dass kein Verlust an Vesikel innerhalb des
betrachteten Zeitraums auftrat, was an Hand der relativen Extinktion, Abbildung 7.6 C, mit

einem anndhrend konstanten Wert von 1 zu erkennen ist.

A B
400 0,4
300 0,3 1
VAN
£ Q
= o ' 12
g 200 *Og % § [0} 5 0,2 é
L T s = %g
N
100 0,1 -
0 , , , , 0,0 , , , |
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Zeit, h Zeit, h
C
1,2
o () ® 1000 min®
1,0 z:E§§ . { O 2000 mint
£ - v 3000 min’
Sos{ =% A 4000 min™
S
< a g
£ 0,6
5 M o
2 04 .
ki 2
(]
X 02 )
0,0 , , , |
0 10 20 30 40 50
Zeit, h

Abbildung 7.6: Zeitlicher Verlauf von A) z-Mittel B) und C) relativer Extinktion einer 1 % w/v
Polymersomendispersion bei 25 °C in Abhangigkeit von der Rihrerdrehzahl des S-Ruhrers im
unbewehrten Ruhrkesselreaktor. N = 3.
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Bei héheren Ruhrerdrehzahlen zwischen 2000-4000 min™ nahm die relative Extinktion mit der
Zeit deutlich ab. Dies erfolgte umso schneller, je hoher die realisierte Ruhrerdrehzahl war, was
fur schnellere Vesikelzerstorung bei erhohter Rihrerdrehzahl sprach. Der Grund fir die initiale
Zunahme des z-Mittels (Abbildung 7.6 A) und des PDIs (Abbildung 7.6 B) bei 2000 min™ blieb
in diesem Kontext ungeklart. Die gleichzeitig verzeichnete Abnahme von z-Mittel und PDI bei
3000 mint und 4000 mint hingegen kann mit der Scherkraft induzierten Zerstérung groRerer
Vesikel und der daraus resultierenden Verschmalerung der PartikelgroRenverteilung
(Ergebnisse nicht dargestellt) erklart werden. Bei 4000 min* nahm das z-Mittel innerhalb von
30 h von 174 nm bis 156 nm und der PDI von 0,19 bis 0,15 ab. Zwischen 30 h und 48 h
hingegen war ein rapider Anstieg des z-Mittels auf 266 nm bei gleichzeitigem Anstieg des PDlIs
auf 0,27 zu verzeichnen. Dies lie3 auf sehr ausgepragte Zerstérung der Polymersomen

innerhalb dieser verhaltnismafig langen Prozessdauer schlie3en.

Einfluss der Temperatur. Die universelle Verwendbarkeit von Polymersomen als
Enzymmembranreaktoren setzt deren Einsetzbarkeit in einem mdglichst grol3en
Temperaturbereich voraus. Untersuchungen zur Stabilitdt von Polymersomen gegentber
konstanten Scherraten (Kapitel 7.2.3) zeigten jedoch, dass sich erhdhte Temperaturen bei
gleichzeitig hohen Scherraten (3430 s) negativ auf die Polymersomenstabilitat auswirkten.
Da in miniaturisierten Ruhrkesselreaktoren unter Verwendung des S-Rihrers bei moderater
Scherbelastung durch eine Ruhrerdrehzahl von 1000 mint keine Zerstérung der
Polymersomen zu verzeichnen war (Abbildung 7.6), wurde der Einfluss der Temperatur im
Bereich von 8 °C bhis 60 °C auf die Stabilitit unbeladener Polymersomen bei dieser
Ruhrerdrehzahl vertiefend untersucht. In Abbildung 7.7 A-C sind die zeitlichen Verlaufe von
z-Mittel, PDI und relativer Extinktion dargestellt. Da sich im betrachteten Zeitraum von bis zu
48 h weder z-Mittel, noch PDI oder relative Extinktion signifikant &nderten, kann davon
ausgegangen werden, dass unbeladene Polymersomen bei den untersuchten moderaten
Scherraten, welche vom S-Ruhrer im unbewehrten Reaktor bei 1000 min induziert werden,

bei Temperaturen von 8 °C bis 60 °C stabil sind.
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Abbildung 7.7: Zeitlicher Verlauf von A) z-Mittel B) und C) relativer Extinktion einer 1 % wiv
Polymersomendispersion bei Verwendung des S-Rihrers im unbewehrten Rihrkesselreaktor bei
1000 mint in Abhangigkeit von der Prozesstemperatur. N = 3.

Beladene Polymersomen

Die Untersuchung der mechanischen und thermischen Stabilitdt unbeladener Polymersomen
zeigte, dass eine Belastung bei Temperaturen von 8 °C bis 60 °C und bei Verwendung des S-
Ruhrers in unbewehrten Reaktoren bei einer Ruhrerdrehzahl von 1000 min! keinen
signifikanten Verlust der Vesikelqualitat oder der Vesikelquantitdt nach sich zog. Um
Polymersomen effizient als Enzymmembranreaktor einsetzen zu kénnen, muss jedoch auch

die mdglichst vollstdndige Rickhaltung der vorab verkapselten Beladung gewéhrleistet
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werden konnen. Aus diesem Grund wurde die Rickhaltung des verkapselten Farbstoffs
Calcein und des Enzyms N-Acetylneuraminatlyase bei variierender Rihrerdrehzahl und bei
unterschiedlichen Temperaturen untersucht.

Einfluss der Ruhrerdrehzahl. Die mit Calcein beladenen Polymersomen wurden bei
Ruhrerdrehzahlen von 100 min bis 1000 min™ bei 25 °C bis zu 48 h belastet. Innerhalb dieses
Zeitraums und bei dieser Temperatur spielen passive Diffusionsvorgange von Calcein tber die
Vesikelmembran keine Rolle (Kapitel 7.1.2), so dass davon auszugehen war, dass samtliche
verzeichneten Verluste ausschlieBlich auf die mechanische Beanspruchung der
Polymersomen zuriickzufiihren sind. Unabhé&ngig von der Ruhrerdrehzahl nahmen die Werte
von z-Mittel und PDI innerhalb des betrachteten Zeitraums nur marginal mit Abweichungen im
Bereich von <5 % ab (Ergebnisse nicht dargestellt). Dies legte nahe, dass die mit Calcein
beladenen Polymersomen bei diesem Belastungsgrad, ebenso wie unbeladene
Polymersomen, stabil blieben. Folglich wurde der Fokus auf den Verlust der Beladung,
dargestellt in Abbildung 7.8 A, gerichtet.
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Abbildung 7.8: A) Verlust an Calcein im zeitlichen Verlauf bei Riihrerdrehzahlen von 100-1000 min-t

und B) bei konstanter Prozesszeit in Abhéngigkeit von der maximalen Energiedissipation bei 25 °C.
N =3.

Anhand von Abbildung 7.8 A wird deutlich, dass selbst bei der niedrigsten untersuchten
Ruhrerdrehzahl von 100 mint von Beginn an kontinuierlich Calcein austrat. Bei héheren
Ruhrerdrehzahlen wurde generell ein hoherer Verlust an Beladung verzeichnet. Dabei lag der

Calceinverlust nach 48 h zwischen 3,2 % bei 100 min* und 6,6 % bei 1000 min-*. Moglich ware
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das Auftreten von scherinduzierten lokalen Defekten in der Polymersomenmembran, welche
zur kontinuierlichen Freisetzung von Calcein fiihrten, ohne die Zerstérung der Vesikel
hervorzurufen. Die erh6hte Calceinfreisetzung bei h6heren Riuhrerdrehzahlen spréache hierbei
fur haufigeres oder ausgepragteres Auftreten dieser Defekte bei groRRerer
Scherbeanspruchung.

Die Scherbeanspruchung in Rihrkesselreaktoren ist nicht konstant. Vor allem in der N&he des
Ruhrers treten grof3e lokale Krafte auf, die mit zunehmender Entfernung vom RuUhrer
abnehmen (Kraume, 2003). Ein wichtiger verfahrenstechnischer Parameter zur
Charakterisierung der hydrodynamischen Partikelbeanspruchung ist die maximale lokale
Energiedissipation &,,,, (Kapitel 3.4.3). Fur deren Bestimmung steht bei Verwendung des S-
Ruhrers bei moderaten Ruhrerdrehzahlen bis zu 2100 min? in unbewehrten Reaktoren eine
empirisch bestimmte Gleichung zur Verfugung (Riedlberger, 2012):

n —884,3 min~?!
max = €XP\ 7550 3 min-1 (7.1)
Emax Maximale Energiedissipation W kg?
n Ruhrerdrehzahl mint

In Abbildung 7.8 B ist der prozentuale Verlust an Calcein bei konstanten Prozesszeiten in
Abh&ngigkeit von der im Reaktor herrschenden maximalen Energiedissipation, welche tber
Gleichung (7.1) bestimmt wurde, dargestellt. Bei einer Belastungsdauer von bis zu 8 h schien
der Calceinverlust nur geringfiigig von der maximalen Energiedissipation abh&ngig zu sein. Ab
einer Belastungsdauer von 24 h jedoch zeigte sich der Einfluss dieser Gro3e. Dabei stieg der
Verlust an Calcein mit zunehmender maximaler Energiedissipation im Bereich von
0,24 W g (100 min) bis 0,50 W kg (500 min) von 2,3 % auf 4,5 % (24 h) beziehungsweise
von 3,2 % auf 6,1 % (48 h) deutlich an. Bei einer weiteren Erhéhung der Scherbeanspruchung
bis zu einer maximalen Energiedissipation von 1,23 W kg! (1000 min?) blieb der
Calceinverlust hingegen nahezu konstant. Demnach empfiehlt sich insbesondere bei

notwendigen langeren Prozesszeiten die Wahl mdglichst niedriger Ruhrerdrehzahlen.

Einfluss der Temperatur. Da verschiedene biokatalytische Prozesse ihre optimale Effizienz
bei verschiedenen Temperaturen erreichen, wurde neben der mechanischen Belastbarkeit von
beladenen Polymervesikeln auch deren thermische Stabilitdt untersucht. Die Belastung
erfolgte bei einer Rihrerdrehzahl von 200 min bei 8 °C bis 40 °C. Abbildung 7.9 A zeigt die

hieraus resultierenden Verluste der Beladung.
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Abbildung 7.9: A) Verlust an Calcein im zeitlichen Verlauf bei Temperaturen von 8-40 °C und bei
B) konstanter Prozesszeit in Abhangigkeit von der Membranviskositat bei einer konstanten
Ruhrerdrehzahl von 200 mint. N = 3.

In Abbildung 7.9 A wird deutlich, dass die Temperatur einen groRen Einfluss auf die
Ruckhalteeffizienz der Calceinmolekile zeigte. Dabei war ein zunehmender Verlust der
Beladung mit zunehmender Temperatur zu verzeichnen. So lag nach 48 h der Calceinverlust
bei 8 °C mit 2,8 % unter jenem bei 25 °C (5,0 %), welcher wiederum niedriger war als jener
bei 40 °C (9,6 %). Bei der hdchsten untersuchten Temperatur von 40 °C war zudem bereits
innerhalb der ersten Stunde ein verhaltnismalig hoher Calceinverlust von 2,6 % zu
verzeichnen. Hierbei war ein direkter Zusammenhang der temperaturabhangigen
Ruckhalteeffizienz mit der in dieser Arbeit gezeigten temperaturabhéngigen
Membranviskositat (Kapitel 6.1.3) naheliegend. Der hohe Beladungsverlust bei 40 °C kann mit
der hierbei vorliegenden niedrigen Membranviskositdt und einhergehender erhdhte
Membranfluiditat, welche die erleichterte Freisetzung der Calceinmolekiile bedingt, erklart
werden. In Abbildung 7.9 B ist daher der Calceinverlust in Abh&angigkeit von der
Membranviskositat dargestellt. Dabei konnte bis zu 8 h Prozessdauer keine eindeutige
Abhangigkeit des Calceinverlustes von der Membranviskositdt verzeichnet werden. Bei
Prozesszeiten von 24 h bis 48 h hingegen zeichnete sich eine lineare Abnahme des
Calceinverlustes mit zunehmender Membranviskositat ab. Bemerkenswert war, dass selbst
bei der maximalen Belastungsdauer von 48 h bei keiner der untersuchten Temperaturen
Vesikelzerstorung nachgewiesen werden konnte (Ergebnisse nicht dargestellt). Der dennoch

teilweise hohe Verlust der Beladung machte ersichtlich, dass die temperaturabhangigen
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Membraneigenschaften einen deutlichen Einfluss auf die Rickhalteeffizienz von verkapselten
Molekilen bedingen. Demnach mussen fur eine effiziente Molekulrickhaltung nicht nur die
Stabilitat der Vesikel als abgegrenzte Einheit, sondern zwingend auch die Eigenschaften der
Membran selbst berlcksichtigt werden.

Ruckhaltung von N-Acetylneuraminatlyase. Da erwartet wurde, dass kleine Molekile wie
Calcein die Membran generell leichter passieren konnen als deutlich grof3ere Molekdle, wurde
beispielhaft die Riickhalteeffizienz von mit N-Acetylneuraminatlyase (4x34,8 kDa) beladenen
Polymersomen in Abhangigkeit von der Rihrerdrehzahl und der Temperatur untersucht. In
Abbildung 7.10 A sind die verzeichneten Verluste der Beladung bei einer Ruhrerdrehzahl von
200 mint und 500 mint bei 25°C gegenibergestellt. Hierbei ist zu erkennen, dass erhohte
Scherkréafte auch bei mit N-Acetylneuraminatlyase beladenen Polymersomen zu erhdhten
Verlusten fihrten. So war der Verlust bei einer Ruhrerdrehzahl von 500 mint nach 48 h mit
1,9 % mehr als doppelt so hoch als bei 200 mint. Hier lag ein Verlust von 0,9 % vor. Auch der
negative Einfluss erhdhter Temperaturen, welcher bereits bei mit Calcein beladenen
Polymersomen verzeichnet wurde, zeichnete sich deutlich ab, wie in Abbildung 7.10 B
dargestellt. Bei einer Ruhrerdrehzahl von 200 min* ging bei 40 °C mit einem Verlust von 2,0 %

innerhalb von 48 h circa zwei Mal so viel der Beladung verloren als bei 25 °C mit 0,9 %.
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Abbildung 7.10: Verlust an N-Acetylneuraminatlyase im zeitlichen Verlauf A) in Abhangigkeit von der
Ruhrerdrehzahl bei 25 °C und B) in Abhéngigkeit von der Temperatur bei einer Rihrerdrehzahl von
200 mint. N = 1.
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Es konnte gezeigt werden, dass sich erhdhte Scherraten und erh6hte Temperaturen sowohl
auf die Ruckhalteeffizienz von Calcein als auch N-Acetylneuraminatlyase negativ auswirkten.
Insgesamt jedoch blieb der Verlust des Enzyms deutlich hinter jenem von Calcein zuriick. So
trat bei 40 °C und 200 min™ nach 48 h fast fiinf Mal weniger N-Acetylneuraminatlyase (2 %)
als Calcein (9,6 %) aus. Generell wurde umso weniger Beladung freigesetzt, je kirzer die

Prozesszeit, je niedriger die Temperatur und je geringer die RUhrerdrehzahlen waren.

7.3 Stabilitat in Zweiphasensystemen

Die oftmals schlechte Wasserloslichkeit von Edukten und Produkten stellt eine grol3e
Herausforderung bei vielen biokatalytischen Prozessen dar. Daher werden
Biotransformationen haufig in Zweiphasensystemen durchgefiihrt. Die wassrige Phase,
welche den Biokatalysator enthalt, wird hierbei mit organischen Ldsemitteln mit gel6stem
Edukt in Kontakt gebracht. Auf diese Weise gelangt das Edukt zum Biokatalysator und das
gebildete Produkt in die organische Phase. Als Alternative fiir gewdhnliche Losemittel kann
auch mit Hilfe von nicht mit Wasser mischbaren ionischen Flissigkeiten ein
Zweiphasensystem gebildet werden. Hierbei konnte gezeigt werden, dass die Zellmembran
von Mikroorganismen durch einige ionische Flussigkeiten weniger stark beeintrachtigt wird als
durch herkbmmliche Losemittel (Pfruender et al., 2004). Daher wurde das Verhalten von
Polymersomen in Zweiphasensystemen mit organischen Losemitteln und mit ionischen
Flissigkeiten untersucht. Hierfur wurde die wassrige Polymersomendispersion mit der zweiten
Phase im geschittelten oder geriihrten Reaktionssystem inkubiert. Die Phasentrennung

erfolgte anschlie3end durch Zentrifugation.

7.3.1 Einfluss des Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten
Unbeladene Polymersomen

Um eine grundlegende Abschéatzung der Stabilititt von unbeladenen Polymersomen
gegenuber organischer Losemittel zu  ermdglichen wurden  unterschiedliche
Zweiphasensysteme betrachtet. Hierflir wurde die Verwendbarkeit von 23 Lésemitteln aus
unterschiedlichen Ldsemittelklassen (Alkohole, Ester, Ether, Ketone, aromatische,
halogenierte und cyclische Kohlenwasserstoffe sowie Alkane) im Mikroliter-Maf3stab validiert.
Der Fokus lag hierbei im Besonderen auf den Folgen des Oktanol-Wasser-
Verteilungskoeffizienten (log P) (siehe Tabelle 13-19 bis Tabelle 13-22).

Selektion geeigneter Losemittel. Um bei der Selektion potentiell geeigneter Lésemittel den

Effekt der organischen Phase, jedoch nicht die Auswirkungen der mechanischen Belastung zu
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identifizieren, wurden die zwei Phasen durch sehr langsames Schiitteln bei einer Frequenz
von 3 s fur nur 3 min in Kontakt gebracht. Die urspriingliche Polymersomendispersion wies
ein z-Mittel von 160 nm und einen PDI von 0,15 auf. In Abbildung 7.11 A sind die z-Mittel nach
Kontakt mit 10 % v/v der jeweiligen organischen Phase in Abhangigkeit des log P und der
unterschiedlichen Losemittelklassen dargestellt. Die horizontale Linie symbolisiert das z-Mittel
der urspringlichen, unbelasteten Polymersomendispersion. Mit abnehmendem log P, also mit
zunehmender Hydrophilie des Losemittels, nahm das z-Mittel ab. Am deutlichsten war dies bei
Verwendung von 2-Butanol mit log P = 0,65 erkennbar. Hier liel3 das resultierende sehr
niedrige z-Mittel von 27 nm vermuten, dass die Polymersomen zu Mizellen transformiert
wurden. Die Gruppe der Alkane mit log P > 3 zeigte hingegen kaum Auswirkung auf das
resultierende  z-Mittel. Auch bei Betrachtung der Polydispersitat (PDI) der
Polymersomendispersion nach Kontakt mit der organischen Phase, dargestellt in Abbildung
7.11 B, wird deutlich, dass Alkane kaum Einfluss auf die Breite der PartikelgréRenverteilung
nahmen. Die PDIs entsprachen hierbei anndhernd dem Wert der urspriinglichen
Vesikeldispersion (Referenz) mit PDI = 0,15. Auch bei Betrachtung der Polydispersitat wurde
deutlich, dass niedrige Werte des log P zu verstarkter Schadigung der Polymersomen fuhrten.
So fuhrte der Kontakt mit Losemitteln mit log P < 3 unabhé&ngig von der Losemittelklasse in
fast allen Fallen zu deutlichen Abweichungen von der urspriinglichen Polydispersitat. Dabei
erhdhte sich diese in den meisten Fallen signifikant bis hin zu PDI = 0,31 bei Verwendung von
1-Butanol. Um die Vesikelquantitat der Polymersomen vor und nach Kontakt mit den
tendenziell wenig schadigenden Alkanen abschatzen zu kénnen, wurde zudem die relative
Zahlrate (Gleichung (4.1)) herangezogen. Diese betrug unabhangig vom verwendeten Alkan
stets nahezu 1,0, was flr einen fast vollstandigen Polymersomenerhalt sprach (Ergebnisse

nicht dargestellt).
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Abbildung 7.11: A) z-Mittel in Abh&ngigkeit des Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten log P des
verwendeten Losemittels aus unterschiedlichen Ldsemittelklassen (KW: Kohlenwasserstoff). Die
horizontale Linie symbolisiert das z-Mittel der unbelasteten Probe. B) PDI nach Kontakt der unbelasteten
Polymersomendispersion (Referenz) mit den unterschiedlichen Ldsemitteln (angeordnet nach
steigendem log P). Der Kontakt der Polymersomendispersion mit 10 % v/v des Lésemittels erfolgte bei
einer Schittelfrequenz von 3 s fiir 3 min. N = 3.
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Da die Charakterisierung der Polymersomenstabilitdt bei fur biotechnologische Prozesse
relevanten Bedingungen angestrebt war, erfolgte die weitere Eingrenzung potentiell
einsetzbarer organischer Losemittel nicht im geschuttelten Mikroliter-Maf3stab, sondern im
geriihrten Milliliter-MaRRstab. Um die Ubertragbarkeit der gewonnenen Ergebnisse aus dem
Mikroliter-Maf3stab in den Milliliter-Maf3stab zu validieren, wurden flinf verschieden Losemittel
mit logP < 3 (2-Butanol, Ethylacetat, Cyclohexanon, Methyl-tert-butylether) und drei
Lésemittel mit log P > 3 (Cyclohexan, n-Hexan, n-Dodekan) ausgewdahlt. Mit dem Ziel den
Einfluss der organischen Phase eindeutig erkennen zu kénnen, wurde das Zweiphasensystem
zur Minimierung der zusatzlichen mechanischen Belastung auf die Vesikelstabilitat bei einer
geringen Ruhrerdrehzahl von 150 min? in Kontakt gebracht. In Abbildung 7.12 sind die
resultierenden z-Mittel der Polymersomendispersion nach 1 h Kontakt mit 10 % viv
unterschiedlicher Ldsemittel im Milliliter-Mal3stab dargestellt. Die im Mikroliter-Maf3stab
erzielten sehr ahnlichen Ergebnisse zeigten, dass die Erkenntnisse der Losemittel-Selektion
auf den Milliliter-Maf3stab Ubertragbar waren.
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Abbildung 7.12: Resultierende z-Mittel in Abhé&ngigkeit des Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten
(log P) des verwendeten Losemittels. Polymersomendispersion mit 10 % v/v des Ldsemittels erfolgte
im Mikroliter-Maf3stab (uL) bei einer Schiittelfrequenz von 3 s fiir 3 min und im Milliliter-Maf3stab (mL)
bei einer Rihrerdrehzahl von 150 min-t fir 1 h. N = 3.
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Einfluss der Kontaktdauer. Sowohl im Mikroliter- als auch im Milliliter-Mal3stab zeigte sich,
dass die Gruppe der Alkane mit hohem log P die geringste Schadigung an unbeladenen
Polymersomen verursachten. Um mdgliche Einflisse des Oktanol-Wasser-Verteilungs-
koeffizienten Im Bereich von logP > 3 detaillierter identifizieren zu konnen, wurden
exemplarisch die Zweiphasensysteme aus n-Hexan (log P = 3,8) und n-Dodekan (log P = 6,8)
im Milliliter-Maf3stab naher untersucht.

Bei der Verwendung von n-Hexan und n-Dodekan mit 10 % v/v und 20 % v/v konnte kein
signifikanter Einfluss des Phasenanteils auf die Vesikelqualitat (z-Mittel, PDI) verzeichnet
werden (Ergebnisse nicht dargestellt). Da verschiedene biokatalytische Prozesse im
Zweiphasensystem die Verwendung von 20 % v/v der organischen Phase vorsehen (Pfriinder
et al., 2004), wurde dieser Phasenanteil verwendet um die Auswirkungen der Kontaktdauer
bis zu 24 h zwischen Polymersomen und n-Hexan beziehungsweise n-Dodekan im Milliliter-
MaRstab bei 150 mint zu untersuchen. Es zeigte sich, dass sich das z-Mittel der
Polymersomendispersion bei Prozesszeiten bis zu 4 h weder bei Verwendung von n-Hexan
(Abbildung 7.13 A) noch bei Einsatz von n-Dodekan (Abbildung 7.13 C) signifikant im
Vergleich zur urspringlichen Polymersomendispersion (Referenz) &nderte. L&ngere
Prozesszeiten bis zu 24 h hingegen fuhrten in beiden Féllen zu einer deutlichen Zunahme des
z-Mittels. So stieg das z-Mittel innerhalb dieser Zeit bei Einsatz von n-Hexan von 165 nm auf
197 nm an. Auch die Polydispersitat, dargestellt in Abbildung 7.13 B und Abbildung 7.13 D,
nahm mit zunehmender Kontaktdauer nahezu ausnahmslos zu. So wurde die Verwendung
von beladenen Polymersomen im Zweiphasensystem mit Alkanen nur fir verhaltnismaRig

kurze Prozesszeiten von bis zu 4 h in Erwagung gezogen.
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Abbildung 7.13: A), C) z-Mittel und B), D) PDI bei Kontakt der urspriinglichen Polymersomendispersion
(Referenz) mit 20 % v/v n-Hexan A), B) und 20 % v/v n-Dodekan C), D) bei einer Ruhrerdrehzahl von
150 min-t im Milliliter-MaRstab in Abhangigkeit von der Kontaktzeit. N = 3.

