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1D
2D

AFM
APD
CCD
DGU
DLVO
DNA
DOC

EEC

FAM
FCS

FWHM

eindimensional

zweidimensional

Adenin

Rasterkraftmikroskopie (engl. atomic force micro-
scopy)

Lawinenphotodiode (engl. avalanche photodiode)
Cytosin

ladungsgekoppeltes Bauelement (engl. charge-
coupled device)

Dichtegradientenultrazentrifugation

Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek
Desoxyribonukleinsdure (engl. deoxyribonucleic acid)
Natriumdesoxycholat
Enthalpie-Entropie-Korrelation  (engl.  enthalpy-
entropy correlation)

6-Carboxyfluorescein
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (engl. fluore-
scence correlation spectroscopy)

Halbwertsbreite (engl. full width at half maximum)
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F8T2 Poly-[(9,9-dioctylfluorenyl-2,7-diyl)-co-bithiophen]

G Guanin

HPLC Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (engl.
high performance liquid chromatography)

IEC Ionenaustauschchromatographie (engl. ion-exchange
chromatography)

MD Molekulardynamik

NA numerische Apertur

OD optische Dichte

PBS phosphatgepufferte Salzlosung (engl. phosphate buf-
fered saline)

R6G Rhodamin 6G

SC Natriumcholat (engl. sodium cholate)

SDBS Natriumdodecylbenzolsulfonat (engl. sodium dode-
cylbenzenesulfonate)

SDS Natriumdodecylsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate)

SWNT einwandige Kohlenstoffnanorohre (engl. single-wall

carbon nanotube)
T Thymin
willk. Einh.  willkiirliche Einheiten

Im Folgenden werden die nachstehenden englischen Begriffe nicht ins
Deutsche iibersetzt, da sie in der wissenschaftlichen Fachsprache eta-
bliert sind.

Fit Anpassung train Schleppe
tail Schwanz loop Schlaufe

Ebenso wird die im angelsidchsischen Sprachraum iibliche Notation von
Punkten als Dezimaltrennzeichen verwendet.



1 Motivation

Die wissenschaftliche Faszination der Nanotechnologie resultiert aus
Verdanderungen der physikalischen und chemischen Eigenschaften be-
kannter Materialien infolge der Reduktion ihrer PartikelgréRe auf ei-
nige Nanometer. So ist es gelungen, aus allgegenwértigen Verbindun-
gen wie Eisenoxid hochwirksame Krebsmedikamente zu generieren. 13!
Auch wenn das Gebiet der Nanomedizin noch Gegenstand aktueller For-
schung ist, haben zahlreiche andere Anwendungen der Nanotechnolo-

gie lingst Einzug in den Alltag der Menschen gefunden. 4!

Die herausragenden neuen Eigenschaften der Nanomaterialien sind
vor allem quantenmechanischen Effekten geschuldet, aber auch die
grofle spezifische Oberfliche der Partikel spielt eine wichtige Rolle.
Oberflichen- und Grenzfldcheneffekte dringen dadurch die ansons-
ten im Vordergrund stehenden Volumeneigenschaften in den Hinter-
grund. [®7! Folgerichtig bestimmen Wechselwirkungen an den nanoska-
ligen Oberflichen das Wachstum und die daraus resultierende Struk-
tur der Nanopartikel. 9! Viele Nanomaterialien zeigen jedoch auch eine
starke Aggregationsneigung, die eine kolloidale Stabilisierung oft unum-
ginglich macht.®10-12] Dje eingesetzten organischen Dispergiermittel
dienen allerdings nicht nur der Stabilisierung der Nanopartikel. Einer-
seits kann durch deren Wahl aktiv das Wachstum der Kristalle beein-
flusst werden. #1314 Andererseits lassen sich beispielsweise auch be-
stimmte Chiralitdten einwandiger Kohlenstoffnanoréhren (SWNTSs) mit-
hilfe von synthetischen Polyfluorenen oder DNA-Oligomeren definier-



Motivation

ter Nukleinbasensequenzen selektiv anreichern. 52! Derartige Selek-
tivitdten konnen indes nur empirisch bestimmt werden, da die experi-
mentelle Methodik zur Untersuchung der Oberflichenwechselwirkun-
gen zwischen Nanopartikeln und Dispergiermitteln derzeit noch un-
zureichend ist.®!3 Demnach sind selbst einfache Fragestellungen zur
Energetik und Kinetik an der fest-fliissig-Grenzphase der Nanoparti-
kel oft ungeklirt.!®¥ Um Methoden zu finden, diese grundlegenden
physikalisch-chemischen Eigenschaften zu quantifizieren, bieten sich
Komplexe aus einwandigen Kohlenstoffnanoréhren und fluoreszieren-
den (Bio-)Polymeren als Modellsystem an. Zum einen bestehen SW-
NTs aufgrund ihrer Rohrenstruktur komplett aus Oberflichenatomen
und stellen damit eine maximal grof3e Interaktionsflache dar. Zum an-
deren ermdglicht die kommerzielle Verfiigbarkeit intrinsisch fluoreszie-
render Polymere sowie farbstoffmarkierter Biopolymere unterschied-
licher Linge und Zusammensetzung einen grofen Variationsbereich
der zu untersuchenden Dispergiermittel in Verbindung mit einer ver-
gleichsweise einfachen, fluoreszenzspektroskopischen Detektion. Ins-
besondere einzelstrangige Oligonukleotide kénnen iiber Festphasen-
synthese in nahezu jeder Sequenz und Oligomerldnge hergestellt wer-
den und stellen daher den Schwerpunkt der durchgefiihrten Untersu-
chungen dar. ??! Ausgehend von DNA-SWNT-Komplexen sollen im Rah-
men dieser Arbeit Methoden identifiziert werden, um die Wechselwir-
kung der Biopolymere mit der Oberfliche von Kohlenstoffnanordohren
zu charakterisieren. Die Techniken sollen ebenso auf synthetische Po-
lymere iibertragen werden. Einige der wichtigsten zu ermittelnden Pa-
rameter sind in Abbildung 1.1 schematisch dargestellt. Zu deren Kla-
rung sollen Methoden zur Untersuchung des Adsorptions- und Desorp-
tionsverhalten verschiedener (Bio-)Polymere auf der SWNT-Oberfldche
erprobt werden, da insbesondere die selektive Adsorption organischer
Dispergiermittel auf bestimmte Oberfldchen einiger wachsender nano-
kristalliner Halbleiter entscheidenden Einfluss auf die sich ausbilden-
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Abbildung 1.1. Schematische Darstellung der Oberflachenphdnomene bei
Polymer-SWNT-Komplexen. Aus Untersuchungen zum Adsorptions- und
Desorptionsverhalten von (Bio-)Polymeren auf SWNTs sollen neben den
entsprechenden Ratenkonstanten auch wichtige Parameter wie Bindungs-
energie, Struktur der adsorbierten Polymere und die maximale Beladung
der Nanorohroberfldche bestimmt werden.

de Struktur der Partikel zeigt.®'3 Neben den Ratenkonstanten von Ad-
sorption und Desorption sollen noch weitere wichtige Merkmale wie
Bindungsenergien, Konformationen der adsorbierten Polymere und die
maximal auf der Nanorohroberfldche adsorbierte Stoffmenge bestimmt
werden. Bisherige Arbeiten zu diesem Thema stiitzen sich grofStenteils
auf Verdrangungsreaktionen zwischen tensidstabilisierten SWNTs und
DNA-Oligomeren, wobei die Gegenwart des tensidischen Dispergier-
mittels die Wechselwirkungen zwischen den Biopolymeren und den Na-
nopartikeln unweigerlich beeinflusst. ?3-28] Untersuchungen zu Wech-
selwirkungen in reinen DNA-SWNT-Komplexen hingegen sind selten
und groRtenteils theoretischer Natur. 2933 Neben dem modellhaften
Charakter der Analyse der DNA-SWNT-Komplexe sind die ermittelten
physikalisch-chemischen GréBen auch von grof3er Bedeutung fiir die oft
diskutierte Anwendung der Komplexe in der Nanomedizin, innerhalb
derer ihr Einsatz als optische Sonde und Wirkstofftransporter erwogen

wird, 134-57)
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Im Rahmen dieser Arbeit wird anhand fluoreszenzbasierter, spektro-
skopischer Methoden das Adsorptions- und Desorptionsverhalten
sequenz- und langenvariierter, einzelstrdngiger DNA-Oligomere unter-
sucht und die Techniken exemplarisch auf das synthetische Polymer
Poly-[(9,9-dioctylfluorenyl-2,7-diyl)-co-bithiophen] (F8T2) iibertragen,
um eine generelle Anwendbarkeit zu untermauern.

In Kapitel 2 werden zunéchst die allgemeinen physikalisch-chemischen
Grundlagen zum Verstdndnis des Verhaltens von Polymeren an der
fest-fliissig-Grenzphase gelegt und die eingesetzten spektroskopischen
und numerischen Methoden vorgestellt. AnschlieBend widmet sich
Kapitel 3 den bisher veroffentlichten Arbeiten zur Interaktion von
(Bio-)Polymeren mit Kohlenstoffnanoréhren, um davon abgrenzend
die Zielsetzung dieser Arbeit zu formulieren. Kapitel 4 beschiftigt sich
mit den zur Herstellung der SWNT-Komplexe angewandten Methoden
und Geridten sowie den im Rahmen der Arbeit installierten optischen
Versuchsaufbauten. Die Untersuchungen zum Adsorptionsverhalten
der DNA-Oligomere auf Kohlenstoffnanoréhren werden in Kapitel 5
ndher erldutert und ebenso deren Ergebnisse diskutiert. Gegenstand
von Kapitel 6 sind letztlich die durchgefiihrten Experimente zur Analyse
des Desorptionsverhaltens verschiedener DNA-Oligomere sowie des
Polymers F8T2 von Kohlenstoffnanorohroberflichen. Innerhalb die-
ses Kapitels wird neben den Ergebnissen der Experimente zudem auf
die festgestellte Enthalpie-Entropie-Korrelation eingegangen und auf
Grundlage des Crank-Nicolson-Verfahrens gezeigt, dass die beobach-
teten Kinetiken nicht diffusionslimitiert sind. Abschliefend resiimiert
Kapitel 7 die Ergebnisse der gesamten Arbeit, ehe dies in Kapitel 8 in
englischer Sprache erfolgt. Umfangreiche Datensétze sind am Ende der
Arbeit im Anhang dargestellt.



2 Grundlagen

Dieses Kapitel widmet sich den wichtigsten Grundlagen zum Verstdnd-
nis der vorliegenden Arbeit. Zunichst werden die Polymerstruktur in Lo-
sung, die thermodynamischen Gesetze beim fest-fliissig-Phaseniiber-
gang und die Wechselwirkung von Polymeren mit Oberflichen erldu-
tert. Der darauffolgende Abschnitt beschiftigt sich mit dem numeri-
schen Crank-Nicolson-Verfahren zur Losung der Diffusionsgleichung.
Auf Grundlage der Ergebnisse des Verfahrens ldsst sich abschétzen, ob
die Kinetik einer Reaktion diffusionslimitiert ist. Im Anschluss werden
die fiir diese Arbeit relevanten Eigenschaften von Kohlenstoffnanorth-
ren sowie deren kolloidale Stabilisierung und die Fluoreszenzkorrela-
tionsspektroskopie vorgestellt.

2.1 Physikalisch-chemische Eigenschaften von
Polymeren

Polymere bestehen aus zahlreichen Untereinheiten und stellen daher ei-
ne schier unendlich groBe Stoffklasse mit extrem variabler chemischer
Zusammensetzung dar. Ungeachtet dieser Vielfalt lassen sich dennoch
einige Gemeinsamkeiten beim physikalisch-chemischen Verhalten fest-
stellen, die in diesem Abschnitt diskutiert werden. Dabei sollen wichtige
Groflen wie Durchmesser der Partikel sowie Persistenz- und Kuhn-Linge
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hergeleitet werden. Durch Betrachtung des Phaseniibergangs von fest
nach fliissig, der als Ndherung der Desorption angesehen werden kann,
werden Gleichungen zur Abschétzung der thermodynamischen GrofSen
des Vorgangs erhalten. Abschlielend wird das Langmuir-Modell zur Be-
schreibung von Oberflachenprozessen eingefiihrt und einige Besonder-
heiten der Polymeradsorption vorgestellt. Die Ausfithrungen orientieren
sich im Wesentlichen an den Lehrbiichern The Physics of Polymers von
G. Strobl, The Colloidal Domain von D. Evans und H. Wennerstrom so-

wie Polymer Physics von M. Rubinstein und R. Colby. [38-40]

2.1.1 Struktur in Losung

Polymere sind per Definition aus mehreren Monomeren aufgebaut, die
kovalent miteinander verbunden sind. Die Anzahl der enthaltenen Mo-
nomere N, wird als Grad der Polymerisation bezeichnet. Neben der
Lange der Polymerkette spielt auch die Anordnung der Monomere ei-
ne wichtige Rolle. Abbildung 2.1 zeigt schematisch einige denkbare Ver-
kniipfungsmuster fiir lineare Polymere.

a) Homopolymere

{—A—A—A—A—A—A—A—A—A—A—A—A~}
n

b) Copolymere
%B—B—A—B—A—A—B—A—B—B—B— A+
n

{~A—B—A—B—A—B—A—B—A—B—A—BjL
n

Abbildung 2.1. Polymerverkniipfungsmuster. a) Homopolymere sind nur
aus einem Monomer A aufgebaut. b) Copolymere bestehen aus mehreren
verschiedenen Monomereinheiten A und B, die sowohl zuféllig als auch re-
gelmiRig angeordnet sein konnen. (38!
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In Abbildung 2.1 a) ist ein Homopolymer dargestellt, welches bei der Po-
lymerisation identischer Monomere A entsteht. Abbildung 2.1 b) skiz-
ziert hingegen Copolymere, die das Ergebnis der Reaktion nicht gleich-
artiger Monomere sind. Bereits bei nur zwei unterschiedlichen Spezies
A und B ergeben sich zahlreiche mogliche Verkniipfungssequenzen. Die
Monomere kénnen entlang der Polymerkette zufillig verteilt sein, wie
im oberen Abschnitt von Abbildung 2.1 b) gezeigt. Es handelt sich dann
um ein statistisches Copolymer. Im unteren Teil von Abbildung 2.1 b) ist
ein alternierendes Copolymer zu sehen, in dem sich die unterschiedli-
chen Monomere in einem regelméRigem Muster wiederholen. *!! Wih-
rend sich die Abfolge der Monomere meist noch gut beeinflussen ldsst,
ist der Grad der Polymerisation oft nur unzureichend zu kontrollieren.
Bei der Synthese entsteht in der Regel ein Gemisch aus Polymerketten
unterschiedlicher Linge und Molmasse. Eine sehr gute Kontrolle tiber
die Kettenldnge ldsst sich allerdings durch Festphasensynthese erzie-
len, wie sie fiir Biomolekiile wie Peptide oder DNA-Oligomere eingesetzt
wird. 22!

Viele Eigenschaften von Polymeren lassen sich mithilfe ihrer Konforma-
tion in Losung erkldren. Die méglichen Anordnungen sind schematisch
in Abbildung 2.2 zusammengefasst. Im Gegensatz zu kleineren Molekii-
len spielen bei Polymeren dabei auch die intramolekularen Kréfte ei-
ne wichtige Rolle. Die meisten Polymere bestehen aus einem flexiblen
Kohlenstoffriickgrat und in Losung ist davon auszugehen, dass eine freie
Drehbarkeit entlang der C—C-Einfachbindungen weitestgehend mog-
lich ist, wodurch sich viele denkbare Konformationen ergeben. Im lin-
ken Teil von Abbildung 2.2 ist die stabformige Anordnung gezeigt. Diese
tritt auf, wenn sich die Monomere der Polymerkette abstof$en und at-
traktive Wechselwirkungen mit dem Solvens méglich sind. Die Lange des
Stabs ist dabei die Konturlinge Ly des Makromolekiils. “?! Die stabfor-
mige Konformation wird vorwiegend bei geladenen Polymeren wie kurz-
en DNA-Doppelstringen beobachtet. 3% Tritt hingegen der umgekehrte
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Abbildung 2.2. Polymerkonformationen in Lésung (nach D. Evans und H.
Wennerstrém, The Colloidal Domain). In Losung kénnen Polymere stab-
féormig mit der Konturldnge L (links), sphérisch mit dem Radius Ry (Mitte)
oder als Knduel mit dem Gyrationsradius Rg (rechts) vorliegen. (3%

Fall ein, dass die Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Monome-
ren attraktiv und jene zum Solvens eher repulsiv sind, ist eine sphéirische
Anordnung des Polymers zu erwarten. Dieser Fall ist im mittleren Teil der
Abbildung gezeigt. Der Radius Ry des Partikels ist dabei proportional zu
Ny, Viele Peptide liegen unter physiologischen Bedingungen in dieser
Konformation vor. #%43 Im rechten Teil von Abbildung 2.2 ist eine An-
ordnung dargestellt, die eine deutlich geringere Ordnung zeigt. Sie wird
als zufilliges Knduel bezeichnet. Die meisten synthetischen Polymere,
aber auch Biopolymere wie RNA und einzelstrdngige DNA nehmen in
Losung diese Konformation an. Der Durchmesser der Partikel ldsst sich
durch Streuexperimente bestimmen und wird daher {iber den Streumas-
senradius bzw. Gyrationsradius Rg definiert. Das Knéuel stellt dabei kei-
nen konstanten sphérischen Partikel dar, sondern unterliegt Fluktua-
tionen verschiedener Konformationen, die sich aus der freien Drehbar-
keit um die C-C-Einfachbindungen ergeben. Geht man von einer sp*-
Hybridisierung des Kohlenstoffriickgrats aus, ergeben sich fiir die relati-
ve Stellung zweier Monomere drei Moglichkeiten: zwei gauche- und eine
trans-Anordnung. Fiir ein Polymer aus 1000 Monomeren ldsst sich die
Anzahl der moglichen Konformationen Q berechnen.

Q= 3Np — 31000 ~ 10477 (2.1)
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Liegt keine durchgehende sp®-Hybridisierung des Kohlenstoffriickgrats
vor, ergeben sich entsprechend weniger Konformationen. Das Knduel
wird als zeitliche Mittelung tiber all diese Konformationen betrachtet.
Wenn die Ausrichtung der einzelnen C-C-Bindungen rein statistisch er-
folgt, kann die Struktur der Polymerkette mit einer dreidimensionalen
Zufallsbewegung berechnet werden und es liegt ein ideales Knéuel vor.
Aufgrund des Eigenvolumens Vg realer Makromolekiile kann sich die
Polymerkette jedoch nicht auf sich selbst falten, was zur Anderung der
Knéuelstruktur fiihrt. Diese wird im Wesentlichen durch die konkurrie-
renden Monomer-Monomer- und Monomer-Solvens-Wechselwirkun-
gen bestimmt und die Auswirkungen sind in Abbildung 2.3 schematisch
skizziert.

15
O e b
> schlechtes 6- gutes
Solvens Temperatur Solvens
".3\
o
ik
1 [fr)dF ] i
V>0
L e 1 - -
kompakt
&
-1 N locker
Abstand r Abstand r Abstand r

Abbildung 2.3. Kniuelstruktur in unterschiedlichen Losemitteln. In
schlechten Losemitteln (rot) ist die Anziehung zwischen zwei Monomeren
(schwarz) der Polymerkette (grau) relativ stark und es bilden sich kompakte
Knéuel. Bei der §-Temperatur (blau) wird ein ideales Knduel beobachtet,
wohingegen in guten Solvenzien (griin) lockere Knauel entstehen. 40!
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Im oberen Teil der Abbildung ist das Potenzial U als Funktion des
Monomer-Monomer-Abstands r gezeigt. Bei groflen Entfernungen fin-
den nur Interaktionen mit den Solvensmolekiilen statt und das Poten-
zial wurde willkiirlich als null festgesetzt (gestrichelte Linie). Da gleich-
artige Wechselwirkungen gegeniiber heterogenen Wechselwirkungen in
der Regel bevorzugt sind, ergibt sich bei Anndherung zweier Monomere
stets eine energetische Absenkung. 3941 Diese Stabilisierung ist bei ei-
nem schlechten Losemittel (rot) stirker ausgeprégt als bei einem guten
Losemittel (griin) und spiegelt sich in der unterschiedlichen Tiefe des
Potenzials wider. Bei sehr geringen Abstdnden tiberwiegt jedoch stets die
Born-Abstof8ung der Elektronenhiillen, was zu einem starken Anstieg
des Potenzials fiihrt. Im unteren Teil der Abbildung ist die sogenannte
Mayer f-Funktion gezeigt, die die Wahrscheinlichkeit wiedergibt, zwei
Monomere im Abstand r zu finden. [4%!

—u@)

fr)y=e®wr -1 2.2)

Dabei ist kg die Boltzmann-Konstante und T die absolute Temperatur.
Das Eigenvolumen V.j; des Polymers ldsst sich liber das Integral der
Wahrscheinlichkeitsverteilung ermitteln: (4%

Veig = — f f(rydr? (2.3)
0

Das negative Vorzeichen fiithrt dazu, dass die repulsiven Beitrdge (grau)
einen positiven Beitrag zu Vg leisten und folglich zu einer Aufweitung
des Polymerknduels fiihren. Ist die Monomer-Monomer-Anziehung im
Vergleich zur Monomer—Solvens-Anziehung stark — wie bei schlechten
Losemitteln — so fiihrt dies zu einem negativen Eigenvolumen und es

10
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kommt zur Ausbildung eines kompakteren Knduels. Die Qualitit des L6-
semittels ist temperaturabhéngig und der Ubergang von gut zu schlecht
findet bei der sogenannten §-Temperatur statt (blau). Bei dieser Tempe-
ratur heben sich die attraktiven und repulsiven Beitrage gerade auf, so
dass Veig =0 gilt. Das Polymer verhilt sich dann wie ein ideales Knéduel
ohne Eigenvolumen. Am Modell des idealen Kn&duels werden im Folgen-
den einige wichtige Parameter zur Beschreibung von Polymeren in L6-
sung eingefiihrt. Abbildung 2.4 a) zeigt schematisch den Ausschnitt ei-
nes idealen Knéuels. Die gekriimmte Koordinate [ verlduft entlang der
Polymerkette von 0 bis L.; und beschreibt die variierende rdumliche Aus-
richtung der Kette {iber die Einheitsvektoren €(!) (rot). Des Weiteren sind
noch der End-End-Abstand R (schwarz) und die zufilligen Vektoren a;
bis dy, (blau) dargestellt.

L=

K, dal
oode T ™

0 2 4 & 8
Al nm

Abbildung 2.4. Zufilliges Knduel und Persistenzldnge (nach G. Strobl, The
Physics of Polymers). a) Ein gelostes Polymer kann als zufélliges Knduel be-
schrieben werden. b) Die Persistenzldnge Ips ist als Integral der Korrelati-

onsfunktion Kg, definiert. 38!

Ein weiteres wichtiges Mals fiir die Ausbildung des Knéduels ist die Steifig-
keit der Polymerkette. Ein flexibles Polymer wird ein kompakteres Knidu-
el bilden als ein steifes Polymer der gleichen Lange. Um die Steifigkeit zu
beschreiben, wird die raumliche Korrelationsfunktion Kq, aufgestellt. Sie
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beschreibt die Korrelation der Kettenausrichtung an zwei Punkten mit
dem Abstand Al entlang der gekriimmten Koordinate und ist wie folgt
definiert:

Kor(Al) = (&(1) - e(1 + Al)) (2.4)

Die spitzen Klammern stehen fiir die Mittelung tiber alle m6glichen Kon-
formationen mit ihren statistischen Wichtungen. Der typische Verlauf
von Koy ist in Abbildung 2.4 b) gezeigt. Bedingt durch die Flexibilitdt des
Polymers ist davon auszugehen, dass Ko, fiir grolle Al gegen null lduft.
Das Integral {iber die Korrelationsfunktion wird gew6hnlich als MaR fiir
die Steifigkeit des Polymers genutzt und als Persistenzldnge I,s bezeich-
net.

(o)

Ips = f Kor dAI (2.5)
0

Eine weitere GroRe zur Charakterisierung des Polymers ist der in Abbil-
dung 2.4 dargestellte End-End-Vektor R. Er gibt den durchschnittlichen
Abstand der beiden Enden der Polymerkette an und kann tiber die Vek-
toren dy hergeleitet werden, die beliebige Punkte entlang der Kette ver-
binden. Sie teilen diese in Ny Abschnitte, die jeweils grof3er als die Per-
sistenzldnge sind. Der End-End-Vektor ergibt sich dann durch Addition
dieser Vektoren.

R= Z an (2.6)

Da ein ideales Knduel betrachtet wird, kann die Verteilung der Vektoren
ay entlang des Polymerriickgrats als dreidimensionale Zufallsbewegung

12
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mit einer Gaull-Funktion beschrieben werden. Als Ergebnis erhilt man

fiir den mittleren quadratischen End-End-Abstand: 38-40)

(ﬁ2> o N |an|? 2.7

In realen Systemen muss noch dem Eigenvolumen Rechnung getragen
werden, da sich das Polymer nicht auf sich selbst falten kann. Unter Be-
riicksichtigung der Eigenvolumenabstollung erhilt man eine Proportio-
nalitdt zu N26.839 Als Linge fiir @y kann die doppelte Persistenzlénge
angenommen werden, die als Kuhn-Lénge Ix definiert ist. 3847

I = 2lps 2.8)

Die Polymerkette mit der Konturldnge L. ist dann in L./lx Kuhn-
Segmente unterteilt. Jedes Kuhn-Segment der Polymerkette kann sich
dabei unabhédngig von den anderen Segmenten im Raum ausrich-
ten. Anstatt der tatsdchlichen Anzahl an Bindungen reduziert sich
die Beschreibung der Polymerkonformation auf die Anzahl an Kuhn-
Segmenten. Typische Kuhn-Lingen von Polyfluorenen, die dem in
dieser Arbeit verwendeten F8T2 strukturell d4hneln, betragen 17-20 nm,
wohingegen die Kuhn-Segmente einzelstrangiger DNA mit 6-8 nm
deutlich kiirzer sind. 47! Unter Annahme idealen Verhaltens ldsst sich

fiir den mittleren quadratischen End-End-Vektor R zeigen: [40:4849)

(R) = iLq 2.9)

Mithilfe des End-End-Vektors lédsst sich der Gyrationsradius Rg bestim-
men, der den Radius des Polymerknéduels in Losung charakterisiert. Fiir
die Herleitung sei auf die weiterfiihrende Literatur verwiesen. 38 Bei
idealem Verhalten ergibt sich:
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Rg = /3l ag Np o« N3° (2.10)

Dabei ist ay die Linge eines Monomers. Fiir gute Losemittel folgt die
Proportionalitit NJ® und fiir schlechte Losemittel Nj-33.1%9 Aus Glei-
chung 2.10 ist ersichtlich, dass steifere Polymere mit einer gréBeren
Kuhn-Linge grofere Knduel bilden. Neben der Qualitit des Losemittels
nehmen also auch die mechanischen Eigenschaften des Polymers Ein-
fluss auf dessen Knduelgrole in Lésung.

2.1.2 Thermodynamik des fest-fliissig-Phaseniibergangs

Im Rahmen dieser Arbeit soll die Desorption von (Bio-)Polymeren von
Kohlenstoffnanorohroberflachen untersucht werden. Dieser Vorgang ist
grundsétzlich vergleichbar mit der Losung eines Polymers aus dem Fest-
korper in ein Solvens. Beide Vorginge sind durch den Ubergang von ei-
ner geordneten Struktur an der Oberfldche eines Festkorpers in einen
weniger geordneten fliissigen Zustand charakterisiert. Ausgehend von
idealen Mischungen soll im kommenden Abschnitt die Thermodyna-
mik des fest-fliissig-Phaseniibergangs im Allgemeinen betrachtet wer-
den, um die gefundenen Zusammenhénge anschliefend auf Polyme-
re zu iibertragen und Riickschliisse auf den Desorptionsprozess zu zie-
hen. Abbildung 2.5 zeigt schematisch die ideale Mischung von zwei
reinen Komponenten A und B. Die Freie Mischungsenthalpie AGpix
bei konstanter Temperatur und konstantem Druck ist dabei iiber die
Mischungsenthalpie AHp,;x und die Mischungsentropie ASp;y definiert.

AGmix = AHpix — TASnix (2.11)

Bei einer idealen Mischung treten zwischen den beiden Komponen-
ten per Definition absolut identische Wechselwirkungen auf, so dass
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N, N, N

Abbildung 2.5. Zweidimensionales Gittermodell zur Beschreibung der
idealen Mischung von zwei Komponenten (nach D. Evans und H. Wenner-
strom, The Colloidal Domain). Im gemischten Zustand sind neben der ge-
zeigten noch zahlreiche weitere Anordnungen zuganglich. 1391

AHpix =0 gilt. Da es sich bei der Mischung um einen spontanen Vor-
gang handelt, also AGpix <0 ist, muss die Entropie als Folge der Durch-
mischung zunehmen. Nach Boltzmann ist die Entropie S proportional
zum natiirlichen Logarithmus der zugédnglichen Zustédnde Q.

S=kslnQ (2.12)

Betrachtet man das 2D-Gittermodell in Abbildung 2.5, so stellt man fest,
dass im Ausgangszustand, in dem die beiden Komponenten A und B ge-
trennt sind, nur die gezeigte Anordnung moglich ist. Folglich ist Q=1.
Fiir den Mischungszustand sind neben der gezeigten jedoch noch zahl-
reiche weitere Anordnungen denkbar. Um deren Anzahl zu berechnen,
reicht es aus, die Ny A-Teilchen auf das Gitter zu verteilen. Die B-Teilchen
besetzen dann die verbliebenen, vakanten Gitterplitze. Die mogliche
Anzahl der Verteilungen Q von N, identischen Objekten auf N Gitter-
platze ist:

N! N!
Q= = (2.13)
Na!- (N = Na)!  Na!- Ng!
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Fiir das in Abbildung 2.5 dargestellte System mit N =25, Ny=9 und
Np =16 ist Q~2-10°. Die Entropieéinderung ASnx zwischen Ausgangs-
und Endzustand ist folglich 15 kg oder 125 J-mol~!-K~!. Fiir sehr groRe N
lasst sich die Stirling-Ndherung verwenden und man erhélt als Ausdruck
fiir die Entropie des gemischten Systems:

Smix = —kB (NA ll’lXA + Np lnXB) (2.14)

Dabei sind X; und Xp die entsprechenden Stoffmengenanteile. Obwohl
Gleichung 2.14 fiir ideale Bedingungen hergeleitet wurde, kann sie auch
zur Beschreibung von stark verdiinnten, realen Mischungen angewen-
det werden, wie sie im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden. Aller-
dings ist noch die Beschreibung der Mischungsenthalpie A Hpjx notwen-
dig, die in realen Losungen ungleich null ist. Die Enthalpie H lésst sich
als Summe der Wechselwirkungen W aller Teilchen ] mit ihrem Nachbar-
molekiil K formulieren. 3%

H= Z Wik (2.15)
J>K

Die Anzahl der ndchsten Nachbarmolekiile eines Teilchens betrage z. Im
Ausgangszustand in Abbildung 2.5 kann es nur zu Wechselwirkungen
zwischen gleichen Molekiilen kommen und die Enthalpie des Anfangs-
zustands ldsst sich wie folgt formulieren:

1 1
Hy = ZZNAWAA + ZZNBWBB (2.16)
Fiir den gemischten Zustand muss nicht nur die Anzahl der gleicharti-
gen Wechselwirkungen ixp bzw. igg beriicksichtigt werden, sondern zu-
sdtzlich noch die zwischen verschiedenen Teilchen iy. Die Enthalpie fiir
den gemischten Zustand ergibt sich dann als:

16



Physikalisch-chemische Eigenschaften von Polymeren

Hpix = inaAWaa + igsWeB + iaWaB (2.17)

Die Anzahl der Wechselwirkungen steht im Zusammenhang mit der ent-
sprechenden Teilchenzahl Ny bzw. Ng und der Koordinationszahl z.

2ipp + iag = z2Np (2.18)
2igg + iagp = zNB (2.19)

Der Faktor zwei rithrt daher, dass Wechselwirkungen zwischen gleich-
artigen Molekiilen in beide Richtungen gezdhlt werden. Setzt man nun
Gleichungen 2.18 und 2.19 in Gleichung 2.17 ein, so erhélt man nach
Umformung: 39

(2.20)

1 _IiABW
2 2 h

. 1
AHpix = Hmix — Ho = iaB (WAB — ~Waa — -Wgp
Z NAV

Hierbei ist Ny, die Avogadro-Zahl. Aullerdem taucht der Wechselwir-
kungsparameter w auf, iiber dessen Vorzeichen festgelegt ist, ob Interak-
tionen zwischen gleichartigen oder verschiedenen Spezies energetisch
bevorzugt sind.

1 1
w = ZNAV (WAB - EWAA - EWBB (221)

Obgleich die Beitrdge Wag, Was und Wpp negativ sind, nimmt w in der Re-
gel positive Werte an, da die heterogenen Wechselwirkungen Wy schwi-
cher sind als der Durchschnitt der homogenen Wechselwirkungen Waa
und Wgg. ¥4 Um den Ausdruck in Gleichung 2.20 nutzen zu kénnen,
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muss noch die Anzahl der heterogenen Wechselwirkungen iy bestimmt
werden. Von den z Nachbarn eines A-Teilchens sind zXg B-Teilchen.
Nachdem es Ny =Xa(Na + Np) A-Teilchen gibt, ldsst sich die Anzahl
der AB-Paare aus den entsprechenden Stoffmengenanteilen X und den
Stoffmengen N berechnen.

iag = 2XpXg (Na + Np) (2.22)

Nach Einsetzen von Gleichung 2.22 in Gleichung 2.20 erhilt man den
Ausdruck fiir die Mischungsenthalpie AHpix. Mit der Mischungsentro-
pie aus Gleichung 2.14 kann letztlich die Freie Mischungsenthalpie aus
Gleichung 2.11 berechnet werden.

AGnix = (nA + nB) [XAXBLU + RT (XA ll’lXA + Xp In XB)] (2.23)

In dieser Gleichung ist R die allgemeine Gaskonstante und r die Stoff-
menge sowie X der Stoffmengenanteil der jeweiligen Komponente, die
in der Regel beide bekannt sind. Der Zusammenhang zwischen Lslich-
keit eines Stoffs A in Losemittel B und dem Wechselwirkungsparameter
w wird in Gleichung 2.23 deutlich. Je schlechter die heterogenen Wech-
selwirkungen zwischen geldstem Stoff und Solvens sind — also je groler
w —desto groBer wird die Freie Mischungsenthalpie AGy,ix. Die bisher ge-
troffenen Uberlegungen gelten fiir alle verdiinnten Mischungen. Beim
Solvatisieren von Polymeren treten jedoch einige Besonderheiten auf,
die im Folgenden erértert werden.

Die erste thermodynamische Beschreibung der Loslichkeit von Polyme-
ren wurde von P. Flory und L. Huggins verdéffentlicht. Sie gehen ebenfalls
von einer idealen Mischung aus und berticksichtigen zusitzlich noch die
unterschiedlichen Eigenvolumina von Polymer und Solvens. Die ideale
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Mischungsentropie wird dann mit den Volumenanteilen ¢ von Solvens

und Polymer und deren Stoffmengen n formuliert. 5%51

Smix = —R (nsIn ¢s + np In ¢pp) (2.24)

Ebenso muss der Ausdruck fiir die Mischungsenthalpie angepasst wer-
den. Die Summe der heterogenen Interaktionen iy wird durch die An-
zahl der Monomereinheiten bestimmt, die sich durch Multiplikation der
Stoffmenge des Polymers n;, mit dessen Polymerisationsgrad N, ergibt.

AHpix = zwNpnpos = zRT x Npnpos (2.25)
w

it = — 2.26

mit x = o7 (2.26)

Dabei ist y der sogenannte Flory-Huggins-Parameter. Da w in der Regel
positiv ist, wird die Mischungsenthalpie nach Gleichung 2.25 fiir lingere
Polymere immer gréBer, wohingegen die Mischungsentropie unabhén-
gig von N, ist. Als Konsequenz sollten lingere Polymere unldslich sein.
Dies ist jedoch offensichtlich nicht der Fall. Der Grund dafiir liegt wie-
derum in der Flexibilitdt der Polymerkette und den damit verbundenen
zahlreichen zugédnglichen Konformationen in Lésung, die bereits in Ka-
pitel 2.1.1 diskutiert wurden. Im Festkorper sind die Rotationsfreiheits-
grade eingeschrdankt und das Polymer kann ndherungsweise nur eine
Konformation annehmen. Die Entropie ist gema® Gleichung 2.12 folg-
lich null. ®¥ Beim Ubergang vom Festkérper in die fliissige Phase tritt
die freie Drehbarkeit entlang der C—C-Bindungen ein und die Anzahl zu-
ginglicher Konformationen kann geméal Gleichung 2.1 berechnet wer-

den. Die Entropie in Losung betrégt dann fiir die Stoffmenge ny: 3%
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S = npkp In©®™ = nykpN, In©® (2.27)

Die Variable ® gibt die moglichen Anordnungen beziiglich einer C-C-
Bindung bzw. zweier Kuhn-Segmente wieder. Fiir Makromolekiile mit
einer durchgehenden sp®-Hybridisierung des Polymerriickgrats lassen
sich die beiden gauche- sowie die trans-Anordnung anfiihren und es
gilt ®=3. Uber die Gleichungen 2.24, 2.25 und 2.27 kann die Freie
Mischungsenthalpie des Polymers AGrl;oiLy berechnet werden.

AGY = RT [(nsIn ¢ + np In @) + zx Npnpds — npNp In©]  (2.28)

Der erste Term ist der Ausdruck fiir die ideale Mischungsentropie und
der zweite Term steht fiir die Mischungsenthalpie. Der dritte Term be-
riicksichtigt den Entropiezuwachs fiir die zugéanglichen Polymerkonfor-
mationen in Losung. Fiir groBe N, dominieren die beiden letzten Ter-
me. Abhingig davon, ob der enthalpische oder entropische Beitrag iiber-
wiegt, wird AGEELY groRer oder kleiner null. Bei sehr verdiinnten Losun-
gen ist ¢s = 1 und die Qualitdt des Losemittels kann iiber den Flory-
Huggins-Parameter abgeschitzt werden. 39

In®
Xgut < 7 < Xschlecht (2.29)

Sind die Wechselwirkungen zwischen Solvens und Monomer attraktiv,
ergeben sich hohere Koordinationszahlen z und es handelt sich um ein
gutes Losemittel. Bei schlechteren Losemitteln dominieren Monomer-—
Monomer-Interaktionen und z ist demzufolge niedriger. Der Uber-
gang von gutem zu schlechtem Losemittel erfolgt definitionsgema( bei
x =0.5 und entspricht der 6-Temperatur. 139
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Gleichung 2.28 verdeutlicht, dass das Losemittel einen direkten Einfluss
auf die Freie Mischungsenthalpie AGEELY eines Polymers hat. Aufgrund
der prinzipiellen Vergleichbarkeit zwischen Solvatisierung und Desorp-
tion kann davon ausgegangen werden, dass die Qualitdt des Losemittels
auch einen erheblichen Einfluss auf das Ausmal} und die Geschwindig-

keit der Desorption eines Polymers zeigt.

2.2 Thermodynamik der
Oberflichenwechselwirkungen

Um das Sorptionsverhalten von (Bio-)Polymeren auf Kohlenstoffnano-
rohren zu beschreiben, ist es notwendig, die Wechselwirkungen zwi-
schen Polymeren und Festkorperoberflichen zu verstehen. Dieser Ab-
schnitt widmet sich der thermodynamischen Beschreibung der Adsorp-
tion, um grundlegende Begriffe und das Langmuir-Modell anhand der
Adsorption kleinerer Molekiile an festen Oberflachen einzufiihren. Dar-
auf aufbauend wird die Adsorption groller Molekiile wie Polymere ana-
lysiert.

Abbildung 2.6 a) zeigt schematisch die Grenzflache zwischen der fliissi-
gen bzw. gasformigen Phase und dem festen Substrat, an welchem die
Adsorption stattfindet. Die adsorbierten Teilchen werden Adsorbat ge-
nannt, die nicht adsorbierten Molekiile Adsorptiv. Teil b) der Abbildung
zeigt den Verlauf des Bedeckungsgrads 6 in Abhédngigkeit der Gleichge-
wichtskonzentration ¢; des Adsorptivs. Eine relativ einfache Beschrei-
bung der Adsorption ist das Langmuir-Modell. Die Oberfldche des Sub-
strats besteht dabei aus einer gewissen Anzahl an Bindungsstellen n.,
die von Molekiilen aus der Lésung bzw. Gasphase besetzt werden kon-
nen. Die Adsorption ist reversibel, so dass sich ein Gleichgewicht zwi-
schen Adsorbat und Adsorptiv einstellt, das von den Ratenkonstanten
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a) b) 1.0
® <« Adsorptiv 2
e o 2
Bindungsstelle 2
Adsorbat o frei belegt 2 0.5
=
\ kdes//kads \ / s
©
oo o e o o 2 Temperatur
T<T,<T,
0.0+

Konzentration c,

Abbildung 2.6. Langmuir-Adsorptionsmodell (nach H.-J. Butt, Physics and
Chemistry of Interfaces). a) Schematische Darstellung der Adsorption und
Desorption an festen Oberflachen. b) Langmuir-Adsorptionsisothermen
zur Beschreibung der Abhingigkeit des Bedeckungsgrads von der Gleich-
gewichtskonzentration cf; Keq jeweils in L-mol~!. 152!

der Adsorption k,4s und der Desorption kqes abhédngt. Alle Bindungsstel-
len sind identisch und es finden keine Wechselwirkungen zwischen den
adsorbierten Molekiilen statt. Der Bedeckungsgrad 6 der Oberfldche ist
als Anteil der besetzten Bindungsstellen definiert. Vor allem fiir techni-
sche Anwendungen wird der Bedeckungsgrad oft tiber die Masse des Ad-
sorbats m,qs definiert, welche pro Gramm Substrat myg,, gebunden wer-
den kann.

g = Mads ~ Mads (2.30)
Noo Mgub

Die zeitliche Anderung des Bedeckungsgrads hingt sowohl von den Ra-
tenkonstanten der Adsorption und Desorption als auch von der Konzen-
tration des Adsorptivs ¢ und dem Bedeckungsgrad selbst ab.

de

T = kaas(1 — 0)ct — kqesd (2.31)
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Im Gleichgewicht laufen Adsorption und Desorption gleich schnell ab
und die Anderung des Bedeckungsgrads ist folglich null. Gleichung 2.31
lasst sich dann l6sen und der Bedeckungsgrad kann als Funktion von c¢
angegeben werden.

Kege .
O(ct) = ——— mit Keq=— (2.32)

Neben der Adsorptivkonzentration hdangt der Bedeckungsgrad iiber die
Gleichgewichtskonstante Keq auch von der Temperatur ab. Folglich er-
hilt man fiir jede Temperatur eine Adsorptionsisotherme, wie sie in Ab-
bildung 2.6 b) dargestellt ist. Fiir niedrige Konzentrationen steigt der
Bedeckungsgrad zunéchst linear mit ¢; an und lduft dann in einen Sit-
tigungsbereich. Bei sehr hohen Konzentrationen des Adsorptivs nimmt
der Bedeckungsgrad nicht weiter zu, da alle Bindungsstellen besetzt sind
und somit keine weiteren Teilchen mehr adsorbiert werden kénnen.
Eine Bedeckung des Substrats mit mehreren Schichten Adsorbat wird
im Langmuir-Modell nicht berticksichtigt. Fiir steigende Temperaturen
sinkt der Wert der Gleichgewichtskonstanten, da die Adsorption ein exo-
thermer Vorgang ist. Dementsprechend sind bei gleicher Konzentration
weniger Teilchen adsorbiert.

Obgleich das Adsorptionsmodell von Langmuir einige Vereinfachungen
enthilt, lassen sich Adsorptionsvorgdnge damit sehr gut beschreiben.
Fiir die Adsorption von Polymeren miissen jedoch weitere Effekte be-
riicksichtigt werden. Der Hauptunterschied zwischen den bisher be-
trachteten niedermolekularen Adsorbaten und Polymeren ist die Teil-
chengréBe. Kleine Molekiile haben auf der Oberfliche des Substrats
einen identischen Platzbedarf und kénnen entweder adsorbiert oder
desorbiert sein. Bei Polymeren sind die Verhiltnisse weniger eindeutig,
da jede Monomereinheit adsorbiert oder desorbiert sein kann. Abbil-
dung 2.7 zeigt schematisch mogliche Adsorptionskonformationen eines
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Polymers. Strukturell lassen sich dabei drei Bereiche unterscheiden. Ein
Teil der Monomere ist in trains auf der Oberfldche adsorbiert. Benach-
barte train-Segmente sind durch loops miteinander verbunden, welche
selbst nicht mit der Oberfldche in Wechselwirkung treten. An den Enden
des Polymers kommt es zur Ausbildung von tails. Auch diese Monomere
sind nicht auf der Oberfldche adsorbiert, sondern befinden sich in Lo-
sung.

a)

Abbildung 2.7. Adsorptionskonformationen von Polymeren (nach A. W.
Adamson und A. P. Gast, Physical Chemistry of Surfaces). a) Innerhalb eines
adsorbierten Polymers koénnen die Monomere adsorbiert sein (trains) oder
in die Losung ragen (loops, tails). b) Der Anteil nicht adsorbierter Monome-
re kann bei identischen Polymeren variieren, was einen variablen Platzbe-
darf zur Folge hat. [43:53]

Das Adsorptionsverhalten der Polymere ist auf deren konformative Viel-
falt zuriickzufiihren, die bereits in den vorangegangenen Abschnitten
diskutiert wurde. Wire das Polymer iiber alle Monomereinheiten auf der
Oberflache adsorbiert, wiirde die maximale Adsorptionswirme frei wer-
den. Dies wiirde jedoch wiederum eine starke Absenkung der Entropie
bedeuten, da die Konformation des Polymers sehr eingeschriankt wére.
Die Ausbildung verschiedener Konformationsabschnitte innerhalb ei-
nes Polymers stellt daher einen Kompromiss aus konformativer Vielfalt
und attraktiven Wechselwirkungen mit der Oberfliche dar. 394353 Die
Adsorptionswirme des Polymers zeigt folglich keine lineare Abhingig-
keit vom Polymerisationsgrad Np. Eine weitere Auswirkung der konfor-
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mativen Freiheit ist in Abbildung 2.7 b) gezeigt. Die Anzahl der Segmen-
te, iber die ein Polymer auf dem Substrat gebunden ist, kann in Abhin-
gigkeit des Losemittels oder der Polymerkonzentration variieren. 3953
Obwohl in Abbildung 2.7 a) und b) jeweils insgesamt zwdlf der 27 Bin-
dungsstellen des Substrats besetzt sind, ist die Anzahl adsorbierter Po-
lymere nicht identisch und die in Gleichung 2.30 eingefiihrte Propor-
tionalitdt des Bedeckungsgrads zur Masse des Adsorbats daher fiir die
Adsorption von Polymeren nicht mehr giiltig. Trotz der diskutierten Be-
sonderheiten hat sich gezeigt, dass die Polymeradsorption hinreichend
gut mit dem Langmuir-Modell beschrieben werden kann. 3943531 Da-
her wird auch im Rahmen dieser Arbeit auf das Modell zuriickgegriffen.
Abgesehen von der Bestimmung iiber Adsorptionsisothermen kdénnen
die Gleichgewichtskonstanten der Adsorption auch auf Grundlage kine-
tischer Untersuchungen erhalten werden, welche im kommenden Ab-
schnitt diskutiert werden.

2.3 Kinetik der Oberflichenwechselwirkungen

Durch Untersuchung der Sorptionskinetik an Oberflichen sind neben
den Ratenkonstanten der Adsorption und Desorption auch thermody-
namische GréBen zuginglich. Bindungsenergien von Adsorbaten wer-
den beispielsweise iiber Desorptionsexperimente ermittelt. Dieser Ab-
schnitt widmet sich den Prozessen auf molekularer Ebene, um kineti-
sche Vorgidnge addquat zu beschreiben. Die Desorption eines Adsorbats
stellt einen aktivierten Vorgang dar, dessen Aktivierungsenergie in et-
wa der Bindungsenergie entspricht. Diese kann durch temperaturab-
hingige Untersuchungen bestimmt werden. Die grundlegende Analy-
se temperaturprogrammierter Desorptionsexperimente in der Gaspha-
se wurde in den 1960er Jahren von P. A. Redhead durchgefiihrt.>* Sie
soll zundchst kurz erldutert werden, da sie der Ausgangspunkt fiir die in
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dieser Arbeit durchgefiihrten Desorptionsexperimente in Lésung ist, die
anschliefend diskutiert werden.

2.3.1 Gasphase

Ein vereinfachter, schematischer Versuchsaufbau zur temperaturpro-
grammierten Desorption sowie die Vorgdnge auf molekularer Ebene
sind in Abbildung 2.8 skizziert.

J Do g W ——

Massen-

spektro-
= -§
e

|

Temperatur

meter
akuum-
pumpe

Partialdruck

Abbildung 2.8. Temperaturprogrammierte Desorption. a) Die Probe wird
einem Temperaturgradienten im Hochvakuum ausgesetzt und die Desorp-
tionsraten iiber ein Massenspektrometer detektiert. b) Die Adsorbate
desorbieren in Abhéngigkeit ihrer Bindungsenergie bei verschiedenen De-
sorptionstemperaturen Tgeg.