Beladene Polymersomen

Um die Einsetzbarkeit von beladenen Polymersomen im Zweiphasensystem mit Alkanen zu
beurteilen, wurde die Rickhalteeffizienz von mit Calcein beladenen Polymersomen im

miniaturisierten Ruhrkesselreaktor untersucht. Wie in Abbildung 7.14 zu erkennen, kam es
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dabei jedoch innerhalb von sehr kurzen Prozesszeiten (<1h) zu unerwinschten

Wechselwirkungen der beladenen Polymersomen mit der organischen Phase.

Calcein-Polymersomen
in organischer Phase

Calcein-Polymersomen
in wassriger Phase

Abbildung 7.14: Unscharfe Phasengrenze zwischen der oberen organischen Phase (n-Dodekan) und
der unteren wassrigen Phase.

Die sonst transparente obere Phase aus n-Dodekan féarbte sich orange, was fir eine
erhebliche Interaktion der beladenen Polymersomen mit der organischen Phase sprach. Eine
deutliche Phasentrennung war nicht mehr realisierbar. Basierend auf den gezeigten
Ergebnissen wurde darauf geschlossen, dass die in dieser Arbeit hergestellten, beladenen
Polymersomen im Zweiphasensystem mit organischen Losemitteln prinzipiell deutlich zu

instabil sind, um biokatalytische Prozesse zu realisieren.

7.3.2 Polymervesikel im Zweiphasensystem mit ionischen Flussigkeiten
Unbeladene Polymersomen

Da sich die Einsetzbarkeit von Polymersomen im Zweiphasensystem mit organischen
Lésemitteln als nicht sinnvoll erwies, wurde die Verwendung ionischer Flissigkeiten als zweite
Phase naher untersucht. Das Augenmerk wurde auf die drei ionischen Flussigkeiten N-
Hexylpyridinium-bis(trifluormethylsulfonyl)imid [HPYR] [NTF], 1-Butyl-3-methyl-imidazolium-
bis(trifluormethylsulfonyl)imid [BMIM] [NTF] und 1-Hexyl-1-methyl-pyrrolidinium-
bis(trifluormethylsulfonyl)imid [HMPL] [NTF] (Tabelle 13-23) gelegt.

Einfluss verschiedener ionischer Flissigkeiten. Nach Kontakt der unbeladenen
Polymersomen mit 10 % v/v der ionischen Flissigkeiten im Mikroliter-MaR3stab lie3 sich
anhand der resultierenden Vesikelqualitéat (z-Mittel und PDI) keine haltbare Aussage Uber
deren Eignung treffen (Ergebnisse nicht dargestellt). Um aussagekréftigere Ergebnisse zu
erzielen, wurde die Polymersomendispersion zudem im Milliliter-Maf3stab mit 10 % v/v der
ionischen Flussigkeiten in Kontakt gebracht (1 h, 150 min™). Die resultierenden z-Mittel und
PDiIs sind in Abbildung 7.15 dargestellt.
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Abbildung 7.15: A) z-Mittel und B) PDI bei Kontakt der urspriinglichen Polymersomendispersion
(Referenz) fir 1 h bei einer Rihrerdrehzahl von 150 min-t im Milliliter-Maf3stab in Abhangigkeit von der
ionischen Flussigkeit (10 % v/v). N = 3.

Das z-Mittel nahm bei Kontakt mit allen drei ionischen Flussigkeiten ab, wie in Abbildung
7.15 A dargestellt. Dies zeigte sich unter Verwendung von [BMIM] [NTF] am deutlichsten. Hier
fiel das z-Mittel von urspringlich 185 nm (Referenz) auf 159 nm. Der PDI, dargestellt in
Abbildung 7.15 B, &nderte sich hierbei nicht signifikant. Aufgrund der vergleichsweise
schlechteren Reproduzierbarkeit der Ergebnisse unter Verwendung von [HPYR] [NTF] wurde
diese ionische Flissigkeit nicht weiter verwendet. Keine der anderen beiden ionischen
Flissigkeiten konnte eindeutig als besser geeignet identifiziert werden. Da jedoch sowohl das
z-Mittel als auch der PDI unter Einsatz von [HMPL][NTF] tendenziell die geringsten
Veranderungen erfuhr, wurde diese ionische Flussigkeit im weiteren Verlauf der

Untersuchungen verwendet.

Einfluss der Kontaktdauer. Bei der exemplarischen Verwendung von 20 % v/v [HMPL] [NTF]
zeigte sich nach 1 h Kontaktdauer im Milliliter-Mal3stab gegeniber einem niedrigeren
Phasenanteil von 10 % v/v keine signifikante Verschlechterung der Polymersomendispersion
(Ergebnisse nicht dargestellt). Da in verschiedenen Studien 20 % v/v ionische Flissigkeit
verwendet wurden (Pfrinder et al., 2004; Brautigam et al., 2007; Brautigam et al., 2009),
erfolgten samtliche Untersuchungen zum Einfluss der Kontaktdauer bei diesem Phasenanteil.

Untersuchungen im Milliliter-MaRstab zeigten, dass die bereits erwédhnte Abnahme des
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z-Mittels (Abbildung 7.16 A) bei Erstkontakt der Polymersomendispersion mit der ionischen
Flissigkeit ein spezifisches Phanomen darzustellen schien. Das z-Mittel fiel innerhalb von nur
1h von 165 nm auf 133 nm und &anderte sich anschlieBend bis zu 8 h kaum. Der PDI
(Abbildung 7.16 B) nahm im Verlauf des Prozesses von anféanglich 0,12 bis zu 0,15 (24 h) zu.
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Abbildung 7.16: A), C) z-Mittel und B), D) PDI bei Kontakt der urspriinglichen Polymersomendispersion
(Referenz) mit 20 % v/v der ionischen Flussigkeit [HMPL] [NTF] im A), B) Milliliter-Maf3stab bei einer
Rihrerdrehzahl von 150 min-t (N = 3) und C), D) im unbewehrten miniaturisierten Riihrkesselreaktor bei
Verwendung des S-Ruhrers bei 500 mint (N = 1) in Abhangigkeit von der Kontaktzeit.
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Um die gewonnenen Ergebnisse unter fur biokatalytische Prozesse relevanten Bedingungen
zu validieren, wurden die Auswirkungen von 20 % v/v [HMPL] [NTF] im Verlauf von bis zu 24 h
Kontaktdauer zudem in miniaturisierten Ruhrkesselreaktoren untersucht. Hierfiir wurde der S-
Rihrer bei einer Rihrerdrehzahl von 500 min* im unbewehrten Rihrkesselreaktor verwendet.
Die sprunghafte Abnahme des z-Mittels (Abbildung 7.16 C) innerhalb von nur 1 h, hier von
160 nm auf 144 nm, zeigte sich erneut. Im weiteren Verlauf bis zu 24 h anderte sich das z-
Mittel kaum. Der PDI (Abbildung 7.16 D) nahm im miniaturisierten Rihrkesselreaktor mit
zunehmender Prozesszeit nicht zu, sondern blieb mit einem Wert von circa 0,13 anndhernd

konstant.

Die phanomenologische, rapide Abnahme des z-Mittels der Polymersomendispersion bei
Erstkontakt mit der ionischen Flussigkeit kann mdoglicherweise Uber das thermodynamische
Gleichgewicht des Gesamtsystems erklart werden. Dieses konnte durch die ionische
Flussigkeit so verandert worden sein, dass der mittlere stabile Polymersomendurchmesser

herab gesetzt wurde.

Beladene Polymersomen

Da sich die in dieser Arbeit untersuchten Polymersomen trotz der verzeichneten Abnahme des
z-Mittels bei Kontakt mit 20 % v/v [HMPL] [NTF] makroskopisch unverandert zeigten, wurde
zudem die Stabilitat von beladenen Polymersomen im unbewehrten miniaturisierten
Ruhrkesselreaktor untersucht. Der Fokus dieser Untersuchungen lag auf der Riickhaltung der
vorab verkapselten Molekiile. Wie in Abbildung 7.17 zu erkennen, zeigte sich, dass sich eine
klare Phasengrenze zwischen der wassrigen Phase der mit Calcein beladenen
Polymersomendispersion und der ionischen Flissigkeit bildete. Unerwiinschte Interaktionen

zwischen Polymer und der nicht wassrigen Phase wurden daher ausgeschlossen.

e o CalceinPolymersomen
in wassriger Phase

. & ——=e |onische Flussigkeit

Abbildung 7.17: Die Phasentrennung zwischen ionischer Flissigkeit (unten) und der wassrigen Phase
aus mit Calcein beladenen Polymersomen (oben) ist deutlich zu erkennen.
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Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse wurden die Auswirkungen von 20 % viv
[HMPL] [NTF] unter Verwendung des S-Rihrers im unbewehrten Reaktor bei 500 min auf die
Molekdlfreisetzung untersucht. In Abbildung 7.18 ist der Verlust der Beladung von mit Calcein
beziehungsweise von mit N-Acetylneuraminatlyase beladenen Polymersomen bei 25 °C im
Prozessverlauf dargestellt. Die gezeigten Daten stellen hierbei ausschlief3lich den Verlust,
welcher aus dem Kontakt mit der ionischen Flissigkeit resultiert, dar. Verluste, die aus den
zusatzlichen mechanischen und thermischen Belastungen bei den gewahlten
Prozessbedingungen (S-Ruhrer, 500 min, unbewehrter Reaktor, 25 °C) resultierten, wurden
subtrahiert. Es ist zu erkennen, dass das verhaltnismaRig kleine Molekil Calcein (0,6 kDa)
innerhalb von nur 1 h schubartig austrat. Hierbei ging mit 11,6 % bereits ein gro3er Anteil der
Beladung verloren. Denkbar ist der direkte Zusammenhang der sprunghaften Verringerung
des z-Mittels (hier von 174 nm bei Prozessbeginn zu 167 nm am Prozessende) mit dem
stof3artigen Verlust an Calcein. Durch die Verringerung des Vesikeldurchmessers kommt es
maoglicherweise zu spontanem Auftreten von ausgepragten, lokalen Membrandefekten, was
die pulsartige Calceinfreisetzung erklaren konnte. Im weiteren Prozessverlauf nahm der
Calceinverlust stetig zu, bis er nach 48 h bei 36 % v/v lag. Der Bruttoverlust, der durch die
zusatzliche mechanische und thermische Belastung erfolgte, lag sogar bei 42,2 % (Ergebnisse
nicht dargestellt).
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Abbildung 7.18: Verlust an Calcein (N = 3) und N-Acetylneuraminatlyase (NAL) (N = 1) im zeitlichen
Verlauf bei Verwendung des S-Rihrers bei 500 min-t im unbewehrten Rihrkesselreaktor und bei 25 °C
nach Kontakt mit 20 % v/v der ionischen Flussigkeit [HMPL] [NTF]. Die gezeigten Werte stellen die
Differenz aus dem gesamten Verlust und dem durch mechanische und thermische Beanspruchung
(500 min-t, 25 °C) hervorgerufenen Verlust dar.
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Auch die mit N-Acetylneuraminatlyase beladenen Polymersomen zeigten bei Kontakt mit der
ionischen Flussigkeit eine deutliche Abnahme des z-Mittels von 174 nm bei Prozessbeginn zu
157 nm am Prozessende (Ergebnisse nicht dargestellt), was die bereits erlauterte
Verringerung des verkapselbaren Volumens nach sich zieht. Dennoch war hierbei, wie in
Abbildung 7.18 zu erkennen, kein pulsartiger Verlust der Beladung zu verzeichnen. Der
Verlust, der durch den Kontakt mit der ionischen Flissigkeit hervorgerufen wurde, betrug nach
1 h nur 0,2 % und nahm bis nach 48 h bis zu 5,5 % zu. Der gesamte Verlust, der durch
zusatzliche mechanische und thermische Beanspruchung hervorgerufen wurde, lag hierbei bei
7,4 % (Ergebnisse nicht dargestellt). Insgesamt wurde von N-Acetylneuraminatlyase innerhalb
von 48 h circa funf Mal weniger freigesetzt als es bei Calcein der Fall war. Eine mdgliche
Ursache konnte in der GroRe der jeweiligen Molekllle gesucht werden. So ist davon
auszugehen, dass das verhaltnismafig groBe Enzym (4x34,8 kDa) die Polymermembran
insgesamt deutlich schlechter passieren kann als das sehr viel kleinere Calcein (0,6 kDa). Als
mogliche Ursache fur den Verlust der Beladung kdnnen lokale Membrandefekte, welche
bedingt durch den Kontakt mit der ionischen Flissigkeit entstehen kdnnten, genannt werden.
Auf diese Weise werden die Polymersomen zwar nicht zerstort, sind jedoch aufgrund
mangelnder Ruckhalteeffizienz fir den Einsatz in Zweiphasensystemen dennoch nicht
geeignet.

7.4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass unbeladene Polymersomen, welche Uber die etablierte
Standardmethode (Kapitel 5.1.2) hergestellt wurden, ohne Qualitatsverluste bis zu mindestens
einem Jahr gelagert werde konnten. Diese sehr gute Lagerfahigkeit der unbeladenen
Polymersomen aus PMOXA15-PDMSgs-PMOXA 15 entspricht der flr Polymersomen aus ABA-
Triblock-Copolymeren bekannten Lagerstabilitat (Nardin und Meier, 2001). Studien beziglich
langfristiger Lagerfahigkeit von beladenen PMOXA-PDMS-PMOXA-Polymersomen, bei
welchen insbesondere auch die Rickhalteeffizienz der Beladung von Interesse ist, sind nicht
bekannt. Bei der Betrachtung von Polymersomen, welche fir die Verwendung als
Enzymmembranreaktor mit Enzymen beladen sind, kann jedoch nicht nur die
Ruckhalteeffizienz, sondern insbesondere die Lagerstabilitat der verkapselten Enzyme selbst

den limitierenden Faktor darstellen.

Die mechanischen Eigenschaften von Polymersomen wurden bislang Gberwiegend Uber die
Methode der Mikropipetten-Aspiration bestimmt (Rawicz et al., 2000; Olbrich et al., 2000).
Hierbei wird die Einsauglange des Vesikels in die Mikropipette in Abh&ngigkeit vom

Ansaugdruck gemessen. Anhand der bekannten Geometrie der Pipette sowie des bekannten
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Vesikeldurchmessers kann so die prozentual eingesaugte Flache in Abhéangigkeit des
Saugdrucks berechnet werden. Die Vesikelstabilitat wird anhand der maximal mdglichen
Flachenanderung bis zur Vesikelruptur beurteilt. Auf diese Weise konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass die maximal mogliche Flachenénderung des Polymersoms proportional
zur molekularen Masse des verwendeten amphiphilen Polymers ist (Discher und Eisenberg,
2002; Bermudez et al., 2002). Somit ermoglicht diese Methode die Selektion geeigneter
amphiphiler Block-Copolymere zur Herstellung von mdoglichst stabilen Vesikeln. Die
Untersuchung der Stabilitdt von Polymersomen aus einer einzigen Polymerart unter
bestimmten Prozessbedingungen oder die Bestimmung der Ruckhalteeffizienz von
verkapselter Beladung, wie es in dieser Arbeit untersucht wurde, erlaubt diese Methode jedoch
nicht. Neben der durch Scherkrafte hervorgerufenen Vesikelzerstérung wurde in
verschiedenen Studien auch die scherinduzierte Vesikelfusion sowohl bei Liposomen (Bernard
et al., 2005) als auch bei Polymersomen (Chang et al., 2014) nachgewiesen. In dieser Arbeit

gab es jedoch keine Hinweise auf das Auftreten von Fusionsprozessen.

Bei natirlichen Membranen aus Phospholipiden ist die Abhangigkeit des schadigenden
Einflusses eines Ldsemittels vom Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten log P bekannt
(Khmelnitsky et al., 1991). Da das Verhalten von Polymersomen gegeniber unterschiedlicher
Losemittel bislang unklar war, wurden die in dieser Arbeit aus PMOXA15-PDMSgs-PMOXA15
hergestellten Polymersomen hinsichtlich ihrer Stabilitdt gegentber einer Reihe verschiedener
Losemittel systematisch untersucht. Die Vermutung, dass vor allem polare Ldsemittel mit
einem niedrigen log P aufgrund der guten Ld&slichkeit des Blockcopolymers zu einer
Schadigung der Polymersomenmembran fuhren kénnten, bestatigte sich. Alkane mit hohen
log P hingegen fuhrten zu keiner starken Veranderung der Polymersomenqualitat (z-Mittel,
PDI). Nichtsdestotrotz zeigten sich beladene Polymersomen im Zweiphasensystem mit
Alkanen als unbrauchbar, da hierbei keine klare Phasentrennung erreicht werden konnte und
ein groRer Teil der Beladung verloren ging. Als Alternative zu organischen Lésemitteln wurde
die Stabilitat von Polymersomen auch im Zweiphasensystem mit ionischen Flussigkeiten
untersucht. Da Polymersomen aus Poly(butadien)-poly(ethylenoxid) (PB-PEQO) und aus einem
Blockcopolymer mit einem zwitterionischen und einem Poly(styrol)-Block (PS) nicht nur in
wassriger Phase, sondern auch in ionischen Flissigkeiten hergestellt werden kdnnen (Bai und
Lodge, 2010; Maddikeri et al., 2011; So und Lodge, 2014), wurde es in Erwagung gezogen,
dass ein zerstorungsfreier Kontakt der Polymersomendispersion mit ionischen Flussigkeiten
realisiert werden kann. Insbesondere mit Fokus auf die Riickhaltung von vorab verkapselten
Molekilen konnte dies nicht bestéatigt werden. Die resultierende phanomenologische
Verringerung des z-Mittels mit vermutlich einhergehendem Auftreten von Membrandefekten

fuhrte innerhalb nur 1 h zum Austritt von tber 10 % der Beladung. Da bekannt ist, dass
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Polymere mit groReren Kettenléngen zu einer hbheren Membranstérke fuhren, was wiederum
eine erhdhte Membranstabilitdt gegeniber dem Einfluss von Detergenzien bewirken kann
(Pata et al., 2004), wéare die Verwendung eines PMOXA-PDMS-PMOXA Blockcopolymers mit
deutlich grol3erer Kettenlange denkbar. Da in dieser Arbeit jedoch der Kontakt mit Losemitteln
zu nahezu vollstandigem Ladungsverlust flhrte, scheint die Realisierung der vollstéandigen
Ruckhaltung mit einem Polymer langerer Kettenlange unwahrscheinlich. Demnach ware als
weitere Alternative die Verwendung von einem quervernetzbaren Polymer denkbar.
Polymersomen, deren Membran postpraparativ durch radikalische Polymerisierung des
verwendeten Polymers vernetzt wurden, wiesen generell eine deutlich héhere Stabilitat auf
(Nardin et al., 2000a) und konnten mdglicherweise auch dem Kontakt mit ionischen

Flussigkeiten standhalten.
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8 Permeabilitat der Polymermembran

Polymersomen weisen im Vergleich zu Liposomen neben hdherer Stabilitdt auch den Vorteil
geringerer Membranpermeabilitat auf (Discher und Eisenberg, 2002). Im Rahmen der
Nutzbarmachung von Polymervesikeln als Enzymmembranreaktor ist eine moglichst niedrige
Membranpermeabilitdit wilnschenswert. Nur so kann durch die Insertion von
Transportproteinen in die Membran ein selektiver Stofftransport erzielt werden. Zwar wurde
bereits gezeigt, dass verschiedenste Transmembranproteine erfolgreich in Polymersomen aus
dem Polymer PMOXA-PDMS-PMOXA inseriert werden kdnnen (Kapitel 3.1.1), eine
systematische Untersuchung der Membranpermeabilitdt gegentber verschiedener Stoffe
erfolgte jedoch bislang nicht. Da der Stofftransport tber die Membran sowohl von dem
aufgebauten Konzentrationsgradienten und der fir den Stofftransport zur Verfligung
stehenden Membranflache als auch dem betrachteten Zeitraum abh&ngt, ist die Angabe von
Permeabilitatskoeffizienten erstrebenswert. Im Folgenden wird daher die Permeabilitat von
planaren Polymermembranen und von Polymersomen aus PMOXA15-PDMSgs-PMOXAs
diskutiert und mit jener von artifiziellen, planaren Lipidmembranen verglichen. Ermittelt wurde

in jedem Fall die effektive Permeabilitdt Pe.r; (Gleichung (3.31)), die aus Griinden der

besseren Lesbarkeit im Folgenden mit Pe bezeichnet wird. Um die Vergleichbarkeit mit
anderen Studien zu ermdglichen, sind die Permeabilitatskoeffizienten nicht in der SI-Einheit

m s sondern in cm s angegeben.

8.1 Permeabilitat von planaren Polymermembranen

Die Permeabilitdt der Polymermembranen wurde mit Hilfe eines Parallel Artificial Membrane
Permeability Assays (PAMPA), welcher ursprunglich fir die Untersuchung planarer
Lipidmembranen entwickelt wurde (Kansy et al., 1998) (Kapitel 4.8.1), untersucht. Hierbei
werden innerhalb einer Filtermembran gestutzte Membranen gebildet, welche innerhalb einer
Sandwich-Mikrotiterplatte die Donor- von der Akzeptor-Phase trennt. Durch die zeitabhangige
Bestimmung der Konzentration des untersuchten Stoffes in beiden Kompartimenten wurde

Uber Gleichung (3.28) und Gleichung (3.30) der Permeabilitatskoeffizient bestimmt.

8.1.1 Bildung von gestitzten planaren Polymermembranen

Die Verwendung des PAMPA-Systems zur Bestimmung der Permeabilitdt planarer
Phospholipidmembranen ist weitreichend etabliert (Avdeef, 2005). Hierbei wird meist eine

2 % w/v Lipidlésung in (n-Dodekan) auf die Filtermembran aufgetragen, wodurch in der
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netzartigen Struktur des Filters die artifiziellen Lipidmembranen gebildet werden (Ruell et al.,
2003). Da es sich sowohl bei Phospholipiden als auch bei dem in dieser Arbeit verwendeten
Polymer um amphiphile Molekile handelt, war die Uberlegung mit Hilfe des PAMPA-Systems

auch artifizielle, planare Polymermembranen bilden zu kénnen naheliegend.

Herstellung planarer Polymermembranen

Um stabile Polymermembranen in einem Bereich von pH 5 bis pH 9 bilden zu kénnen, wurden
verschiedene Losemittel zur Bereitstellung der membranbildenden Ldsung in Erwagung
gezogen. Hierfir wurde die Anwendung von Ethanol, Chloroform, Toluol und n-Dodekan
untersucht. Ethanol fand Verwendung, da dieses Lésemittel in dieser Arbeit bereits bei der
Herstellung der Polymersomen eingesetzt wurde (Kapitel 5.1.2). Die Verwendbarkeit von
Chloroform und Toluol hingegen wurde untersucht, da mit Hilfe dieser Losemittel bereits die
Herstellung einer intakten, freistehenden Polymermembran aus dem Polymer PMOXA-PDMS-
PMOXA gezeigt werden konnte (Nardin et al., 2000c). Der Einsatz von n-Dodekan wiederum
war in Anlehnung an die Bildung von filtergestitzten artifiziellen Lipidmembranen naheliegend.
Neben der Verwendung der unterschiedlichen Lésemittel wurde die Polymerkonzentration der
membranbildenden Lésung im Bereich von 0,5 % wi/v bis 5,0 % w/v variiert. Zudem wurde es
in Betracht gezogen, dass fur die Bildung intakter Membranen eine Trocknungsdauer nétig

sein konnte. Untersuchungen hierzu fanden im Bereich bis zu 18 h statt.

Der GrofR3teil aller durchgefuhrten Versuche flhrte, unabhangig von Ldsemittelart,
Polymerkonzentration und Membrantrocknungszeit, nicht zur dauerhaften Phasentrennung
zwischen Donor- und Akzeptorphase. Insbesondere unter Verwendung von Ethanol kam es
zu keiner Zeit zur erwinschten Trennung der Kompartimente, was durch die Hydrophilie von
Ethanol und die dadurch bedingte Destabilisierung der Polymermembran erklart werden kann.
Zudem waren niedrige Polymerkonzentrationen < 1% w/v ganzlich ungeeignet. Auch
neutrales bis saures Milieu in der wassrigen Donor- und Akzeptorphase sowie sehr lange
Membrantrocknungszeiten (18 h) schienen einen negativen Effekt auf die Membranintegritat
zu zeigen (Ergebnisse nicht dargestellt). Da samtliche genannten Versuche zur Herstellung
einer intakten, planaren Polymermembran scheiterten, wurde es in Erwdgung gezogen,
Polymermembranen Uber dieselbe Methode wie planare Lipidmembranen, welche auf der
Verwendung einer 2 % w/v DOPC-L6sung in n-Dodekan beruht (Kapitel 4.8.1), herzustellen.
Eine identische Herstellungsmethode beider Membranarten war insbesondere auch mit
Hinblick auf deren direkte Vergleichbarkeit wiinschenswert. Das verwendete Polymer |0ste
sich jedoch im Gegensatz zum verwendeten Phospholipid (DOPC) nur bis zu maximal
0,5 % w/v im Losemittel n-Dodekan. Daher wurde das Polymer zunéchst zu 60 % w/v in

Chloroform geltst und anschlielBend in n-Dodekan zu 2 % w/v verdinnt. Durch Auftragen
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dieser membranbildenden Ldsung auf die Filtermembran konnte analog zum
Herstellungsverfahren von planaren Lipidmembrane, eine intakte Trennschicht zwischen
Donor- und Akzeptorkompartiment im Bereich von pH 5 bis pH 9 erzielt werden. Eine
Trocknungszeit war hierfur bei keiner der beiden Membranarten notwendig.

Membranintegritat

Neben der makroskopischen Unversehrtheit der Membran wurde auch deren mikroskopische
Integritat untersucht. Hierflr wurde ein Membranintegritats-Assay etabliert. Dieser beruhte
zum einen auf dem Wissen, dass der Wirkstoff Propranolol (Kapitel 3.3.4) in neutralem und
basischem Milieu gut durch Lipidmembranen diffundieren kann (Avdeef und Tsinman, 2006).
Zum anderen basierte er darauf, dass bekannt ist, dass Sulforhodamin B Polymersomen-
membranen aus PMOXA-PDMS-PMOXA nicht passieren kann (Ben-Haim et al., 2008). dass
Sulforhodamin B sollte im betrachteten Zeitraum von bis zu 20 h nicht in der Lage sein intakte,
planare Polymermembranen zu passieren, wohingegen die Nachweisbarkeit des passiven
Stofftransportes von Propranolol erwartet wurde. Nach 20 h Inkubationszeit der planaren
Polymermembran mit einer Losung aus 0,5 mM Propranolol und 0,1 mM Sulforhodamin B
(Phosphatpuffer, pH 7) konnte, wie erwartet, in der Akzeptorphase zwar Propranolol, aber kein
Sulforhodamin B nachgewiesen werden. Bei der Inkubation einer Membran, welche
ausschlief3lich aus n-Dodekan, also ohne Polymer, gebildet wurde, konnte hingegen die
Diffusion des Fluorophors nachgewiesen werden (Ergebnisse nicht dargestellt). Diese
Ergebnisse legten die Integritéat der gebildeten artifiziellen Polymermembran mit Hilfe des
PAMPA-Systems nahe und zeigten, dass uber die in dieser Arbeit etablierten Methode intakte,

planare Polymermembranen gebildet werden kdnnen.

8.1.2 Permeabilitat der Polymermembran gegentber Propranolol und Koffein

Fur die Charakterisierung der Permeabilitat von planaren PMOXA-PDMS-PMOXA-
Membranen wurde der passive Stofftransport der zwei Modellwirkstoffe Propranolol und
Koffein in Abhangigkeit des pHs untersucht. Propranolol ist im Rahmen diverser Studien zu
Lipid-membranen als gut, Koffein als moderat diffundierend bekannt (Avdeef und Tsinman,
2006).

Dimensionsloser Konzentrationsverlauf

Der passive Stofftransport eines Stoffes von der Donorphase Uber die Membran in die
Akzeptorphase kann (Uber den zeitlichen Verlauf der dimensionslosen Donor-

beziehungsweise Akzeptorphasenkennzahl (Dopaypa UNd  Akpaypa, Gleichung (4.3))



176 Permeabilitat der Polymermembran

dargestellt werden. Dies ermoglicht den direkten Vergleich des zeitlichen Verlaufs der
passiven Diffusion unterschiedlicher Molekdle in verschiedenen Systemen.

Einfluss der wassrigen Grenzschicht. Beim passiven Stofftransport iber Membranen spielt
nicht nur der Stofftransportwiderstand der Membran selbst, sondern auch die Widerstande,
welche von den die Membran umgebenden wassrigen Grenzschichten ausgehen, eine
wichtige Rolle. Durch Rihren der wassrigen Phase kdnnen letztgenannte reduziert werden. In
Abbildung 8.1 A und Abbildung 8.1 B sind die resultierenden Verlaufe bei Untersuchung des
Stofftransportes von Propranolol beziehungsweise Koffein bei pH9 (Tris-Puffer) im
ungerihrten und im gertuhrten PAMPA-System dargestellt. Beim passiven Stofftransport von
Propranolol war sowohl im geriihrten als auch im ungeruhrten Versuch eine rasche Abnahme
der dimensionslosen Donorphasenkennzahl Dop 4y p4 beziehungsweise eine ebenso schnelle
Zunahme der Akzeptorphasenkennzahl Akp 4y pa zU verzeichnen. Dies ist dadurch zu erklaren,
dass bei pH 9 ein verhaltnismafig grof3er Anteil (22,8 %) der Propranololmolekile ungeladen
vorliegt (pKs = 9,53). Daher kann Propranolol die hydrophobe Membran im basischen Milieu
vergleichsweise leicht passieren. Demzufolge stellte bei diesen Bedingungen nicht nur die
Membran selbst, sondern auch die hydrophilen, wassrigen Grenzschichten zu beiden Seiten
der Membran (Abbildung 3.9) einen einflussreichen Stofftransportwiderstand dar. So war
innerhalb einer Inkubationszeit von 4h mit einem Wert der dimensionslosen
Akzeptorphasenkennzahl Akp,ypsa von 0,24 im ungerihrten Versuch deutlich weniger
Propranolol tber die planare Polymermembran diffundiert als im geriihrten Ansatz. Hier wurde
nach derselben Inkubationsdauer ein deutlich héherer Wert von 0,44 gemessen. Durch das
Ruhren der Donor- und der Akzeptorphase konnten die wassrigen Grenzschichten demzufolge
erfolgreich minimiert werden, was zu einem deutlich schnelleren Stofftransport flihrte. Die
horizontale Linie in Abbildung 8.1 A bei Akpypa = Dopaypa = 0,5 symbolisiert das Erreichen
des Gleichgewichtszustandes. Die Abnahme der jeweiligen dimensionslosen Konzentration
der Donorphase (Dopaypa) Verlief in Bezug auf diese Linie annéhernd spiegelverkehrt. Dies
liel3 darauf schlieen, dass samtliche Propranolol-Molekile beim passiven Stofftransport Uber
die Membran die Akzeptorphase erreichten. Signifikante Membranretention, welche das
Zurlckhalten der diffundierenden Molekule im Inneren der Membran beschreibt, konnte somit
ausgeschlossen werden. Bei Betrachtung des passiven Stofftransportes von Koffein,
dargestellt in Abbildung 8.1 B, zeigte sich im gerihrten PAMPA-System kein relevanter
Unterschied zum ungerthrten System. Die Diffusion erfolgte demnach unabhé&ngig von der
Auspragung der wassrigen Grenzschicht in etwa gleich schnell, was an den ahnlichen
dimensionslosen Konzentrationsverlaufen zu erkennen ist. Die wassrige Grenzschicht hatte

demzufolge kaum einen Einfluss auf den Stofftransport des Wirkstoffes Koffein. Unabhéngig
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von der Auspragung der wassrigen Grenzschichten war die Gleichgewichtskonzentration nach
48 h mit Akpappa = 0,31 (ungerihrt) und Akpsmpa = 0,29 (geruhrt) noch nicht erreicht.
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Abbildung 8.1: Dimensionsloser Konzentrationsverlauf der Donor- und Akzeptorphase (Dopaupas
Akpaypa) bei Untersuchung des passiven Stofftransportes von A) Propranolol und B) Koffein tber
artifizielle Polymermembranen bei pH 9 im ungerihrten und gerihrten PAMPA-System. Relativer Fehler
<5%.N=5.

Einfluss des pHs. Propranolol ist eine ionisierbare Base. Demnach nimmt der Anteil
ungeladener Molekiile mit zunehmendem pH zu (Kapitel 3.3.4). Deshalb wurde die passive
Diffusion von Propranolol bei pH 5 bis pH 9 untersucht, wie in Abbildung 8.2 A dargestellt. Die
dimensionslosen Konzentrationsverlaufe der Donor- und der Akzeptorphase im geruhrten
PAMPA-System zeigten deutlich, dass Propranolol die Polymermembran bei pH 9 (Tris-Puffer)
sehr viel schneller passierte, als im sauren Milieu bei pH 5 (Phosphatpuffer). Der sehr
langsame Stofftransport im sauren Bereich wurde anhand der nur sehr geringen Abnahme von
Dopampa VON 1,0 zu 0,9 beziehungsweise der nur marginalen Zunahme der dimensionslosen
Akzeptorphasen-Kennzahl Akpypa VOn O zu 0,01 nach 48 h deutlich. Geht man davon aus,
dass keine Membranretention auftritt, misste Akp4pp4 deutlich hoher bei einem Wert von 0,1
liegen. Der sehr langsame Stofftransport in saurem Milieu bei pH 5 ist damit zu begriinden,
dass bei diesem pH Uber 99,99 % der Propranololmolekiile geladen vorliegen und diese die
hydrophobe Membran nur schlecht passieren konnen. Die Geschwindigkeit des
Stofftransportes im neutralen Milieu bei pH 7 (Phosphatpuffer) (99,7 % der Molekile liegen
geladen vor) lag mit Doppypa = 0,74 und Akpapypa = 0,16 nach 4 h zwischen jenen bei pH 5
und pH 9. Koffein als nicht ionisierbarer Wirkstoff wurde als Referenz ebenfalls beziglich

seines pH-abhéngigen passiven Stofftransportes, dargestellt in Abbildung 8.2 B, untersucht.
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Die passive Diffusion dieses Wirkstoffes (ber planare Polymermembranen erfolgte
erwartungsgemalf unabhangig vom pH, was anhand der sehr &hnlichen Verlaufe von Dop gy pa
und Akpaypa bei pH 5 bis pH 9 erkennbar ist. Mit Doppypa = 0,67 und Akpappa = 0,33 nach
4 h Inkubationszeit erfolgte der passive Stofftransport etwas langsamer als jener von

Propranolol bei pH 7, aber schneller als jener von Propranolol bei pH 5.
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Abbildung 8.2: Dimensionsloser Konzentrationsverlauf der Donor- und Akzeptorphase (Dopaupas
Akpaypa) bei Untersuchung des passiven Stofftransportes von A) Propranolol und B) Koffein Uber
artifizielle Polymermembranen im gerihrten PAMPA-System bei pH 5, pH 7 und pH 9. Relativer Fehler
<5%.N=5.

Permeabilitatskoeffizienten

Um die Eigenschaften einer Membran beziiglich ihrer Permeabilitat gegenliber verschiedener
Stoffe in quantitative Gro3en fassen zu kénnen, ist die Angabe von Permeabilitatskoeffizienten
niatzlich. In Abbildung 8.3 sind die negativ dekadischen Logarithmen der effektiven
Permeabilitat (—log Pe), welche Uber die ermittelten, zeitabhangigen Konzentrationen in
Donor- und Akzeptorphase bei der passiven Diffusion von Propranolol und Koffein berechnet

wurden, dargestellt.

In Abbildung 8.3 A wird die bereits diskutierte pH-Abhangigkeit der Polymermembran
gegeniuber Propranolol deutlich. Die Permeabilitdt nahm im gerihrten Assay von
-log Pe = 7,00 (cm s) bei pH 5 bis — log Pe = 4,17 (cm s) bei pH 9 stetig zu. Zudem konnte
durch Ruhren der Einfluss des Stofftransportwiderstandes, welcher von den wassrigen
Grenzschichten ausging, deutlich minimiert werden. Die effektiv gemessene Permeabilitat war

im ungerthrten PAMPA-System bei pH 9 mit - log Pe = 4,57 (cm s?) signifikant niedriger als
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im geruhrten -log Pe = 4,17 (cm s). Die Permeabilitat der Polymermembran gegeniber
Koffein war, wie ebenfalls bereits diskutiert, weder vom pH, noch vom Rihrzustand abhangig.

Sie lag bei einem nahezu konstanten Wert von — log Pe = 5,60 (cm s*) (Abbildung 8.3 B).

A B
10 10
R Ungerihrt R Ungerihrt
1 Gertihrt 1 Gerdihrt
8 1 8 A
o 67 = o 67 _ _ _ _ —
o o
(2] M (2]
o - o
1 4 A 1 4 A
2 A 2 A
0 w w 0
5 6 7 8 9 5 6 7 8 9
pH! - pH -

Abbildung 8.3: Negativ dekadischer Logarithmus der Permeabilitdtskoeffizienten Pe (cm s1) von
planaren Polymermembranen gegeniiber A) Propranolol und B) Koffein in Abhéangigkeit des pHs und
des Rihrzustandes.

8.1.3 Vergleich mit der Permeabilitat von planaren Phospholipidmembranen

Um die GroRenordnung der in dieser Arbeit bestimmten Permeabilitatskoeffizienten der
planaren Polymermembranen einordnen zu kénnen, wurden sie mit den Permeabilitats-
koeffizienten von herkémmlichen, planaren Lipidmembranen (2 % w/v DOPC in n-Dodekan)
verglichen. Die Integritat der gebildeten Lipidmembranen wurde Uber einen bereits etablierten
Farbstoff-Assay, bestehend aus den Komponenten Luzifergelb und Brilliantkresylblau (Kapitel
4.8.1), verifiziert. Es konnte gezeigt werden, dass der Farbstoff Brilliantkresylblau tUber die
Lipidmembran transportiert werden kann, wohingegen der Fluorophor Luzifergelb nicht tGber

selbige diffundieren konnte. Dies bestétigte die Integritat der gebildeten Lipidmembran.

In Abbildung 8.4 sind die Permeabilititskoeffizienten der Polymermembranen im ungerihrten
PAMPA-System in Abhangigkeit vom pH jenen von planaren Lipidmembranen
gegenibergestellt. Wie in Abbildung 8.4 A dargestellt, wirkten sich die physikochemischen
Eigenschaften von Propranolol beziuglich des passiven Stofftransports bei beiden
Membranarten in gleicher Weise aus. Je hoher der pH war, desto hoher war der Anteil an

ungeladenen Propranoloimolekillen und desto leichter konnte der Wirkstoff sowohl die



180 Permeabilitat der Polymermembran

Polymer- als auch die Lipidmembran passieren. Dies zeigte sich anhand der zunehmenden
Permeabilitst mit steigendem pH von -logPe=7,23 (cms?) (Polymermembran)
beziehungsweise -log Pe = 6,29 (cm s?) (Lipid-membran) bei pH 5 zu -log Pe = 4,57 (cm s
1) (Polymermembran) beziehungsweise -log Pe = 4,41 (cm s*) (Lipidmembran) bei pH 9
deutlich.
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Abbildung 8.4: Negativ dekadischer Logarithmus der Permeabilitatskoeffizienten Pe (cm s?) von
planaren Polymer- und Phospholipidmembranen aus DOPC gegenuber A) Propranolol und B) Koffein
im ungerthrten PAMPA-System in Abh&angigkeit des pHs.

Auch die nicht ionisierbare Struktur von Koffein wirkte sich bei der passiven Diffusion durch
planare Lipidmembranen &hnlich wie bei Polymermembranen aus. Die gemessenen
Permeabilitatskoeffizienten, dargestellt in Abbildung 8.4 B, waren im Bereich von pH 5 bis
pH 9 mit einem Wert von circa — log Pe = 5,6 (cm s) (Polymermembran) beziehungsweise
—log Pe = 5,4 (cm s) (Lipidmembran) konstant. Wie bereits diskutiert, lag die pH-abhangige
beziehungsweise pH-unabhéngige Permeabilitit der beiden Membranarten gegeniber
Propranolol und Koffein jedoch nicht an den Membraneigenschaften selbst, sondern vielmehr
an den physikochemischen Eigenschaften der untersuchten Wirkstoffe. Von groRRerer
Bedeutung war folglich der direkte Vergleich der Permeabilitdt der Polymermembran mit jener
der Lipidmembran. In Abbildung 8.5 A und Abbildung 8.5 B sind die Verhéltnisse der
Permeabilitatskoeffizienten der Lipidmembran Pej;,;; zu jenen der Polymermembran

Peporymer IN Abhangigkeit von pH und Rihrzustand flr Propranolol und Koffein dargestellt. Die
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gestrichelten, horizontalen Linien symbolisieren PeLim-d-Pepolymer‘lzl, was einer

identischen Permeabilitdt von Polymer- und Lipidmembran entspricht.
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Abbildung 8.5: Verhdltnisse der Permeabilitatskoeffizienten der Lipidmembran Pe,;,;; zu jenen der
Polymermembran Pep,,,., von A) Propranolol und B) Koffein in Abhangigkeit vom pH und des
Ruhrzustandes. Die gestrichelten Linien symbolisiert Pe;;,;, - Pepoly,m,,‘1 =1, was einer identischen
Permeabilitat von Polymer- und Lipidmembran entspricht.

In Abbildung 8.5 A wird deutlich, dass die Polymermembran insbesondere im ungeriihrten
PAMPA-System einen deutlich gréReren Stofftransportwiderstand gegentiber dem Wirkstoff
Propranolol bot als ihr Pendant aus Lipiden. Dies zeigte sich anhand der durchwegs hdéheren
Werte von Pep;pq - Pepolymer‘l, verglichen mit jenen, welche im ungerihrten PAMPA-System
bestimmt wurden. Besonders deutlich wurde dies bei pH5. Hier zeigte sich die
Polymermembran fast 9 Mal weniger permeabel als jene aus Lipid. Zwischen pH 6 und pH 9
lag dieser Faktor bei Werten zwischen 1,3 und 2,4. Bei Minimierung der wassrigen
Grenzschichten durch Riuhren relativierte sich dieses Verhalten. Im sauren Milieu bei pH 5
wies die Polymermembran nur noch einen 3,3-fach héheren Stofftransportwiderstand als die
Lipidmembran auf. Bei pH 6 bis pH 9 waren die gemessenen Permeabilitatskoeffizienten der
beiden Membranen in etwa gleich, was anhand der Werte im Bereich von 0,9 bis 1,2 ersichtlich
wird. Die gezeigten Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass die Membran aus dem Polymer
PMOXA15-PDMSgs-PMOXA;5 insbesondere im sauren Milieu eine deutlich niedrigere
Permeabilitat aufwies, als die Lipidmembran aus DOPC. Zudem kann vermutet werden, dass
die wassrigen Grenzschichten, welche sich zu beiden Seiten der Polymermembran bildeten,

ausgepragter waren als jene, die sich um die Lipidmembran bildeten. Dies wird anhand der
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bei allen pHs identifizierten hoheren Werte fur Pe;p,;q4 Pepolymer‘lim ungerihrten System,
verglichen mit jenen im gerihrten System, deutlich. Das pH-unabhangige Verhalten von
Koffein zeigte sich auch beim Vergleich der Permeabilitatskoeffizienten der beiden
Membrantypen, dargestellt in Abbildung 8.5 B. Unabhangig von pH und Ruhrzustand war die
Lipidmembran im Mittel in etwa 1,6 Mal permeabler als die Polymermembran.

8.1.4 Membranstruktur

Die Erfindung des urspriinglichen PAMPA-Systems basierte auf der Entdeckung, dass sich in
zylinderférmigen Poren einer Polycarbonat-Filtermembran eine einzelne Lipiddoppelschicht
bildet (Thompson et al., 1980; Thompson, 1982). Die Struktur der Lipidmembranen in PVDF-
Filtern, wie sie auch in dieser Arbeit verwendet wurden, ist hingegen nicht bekannt (Avdeef,
2012a). Um die Struktur der mit Hilfe der Filter gebildeten Polymermembranen aufzuklaren,
wurden diese Uber Rasterelektronenmikroskopie untersucht. In Abbildung 8.6 A ist die Struktur
des PVDF-Filters zu sehen. In Abbildung 8.6 B ist die Struktur der Polymermembran, welche
im PVDF-Filter gebildet wurde, dargestellt.

Abbildung 8.6: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme des A) PVDF-Filters des PAMPA-Systems
und B) der gebildeten Polymermembran.

Anhand von Abbildung 8.6 B wird deutlich, dass es sich bei der im PVDF-Filter gebildeten
Polymermembran keinesfalls um eine einzelne Membran handelte. Vielmehr zeigte sich eine
netzartige Struktur, die aus mehreren Ebenen aufgebaut war. Obwohl die membranbildende
Lésung nur an der Oberseite des PVDF-Filters aufgetragen wurde, zeigte sich bei Betrachtung
des Filters von beiden Seiten (oben und unten) dieselbe Struktur. Dies liel3 vermuten, dass die
Morphologie der Polymermembran innerhalb des Filters, welche optisch durch die
rasterelektronenmikroskopische Aufnahme nicht zugdngig war, derselben wie der in
Abbildung 8.6 B dargestellten Struktur entsprach. Der mehrschichtige und netzartige Aufbau
der Polymermembran deutete darauf hin, dass die im PAMPA-System identifizierten
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Permeabilitatskoeffizienten der Polymermembran nicht eins zu eins auf die Membran von
Polymersomen, welche eine einzige, kontinuierliche Membran aufweisen, tbertragbar sind.
Die im PAMPA-System durch die membranbildende Lésung auf dem Filter ausgebildete
Schicht aus n-Dodekan (Nielsen und Avdeef, 2004), die neben der planaren Polymermembran
insbesondere gegeniber hydrophilen Stoffen einen zusatzlichen Stofftransportwiderstand
bewirkt, verhinderte die direkte Ubertragbarkeit der Ergebnisse ebenfalls, da diese
Lésemittelschicht bei Polymersomen nicht vorhanden ist. Das PAMPA-Systems wurde
demzufolge fur die Hoch-Durchsatz-Analyse der Permeabilitdt von Polymersomenmembranen

als nicht geeignet befunden.

8.2 Permeabilitat von Polymervesikeln

Um quantitativ haltbare Aussagen Uber die Permeabilitat der Polymersomen, welche Uber die
in dieser Arbeit etablierten Methode (Kapitel 5.1.2) hergestellt wurden, liefern zu kénnen, war
die Etablierung einer neuen Methode notwendig. Im Anschluss erfolgte die Bestimmung der
Permeabilitatskoeffizienten gegenlber der als Modellsubstanzen gewahlten Wirkstoffe

Propranolol und Koffein (Kapitel 3.3.4).