Die zu untersuchende Oberfldche ist auf einem temperierbaren Pro-
benhalter in einer Hochvakuumkammer angebracht. Bei sehr niedrigen
Temperaturen kondensiert das Adsorbat auf der Oberfldche, wobei Sub-
monolagen, aber auch mehrere Monolagen gezielt eingestellt werden
konnen. Die Konzentration an ungebundenen Teilchen ist aufgrund des
niedrigen Dampfdrucks nahezu null. Anschliefend wird die Probe mit
konstanter Heizrate erwédrmt. Ist die thermische Energie ausreichend,
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um die Bindungen zwischen Oberfliche und Adsorbat zu l6sen, star-
tet die Desorption. Uber das Massenspektrometer kann der Anstieg des
Partialdrucks in Abhingigkeit der Temperatur T verfolgt werden. Auf-
grund der hohen Pumpraten kann die Readsorption vernachléssigt wer-
den. 5 Die Desorptionsrate rge ldsst sich {iber die Arrhenius-Gleichung
beschreiben.

do _AEies
Tdes (0) = a =v0"e it

(2.33)

Dabei ist n die Reaktionsordnung, v der praexponentielle Faktor und
AEées die Aktivierungsenergie. Die beiden letzten werden als unabhingig
vom Bedeckungsgrad 6 angenommen. Die Aktivierungsenergie ist allge-
mein mit der Aktivierungsenthalpie Angs tiber die Volumen#dnderung
AV verkniipft. 5%

AE: = AH: - pAV (2.34)
Aufgrund des geringen vorliegenden Drucks p kann die Volumenarbeit
vernachlissigt werden, so dass nur die Anderung der Inneren Energie
des Adsorbats betrachtet wird. Setzt man eine konstante Heizrate 3 vor-
aus, so ldsst sich zeigen, dass fiir n=1 die Temperatur Ty, bei der die
Desorptionsrate maximal ist, ebenso unabhingig vom Bedeckungsgrad
ist. 54!

des 7RT
_— = —e des (2~35)
2
RTdes B
B Ry | Ay
In 5 =In — |- Fes (236)
Tdes AE(Tles des
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Indem die Desorptionstemperatur bei verschiedenen Heizraten be-
stimmt wird, lassen sich die Bindungsenergie und der praexponentielle
Faktor ermitteln. 5% Fiir kleine Molekiile l4sst sich v auch iiber die Theo-
rie des Ubergangszustands abschétzen und wird oft nicht experimentell

bestimmt. 24571

kgT i
y = (i) 9 10831541 (2.37)
h qads

Dabei ist i die Planck-Konstante und g* bzw. ¢29 die Zustandssummen
des Ubergangszustands bzw. des Adsorbats. Fiir kleine Molekiile sind
die Freiheitsgrade im adsorbierten Zustand nur wenig eingeschrankt
und das Verhéltnis der Zustandssummen ist in etwa eins. Daher werden
priaexponentielle Faktoren im Bereich von 10'3-1% s~! erhalten. Mit der
Molekiilgrolle steigt der Beitrag von Schwingungsmoden niedriger Fre-
quenzzur Zustandssumme. Sterische Einschrankungen im adsorbierten
Zustand konnen daher zu einer signifikanten Reduktion von qads fuhren,
was deutlich héhere praexponentielle Faktoren zur Folge hat. Fiir poly-
atomare Molekiile muss der praexponentielle Faktor daher experimen-
tell bestimmt werden. Fiir gro8ere Kohlenwasserstoffe und oligo-Alkane
werden Werte im Bereich von 10'°-2! s~ angegeben. (58-60]

2.3.2 Kondensierte Phase

Die grundsitzlichen Uberlegungen, die fiir die Vorginge in der Gasphase
angestellt wurden, gelten auch in Losung. Auch hier entspricht die Ak-
tivierungsenergie der Desorption in etwa der Bindungsenergie. Ebenso
kann die Aquivalenz von Energie und Enthalpie angenommen werden,
da in kondensierter Phase die Volumendnderung vernachldssigbar ist
(vgl. Gleichung2.34). Allerdings ergeben sich auch einige experimentelle
und analytische Verdnderungen, die im Folgenden diskutiert werden.
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Befindet sich ein fester Partikel in Kontakt mit einer Lésung, so adsor-
bieren die geldsten Teilchen an der Oberfliche und es kommt zur Aus-
bildung eines Gleichgewichts zwischen Adsorbat und Adsorptiv. In kon-
densierter Phase wird der Temperaturbereich, der fiir Desorptionsexpe-
rimente zur Verfiigung steht, durch den Schmelz- und Siedepunkt des
Solvens limitiert. Anstatt durch einen Temperaturgradienten wird die
Desorption daher oft durch einen Konzentrationssprung initiiert, [61-64
Abbildung 2.9 zeigt den Konzentrationsverlauf dieser Relaxationsme-
thode und das Energiediagramm des Sorptionvorgangs in Abhédngigkeit
des Adsorbatsabstands zur Oberfldche.

a) b) Desorption
Filtration Adsorption
: — 6
w
c [0}
9 oy
® 8 Qo
= : g >
§ Desorption = o
c N w
o «Q
¥ o
Q.
Zeit Abstand Polymer-Oberflache

Abbildung 2.9. Konzentrationssprungmethode. a) Entfernt man das freie
Adsorptiv aus einer Losung, relaxiert das System in eine neue Gleichge-
wichtslage. b) Die Kinetik dieses Relaxationvorgangs ist von den Aktivie-
rungsbarrieren AE* abhingig.

Bei der gezeigten Konzentrationssprungmethode wird das Gleichge-
wicht gestort, indem das freie Adsorptiv, beispielsweise durch Filtration,
entfernt und durch reines Losemittel ersetzt wird. Die Konzentration c;
wird folglich null, wohingegen der Bedeckungsgrad 6 nach der Filtration
zundchst nahezu unverdndert vorliegt. In der Langmuir-Gleichung 2.31
ist der erste Term demnach null und es wird eine Netto-Desorption be-
obachtet, die zu einer neuen Gleichgewichtslage fiihrt. Readsorptionsef-
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fekte konnen zu Beginn vernachldssigt werden, so lange c; klein ist und
die Anderungen von c¢; bzw. 6 nahezu linear verlaufen. Die Langmuir-
Gleichung vereinfacht sich damit zu:

de
T = Hdest (2.38)

Aus der Steigung des linearen Bereichs kann folglich die Ratenkonstan-
te der Desorption erhalten werden. Eine zusétzliche Ermittlung der Ad-
sorptionsratenkonstante ist moglich, indem die Anderung des Bedeck-
ungsgrads iiber den gesamten Reaktionsverlauf mit der integrierten,
vollstindigen Langmuir-Gleichung angepasst wird. Demnach sind bei-
de Ratenkonstanten zuginglich und aus der kinetischen Untersuchung
lasst sich folglich die thermodynamische Gleichgewichtskonstante Keq
der Reaktion bestimmen.

k
Keq = -2 (2.39)

Durch temperaturabhingige Messungen wird neben der Aktivierungs-
energie der Desorption auch die der Adsorption AE; 4s Zugdnglich und
es ldsst sich ein vollstdndiges Energiediagramm aufstellen, wie es in Ab-
bildung 2.9 b) gezeigt ist. Fiir kleine Molekiile ist zu erwarten, dass die
Adsorption keine oder nur eine sehr kleine Barriere zeigt. Bei gr6Beren
Molekiilen wie Polymeren ist die Adsorption oft mit einer Konforma-
tionsdnderung verbunden, bei der beispielsweise Wasserstoffbriicken-
bindungen gebrochen werden miissen. 3%32! Dies fiihrt zur Ausbildung
einer zusitzlichen Barriere und die Aktivierungsenergie der Desorption
ist nicht mehr identisch mit der Bindungsenergie AE] des Adsorbats.

Dies ist nicht der einzige Effekt, der zur Beschreibung der Sorption gro-
RBerer Molekiile, insbesondere von Polymeren, bertiicksichtigt werden
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muss. Abbildung 2.10 zeigt schematisch die Desorption eines Oligomers
auf mikroskopischer Ebene. Die Desorption des Polymers erfolgt mit der
Ratenkonstante kqes und die Aktivierungsenergie entspricht dem Betrag,
der notwendig ist, um das ldngste train-Segment mit Niain Monomeren
von der Oberfliche zu losen. [6%!

AE: = Nirain - AEy "™ (2.40)

Nach der Desorption befinden sich die Molekiile in unmittelbarer N&-
he zur Oberfldche. Da alle ungebundenen Teilchen zuvor durch Filtra-
tion entfernt wurden, entsteht ein Konzentrationsgradient, der durch
Diffusion ausgeglichen wird. Als Konkurrenzreaktion kann jedoch auch
die Readsorption des Polymers stattfinden. [6>66! Die Translationsbewe-

Rotation e lV %

Abstand

) Readsorption

Abbildung 2.10. Diffusionslimitierte Desorption. Durch die Desorption bil-
det sich zunichst ein von der Oberflache abfallender Konzentrationsgradi-
ent, der durch Diffusion ausgeglichen wird. Polymersegmente in Oberfla-
chennidhe konnen jedoch infolge der Rotation des Molekiils schnell read-
sorbieren (rot).

gung des Polymers ist nach der Desorption senkrecht zur Oberfldche.
Einzelne Segmente des Makromolekiils kénnen sich dabei jedoch durch
die Rotation des Gesamtmolekiils in Richtung der Oberfliche bewe-
gen und so zur Readsorption fiihren. Ist die Diffusion langsam im Ver-
gleich zur Readsorption, ist die Beschreibung des Reaktionsverlaufs mit
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der Langmuir-Gleichung nicht zutreffend, sondern folgt stattdessen ei-
ner gestreckten Exponentialfunktion. 61671 Beim Aufkldren der Kinetik
von Oberflachenvorgédngen mit Polymeren sollte daher stets kontrol-
liert werden, dass die Diffusion des Polymers nicht den geschwindig-
keitsbestimmenden Schritt darstellt. Mithilfe des Diffusionskoeffizien-
ten kann berechnet werden, wann der Abstand zwischen der Oberfli-
che und dem Schwerpunkt des Polymers grof3er als dessen Konturldnge
L¢ oder dessen Gyrationsradius Rg ist. Ab diesem Grenzwert kann eine
schnelle Readsorption einzelner Segmente durch Rotation des Molekiils
ausgeschlossen werden. Findet die Diffusion auf einer schnelleren Zeits-
kala als die Adsorption statt, ist die Kinetik des Vorgangs desorptionsli-
mitiert, [65:66.68]

Dementsprechend lassen sich aus der kinetischen Untersuchung von
Oberflichenvorgidngen in kondensierter Phase neben den Ratenkon-
stanten auch thermodynamische GréBen wie die Gleichgewichtskon-
stante Keq und die Bindungsenergie des Adsorbats ermitteln. Insbeson-
dere bei grofleren Molekiilen muss dabei allerdings der Diffusion des
Adsorptivs Rechnung getragen werden. Um festzustellen, ob der unter-
suchte Vorgang diffusionslimitiert ist, muss die Diffusionsgleichung ge-
lost werden. Dies gelingt mit dem Crank-Nicolson-Verfahren, das im
néichsten Abschnitt vorgestellt wird.

2.4 Numerische Verfahren zur Beschreibung
der Diffusion

Die zeitliche und rdumliche Verdnderung eines Konzentrationsprofils
durch Diffusion lésst sich iiber die Fick'sche Diffusionsgleichung be-
schreiben. %9 Um die Geschwindigkeit der Diffusion abzuschétzen und
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mit anderen Prozessen wie Adsorptions- oder Desorptionsvorgdngen
zu vergleichen, muss die Differenzialgleichung gelost werden. Wie vie-
le Differenzialgleichungen ist jedoch auch die Diffusionsgleichung oft
nicht analytisch 16sbar. Sind allerdings die Anfangsbedingungen be-
kannt, kénnen numerische Losungsverfahren zum Einsatz kommen.
Dieser Abschnitt widmet sich dem Crank-Nicolson-Verfahren, mit des-
sen Hilfe die Fick'sche Diffusionsgleichung gel6st werden kann. Die vor-
gestellten Uberlegungen beruhen im Wesentlichen auf dem Lehrbuch
Numerical Recipes in C von Press et al.'’% Grundlage numerischer Ver-
fahren ist die Formulierung des Differenzials als Differenzenquotient.

df _ fle) = f) _ f) = f) 241

dx X2 — X1 Ax

Die Berechnung der Funktion f erfolgt an diskreten Positionen mit der
Schrittweite Ax. Je kleiner die Schrittweite, desto genauer das Verfahren.
Allerdings steigt damit auch der Rechenaufwand. Wird die Schrittweite
zu grof$ gewidhlt, ist die Losung nicht mehr stabil und es muss eine klei-
nere Schrittweite gewéhlt werden. Fiir die genaue Definition des Stabili-
tétskriteriums sei auf die weiterfithrende Literatur verwiesen. [7*!

Die eindimensionale Diffusion, die durch einen Konzentrationsgradi-
enten verursacht wird, lasst sich mithilfe des zweiten Fick’schen Gesetz
quantitativ beschreiben. (69

dc 0%c

5 =P3= (2.42)
Hierbei ist D der Diffusionskoeffizient und ¢ die Konzentration. Die Dif-
ferenzialgleichung hingt sowohl von der Zeit ¢ als auch vom Ort x ab.
Folglich muss sowohl die rdumliche als auch die zeitliche Entwicklung
bertiicksichtigt werden. Abbildung 2.11 zeigt hierzu ein zweidimensio-
nales Gitter. Auf der Abszisse ist die riumliche Position aufgetragen und
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auf der Ordinate die Zeit. Jeder Punkt reprisentiert die Konzentration
zu einem diskreten Zeitpunkt r an einem bestimmten Ort x mit den Ab-
stdnden At und Ax zu den Nachbarpunkten. Die Konzentrationsverteil-
ung im Raum ist fiir = 0 bekannt. Da die Differenzialgleichung die zeit-
liche Anderung in Abhéngigkeit des Orts beschreibt, kann mit ihrer Hil-
fe und den Anfangswerten die zeitliche Entwicklung im gesamten Git-
ter berechnet werden. Zusétzlich kénnen noch Randbedingungen ein-
gefiihrt werden, auf die spiter eingegangen wird.

@ 0|lo 00O 0|l0o O OO|lO @
%oooofooooooooﬁj‘gﬁéungen
At
“"'e olo oo o0lo 0 0 0lo e
SN
© 000000000
X Anfangswerte
Position

Abbildung 2.11. Raum-Zeit-Gitter mit den Abstdnden Ax und At (nach
Press et al. Numerical Recipes in C). Mithilfe der Anfangswerte und der Dif-
ferenzialgleichung kann die zeitliche Entwicklung an jeder Gitterposition
unter Beriicksichtigung der Randbedingungen berechnet werden. [70!

Zur numerischen Berechnung muss die Differenzialgleichung 2.42 in ei-
ne Differenzengleichung umgeformt werden. Die Berechnung der Kon-
zentration erfolgt dann mit der Schrittweite Ax bzw. Ar.

n+l _ .n
qi Cj
At

j+1 j-1

B 7Y

(2.43)

c —2cjf’+c’.1 }
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Der Index n steht hier und im Folgenden fiir die zeitlichen Gitterpunkte,
wihrend die rdumlichen Punkte mit j = 1 bis j = J nummeriert werden.
Wie in Abbildung 2.11 gezeigt, werden jeweils die beiden benachbarten
Punkte von j zur Berechnung der Konzentration am néchsten Zeitpunkt
miteinbezogen. Da die Anfangswerte fiir den Zeitpunkt n =0 bei allen
Positionen j bekannt sind, kann Schritt fiir Schritt das komplette Gitter
konstruiert werden. Dieses explizite Verfahren ist zwar intuitiv, jedoch
nicht fiir alle Schrittweiten At stabil.["? Die fehlende Stabilitit l4sst sich
einfiihren, indem die raumlichen Ableitungen auf der rechten Seite von
Gleichung 2.43 beim Gitterpunkt » + 1 berechnet werden.

n+l n
C. — C.
J J

=D
At

(2.44)

n+l _ zc(z+1 + Cn+1]
i A

Cit1 i-1
(Ax)?

Diese Gleichung ist auf den ersten Blick nicht lésbar, da simtliche Kon-
zentrationen bei n + 1 unbekannt sind und nur eine Variable der Glei-
chung - ¢}’ auf der linken Seite — bekannt ist. Fiir das weitere Vorgehen
wird Gleichung 2.44 zunédchst umgestellt, so dass alle unbekannten Gro-
Ren auf der linken Seite stehen.

—pe 29y et -y = =127 -1 (2.45)
DAt
mit ¢ = ax? (2.46)

Betrachtet man das komplette Gitter an allen Positionen j, so erhdlt man
j Gleichungen. Daraus lésst sich ein lineares Gleichungssystem fiir den
Zeitpunkt n + 1 aufstellen.

35



Grundlagen

a+29) -y o\ (e
v (+20) -y | e
- A+ -y feptf=]cl| (2.47)

—y (1+2y) - et c
- (1+2y) cg”l c?

Das Gleichungssystem 2.47 ist eine tridiagonale Matrix und kann mit
vergleichbar geringem Rechenaufwand durch den Thomas-Algorithmus
gelost werden, dessen Funktionsweise in der weiterfithrenden Litera-
tur beschrieben ist. "7 Fiir das implizite Verfahren kann gezeigt wer-
den, dass es unabhéngig von den gewdhlten Schrittweiten Ax und At
stabil ist.!””! Kombiniert man nun die explizite und implizite Methode,
so erhdlt man das Crank-Nicolson-Verfahren, das neben der uneinge-
schriankten Stabilitdt auch noch eine erhdhte Genauigkeit zeigt. Aus den
Differenzengleichungen 2.43 und 2.44 wird hierfiir der Mittelwert gebil-
det.

1 1 ! '
A ) (e =2+ efl) + (efy = 2¢f + ¢y (2.48)
At 2 (Ax)2 .

Auch diese Gleichung lésst sich in eine tridiagonale Form bringen und
mit dem Thomas-Algorithmus1dsen. Mit ihrer Hilfe kann der Konzentra-
tionsverlaufim Gitterbereich berechnet werden. Allerdings stellt das Git-
ter kein geschlossenes System dar, so dass Teilchen an den Rdndern den
Beobachtungsraum verlassen kénnen. Um den Stoffmengenerhalt im
System zu berticksichtigen, wird die Neumann-Randbedingung einge-
fithrt, wobei virtuelle Gitterpunkte aullerhalb des Beobachtungsraums
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bei j =0 und j =J+1 genutzt werden.”?’ Wenn an den Réndern des Git-
ters kein Stoffaustausch stattfinden soll, muss die Teilchenstromdich-
te F, welche tiber das erste Fick'sche Gesetz definiert ist, an den Rdndern
gerade null sein. 6%

C2 — Co Cj+1 — Cj-1
F = =0 bzw. F=———"-=0
2Ax zw 2Ax
C2 = Cp bzw. Ci+1 = Cj-1 (2.49)

Beriicksichtigt man bei der Aufstellung der tridiagonalen Matrix die
virtuellen Gitterpunkte bei j=0 und j=J+1 in Gleichung 2.48 und er-
setzt dann ¢y und ¢y gemdl Gleichung 2.49, so dndert sich die Ma-
trix 2.47 nur in der ersten und letzten Zeile. Die tridiagonale Matrix fiir
das Crank-Nicolson-Verfahren mit der Neumann-Randbedingung lautet
dann: [70.72]

(1+2a) —2a et
- (1+2a) - cg”
- (1+2a) - : C§l+1

—a (1+2a) —a eyt

2a  (1+2a)] \c!

(1-2a) 2a cf

a (1-2a) a cll (2.50)
= a (1-2a) a |ed
a (1-2a) a cy

2a (1-2a)] \c?

mit a = lw = —DAt
27 2(Ax)?
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Da beim Crank-Nicolson-Verfahren auch die expliziten Ausdriicke be-
riicksichtigt werden, taucht auf der rechten Seite eine zweite tridiagona-
le Matrix auf, die zuerst mit dem Vektor ¢ 7 multipliziert wird. Als Lésung
wird ein neuer Vektor erhalten, der dann als Losungsvektor fiir die linke
tridiagonale Matrix dient. Diese l4sst sich wiederum mit dem Thomas-
Algorithmus 16sen und folglich kann ein eindimensionales Diffusions-
problem unter Erhalt der Gesamtstoffmenge berechnet werden. Abbil-
dung 2.12 a) zeigt exemplarisch die Losung fiir ein Gitter aus 100 Raum-
punkten und 5000 Zeitpunkten mit einer Schrittweite von Ax =0.01 cm
in der rdumlichen Dimension und Ar =1ms in der zeitlichen Doméne.
Als anfingliches Konzentrationsprofil wurde eine Gaul3-Verteilung an-
genommen (FWHM = 0.1 cm). Der Diffusionskoeffizient ist 0.01 cm?-s71.
In Teilb) sind ausgewidhlte Konzentrationsprofile nach 0, 0.5, 1, 2, 3, 4
und 5 s dargestellt.

a) b) . 1.0 t=0s
= »
“ 0.8 N
< O
") E 0.64
~ c
3 g
N © 0.4
5
N 0.2 % %
S
X
0'O_I T T T T 1
00 0.2 04 06 08 1.0 0.0 02 04 06 08 1.0
Position / cm Position / cm

Abbildung 2.12. Eindimensionale Diffusion nach Crank-Nicolson.
a) Berechnung iiber 5s auf einem Gitter von 1 cm Lénge. Der Diffusions-
koeffizient betrigt 0.01 cm?-s~1, die zeitlichen und raumlichen Schrittwei-
ten Ar und Ax betragen 1 ms und 0.01 cm. b) Konzentrationsschnitte der
Simulation bei 0, 0.5, 1, 2, 3, 4und5s.
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In diesem Abschnitt wurde dargelegt, dass sich die allgemeine Diffusi-
onsgleichung iiber implizite und explizite Verfahren numerisch 16sen
lasst, indem ein zweidimensionales Gitter in Raum und Zeit aufgestellt
wird. Das Crank-Nicolson-Verfahren vereint beide Methoden und ist un-
abhéngig von den gewdhlten Schrittweiten stabil und hinreichend ge-
nau. Die aufgestellte tridiagonale Matrix (Gleichung 2.47) ldsst sich mit
dem Thomas-Algorithmus 16sen."®”!! Um den Stoffmengenerhalt ei-
nes geschlossenen Systems zu beriicksichtigen, wurde die Neumann-
Randbedingung eingefiihrt, welche die tridiagonale Matrix nur in der
ersten und der letzten Zeile dndert (Gleichung 2.50).["?! Bei Kenntnis
des Diffusionskoeffizienten kann demnach die Diffusionsgeschwindig-
keit eines Stoffs berechnet werden und deren Vergleich mit den entspre-
chenden Ratenkonstanten ermdglicht eine Abschédtzung, ob ein unter-
suchter Vorgang diffusionslimitiert ist.

2.5 Kolloidale Stabilisierung von
Kohlenstoffnanorohren

Als nanoskaliges Substrat fiir die untersuchten (Bio-)Polymere werden
in dieser Arbeit ausschlieflich einwandige Kohlenstoffnanoréhren (SW-
NTs) eingesetzt. In reiner Form liegen diese jedoch als Aggregate vor
und sind in den géngigen Solvenzien unlgslich.!'?! Derart eignen sie
sich nicht als Modellsystem zur Untersuchung der Oberflichenprozesse
an Nanomaterialien. Als Ausgangspunkt der Experimente werden statt-
dessen individualisierte und kolloidal stabilisierte SWNT-Komplexe be-
nutzt. In diesem Abschnitt wird kurz die Nomenklatur der Nanorohr-
chiralitdten eingefiihrt und anschliefend auf die Grundlagen der kol-
loidalen Stabilisierung von Nanorohrkomplexen eingegangen sowie ab-
schlielend die fiir diese Arbeit relevanten optischen Eigenschaften der
SWNTs diskutiert.
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Bei der verwendeten Nomenklatur werden die Nanordhren durch ge-
dankliches Aufrollen einer Graphenlage konstruiert. Der Aufrollvektor
wird als Linearkombination der beiden Einheitsvektoren des Graphen-
gitters aufgestellt. Die als Deskriptorenpaar bezeichneten Koeffizienten
n und m werden zur eindeutigen Identifikation der Nanordhren in der
Form (n, m)-SWNT genutzt. Neben der eindeutigen Zuordnung der Na-
norohrchiralitét 1dsst sich aus dem Deskriptorenpaar auch der Durch-
messer dswnr der entsprechenden SWNT berechnen. (73!

dswnt = 0.246nm - 771 - Vn2 +n-m+ m2 (2.51)

Bei einwandigen Kohlenstoffnanordhren sind alle Atome Oberfldchena-
tome und damit zu Wechselwirkungen mit der Umgebung befédhigt. Auf-
grund der sp?-Hybridisierung weist eine einzelne Nanorshre ein groRes,
delokalisiertes n-System auf. Die starken 7—r-Wechselwirkungen, die bei
der parallelen Anlagerung zweier Rohren ausgebildet werden, begriin-
den die starke Aggregationsneigung der SWNTs. Fiir die schlechte Los-
lichkeit ist zudem auch die GréRe der Nanoréhren mitverantwortlich. 12!
Die Nanorohraggregate lassen sich allerdings durch Ultraschallbehand-
lung in einer Losung mit Dispergieradditiven individualisieren und kol-
loidal stabilisieren. 11274 Eine Auswahl méglicher Dispergiermittel ist
in Abbildung 2.13 gezeigt. Als Dispergieradditiv eignen sich neben am-
phiphilen Verbindungen wie Tensiden, DNA-Oligomeren und Pepti-
den auch rn-konjugierte Polymere.!101820.74-78] Bej Ultraschallbehand-
lung lockern sich die Nanorohrbiindel und die Dispergiermittel adsor-
bieren mit ihrem lipophilen Molekiilteilen auf der Nanorohroberfldche.
Die hydrophilen Segmente, bzw. eine der aliphatischen Seitenketten
der Polymere, sind der Nanorohroberfliche abgewandt und vermitteln
durch attraktive Wechselwirkung mit dem Solvens die Loslichkeit der
entstehenden Komplexe. Durch die Verkiirzung der Nanordhren infolge
des Beschallungsprozesses wird diese zusidtzlich erhoht. Aufgrund des
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a) Natriumdodecylsulfat c) d(GT),-Oligomere
O O (o) 0]
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b) Poly-[(9,9-dioctylfluorenyl- ,1\
2,7-diyl)-co-bithiophen]
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Abbildung 2.13. Exemplarische Auswahl verschiedener Dispergieradditive.
a) SDS, b) F8T2 und c) d(GT),-Oligomere. Molekiilbereiche, die attraktive
Wechselwirkungen mit der Nanorohroberfldche eingehen, sind blau unter-
legt und Segmente, die durch Wechselwirkungen mit Solvenzien zur Los-
lichkeit der Komplexe beitragen, griin.

Herstellungsprozesses sind im Nanorohrrohmaterial zahlreiche SWNT-
Chiralitdten mit variierenden Durchmessern enthalten. Die individuali-
sierten SWNT-Komplexe konnen im Anschluss an die erfolgreiche Di-
spergierung noch chromatographisch oder durch Dichtegradienten-
ultrazentrifugation durchmesserselektiv aufgetrennt werden, 17197879
Bei Verwendung bestimmter Polymere lassen sich gezielt einzelne Na-
norohrspezies anreichern, so dass keine weitere Aufarbeitung notwen-
dig ist. [20-21,76]

Die erhaltenen SWNT-Kolloide sind beziiglich der Aggregation ther-
modynamisch instabil, jedoch kinetisch stabilisiert. Bei den Polymer—
SWNT-Komplexen ist die Stabilisierung auf Wechselwirkungen zwi-
schen den aliphatischen Seitenketten zuriickzufiihren, die bei der An-
niherung zweier Komplexe entropisch ungiinstig sind. 398 Die Stabi-
litdit der DNA- bzw. tensiddispergierten Komplexe ldsst sich iiber die
DIVO-Theorie erkldren. Abbildung 2.14 zeigt schematisch den abge-
leiteten Potenzialverlauf. Die DIVO-Theorie betrachtet das Gesamt-
potenzial als Summe der einzelnen Beitrdge repulsiver und attrakti-
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ver Wechselwirkungen, wenn sich zwei Kolloide anndhern. Dabei las-
sen sich drei wesentliche Beitrédge feststellen. Fiir sehr kleine Abstin-
de ist die Born-AbstoBung zu bertiicksichtigen, die eine Durchdringung
der Elektronenhiillen verhindert. Demgegeniiber stehen die attraktiven
und ebenfalls kurzreichweitigen Dispersionskréfte, die durch die n—n-
Wechselwirkungen zwischen den Nanorohroberflichen hervorgerufen
werden. Als dritte Kraft muss die AbstoBung der elektrostatischen Dop-
pelschichten miteinbezogen werden, die von den adsorbierten Disper-
gieradditiven gebildet werden. 898! Diese dominiert bei groReren Ab-
stinden und fiihrt zur Ausbildung einer Energiebarriere. Ist diese hoher
als die thermische Energie der Komplexe, verhindert sie die Aggregation
und die Kolloide sind kinetisch stabilisiert. 3980

Doppelschicht-AbstoRung

Energie-
barriere

Born-
AbstoRung

Gesamtwechsel-
wirkung
Dispersions-
kréfte
Abstand

Abbildung 2.14. Das DLVO-Potenzial setzt sich aus drei Beitrdgen zusam-
men (nach T. Hofmann, Kolloide). Die Abstoffung der Doppelschichten
der Kolloide sowie die Born-AbstoBung der Elektronenhiillen wirken repul-
siv, w[%llingegen die kurzreichweitigen Dispersionskréfte attraktiver Natur
sind.

Die individualisierten, halbleitenden Kohlenstoffnanoréhren zeigen im
Absorptionsspektrum ausgeprigte exzitonische Uberginge, deren ener-
getische Lage vom R6hrendurchmesser abhéngt. Abbildung 2.15 a) zeigt
ein Absorptionsspektrum DNA-dispergierter (6,5)-SWNTs mit der cha-
rakteristischen S;-Absorptionsbande des ersten exzitonischen Uber-
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a) 1.0 q S, b) 1.0 — SDS-SWNT
08 - 08 - — DNA-SWNT
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Abbildung 2.15. Absorptionsspektrum von (6,5)-SWNTs. a) Die markanten
Absorptionsbanden S; und S, sind grau unterlegt. b) Bei SDS als Disper-
gieradditivist das Maximum der S; -Bande der SWNTs im Vergleich zu DNA-
dispergierten Rohren um mehrere Nanometer blauverschoben.

gangs im Nahinfraroten sowie dem zweiten exzitonischen Ubergang S,
im sichtbaren Spektralbereich. Die Oszillatorstdrke der Absorptionsban-
den hingt stark vom Entbiindelungsgrad der Nanoréhren ab. Gro3ere
Aggregate fiihren zu schwécheren Absorptionsbanden und das Maxi-
mum der S;-Bande zeigt eine bathochrome Verschiebung. Die Position
des S;-Maximums ldsst jedoch nicht nur Riickschliisse auf eine mogli-
che Aggregation der Nanorohren zu, sondern reagiert auch sensitiv auf
das eingesetzte Dispergier- bzw. Losemittel. Dispergieradditive mit einer
geringen Permittivitét, wie beispielsweise Tenside, fithren zu einer hyp-
sochromen Verschiebung, wohingegen eine erhéhte Permittivitét zu ei-
ner Rotverschiebung fiihrt, wie am Beispiel der DNA in Abbildung2.15b)
zu sehen ist. 8284 Eine Differenzierung zwischen DNA-dispergierten
SWNTs und aggregierten Tensid-SWNTs fillt daher oft schwer. Letz-
tere weisen jedoch deutlich breitere Absorptionsbanden auf. Die Un-
terscheidung zwischen einer Tensid- und einer DNA-Dispergierung in-
dividualisierter SWNTs kann allerdings gut iiber die Verschiebung der
S1-Absorptionsbande erfolgen. 232728 Die Position der S;-Bande zeigt
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hingegen keine derart ausgeprégte Sensitivitdt beziiglich des Disper-
giermittels. Allerdings fiihrt sie durch einen Forster-Resonanzenergie-
transfer zur Fluoreszenzl6schung einiger gebrdauchlicher Farbstoffe wie
Rhodamin 6G, Rhodamin B oder 6-Carboxyfluorescein, was ebenfalls als
spektroskopische Sonde genutzt werden kann und maf3gebliche Grund-
lage der in Kapitel 6 beschriebenen Experimente ist. [31:85-88]

2.6 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

In Kapitel 2.5 wurde bereits die Moglichkeit aufgezeigt, den Wech-
sel des Dispergieradditivs auf der Nanorohroberfliche iiber die Ver-
schiebung der S;-Absorptionsbande der SWNTs zu verfolgen. Mochte
man jedoch die Wechselwirkungen fiir ein bindres System aus SWNTs
und einem Dispergiermittel untersuchen, ist diese spektroskopische
Sonde nur beschriankt einsetzbar, da sich die Permittivitit der SWNT-
Umgebung meist nur geringfiigig &ndert. Im Rahmen dieser Arbeit sol-
len daher alternative spektroskopische Verfahren zur Untersuchung der
Oberflichenvorginge von (Bio-)Polymeren auf Kohlenstoffnanoréhren
gefunden werden. Als potenzielle Methode kann die Fluoreszenzkorre-
lationsspektroskopie (FCS) in Betracht gezogen werden, die auf den un-
terschiedlichen Diffusionskoeffizienten der zu untersuchenden Spezies
beruht. Die in diesem Abschnitt erlduterten Grundlagen beruhen — so-
weit nicht anders angegeben — auf Lehrbiichern und Veroffentlichungen
von P. Schwille und E. Haustein. [89-91

Abbildung 2.16 zeigt schematisch das Detektionsvolumen eines konfo-
kalen Versuchsaufbaus, wie er iiblicherweise fiir FCS-Messungen einge-
setzt wird. Die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie macht sich die de-
tektierten Fluktuationen der Fluoreszenzintensitit aus diesem Volumen
zunutze. In Abbildung 2.16 sind zudem denkbare Vorgédnge auf mikro-
skopischer Ebene skizziert, die diese Fluktuationen hervorrufen kénnen.
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Abbildung 2.16. Konfokales Volumen und Fluoreszenzfluktuationen. Die

Diffusionszeit tp bzw. 7}, gibt die Zeit zwischen Beginn (©® und Ende @ bzw.

@ der detektierten Fluoreszenz wieder. Neben reiner Diffusion (griin) kon-
nen auch Ubergénge in dunkle Zustinde beobachtet werden (rot).

Neben dem diffusionsbedingten Ein- und Austritt aus dem Detektions-
volumen sind auch Ubergénge in dunkle Zustinde wie Triplettzustinde
oder Fluoreszenzloschungen mdoglich, die in unterschiedlichen Zeitver-
laufen der detektierten Fluoreszenz resultieren.

Beim Messen der Fluoreszenzintensitédt einer Fluorophorlésung kon-
stanter Konzentration mit einem sehr sensitiven Detektor, beispiels-
weise einer Lawinenphotodiode, liber ein Zeitintervall fges wird eine
Schwankung § F(¢t) des gemessenen Signals F(t) um den Mittelwert (F(t))
festgestellt. 9!

Iges

(F(t)) = LfF(t)dt (2.52)
tges 0
6F(t) = F(t) — (F(r)) (2.53)
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Ist das Detektionsvolumen klein und die Konzentration des Fluoro-
phors gering, so sind die Fluktuationen im Vergleich zum detektierten
Fluoreszenzsignal groR. Fiir FCS-Messungen werden daher nanomola-
re und subnanomolare Fluorophorkonzentrationen in Verbindung mit
beugungslimitierten, konfokalen Versuchsaufbauten genutzt. Bei letzte-
ren ldsst sich das Detektionsvolumen V¢ ndherungsweise als dreidimen-
sionale GauR-Funktion mit dem axialen Radius zy und dem lateralen Ra-
dius rg beschreiben.

Vett = n% rgzo (2.54)

Uber die zeitliche Autokorrelation der Fluoreszenzintensitit lassen sich
die detektierten Schwankungen des Fluoreszenzsignals quantifizieren.
Die normierte Autokorrelationsfunktion G der Fluoreszenzfluktuation
mit der Verzégerungszeit t ist wie folgt definiert: !

_ (F(t)F(t + 1)) _ (6F(t)6F(t + 1))

G
= oy (F(0))?

(2.55)

Fiir die Brown’sche, dreidimensionale Diffusion 1dsst sich Gleichung 2.55
erweitern. [9293)

1 1
&l mit s =2 (2.56)

T
™ 1+ﬁ 0

G(r) =

Dabei ist (V) die mittlere Teilchenzahl im konfokalen Volumen und s der
sterische Parameter, der das Aspektverhiltnis des axialen und lateralen
Durchmessers wiedergibt. Die laterale Diffusionszeit rp des Fluorophors
héngt von dessen Diffusionskoeffizienten D ab.
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2
o

=10 (2.57)

™
Durch Messung eines Farbstoffs mit bekanntem Diffusionskoeffizient,
beispielsweise Rhodamin6G, kann das Detektionsvolumen berech-
net werden. Durch Anpassung der Autokorrelationskurve mit Glei-
chung 2.56 werden tp und s erhalten. Uber Gleichung 2.57 kann dann
ro berechnet werden. Unter Kenntnis von s ldsst sich letztlich zo be-
stimmen. Die Grol3e von zy wird vom Durchmesser der Lochblende des
konfokalen Versuchsaufbaus bestimmt. Setzt man Immersionsobjektive
mit einer hohen numerischen Apertur (NA>0.9) unter beugungslimi-
tierten Bedingungen und Lochblenden mit einem Durchmesser von
weniger als 100 um ein, werden iiblicherweise Detektionsvolumina von
etwa einem Femtoliter und Aspektverhéltnisse von 5-20 erreicht.

Die Autokorrelationskurven der meisten Farbstoffe lassen sich jedoch
nur unzureichend tiber Gleichung 2.56 beschreiben. Grund hierfiir sind
Uberginge in Triplettzustinde, die — wie bereits in Abbildung 2.16 b) an-
gedeutet — zu einem schnelleren Abfall der detektierten Fluoreszenzin-
tensitdt fithren. Da diese Prozesse im Vergleich zur Diffusion sehr schnell
ablaufen, lassen sie sich separieren und durch einen Korrekturterm be-
schreiben. Aus Gleichung 2.56 erhilt man damit: 89!

- —7/r
G(T)Z(l X1 + XT€ ) 1 1 1 (2.58)

1-Xr (N) 1+%. N+
§$°-Tp

Hierbei ist Xt der Anteil der Molekiile im Triplettzustand und v dessen
Lebensdauer. Gleichung 2.58 ist der zentrale Ausdruck zur Beschreibung
von FCS-Messungen in Losung. Abbildung 2.17 a) zeigt den Verlauf der
Autokorrelationskurve und die markanten Punkte, an denen die Para-
meter bestimmt werden.
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a) 147 Triplettanteil X, b)
1.2
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Abbildung 2.17. FCS-Autokorrelationsfunktion (nach P. Schwille und E.
Haustein, Fluorescence Correlation Spectroscopy). a) Anpassung mit Glei-
chung 2.58 ermoglicht die Bestimmung der Teilchenzahl N, des Triplettan-
teils X1 und der Diffusionszeit 7. b) Bindet ein kleines, fluoreszenzmarkier-
tes Teilchen an ein grofles Molekiil, so ldsst sich die Reaktion mittels FCS
tiber die Anderung von , verfolgen. (89!

Bindungsreaktionen zwischen Partnern mit stark unterschiedlichen
Molmassen — wie in Abbildung 2.17b) skizziert — lassen sich sehr gut
mittels FCS untersuchen. ®498 Das Molekiil mit der geringeren Masse
tragt dabei den Fluoreszenzfarbstoff. Nach erfolgter Reaktion geht die
Fluoreszenz vom gebildeten Komplex aus und die gemessene Diffusi-
onszeit vergroBert sich. Zur zuverldssigen Differenzierung der beiden
Komponenten sollten sich die Diffusionszeiten rp ; und 1p, um mindes-
tens eine GrolRenordnung unterscheiden. Die beiden Beitrdge werden
dann in einer Zweikomponentenanpassung beriicksichtigt.

1 1 1
G(T)Zm' (I—Y) +Y-
(1+L)- 1+ < (1+L)- 1+ <
™D,1 $°-Tp,1 ™2 $<-Tp2
(2.59)
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Dabei ist Y der molare Anteil der Komponente mit der Diffusionszeit
1,2 und N die Gesamtzahl der fluoreszierenden Molekiile. Die Glei-
chung muss gegebenenfalls noch mit dem Triplettkorrekturterm analog
zu Gleichung 2.58 multipliziert werden.

Bereits in Kapitel 2.1.1 wurde gezeigt, dass der Durchmesser eines Po-
lymerknduels in Losung proportional zur Wurzel des Polymerisations-
grads und damit zur molaren Masse ist (Gleichung 2.10, S.14). Nach
der Stokes-Einstein-Gleichung hingt demnach auch der Diffusionskoef-
fizient D von der molaren Masse M ab.

- BT M0 (2.60)
67N Ry

Dabei ist 7 die Viskositédt des Losemittels und Ry, der hydrodynamische
Radius des Teilchens. Bei einer durchschnittlichen Nanorohrldnge von
260 nm l&sst sich fiir DNA-SWNT-Komplexe eine molare Masse von etwa
400 kg-mol~! abschitzen. 9% Die iiblicherweise zur Dispergierung einge-
setzten DNA-Oligomere mit 10-60 Basen haben dagegen eine Molmas-
se von ca. 3—-19 kg-mol~!. Die Diffusionskoeffizienten sollten sich daher
um eine GréBenordnung unterscheiden, wodurch eine Diskriminierung
mittels FCS moglich ist. 8%
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3 Stand der Forschung

Um die Ergebnisse dieser Arbeit diskutieren zu kénnen, wird im folgen-
den Abschnitt eine Zusammenfassung der wichtigsten bisher versffent-
lichten Studien zu Wechselwirkungen von Kohlenstoffnanoréhren mit
(Bio-)Polymeren gegeben. Da der Schwerpunkt der vorliegenden Disser-
tation auf der Untersuchung der DNA-SWNT-Komplexe liegt, erfolgt fiir
die verwendeten synthetischen Polymere nur eine kurze Ubersicht. Da-
von ausgehend wird schlie@lich die Zielsetzung dieser Arbeit formuliert.

3.1 DNA-SWNT-Komplexe

Die Moglichkeit, einzelstringige DNA als Dispergieradditiv fiir Koh-
lenstoffnanoréhren zu verwenden, hat grof3es Forschungsinteresse ge-
weckt, da die resultierenden Komplexe sowohl zur durchmesserabhin-
gigen Anreicherung der Nanordéhren geeignet sind als auch fiir Anwen-
dungen in der Medizin in Frage kommen. 177193437 I diesem Abschnitt
wird zunéchst auf die Selektivitdt bestimmter DNA-Basensequenzen
eingegangen, die zahlreiche theoretische Studien zu moglichen Adsorp-
tionskonformationen angeregt hat. Zum Abschluss werden die expe-
rimentellen Arbeiten zur Stabilitdt von DNA-SWNT-Komplexen disku-
tiert.
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3.1.1 Erkennungssequenzen

Abbildung 3.1 zeigt DNA-Oligomere, welche insbesondere zur Anreiche-
rung von (6,5)-SWNTs benutzt werden. Die d(GT),-Oligomere, wie sie
von Zheng et al. zur Dispergierung der Nanorshren vorgeschlagen wer-
den, finden vor allem in der Dichtegradientenultrazentrifugation (DGU)
Verwendung. 17193188 Bej der Auftrennung der SWNTs mittels Ionen-
austauschchromatographie (IEC) ist es Tu et al. gelungen, fiir zahlrei-
che SWNT-Chiralititen eine DNA-Erkennungssequenz, das heilt eine
bestimmte Basenabfolge und -zahl, zu identifizieren, mit der die se-

lektive Anreicherung einer entsprechenden Nanorohrchiralitdt moglich
ist. [15:16]

0 0 0 NH, 0
M NH NH  N~ZN NH
i N)\NHZ N/l\o N/l\o N \N) N/go
C | I n = | | I J4

d(GT),-Oligomere d(TAT),-Oligomer

Abbildung 3.1. DNA-Erkennungssequenzen zur gezielten Dispergierung
von (6,5)-SWNTs bestehen aus alternierenden Sequenzen von Purin- (blau)
und Pyrimidinbasen (griin). Bei der Anreicherung mittels DGU finden Oli-
gomere aus Guanin und Thymin Verwendung (links). 1719 Tu et al. identi-
fizierten im IEC-Prozess das Oligomer d(TAT), als besonders selektiv. 1!

Die Qualitdt der Auftrennung durch Ionenaustauschchromatographie
héangt stark von einer regelmélligen mikroskopischen Struktur der Par-
tikel ab. '>17! Folglich gehen Tu et al. davon aus, dass die DNA-Erken-
nungssequenzen in der Lage sind, geordnete Strukturen auf der Nano-
rohroberfldche zu bilden. ' Die Annahme, dass nicht nur energetische
Effekte zwischen den Nukleinbasen und der Nanorohroberfldche bei der
Auftrennung eine Rolle spielen, wird auch dadurch gestérkt, dass sich
sowohl beim DGU-Verfahren als auch bei der Ionenaustauschchroma-
tographie eine alternierende Abfolge von Purin- und Pyrimidinbasen
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als besonders geeignet erwiesen hat.!!>!719 Anderenfalls wire davon
auszugehen, dass die Homopolymere der Purinbasen Guanin und Ade-
nin die hochste Dispergierbarkeit zeigen, da sie aufgrund ihres gréBeren
n-Elektronensystems in der Lage sind, stdrkere n—r-Wechselwirkungen
mit der Nanorohroberfliche auszubilden. 19019 Fiir eine mogliche ste-
rische Stabilisierung werden mehrere Modelle diskutiert und es wurden
zahlreiche theoretische Studien zur Klarung der Struktur der adsorbier-

ten DNA-Oligomere durchgefiihrt, die im nichsten Abschnitt vorgestellt
werden. [24:25,32,33,103-107)

3.1.2 Adsorptionskonformationen

Die Ergebnisse einiger ausgewdhlter Arbeiten zur Adsorptionskonfor-
mation der DNA auf SWNTs sind in Abbildung 3.2 schematisch zusam-
mengefasst. Ausgehend von der helikalen Anordnung zeigen Moleku-
lardynamik-Simulationen (MD), dass nicht alle Nukleinbasen auf der
Nanorohroberfldche adsorbiert sind und auch andere Konformationen
wie beispielsweise Schlaufen energetisch begiinstigt sein kénnen.

a) Helix b) desorbierte Basen c) Schlaufen

o B s

Abbildung 3.2. DNA-Adsorptionskonformationen auf SWNTs. a) Zheng et
al. schlagen eine helikale Adsorption der DNA vor. [17] b) Bei einem adsor-
bierten Oligomer sind nicht alle DNA-Basen auf der SWNT-Oberfldche ge-
bunden. 3%106] ¢) Neben der Helix sind auch Schlaufen méglich. [32:33,103]

Nach der ersten erfolgreichen Isolierung von DNA-SWNT-Komplexen
ist es Zheng et al. gelungen, AFM-Aufnahmen zu erhalten, auf denen
eine helikale Struktur zu erkennen ist.!” Die besonders regelmiRige
Struktur der d(GT),-SWNT-Komplexe fiihren sie auf die Ausbildung
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einer DNA-Doppelhelix auf der Nanorohroberfliche zuriick, welche
durch Non-Watson-Crick-Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
beiden adsorbierten Strangen stabilisiert wird (nicht in Abbildung 3.2
dargestellt). " Diese Hypothese stimulierte zahlreiche MD-Simulatio-
nen, deren Ergebnisse schematisch in Abbildung 3.2 b) und c) zu sehen
sind. Der Schwerpunkt dieses Abschnitts liegt auf der Arbeit von Martin
etal., dahier die Adsorption der d(TG),-Oligomere auf (6,5)-SWNTs un-
tersucht wird. Unterschiede durch die invertierte Basenabfolge beziig-
lich des Phosphat-Zucker-Riickgrats konnen als vernachlédssigbar ange-
nommen werden. Die anderen durchgefiihrten Simulationen betrach-
ten entweder nicht die Adsorption auf eine (6,5)-SWNT oder lediglich die
der DNA-Homopolymere anstatt der Erkennungssequenzen. [32:33,103,106]
Die veroffentlichten MD-Simulationen stellen dabei fest, dass die DNA-
Oligomere nicht als Doppelhelix auf der Nanorohroberfldche adsorbiert
werden. Stattdessen sind neben der einfachen Helix auch andere, weni-
ger geordnete Strukturen moglich, wie in Abbildung 3.2 b) und c) skiz-
ziert. Die Rechnungen konnten zeigen, dass die Bindung eines adsor-
bierten DNA-Oligomers nicht iiber alle zur Verfiigung stehenden Nu-
kleinbasen des Oligomers erfolgt, wobei die nicht adsorbierten Basen
gleichmaRig tiber das Oligomer verteilt sind und ihr Anteil mit der Tem-
peratur steigt.3>33! Dieser Effekt wird auch in anderen Studien besti-
tigt.'?® Johnson er al. und Martin et al. kommen unabhingig vonein-
ander zu dem Ergebnis, dass bei Raumtemperatur neben der helika-
len Adsorption noch andere Konformationen wie Schlaufen energetisch
zugénglich sind, wie in Abbildung 3.2 ¢) angedeutet. 3233 Martin er al.
konnten aullerdem zeigen, dass die Adsorption von d(TG),-Oligomeren
auf (6,5)-SWNTs einen aktivierten Prozess darstellt. Die Aktivierungsbar-
riere ist dabei auf starke Konformationsianderungen im Phosphat-Zu-
cker-Riickgrat der DNA zuriickzufiihren, die beim Ubergang aus dem
Solvens auf die Nanorohroberfliche stattfinden.3? Diese Vermutung

wird durch spétere Studien gestérkt. 3%
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3.1.3 Austauschexperimente

Experimentelle Arbeiten zur Adsorption bzw. Desorption von DNA-Oli-
gomeren auf bzw. von Kohlenstoffnanoréhren sind in der Literatur sel-
ten. Allerdings gibt es einige Verdffentlichungen zum Austausch von
Tensiden und DNA auf der Nanorohroberfldche. Abbildung 3.3 zeigt bei-
spielhaft zwei dieser Austauschreaktionen. Im oberen Teil ist die Ver-
dringung adsorbierter DNA-Oligomere durch einen Uberschuss an Na-
triumdodecylbenzolsulfonat (SDBS) gezeigt. >3/ Im unteren Abschnitt ist
der umgekehrte Fall dargestellt, bei dem Natriumcholat (SC) durch po-

ly-Cytosin ausgetauscht wird. 2728

DNA = d(TAT),

a)
/.. f + SDBS ‘ \ \s P l ‘ langsam

DNA # d(TAT),

DNA schnell
b) n <38
+d(C), AH< 0
AP S L — - e jo<o) T
sC AH> 0

= (6,5)-SWNT ~» =SDBS e°=SC @8ee =DNA

Abbildung 3.3. DNA-Tensid-Austauschexperimente. a) Der Austausch von
d(TAT)4 mit SDBS auf (6,5)-SWNTs erfolgt wesentlich langsamer als bei an-
deren DNA-SWNT-Kombinationen. (23! b) Die Verdrangung von SC auf SW-
NTs mit poly-Cytosin ist fiir kurze Oligomere mit weniger als acht Basen
exotherm, fiir lingere DNA-Oligomere dagegen entropiegetrieben. (28]

Die in Teil a) der Abbildung skizzierte Verdrangung von DNA durch Ten-
sidewurde iiber die Blauverschiebung der S; -Absorptionsbande der SW-
NTs spektroskopisch verfolgt und ldsst sich ndherungsweise mit der De-
sorption der DNA von der Nanorohroberfldche vergleichen. Der Wech-
sel des Dispergiermittels verlduft bei den DNA-SWNT-Erkennungspaa-
ren deutlich langsamer als bei anderen DNA-SWNT-Kombinationen.
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So wird beispielsweise d(TAT), auf (6,5)-SWNTs 20-mal langsamer ver-
dringt als d(TAT)4T oder d(TAT)3TA, obgleich sich diese jeweils nur
durch eine Nukleinbase von der Erkennungssequenz unterscheiden. (2%
Bei groBeren Varianzen der Basenzahl kann allerdings eine DNA-Lin-
genabhingigkeit beobachtet werden. So erfolgt der Austausch der Er-
kennungssequenz d(TAT), deutlich schneller als der Austausch der un-
tersuchten 30-mere. Die Autoren schlussfolgern, dass die Selektivitdt der
Erkennungssequenzen nicht in der absoluten Bindungsstirke zu fin-
den ist, sondern durch deren differenzierte Bindung in Abhéngigkeit der
SWNT-Chiralitét auftritt.'?®! Um diese Vermutung zu bestitigen, fiihr-
ten Shankar et al. das gleiche Experiment nochmals fiir d(TAT), auf den
durchmesseridentischen (6,5)- und (9,1)-SWNTs durch. Die Verdran-
gung des d(TAT), von der (9,1)-SWNT erfolgt dabei 81-mal schneller als
auf der (6,5)-SWNT. Die erhohte Reaktionsgeschwindigkeit wird durch
eine um 11 kJ-mol~! niedrigere Aktivierungsbarriere verursacht. Da die
Autoren eine identische Aktivierungsenthalpie fiir die Austauschreakti-
on von d(TAT), auf den untersuchten (9,1)-, (8,3)- und (6,5)-SWNTs von
178 + 29 kJ-mol~! angeben, muss die Absenkung durch eine erhéhte Ak-
tivierungsentropie hervorgerufen werden. Eine Erklarung dieser Beob-
achtung auf mikroskopischer Ebene bleibt allerdings offen. 25!