8.2.1 Bestimmung der Permeabilitat von Polymersomen

Fur die Permeablitdtsbestimmung von Polymersomen wurde in dieser Arbeit eine neue
Methode, dargestellt in Abbildung 8.7, entwickelt. Diese beruht auf der Untersuchung des
passiven Stofftransportes eines im wassrigen Au3enraum geldsten Stoffes in unbeladene
Vesikel hinein. Hierfir wurden leere Polymersomen mit Propranolol- oder Koffein-haltigen
Lésungen zum Zeitpunkt t = 0 (Abbildung 8.7 A) vermengt. Um den danach beginnenden,
passiven Stofftransport ins Vesikelinnere bestimmen zu kénnen, wurde die intravesikulare
Konzentration in definierten Zeitintervallen t; —t,, (Abbildung 8.7 B, C) bestimmt. Hierfur
wurden die Polymersomen Uber Gréf3enausschlusschromatographie von der sie umgebenden
Substanz getrennt. Die Dauer der Chromatographie war mit maximal 5 min im Vergleich zur
gesamten Inkubationsdauer von 24-500 h so gering, dass eine Verfalschung der Messwerte
durch einen mdglichen Wiederaustritt des untersuchten Stoffes wéahrend der Reinigung
ausgeschlossen wurde. Fir die Messung der zeitabhéngigen Propranolol- beziehungsweise
Koffein-Konzentration im Inneren der Polymersomen wurden diese mit Hilfe von Detergenzien
(Kapitel 4.4.3) aufgeschlossen. Die Berechnung der Permeabilitat erfolgte anschliel3end

analog zur Bestimmung der Permeabilitat von planaren Membranen mit Hilfe von Gleichung
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Abbildung 8.7: A) Zum Zeitpunkt t = 0 werden unbeladene Polymersomen mit der zu untersuchenden
Substanz vermengt und direkt im Anschluss Uber eine 2,5 mL SEC-Saule gereinigt. Die Fraktionen, die
die noch unbeladenen Polymersomen enthalten dienen zur Herstellung eines Standards mit definierten
Konzentrationen der zu quantifizierenden Substanz. B) und C) Nach dem Zeitpunkt t = 0 beginnt die
passive Diffusion der Substanz in die leeren Vesikel hinein. Zu definierten Zeitpunkten t, bis t,, werden
die Polymersomen mittels SEC von der sie umgebenden Substanz gereinigt. Nach Lyse der beladenen
Vesikel kann tber den Standard die Konzentration der zu untersuchenden Substanz im Inneren der
Polymersomen bestimmt werden.

Der Bezug zwischen Probenvolumen V,, und der in die Berechnung eingehenden Volumina
der Donorphase V, und der Akzeptorphase V, wurde Uber Gleichung (4.5) hergestellt. Das
Akzeptorphasenvolumen entspricht dabei dem gesamten inneren Vesikelvolumen, welches
Uber das Produkt der in der Probe vorliegenden Vesikelanzahl N, und dem inneren
Vesikelvolumen eines einzelnen Polymersoms Vy, 4 tber V, = N, V4 bestimmt wurde. Die
Vesikelanzahl in der Probe konnte mit Hilfe der in dieser Arbeit bestimmten Aggregationszahl
Nygg =43.000 (Kapitel 6.1.1) Uber Gleichung (6.7) berechnet werden. Das innere
Vesikelvolumen eines einzelnen Polymersoms hingegen wurde mit der Uber cryo-TEM

Messungen bestimmten Membrandicke s = 14 nm (Kapitel 6.1.2) und dem tber Messungen
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der dynamischen Lichtstreuung bestimmten mittleren anzahlbasierten Partikeldurchmesser
dy, welcher dem &ufR3eren Vesikeldurchmesser d, entspricht (dy = d,), wie folgt bestimmt:

1
VV,O = ET[ (dN — 25)3 (81)
Wo Inneres Vesikelvolumen eines einzelnen Vesikels cm?
dy Anzahlbasierter Partikeldurchmesser cm
s Membranstéarke cm

Die gesamte flir den Stofftransport zur Verfiigung stehende Flache A wurde Uber das Produkt
der Anzahl aller Polymersomen N, und der auf3eren Membranoberflache eines einzelnen
Polymersoms Ay , Uber A = Ny Ay o berechnet. Die Oberflache eines einzelnen Polymersoms

konnte wiederum Uber den anzahlbasierten Polymersomendurchmesser dy tber folgende

Gleichung berechnet werden:

AV,O = T[dNZ (82)

Ay Membranoberflache eines einzelnen Polymersom cm?

Die fur die Berechnung der Polymersomenpermeabilitat notwendigen Werte sind exemplarisch
fur 1 mL (= 1 cm?®) einer 1 % w/v Polymersomendispersion aus PMOXA15-PDMSgs-PMOXA 5
mit einem anzahlbasierten, mittleren Polymersomendurchmesser von dy =100 nm in

Tabelle 8-1 zusammengefasst.

Tabelle 8-1: Gesammelte Werte fiir die Berechnung der Polymersomenpermeabilitat

Symbol Bezeichnung Wert

Vi Probenvolumen lcms
cp Polymerkonzentration 1% wiv

dy Anzahlbasierter Partikeldurchmesser 100 nm

Ny Vesikelanzahl 1,84-10%

Vo Inneres Vesikelvolumen eines einzelnen Vesikels 1,95-10-% cm?
A Akzeptorphasenvolumen 3,6:10° cm?3
Vp Donorphasenvolumen 9,9 101 cm?

Ay Membranoberflache eines einzelnen Polymersoms 3,14:1010 cm?

A Gesamte Flache 5789 cm?
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8.2.2 Permeabilitat von Polymersomen gegenuber Propranolol und Koffein

Basierend auf der in dieser Arbeit etablierten Methode zur Bestimmung der
Polymersomenpermeabilitat (Kapitel 8.2.1) wurde der passive Stofftransport der Modellstoffe
Propranolol und Koffein in leere Polymersomen hinein untersucht. Die Polymersomen, welche
fur die Untersuchung der Permeabilitat bei pH 6, pH 7 und pH 8 (Phosphatpuffer) hergestellt
wurden, wiesen ein z-Mittel von circa 175 nm, einen PDI < 0,2 und einen anzahlbasierten

Durchmesser d, im Bereich von 85 nm bis 101 nm auf (Ergebnisse nicht dargestellt).

Dimensionsloser Konzentrationsverlauf

Um den passiven Stofftransport von Propranolol und Koffein Gber die Polymersomenmembran
miteinander vergleichen zu kdnnen, wurde der dimensionslose Konzentrationsverlauf der
Akzeptorphase Akyqsiker Uber Gleichung (4.6) bestimmt. Aky.gixe; kann nach Gleichung (4.7)
maximal den Grenzwert 1 erreichen, was gleichbedeutend mit dem Erreichen der

Gleichgewichtskonzentration c, ist.

Bei der passiven Diffusion von Propranolol, dargestellt in Abbildung 8.8 A, wurde in saurem
Milieu bei pH6 innerhalb von 70h mit Akyesiker =0,49 in etwa die halbe
Gleichgewichtskonzentration erreicht. In neutralem Milieu bei pH 7 war ein schnellerer
Stofftransport als bei pH 6 zu verzeichnen. Mit Aky.sixer = 0,67 war hierbei innerhalb der
identischen Inkubationszeit (70 h) deutlich mehr Propranolol ins Vesikelinnere gelangt. In
basischem Milieu bei pH 8 erfolgte der Stofftransport sogar noch schneller. Hier wurde die
halbe Gleichgewichtskonzentration mit Aky.siker = 0,50 bereits nach 24 h verzeichnet. Die
charakteristischen, physikochemischen Eigenschaften von Propranolol mit resultierendem pH-
abhangigen passivem Stofftransport wurden demnach auch bei der Untersuchung der
Permeabilitéat der sphérischen Polymersomenmembranen ersichtlich. In Abbildung 8.8 B ist
der dimensionslose Konzentrationsverlauf Aky.sixe; b€l der passiven Diffusion von Koffein
dargestellt. Hierbei konnte im betrachteten Zeitraum von bis zu 525 h keine pH-abhangige
Diffusion des Wirkstoffes verzeichnet werden. Die nichtionisierbare Struktur von Koffein mit
resultierender pH-unabhangigem Verhalten konnte demnach anhand der etablierten Methode
zur Bestimmung der Polymersomenpermeabilitdt ebenfalls gezeigt werden. Im neutralen
Milieu bei pH 7 war nach einer Inkubationszeit von knapp 70 h eine dimensionslose
Akzeptorphasenkennzahl von Aky.siker = 0,04 zu verzeichnen. Bei der Diffusion von
Propranolol bei selben pH war nach identischer Inkubationszeit ein circa 17-fach héherer Wert
bestimmt worden. So wird deutlich, dass Koffein die Polymersomenmembran in neutralem

Milieu deutlich langsamer passierte als Propranolol.
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Abbildung 8.8: Dimensionsloser Konzentrationsverlauf der Akzeptorphase (Akyesike) Dbe€i
Untersuchung des passiven Stofftransportes von A) Propranolol und B) Koffein (ber die
Polymersomenmembran bei pH 6 bis pH 8. N = 3.

Die Gesamtheit der gewonnenen Ergebnisse beziiglich der Auswirkungen der
physikochemischen Eigenschaften von Propranolol und Koffein auf den passiven
Stofftransport Uber Polymersomenmembranen war mit den vorab anhand planarer
Membranen gewonnenen Erkenntnissen in Einklang (Kapitel 8.1). So konnte auf die
Funktionalitat der etablierten Methode zur Untersuchung der Permeabilitat von Polymersomen

geschlossen werden.

Permeabilitatskoeffizienten

Neben der Untersuchung des dimensionslosen Konzentrationsverlaufs im Vesikelinneren
wurde zudem zu jeder untersuchten Inkubationszeit der Permeabilitatskoeffizient Pe der
Polymersomenmembran bestimmt. Abbildung 8.9 zeigt das Mittel aus allen bestimmten
Koeffizienten. Die pH-abhéngige Permeabilitat der Polymersomenmembran gegeniiber
Propranolol wird bei Betrachtung der Permeabilitatskoeffizienten in Abbildung 8.9 erneut
deutlich. Mit -log Pe = 11,33 (cm s*) war die Permeabilitét in basischem Milieu bei pH 8 in
etwa 3,4 Mal hoher als in saurem Milieu bei pH6 mit -log Pe=11,86 (cms™). Die
Permeabilitatskoeffizienten der Polymersomenmembran gegeniber Koffein zeigten sich pH-
unabhangig und lagen im Mittel bei - log Pe = 13,66 (cm s?). In neutralem Milieu bei pH 7 war
die Polymersomenmembran gegeniiber Koffein demnach circa 100 Mal weniger permeabel

als gegenuber Propranolol.
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Abbildung 8.9: Negativ dekadischer Logarithmus der Permeabilitdtskoeffizienten Pe (cm s1) von
Polymersomen gegeniiber Propranolol und Koffein in Abhangigkeit des pHs.

8.3 Vergleich von planaren Membranen und Polymervesikeln

In dieser Arbeit wurden sowohl die Permeabilitatskoeffizienten von planaren
Polymermembranen (Kapitel 8.1) als auch von Polymersomen (Kapitel 8.2) bestimmt. Fur
einen sinnvollen Vergleich der identifizierten Koeffizienten werden zunachst die

Charakteristika der beiden zugehérigen Methoden gegenuibergestellt.

8.3.1 Gegeniberstellung des PAMPA- und des Polymersomen-Systems

Bei der Berechnung der Permeabilitatskoeffizienten tiber Gleichungen (3.28) und (3.30) gehen
neben der zeitabhangigen Konzentration in Donor- und Akzeptorphase (cp ; und c, ) vor allem
auch die Volumina von Donor- und Akzeptorphase (V, und V,) sowie die fur den
Stoffaustausch zur Verfigung stehende Flache A ein. Im PAMPA-System sind die Volumina
fur Donor und Akzeptor identisch und durch die Grol3e der Kavitdt der Sandwich-
Mikrotiterplatten definiert. Im Polymersomen-System hingegen wurden V, und V, Uber
Gleichung (4.5) und Gleichung (8.1) berechnet. Die fir den Stoffaustausch zur Verfligung
stehende Flache A wurde im PAMPA-System Uber das Produkt aus Filterflache und
Filterporositdt bestimmt (Kapitel 4.8.1), wohingegen im Polymersomen-System die
Membranoberflache aller in der Probe vorliegenden Polymersomen Uber Gleichung (8.2)
berechnet wurde. Um die direkte Gegeniberstellung der beiden Systeme zu ermdglichen,
wurde das ungerihrte PAMPA-System mit einem gesamten Volumen von 0,4 mL (je 0,2 mL

in Donor- und Akzeptorkompartiment) mit einer Polymersomendispersion mit demselben
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Probenvolumen V,, verglichen. Fir die 1 % w/v Polymersomendispersion wurde ein mittlerer
anzahlbasierter Partikeldurchmesser dy = 100 nm angenommen. In Tabelle 8-2 sind die
resultierenden, zur Permeabilitditsberechnung notwendigen Werte fir das PAMPA- und das
Polymersomen-Systems gegentbergestellt.

Tabelle 8-2: Gegenuberstellung der zur Berechnung der Permeabilitdtskoeffizienten notwendigen
GroRen bei planaren Polymermembranen im PAMPA-System und bei Polymersomen.

PAMPA Polymersomen
Anmerkung ungerhrt 1 % wi/v Dispersion mit d,; = 100 nm
Ve, cm? 0,4 0,4
Vy4,cm?d 0,2 1,44-103
Vp, cm?® 0,2 3,96-101
A, cm? 0,21 2316
t,h 0,5-48 Abhangig von der Lagerstabilitdt der Polymersomen

Beim direkten Vergleich der Werte in Tabelle 8-2 sticht insbesondere die fir den
Stoffaustausch zur Verfugung stehende Flache A hervor. Bei Betrachtung des gesamten
Volumens von 0,4 mL betrug sie im PAMPA-System 0,21 cm? (Kapitel 4.8.1), wohingegen sie
im Polymersomen-System mit 2316 cm? in etwa 10.000 Mal groRer war. Dies wies bereits
darauf hin, dass Polymersomen insbesondere zur Untersuchung sehr niedriger
Permeabilitaten gut geeignet sein kénnten, da hier eine besonders grof3e Flache fir den
passiven Stofftransport zur Verfiigung steht. Um dies zu validieren, wurden dimensionslose

Konzentrationsverlaufe beider Systeme verglichen.

Fur den direkten Vergleich der dimensionslosen Konzentrationsverlaufe der Akzeptorphasen
im PAMPA- und im Polymersomen-System, wurde die fir beide Systeme giltige
Akzeptorphasenkennzahl Ak mit 0 < Ak < 1 eingefiihrt. Diese wurde nach Umformung von

Gleichung (3.30) in Abhangigkeit des Permeabilitatskoeffizienten Pe wie folgt bestimmit:
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Cat Pe(V, + Vp)At

Ak = E =1—exp <_T> (8.3)
Ak Dimensionslose Akzeptorphasenkennzahl -
Cat Konzentration in der Akzeptorphase zum Zeitpunkt t mol cm
Ceq Gleichgewichtskonzentration nach Gleichung (3.28) mol cm
Pe Permeabilitatskoeffizient cm st
A Volumen der Akzeptorphase cm?
Vp Volumen der Donorphase cm?
A Flache cm?
t Zeit S

In Abbildung 8.10 sind die Uber Gleichung (8.3) berechneten Verlaufe von Ak bei einem
exemplarisch gewahlten Permeabilitatskoeffizienten von -log Pe =5,00 (cm s?) (hohe
Permeabilitat) und - log Pe = 11,00 (cm s?) (geringe Permeabilitat) fur planare Membranen im
PAMPA-System und fir Polymersomen gegenibergestellt. Bei -log Pe =5,00 (cm s?),
dargestellt in Abbildung 8.10 A, ist der Stofftransport anhand der dimensionslosen Kennzahl
Ak im PAMPA-System innerhalb von 48 h Inkubationszeit gut zu bestimmen. Im
Polymersomen-System hingegen ware die Konzentrationsbestimmung in der Akzeptorphase
aufgrund der signifikant héheren Stoffaustauschflache nur bei Inkubationszeiten im Bereich
von Zehntelsekunden maoglich, was anhand des zugehérigen sprunghaften Anstiegs von Ak
ersichtlich ist. Bei einer um funf GroéRenordnungen niedrigen Permeabilitat mit
-log Pe = 11,00 (cm s*) ware wiederum die passive Diffusion im PAMPA-System innerhalb
der moglichen Inkubationsdauer von 48 h kaum nachweisbar. Dies wird anhand des
zugehorigen, nahezu horizontalen Verlaufs von Ak in Abbildung 8.10 B deutlich. Solch niedrige
Permeabilitaten sind im Polymersomen-System hingegen problemlos quantifizierbar. Anhand
dieser Gegenuberstellung wurde klar, dass die beiden Systeme zur Untersuchung der

Membranpermeabilitat fur Stoffflisse unterschiedlicher GréRenordnung geeignet sind.



Permeabilitat der Polymermembran

191

A B
1,2 1,2
—— Vesikel
10 7 = 1,0 1 ——— Planar
e |
Ve
0,8 / 0,8
/
/
. 06 1 , 0,6 1
g £
0,4 0,4
0,2 | 0,2
0,0 1 —— Vesikel 0,0 1
——— Planar
-0,2 ‘ ‘ ‘ ; ; -0,2 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
20 0 20 40 60 80 100 120 20 0 20 40 60 80 100 120

Zeit, h

Zeit, h

Abbildung 8.10: Verlauf der dimensionslosen Akzeptorphasenkennzahl Ak im PAMPA-System und bei
einer 1 % w/v Polymersomendispersion mit einem anzahlbasierten mittleren Partikeldurchmesser
dy =100 nm bei einer Permeabilitét von A) -log Pe = 5,00 (cm s1) und B) - log Pe = 11,00 (cm s1).

8.3.2 Vergleich der Permeabilitatskoeffizienten

Der direkte Vergleich der in dieser Arbeit identifizierten Permeabilitatskoeffizienten von
planaren Polymermembranen (Kapitel 8.1) und Polymersomen (Kapitel 8.2) bei der passiven
Diffusion von Propranolol und Koffein ist Abbildung 8.11 A beziehungsweise Abbildung 8.11 B
dargestellt. Erkennbar ist, dass sich die Polymersomenmembran unabhangig vom
verwendeten Modellsubstrat um mehrere Gréf3enordnungen weniger permeabel als jene von
bei die

Polymersomenmembran mit -log Pe = 11,57 (cm s?) in etwa 3,6 Millionen Mal weniger

planaren Polymermembranen erwies. Im neutralen Milieu pH7 war

permeabel als die planare Polymermembran im ungerihrten PAMPA-System mit

-log Pe = 5,01 (cm s). Bei der passiven Diffusion von Koffein bei pH 7 wurde ein noch

hoherer Faktor verzeichnet. Hier zeigte sich die Polymersomenmembran mit

-log Pe = 13,56 (cm s*) um circa 95 Millionen Mal weniger permeabel als die planare

Polymermembran mit - log Pe = 5,58 (cm s?).



192 Permeabilitat der Polymermembran

A B
20 20
H \/esikel I \esikel
[ Planar [ Planar
15 + 15
[)] [)]
o o
o 10 o 10
o o
5 4 5
0 0
5 6 7 8 9 5 6 7 8 9
pH, - pH, -

Abbildung 8.11: Negativ dekadischer Logarithmus der Permeabilitatskoeffizienten Pe (cm s) von
planaren Polymermembranen im ungeriuhrten PAMPA-System und von Polymervesikeln gegeniiber A)
Propranolol und B) Koffein in Abhangigkeit des pHs.

Anhand der in dieser Arbeit identifizierten Permeabilititskoeffizienten zeigte sich, dass das
etablierte Polymersomen-System sehr gut fir die Untersuchung von Membranen mit niedriger
Permeabilitat geeignet ist. Das PAMPA-System, welches ursprunglich fur die Untersuchung
von planaren Lipidmembranen entwickelt wurde, ist hingegen flr die Charakterisierung der

Polymersomenmembran ungeeignet.

8.4 Diskussion

Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit verwendeten Modelstoffen Propranolol und Koffein
wurde fur die Untersuchung der Permeabilitdt von Membranvesikeln in verschiedenen Studien
der Fluorophor Calcein herangezogen (Heerklotz und Seelig, 2007; Litvinchuk et al., 2009;
Patel et al., 2009; Maherani et al.,, 2013). Um die in der vorliegenden Arbeit bestimmte
Permeabilitat von Polymermembranen anhand der in anderen Studien publizierten Werte
einordnen zu kdnnen, wurde zusatzlich die Bestimmung der Membranpermeabilitat gegenuber
Calcein angestrebt. Trotz der hervorragenden Nachweisbarkeit des Fluorophors war die
passive Diffusion Uber planare Lipidmembranen im PAMPA-System, fir welche eine
verhaltnismalig hohe Membranpermeabilitdt gezeigt werden konnte (Kapitel 8.1.3), so gering,
dass innerhalb der maximal modglichen Inkubationsdauer von 48 h in der Akzeptorphase kein

Calcein nachgewiesen werden konnte. Uber die Nachweisgrenze konnte lediglich der
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Grenzwert von -log Pe > 11,8 (cm s?) bestimmt werden, was beutet, dass der tatséachliche
Permeabilitatskoeffizient von DOPC-Membranen gegeniber Calcein weit niedriger liegen
kann. Fir Liposomen, welche aus demselben Phospholipid (DOPC) hergestellt wurden, wurde
hingegen ein Permeabilitatskoeffizient von - log Pe = 10,6 (cm s™) berichtet (Maherani et al.,
2013). Fir Lipidvesikel aus DOPC wurde demzufolge eine mehr als 10-fach hohere
Permeabilitat nachgewiesen, als es im Rahmen dieser Arbeit fir planare DOPC-Membranen
gezeigt werden konnte. Dies macht erneut deutlich, dass planare Membranen, welche im
PAMPA-System gebildet wurden, kaum Rickschlisse auf die tatsachlichen

Permeabilitdstkoeffizienten von Membranvesikeln zulassen.

Polymersomen aus PMOXA-PDMS-PMOXA erwiesen sich im Rahmen verschiedener Studien
fur eine Mehrzahl der bislang untersuchten Molekile als impermeabel. Fir einige Stoffe
hingegen, wie beispielsweise Superoxidanionen und Guanidinhydrochlorid, konnte gezeigt
werden, dass sie die Vesikelmembran passieren kénnen (Renggli et al., 2011). Daraus wurde
gefolgert, dass die Permeabilitat von Polymersomenmembranen fir jeden einzelnen Stoff
getrennt betrachtet werden muss. Im Gegensatz zu der in dieser Arbeit entwickelten Methode
basiert die Bestimmung der Permeabilitat von Polymersomen haufig auf der passiven Diffusion
eines vorab verkapselten Stoffes aus dem Vesikelinneren in den wassrigen Aufldenraum
(Heerklotz und Seelig, 2007; Patel et al., 2009; Maherani et al., 2013). Problematisch bei
diesem Vorgehen ist jedoch die Voraussetzung, dass der zu untersuchende Stoff in
ausreichend hoher Konzentration verkapselbar sein muss. Nur wenn dies der Fall ist, kann die
zeitliche Konzentrationsdnderung auf3erhalb der Vesikel gemessen werden. Dies ist oft nicht
gegeben, da hohe Konzentrationen den Vesikelbildungsprozess wéahrend der Verkapselung
storen kénnen, wie in Kapitel 6.2 gezeigt. Ein weiterer Aspekt, welcher die Bestimmung der
Permeabilitat mittels des Stofftransports vom Vesikelinneren nach auf3en erschwert, liegt in
der Nachweisbarkeit der zu untersuchenden Substanz. Bei einer exemplarischen
Verkapselungeseffizienz VE von 1 %, wie sie in dieser Arbeit bei mit griin fluoreszierendem
Protein beladenen Polymersomen bestimmt wurde (Kapitel 6.2.2), lage bei vollstandiger
Freisetzung des Stoffes aul3erhalb der Vesikel eine 100-fach niedrigere Konzentration vor. Soll
nun der Austritt von 1 % der vorab verkapselten Substanz nachgewiesen werden, muss diese
bei einer 10.000-fach niedrigeren Konzentration als jene die verkapselt wurde, detektierbar

sein. Dies kann je nach Substanz und Messmethode Schwierigkeiten mit sich bringen.

Der Permeabilitdtskoeffizient einer Membranart stellt bei Betrachtung des passiven
Stofftransportes einer bestimmten Substanz eine Stoffkonstante dar, welche unabh&ngig von
der Stoffstromrichtung (von auf3en ins Vesikelinnere oder von innen nach auf3en) ist. So wurde

es in dieser Arbeit in Anlehnung an das Vorgehen anderer Studien angestrebt, die
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Permeabilitatskoeffizienten, welche tber den passiven Stofftransport in leere Vesikel hinein
bestimmt wurden, durch den umgekehrten Fall, ndmlich der Permeabilitdtsbestimmung Uber
den passiven Stofftransport der vorab verkapselten Substanz aus den Vesikeln heraus, zu
validieren. Dieses Vorhaben scheiterte jedoch daran, dass weder Propranolol, noch Koffein in
ausreichend hoher Konzentration verkapselbar waren. Wahrend sich bei dem Versuch die
notige Konzentration von 0,1 M Propranolol zu verkapseln nahezu ausschlieZlich Mizellen
bildeten (Ergebnisse nicht dargestellt), war die Beladung der Polymersomen mit derselben
Konzentration an Koffein aufgrund unerwiinschter Interaktion des Polymers mit dem Wirkstoff
und daraus resultierender Kristallbildung ebenfalls nicht mdoglich. Folglich héatte die
Permeabilitat der Polymersomenmembran gegeniber Propranolol und Koffein mittels
konventioneller Methoden nicht bestimmt werden koénnen, was den Vorteil der in dieser Arbeit
etablierten  Methode erneut verdeutlicht. Die  Permeabilitastkoeffizienten  der
Polymersomenmembran gegentber Propranolol und Koffein lag im Bereich von
—log Pe = 11,33-13,73 (cm s!). Da die Permeabilitat von Phospholipidmembranen gegentiber
ungeladene  Molekile vergleichbarer GroRe bei Werten im  Bereich von
—log Pe =7-8 (cms?) liegt (Alberts et al., 1994), konnte gezeigt werden, dass die

Permeabilitat der Polymersomenmembran um mehrere Gré3enordnungen niedriger ist.
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9 Zusammenfassung

Ein wesentlicher Nachteil bei der Verwendung von ganzen Zellen in biokatalytischen
Prozessen ist das Auftreten unerwinschter Nebenreaktionen, die durch zelleigene Enzyme
katalysiert werden kdnnen. Der alternative Einsatz von artifiziellen Reaktionskompartimenten
im Nanomal3stab stellt eine Mdoglichkeit zur Verwirklichung von nebenproduktfreien,
biokatalytischen Prozessen dar. Die kinstlichen Nanokompartimente sollen nur die fur die
gewiinschte Produktsynthese nétigen Komponenten enthalten, wodurch unerwinschte
Nebenreaktionen verhindert werden konnen. Aufgrund der raumlichen Trennung
unterschiedlicher Enzyme und dank der Kontrolle tber die beteiligten Reaktanden kdnnen
selbst Reaktionen, die eigentlich inkompatibel sind, gleichzeitig stattfinden. Polymerbasierte
Membranvesikel, sogenannte Polymersomen, kdénnen hierbei durch das Verkapseln von
Enzymen in ihrem Inneren und Uber die zuséatzliche Funktionalisierung ihrer Membran als
Enzymmembranreaktor im Nano-Mal3stab fungieren. Uber konventionelle
Herstellungsmethoden, welche bislang Uberwiegend bei undefinierten Prozessbedingungen
im Milliliter-Maf3stab stattfinden, kédnnen Polymersomen mit definierter Grél3e meist nur in
zeitaufwendigen, mehrstufigen Prozessen erzielt werden (Nardin et al., 2000a; Nardin et al.,
2000b; Rank et al., 2009). Des Weiteren existiert bis dato kein Verfahren, welches die
kontrollierte  und  effiziente  Herstellung von  Polymersomen mit schmaler
PartikelgroRenverteilung im grof3en Maf3stab und in nur einem Prozessschritt ermoglicht, was
jedoch unabdingbar fur die industrielle Anwendbarkeit der Polymersomentechnologie ist.
Quantitative GréRen zur Polymersomenstabilitéat bei fir biokatalytische Prozesse relevanten
Bedingungen liegen bislang ebenso wenig vor, wie umfassende Studien bezuglich der
membranspezifischen Permeabilitatskoeffizienten. Zielsetzung dieser Arbeit war daher die
Herstellung und Charakterisierung von Polymersomen aus selbstassemblierenden,
amphiphilen ABA-Triblock-Copolymeren. Verwendet wurde hierfir das Polymer PMOXAs-
PDMSegs-PMOXAss, da fur Polymersomen aus diesem Polymer bereits die erfolgreiche
Insertion von Membranproteinen, welche fir die Realisierung eines selektiven Stofftransportes

essentiell ist, gezeigt werden konnte (Nardin et al., 2000b).

Die Entwicklung eines Verfahrens zur reproduzierbaren, effizienten und skalierbaren
Polymersomenherstellung erfolgte im kommerziell verfigbaren Bioreaktorsystem
bioREACTOR 48, einem Reaktorblock, in welchem bis zu 48 miniaturisierte
Ruhrkesselreaktoren (10-15 mL) unter definierten Prozessbedingungen parallel betrieben
werden konnen. Wichtigstes Kriterium bei der Verfahrensentwicklung war das Erzielen

schmaler PartikelgréRenverteilungen mit niedrigem Polydispersitatsindex (PDI < 0,2), was
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mittels  dynamischer Lichtstreumessungen (DLS) untersucht wurde. Bei der
Polymersomenherstellung dber die Methode der direkten Dispersion, bei welcher
pulverférmiges Polymer direkt in der wassrigen Phase dispergiert wird, stellte sich heraus,
dass die Stromungsbedingungen im Rihrkesselreaktor signifikante Auswirkungen auf die
resultierende Polymersomenqualitat zeigten. Durch systematische Untersuchungen unter
Verwendung der vier Rihrertypen gasinduzierender Ruhrer, Paddelrthrer, H-Rihrer und S-
Ruhrer bei Ruhrerdrehzahlen zwischen 1000 min? und 4000 min? in bewehrten und
unbewehrten Reaktoren, konnten optimale Stromungsbedingungen identifiziert werden. Es
zeigte sich, dass, unabhangig von Ruhrertyp, Rihrerdrehzahl und Prozessdauer, in Reaktoren
ohne Stromungsbrecher stets niedrigere Polydispersitaten als in bewehrten Reaktoren erzielt
wurden. Zudem konnte fir jeden Ruhrertyp gezeigt werden, dass bei der jeweiligen maximal
mdoglichen Ruhrerdrehzahl die individuell niedrigsten PDIs resultieren. Die Verwendung des S-
Ruhrers zeigte sich unter den Aspekten Herstellung von Polymersomen mit niedriger
Polydispersitat, kurzer Prozesszeit und Erzielen reproduzierbarer Ergebnisse als optimal. Bei
der Polymersomenherstellung Uber die Dispersionsmethode fiihrte die Verwendung des S-
Ruhrers bei 4000 min*t in unbewehrten Reaktoren innerhalb von nur 4 h zu einer schmalen
PartikelgroRenverteilung mit PDI=0,17. Da jedoch Uber die Dispersionsmethode kein
vollstandiger Umsatz des Polymers erreicht wurde, erfolgte die weiterfihrende Entwicklung
des Prozesses uber die Ethanolmethode, bei welcher eine ethanolische Polymerldsung der
wassrigen Phase zugefihrt wird. Die Verwendung einer 20 % w/v Polymerldsung erlaubte die
definierte Zudosierung des Polymers sowohl mit Hilfe einer handelsiiblichen Schlauchpumpe
als auch automatisiert Uber einen Pipettierroboter. Dabei zeigte sich der etablierte
Standardprozess (S-Ruhrer, 4000 min?, unbewehrter Reaktor, 25°C, 20 % v/v
Polymerlésung, 1 % w/v Polymersomendispersion, 1-4 h) robust gegentber Variationen der
Zulaufraten im Bereich von 0,5-10,0 mL h. Zudem konnte die Polymersomendispersion tiber
den etablierten Prozess in einem weiten Temperatur- (8-40 °C), pH- (pH 5 bis pH 8) und
Molaritatsbereich (0-100 mM) produziert werden, was fur den universellen Einsatz von
Polymersomen als Enzymmembranreaktoren notwendig ist. Eine niedrige Polydispersitat (PDI
< 0,2) wurde nach nur circa 1 h erreicht. Der mittlere Partikeldurchmesser (z-Mittel), welcher
mittels DLS-Messungen bestimmt wurde, betrug hierbei in etwa 200 nm. Mit Abweichungen
von < 5% bezogen auf PDI und z-Mittel war auf3erdem eine hervorragende Reproduzierbarkeit
des Prozesses gewadhrleistet. Wahrend mittels transmissionselektronenmikroskopischer
(TEM) Aufnahmen die Existenz der Polymersomen visualisiert werden konnte, konnte die
Membranstarke s der Vesikel Gber cryo-TEM Messungen zu 14 nm bestimmt werden. Die

mittlere Aggregationszahl N,4,, Welche die mittlere Anzahl an Polymerketten pro Vesikel

wiedergibt, wurde Uber statische Lichtstreumessungen bestimmt und betrug 43.000. Zudem
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konnten tber den etablierten Prozess sowohl kleinere Molekiile wie Calcein (0,6 kDa) als auch
deutlich grof3ere Molekile wie grun fluoreszierendes Protein (29,1 kDa) und das Enzym N-
Acetylneuraminatlyase (4x34,8 kDa) erfolgreich verkapselt werden.

Fur ein tieferes Verstandnis des etablierten Prozesses wurde die Aufklarung des
Polymersomenbildungsweges angestrebt. Uber TEM-Messungen zu verschiedenen
Zeitpunkten der Polymersomenherstellung konnte der Mechanismus der Vesikelbildung in
miniaturisierten Rihrkesselreaktoren aufgeklart werden: Direkt nach Polymerzugabe zur
wassrigen Phase bildeten sich sphérische Mizellen mit einem Durchmesser von circa 30 nm.
Durch Fusionsprozesse bildeten diese wiederum innerhalb von maximal 2 min wurmférmige
Mizellen. Ausgehend von dieser Morphologie wurden zwei alternative Vesikelbildungs-
mechanismen identifiziert. Wurmmizellen waren einerseits in der Lage sich zu Ringen zu
schlieBen und Uber das Anwachsen zu Donut-férmigen Strukturen schlussendlich die
gewiinschten Vesikel zu formieren. Uber einen alternativen Weg konnten Wurmmizellen durch
weitere Fusionsprozesse scheibenférmige Mizellen bilden, welche sich ab einer kritischen
GroRRe krimmten und korbartige Strukturen bildeten. Durch vollsténdiges SchlieRen dieser
Kdrbe entstanden final die gewtinschten Vesikel. Die GréRenzunahme der unterschiedlichen
Morphologien konnte zudem Uber die Zunahme des z-Mittels (intensitatsbasierter
Partikeldurchmesser) verfolgt werden. Anhand der Steigung des initial mit der Zeit linear
zunehmenden z-Mittels konnte die Geschwindigkeit der Polymersomenbildung bestimmt
werden. Einen sehr deutlichen Einfluss zeigte hierbei die Ruhrerdrehzahl. Unterhalb von
1000 mint konnte keine Zunahme der PartikelgroRRe tUber die Zeit (Zunahmerate) verzeichnet
werden. Wahrend bei 2000 min* hingegen ein Wert von 3 nm min* verzeichnet wurde, war

die Zunahmerate bei der doppelten Rihrerdrehzahl circa zehn Mal héher.

Um die Polymersomentechnologie fiir industrielle Anwendungen verfligbar zu machen, wurde
die Mafstabs-Ubertragung des etablierten Prozesses in den Liter-MaRstab (1,5 L) angestrebt.
Verwendet werden sollten hierfir herkdmmliche, verfahrenstechnische Komponenten, was
essentiell fir ein kostengunstiges Verfahren ist. Ziel war es, den etablierten Prozess im Liter-
Mal3stab ebenso schnell und effizient durchfuihren zu kdnnen, wie im kleinen Maf3stab. Bei der
Polymersomenherstellung im Liter-Maf3stab zeigte sich erneut, dass Reaktoren ohne
Stromungsbrecher verwendet werden mussen, da im bewehrten Reaktor auch bei langen
Prozesszeiten bis zu 48 h keine schmalen PartikelgroRenverteilungen erzielt werden konnten.
Zudem fuhrten auch im Liter-MaRstab hohere Ruhrerdrehzahlen zu schnellerer
Polymersomenbildung. Durch systematische Untersuchungen konnte eine erfolgreiche

MaRstabs-Ubertragung basierend auf der Rihrerumfangsgeschwindigkeit Upip, der

Reynoldszahl Re, dem volumetrischen Leistungseintrag P V=1, der Newtonzahl Ne sowie der
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maximalen Energiedissipation ¢,,,, ausgeschlossen werden. Da beim etablierten Prozess
aufgrund der Verwendung unbewehrter Reaktoren und resultierender Trombenbildung die

Erdbeschleunigung g nicht vernachlassigt werden darf, wurde die MaRstab-Ubertragung tber
2
die dimensionslose Froudezahl Fr = an angestrebt. Verwendet wurden drei unterschiedliche,

herkémmliche Propellerrihrer mit verhaltnisméaRig grofem dimensionslosen Durchmesser mit
d D71 2 0,65, welche jenem des S-Ruhrers mit d D=1 = 0,70 ahnlich waren. Der Betrieb dieser
Ruhrer bei derselben Froudezahl wie im kleinen Mal3stab (Fr = 6,52) flihrte mit Zunahmeraten
von jeweils 21 nm min* zu nahezu identisch schneller Polymersomenbildung. Zudem wurden
monomodale, schmale Partikelgrof3enverteilungen mit PDI < 0,2 und einem z-Mittel von circa
180 nm nach circa einer Stunde erreicht. Der Prozess im Liter-Maf3stab war demnach &hnlich
schnell, wie der etablierte Referenzprozess mit einer Zunahmerate von 31 nm min. Uber
TEM-Aufnahmen konnte zudem, wie in Abbildung 9.1 dargestellt, gezeigt werden, dass die
gewilnschten Polymersomen hergestellt wurden. Somit konnte die erfolgreiche
MalstabsvergréRerung um Faktor 125 vom kleinen Mal3stab (12 mL) in den Liter-MaRRstab
(1,5 L) unter Verwendung von herkémmlichen Komponenten und basierend auf soliden

dimensionslosen GroRen (Fr und d D~1) gezeigt werden.

a-‘i —Miilliliter-Mal stab
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c
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Abbildung 9.1: Uber den in miniaturisierten Rihrkesselreaktoren etablierten Prozess (S-Rihrer,
4000 min-1, unbewehrter Reaktor) konnten Polymersomen mit monomodaler, schmaler Partikelgroéf3en-
verteilung erzielt werden. Das Verfahren wurde unter Verwendung von Propellerrihrern mit
verhaltnismaRig groRen dimensionslosen Durchmessern mit d D™' 20,65 und anhand der
dimensionslosen Froudezahl Fr = 6,52 erfolgreich in den Liter-MaRstab Ubertragen. TEM-Aufnahmen
zeigen die hergestellten Polymersomen.

Da das verwendete Polymer PMOXA15-PDMSes-PMOXA15 ein kostenintensives Ausgangs-

material darstellte (Listenpreis Polymersource™ 2016: 450 US-Dollar g*), war die Entwicklung



Zusammenfassung 199

eines effizienten Wiedergewinnungsprozesses essentiell. Hierfur wurde ein mehrstufiger
Prozess aus sukzessiven Evaporations-, Prazipitations- und Filtrations-Schritten etabliert. Der
wassrige Anteil der Polymersomendispersion wurde hierflr im ersten Schritt vollstandig
verdampft. Im zweiten Schritt konnte das Polymer selektiv in Ethanol geldst werden,
wohingegen der gro3te Anteil an Salzen und anderen Verunreinigungen als Feststoff ausfiel
und so uUber einen anschlielenden Filtrationsschritt abgetrennt werden konnte. Durch
Verdampfen des Ethanols aus der Polymerlosung konnte das Polymer in seiner
ursprunglichen Form zurlickgewonnen werden. Untersuchungen mittels energiedispersiver
Rontgenspektroskopie zeigten, dass die Reinheit des wiedergewonnenen Polymers mit
97,9 % nur knapp unter jener von neuem Polymer mit einer Reinheit von 98,2 % lag. Mit Hilfe
desselben Prozesses konnte auflerdem Polymer aus mit Protein verunreinigten
Polymersomendispersionen zurtickgewonnen werden. Hierfur wurde der etablierte
Wiedergewinnungsprozess mehrfach wiederholt. Dabei wurde das Volumen an Ethanol, in
welchem das Polymer hervorragend, Proteine aber kaum lI6slich sind, bei jedem Zyklus
verringert. Auf diese Weise konnte das Polymer einer Polymersomendispersion, welche mit
623 ug L Protein verunreinigt war, innerhalb von vier Zyklen mit einer Reinheit von 97,7 %

wiedergewonnen werden.

Hinsichtlich der Verwendbarkeit von Polymersomen fur industrielle Zwecke ist deren
Lagerstabilitat von groRem Interesse. Deshalb wurde die Lagerfahigkeit von unbeladenen und
beladenen Polymersomen untersucht. Dabei zeigte sich, dass eine 1 % w/v Dispersion
unbeladener Polymersomen, welche lber den etablierten Prozess mittels Ethanolmethode
hergestellt wurden, mindestens 1 Jahr bei 4 °C und bei Raumtemperatur gelagert werden
konnte. Die mittlere Abweichung vom urspriinglichen z-Mittel und PDI lag bei maximal 8 %.
Unerwiinschte Agglomeration der Vesikel untereinander trat hierbei nicht auf. Bei
Polymersomendispersionen mit niedrigerer Polymerkonzentration verkirzte sich die
Lagerdauer erheblich und betrug bei einer 0,01 % wi/v Dispersion nur noch wenige Tage. Fur
mit Calcein beladene Polymersomen wurde gezeigt, dass bei 4°C eine gute
Ruckhalteeffizienz gewahrleistet ist, da innerhalb von zwei Monaten nur 1 % der Beladung

verloren ging.

Um Polymersomen effizient als Enzymmembranreaktoren einsetzen zu kénnen, missen diese
eine gewisse Stabilitat gegeniber mechanischen Belastungen aufweisen. Daten zur
mechanischen Stabilitat bei fur biotechnologische Prozesse relevanten Bedingungen gab es
bis dato nicht. Deshalb wurde die Polymersomenstabilitit unter relevanten
Prozessbedingungen systematisch untersucht. Verwendet wurde hierfir der S-Rihrer in

unbewehrten miniaturisierten Riihrkesselreaktoren. Bei Riihrerdrehzahlen tiber 1000 min*
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erfolgte die Vesikelschadigung umso schneller, je héher die Rihrerdrehzahl war. Unterhalb
von 1000 min? hingegen zeigten sich unbeladene Polymersomen in einem weiten
Temperaturbereich von 8 °C bis 60 °C stabil. Hierbei war innerhalb von 48 h Belastungsdauer
weder ein Verlust der Vesikelquantitat noch der Vesikelqualitat (z-Mittel, PDI) zu verzeichnen.
Dennoch konnte bei diesen Bedingungen keine vollstdndige Rickhaltung von vorab
verkapselten kleinen Molekilen wie Calcein (0,6 kDa) und deutlich gréf3eren Molekilen wie N-
Acetylneuraminatlyase (4x34,8 kDa) gewahrleistet werden. Dabei nahm der Beladungsverlust
sowohl mit zunehmender Prozesszeit als auch mit zunehmender Ruhrerdrehzahl zu und
betrug bei mit Calcein beladenen Polymersomen bei einer Rihrerdrehzahl von 1000 min?
nach 48 h 6,6 %. Eine eindeutige Abhangigkeit von der im Ruhrkesselreaktor wirkenden
maximalen Energiedissipation konnte jedoch nicht festgestellt werden. Da die Polymersomen
bei den untersuchten mechanischen Belastungen nicht zerstért wurden, wurde auf das
Auftreten lokaler Membrandefekte geschlossen. Diese kénnten die Molekulfreisetzung bewirkt
haben, ohne dass es dabei zur Ruptur und vollstéandigen Zerstérung der Vesikel gekommen
ware. Neben der mechanischen Belastung wirkten sich auch erhdhte Temperaturen negativ
auf die Rickhalteeffizienz aus. So ging bei 40 °C bis zu circa 3,5 Mal mehr Beladung verloren,
als bei 8°C. Der Grund hierfur liegt wahrscheinlich in der mit steigender Temperatur
abnehmenden Membranviskositéat, welche anhand unbeladener Vesikel in dieser Arbeit
gezeigt werden konnte. Verminderte Membranviskositat geht mit erhéhter Membranfluiditat
einher, welche der Grund fur hohere Molekilverluste sein kann. Unabhangig von der
thermischen und mechanischen Belastung konnten die deutlich gréReren Molekile der N-
Acetylneuraminatlyase mit circa 2-5 Mal niedrigeren Verlusten wesentlich besser

zurlickgehalten werden als Calcein.

Unteranderem aufgrund der schlechten Wasserloslichkeit von einigen Edukten und Produkten
kann es sinnvoll sein, biokatalytische Prozesse im Zweiphasensystem mit organischen
Lésemitteln oder ionischen Flussigkeiten durchzufiihren. Da Enzyme in Gegenwart eben
dieser haufig ihre Aktivitat verlieren, wéare es von grof3em Interesse, wenn sie innerhalb von
Polymersomen durch Verkapselung geschiitzt werden kénnten. Hierfir ist es jedoch zwingend
notig, dass die Polymersomen selbst stabil gegentber der zweiten, nicht wassrigen Phase
sind. Bei der Untersuchung der Stabilitdt von Polymersomen im Zweiphasensystem mit
diversen unterschiedlichen Ldsemitteln zeigte sich der Einfluss des Oktanol-Wasser-
Verteilungskoeffizienten (log P) deutlich. Je niedriger der log P beziehungsweise je
hydrophiler das Lésemittel war, desto starker wurden die Polymersomen unter Bildung von
Mizellen desintegriert. Alkane wie n-Hexan und n-Dodekan mit hohen log P Werten hingegen
schadigten unbeladene Polymersomen kaum. Dennoch zeigte sich auch diese

Losemittelklasse fir den Einsatz in Kombination mit Polymersomen ganzlich ungeeignet, da
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sie zu nahezu vollstadndigem Verlust des vorab verkapselten Calceins fihrten. Makroskopisch
vollig unbeschédigt blieben die Polymersomen in Gegenwart von 20 % v/v der ionischen
Flissigkeit [HMPL] [NTF]. Im Gegensatz zum Zweiphasensystem mit n-Dodekan war eine
scharfe Phasengrenze zur Polymersomendispersion erkennbar. Phdnomenologisch schien
jedoch die sprunghafte Verringerung des z-Mittels der Polymersomendispersion um circa
20 nm nach Erstkontakt mit der ionischen Flissigkeit zu sein. Die Verringerung der
Vesikeldurchmesser fuhrte zwangslaufig auch zu einem geringeren verkapselbaren Volumen,
was zusammen mit den hierbei vermutlich auftretenden Membrandefekten Grund fir den
schubartigen Calceinverlust von 11,6 % innerhalb von nur 1h (S-Ruhrer, 200 min?,
unbewehrter Reaktor, 25 °C) gewesen sein koénnte. Demnach sind Polymersomen aus
PMOXA15-PDMSgs-PMOXA 15 auch im Zweiphasensystem mit [HMPL] [NTF] nicht stabil.