Abbildung 3.3 b) zeigt schematisch die Ergebnisse der quasi-Umkehr-
reaktion. Folglich kann der Austausch zur ndherungsweisen Beschrei-
bung der Adsorption von DNA-Oligomeren auf Kohlenstoffnanoréhren
genutzt werden. In der von Kato et al. verdffentlichten Studie werden SC-
dispergierte SWNTs mit Losungen aus poly-Cytosin versetzt. Der Aus-
tausch wird wieder iiber die Verschiebung der S;-Absorptionsbande der
SWNTs spektroskopisch verfolgt. Temperaturabhéngige Messungen lie-
fern in Abhéngigkeit der Konzentration und der Basenzahl der einge-
setzten DNA-Oligomere die thermodynamischen Daten der Austausch-
reaktion. Die Gleichgewichtskonstante der Reaktion steigt fiir ldngere
DNA-Oligomere an, wobei ab 15 Basen eine Sittigung auftritt. Obgleich
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die Austauschreaktion fiir alle untersuchten Cytosin-Oligomere exergo-
nisch verlduft, ist sie nur fiir das Dimer und das Pentamer auch exo-
therm. Fiir Oligomere mit acht Nukleinbasen und mehr ist sie endo-
therm und entropiegetrieben. ?® Da die beobachtete Wellenlingenver-
schiebung der S;-Bande proportional zum DNA-Bedeckungsgrad der
Nanorohroberfldche ist, kann dieser ebenfalls aus den Ergebnissen be-
rechnet werden. 27-2888] Folglich lassen sich Adsorptionsisothermen der
DNA-Oligomere auf der Nanorohroberflache aufstellen. Dabei wird al-
lerdings der Einfluss des Tensids vernachldssigt. Fiir langere Oligome-
re lassen sich bei gleicher DNA-Konzentration héhere Bedeckungsgrade
auf der SWNT erreichen. Der Bedeckungsgrad ist dabei als Anteil der mit
DNA bedeckten Nanorohroberfliche definiert. Die Stoffmenge der ad-
sorbierten DNA, die beispielsweise fiir Anwendungen von DNA-SWNT-
Komplexen als Wirkstofftransporter interessant ist, kann tiber dieses
Verfahren nicht direkt ermittelt werden.

3.1.4 DNA-Desorption von SWNTs

Derzeit sind nur zwei Studien bekannt, die sich mit der Desorption der
DNA von SWNTs beschéftigen. Das Grundprinzip der beiden Arbeiten ist
in Abbildung 3.4 schematisch dargestellt. In einem ersten Schritt werden
die nicht adsorbierten DNA-Oligomere abgetrennt und die zuriickblei-
benden DNA-SWNT-Komplexe in reinem Losemittel resuspendiert. Der
dadurch eingefiihrte Konzentrationssprung fiihrt zur Netto-Desorption
der DNA von der Nanorohroberfliche. Aufgrund des geringeren DNA-
Bedeckungsgrads der SWNTs beginnen diese zu aggregieren, was als
MaR fiir die DNA-Desorption genutzt werden kann. 2930

Vogel et al. nutzen zur Dispergierung von Nanordhren verschiedener
Chiralitdt d(GT),-Oligomere mit 4 bis 80 Basen. Nach der Ultraschall-
behandlung werden die freien DNA-Oligomere abfiltriert und die DNA-
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SWNT-Aggregation
Zentrifugation/
Filtration t
f o~ ' / \- '
DNA DNA

Abbildung 3.4. DNA-Desorptionsexperimente. Der Uberschuss an freier
DNA wird entfernt und die DNA-SWNT-Komplexe redispergiert, so dass die
verbliebene DNA von der Nanorohroberfldche desorbiert. Das AusmaR der
Nanorohraggregation lasst Riickschliisse auf die Stabilitdt der DNA-SWNT-
Komplexe zu. [29:30]

SWNT-Komplexe in frischer Pufferlésung resuspendiert. Diese Suspen-
sion wird auf 90 °C geheizt und nach definierten Zeitintervallen werden
Proben entnommen, deren SWNT-Gehalt absorptionsspektroskopisch
bestimmt wird. Dabei ist eine Abnahme der exzitonischen Absorptions-
banden der SWNTSs gegeniiber der Ausgangslosung zu beobachten, wel-
che als Mak fiir die SWNT-Aggregation dient. Die ermittelten Halbwerts-
zeiten des Aggregationsvorgangs betragen mehrere Stunden und skalie-
ren mit der Linge der untersuchten DNA-Oligomere.?”) Da die Expe-
rimente nur bei einer Temperatur durchgefiihrt werden, lassen sich kei-
ne Aussagen iiber die Aktivierungsbarriere der Desorption treffen. Einen
Hinweis, ob die geringere Desorptionsneigung der lingeren DNA-Oli-
gomere auf enthalpische oder entropische Beitrdge zuriickzufiihren ist,
liefern die Ergebnisse nicht.

Albertorio et al. hingegen untersuchen die temperaturabhidngige De-
sorption der Homododecamere der Nukleinbasen Thymin, Adenin und
Cytosin von einem SWNT-Gemisch verschiedener Chiralitdten. Nach
dem Beschallungsprozess wird die tiberschiissige DNA durch GréB8en-
ausschlusschromatographie abgetrennt. Die Losung wird aliquotiert
und auf 60, 70, 80 und 90 °C geheizt. Nach bestimmten Zeitinterval-
len wird eine Probe entnommen und das aggregierte Nanorohrmate-
rial durch Zentrifugation abgetrennt. Die Nanorohrkonzentration im
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Uberstand wird mittels Absorptionsspektroskopie bestimmt. Durch Ver-
gleich des SWNT-Gehalts vor und nach der DNA-Desorption kann das
Ausmall der SWNT-Aggregation und damit der DNA-Desorption be-
stimmt werden. Durch die Temperaturabhingigkeit lassen sich auch die
Aktivierungsbarrieren der Desorption berechnen, die fiir poly-Thymin
61.9 +4.6kJ-mol!, fiir poly-Adenin 84.9+6.7kJ-mol~! und fiir poly-
Cytosin 102 + 1 kJ-mol~! betragen. 3% Die Ergebnisse zeigen, dass die Ak-
tivierungsbarriere nicht nur durch die Wechselwirkung zwischen den
Nukleinbasen und der Nanorohroberfliche zustande kommt. Denn
obwohl das poly-Adenin das grolte n-Elektronensystem besitzt und
dementsprechend zu stérkeren n—n-Wechselwirkungen mit der Nano-
rohroberfldche in der Lage ist, zeigt es im Vergleich zum poly-Thymin

eine niedrigere Aktivierungsbarriere. 100-105]

Die beiden vorgestellten Studien gehen nicht auf die Moglichkeit ein,
dass statt der DNA-Desorption die SWNT-Aggregation der geschwindig-
keitsbestimmende Schritt des beobachteten Prozesses sein konnte. Laut
den Autoren liegt der Schwachpunkt der Methoden ferner in der Abtren-
nung bzw. dem Einfluss der SWNT-Aggregate. Vogel et al. verzichten auf
eine Isolierung der Aggregate, wodurch die Absorptionsspektren sehr
stark durch die Streuung der Nanorohrflokkulate beeinflusst sind. 2%
Albertorio et al. hingegen entfernen die Nanorohraggregate durch ei-
ne Zentrifugation, was nach eigener Aussage einen kritischen Schritt
darstellt. 3% Durch Adhésionseffekte kann neben den SWNT-Aggregaten
auch ein Teil der verbliebenen DNA-SWNT-Komplexe abgetrennt wer-
den, was eine erhebliche Beeinflussung der Ergebnisse bedeuten wiirde.
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3.2 Polymer-SWNT-Komplexe

Auch bei der Adsorption von synthetischen Polymeren wird von einer
helikalen Konformation ausgegangen, wobei der Wicklungsabstand
deutlich gréBer als bei DNA-Oligomeren ist.[” Shea er al. bestim-
men den Winkel zwischen der Nanorohrachse und dem Riickgrat des
Poly-(9,9-di-n-octylfluorenyl-2,7-diyl)s mit 12+2°.[19% Berechnun-
gen zeigen aullerdem, dass einige der aliphatischen Seitenketten der
n-konjugierten Polymere ebenso wie das aromatische Polymerriick-
grat auf der Nanorohroberfldche adsorbiert sind.”® Experimentelle
Arbeiten von Coleman et al. deuten jedoch darauf hin, dass auch bei
synthetischen Polymeren nicht alle Monomere auf der Nanorohrober-
fliche gebunden sind. Uber Verdiinnungsexperimente wird eine kon-
stante Bindungsenergie fiir Polynaphthalene unterschiedlicher Lange
erhalten. 3l Wie bereits in Abschnitt 2.2 diskutiert, ist folglich davon
auszugehen, dass neben der helikalen Adsorptionskonformation noch
andere Struktursegmente wie loops und tails vorliegen.

3.3 Zusammenfassung und Zielsetzung

Die in diesem Kapitel vorgestellten Arbeiten zeigen, dass sich bestimmte
DNA-Oligomere besonders zur Dispergierung gewisser Nanorohrchira-
litdten eignen. 15717 Der Ursprung dieser Selektivitit kénnte in besonde-
ren Adsorptionskonformationen der Erkennungssequenzen zu finden
sein. Dahingehend zeigen theoretische Arbeiten, dass DNA-Oligomere
auf der Nanorohroberfliche sowohl helikal als auch in anderen Kon-
formationen wie Schlaufen adsorbiert sein kénnen. Dabei sind aller-
dings nicht alle DNA-Basen des adsorbierten Oligomers auf der Ober-
fliche gebunden. 117:32:33,103,106] Experimentelle Untersuchungen zur Ad-
sorption und Desorption von reinen DNA-SWNT-Systemen sind in der
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Literatur rar. Austauschexperimente von DNA und Tensiden bieten ni-
herungsweise Modelle fiir die Adsorption und Desorption der Biopoly-
mere. Dabei ist in beiden Féllen eine Lingenabhingigkeit zu beob-
achten, wonach Oligomere mit hoherer Basenzahl starker adsorbieren
und langsamer desorbieren. ?328! Fiir die Desorption spielt zudem auch
die Basensequenz eine wichtige Rolle. 326! Die wenigen experimentel-
len Arbeiten zur Desorption der DNA von Kohlenstoffnanoréhren oh-
ne zusdtzliches Dispergieradditiv zeigen, dass die Aktivierungsbarriere
nicht ausschlieflich auf 7—r-Wechselwirkungen zwischen den Nuklein-
basen und der Nanorohroberfldche zuriickzufiihren ist. Als spektrosko-
pische Sonde wird in den Studien die Intensitdtsabnahme der SWNT-S; -
Absorptionsbande genutzt, um Riickschliisse auf die SWNT-Aggregation
infolge der DNA-Desorption zu ziehen. Die Isolierung der Aggregate
bzw. deren Einfluss auf die Absorptionsspektren stellt jedoch eine starke
Einschrinkung bei der Analyse der Daten dar. ??3% Auch bei syntheti-
schen Polymeren erscheint eine helikale Konformation als wahrschein-
lich. Allerdings finden sich auch hierbei Hinweise, dass nicht alle Mono-
mere eines Makromolekiils auf der Nanorohroberflache gebunden sind,
da keine Lingenabhingigkeit der Bindungsenergie gefunden wird. (63!

Ziel dieser Arbeit ist es, spektroskopische Methoden zu finden, mit
denen eine Untersuchung der Adsorption und Desorption von DNA-
Oligomeren auf Kohlenstoffnanordhren moglich ist, um darauf aufbau-
end Riickschliisse auf die Adsorptionskonformation der Biopolymere
zu ziehen. Dabei sollen weder zusétzliche Dispergieradditive noch wei-
tere Aufreinigungsschritte notwendig sein, die die Messung beeinflus-
sen konnten. Stattdessen sollen die Sorptionsprozesse direkt spektro-
skopisch verfolgt werden. Mithilfe von Adsorptionsisothermen des rei-
nen DNA-SWNT-Systems soll es zudem mdglich sein, die maximale Be-
ladung der Nanoréhren mit DNA zu bestimmen. Uber temperaturab-
hingige Desorptionsexperimente sollen die thermische Stabilitdt und
die Bindungsstéirke der Polymere auf der Nanorohroberfldche ermittelt
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werden. Dadurch lassen sich Riickschliisse auf die Struktur der DNA-
SWNT-Komplexe ziehen. Fiir die DNA-Oligomere sollen durch Variati-
on der Basenzahl und -sequenz mégliche Trends aufgedeckt werden.
Die entwickelten Methoden sollen auch auf Polymer-SWNT-Komplexe
tibertragen werden, um deren generelle Anwendbarkeit zu manifestie-
ren.
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Dieses Kapitel beschéftigt sich mit den allgemein verwendeten prépa-
rativen und spektroskopischen Methoden. Das experimentelle Vorge-
hen zur Analyse des Adsorptions- und Desorptionsverhalten der unter-
suchten (Bio-)Polymere findet sich in den Kapiteln 5 und 6. Grundla-
ge der durchgefiihrten Experimente sind mit unterschiedlichen Disper-
giermitteln individualisierte SWNT-Komplexe. Zundchst wird daher die
Dispergierung der Nanorohren und deren anschlieBende Aufreinigung
vorgestellt. Der darauffolgende Abschnitt widmet sich den verwendeten
Gerdten zur Absorptions- sowie Fluoreszenzspektroskopie, bevor ab-
schlieBend die eigens installierten und eingesetzten Aufbauten zur Fluo-
reszenzmikroskopie sowie Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS)
vorgestellt werden. Zur Auswertung der ermittelten Daten wurde das
Programm IgorPro von WaveMetrics genutzt.

4.1 SWNT-Dispergierung

Die Aufarbeitung des Nanorohrrohmaterials (SWeNT SG 65, SouthWest
NanoTechnologies) ldsst sich unabhéngig vom eingesetzten Dispergier-
additiv grob in folgende Schritte gliedern. Der mit (6,5)-SWNTs angerei-
cherte Nanorohrrul wird zunéchst in einer Lésung des Dispergiermit-
tels mit Ultraschall behandelt. Unlgsliche Anteile werden anschlieBend
durch Zentrifugation entfernt. Der Uberstand wird isoliert und durch
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Absorptionsspektroskopie charakterisiert. Die Besonderheiten der Pro-
benpriparationen mit dem Polymer F8T2, einzelstrangiger DNA und
Tensiden werden im Folgenden vorgestellt.

4.1.1 F8T2-SWNT-Komplexe

Zur Herstellung der F8T2-SWNT-Komplexe wurden 7.5 mg des Nano-
rohrrohmaterials mit 9.0 mg F8T2 (99.9 %, Sigma-Aldrich) in 15 mL Tolu-
ol (AnalaR NORMAPUR® ACS, VWR International) fiir acht Stunden bei
0°C beschallt (Branson Sonifier 450A, konische Spitze, Stufe 4, gepuls-
ter Betrieb: 50 %).[2075199] Dje so erhaltene homogene Mischung wur-
de im Anschluss mit 14000 Umdrehungen pro Minute fiir drei Minuten
zentrifugiert (Biofugel5, Heraeus Sepatech), um unldsliche Riickstdnde
und Nanorohrbiindel abzutrennen. Der klare, gelbe Uberstand wurde
abdekantiert und durch Absorptionsspektroskopie (s. Kapitel 4.2) cha-
rakterisiert. Abbildung 4.1 zeigt das auf die S;-Bande der (6,5)-SWNTs
normierte Absorptionsspektrum. Neben der breiten Absorptionsbande
des Polymers um 485 nm sind darin auch die exzitonischen Ubergénge
der (6,5)-, (7,5)- und (7,6)-SWNTs zu erkennen, da F8T2 keine Selektivi-
tdt beziiglich einer Nanorohrchiralitdt zeigt. Fiir die Desorptionsexperi-
mente war es notwendig, den Uberschuss an ungebundenen Polymer zu
entfernen. Hierfiir wurden 4.0 mL der F8T2-SWNT-Lésung durch eine
Zellulosemischestermembran (MF-Millipore, VCWP02500, Merck Mil-
lipore) filtriert und das Retentat mehrmals mit Toluol gewaschen. Die
Filtermembran wurde in Aceton aufgelost und das Retentat in 2.0 mL
Toluol resuspendiert. Die erhaltene grau-gelbe Losung wurde im Kiihl-
schrank bei 4 °C gelagert, um eine Polymer-Desorption zu unterbinden.
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Abbildung 4.1. Normierte Absorptionsspektren der F8T2-SWNT-Proben
vor und nach der Filtration. Das Polymer F8T2 dispergiert neben den
(6,5)-SWNTs auch (7,5)- und (7,6)-SWNTs. Die Normierung erfolgt auf die
S;-Absorptionsbande der (6,5)-R6hren.

4.1.2 DNA-SWNT-Komplexe

Zur Dispergierung und durchmesserselektiven Auftrennung der Na-
norbhren mit einzelstrdngiger DNA wurde die Dichtegradientenultra-
zentrifugation (DGU) eingesetzt, die von Arnold et al. vorgeschla-
gen wurde. 'Y Hierfiir wurden d(GT),- (n=2, 4, 6, 8, 12, 16,20) und
d(TAT)4-Oligomere eingesetzt (HPLC-gereinigt, biomers.net GmbH).
Soweit nicht anders angegeben trugen die Oligomere am 5’-Ende einen
Fluoreszenzfarbstoff. Fiir die FCS-Experimente wurde Rhodamin 6G
(R6G) und ansonsten 6-Carboxyfluorescein (FAM) verwendet. Die vom
Hersteller angegebene Stoffmenge wurde zur Berechnung der DNA-
Konzentrationen iibernommen. Die getrockneten Oligomere wurden
unter sterilen Bedingungen in 1.0 mL steriler, phosphatgepufferter Salz-
lésung (PBS) mit einem physiologischen pH-Wert von 7.4 gelost und
bei —32°C gelagert. Hierfiir wurde das kommerziell erhiltliche PBS-
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Konzentrat (10xPBS, Fisher Scientific) mit Wasser (CHROMASOLV®
Plus, HPLC-Qualitét, Sigma-Aldrich) um den Faktor zehn verdiinnt. Ab-
bildung 4.2 zeigt den praparativen Ablauf zur Herstellung und Isolierung
der DNA-SWNT-Komplexe.

AE Lid I
1.) Diffusion 2 h

Ultraschall Dichte-
2h,20°C gradient ' I 2.) Ultrazentrifuge

= . I 41 kU/min
= 18 h,21°C

Abbildung 4.2. Ablauf der DNA-SWNT Probenpréparation. Nach der Ultra-
schallbehandlung des Nanorohrruffes mit fluoreszenzmarkierter DNA wur-
dedie Losungin einen stufenférmigen Dichtegradienten eingebracht. Nach
zweistlindiger Diffusion hat sich ein linearer Dichtegradient entwickelt, der
anschlieBend ultrazentrifugiert wurde.

Hierfiir wurden 0.3 mg Nanorohrruf§ in 1.8 mL phosphatgepufferter
DNA-L6sung bei 20 °C zwei Stunden im Badgefd beschallt (Stufe 3, kon-
tinuierlicher Betrieb). Die eingesetzte Nukleinbasenkonzentration be-
trug unabhingig von der Oligomerlidnge jeweils 0.5 mmol-L~!. Die er-
haltene heterogene Mischung wurde in einen Dichtegradienten einge-
bracht, dessen Zusammensetzung in Tabelle 4.1 gezeigt ist. Als Dichte-
medium wurde eine 60 (m/V)-%ige wissrige lodixanollosung verwen-
det, die unter dem Namen OptiPrep® (Sigma-Aldrich) vertrieben wird.
Die entsprechenden Schichten wurden als Mischungen aus OptiPrep®
und Pufferlosung bzw. der beschallten SWNT-Suspension hergestellt.
Aus dem so erhaltenen stufenformigen Dichtegradienten wurde durch
Diffusion ein linearer Gradient erzeugt. Hierbei wurde das verschlossene
Zentrifugenrohrchen (Ultra-Clear™, Beckman Coulter) fiir zwei Stun-
den horizontal und erschiitterungsfrei gelagert. Im Anschluss daran er-
folgte die Ultrazentrifugation iiber 18 Stunden bei 41000 Umdrehungen
pro Minute und 21 °C (Optima L-90 Kmit SW 41 Ti-Rotor, Beckman Coul-
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Schicht Todixanolgehalt OptiPrep® : PBS Volumen

III 20 (m/v)-% 1:2 4 mL
II 30 (m/v)-% 1:1(SWNT) 3 mL
I 40 (m/v)-% 2:1 4 mL

Tabelle 4.1. Zusammensetzung des stufenférmigen Dichtegradienten zur
Isolierung der DNA-SWNT-Komplexe.

ter). Die DNA-SWNT-Komplexe ordnen sich wihrend der Zentrifugati-
on entsprechend ihrer Schwimmdichte an und bilden Schichten in Ab-
héingigkeit des Nanorohrdurchmessers. Fiir weitere Beschreibungen der
grundlegenden Vorginge der Dichtegradientenultrazentrifugation wird
auf die weiterfithrende Literatur verwiesen. 197981 7ur anschlieBenden
Isolierung der entsprechenden Komplexe wurde die hydrophobe Hy-
draulikfliissigkeit Fluorinert FC-40 (Sigma-Aldrich) mit einer Spritzen-
pumpe (kd Scientific) unterschichtet. Dies geschah in definierten Vo-
lumenschritten, in denen die DNA-SWNT-Fraktionen {iber einen Aus-
lasshahn, der am Zentrifugenréhrchen angebracht war, aufgenommen
wurden. Es wurden Fraktionsgro8en von 150 uL. gewdhlt, die anschlie-
Bend durch Absorptionsspektroskopie auf ihre Zusammensetzung ge-
priift wurden. In Abbildung 4.3 sind die Absorptionsspektren der Frak-
tionen eines Zentrifugenrdhrchens gezeigt. Um die Zusammensetzung
der jeweiligen Fraktionen zu ermitteln, wurde das Absorptionsspektrum
unter Bertiicksichtigung der einzelnen Absorptionsbanden der enthal-
tenen Nanorohrchiralititen — welche aus der Literatur bekannt sind -
in IgorPro angepasst. 1% Fraktionen mit einem (6,5)-SWNT-Gehalt
von mehr als 75 % wurden zur weiteren Verwendung vereinigt. Das Ab-
sorptionsspektrum dieser Losung istin Abbildung 4.3 b) gezeigt. Im Falle
des d(GT),-FAM konnten nach der DGU keine individualisierten DNA-
SWNT-Komplexe isoliert werden. Aufgrund dessen wurde auf die DGU
verzichtet und die Rohsuspension nach der Ultraschallbehandlung fiir
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Abbildung 4.3. Absorptionsspektren der DNA-SWNT-Fraktionen.
a) Einzelne Fraktionen a 150 pL. b) Die Fraktionen #1-#5 wurden zur
weiteren Verwendung vereinigt.

90 Minuten mit 14000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert (Biofu-
gel5, Heraeus Sepatech), um unlésliche Riickstdnde und gréBere Na-
norohraggregate abzutrennen. Der Uberstand wurde abdekantiert und
analog zu den vereinigten DGU-Fraktionen weiterverwendet. Das Ab-
sorptionsspektrum dieser Losung ist in Abbildung A.7 (S. 178) im An-
hang zu finden.