Um das Prinzip des selektiven Stofftransportes bei der Verwendung von Polymersomen als
Enzymmembranreaktor effizient einsetzen zu kdénnen, muss die Permeabilitat der Membran
charakterisiert werden kénnen. In Anlehnung an das kommerziell verfigbare PAMPA-System
(Parallel Artificial Permeability Assay), mit Hilfe dessen die Permeabilitdt von planaren
Lipidmembranen im Hochdurchsatz-Verfahren bestimmt werden kann, wurde eine Methode
zur Herstellung von planaren PMOXA5-PDMSss-PMOXA1s-Membranen entwickelt. Diese
zeigten sich gegenuber den als Modellstoffe gewahlten Wirkstoffen Propranolol und Koffein im
untersuchten Bereich von pH 5 bis pH 9 knapp halb so permeabel wie herkémmliche, planare
Phospholipidmembranen. Da sich die Struktur der planaren Polymermembran jedoch als
netzartig und mehrschichtig erwies, konnte die direkte Ubertragung der gewonnenen
Ergebnisse auf das Permeabilitatsverhalten von Polymersomen nicht erfolgen. Daher wurde
eine neue Methode zur Bestimmung der Polymersomenpermeabilitdt entwickelt. Im
Gegensatz zu den in der Literatur haufig gezeigten Methoden, welche den Stofftransport des
verkapselten Stoffes aus den Vesikeln heraus vorsieht, basiert die in dieser Arbeit entwickelte
Methode auf der Bestimmung des Stofftransportes in leere Vesikel hinein. Dies brachte den
Vorteil mit sich, dass der Stoff nicht in hohen Konzentrationen verkapselbar sein muss, was,
wie in dieser Arbeit ebenfalls gezeigt, problematisch oder nicht machbar sein kann. Die
Bestimmung der Permeabilitatskoeffizienten Pe erfolgte hierbei lber die Bestimmung der
zeitlichen Konzentrationszunahme im Vesikelinneren. Aufgrund der Kenntnis der
Aggregationszahl N4, (43.000) und der Membranstarke s (14 nm) der Polymersomen
konnten die fur die Berechnung notwendigen Werte der gesamten Membranoberflache und
des gesamten verkapselbaren Volumens bestimmt werden. Die identifizierten
Permeabilitatskoeffizienten der Polymersomenmembran gegeniuber der Modellsubstanzen
Propranolol und Koffein waren im Einklang mit deren vorab untersuchten physikochemischen

Eigenschaften und bestatigten somit die Funktionalitat der etablierten Methode. So zeigte sich
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die Membran gegentiber Propranolol mit — log Pe = 11,33 (cm s*) bei pH 8 circa 3,4 Mal mehr
permeabel als bei pH 6 (— log Pe = 11,86 (cm s)). Die Membranpermeabilitat gegentiber des
nichtionisierbaren Koffeins war mit — log Pe = 13,66 (cm s?*) deutlich niedriger. Somit konnte
gezeigt werden, dass die Permeabilitit der Polymersomenmembran um mehrere
Grollenordnungen niedriger als die Permeabilitit von Phospholipidmembranen ist. Far
ungeladene Molekile vergleichbarer GréRe liegt diese im Bereich von —log Pe = 7-8 (cm s?)
(Alberts et al., 1994).
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10 Ausblick

Das in dieser Arbeit etablierte Verfahren zur Herstellung von Polymersomen hatte gezeigt,
dass insbesondere die im Reaktor vorherrschenden Strémungsbedingungen einen
aullergewohnlich starken Einfluss auf die resultierende Polymersomenqualitdt nehmen.
Weitere Untersuchungen belegten, dass der etablierte Prozess robust gegeniber
verschiedenen Zulaufraten der Polymerlésung ist. Nichtsdestotrotz ware eine detailliertere
Untersuchung der Auswirkung verschiedener Arten des Zulaufs von Interesse. Hierbei kbnnten
die Folgen unterschiedlicher Dosierprofile (konstant, linear, Stufenprofil, Exponentialprofil) auf
den Vesikelbildungsprozess beziehungsweise die resultierende Vesikelqualitdt n&her
betrachtet werden. Weiterhin kénnte das Zufihren der Polymerldsung in die wassrige Phase
Uber Injektionsdusen, wie es bei der Liposomenherstellung haufig angewendet wird (Hamann
und Nothelle, 1995), in Erwagung gezogen werden. Ein weiterer essentieller Aspekt bei der
Polymersomenherstellung ist die resultierende Polymersomenquantitat. In dieser Arbeit
konnte in einem Prozessschritt eine maximale Konzentration von 1 % w/v bei gleichzeitig guter
Vesikelqualitat erzielt werden. Hohere Polymerkonzentrationen gingen mit der Bildung von
unerwinschten Mizellen und resultierenden breiten PartikelgroBenverteilungen einher.
Interessant ware daher die Betrachtung eines mehrstufigen Polymersomen-
herstellungsprozesses (Kapitel 13.1.3). Hierbei kdnnte am Ende des urspriinglichen
Prozesses, wenn ausschliellich Polymersomen in der Dispersion vorliegen, erneut
Polymerlésung zudosiert werden. Denkbar wére es, dass sich hierbei erneut Polymersomen
bilden. So kdnnte die Konzentration der Polymersomen im Reaktionsansatz méglicherweise

stufenweise in nur einem Prozess erhdht werden.

Die in dieser Arbeit hergestellten Polymersomen erwiesen sich als ausreichend stabil
gegenlber mechanischen Belastungen, wie sie bei biokatalytisch relevanten Prozessen
vorherrschen. In Zweiphasen-Systemen mit ionischen Flussigkeiten zeigten sie sich
makroskopisch ebenfalls stabil, verloren aber binnen kurzer Zeit einen grofRen Teil ihrer
Beladung. Denkbar wéare hier die Verwendung eines PMOXA-PDMS-PMOXA Polymers mit
funktionalisierten Endgruppen, welche die postpraparative Quervernetzung der Polymerketten
im formierten Polymersom erlauben. Diese Quervernetzung kann zu einer erheblichen
Steigerung der Stabilitat fihren (Nardin et al.,, 2000a), welche auch den Einsatz von
Polymersomen in Gegenwart von ionischen Flussigkeiten, wie er in dieser Arbeit nicht méglich

war, gestatten konnte.
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12  Abkilirzungs- und Symbolverzeichnis

12.1 Abklrzungen

Abkirzung
aq

BCA
BKB
BLM
BMBF
BMIM
BSA
CMP
CMP-Neu5Ac
CONTIN
dd

DIN
DLS
DMSO
DOPC
ECAA
ECHB
EDX
eGFP

g

G

GC
GIcNAC
GP

gr

GUvV

HMPL

Bezeichnung

Aqueous (wassrig)

Bicinchoninsaure

Brilliantkresylblau

Black lipid membrane (Schwarze Lipidmembran)
Bundesministerium fur Bildung und Forschung
1-Butyl-3-methyl-imidazolium

Bovines Serumalbumin

Cytidin-5"-Monophosphat
CMP-N-Acetylneuraminsaure

Constrained regularization method for inverting data
Doppelt destilliert

Deutsches Institut fir Normung

Dynamic Light Scattering (Dynamische Lichtstreuung)
Dimethylsulfoxid
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
Ethyl-4-chlor-acetoacetat
Ethyl-(S)-4-chlor-3-hydroxybutyrat
Energiedispersive Rontgenspektroskopie

Enhanced Green Fluorescent Protein (Grin fluoreszierendes Protein)
Gaseous (gasférmig)

Gasinduzierender Ruhrer

Gaschromatographie

N-Acetylglucosamin

General Purpose

Geruhrt

Giant unilamellar vesicle

H-Rahrer

1-Hexyl-1-methylpyrrolidinium
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HPLC
HPYR
ISO

KW

I

LG

LM

M
ManNAc
MDH
MLV
MNM
N

NAL
Nd:YAG
Neu5Ac
NIBS®
NNLS
NTF
OPOE
P

P2VP
PAMPA
PB
PBS
PC
PCL
PCS
PDI
PDMS
PEG
PEO
PGA

Pl

PIAT

Hochleistungsflussigkeitschromatographie
N-Hexylpyridinium

International Organization for Standardization
(Internationale Organisation flr Normung)
Kohlenwasserstoff

Liquid (flissig)

Luzifergelb

Lésemittel

Motor

N-Acetylmannosamin
N-Acetylmannosamin-Dehydrogenase
Multilamellar vesicle

Multiple narrow mode

Anzahl Versuche
N-Acetylneuraminatlyase
Neodym-dotierter Yttrium-Aluminium-Granat-Laser
N-Acetylneuraminsaure
Non-Invasive-Back-Scatter

Non negative last square
Bis(trifluormethylsulfonyl)imid
n-Octylpolyoxyethylen

Paddelrihrer

Poly(2-vinylpyridin)

Parallel Artificial Permeability Assay
Poly(butadien)

Phosphate buffered saline (Phosphat gepufferte Salzldsung)

Polycarbonat

Poly(caprolacton)
Photonenkorrelationsspektroskopie
Polydispersitatsindex

Poly(dimetyhlsiloxan)

Poly(ethylenglycol)

Poly(ethylenoxid)

Poly(L-glutaminsaure)

Poly(isopren)
Polyisocyanoalanin(2-thiophen-3-yl-ethyl)amid


https://de.wikipedia.org/wiki/Neodym
https://de.wikipedia.org/wiki/Yttrium
https://de.wikipedia.org/wiki/Aluminium
https://de.wikipedia.org/wiki/Granatgruppe
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pKs Saurekonstante

PLA Poly(lactat)

PMAA Poly(methacrylsdure)

PMOXA Poly(methyloxazolin)

PPO Poly(propylenoxid)

PS Poly(styrol)

PSS Poly(styrensulfon)

PVDF Poly(viniyldifluorid)

QELS Quasielastische Lichtstreuung

R Ruckstand

RT Raumtemperatur

S Solid (fest)

S S-Ruhrer

SEC Size exclusion chromatography (Gré3enausschlusschromatographie)
SLS Static light scattering (statische Lichtstreuung)
SUV Small unilamellar vesicle

TEM Transmissionselektronenmikroskopie

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

ug Ungerihrt

uv Uniamellar vesicle

UV-Licht Ultraviolettes Licht

WGS Wassrige Grenzschicht
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12.2 Symbole
A
a Faktor fur Bewehrung im Reaktor -
A Flache m?
Akopf Flache der hydrophilen Kopfgruppe cm?
Ay Membranoberflache eines einzelnen Vesikels nm?
ag, a4, 0a; Parameter fir Polynom 2. Ordnung -
Ay Basislinie (DLS-Messung) -
A, 2. Virialkoeffizient (SLS-Messung) mol dm?3 g
Ak Dimensionslose Akzeptorphasenkennzahl -
Akpampa Dimensionslose Akzeptorphasenkennzahl, PAMPA -
Akyesikel Dimensionslose Akzeptorphasenkennzahl, Vesikel -
B
b Proportionalitatsfaktor -
B Achsenabschnitt (DLS-Messung) -
by Breite des Stromungsbrechers -
BI Brechungsindex -
Blpisp Brechungsindex des Dispersionsmittels -
BW Bewehrungskennzahl -
C
c Konzentration mol m=
Ca Akzeptorkonzentration in der wéassrigen Phase mol m3
Cam Akzeptorkonzentration in der Membran mol m3
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Cat Akzeptorkonzentration zum Zeitpunkt t mol cm
Cp Donorkonzentration in der wassrigen Phase mol m
Cpm Donorkonzentration in der Membran mol m3
Cp ¢ Donorkonzentration zum Zeitpunkt t mol cm
Cpo Donorkonzentration zum Zeitpunkt t =0 mol cm
Ceq Gleichgewichtskonzentration mol m3
CH,0 Konzentration des Stoffes in Wasser gcm3
CNADH NADH-Konzentration mol L
Coktanol Konzentration des Stoffes in n-Oktanol gcm3
Cp Polymerkonzentration % wiv
CpL Konzentration der Polymerlésung % wiv
Cyit Konzentration im Inneren der Vesikel zum Zeitpunkt t mol cm™3
Cyc Verkapselte Calceinkonzentration mol cm3
Chiss Dissipationsbeiwert -

w Widerstandsbeiwert -
cw” Adaptierter Widerstandsbeiwert -
Ct Konzentration der Probe zum Zeitpunkt t mol cm3
Co Konzentration der Probe zum Zeitpunkt t = 0 mol cm3
Coot Konzentration der Probe nach Vesikellyse zum

Zeitpunkt t mol cm3
Coo,C Calceinkonzentration in der Probe nach Vesikellyse mol cm™
Co0,0 Konzentration der Probe nach Vesikellyse zum

Zeitpunkt t = 0 mol cm3
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dy
dp

dSchicht

E280 nm

EZ 80 nm,t

EZ 80 nm,0

F

Ruhrerdurchmesser m
Reaktordurchmesser m
Anzahlbasierter Partikeldurchmesser m
Partikeldurchmesser m
Schichtdicke cm
AuRRendurchmesser des Vesikels m
Innendurchmesser des Vesikels m
Diffusionskoeffizient m? st
Translatorischer Diffusionskoeffizient m? st

Dimensionslose Donorphasen-Kennzahl, PAMPA-System -

Extinktion bei 280 nm -

Extinktion bei 280 nm zum Zeitpunkt t -

Extinktion bei 280 nm zum Zeitpunktt = 0 -

Kraft N
Fluoreszenz der Probe zum Zeitpunkt t -
Widerstandskraft N
Fluoreszenz der Probe zum Zeitpunktt = 0 -

Fluoreszenz der Probe nach Vesikellyse zum

Zeitpunkt t -

Fluoreszenz der Probe nach Vesikellyse zum

Zeitpunktt =0 -
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Fr Froudezahl -
G

g Erdbeschleunigung m s
G(I) Wahrscheinlichkeitsfunktion -
91(q,t) Feld-Autokorrelationsfunktion -
92(q,t) Intensitats-Autokorrelationsfunktion -
H

h Ruhrerhohe/Lange des Stromungserzeugers m
H Fallhéhe m
hgw Hohe des Stromungsbrechers m
hg Einbauhthe des Rihrers m
h' Absenkung des Flissigkeitsspiegels an der Ruhrerwelle m
H' Flussigkeitsiberdeckung des unbewegten Rihrers m
|

I Intensitat des gestreuten Lichtes -
Iy Intensitat der Lichtquelle -
J

Ji Stoffstromdichte mol m? s
K

k Konstante Exponentialfunktion -
K Nernst'scher Verteilungskoeffizient -

kg Boltzmannkonstante N mK?
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L

lgette Konturlange der hydrophoben Kette nm

M

M Drehmoment N m
m; Masse der Polymerketten mit molarer Masse M; g

mp Masse Polymer g
Mprotein Masse Protein g

myc Gesamte Masse an Calcein in den Vesikeln g

M; Molare Masse einer einzelnen Polymerkette g mol*
My Anzahlgemittelte molare Masse g mol*
My, Gewichtsgemittelte molare Masse g mol*
My agg Molare Masse des Aggregats g mol*
My p Molare Masse des Polymers g mol*
My, v Molare Masse eines Vesikels g mol*
Moo c Masse an Calcein in der Probe nach Vesikellyse g

N

n Rihrerdrehzahl st
Nmax Maximal mdgliche Ruhrerdrehzahl st

Ny Avogadro-Konstante mol?!
Nygg Aggregationszahl -

Ngw Anzahl Stromungsbrecher -

Ny Stoffmenge mol

Ny i Stoffmenge der Polymerketten mit molarer Masse M; mol
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PDI

PDIp

Pe

Pegrs
Peripia
Pey,
Peporymer
Pe,

Peygs

log P

Anzahl Polymerketten
Anzahl Vesikel

Newtonzahl

Packungsparameter

Leistung

Polydispersitatsindex
Polydispersitatsindex des Polymers
Permeabilitéatskoeffizient

Effektive Permeabilitat
Permeabilitatskoeffizient der Lipidmembran
Membranpermeabilitat
Permeabilitatskoeffizient der Polymermembran
Intrinsische Permeabilitat

Permeabilitat der wassrigen Grenzschicht

Dekadischer Logarithmus des Oktanol-Wasser-

Verteilungskoeffizienten

Wellenvektor

Abstand zum streuenden Teilchen
Gyrationsradius/ Tragheitsradius
Hydrodynamischer Partikelradius

Bestimmtheitsmalf}
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Re

utip

VTensid

VV,a

Vv,

Reynoldszahl

Membranstarke

Temperatur
Siedetemperatur

Absolute Temperatur

Zeit

Mischzeit

Frei wahlbare Anfangszeit

Temperaturdifferenz

Ruhrerumfangsgeschwindigkeit

Geschwindigkeit

Volumen

Volumen der Akzeptorphase

Volumen der Donorphase

Ethanolvolumen

Summe des Membranvolumens aller Vesikel
Volumen des Tensids

Summe des aulieren Vesikelvolumens aller Vesikel

Summe des inneren Vesikelvolumens aller Vesikel

°C

°C

cm?

cm?d

mL

cm?
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Vo Inneres Vesikelvolumen eines einzelnen Vesikels cm?
Vs Konstante Exponentialfunktion -

Vo Probenvolumen cm?®
Vp Zulaufrate der Polymerlésung L ht
VE Verkapselungseffizienz %
VR Verdunnungsrate ht
w

w Gemessene Frequenz st
wy Ausgesendete Frequenz st
w' Frequenzverschiebung st

X

x x-Richtung Gber Membran m

Y

y Abstand in y-Richtung m

Vo Konstante Exponentialfunktion -

VA

z Anzahl Ruhrerblatter -

Z; Anzahl der Ruhrer -

z — Mittel Harmonischer, intensitatsgemittelter Partikeldurchmesser m

ZR Zahlrate -

ZR; Zahlrate der belasteten Probe zum Zeitpunkt t kc st
ZR, Zahlrate der unbelasteten Probe zum Zeitpunktt = 0 kc st
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Griechische Symbole
a Anstellwinkel der Ruhrerblatter °
ay Warmeulbergangszahl W m2K?
B Apparateabhéngiger Parameter fir Laser -
y Scherrate st
€ Extinktionskoeffizient L mol* cm™
Emax Maximale Energiedissipation W kg?
£ Mittlere Energiedissipation W kgt
n Dynamische Viskositét N s m?
NH,0 Dynamische Viskositat von Wasser N s m?
Ny Dynamische Viskositat der Membran N s m?
Ny Dynamische Viskositét der Polymersomendispersion N s m?
A Wellenlange des Lichtes m
Uy Varianz s?
p Dichte kg m3
T Schubspannung N m
r Abklingrate st
6 Winkel der Streulichtmessung °
0, Mischzeitenkennzahl -
® Verhaltnis von zu maximaler zu mittlerer Energiedissipation -
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13 Anhang

13.1 Weiterfuhrende Ergebnisse

13.1.1 Viskositat der Polymerldsung

Die dynamische Viskositat von flissigen Fluiden nimmt mit steigender Temperatur ab. Im Falle
der Polymerlésung war diese zudem von der Polymerkonzentration abh&ngig. Da im Rahmen
des Herstellungsprozesses von Polymersomen iber die Ethanolmethode verschiedene
Konzentrationen untersucht wurden (Kapitel 5.1.2), wurde die dynamische Viskositat einer
10 % wilv, einer 20 % w/v und einer 50 % w/v Polymerldsung bei Temperaturen von 4 °C bis
60 °C in Abhangigkeit von der Scherrate untersucht (Rheomat RM 115, proRheo, Althengstett
Deutschland). Anhand der in Abbildung 13.1 deutlich abnehmenden Viskositat bei

zunehmender Scherrate zeigte sich das strukturviskose Verhalten der Polymerlésung.

A B
40 120
® 4°C t ® 10%wiv

b O 25°C @ O 20%wh
© © 100 1
% v 30°C °E- ‘Vvvv v v 50 % wiv
= m 50°C| £ 80
§ 0 60°C §
(2] [72] n
S 20 S 60
2 2
[3) [*] 40
2 2
g 10 g
c OO O Q c 20
> >
a B 8 8 a

i %992 s s 8 .

o , , , , o e o | o | ,
0 500 1000 1500 2000 2500 0 500 1000 1500 2000 2500
Scherrate, s Scherrate, s

Abbildung 13.1: A) Verlauf der dynamischen Viskositat einer 20 % w/v Polymerldsung uber der
Scherrate in Abhangigkeit von der Temperatur. B) Verlauf der dynamischen Viskositat der
Polymerlésung Uber der Scherrate bei 25 °C in Abhangigkeit von der Konzentration.

Bei hohen Scherraten (y > 1000 s) naherte sich die dynamische Viskositét einem konstanten
Wert an. So lag die dynamische Viskositat der 20 % w/v Polymerlésung bei einer Scherrate
von 2390 s* zwischen 7,1 mPa s bei 4 °C und 3,5 mPa s bei 60 °C (Abbildung 13.1 A). Einen

deutlich héheren Einfluss auf die dynamische Viskositét zeigte die Polymerkonzentration. Bei
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einer Scherrate von 2390 s und bei 25 °C lag diese bei einer 10 % w/v Lésung mit 2,5 mPa s
unter jener der 20 % w/v Lésung mit 6,2 mPa s. Bei einer Konzentration von 50 % w/v stieg
die dynamische Viskositat auf hohe Werte von circa 100 mPa s (Abbildung 13.1 B).

13.1.2 Extinktionsmessungen

In dieser Arbeit konnte im Rahmen der Aufklarung des Vesikelbildungsprozesses (Kapitel 5.2)
bereits gezeigt werden, dass, neben der dynamischen Lichtstreumessung auch die Extinktion
fur die Charakterisierung der Polymersomendispersion herangezogen werden kann. Daher
wurde das Extinktionsspektrum einer 1 % w/v Polymersomendispersion, welche (ber den
etablierten Prozess (Kapitel 5.1.2) hergestellt wurde, im Bereich von 230 nm bis 400 nm

aufgenommen. Wie in

Abbildung 13.2 A dargestellt, fiel die Extinktion zwischen 230 nm und 270 nm stark ab. Im
Bereich von circa 270 nm bis 320 nm zeigte sich ein Plateau, bevor die Extinktion bei h6heren
Wellenlangen wiederum stark abnahm. In dieser Arbeit wurde die Extinktion der

Vesikeldispersionen innerhalb des genannten Plateaus bei 280 nm gemessen.

A B
5 2,5
® Vesikel ®
O Mizellen
4 2,0
£
I.. c
- o -
E 3 2 15 °
X c
£ o
%21 £ 10 .
w =
%
L °
17 0,5,
(] (@)
$oo ©
0 ‘ ‘ ‘ ‘ 0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
200 250 300 350 400 450 00 02 04 06 08 10 1.2
Wellenldnge, nm Polymerkonzentration, % wiv

Abbildung 13.2: A) Extinktionsspektrum einer 1 % w/v Polymersomendispersion. B) Konzentrations-
abhéangige Extinktion der Mizell- und Vesikeldispersion bei 280 nm.

Neben der Abhangigkeit der Extinktion von der Wellenldnge wurde auch der Einfluss der

Partikelgro3e bei variierender Polymerkonzentration untersucht. In
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Abbildung 13.2 B sind die konzentrationsabhéngige Extinktion einer Dispersion, welche
Uberwiegend Mizellen enthielt (z-Mittel =28 nm, PDI=0,13), und die Extinktion einer
Polymersomendispersion (z-Mittel =190 nm, PDI =0,19) bei 280 nm dargestellt. Die
Extinktion der Vesikeldispersion lag erwartungsgemal deutlich tUber der Extinktion der
Dispersion die tUberwiegend kleine Strukturen enthielt, da groRe Vesikel das Licht starker
streuen als kleine Mizellen. Von besonderem Interesse aber war die Erkenntnis, dass die
Extinktion beider Dispersionen mit zunehmender Polymerkonzentration bis zu einem Wert von
mindestens 0,25 % wi/v linear anstieg. Dies ermdglichte die indirekte Quantifizierung der

Polymersomen Uber eine Standardgerade.

13.1.3 Zweistufige Polymersomenbildung

Im Rahmen der Etablierung eines effizienten Polymersomenherstellungsprozesses
(Kapitel 5.1.2) wurde gezeigt, dass Polymervesikel mit niedriger Polydispersitat (PDI < 0,2) nur
bis zu einer Polymerkonzentration von 1 % w/v gebildet werden konnten. Eine hohere
Polymerkonzentration bei gleichzeitigem Erzielen von Polymersomen mit guter Qualitat wirde
das verkapselbare Gesamtvolumen innerhalb der Polymersomendispersion deutlich erhdhen.
So wurde der Versuch der zweistufigen Herstellung einer 2 % w/v Polymersomendispersion
unternommen. Hierfir wurde zunéchst in Stufe 1 Uber das etablierte Verfahren tber die
Injektionsmethode eine 1 % w/v Polymersomendispersion hergestellt. Nach 120 min
Prozessdauer war eine niedrige Polydispersitait mit PDI = 0,19 erzielt. Die Extinktion,
dargestellt in Abbildung 13.3, verlief bis zu diesem Zeitpunkt ahnlich wie jene, die in Kapitel
5.2.1 anhand von Abbildung 5.12 B diskutiert wurde.

Die zunehmende Extinktion bildet die zeitliche Zunahme der Partikeldurchmesser ab, da
grolRere Partikel das einfallende Licht mehr streuen, was zu erhdhter Extinktion fuhrt. In Stufe
2 wurde nach 120 min die Polymerkonzentration durch erneute Zugabe einer 20 % w/v
Polymerlésung auf 2 % wi/v erhéht. Danach stieg der Wert der Extinktion erneut rasch an und
folgte in den weiteren 120 min einem qualitativ ahnlichen Verlauf wie in Stufe 1. Dies deutet
darauf hin, dass durch die erneute Zugabe der Polymerlosung neue Strukturen entstanden,
die ihrerseits im zeitlichen Verlauf ebenfalls an GréRe zunahmen. Nach einer gesamten
Prozessdauer von 240 min lag eine Partikelgrof3enverteilung mit einem z-Mittel von 178 nm
und PDI = 0,22 vor. Die gezeigten Ergebnisse lassen vermuten, dass es mdglich sein kénnte
Polymersomendispersionen mit Konzentrationen > 1 % w/v in einem mehrstufigen Prozess
herzustellen. Weitere Untersuchungen in diesem Bereich, begleitet von TEM-Aufnahmen,

konnten die Art nach der 2. Stufe vorliegenden Morphologien kléren.
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Abbildung 13.3: Verlauf der Extinktion warend der zweistufigen Polymersomenherstellung. In Stufe 1
wurde Uber das etablierte Prozess eine 1 % w/v Polymersomendispersion hergestellt. Nach 120 min
wurde in Stufe 2 die Polymerkonzentration im Reaktionsansatz sprunghaft von auf 2 % w/v erhoht.

13.1.4 Verfahrenstechnische Charakterisierungen im Liter-Maf3stab
Korrekturgleichung der Rihrerdrehzahl

Die am Steuergerat der Ruhrerwelle angezeigte Rihrerdrehzahl ny,,.;4. €ntsprach nicht der
tatséchlichen Ruhrerdrehzahl n. Um diese zu bestimmen, wurde eine Korrekturgleichung
aufgestellt. Hierfir wurde ein handelsiblicher Fahrradtachometer (BC5.12, Sigma,
Deutschland) verwendet. Durch Montage des Magneten am Ruhrer, und Installation des
Sensors an der Reaktorinnenwand konnte die Korrelation zwischen n,..q;.und ngpzeige iM

Drehzahlbereich bis zu 1200 min* aufgestellt werden:

n = (1,1603 - ngpzeige) + 35,34 (13.1)
n Tatsachliche Ruhrerdrehzahl mint
Nanzeige Angezeigte Riuhrerdrehzahl mint
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Ruhrercharakteristik

Referenz: S-Ruhrer im miniaturisierten RUhrkesselreaktor. In Tabelle 13-1 sind die

verfahrenstechnischen Parameter des S-Rihrers (Tabelle 4-1) aufgelistet. Die Parameter

wurden wie folgt bestimmt beziehungsweise berechnet:

Ruhrerdrehzahl n: Anzeige am Steuergerat
Ruhrerumfangsgeschwindigkeit u;,: Gleichung (3.39)
Reynoldszahl Re: Gleichung (3.40) mit py, 0 20 ¢ = 1000 kg m und
MH,0,20°c = 0,001 kg m? s
Volumetrischer Leistungseintrag P V1
o m <2100 min: Experimentelle Bestimmung (Riedlberger, 2012)
o n>2100 mint: Uber Ne Re®333 = 19,2 = const. Wert gemittelt im turbulenten
Stromungsbereich innerhalb von n = 1200 min bis n = 2100 min*
Newtonzahl Ne: Gleichung (3.47) mit py, ¢ 20°c = 1000 kg m?
Maximale Energiedissipation &,,,,: Gleichung (3.51) mit a = 4 (bewehrter Reaktor)
und a = 16 (unbewehrter Reaktor)
Froudezahl Fr: Gleichung (3.41) mit g = 9,81 m s
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Tabelle 13-1: Verfahrenstechnische Parameter bei Verwendung des S-Rihrers im unbewehrten,
miniaturisierten Ruhrkesselreaktor.

n, Ugip, Re, PV, Ne Re%333, Emars Fr,
- m st - WLt - W kgt -

0 0,00 0 0,0 0,0 0,0 0,00
200 0,15 691 0,0 80,8 0,1 0,02
300 0,23 1037 0,0 41,0 0,2 0,04
400 0,30 1382 0,0 33,8 0,3 0,07
500 0,38 1728 0,1 35,0 0,6 0,10
600 0,45 2074 0,2 38,7 1,2 0,15
700 0,53 2419 0,2 30,0 1,4 0,20
800 0,60 2765 0,2 24,0 1,5 0,26
900 0,68 3110 0,3 21,9 1,9 0,33

1000 0,75 3456 0,3 22,0 2,6 0,41
1100 0,83 3802 0,4 18,8 2,8 0,49
1200 0,90 4147 0,5 19,0 3,6 0,59
1300 0,98 4493 0,6 19,0 4,5 0,69
1400 1,06 4838 0,7 18,9 54 0,80
1500 1,13 5184 0,9 19,6 6,8 0,92
1600 1,21 5530 1,1 20,1 8,3 1,04
1700 1,28 5875 1,3 20,5 9,9 1,18
1800 1,36 6221 1,5 20,0 11,2 1,32
1900 1,43 6566 1,7 18,9 12,3 1,47
2000 1,51 6912 1,9 18,5 13,8 1,63
2100 1,58 7258 2,0 17,6 14,9 1,80
2200 1,66 7603 2,5 19,2 18,4 1,97

2400 1,81 8294 3,1 19,2 23,2 2,35
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Tabelle 13-1 Fortsetzung: Verfahrenstechnische Parameter bei Verwendung des S-Rihrers im
unbewehrten, miniaturisierten Ruhrkesselreaktor.

n, Ugip, Re, PV, Ne Re%333, Emars Fr,

- m st - WLt - W kgt -
2500 1,88 8640 3,5 19,2 25,9 2,55
2600 1,96 8986 3,9 19,2 28,8 2,76
2800 2,11 9677 4,7 19,2 35,1 3,20
3000 2,26 10368 5,7 19,2 42,2 3,67
3200 2,41 11059 6,8 19,2 50,1 4,18
3400 2,56 11750 8,0 19,2 58,9 4,71
3500 2,64 12096 8,6 19,2 63,6 4,99
3600 2,71 12442 9,3 19,2 68,6 5,28
3800 2,87 13133 10,7 19,2 79,2 5,89
4000 3,02 13824 12,3 19,2 90,8 6,52

Ruhrer im Liter-Maf3stab. In Tabelle 13-2 bis Tabelle 13-10 sind die verfahrenstechnischen
Parameter der Ruhrer R1 bis R5 aus Tabelle 4-2 aufgelistet. Die Parameter wurden wie folgt

bestimmt beziehungsweise berechnet:

e Reale Ruhrerdrehzahl n: Siehe Kapitel 13.1.4

e Ruhrerumfangsgeschwindigkeit u.;,: Gleichung (3.39)

e Reynoldszahl Re: Gleichung (3.40) mit py, 0 20c = 1000 kg m= und
Nu,0.20°c = 0,001 kg m? st

e Volumetrischer Leistungseintrag P V~1: Siehe Kapitel 4.3.3 mitV =15L

e Newtonzahl Ne: Gleichung (3.47) mit py, ¢ 20 c = 1000 kg m™

e Maximale Energiedissipation &,,,,: Gleichung (3.51) mit a = 4 (bewehrter Reaktor) und
a = 16 (unbewehrter Reaktor)

e Froudezahl Fr: Gleichung (3.41) mit g = 9,81 m s
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Tabelle 13-2: Verfahrenstechnische Parameter bei Verwendung von drei Rihrertypen R1 (Tabelle 4-2)
bei hs;=0,06 m, hs,=0,12 m, hs,=0,18 m im unbewehrten Reaktor.

n, Ugip, Re, PV, Ne, Emazx: Fr,
- m s? - wlLt - W kg1 -

0 0,00 0 0,0 0,0 0,0 0,00
47 0,10 1252 2,4 74768,9 198,4 0,00
59 0,12 1561 2,0 31535,3 162,3 0,00
82 0,17 2180 1,3 7721,6 108,2 0,01
105 0,22 2799 1,6 4257,1 126,2 0,01
186 0,39 4965 2,0 980,7 162,3 0,04
267 0,56 7130 2,2 367,8 180,3 0,08
325 0,68 8678 1,1 102,0 90,2 0,12
383 0,80 10225 2,0 112,3 162,3 0,17
499 1,05 13319 1,1 28,2 90,2 0,28
615 1,29 16413 1,8 24,1 144,3 0,43
731 1,53 19507 2,0 16,2 162,3 0,61
848 1,78 22601 2,4 12,7 198,4 0,81
964 2,02 25695 2,2 7,9 180,3 1,05
1080 2,26 28789 2,2 5,6 180,3 1,32
1196 2,50 31883 1,8 3,3 1443 1,62
1312 2,75 34977 1,3 1,9 108,2 1,95
1428 2,99 38071 1,8 1,9 144,3 2,31
1544 3,23 41165 1,8 1,5 144,3 2,70
1660 3,48 44259 2,0 1,4 162,3 3,12

1776 3,72 47353 2,7 15 216,4 3,57
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Tabelle 13-3: Verfahrenstechnische Parameter bei Verwendung von Rihrertyp R2 (Tabelle 4-2) bei
hs=0,072 m im unbewehrten Reaktor.

n, Ui, Re, PV 1 Ne, Emaxs Fr,
- m s? - wlLt - W kg1 -

0 0,00 0 0,0 0,0 0,0 0,00
47 0,12 1803 1,1 13658,2 385,5 0,00
59 0,15 2248 1,1 7040,7 385,5 0,00
82 0,21 3139 1,6 3620,3 539,6 0,01
105 0,26 4030 1,1 1222,0 385,5 0,01
186 0,47 7149 1,3 262,7 462,5 0,05
267 0,67 10268 2,0 133,0 693,8 0,10
325 0,82 12496 1,8 65,6 616,7 0,14
383 0,96 14723 2,2 50,1 770,9 0,20
499 1,26 19179 2,0 20,4 693,8 0,34
615 1,55 23634 2,4 13,3 848,0 0,51
731 1,84 28090 2,7 8,7 925,1 0,73
848 2,13 32545 3,3 7,0 1156,4 0,98
964 2,42 37000 5,6 7,9 1927,3 1,26
1080 2,71 41456 7,3 7.4 2544,0 1,58
1196 3,00 45911 8,0 6,0 2775,3 1,94
1312 3,30 50367 8,9 5,0 3083,6 2,34
1428 3,59 54822 9,8 4,3 3392,0 2,77
1544 3,88 59278 10,0 3,5 3469,1 3,24
1660 4,17 63733 10,7 3,0 3700,4 3,74
1776 4,46 68188 12,7 2,9 4394,2 4,29
1892 4,75 72644 14,4 2,7 5010,9 4,86
2008 5,05 77099 16,0 2,5 5550,6 5,48
2124 5,34 81555 16,4 2,2 5704,7 6,13
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Tabelle 13-4: Verfahrenstechnische Parameter bei Verwendung von Rihrertyp R3 (Tabelle 4-2) bei
hs=0,072 im unbewehrten Reaktor.

n, Ui, Re, PV 1 Ne, Emaxs Fr,
- m s? - wlLt - W kg1 -

0 0,00 0 0,0 0,0 0,0 0,00
47 0,13 2281 n/a n/a n/a 0,00
59 0,17 2845 n/a n/a n/a 0,01
82 0,23 3973 n/a n/a n/a 0,01
105 0,30 5101 n/a n/a n/a 0,02
186 0,53 9048 n/a n/a n/a 0,05
267 0,76 12995 n/a n/a n/a 0,11
325 0,92 15815 n/a n/a n/a 0,16
383 1,08 18634 n/a n/a n/a 0,22
499 1,41 24273 n/a n/a n/a 0,38
615 1,74 29912 n/a n/a n/a 0,58
731 2,07 35551 n/a n/a n/a 0,82
848 2,40 41190 n/a n/a n/a 1,10
964 2,72 46829 n/a n/a n/a 1,42
1080 3,05 52468 n/a n/a n/a 1,78
1196 3,38 58106 n/a n/a n/a 2,19
1312 3,71 63745 n/a n/a n/a 2,63
1428 4,04 69384 0,2 0,1 49,3 3,12
1544 4,36 75023 1,1 0,2 246,6 3,64
1660 4,69 80662 1,1 0,2 246,6 4,21
1776 5,02 86301 1,1 0,1 246,6 4,82
1892 5,35 91940 1,3 0,1 296,0 5,47
2008 5,68 97579 2,4 0,2 542,6 6,16
2124 6,00 103218 2,7 0,2 591,9 6,90

n/a: Der Leistungseintrag konnte aufgrund der Messgrenze des Wattmeters nicht bestimmt werden.
Folglich konnten Ne und &,,,, hicht berechnet werden.
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Tabelle 13-5: Verfahrenstechnische Parameter bei Verwendung von Rihrertyp R4a (Tabelle 4-2) bei
hs=0,072 im unbewehrten Reaktor.

n, Ui, Re, PV 1 Ne, Emaxs Fr,
- m s? - wlLt - W kg1 -

0 0,00 0 0,0 0,0 0,0 0,00
103 0,35 7280 n/a n/a n/a 0,02
197 0,67 13889 n/a n/a n/a 0,07
291 0,99 20498 n/a n/a n/a 0,16
385 1,31 27107 n/a n/a n/a 0,27
479 1,63 33716 n/a n/a n/a 0,42
573 1,95 40325 0,4 0,6 24,2 0,60
667 2,27 46934 0,7 0,6 39,5 0,82
760 2,59 53544 1,6 1,0 90,4 1,06
854 2,91 60153 1,8 0,8 104,4 1,34
948 3,23 66762 2,8 0,9 162,9 1,65

1042 3,55 73371 33 0,8 190,9 2,00
1136 3,87 79980 5,0 1,0 287,7 2,37
1230 4,19 86589 6,1 0,9 347,5 2,78
1324 4,50 93198 6,8 0,8 389,5 3,22
1417 4,82 99807 7.9 0,8 4531 3,70
1511 5,14 106417 9,0 0,7 515,5 4,20
1605 5,46 113026 10,1 0,7 576,6 4,74
1699 5,78 119635 12,1 0,7 691,2 5,31
1793 6,10 126244 13,4 0,6 766,3 5,92
1887 6,42 132853 14,4 0,6 827,4 6,55

n/a: Der Leistungseintrag konnte aufgrund der Messgrenze des Wattmeters nicht bestimmt werden.
Folglich konnten Ne und ¢,,,, hicht berechnet werden.
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Tabelle 13-6: Verfahrenstechnische Parameter bei Verwendung von Rihrertyp R4a (Tabelle 4-2) bei
hs=0,050 im unbewehrten Reaktor.

n, Ui, Re, PV 1 Ne, Emaxs Fr,
- m s? - wlLt - W kg1 -

0 0,00 0 0,0 0,0 0,0 0,00
103 0,35 7280 n/a n/a n/a 0,02
197 0,67 13889 0,1 4,0 6,4 0,07
291 0,99 20498 0,3 3,5 17,8 0,16
385 1,31 27107 0,6 2,9 34,4 0,27
479 1,63 33716 0,8 2,1 47,1 0,42
573 1,95 40325 1,2 1,7 66,2 0,60
667 2,27 46934 1,7 1,6 99,3 0,82
760 2,59 53544 2,5 1,6 1438 1,06
854 2,91 60153 3,4 1,5 194,8 1,34
948 3,23 66762 4,6 1,5 266,0 1,65

1042 3,55 73371 5,6 1,4 319,5 2,00
1136 3,87 79980 6,7 1,3 384,4 2,37
1230 4,19 86589 7,9 1,2 4531 2,78
1324 4,50 93198 9,1 1,1 5193 3,22
1417 4,82 99807 9,7 1,0 555,0 3,70
1511 5,14 106417 10,9 0,9 625,0 4,20
1605 5,46 113026 12,2 0,8 701,4 4,74
1699 5,78 119635 13,5 0,8 772,6 5,31
1793 6,10 126244 14,6 0,7 838,8 5,92
1887 6,42 132853 16,2 0,7 930,5 6,55

n/a: Der Leistungseintrag konnte aufgrund der Messgrenze des Wattmeters nicht bestimmt werden.
Folglich konnten Ne und ¢,,,, hicht berechnet werden.
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Tabelle 13-7: Verfahrenstechnische Parameter bei Verwendung von Ruhrertyp R4a (Tabelle 4-2) bei
hs=0,072 im bewehrten Reaktor.

n, Ui, Re, PV 1 Ne, Emaxs Fr,
- m s? - wlLt - W kg1 -

0 0,00 0 0,0 0,0 0,0 0,00
47 0,16 3306 n/a n/a n/a 0,00
59 0,20 4123 n/a n/a n/a 0,01
82 0,28 5757 n/a n/a n/a 0,01
105 0,36 7391 n/a n/a n/a 0,02
186 0,63 13110 n/a n/a n/a 0,06
267 0,91 18829 0,67 9,74 9,55 0,13
325 1,11 22914 0,67 5,40 9,55 0,19
383 1,30 26999 2,00 9,91 28,64 0,27
499 1,70 35169 3,33 7,47 47,73 0,46
615 2,09 43340 6,44 7,72 92,28 0,70
731 2,49 51510 10,44 7,45 149,56 0,98
848 2,88 59680 16,44 7,54 235,48 1,32
964 3,28 67850 23,56 7,35 337,31 1,71
1080 3,67 76020 33,11 7,35 474,15 2,15
1196 4,07 84191 44,00 7,19 630,08 2,63
1312 4,46 92361 54,67 6,76 782,82 3,17

n/a: Der Leistungseintrag konnte aufgrund der Messgrenze des Wattmeters nicht bestimmt werden.
Folglich konnten Ne und &,,,, hicht berechnet werden.
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Tabelle 13-8: Verfahrenstechnische Parameter bei Verwendung von Rihrertyp R4b (Tabelle 4-2) bei
hs=0,050 im unbewehrten Reaktor.

n, Ui, Re, PV 1 Ne, Emaxs Fr,
- m s? - wlLt - W kg1 -

0 0,00 0 0,0 0,0 0,0 0,00
103 0,35 7280 0,9 224,7 50,9 0,02
197 0,67 13889 1,0 37,2 58,6 0,07
291 0,99 20498 1,3 15,1 76,4 0,16
385 1,31 27107 1,4 7,1 82,7 0,27
479 1,63 33716 1,8 4,6 103,1 0,42
573 1,95 40325 2,3 3,4 1311 0,60
667 2,27 46934 2,9 2,8 168,0 0,82
760 2,59 53544 41 2,6 2355 1,06
854 2,91 60153 5,0 2,2 2851 1,34
948 3,23 66762 5,8 1,9 334,8 1,65

1042 3,55 73371 6,8 1,7 388,2 2,00
1136 3,87 79980 7,5 1,4 4217,7 2,37
1230 4,19 86589 7.9 1,2 454,4 2,78
1324 4,50 93198 8,9 1,1 509,2 3,22
1417 4,82 99807 9,4 0,9 539,7 3,70
1511 5,14 106417 10,2 0,8 581,7 4,20
1605 5,46 113026 11,3 0,8 646,6 4,74
1699 5,78 119635 11,8 0,7 673,4 5,31
1793 6,10 126244 12,9 0,6 737,0 5,92

1887 6,42 132853 13,9 0,6 796,8 6,55
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Tabelle 13-9: Verfahrenstechnische Parameter bei Verwendung von Rihrertyp R5 (Tabelle 4-2) bei
hs=0,072 im unbewehrten Reaktor.

n, Ui, Re, PV 1 Ne, Emaxs Fr,
- m s? - wlLt - W kg1 -

0 0,00 0 0,0 0,0 0,0 0,00
103 0,49 13956 1,1 55,2 97,1 0,03
197 0,93 26627 0,8 5,9 71,8 0,10
291 1,37 39298 1,0 2,3 91,2 0,22
385 1,81 51969 1,2 1,2 108,7 0,38
479 2,26 64639 1,9 0,9 163,0 0,58
573 2,70 77310 2,6 0,8 227,1 0,84
667 3,14 89981 3,9 0,7 339,7 1,13
760 3,58 102652 5,6 0,7 489,1 1,47
854 4,03 115322 7,6 0,7 667,7 1,86
948 4,47 127993 9,4 0,6 8211 2,29
1042 4,91 140664 11,5 0,6 1003,5 2,77
1136 5,35 153335 13,6 0,5 1186,0 3,29
1230 5,79 166005 15,4 0,5 1343,2 3,85
1324 6,24 178676 16,1 0,4 1409,2 4,46
1600 7,54 216000 27,0 0,4 2358,4 6,52
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Tabelle 13-10: Verfahrenstechnische Parameter bei Verwendung von Rihrertyp R5 (Tabelle 4-2) bei
hs=0,050 im unbewehrten Reaktor.

n, Ui, Re, PV 1 Ne, Emaxs Fr,
- m s? - wlLt - W kg1 -

0 0,00 0 0,0 0,0 0,0 0,00
103 0,49 13956 n/a n/a n/a 0,03
197 0,93 26627 0,4 2,9 34,9 0,10
291 1,37 39298 0,6 1,3 50,5 0,22
385 1,81 51969 0,8 0,7 67,9 0,38
479 2,26 64639 1,8 0,9 161,1 0,58
573 2,70 77310 2,7 0,8 236,8 0,84
667 3,14 89981 4,0 0,7 349,4 1,13
760 3,58 102652 5,3 0,7 463,9 1,47
854 4,03 115322 7,3 0,6 638,6 1,86
948 4,47 127993 9,2 0,6 799,7 2,29
1042 4,91 140664 11,3 0,5 984,1 2,77
1136 5,35 153335 13,4 0,5 1170,5 3,29
1230 5,79 166005 15,2 0,4 1331,6 3,85
1324 6,24 178676 16,4 0,4 14325 4,46
1600 7,54 216000 17,1 0,2 2183,7 6,52

n/a: Der Leistungseintrag konnte aufgrund der Messgrenze des Wattmeters nicht bestimmt werden.
Folglich konnten Ne und &,,,, hicht berechnet werden.

Mischzeit

Es wurde die Mischzeit der Rihrertypen R4a, R4b und R5 (Tabelle 4-2) untersucht. Dies
erfolgte anhand einer Farbumschlagreaktion. Hierflr wurde der Reaktor mit einer wassrigen
Losung eines dunkelvioletten lod-Starke Komplexes (750 uM lod, 1 g L* Starke) befullt. Dieser
wurde durch die impulsartige Zugabe von 5 mL einer 5 mM Natriumthiosulfat-Losung
basierend auf der Redoxreaktion I, + 2 S,03*—S40¢* + 2 | entfarbt. Die vollstandige
Homogenitat im Reaktor galt dann als erreicht, sobald in allen Zonen des Reaktors eine
farblose Losung aus S40¢* und 2 |- lonen vorlag. Dieser Zeitpunkt wurde als die
charakteristische Mischzeit t,, definiert, welche abh&ngig von der Ruhrerdrehzahl ist. Das
Erreichen der vollstandigen Homogenitat im Reaktor wurde mit Hilfe der Software Avidemusx,
welche eine Videobildanalyse mit einer Auflosung im hundertstel Sekunden Bereich

ermoglicht, bestimmit.

In Abbildung 13.4 sind die fur die Rihrer R4a, R4b und R5 bestimmten Mischzeiten in
Abhangigkeit von der Froudezahl Fr dargestellt. Ab dem Bereich Fr >4 wies Ruhrer R5
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durchgehend die niedrigsten Mischzeiten auf, was mit dem verhéltnismafig grof3en
dimensionslosen Rihrerdurchmesser von d D=1 = 0,9 im Vergleich zu Rihrer R4a und R4b
mit d D1 = 0,65 zu begrunden ist. Auffallend war auch, dass fiir den abwarts férdernden
Ruhrer R4b bei Fr > 5 im Mittel 0,5 s langere Mischzeiten verzeichnet wurden als fur den

aufwarts fordernden Rihrer R4a.
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Froudezahl, -

Abbildung 13.4: Mischzeit in Abhéngigkeit vom Ruhrertyp und der Froudezahl. N = 3.

Die Mischzeiten bei Fr = 6,52, welche dem Ubertragungskriterium der MaRstabsiibertragung

entspricht (Kapitel 5.3.4), sind in Tabelle 13-11 zusammengefasst.

Tabelle 13-11: Mischzeiten der Ruhrertypen R4a, R4b und R5 bei Fr = 6,52.

Ruhrer Mischzeit ty, s
R4a 0,50 + 0,02
R4b 0,81 + 0,08

R5 0,42 + 0,07
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13.1.5 Berry-Plot der statischen Lichtstreumessung

Die Messung der statischen Lichtstreuung (Kapitel 4.7.1) wurde Gber den sogenannten Berry-

Plot, dargestellt in Abbildung 13.5, von der Firma ALV (Langen, Deutschland) ausgewertet.

x 107

30.0

24.0

18.0 -

12.0 -

sqrt(Kc/R), Kc/R in mol/g

0.00 2.50 5.00 7.50
(gP+ke) x p?

Abbildung 13.5: Berry-Plot zur Bestimmung der molaren Masse von Polymersomen My, 4.