Die nach der DGU erhaltenen Fraktionen zeigen einen hohen Anteil
ungebundener DNA, die fiir die durchgefiihrten Experimente entfernt
werden musste. In Abbildung 4.4 ist das zugehorige Filtrationsprotokoll
skizziert. Insgesamt wurden 2 mL der DNA-SWNT-L6sung (ODg; ~ 1) auf
Zentrifugenfilter mit einer Zelluloseestermembran (Microcon® Ultracel
YM-100, Millipore) aufgebracht und bei 20 °C mit 4000 Umdrehungen
pro Minute zentrifugiert (Rotina 35R, Hettich). Die Porengrée der Fil-
termembran von 100 kg-mol~! ermdglicht die Passage ungebundener
DNA-Oligomere, wohingegen DNA-SWNT-Komplexe von der Membran
zuriickgehalten werden. Das Retentat wurde anschlief3end fiinf- bis sie-
benmal mit je 60 uL. PBS-Losung gespiilt, bis im Filtrat keine Anderung
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Abbildung 4.4. Filtrationsprotokoll zur Entfernung tiberschiissiger DNA
(nach K. Kroker, Dissertation). Das DGU-Material wurde filtriert, um un-
gebundene DNA abzutrennen. Die im Retentat verbliebenen DNA-SWNT-
Komplexe wurden in PBS resuspendiert, aliquotiert und eingefroren. [112]

der DNA-Konzentration mehr festzustellen war. Diese wurde tiber die
Fluoreszenzintensitit des Farbstoffs bestimmt (s. Kapitel 4.2). Das Re-
tentat liel§ sich durch Umdrehen des Filters und nochmalige Zentrifu-
gation leicht aus der Membran l6sen. Der Riickstand wurde in 2.3 mL
PBS-Losung redispergiert und umgehend in elf Fraktionen a 200 pL ali-
quotiert. Um eine vorzeitige DNA-Desorption zu verhindern, wurden
die Proben sofort in fliissigem Stickstoff gefroren und bis zur Messung
bei —32 °C gelagert. Ein Absorptionsspektrum vor und nach der Filtrati-
on ist in Abbildung A.7 (S. 178) zu sehen, wobei keine Verbreiterung der
S;-Absorptionsbande infolge der Filtration beobachtet wird.
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4.1.3 Tensid-SWNT-Komplexe

Die Isolierung der Tensid-SWNT-Komplexe beruht ebenso auf
der Dichtegradientenultrazentrifugation und das experimentelle
Vorgehen ist daher #hnlich dem der DNA-SWNT-Priparation. !
Es wurden 1.5mg Nanorohrruf pro 1.0mL einer 1.0m-%igen
Natriumdesoxycholat-Losung (DOC; >97 %, Sigma-Aldrich) fiir zwei
Stunden bei 0°C beschallt (konische Spitze, Stufe 3, gepulster Betrieb:
30 %). Die beschallte Losung wurde anschlief$end in einen Stufendich-
tegradienten eingebracht, dessen Zusammensetzung in Tabelle 4.2
aufgefiihrt ist.

Schicht Iodixanolgehalt OptiPrep®: H,0  SC/SDS  Volumen

v 20 (m/V)-% 1:2 je61.8mg 4.0mL
III 25 (m/V)-% 1:14 je 19.3 mg 1.5 mL
II 30 (m/v)-% 1:1(SWNT) je 8.3 mg 1.5 mL
I 40 (m/V)-% 2:1 je 38.7 mg 4.0 mL

Tabelle 4.2. Zusammensetzung des Dichtegradienten zur Isolierung der
Tensid-SWNT-Komplexe.

Als Dichtemedium wurde erneut OptiPrep® genutzt. Im Unterschied zur
DNA-SWNT-Anreicherung wurden bei den Tensiden mehrere Disper-
gieradditive eingesetzt. Neben dem bei der Beschallung verwendeten
DOC enthielten alle Lésungen des Dichtegradienten noch Natriumcho-
lat (SC; 299 %, Sigma-Aldrich) und Natriumdodecylsulfat (SDS; >99 %,
Sigma-Aldrich) im gleichen Massenverhiltnis. Auch bei den Tensidpro-
ben wurde durch waagerechte Lagerung fiir zwei Stunden ein linearer
Dichtegradient erzeugt, der anschlieend bei 41000 Umdrehungen pro
Minute und 21 °C fiir 18 Stunden ultrazentrifugiert wurde. Die entspre-
chenden SWNT-Fraktionen wurden analog zu den DNA-Proben isoliert
und durch Absorptionsspektroskopie charakterisiert. Die zugehérigen
Absorptionsspektren sind in Abbildung 4.5 dargestellt.
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Abbildung 4.5. Absorptionsspektren der Tensid-SWNT-Fraktionen.
a) Einzelne Fraktionen a 150 pL. b) Die vereinigten Fraktionen nach der
Dialyse.

Die erhaltenen Fraktionen zeichnen sich im Vergleich zur DNA-
Dispergierung durch eine wesentlich hohere optische Dichte aus. Ana-
log zur Praparation der DNA-SWNT-Komplexe wurden die (6,5)-SWNT-
haltigen Fraktionen vereinigt, wobei die isolierten SWNTs mit einer
Mischung aus DOC, SC und SDS dispergiert waren. Um eine homogene
Bedeckung der Nanorohroberfldche zu erzielen und das Dichtemedium
Iodixanol aus der SWNT-Losung zu entfernen, wurden die Proben einer
Dialyse unterzogen, wobei eine Zelluloseestermembran mit einer Po-
rengrole von 50 kg-mol~! zum Einsatz kam (Spectra/Por® Biotech CE
Membran @ 6.4 mm, Spectrum Laboratories). Im Rahmen der durch-
gefilhrten Experimente erfolgte die Dialyse gegen eine 1.0 m-%ige
SDS-Losung. Mit der Dialyse geht eine Verdiinnung der Probe um den
Faktor 2-3 einher, wie in Abbildung 4.5 b) zu sehen ist.
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4.2 Absorptions- und

Fluoreszenzspektroskopie

Alle im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Absorptionsmessun-
gen erfolgten an einem Cary 5000 UV-Vis-NIR-Photospektrometer der
Firma Varian mit einer Quarzglaskiivette (Typ 105.250-QS, d =10 mm,
Hellma®), wobei ein Messintervall von 1 nm und eine Integrationsdauer
von 0.1s-nm~! gewihlt wurde. Zur Hintergrundkorrektur wurden Refe-
renzspektren der jeweiligen Losemittel und gegebenenfalls Losungen

der entsprechenden Dispergiermittel verwendet.

Die Fluoreszenzspektren wurden an einem orthogonalen Messaufbau
im Fluoreszenzspektrometer FP-6300 (JASCO) mit einer Quarzglaskii-
vette (Typ 105.250-QS, d =10 mm, Hellma®) bestimmt, wobei ein Mess-
intervall von 0.5 nm bei einer Integrationsdauer von 0.3 s-nm~! gewihlt
wurde. Zur Hintergrundkorrektur wurden Referenzspektren der jeweili-
gen Losemittel verwendet. Als Detektor ist ein Photoelektronenverviel-
facher verbaut, der bei einer Spannung von 300 V betrieben wurde.

4.3 Fluoreszenzmikroskopie

Die Messungen fiir die Verdiinnungsexperimente erfolgten an einem
selbst gebauten Fluoreszenzmikroskop, das schematisch in Abbil-
dung 4.6 gezeigt ist. Der eingesetzte Kiivettenhalter konnte {iber ein
Peltier-Element in einem Bereich von —20 °C bis 60 °C temperiert wer-
den. Zur Anregung der Fluorophore wurde die 488 nm-Linie eines
Argonionenlasers (Stabilite 2016, Spectra-Physics) genutzt. Bei den Ex-
perimenten mit d(GT),-FAM-Oligomeren wurde die Anregungsleistung
auf 100 yW und bei d(TAT),-FAM sowie F8T2 auf 40 yW eingestellt. Das
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Licht wurde iiber einen dichroitischen Spiegel (HC BS 509, Semrock) mit
einer Wellenldngenkante von 509 nm und ein unendlich-korrigiertes
Objektiv (MPlan 10x/NA 0.25, Olympus) in die Probe fokussiert. Das
Fluoreszenzlicht wurde iiber dasselbe Objektiv gesammelt, mit einer
Linse (f=75mm, LA1608, Thorlabs) fokussiert und einer Lawinen-
photodiode (APD; SPAD, Micro Photon Devices) im Einzelphotonen-
Zahlmodus detektiert. Raman-Streuung und Streustrahlung des Anre-
gungslichts konnten mithilfe eines 550 nm-Bandpassfilters (FB550-40,
Thorlabs) geblockt werden. Um ein Photobleichen der Probe auszu-
schliefen, wurde das Anregungslicht mechanisch blockiert und alle
zwei Sekunden fiir die Messung freigegeben.

Argonionenlaser

(A =488 nm)

Temperierbarer
Kivettenhalter ‘ Blende

10x L\l 550 nm

Objektiv Bandpassfilter

E
°C Dichroitischer Linse
Spiegel f=75mm

Abbildung 4.6. Fluoreszenzmikroskop zur Durchfithrung der Verdiin-
nungsexperimente. Das Licht eines Argonionenlasers wird iiber ein 10x Ob-
jektiv in der Probe fokussiert und mittels einer Lawinenphotodiode detek-
tiert.
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4.4 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie

Bereits in Kapitel 2.6 wurden die Grundlagen der Fluoreszenzkorrela-
tionsspektroskopie eingefiihrt. Dieser Abschnitt widmet sich den expe-
rimentellen Anforderungen. Abbildung 4.7 zeigt schematisch den in die-
ser Arbeit installierten und genutzten Aufbau, wozu ein inverses Mi-
kroskop (Eclipse Ti-U, Nikon) erweitert wurde. Um mdoglichst kleine
Detektionsvolumina zu erreichen, kam ein konfokaler Versuchsaufbau
zum Einsatz. Als Lichtquelle diente die 488 nm-Linie des Argonionen-
lasers (Stabilite 2016, Spectra-Physics). Die Leistung des Anregungs-
lichts wurde iiber ein Leistungsmessgerdt (PM100A/S130C, Thorlabs)
verfolgt und betrug vor dem dichroitischen Spiegel 5-10 mW. Der Strahl
wurde fiinffach aufgeweitet (BE05, Thorlabs), um {iber einen dichroi-
tischen Spiegel (HC BS509, Semrock) die Offnung des 40x Wasserim-
mersionsobjektivs (NA 1.2, C-Apochromat, Zeiss) auszufiillen. Die Pro-
be wurde auf ein Deckglas (Premium CoverGlasses #1, Fisher Scien-
tific) mit sehr niedriger Eigenfluoreszenz aufgebracht, welches {iber
einen dreidimensionalen Verschiebetisch (P-563.3CD, PI) positioniert
werden konnte (nicht in Abbildung 4.7 dargestellt). Das Fluoreszenz-
licht wurde {iber dasselbe Objektiv gesammelt und mit der abbilden-
den Linse (f =200 mm) des Nikon-Mikroskops auf eine optische Faser
(@ 50 pm, M15L02, Thorlabs) fokussiert. Wahlweise konnte das Licht
auch mithilfe eines im Mikroskop verbauten Umlenkprismas auf des-
sen zweiten Ausgang gelegt werden, um tiber eine CCD-Kamera (Cla-
ra, Andor) die Positionierung des Fokus iiber den Reflex des Deckglases
zu bestimmen. Das Fluoreszenzsignal tritt am Faserende aus und wur-
de durch eine 60 mm-Linse (LA1134, Thorlabs) kollimiert. Uber einen
50:50-Strahlteiler (CM1-BS013, Thorlabs) sowie je eine 40 mm-Linse
(LA1422, Thorlabs) wurde das Licht mit zwei APDs (SPAD, Micro Pho-
ton Devices) im Einzelphotonen-Zdhlmodus detektiert, das Signal mit
der Messelektronik HydraHarp 400 (PicoQuant) aufgezeichnet und mit
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Abbildung 4.7. Schematischer konfokaler Versuchsaufbau fiir die FCS-
Messungen. Das Licht des Argonionenlasers wurde tiber ein 40x Objektiv
(NA 1.2) in der Probe fokussiert. Die verwendete optische Faser (& 50 pm)
diente als konfokale Lochblende. Das Fluoreszenzsignal wurde tiber zwei
APDs detektiert und mit der Messelektronik HydraHarp 400 kreuzkorreliert.

der Software SymphoTime (v5.1.3, PicoQuant) in Echtzeit kreuzkorre-
liert. Im Vergleich zur herkdmmlichen Autokorrelation kann durch die
Kreuzkorrelation das Nachpulsen des Detektors aus der Korrelationskur-
ve eliminiert werden. Der Unterschied wird bei kurzen Verzogerungs-
zeiten deutlich und ist in Abbildung 4.9 a) dargestellt. Typische FCS-
Messzeiten betragen einige Sekunden bis wenige Minuten. Der Lang-
passfilter mit einer Kantenldnge von 500 nm (FEL0500, Thorlabs) und
die 550 nm-Bandpassfilter (FB550-40, Thorlabs) vor den APDs wurden
eingesetzt, um Streustrahlung und Raman-Streuung weitestgehend von
der Detektion auszuschlie3en.
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Der eingesetzte Faserkopf hatte einen Durchmesser von 50 ym und
konnte daher als Lochblende des konfokalen Versuchsaufbaus genutzt
werden. Deren Grolle und Positionierung bestimmen maf$geblich den
axialen Radius zy des konfokalen Volumens, wohingegen ry im Wesent-
lichen durch das Objektiv limitiert wird. Um ein moglichst kleines De-
tektionsvolumen zu erhalten, muss die Lochblende exakt im Fokus der
abbildenden Linse des Mikroskops positioniert werden. Das dort ent-
stehende, vergrdlerte Bild entspricht dem konfokalen Volumen und ist
in Abbildung 4.8 schematisch dargestellt. Zur Justierung der Lochblen-
de wurde die Zéhlrate einer APD in ein akustisches Signal umgewandelt
(Ortec® Log/Lin Ratemeter; Acoustic-Control, FHI-ELAB#2476). Der Fa-
serkopfwar auf einem dreidimensionalen Verschiebetisch montiert und
konnte so in alle Raumrichtungen bewegt werden. Das Intensitédtspro-
fil in x- und y-Richtung zeichnet sich durch sehr scharfe Maxima aus,
da der laterale Radius rg deutlich kleiner ist als der axiale Radius zg.
Die Positionierung konnte daher gut iiber das akustische Signal erfol-
gen. Hingegen ist der Intensitédtsverlauf in z-Richtung deutlich breiter
und eine akustische Lokalisierung des Fokus nur unzureichend. Nach
der Optimierung der Position in der xy-Ebene erfolgte die Justierung in
z-Richtung mittels 60-sekiindiger Messungen der Fluoreszenzintensitét
an verschiedenen z-Positionen. Die gemittelte Zdhlrate wurde anschlie-
Bend gegen die z-Koordinate aufgetragen und die Position des Maxi-
mums durch Anpassung einer Gaul3-Funktion bestimmt. Ein typisches
Intensitdtsprofil ist ebenfalls in Abbildung 4.8 gezeigt. Nach Austritt des
Lichts aus dem Mikroskop ist die optische Achse nicht tischparallel und
folglich kann durch die Verschiebung der z-Position das Maximum in
der xy-Ebene verlassen worden sein. Daher wurde nach Optimierung
der z-Position das Fluoreszenzmaximum in der xy-Ebene erneut be-
stimmt und der Vorgang auch fiir die z-Richtung wiederholt, bis keine
Anderung der Position mehr erfolgte. Die Justierung des Faserkopfs wur-
de vor jeder Messreihe wiederholt.
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Abbildung 4.8. Justierung der Lochblende. Der Faserkopf dient als Loch-
blende und wird am Fluoreszenzmaximum positioniert, um ein méglichst
kleines konfokales Volumen zu erreichen.

Zur Charakterisierung des konfokalen Volumens wurde der Ver-
suchsaufbau mit einer 1 nM wéssrigen Losung des Farbstoffs Rhoda-
min 6G (~ 95 %, Sigma Aldrich) kalibriert, dessen Diffusionskoeffizient
bekannt ist. Abbildung 4.9 zeigt die erhaltene Korrelationskurve bei der
gewdhlten Anregungswellenlidnge 1.x von 488 nm sowie die optischen
Eigenschaften des Farbstoffs in wissriger Losung fiir Aex=485nm.
Durch Anpassung der Korrelationskurve mit Gleichung 2.58 (S. 47) wird
die Diffusionszeit mp erhalten. Der Diffusionskoeffizient von Rhoda-
min 6G betrigt 2.8-1071°m?.s7! und iiber Gleichung 2.57 (S.47) kann
der laterale Radius ry des konfokalen Volumens bestimmt werden. 92!
Da aus der Anpassung ebenso der Strukturparameter s resultiert, der das
Verhiltnis von lateralem und axialem Radius wiedergibt (Gleichung 2.56,
S.46), ist auch zy zugédnglich und mit Gleichung 2.54 (S. 46) kann die
Grofle des konfokalen Volumens berechnet werden. Die Kalibrierung
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Abbildung 4.9. FCS-Korrelationskurve und spektrale Eigenschaften von
Rhodamin 6G in wissriger Losung. a)Kalibriermessung mit Rhoda-
min6G (1nM, Aex=488nm). b)Absorptions- und Emissionsspektrum
(lex=485nm) von Rhodamin6G sowie Transmission des verwendeten
Bandpasses (BP 550).

wird zu Beginn jeder Messreihe fiir die eingestellte Anregungsleistung
durchgefiihrt und der ermittelte Strukturparameter dann zur Auswer-
tung der Ergebnisse festgehalten.
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5 Adsorptionsverhalten von DNA
auf SWNTs

In diesem Kapitel werden die Experimente und Analysen zur Unter-
suchung des Adsorptionsverhaltens von DNA-Oligomeren auf Kohlen-
stoffnanorohren vorgestellt und deren Ergebnisse diskutiert. Ziel dieser
Arbeit ist es, die Adsorption an reinen DNA-SWNT-Komplexen zu cha-
rakterisieren. Aufgrund der kostengiinstigeren Probenprédparation der
Tensid—-SWNT-Komplexe bieten sich fiir erste Testmessungen jedoch
Austauschreaktionen an, bei denen DNA-Ldsungen mit tensiddisper-
gierten Nanorohren versetzt werden. Die DNA kann unter Verdrangung
der Tenside auf die Nanorohroberfldche adsorbieren. 228! Dieses Vorge-
hen ermdglicht zudem deutlich héhere SWNT-Konzentrationen in den
zu untersuchenden Losungen als bei reinen DNA-SWNT-Suspensionen.
Zunidchst werden daher die DNA-Tensid-Austauschexperimente be-
sprochen, mit deren Hilfe die Beladung der Nanorohren mit DNA ermit-
telt wurde und erste Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie-Messungen
(FCS) durchgefiihrt werden konnten. Der letzte Abschnitt widmet
sich den Experimenten und FCS-Messungen mit reinen DNA-SWNT-
Komplexen ohne zusitzliche tensidische Dispergiermittel. Innerhalb
des Kapitels werden aus Griinden der Ubersichtlichkeit teilweise nur
einzelne Datensitze — beispielsweise eines Oligomers — zur Analyse her-
ausgegriffen. Die kompletten zur Auswertung herangezogenen Daten
der Messreihe sind im Anhang ab Seite 171 zusammengefasst.
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5.1 DNA-Tensid-Austauschexperimente

Bereits in Kapitel 3.1.3 wurden Arbeiten vorgestellt, in denen durch Aus-
tauschexperimente der Anteil der mit DNA bedeckten Nanorohrober-
fliche bestimmt wurde. ?"?8 Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Expe-
rimente zielen hingegen darauf ab, die adsorbierte DNA-Stoffmenge in
Abhéngigkeit der Oligomerldnge zu ermitteln, welche vor allem fiir die
Anwendung von DNA-SWNT-Komplexen als Wirkstofftransporter von
Bedeutung ist. Zudem lassen sich daraus Riickschliisse auf die Adsorp-
tionskonformation der DNA-Oligomere ziehen. Folglich wurde im Rah-
men dieser Arbeit nicht die Verschiebung der S;-Absorptionsbande der
SWNTs als spektroskopische Sonde genutzt, sondern es wurden farb-
stoffmarkierte DNA-Oligomere eingesetzt, um iiber deren Absorptions-
bande bzw. Fluoreszenz die DNA-Konzentration zu verfolgen. Fiir die
zundchst diskutierte Filtrationsmethode wurde 6-Carboxyfluorescein
(FAM) verwendet und fiir die FCS-Messungen aufgrund der hoheren
Photostabilitit Rhodamin 6G (R6G). [113:114]

5.1.1 Filtrationsmethode

Das Vorgehen zur Bestimmung der adsorbierten DNA-Stoffmenge ist
schematisch in Abbildung 5.1 dargestellt. Dabei wurde eine definierte
Menge tensidstabilisierte (6,5)-SWNT-Suspension in verschieden kon-
zentrierte DNA-Losungen eingebracht.

Fiir diese Versuchsreihe wurden die Fraktionen nach der Dichte-
gradientenultrazentrifugation (DGU) verwendet, die die hochste (6,5)-
SWNT-Konzentration zeigten. Auf eine Dialyse wurde verzichtet, um
die SWNT-Losung nicht zu verdiinnen. Somit konnte ein Volumen von
lediglich 10 uL. der Tensid-SWNT-Loésung (ODg; ~30) verwendet wer-
den, wodurch die Menge an eingetragenen Tensiden relativ gering war.

80



DNA-Tensid-Austauschexperimente

a) ﬁ Tensid-SWNT  b) Probe
= J
0P =30 ey A .
je |10 uL ~ NS 5 N
T T 7T 8d,_ |B7 zenti-_ @‘g
2 e ! ﬁ o 23°C fugation
g 8 B ot d L
- \ Yl Y
DNA-Konzentration Referenz

Abbildung 5.1. Experimentelles Vorgehen zur Bestimmung der adsorbier-
ten DNA-Stoffmenge. a) Verschieden stark konzentrierte DNA-Losungen
wurden mit einer hoch konzentrierten Tensid-SWNT-Losung versetzt.
b) Sowohl die Probenlésung als auch die Referenzlgsung wurde filtriert und
der DNA-Gehalt des Filtrats bestimmt.

Das Volumen der vorgelegten DNA-Losungen betrug jeweils 200 pL, so
dass in dem Gemisch eine optische Dichte von etwa 1.5 erreicht wurde,
wie sie fiir DNA-SWNT-Proben {iiblich ist. Um dem Einfluss des noch
enthaltenen Dichtemediums und der verschiedenen Tenside Rechnung
zu tragen, wurden nanorohrfreie Referenzlosungen hergestellt. Hierfiir
wurde ein Dichtegradient gem@l Tabelle 4.2 (S. 70) pripariert, jedoch
ohne die beschallte Nanorohrlosung. Stattdessen wurde eine 1.0 m-%ige
Natriumdesoxycholat-Losung verwendet und der DGU-Prozess geméal3
Kapitel 4.1.3 durchgefiihrt. An den gleichen Positionen wie bei den
SWNT-haltigen Zentrifugenréhrchen wurden auch aus den Referenz-
réhrchen entsprechende Fraktionen entnommen und vereinigt. Jeweils
10 uL. dieser Losung wurden mit DNA-Losungen gleicher Konzentra-
tion und Volumina versetzt wie bei den SWNT-haltigen Proben. Das
anschlieBende experimentelle Vorgehen war sowohl fiir die Proben-
als auch fiir die Referenzlosung identisch und ist in Abbildung 5.1 b)
schematisch dargestellt. Die Experimente wurden fiir verschieden lange
d(GT),-FAM-Oligomere (n=4, 8, 12, 16, 20) durchgefiihrt. Fiir n=4,8
konnte jedoch kein erfolgreicher Austausch festgestellt werden. Ta-
belle 5.1 zeigt die Konzentrationen der eingesetzten DNA-Lsungen
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mit n=12, 16, 20, die derart hergestellt wurden, dass identische Stufen
A-F der Nukleinbasenkonzentrationen cyyuein €rreicht wurden. Daraus
ergeben sich unterschiedliche molare Konzentrationen der entspre-
chenden DNA-Oligomere cojigo-

CNuklein COligo (d(GT),-FAM)

Konz.- n=12 n=16 n=20

stufe [umol-L™1]
A 960 40.0 30.0 24.0
B 480 20.0 15.0 12.0
C 240 10.0 7.50 6.00
D 96.0 4.00 3.00 2.40
E 32.0 1.33 1.00 0.08
F 1.60 0.067 0.050 0.040

Tabelle 5.1. Konzentrationen der DNA-Ldsungen zur Bestimmung der ad-
sorbierten DNA-Stoffmenge. Die Konzentration an Nukleinbasen ist in ei-
ner Reihe stets identisch.