13.1.6 Aggregationszahl beladener Polymervesikel

In Tabelle 13-12 sind die Werte fur die Berechnung der Aggregationszahl Ny,4, von mit 15 mM

Calcein beladenen Polymersomen (Kapitel 6.2.1) zusammengefasst.

Tabelle 13-12: Gesammelte Werte fur die Berechnung der Aggregationszahl N,g, von mit 15 mM
Calcein beladenen Polymersomen.

Symbol Bezeichnung Wert
Coo Calceinkonzentration in der Probe nach Vesikellyse 79,6 102 mM
Cyc Verkapselte Calceinkonzentration 15 mM
Voo Probenvolumen 1cms
Vyi Summe des inneren Vesikelvolumens aller Vesikel 0,0053 cm?
dy g Auf3endurchmesser des Vesikels 111 nm
s Membranstarke 14 nm
dy; Innendurchmesser des Vesikels 83 nm
Vyo Inneres Vesikelvolumen eines einzelnen Vesikels 2,99-1016 cm?
mp Masse Polymer 0,01g
My p Molare Masse des Polymers 7600 g mol*
Ny Avogadro-Konstante 6,022:10%3 mol?
Np Anzahl Polymerketten 7,924-10Y cm
Ny Anzahl Vesikel 1,773-10 cm™3

Aggregationszahl

44687
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13.1.7 Permeabilitdtskoeffizienten weiterer Stoffe

In dieser Arbeit wurde die Permeabilitéat von planaren Lipidmembranen (DOPC) und planaren
Polymermembranen (PMOXA-PDMS-PMOXA) nicht nur gegentber der gewahlten
Modellwirkstoffe Propranolol und Koffein (Kapitel 8.1), sondern auch gegeniber weiteren
Stoffen  bestimmt. Die Permeabilitdtskoeffizienten wurden wiederum Uber die
Konzentrationsbestimmung der Donor- und Akzeptorphase im PAMPA-Systems (Kapitel
4.8.1) Uber Gleichung (3.28) und Gleichung (3.30) bestimmt.

Substrate und Produkt der Synthese von CMP-N-Acetylneuraminséaure

Die Konzentrationsbestimmung der fir die Synthese von Cytidin-5"-Monophosphat-N-
Acetylneuraminséure (CMP-Neu5Ac) notwendigen Substrate N-Acetylglucosamin (GIcNAc),
N-Acetylmannosamin (ManNAc), N-Acetylneuraminsaure (Neu5Ac), Pyruvat sowie CMP-
Neu5Ac selbst erfolgte Uber Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC). Hierfir wurde
das Agilent 1100 HPLC-System mit einer Micro-Guard Cation Cartridge Vorsaule und einer
Aminex HPX87-Saule verwendet. Die Betriebstemperatur betrug 60 °C und die Flussrate lag
bei 0,5 mL min. 20 uL Probe wurden mit Hilfe des Laufpuffers (5 mM Schwefelsaure) eluiert
und bei 210 nm analysiert.

Es wurde sowohl die Permeabilitét von planaren Lipid- als auch planaren Polymermembranen
gegenliber CMP-Neu5Ac, GIcNAc, ManNAc, Neu5Ac und Pyruvat bei pH 6, pH 7 und pH 8
(Phosphatpuffer) bestimmt. In keinem der durchgefuhrten Versuche konnte der untersuchte
Stoff innerhalb der im PAMPA-System maximal mdglichen Inkubationszeit von 48 h in der
Akzeptorphase bestimmt werden. Die in Tabelle 13-13 angegebenen Permeabilitats-
koeffizienten stellen demnach Grenzwerte, welche mittels der Nachweisgrenze bestimmt
wurden, dar. Die tatsachliche Permeabilitat kann somit weit niedriger sein.

Tabelle 13-13: Grenzwerte des negativ dekadischen Logarithmus der Permeabilititskoeffizienten
(cm s1) von planaren Lipid- und Polymermembranen bei pH 6, pH 7 und pH 8.

Stoff —log Pe (cm s™)
CMP-Neu5Ac >7,0
GIcNACc >9,7
ManNAc >10,0
NeuSAc > 8,9

Pyruvat >9,5
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Substrat und Produkt der Synthese eines chiralen Alkohols

Untersucht wurde die Permeabilitat von planaren Lipid- und Polymermembranen gegeniber
Ethyl-(S)-(-)-4-chloro-3-hydroxybutyrat (ECHB) und Ethyl-4-chlor-acetoacetat (ECAA). Die
Konzentrationsbestimmungen erfolgten Uber Gaschromatographie (Cp-3800, VARIAN,
Deutschland) und Uber eine Kapillarsdule (Lipodex E, 0,2 mm Innendurchmesser,
MARCHERY-NAGEL, Diren, Deutschland). Vor der Analyse wurden die zu untersuchenden
Stoffe mit Hilfe von Ethylacetat mit 7,2 mM Acetophenon als internem Standard 1:1 extrahiert.
Das Probevolumen betrug 5 yL mit einem inlet-split von 50. Als Tragergas wurde Helium
verwendet. Der Gasstrom betrug hierbei 4 mL mint und als Temperaturprogramm wurde
eingestellt: 10 Minuten isotherm bei 105 °C. Die Injektor-und Detektortemperatur wurde auf
250 °C eingestellt. Als Detektor wurde ein Flammenionisationsdetektor (FID) eingesetzt.

In Tabelle 13-14 sind die identifizierten Permeabilitatskoeffizienten von planaren Lipid- und
Polymermembranen im ungerihrten (ug) und gerihrten (gr) PAMPA-System gegenuber
ECAA und ECHB zusammengefasst.

Tabelle 13-14: Negativ dekadischer Logarithmus der Permeabilitatskoeffizienten (cm s') von planaren
Lipid- und Polymermembranen.

oH Polymermembran Lipidmembran
ug gr ug gr
5 - - 4,75 4,36
ECAA 7 4,77 4,27 4,80 4,29
9 - - 7,73 4,35
5 5,01 4,73 4,75 4,36
ECHB 7,4 5,16 4,84 4,58 4,29

9 5,59 4,47 4,73 4,35
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13.2 Verwendete Puffer und Lésungen

Die in dieser Arbeit verwendeten Puffer wurden in VE-Wasser hergestellt. Dabei wurde der pH
bei der jeweiligen Verwendungstemperatur eingestellt. Alle Puffer wurden standardmaliig
filtriert (0,2 um). Fur die Verwendung bei der Grof3enausschlusschromatographie wurden sie
zusatzlich entgast. Pufferldsungen, die fir Messungen der Permeabilitdt im PAMPA-System
verwendet wurden, wurden mit 0,5 % DMSO, jene fir Membranintegritatstest mit 5 % v/v
DMSO versetzt.

Tabelle 13-15: Allgemeine Puffer

Puffer Chemikalie Konzentration, mM
Acetat, pH 5 Na-Acetat 10
Essigsaure 10
PBS, pH 7,4 NaCl 137
KCI 2,7
NazHPO4 10
KH2PO4 1,8
Tris, pH 8, pH 9 Tris-HCI 10

Tabelle 13-16: Stamm-L6sungen fur Phosphatpuffer

Stamm-L6sung Chemikalie Konzentration, g L?
A KH2PO4 9,078
B Na:HPO4-2H.0 11,876




Anhang

253

Tabelle 13-17: Phosphatpuffer mit unterschiedlichem pH

Membranintegritatstest, Lipid

Membranintegritatstest, Polymer

Stammldsung fur Vesikel-Lyse

in Chloroform

B) Losung A) in n-Dodekan
BKB

LG

DMSO

in PBS-Puffer, pH 7,4
Sulforhodamin B
Propranolol

DMSO

in Phosphat-Puffer, pH 7
OPOE

in dd H20

pH, - Konzentration Stamm-L&sung A, % v/v Konzentration Stamm-L&sung B, % v/v
S 99,05 0,95
6 87,9 12,1
7 38,8 61,2
8 31 96,9
Tabelle 13-18: Verwendete Losungen
LOésung Chemikalie Konzentration
Calcein Calcein 15 mM
in Tris-Puffer, pH 8
eGFP eGFP 0,2 mg mL?
in Tris-Puffer, pH 8
NAL NAL 0,3 mg mL?
in Tris-Puffer, pH 8
L6ésung fur Lipidmembran DOPC 2 % wiv
in n-Dodekan
Lésung fur Polymermembran A) PMOXA-PDMS-PMOXA 60 % wiv

2 % w/v Endkonzentration
0,1 mg mL?

0,1 mg mL?

5% viv

0,1 mM
0,5 mM

5% viv

10 % viv
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13.3 Verwendete Chemikalien

Tabelle 13-19: Charakteristika der fiir die Zweiphasensysteme verwendeten Ether und Ester.
logP, Tsp, P20

Klasse Name Strukturformel _ oC kg m-3
2 '\gethy"te”' 0940 55 740
i utylether \

o
O
Ethylacetat )J\ 0,739 77 900
O/\
O

Butylacetat )J\ 1,780 127 880
T /\/\
0 0
w

0 0
Ethylbenzoyl- O)J\ 1,870 265 1110
acetat '

Tabelle 13-20: Charakteristika der fur die Zweiphasensysteme verwendeten Ketone.
logP, Tgp, pPaoc-c

3

Klasse Name Strukturformel _
- °C kgm
(@)
Cyclohexanon 0,810 156 950
(o)
Methyliso-
butylketon .\ 1,310 116 800
Q 0]
@]
o]
2

Acetophenon ~ 1,630 202 1030

Heptan-2-on 1,980 151 820
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Tabelle 13-21: Charakteristika der fir die Zweiphasensysteme verwendeten Alkohole.

logP, Tgp, Parc-c

Klasse Name Strukturformel _ oC kg m-3
OH
2-Butanol 0,650 99 810
()
©
S
g . /\/\
2 1-Butanol HO 0,830 118 810

LHexanol o~ S SN~ . 2030 157 820

Tabelle 13-22: Charakteristika der fur die Zweiphasensysteme verwendeten Kohlenwasserstoffe.

log P, Tep, P20°c)

Klasse Name Strukturformel g
— °C kgm

3

Cyclopentan 3,000 49 740

n-Pentan N 3390 36 630

Cyclohexan 3,440 81 780

n-Hexan N 3,764 69 660
n-Heptan /\/\/\ 4,274 98 680

nokan NN N\ 4783 126 700
n-Nonan N T~~~ 5420 151 720

Aliphatisch

n-Dekan NN 5010 174 730
n-Dodekan NN NN N 6821 216 750

n-Hexadekan PO O O 8,859 287 770
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Tabelle 13-22 Fortsetzung: Charakteristika der fur die Zweiphasensysteme verwendeten
Kohlenwasserstoffe.

Klasse Name Strukturformel logP, Tsp, P20°c:_3
- °C kgm
<
[&]
2
§ Toluol 2,730 111 870
e
<
Cl
, €
o ©
= Chloroform 1,970 61 1480
T8
Cl Cl

Tabelle 13-23: Kationen und Anion der verwendeten ionische Flissigkeiten.

Name Strukturformel Abklrzung

/%\
1-Butyl-3-methyl-imidazolium Nf—— [BMIM]*

\/\/N\/
~7

1-Hexyl-1-methylpyrrolidinium \/\/\/ \/ [HMPL]*

N-Hexylpyridinium | [HPYR]*

0] - O
F \\S/N\S// F
Bis(trifluormethylsulfonyl)imid X A\ //
F o O F

[NTF]
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Tabelle 13-24: Fir Zweiphasensysteme verwendete Lésemittel

Losemittel Hersteller Produktnummer
1-Butanol VWR 11B280507
1-Hexanol Merck 8.04393
2-Butanol Merck 1.09630
Acetophenon Merck 8.00028
Butylacetat Merck 1.09652
Chloroform Sigma-Aldrich SHBF35530
Cyclohexan Roth CP81.1
Cyclohexanon VWR 23235.291
Cyclopentan Merck 8.18770
Ethanol, 99,8% Roth 9065.4
Ethylacetat Roth 6784.4
Ethylbenzoylacetat Merck 8.01808
Heptan-2-on Merck 8.18711
Methylisobutylketon Merck 3666635
Methyl-tert-butylether Merck 1.01849
n-Dekan Sigma-Aldrich 08421TD-387
n-Dodekan Merck 8.20543
n-Heptan Fluka 51745
n-Hexadekan Sigma-Aldrich H-0255
n-Hexan Roth T908.1
n-Nonan Merck 806838
n-Oktan Fluka 74822
n-Pentan Merck 1.07177
Toluol Sigma-Aldrich 5ZBE0505V
Tabelle 13-25: Verwendete ionische Flussigkeiten
lonische Flussigketi Hersteller Produktnummer
[BMIM] [NTF] Merck 490092
[HMPL] [NTF] Merck 490100
[HPYR] [NTF] Merck 490124
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Tabelle 13-26: Verwendete Farbstoffe und Fluorophore

Farbstoff, Fluorophor Hersteller Produktnummer
Brilliantkresylblau Roth 5162.1

Calcein VWR L10255.06
Luzifergelb VWR BTIU80016
Sulforhodamin B VWR BTIUB0100

Tabelle 13-27: Verwendete pharmazeutische Wirkstoffe fir Permeabilititsmessungen

Wirkstoff Hersteller Produktnummer
Furosemid Sigma-Aldrich F4381

Koffein VWR 39214.14
Propranolol VWR H26645.06

Tabelle 13-28: Verwendete Substrate und Produkte fir Permeabilititsmessungen

Wirkstoff Hersteller Produktnummer
CMP-Neu5Ac Sigma-Aldrich C8271
ECAA Merck 532079314
ECHB Sigma-Aldrich 460524
GIcNAc Roth 8993
ManNAc Roth 5525
Neu5Ac Calbochem 110138
Pyruvat Roth 8793
Tabelle 13-29: Verwendete Chemikalien fir Membran-bildende Lésung
Chemikalie Hersteller Produktnummer
DOPC Sigma P6354

PMOXA-PDMS-PMOXA

Polymersource™

Tabelle 13-30: Verwendete Enzyme, bereitgestellt von Ludwig Klermund

Enzym Klasse Organismus
MDH EC1.1.1.23 Flavobacterium sp. 141-8
NAL EC4.1.3.3 Escherichia coli K12
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Tabelle 13-31: Verwendete allgemeine Chemikalien

Chemikalie Hersteller Produktnummer
Agarose 4B GE Healthcare 17-0120-01
BCA-Kit Thermo Fisher 23225
Benztraubensaure Natriumsalz Roth 131170224
Chlorwasserstoffsaure Roth NE57.2
Dimethylsulfoxid Roth 4720.4
Dinatriumhydrogenphosphat Roth 2D007934
Essigsaure Merck 100056
Ethanol (99,8 %) Roth 9065.4
Ethylacetat Roth 7338.1
lodlésung 0,5 M VWR 1.09098
lotect® lod-Indikator AnalaR VWR 28610.167
NORMAPUR® '
Kaliumchlorid Roth 110150408
Kaliumdihydrogenphosphat Roth 412190469
Natriumacetat Roth 19571081
Natriumchlorid Roth 400162007
Natriumdihydrogenphsophat Roth 412190469
Natriumthiosulfat Roth HN25.1
Nicotinamidadenindinukleotid Roth AE11
n-Octylpolyoxyethylen Bachem 4031122
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan  Roth 4855
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan  Roth 9090

hydrochlorid
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13.4 Verwendete Gerate und Software

Tabelle 13-32: Verwendete Komponenten fur Milliliter-Mal3stab

Komponente Hersteller Spezifikation
Magnetrihrplatte NeolLab Variomag Poly 15
Reaktionsgefan Roth H3061
Kreuzbalkenrihrer VWR 442-0394

Tabelle 13-33: Verwendete Komponenten flir miniaturisierte Rihrkesselreaktoren

Komponente Hersteller Spezifikation
Reaktorblock 2mag bioREACTOR 48
Ruhrersteuerung 2mag -

Einwegbioreaktor PreSens Ohne Sensoren (HTBD)
Ruhrer 2mag Gasinduzierender Ruhrer
Ruhrer 2mag Paddelrthrer

Ruhrer 2mag H-Ruhrer

Ruhrer 2mag S-Ruhrer

Reaktorblock Temperierung PSL Systemtechnik Haake W15

Kopfraumkihlung
Laborroboter
Schlauchpumpe
Schlauche

Schlauchverbinder, Injektoren

Julabo

Tecan

ISMATEC

IDEX Health&Science
Proliquid

ME-12 Umwalzthermostat
Freedom EVO

Analog MS 4-4/12

Tygon 3-Stopper orange/blau
18/8

Tabelle 13-34: Verwendete Komponenten fir Liter-Mal3stab

Komponente Hersteller Spezifikation
Laborreaktor BioEngineering KLF 2000
Schlauchpumpe Meredos GUV-150
Scheibenrihrer (R1) BioEngineering -
Propellerriihrer (R2) BioEngineering 30712.1

Propellerriihrer (R3-R5)

Infors HT
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Tabelle 13-35: Verwendete Komponenten fiir Permeabilititsmessungen im PAMPA-System

Komponente Hersteller Spezifikation
Inkubationsbox pION Gut-Box
Sandwich-Mikrotiterplatte pION Stirwell PAMPA Sandwich
Ruhrer pION Magnetische Scheibenriihrer

Tabelle 13-36: Spezielle Geréate

Geréat Hersteller Spezifikation
Gaschromatograph Varian CP-3800
Hochleistungsflissigkeitschromatographie Agilent 1100 HPLC-System
Dynamische Lichtstreumessung Malvern Zetasizer Nano S
Laborroboter Tecan Genesis Workstation 150
GroRRenausschlusschromatographie
140 mL-Leersiule Kronlab TAC25/500L PEO-AB-2
Transmissionselektronenmikroskop JEOL JEM 100 CX
Transmissionselektronenmikroskop JEOL JEM 2011
Rasterelektronenmikroskop JEOL JSM 5900 LV
Energiedispersives Rontgenspektroskop JEOL JCM-6000PLUS NeoScope
Tabelle 13-37: Allgemeine Gerate
Gerat Hersteller Spezifikation
Analysenwaage Satorius ED124S
Analysenwaage Ohaus Explorer 10 mg-210 g
Analysenwaage Mettler Toledo AC 88 Delta Range
Direktverdrangerpipette 100-1000 uL  Gilson MICROMAN M1000
Direktverdrangerpipette 10-100 pL Gilson MICROMAN M100
Direktverdrangerpipette 1-10 pL Gilson MICROMAN M10
Einkanal-Pipette 1000-10000 pL Brand Transferpette S D-10000
Einkanal-Pipette 100-1000 pl Brand Transferpette S D-1000
Einkanal-Pipette 10-100 pL Brand Transferpette S D-100
Einkanal-Pipette 10-100 pL Brand Transferpette S D-100
Einkanal-Pipette 20-200 pL Brand Transferpette S D-200
Einkanal-Pipette 2-20 pL Brand Transferpette S D-20
Heizbad Thermo Scientific Haake W15 mit Thermostat C10
Heizblock Eppendorf Mastercycler gradient
Kronzentratorréhrchen Millipore UFC910024

Kugelmuhle Retsch

MixerMill MM200
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Tabelle 13-37 Fortsetzung: Allgemeine Gerate

Gerat Hersteller Spezifikation
Kugelmihle (cryo) Retsch CryoMill

Kivetten Ratiolab Halbmikro PS
Magnetrihrplatte Janke & Kunkel IKAMAG Combi-Mag Ret
Magnetrihrplatte NeolLab Variomag Poly 15
Mehrfachdispenser Brand HandyStep electronic
Mikrotiterplatte, schwarz Corning CORN3340 (96 well)
Mikrotiterplatte, transparent Nunc 256510 (96 well)
Mikrotiterplatte, UV Brand 781620 (384 well)
Mikrotiterplatte, UV Brand 781614 (96 well)
Mikrotiterplatte, weil Corning CORNZ3884 (96 well)
Mikrotiterplatte-Reader Tecan Infinite M200
Mikrotiterschttler IKA MTS 2/4 digital
PC-Membran, 13 mm Millipore GTTP01300, 0,2 pm
PC-Membran, 13 mm Millipore VCTPO01300, 0,1 um

pH-Meter

pH-Sonde
Plattenphotometer
Rotationsverdampfer
Rotationsviskosimeter
Rotationsviskosimeter
SEC-Saulen, 2,5 mL
Sterilfilter
Thermoschrank
Thermoschrank
Thermoschrank
Thermoschrank
Trockenschrank
Ultraschallgerat
Ultraschallsonde
Vortexmischer
Zentrifuge

Zentrifuge

Zentrifuge

Schott Instruments
Schott Instruments
Tecan

Heidolph

Anton Parr
proRheo

MoBiTec

Millipore

Memmert
Memmert
Memmert
Memmert

Binder

Bandelin Sonopuls
Bandelin Sonopuls
Neolab

Hettich

Hettich

Thermos Fisher

Lab 850

pH Elektrode Blueline
Infinite 200 Pro
Laborota 4003

Rheolab QC

Rheomat RM 115
S10121

Steritop Express Plus 0,2 pm
Kihlbrutschrank IPP500
Trockenschrank Tv50uL
Kuhlbrutschrank IPP500
Trockenschrank Tv50uL
E28

HD 2070

MS72

D-6012

Mikro 20

4910 Rotixa 50RS

Heraeus biofuge stratos
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Tabelle 13-38: Spezielle Software

Anwendung Hersteller Software
Laborroboter Tecan Gemini V4.2.17.304
Prozesssteuerung Laborroboter  DASGIP Fedbatch-XP 1.0.248
Plattenphotometer Tecan Magellan V6.6
Dynamische Lichtstreumessung  Malvern Zetasizer 7.01
Viskositadtsmessung AntonPaar RheoCompass

Tabelle 13-39: Software-Einstellungen fir dynamische Lichtstreumessung mit Zetasizer Nano S
(Malvern, Worcestershire, UK)

Eingabeparameter

Einstellung

Anmerkung/Bedeutung

Measurement type

Instrument
configuration

Sample

Material

Dispersant/Solvent

General Options

Temperatur

Cell

Size

Narrow bound filter
fitted = No

High temperature
capable = No

Sample name

RI =7

Absorption = 0,01

Complex solvent

Mark-Houwink
parameter = ?

Sample viscosity options =
Use dispersant viscosity as
sample viscosity

T=25°C

Equilibration time
=60s

Standard cell

Geréatespezifische Einstellung fir Zetasizer Nano S

Probe benennen

Brechungsindex RI nur fir volumenbasierte
PartikelgréRenverteilung notwendig

0,0 fir Emulsionen

0,01 fur Latex

0,3 fur farbige Proben

0,9 fir blaue/schwarze Proben

Eingabe des Volumenanteile der Losemittel und
Konzentration der Salze im Dispersionsmittel

— Brechungsindex und dynamische Viskositat des
Dispersionsmittels werden automatisch berechnet
— fir verschiedene Dispersionsmittel werden
unterschiedliche SOPs bendtigt

Mark-Houwink-Parameter werden flr
GroéRenbestimmungen nicht benétig

Fir ¢ < 0,1 %: sample viscosity = dispersant
viscosity

Fir ¢ > 0,1 %: sample viscosity extra bestimmen
— Proben verdinnen um Viskositdtsmessung zu
umgehen

Zetasizer kann Probe heizen und kiihlen

Zeitraum in dem die Temperatur in der Kivette an
den Sollwert angeglichen wird

Es kénnen konventionelle Polystyrol-Kiivetten
verwendet werden
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Tabelle 13-39 Fortsetzung: Software-Einstellungen fir dynamische Lichtstreumessung mit dem

Zetasizer Nano S (Malvern, Worcestershire, UK)

Eingabeparameter Einstellung

Anmerkung/Bedeutung

Measurement Angle of detection = 173°
Measurement
duration = Automatic
Number of
Measurements = 3
Delay between
Measurements = 0
Advanced Position = Automatic

Attenuation = Automatic

Data Processing Analysis Model =

General Purpose

Export Frequency distribuion

Zetasizer Nano S kann ausschlielich in diesem
Winkel messen

Anzahl der Einzelmessungen (Run) je Messung
wird von Software automatisch optimiert

Jede Probe wird drei Mal vermessen (technisches
Replikat)

Sowohl Messort in der Kiivette (Position) als auch
Abschwéachungsfaktor des Lasers (Attenuation)
werden fur jede Messung automatisch neu
bestimmt

— Optimale Messergebnisse bei langerem
Zeitaufwand

Fur Proben mit unbekannten Eigenschaften

Datenausgabe als Intensitatsverteilung