Alle Losungen wurden nach Zugabe der SWNT-Aliquote mehrere Tage
bei Raumtemperatur gelagert, um sicherzustellen, dass der Austausch
des Tensids durch die DNA vollstindig ablaufen konnte. AnschlieBend
wurden die DNA-SWNT-Komplexe durch Zentrifugenfiltration (Roti-
na35R, Hettich) fiir zehn Minuten bei 4000 Umdrehungen pro Minu-
te abgetrennt und die DNA-Konzentration im Filtrat {iber die optische
Dichte der Absorptionsbande des Farbstoffs bei 498 nm bestimmt. Le-
diglich fiir die Konzentrationsstufe F erfolgte die Ermittlung der DNA-
Konzentrationen nicht absorptionsspektroskopisch, sondern tiber das
Integral der Fluoreszenzspektren im Bereich von 490-650 nm, bei ei-
ner Anregungswellenldnge 1ex =480 nm. Die Spektren aller untersuch-
ten Losungen sind im Anhang ab Seite 172 zu finden. Die PorengrofSe der
verwendeten Zelluloseestermembranen (Nanosep® 100K Omega, Pall
Life Sciences) betrug 100 kg-mol~!. Die Referenzlésungen wurden eben-
falls filtriert, um Adsorptionen an der Gefilwand und der Filtermem-
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bran zu bertiicksichtigen. Um diese Einfliisse genauer quantifizieren zu
konnen, wurden fiir jede DNA-Konzentrationsstufe drei Referenzlésun-
gen hergestellt, die unabhingig voneinander filtriert wurden. In Abbil-
dung 5.2 a) sind die entsprechenden Absorptionsspektren der Referenz-
filtrate einer Konzentrationsstufe in griin gezeigt.

a) 0.25- 0.250 b) 1.44
SHA
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Abbildung 5.2. Absorptionsspektren zur Bestimmung der adsorbierten
DNA-Stoffmenge fiir d(GT)2¢-FAM. a) Die DNA-Stoffmenge im Filtrat wur-
de absorptionsspektroskopisch bestimmt. b) Die ermittelte adsorbierte
DNA-Stoffmenge wurde auf das Integral der S; -Absorptionsbande der ent-
sprechenden Losung normiert, der lineare Untergrund wurde hierfiir abge-
zogen.

Aus diesen Spektren wurden die DNA-Konzentrationen in den Filtra-
ten berechnet und anschliefend der Mittelwert gebildet. Die dabei er-
haltene Standardabweichung kann als Varianz des Filtrationsvorgangs
bei der entsprechenden Konzentrationsstufe auch fiir die SWNT-Probe
ibernommen werden. Das Absorptionsspektrum des Filtrats der SWNT-
haltigen Probe ist in Abbildung 5.2 a) in schwarz dargestellt. Die dar-
aus ermittelte DNA-Konzentration entspricht der Gleichgewichtskon-
zentration ¢ und ist deutlich geringer als in den Referenzfiltraten. Der
Unterschied in den Spektren ist auf die Adsorption der DNA auf die
enthaltenen Kohlenstoffnanorshren zuriickzufiihren, die durch die Fil-
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tration als DNA-SWNT-Komplex entfernt wurden. Folglich kann aus
der Konzentrationsdifferenz die auf der Nanorohroberfldche adsorbier-
te DNA-Stoffmenge bestimmt werden. In Abbildung 5.2 b) sind die
Absorptionsspektren der untersuchten Lésungen im Bereich der S;-
Absorptionsbande der SWNTs vor der Filtration gezeigt. Es ist ersicht-
lich, dass die SWNT-Konzentration in den Losungen leicht variiert, was
auf Pipettierungenauigkeiten zuriickzufiihren ist. Folglich muss die er-
mittelte adsorbierte DNA-Stoffmenge noch auf den Gehalt an Kohlen-
stoffnanoréhren in der Lésung normiert werden. Hierfiir wurde das Inte-
gral unter der S;-Absorptionsbande im Bereich von 940 nm bis 1100 nm
verwendet, wobei der in der Abbildung angedeutete lineare Untergrund
abgezogen wurde.

Abbildung 5.3 a) zeigt schematisch den erwarteten Verlauf der Adsorp-
tionsisothermen fiir unterschiedlich lange DNA-Oligomere unter An-
nahme eines helikalen Adsorptionsmodells und einer starkeren Adsorp-
tionsneigung fiir lingere DNA-Oligomere, was in einem Anstieg der
Gleichgewichtskonstanten K.q mit der Nukleinbasenzahl beriicksich-
tigt wurde. In Abbildung 5.3 b) sind die experimentell bestimmten Ad-
sorptionsisothermen gegeniibergestellt. Dafiir sind die aus den Absorp-
tionsspektren ermittelten normierten, adsorbierten DNA-Stoffmengen
der d(GT),-FAM-Oligomere gegen die Gleichgewichtskonzentration an
Nukleinbasen cyyiein im Filtrat aufgetragen. Die experimentellen Werte
wurden mit Gleichung 2.32 (S. 23) angepasst, die nochmals in der umge-
stellten Form in Teil a) der Abbildung aufgenommen ist. Dabei wurden
die Kehrwerte der ermittelten Varianzen als Wichtungsfaktoren fiir die
Anpassung eingesetzt. Die normierten, adsorbierten DNA-Stoffmengen
sind fiir 1.0 mL einer SWNT-Suspension mit einer optischen Dichte von
1.0 und einer Halbwertsbreite (FWHM) der S;-Bande von 35 nm angege-
ben, was einer Kohlenstoffatomkonzentration von 0.179 mmol-L ! ent-
spricht. ®8 Durch Vergleich der beiden Auftragungen lassen sich Riick-
schliisse auf die Adsorptionskonformation der DNA-Oligomere ziehen.
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Abbildung 5.3. Schematische und experimentell bestimmte Adsorptions-
isothermen. a) Unter Annahme einer helikalen DNA-Adsorption auf den
SWNTs wird ein variierender Verlauf der Isothermen in Abhéngigkeit der
Oligomerldnge erwartet. b) Die experimentell ermittelten Adsorptionsiso-
thermen sind nahezu unabhéngig von der Oligomerldnge.

Der Verlauf der Modell-Adsorptionsisothermen zeigt zunéchst einen na-
hezu linearen Anstieg der adsorbierten DNA-Stoffmenge, dessen Stei-
gung mit der Oligomerldnge skaliert. Dies spiegelt die erwartete stir-
kere Adsorptionsneigung langerer Oligomere wider, was einem héheren
Wert fiir Keq entspricht. Auf der Nanorohroberfldche kann allerdings nur
eine begrenzte Anzahl an Nukleinbasen adsorbiert werden. Da ldngere
DNA-Oligomere aufgrund der héheren Anzahl an DNA-Basen einen gro-
Beren Platzbedarf haben, ist zu erwarten, dass bei vollstdndiger Bede-
ckung der Nanorohroberfldche fiir lange DNA-Oligomere weniger Mole-
kiile adsorbiert werden konnen als bei kiirzeren. Dies entspricht einem
niedrigeren Séttigungswert n.,. Der experimentell beobachtete Verlauf
der Adsorptionsisothermen unterscheidet sich vom Modell jedoch so-
wohl im Anfangs- als auch im Séttigungsbereich und die Ergebnisse der
gewichteten Anpassung mit Gleichung 2.32 sind in Tabelle 5.2 zusam-
mengefasst. Der Anstieg der Isothermen bei niedrigen Nukleinbasen-
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konzentrationen ist fiir die drei untersuchten d(GT),-FAM-Oligomere
sehr dhnlich, was auf eine vergleichbare Adsorptionsneigung schlieBen
lasst. Schwieriger zu verstehen ist hingegen das analoge Verhalten bei
hohen DNA-Konzentrationen. Aus den experimentellen Daten lédsst sich
ableiten, dass bei vollstindiger Bedeckung der Nanorohroberfldche die
Anzahl der adsorbierten DNA-Molekiile nahezu unabhéngig von deren
Lange ist. Nur der Wert fiir d(GT)2-FAM ist geringfiigig reduziert, wobei
die Differenz innerhalb der ermittelten Varianzen liegt. Diese Beobach-
tung lasst sich kaum mit dem helikalen Adsorptionsmodell in Einklang
bringen, da ein d(GT),,-FAM-Oligomer fast doppelt so viele Nukleinba-
sen besitzt wie ein d(GT),2-FAM-Oligomer und daher auch den doppel-
ten Platz auf der SWNT einnehmen sollte. Die Ergebnisse lassen sich je-
doch erkldren, wenn anstatt von einer helikalen Adsorption von einer
tail- und train-Adsorption ausgegangen wird, wie sie in Abbildung 5.4 b)
skizziert ist.

a) helikale Adsorption b) tail-/train-Adsorption
n,, (Oligo, lang) = 1 n,, (Oligo, lang) = 4
n,, (Oligo, kurz) =3 n,, (Oligo, kurz) = 4

Abbildung 5.4. Denkbare helikale und fail-Adsorptionskonformationen
von unterschiedlich langen DNA-Oligomeren auf SWNTs bei vollstandiger
Bedeckung der Nanorohroberfldche. a) Bei der helikalen Adsorption sollte
die maximal adsorbierte Stoffmenge kleinerer Oligomere hoher sein als die
von ldngeren. b) Zieht man eine train- und fail-Struktur heran, ldsst sich
sowohl der identische Platzbedarf verschieden langer Oligomere als auch
die hohe DNA-Beladung der SWNTs erklédren.
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Unter der Annahme, dass die untersuchten Biopolymere alle iiber ein
gleich langes train-Segment auf der SWNT-Oberflache gebunden sind,
wohingegen die restlichen Nukleinbasen als tail-Segment nicht mit
den Nanordhren in Wechselwirkung treten, lassen sich die experimen-
tellen Befunde zufriedenstellend interpretieren. Diese Hypothese wird
auch dadurch gestiitzt, dass auf der SWNT-Oberfliche mehr DNA-Basen
adsorbiert sind als theoretisch zu erwarten ware. Die molare SWNT-
Kohlenstoffatomkonzentration c¢ liasst sich iiber den bekannten Ab-
sorptionsquerschnitt der (6,5)-SWNTs berechnen. (88!

A oD 1
g 2ewim, s10Ds1 mit  B-s5.1.10-8Mel-cm

fd L -nm ®-D

cc =
In dieser Gleichung ist Apwim, s1 die Halbwertsbreite der S;-Absorp-
tionsbande in nm und ODg; die entsprechende optische Dichte. Die
Oszillatorstédrke f des S;-Ubergangs pro C-Atom ist mit 0.01 angege-
ben und d ist die Schichtdicke der zur Messung verwendeten Kiivet-
te in cm. Die Konstante B dient der Verwendung laboriiblicher Einhei-
ten. [#8 Die angegebenen DNA-Stoffmengen beziehen sich auf eine L6-
sung mit einer optischen Dichte von eins und einer Halbwertsbreite
von 35 nm, die molare Kohlenstoffatomkonzentration ist bei einer 1 cm-
Kiivette demzufolge 0.179 mmol-L~!. Aus der Elementarzelle einer (6,5)-
SWNT lisst sich berechnen, dass pro SWNT-Nanometer 88.48 C-Atome
enthalten sind.!"'?! Fiir einen Milliliter der Losung ergibt sich somit ei-
ne Gesamtlinge der SWNTs von Isynt = 1.22-10'° nm. Der Platzbedarf p
eines d(GT),5-Oligomers auf einer (6,5)-SWNT bei helikaler Adsorption
wurde auf 16.9-22.1 nm abgeschitzt. 15 Aus den ermittelten maximal
adsorbierten DNA-Stoffmengen n., ldsst sich folglich die DNA-Gesamt-
lange I°NA der adsorbierten Oligomere auf den SWNTs bei vollstandiger
Bedeckung der Nanorohroberfldche berechnen.

IPNA = e Nay (5.2)

ads
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Hierbei stellt Ny, die Avogadro-Konstante mit 6.022-10%3 mol~! dar.
Die ermittelten Werte fiir [°2N* sind in Tabelle 5.2 aufgenommen und
liegen fiir die untersuchten d(GT),-FAM-Oligomere deutlich iiber der
berechneten, in der Lésung vorhandenen SWNT-Gesamtlinge von
1.22:10'° nm.

Keq Moo A Lail
[104L - mol™}] [nmol] [nm)] [nm]

d(GT)12 3.50+0.83 0.388+0.038 2.97-10®* 293+1.14
d(GT)6 9.88 £2.74 0.332+0.031 3.39:-10° 3.61+1.23
d(GT)0 6.94 + 0.96 0.343+£0.015 4.37-10®> 5.25+0.71

Tabelle 5.2. Ergebnisse der linearen Anpassung der ermittelten adsorbier-
ten DNA-Stoffmengen mit der Langmuir-Gleichung und die berechneten
Werte von l;)dl\sIA und /,j, bei denen ein Platzbedarf von 17 nm/d(GT) ¢ an-

genommen wurde. (115!

Bei Annahme der in Abbildung 5.4 b) gezeigten Adsorptionskonforma-
tion entspricht die Differenz zwischen der DNA-Gesamtldnge und der
SWNT-Gesamtlidnge in Losung gerade der Liange der nicht adsorbierten
tail-Segmente ).

lait = L™ = IswNT (5.3)

Ist die tail-Lange null, so sind alle DNA-Basen des Oligomers auf der
SWNT-Oberfldche adsorbiert. In Abbildung 5.5 ist die ermittelte tail-
Linge gegen die Basenzahl aufgetragen. Durch lineare Extrapolation
lasst sich die Anzahl der Nukleinbasen eines train-Segments ermitteln.
Je nach Annahme des Platzbedarfs p eines Oligomers werden drei bis
sechs Nukleinbasen pro frain-Segment erhalten. Sowohl die derart be-
stimmte Lange der train-Segmente als auch die Parameter aus der An-
passung der experimentellen Daten mit der Langmuir-Gleichung sind
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Abbildung 5.5. Bestimmung der Linge des train-Segments. Durch Auf-
tragung der fail-Lange gegen die Basenzahl des DNA-Oligomers ldsst
sich die Anzahl der auf der SWNT-Oberfliche adsorbierten Nukleinba-
sen extrapolieren. Die gezeigten Werte wurden fiir einen Platzbedarf von
17 nm/d(GT);¢ berechnet.

allerdings mit einer hohen Unsicherheit verbunden, die auf den Fil-
trationsvorgang zuriickzufiihren ist. Die hohe Adsorptionsneigung der
DNA-Oligomere auf die Filtermembran — vor allem bei hohen DNA-
Konzentrationen - fithrt zu groleren Varianzen der DNA-Konzentratio-
nen im Filtrat. Dies ist an den gréBeren Fehlerbalken in Abbildung 5.3 b)
zu erkennen. Die so eingefiihrten Unsicherheiten setzen sich bei der
weiteren Analyse der Daten fort. Trotz dieser Einschrankungen deuten
die durchgefiihrten Experimente darauf hin, dass das helikale Adsorpti-
onsmodell die DNA-Konformation auf den Kohlenstoffnanoréhren nur
unzureichend beschreiben kann. Zum einen konnte festgestellt werden,
dass die Anzahl der maximal adsorbierten DNA-Molekiile unabhingig
von der Oligomerldnge ist und folglich die Oligomere einen dhnlichen
Platzbedarf auf der SWNT-Oberfldche haben. Zum anderen ist eine we-
sentlich hohere DNA-Menge adsorbiert als sich aus Abschitzung der
SWNT-Gesamtldnge und Annahme einer helikalen DNA-Adsorption er-
warten ldsst. Beide Beobachtungen kdnnen jedoch durch die Ausbil-
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dung von fail-Segmenten erkldrt werden, wie sie in Abbildung 5.4 b) ge-
zeigt und fiir Polymere typisch sind. Allerdings kann nicht ausgeschlos-
sen werden, dass dieser Effekt auf den Einfluss der ebenfalls noch an-
wesenden Tenside zuriickzufiihren ist. Eine Durchfiihrung der beschrie-
benen Filtrationsmethode an reinen DNA-SWNT-Systemen ist jedoch
nicht Erfolg versprechend. Anstatt tensiddispergierter SWNTs miissten
DNA-stabilisierte Nanorohren zu den DNA-Losungen gegeben werden.
Dadurch wiirden zusdtzliche DNA-Oligomere in die Losung eingebracht
und Suspensionen mit sehr geringem Oligomergehalt wéren nicht zu-
ginglich. Da beim DGU-Verfahren mit DNA-Oligomeren zudem Losun-
gen mit deutlich niedrigerer optischer Dichte erreicht werden, miissten
groBere Volumina der DNA-SWNT-Suspension eingesetzt werden, was
hohe DNA-Konzentrationen und dementsprechend nur geringe Unter-
schiede im Bedeckungsgrad zur Folge hitte, welche mit der Filtrati-
onsmethode nicht mehr aufgelést werden kénnen. Stattdessen soll auf
Grundlage der Austauschexperimente versucht werden, die Adsorpti-
onsneigung von DNA-Oligomeren mithilfe von FCS-Messungen zu ver-
folgen, da hierbei auf eine Filtration der Proben verzichtet werden kann.

5.1.2 FCS-Messungen

Alle FCS-Messungen wurden an dem in Kapitel 4.4 beschriebenen Auf-
bau durchgefiihrt. Vor jeder Messreihe erfolgte die beschriebene Posi-
tionierung der Lochblende sowie die Kalibrierung des Aufbaus mit einer
1.0 nM Rhodamin 6G-Losung. Der daraus ermittelte Strukturparameter
wurde fiir die jeweilige Messreihe iibernommen. Fiir die vorgestellten
Experimente wurden R6G-markierte d(GT);2-Oligomere verwendet.

Bei der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie kénnen Teilchen iiber de-
ren Diffusionszeit rp unterschieden werden, auch wenn sie den gleichen
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Fluorophor tragen. Eine rdumliche Trennung der ungebundenen DNA-
Oligomere von den auf SWNTs adsorbierten Biopolymeren, beispiels-
weise durch Filtration, ist daher nicht notwendig. Die Bestimmung der
Konzentrationen adsorbierter und freier DNA-Oligomere in Losung ist
direkt aus der Korrelationskurve méglich, indem diese mit der Zweikom-
ponentengleichung 2.59 (S. 48) angepasst wird. Abbildung 5.6 zeigt den
erwarteten schematischen Verlauf der FCS-Korrelationskurve bei Mes-
sung reiner DNA-Oligomere (griin), reiner DNA-SWNT-Komplexe (blau)
und Mischungen daraus (lila, rot, orange).

0.2

0'0_ T T T T T
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000
Verzdgerungszeit t/ ms

Abbildung 5.6. Schematische FCS-Kurven von reiner DNA, DNA-SWNT-
Komplexen und deren Mischungen. Aufgrund der unterschiedlichen Diffu-
sionszeiten freier DNA-Oligomere (griin) und auf SWNTs adsorbierter Oli-
gomere (blau) ldsst sich der Anteil Xpna@swnT adsorbierter Molekiile tiber
FCS-Messungen bestimmen.

Die Diffusionszeit der reinen DNA (griin) kann in einer separaten FCS-
Messung bestimmt werden und dann bei der Zweikomponentenanpas-
sung der FCS-Kurve der SWNT-haltigen Losung als fester Parameter
verwendet werden. Um verwertbare FCS-Korrelationskurven zu erhal-
ten, muss die Fluorophorkonzentration jedoch sehr gering sein. Folg-
lich kann die DNA-Konzentration nicht beliebig variiert werden, son-
dern muss im Bereich um etwa 1 nM gehalten werden. 899 Eine analoge

91



Adsorptionsverhalten von DNA auf SWNTs

Vorgehensweise zur Filtrationsmethode, bei der die DNA-Konzentration
tber fast drei GroBenordnungen gedndert wurde, ist demnach nicht
moglich. Stattdessen wurde die Oligomer- und damit auch die Fluo-
rophorkonzentration konstant bei 1.0nM eingestellt und die Menge
an zugegebenen SWNTs variiert. Anstatt der DNA-Stoffmenge wird al-
so die zur Verfiigung stehende Substratoberfliche gedndert. Wenn die
DNA-Stoffmenge in allen Losungen identisch ist, bilden sich jeweils un-
terschiedliche Verteilungen zwischen adsorbierter und ungebundener
DNA, die iiber FCS-Messungen bestimmt werden konnen. Abbildung 5.7
zeigt schematisch die Herstellung der Proben- und Referenzlosungen.

SD%—SW‘NE Probe Referenz Dialyselésung
s1 — = ~ %
SDS = 1.0 m-% ) SDS—1.0mA;

|
.

¢(d(GT),,-R6G) = 1.0 nM
SDS-Konzentration SDS-Konzentration

SWNT-Konzentration

Abbildung 5.7. Herstellung der Proben- und Referenzlosungen fiir FCS-
Messungen. Es wurden verschiedene Mengen dialysierter SDS-SWNT- bzw.
SDS-Losung zu Losungen mit identischer DNA-Stoffmenge gegeben. Dar-
aus resultieren unterschiedliche SWNT- und SDS-Konzentrationen, jedoch
eine konstante DNA-Konzentration von 1.0 nM.

Zur Herstellung der Losungen wurde eine DNA-Stammlsung mit einer
Konzentration von 8.53 nM verwendet. Von dieser Stammldsung wurden
jeweils 47 pL mit unterschiedlichen Mengen phosphatgepufferter Salz-
lésung (PBS) und entsprechenden Aliquoten einer SDS-SWNT-L6sung
(ODs; ~ 8) gemischt, so dass 400 pL einer 1.0 nM DNA-L&sung mit variie-
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rendem SWNT- und SDS-Gehalt resultieren. Die genaue Zusammenset-
zung der hergestellten Losungen ist in Tabelle 5.3 gezeigt. Das aus der
DGU erhaltene SWNT-Material wurde vor der Verwendung gegen eine
1.0 m-%ige SDS-Losung dialysiert. Die Referenzproben wurden analog
zu den SWNT-haltigen Proben hergestellt, wobei anstatt der SDS-SWNT-
Losung die Dialysel6sung verwendet wurde.

d(GT);2-R6G PBS SSIS)—SS?AZ]V{QIT c(SDS)  ¢c(SWNT)

[uL] [uL [uL] [m-%]  [mmol-L™]
A 47 203 150 0.375 0.334
B 47 253 100 0.250 0.234
C 47 278 75 0.188 0.181
D 47 303 50 0.125 0.122
E 47 315 38 0.094 0.091
F 47 328 25 0.063 0.061
G 47 340 13 0.031 0.030

Tabelle 5.3. Zusammensetzung der SDS-DNA-SWNT-Losungen fiir die
FCS-Messungen. Die erhaltenen Losungen A-G hatten eine identische
DNA-Konzentration von 1.0nM, jedoch variierende Konzentrationen an
SWNTs und SDS. Fiir die Referenzproben wurde anstatt der SDS-SWNT-
Losung die verwendete Dialyselosung eingesetzt.

Um die Austauschreaktion bis zur Gleichgewichtslage ablaufen lassen zu
kdnnen, wurden die angesetzten Lésungen mehrere Tage bei Raumtem-
peratur gelagert. Vor den FCS-Messungen wurden Absorptionsspektren
der hergestellten Losungen aufgenommen, die in Abbildung 5.8 gezeigt
sind. Die Aufspaltung der S;-Absorptionsbande ist auf die beiden unter-
schiedlichen Dispergiermittel SDS und DNA zuriickzufiihren, die in den
Suspensionen vorhanden sind.
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Abbildung 5.8. Absorptionsspektren der SDS-DNA-SWNT-Losungen A-G
gemdld Tabelle 5.3 fiir FCS-Messungen. Aufgrund der beiden Dispergier-
mittel zeigt die S;-Bande der (6,5)-SWNTs eine Aufspaltung.

Die hergestellten Losungen wurden anschliefend im FCS-Mikroskop
untersucht, dessen Kalibrierung mit Rhodamin 6G erfolgte. Die Diffusi-
onszeit des Farbstoffs betrug 0.21 + 0.01 ms mit einem sterischen Para-
meter s von 11.2, gleichbedeutend mit einem konfokalen Volumen von
7fL. Die SWNT-haltigen Losungen zeigten im Vergleich zur dquimola-
ren Kalibrierlosung ein relativ geringes Fluoreszenzsignal, wodurch ei-
ne relativ lange Messzeit von 15 Minuten gew#hlt und ebenso fiir die
Referenzproben tibernommen wurde. Dadurch konnte das Rauschen in
den Korrelationskurven der SWNT-haltigen Proben minimiert werden.
Die normierten FCS-Kurven der SWNT-haltigen Lésungen und der Re-
ferenzproben sind in Abbildung 5.9 gegeniibergestellt. Durch die Nor-
mierung geht zwar einerseits die Ablesbarkeit der Konzentrationen der
einzelnen untersuchten Spezies iiber den G(0)-Kehrwert verloren. Ande-
rerseits gelingt jedoch der graphische Vergleich der Zusammensetzung
des Zweikomponentensystems iiber die relativen Ordinatenabschnitte
bei der Diffusionszeit der Einzelkomponenten analog zu Abbildung 5.6.
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Abbildung 5.9. Normierte Kreuzkorrelationskurven der SDS-DNA-SWNT-
Losungen. a) Die Kurve der SWNT-haltigen Probe zeigt im Vergleich zur Re-
ferenzprobe zwei Wendepunkte, korrespondierend zu zwei unterschiedlich
schnell diffundierenden Spezies. b) Die Verteilung zwischen schneller und
langsamer Komponente verhilt sich nicht linear zur SWNT-Konzentration.

Die Korrelationskurven der Referenzproben wurden mit Gleichung 2.58
(S.47) angepasst. Die ermittelten Diffusionszeiten sowie Teilchenzah-
len des d(GT);2-R6G in den Referenzlésungen sind in Tabelle 5.4 zu-
sammengefasst. Fiir die Diffusionszeiten der DNA 1 pna in den SDS-
Referenzlosungen liegen die Werte in einem Bereich von 0.58 + 0.05 ms
bis 0.81 +0.16 ms und damit etwas hoher als die Diffusionszeit von
0.47 +0.09 ms der reinen DNA in tensidfreier PBS-Lésung. Die Diffe-
renz kann auf das Vorhandensein von SDS-Mizellen zuriickgefiihrt wer-
den, an welche die DNA-Oligomere anlagern kénnen. 16117 Ein quan-
titativer Einfluss der SDS-Konzentration im untersuchten Bereich von
0.031 m-% bis 0.375 m-% konnte jedoch nicht festgestellt werden. Da die
Oligomer- und folglich auch die Fluorophorkonzentration in allen un-
tersuchten Losungen identisch war, zeigen sich fiir die ermittelten Teil-
chenzahlen der Referenzlosungen NX!, nur geringe Schwankungen, die

DNA
auf Pipettierungenauigkeiten zuriickzufiihren sind.
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Ref Ref
NpNa D, DNA

[ms]
6.85+0.09 0.58+0.05
7.70+0.15 0.61+0.06
7.04+0.15 0.73+0.07
6.63+0.09 0.66+0.04
6.34+0.10 0.55+0.05
7.64+0.23 0.77+0.09
G 9.53+0.50 0.81+0.16

sHl s I o RN @ Tl =~ Bl

Tabelle 5.4. Ergebnisse der Anpassung der FCS-Messkurven der Referenz-
proben. Die Messungen wurden mit Gleichung 2.58 angepasst und die er-
mittelten DNA-Diffusionszeiten zur Anpassung der SWNT-haltigen Losun-
gen verwendet.

Ein deutlicher Unterschied im Verlauf der Korrelationskurven ist je-
doch im Vergleich zu den Messungen mit SWNT-haltigen Proben in
Abbildung 5.9 zu sehen. Ab SWNT-Kohlenstoffatomkonzentrationen
cc(SWNT) von 0.091 mmol-L™! (Losung E) ist neben der Diffusionszeit
der freien DNA bei etwa 0.7 ms noch ein zweiter Wendepunkt bei ca.
200 ms zu erkennen, der den DNA-SWNT-Komplexen und damit den
adsorbierten DNA-Oligomeren zugeordnet werden kann. Um die Vertei-
lung von adsorbierter und freier DNA zu ermitteln, erfolgte eine Anpas-
sung der Korrelationskurven der SWNT-haltigen Proben mit der Zwei-
komponentengleichung 2.59 (S. 48). Die Diffusionszeit tp pna der rei-
nen DNA einschlielllich ihrer Varianz wurde dabei aus den Referenzmes-
sungen als fester Parameter iibernommen. Die erhaltenen Werte der Ge-
samtteilchenzahl NFroPe

gesamt’

Probe : . . . Probe .
Npaeswnr sowie deren Diffusionszeit 70 agynp und der Anteil der

DNA-SWNT-Komplexe Xpnaeswnr sind in Tabelle 5.5 zusammengefasst.

der Teilchenzahl adsorbierter DNA-Oligomere
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N, gpgsoabneit N, II)){\(I)X(%SWNT TDP,r(I))bl\‘?A@SWNT XDNA@SWNT
(ms] (%]

A 577+0.10 1.58+0.28 59+31 27+5
B 3.32+0.03 1.16+0.07 174 £37 35+2
C 261+0.03 0.97+0.05 625+ 141 37+2
D 1.88+0.02 0.54+0.04 308 + 87 29+2
E 222+0.03 0.36+0.09 44 + 32 16+4
F 197+0.03 0.08+0.09 nur freie DNA-

G 252+0.03 0.01+0.07 Oligomere gemessen

Tabelle 5.5. Ergebnisse der Anpassung der FCS-Messkurven der SWNT-
haltigen Proben. Die Messungen wurden mit Gleichung 2.59 angepasst, wo-
bei die Diffusionszeit der freien DNA aus den Referenzmessungen, inklusi-
ve der ermittelten Varianzen, verwendet wurde.

Bei der Betrachtung der ermittelten Teilchenzahl nggs"frgt im konfoka-
len Volumen ist eine starke Variation festzustellen. Obgleich alle Lo-
sungen eine identische DNA-Konzentration aufweisen, zeigen sich nach
Anpassung der FCS-Messkurve stark unterschiedliche Werte, die sich
nicht mehr tiber Pipettierungenauigkeiten erkldren lassen. Die ermit-
telte Teilchenzahl N[l;fx?zgéswm der adsorbierten DNA-Oligomere steigt
wie zu erwarten mit der SWNT-Konzentration. Der Anteil Xpna@swNT
der DNA-SWNT-Komplexe an der Gesamtteilchenzahl zeigt jedoch kei-
nen linearen Zusammenhang mit der SWNT-Konzentration. Xpna@swNT
steigt zundchst mit der SWNT-Kohlenstoffatomkonzentration, erreicht
bei ¢cc=0.181 mmol-L~! ein Maximum und fillt schlieflich wieder ab.
Beachtenswert sind auch die ermittelten Diffusionszeiten der DNA-
SWNT-Komplexe, die tiber einen weiten Bereich von 44-625ms vari-
ieren. Dies deutet darauf hin, dass die Struktur der DNA-SDS-SWNT-
Komplexe stark von der jeweiligen Konzentration der beiden Dispergier-

additive abhéngt.
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Ein Anstieg der adsorbierten DNA-Oligomere NDPIN"/E(%SWNT war im Rah-
men des Experiments zu erwarten, da bei identischer DNA-Menge der
SWNT-Gehalt erhoht wurde. Allerdings sollte diese Erh6hung mit einer
reduzierten Zahl ungebundener DNA-Oligomere und einem proportio-
nalen Anstieg von Xpnaeswnt einhergehen. Da dies nicht der Fall war,
wurden weitere Experimente durchgefiihrt, um die Ursache des beob-
achteten Verhaltens zu ermitteln. Die stark variierenden Teilchenzahlen
NgPerS"frgt im konfokalen Volumen kdnnten auf Fluoreszenzléschungen des
Fluorophors durch die Nanorshren zuriickzufiihren sein. #” Dies wiir-
de zu einer Erhohung der detektierten Fluoreszenzfluktuationen fiihren
und damit eine hohere Anzahl an fluoreszierenden Teilchen im Detek-
tionsvolumen suggerieren. Allerdings wiirde dies auch in einer Verkiir-
zung der beobachteten Diffusionszeit resultieren, wie in Abbildung 2.16
(S. 45) dargestellt. Obwohl dies nicht festzustellen ist, kann eine Fluores-

zenzl6schung durch die SWNTs nicht ausgeschlossen werden.

Eine mogliche Erkldrung des unerwarteten Verhaltens von Xpna@swNT
istauf die ansteigende SDS-Konzentration zuriickzufiihren, da aufgrund
der Probenpriparation bei hoheren SWNT-Konzentrationen auch héhe-
re SDS-Konzentrationen vorliegen. Die SDS-Adsorption auf der SWNT-
Oberflache stellt einen Konkurrenzprozess dar und kann dazu fiih-
ren, dass ein Groliteil der Nanorohroberfliche mit Tensid bedeckt ist
und eine weitere DNA-Adsorption dadurch verhindert wird. Um die-
sem Ansatz nachzugehen, wurden die Experimente mit einer konstan-
ten SDS-Konzentration wiederholt. Die Préparation der Losungen ist
in Abbildung 5.10 schematisch dargestellt und deren genaue Zusam-
mensetzung in Tabelle 5.6 gezeigt. Zur Herstellung wurden die glei-
chen SDS-SWNT-, SDS- und DNA-Losungen verwendet wie bei der
eben vorgestellten Messreihe. Da diesmal sowohl die DNA- als auch
die SDS-Konzentration in allen Losungen identisch war, wurde ledig-
lich eine Referenzlésung mit einer SDS-Konzentration von 0.625 m-%
und einer d(GT);2-R6G-Konzentration von 1.0 nM benétigt. Aus Tabel-
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. . SDS-SWNT
S Lo [l (= 0D, =3
) ° SDS =1.0 m-%

T

177

Referenz SWNT-Konzentration

Abbildung 5.10. Herstellung der Proben- und Referenzlosungen fiir FCS-
Messungen mit konstanter SDS-Konzentration. Es wurden verschiede-
ne Mengen dialysierte SDS-SWNT- bzw. SDS-Losung in Losungen mit
identischer DNA-Stoffmenge gegeben. Daraus resultieren unterschiedliche
SWNT- jedoch konstante SDS-Konzentrationen. Die DNA-Konzentration
betrdgt in allen Losungen 1.0 nM.

le 5.5 ist ersichtlich, dass bei SWNT-Kohlenstoffatomkonzentrationen
von weniger als 0.09 mmol-L~! keine DNA-Adsorption festgestellt wer-
den konnte und folglich wurden innerhalb dieser Messreihe hohe-
re SWNT-Gehalte eingestellt. Auch diese Losungen wurden mehrere
Tage bei Raumtemperatur gelagert, ehe sie im FCS-Mikroskop un-
tersucht wurden. Die Kalibrierung erfolgte erneut mit Rhodamin 6G,
dessen Diffusionszeit 0.25+0.03 ms betrug. Mit dem ermittelten ste-
rischen Parameter von 12.2 ergab sich ein Detektionsvolumen von
10fL. Die normierten Kreuzkorrelationskurven der untersuchten Pro-
ben sind in Abbildung 5.11 dargestellt. Auch diese wurden mit der
Zweikomponentengleichung 2.59 (S. 48) angepasst, wobei die Diffu-
sionszeit der freien DNA von 0.81 +0.01 ms, welche durch Anpassung
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d(GT);2-R6G PBS SDS-SWNT SDS  ¢c(SWNT)

[uL] [uL] [uL] (uL]  [mmol-L-}]
A 47 103 250 0 0.557
B 47 103 200 50 0.445
C 47 103 150 100 0.334
D 47 103 100 150 0.234
E 47 103 75 175 0.181
F 47 103 55 195 0.125
G 47 103 38 212 0.094
Ref 47 103 0 250 -

Tabelle 5.6. Zusammensetzung der SDS-DNA-SWNT-Losungen A-G fiir die
FCS-Messungen mit konstanter SDS-Konzentration. Die erhaltenen Losun-
gen hatten eine identische DNA-Konzentration von 1.0 nM und eine kon-
stante SDS-Konzentration von 0.625 m-%. Nur die SWNT-Konzentration
wurde variiert. In der Referenzprobe sind keine Nanoréhren enthalten.

der FCS-Kurve der Referenzlosung erhalten wurde, als fester Parame-
ter innerhalb der ermittelten Varianz verwendet wurde. Auch bei den
FCS-Messungen mit konstanter SDS-Konzentration ist der zweistufi-
ge Verlauf der Korrelationskurven bei den Proben mit h6herer SWNT-
Konzentration zu finden. Allerdings steigt die SWNT-Kohlenstoffatom-
konzentration, ab der die langsame Komponente sichtbar wird, von
0.091 mmol-L~! auf 0.334 mmol-L~!. Dies kann auf die vergleichsweise
hohe SDS-Konzentration von 0.625 m-% zuriickgefiihrt werden, da die
maximale SDS-Konzentration zuvor bei lediglich 0.375 m-% lag. Folglich
ist davon auszugehen, dass ein gréBerer Teil der SWNT-Oberfldche mit
Tensid bedeckt ist als in der vorherigen Versuchsreihe. Des Weiteren ist
auch die Diffusionszeit der adsorbierten DNA-Oligomere im Bereich von
36-87 ms deutlich geringer als in der vorherigen Versuchsreihe, obgleich
das Detektionsvolumen deutlich gro3er war. Die aus der Anpassung er-
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Abbildung 5.11. Normierte Kreuzkorrelationskurven der SDS-DNA-
SWNT-Losungen bei konstanter SDS-Konzentration. a)Bei hohen
SWNT-Konzentrationen ist erneut die langsamere Diffusionszeit der
DNA-SWNT-Komplexe zu erkennen. b) Die ermittelte Anzahl adsorbierter
DNA-Molekiile steigt mit der SWNT-Kohlenstoffatomkonzentration.

haltenen Werte sind in Tabelle 5.7 zusammengefasst. Abbildung 5.11 b)
zeigt den Anstieg der Zahl adsorbierter DNA-Oligomere NDPrNo}X)g)SWNT mit
der SWNT-Kohlenstoffatomkonzentration ¢c(SWNT). Wie schon in der
Versuchsreihe zuvor ist dieser Trend jedoch mit einem Anstieg der er-
mittelten Gesamtteilchenzahl NgPerSOf;t verbunden. Zwar konnen erneut
Fluoreszenzloschungen des Fluorophors durch die Nanoréhren in Erwéa-
gung gezogen oder Streustrahlung der SDS-Mizellen angenommen wer-
den, jedoch konnte die Ursache des Verhaltens letztlich nicht abschlie-
Bend gekldrt werden. Die Intensitédt des detektierten Fluoreszenzsignals
zeigt keinen analogen Verlauf zur ermittelten Teilchenzahl, so dass auch
Fehler bei der Probenherstellung ausgeschlossen werden konnen. Allge-
mein weisen die ermittelten Werte der FCS-Anpassung jedoch eine stér-
kere Varianz auf als in der vorherigen Versuchsreihe, was der schlechten

Qualitdt der Korrelationskurven geschuldet ist und die Vermutung na-
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N, gpésoabtgt N, Sf\?ﬁéswm Tlg,r(l))bl\?A@SWNT XDNA@SWNT
(ms] [%]

A 367 +19 15.3+3.5 87+60 43+10
B 12.1+£0.2 4.25+0.39 52+13 35+3

C 985+0.11 1.69+0.33 36+16 17+3
D 10.25+0.20 2.35+2.07 8+9 23+20
E 514+0.06 1.24+1.62 4+5 24 +32
F nur freie DNA-

G Oligomere gemessen

Tabelle 5.7. Ergebnisse der Anpassung der FCS-Messkurven der SWNT-
haltigen Proben bei konstanter SDS-Konzentration. Die Messungen wur-
den mit Gleichung 2.59 angepasst und fiir die Diffusionszeit der freien DNA
wurde der Wert von 0.81 + 0.01 ms aus der Referenzmessung verwendet.

helegt, dass der storende Einfluss durch die erh6hte SDS-Konzentration
zustande kommt. Die bestimmten FCS-Parameter fiir die adsorbierten
DNA-Oligomere in den Lésungen D und E sind mit einer extrem hohen
relativen Unsicherheit behaftet, so dass sie nicht zur Analyse herange-
zogen werden konnen. Fiir die Losungen A-C steigt der Anteil der ad-
sorbierten DNA-Oligomere Xpnaeswnt mit der SWNT-Konzentration. Je-
doch sind auch hier sehr starke Varianzen der ermittelten Parameter zu
beobachten, die in Verbindung mit der geringen Grol3e des Datensatzes
eine quantitative Analyse ausschlieBen.

Mit den durchgefiihrten Austauschexperimenten konnte gezeigt wer-
den, dass sich DNA-SWNT-Komplexe mittels FCS in Gegenwart freier
DNA detektieren lassen und sich die Verteilung zwischen adsorbierter
und ungebundener DNA bestimmen lésst. Die teilweise schlechte Qua-
litdt der FCS-Kurven beeintrichtigt allerdings die Analyse des Adsorpti-
onsverhaltens der DNA-Oligomere. Da die Effekte mit Anstieg der SDS-
Konzentration in der zweiten Messreihe deutlich ausgepragter sind, ist
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dies moglicherweise auf die Streustrahlung der SDS-Mizellen zuriickzu-
fithren. Der nur schwierig abzuschitzende Einfluss der Tenside auf das
Adsorptionsverhalten der Biopolymere erschwert die Analyse zusétzlich
und macht die Notwendigkeit deutlich, reine DNA-SWNT-Komplexe zu
untersuchen.

5.2 DNA-SWNT-Komplexe

Zur Untersuchung reiner DNA-SWNT-Komplexe mittels Fluoreszenz-
korrelationsspektroskopie miissen zwei gegenldufige Bedingungen er-
fiillt werden. Einerseits muss fiir FCS-Messungen die Fluorophor- und
damit auch die DNA-Konzentration im nanomolaren Bereich liegen,
um verwertbare Korrelationskurven zu erhalten. Andererseits muss die
Konzentration des Dispergiermittels hoch genug sein, um ausreichen-
de Mengen an Kohlenstoffnanoréhren zu stabilisieren. Ein Ausweg liegt
im Einsatz von Gemischen aus farbstoffmarkierten und unmarkierten
DNA-Oligomeren. Dadurch kann die Konzentration des Dispergiermit-
tels gesteigert werden, ohne gleichzeitig die Fluorophorkonzentration
erhdhen zu miissen. Zwar werden nur die farbstoffmarkierten Oligome-
re {iber die FCS-Messung detektiert, allerdings lassen sich die ermittel-
ten Konzentrationen unter Kenntnis der Mischungsverhiltnisse auf die
DNA-Gesamtkonzentration umrechnen, wenn ein identisches Adsorp-
tionsverhalten der R6G-markierten und unmarkierten Oligomere vor-
ausgesetzt wird. Fiir die im Folgenden beschriebenen Experimente wur-
den Mischungen aus d(GT);2-R6G und d(GT),, verwendet. Die Konzen-
tration der farbstoffmarkierten DNA-Oligomere war dabei stets 1.0 nM.
Das experimentelle Vorgehen zur Herstellung der Losungen ist in Abbil-
dung 5.12 gezeigt.

Die Praparation der DNA-SWNT-Komplexe und deren Filtration erfolg-
ten gem&R dem in Kapitel 4.1.2 beschriebenen Vorgehen. Allerdings wur-
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Abbildung 5.12. Herstellung der DNA-Losungen fiir FCS-Messungen. Das
DGU-Material wurde abfiltriert und die DNA-SWNT-Komplexe in Losun-
gen mit jeweils verschiedener d(GT);2-Konzentration resuspendiert. Die
Konzentration an R6G-markierter DNA war stets 1.0 nM.

den fiir den DGU-Prozess d(GT);2-Oligomere ohne Farbstoffmarkierung
verwendet. Die DNA-SWNT-Komplexe wurden nach der Filtration nicht
eingefroren, sondern umgehend aliquotiert und in die entsprechenden
DNA-Losungen transferiert. Die so erhaltenen Losungen hatten eine
konstante Konzentration an R6G-markierter DNA von 1.0 nM, allerdings
unterschiedliche Mengen unmarkierter Oligomere. Dadurch konnte ein
DNA-Konzentrationsbereich von 1.0 nM bis 1.0 uM abgedeckt werden.
Zur Herstellung der Referenzproben wurde zu den Mischungen aus R6G-
markierter und unmarkierter DNA anstatt der filtrierten DNA-SWNT-
Komplexe die entsprechende Menge PBS-Losung zugegeben. Die ge-
naue Zusammensetzung der Losungen ist in Tabelle 5.8 gezeigt.

Die hergestellten Lésungen wurden drei Tage bei Raumtemperatur ge-
lagert, um einen Austausch zwischen unmarkierter und R6G-markierter
DNA auf der Nanorohroberfldche zu ermdoglichen. Vor der FCS-Messung
wurden die Absorptionsspektren der Proben aufgenommen. Diese sind,
zusammen mit einer normierten Korrelationskurve von Referenzprobe
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C(d(GT)lz-RGG) C(d(GT)lg) Cc(SWNT)

[nmol-L1] [umol-L7!]  [mmol-L™!]
A 1.0 1.0 0.145
B 1.0 0.50 0.145
C 1.0 0.25 0.145
D 1.0 0.01 0.145
E 1.0 - 0.145

Tabelle 5.8. Zusammensetzung der DNA-SWNT-Losungen. Nach Zugabe
der filtrierten DNA-SWNT-Komplexe hatten die erhaltenen Lésungen eine
identische DNA-R6G-Konzentration von 1.0 nM und eine variierende DNA-
Gesamtkonzentration. Bei den Referenzproben wurde anstatt der SWNT-
Losung die entsprechende Menge PBS-Losung zugegeben.

und SWNT-haltiger Probe, in Abbildung 5.13 gezeigt. Die Absorptions-
spektren in Teil a) zeigen, dass die SWNT-Konzentration in den unter-
suchten Losungen nahezu identisch war und auch in den Losungen mit
niedriger DNA-Gesamtkonzentration keine Aggregation der Nanordh-
ren festzustellen ist, die sich in einer Verbreiterung und Rotverschie-
bung der S;-Absorptionsbande bei 990 nm zeigen wiirde. Vor der FCS-
Messreihe wurde die Kalibrierung mit einer 1.0 nM R6G-Losung durch-
gefiihrt und die Diffusionszeit des Farbstoffs zu 0.20 + 0.03 ms bestimmt.
Aus dem erhaltenen sterischen Parameter von 5.82 ergibt sich ein konfo-
kales Volumen von 3 fL. Abbildung 5.13 b) zeigt beispielhaft die normier-
ten Korrelationskurven der Konzentrationsstufe A fiir die Referenzl6-
sung und die SWNT-haltige Losung. Im Gegensatz zu den Austauschex-
perimenten kann bei reinen DNA-SWNT-Komplexen keine zweite Kom-
ponente in der FCS-Kurve beobachtet werden, die den adsorbierten
DNA-Oligomeren zuzuordnen ware. Daher wurden alle Korrelationskur-
ven mit Gleichung 2.58 (S. 47) angepasst und auf eine Zweikomponen-
tenanpassung verzichtet. In Abbildung 5.14 sind die Ergebnisse der An-
passung fiir die ermittelten Teilchenzahlen und Diffusionszeiten gezeigt.
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Abbildung 5.13. Absorptionsspektren und FCS-Kurven reiner DNA-SWNT-
Komplexe. a) Eine SWNT-Aggregation bei niedrigen DNA-Konzentrationen
kann in den Absorptionsspektren nicht beobachtet werden. b) Die Kor-
relationskurven zeigen nur einen geringen Unterschied zwischen SWNT-

haltiger und Referenzprobe.
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Abbildung 5.14. Ermittelte Teilchenzahlen und Diffusionszeiten aus
FCS-Messungen an DNA-SWNT-Komplexen in Abhéngigkeit der DNA-
Konzentration. a) Die ermittelten Teilchenzahlen variieren in einem grof3en
Bereich. b) Die SWNT-haltigen Proben zeigen kiirzere Diffusionszeiten als

die Referenzproben.
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Die ermittelten Teilchenzahlen in Abbildung 5.14 a) zeigen, wie bereits
bei den Austauschexperimenten, starke Abweichungen zwischen Refe-
renzprobe und SWNT-haltiger Probe, obgleich die Konzentration farb-
stoffmarkierter DNA-Oligomere in beiden Losungen identisch ist. Fiir ei-
ne 1.0 nM Losung wiren bei einem 3 fL. grof3en Detektionsvolumen Teil-
chenzahlen von 1.81 zu erwarten, wie sie mit 1.36 + 0.03 bei der Kali-
brierung in etwa erreicht werden.” Die erh6hten Teilchenzahlen kénnen
auf Fluoreszenzldschungen des Rhodamins zuriickgefiihrt werden, wo-
durch die Fluktuationen in der detektierten Fluoreszenzintensitit ver-
starkt werden und bei der Interpretation der Korrelationskurve eine er-
hohte Teilchenzahl suggerieren. Die Annahme von Fluoreszenzléschun-
gen steht auch im Einklang mit den ermittelten niedrigeren Diffusions-
zeiten der R6G-markierten DNA-Oligomere in den SWNT-haltigen L6-
sungen. Als Loschzentren kommen zum einen die Kohlenstoffnanoréh-
ren und zum anderen die unmarkierten d(GT);,-Oligomere in Frage,
da sowohl fiir SWNTs als auch fiir die Nukleinbase Guanin eine deutli-
che Fluoreszenzloschung des Rhodamins nachgewiesen werden konn-
te.[87118] Die Fluoreszenzléschung des Farbstoffmarkers kann also im
adsorbierten Zustand durch die SWNTs, im ungebundenen Zustand je-
doch auch durch St6Le mit anderen d(GT),,-Oligomeren erfolgen.

Abbildung 5.14 b) zeigt die aus der Anpassung erhaltenen Diffusions-
zeiten. Besonders auffallend ist, dass die ermittelten Diffusionszeiten
der SWNT-haltigen Losungen allesamt kiirzer sind als die der entspre-
chenden Referenzlosungen. Teilweise liegen die Werte unterhalb der
Diffusionszeit des Farbstoffs Rhodamin 6G, dessen molare Masse mit
479.02 g-mol~! drei GroRenordnungen geringer ist als der fiir DNA-
SWNT-Komplexe abgeschitzte Wert von 400 kg-mol~!. GemiR den Glei-
chungen 2.57 und 2.60 (S. 47 und S. 49) sollten sich die Diffusionszeiten
aufgrund der Massendifferenz um mehr als eine GréBenordnung un-

T Aufgrund der Adsorption des Farbstoffs an die Deckglasoberfliche ist die mittels FCS
beobachtete Konzentration fiir gew6hnlich geringer als die berechnete Konzentration der
Losung.
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terscheiden. Die Tatsache, dass die bei den Austauschexperimenten be-
obachtete langsamere Komponente {iberhaupt nicht auftritt, kann zwei
Griinde haben. Einerseits wére denkbar, dass die Fluoreszenz des Farb-
stoffs von der SWNT komplett geléscht wird und folglich kein Signal
der DNA-SWNT-Komplexe detektiert wird. Zwar ist eine Fluoreszenz-
l6schung des Rhodamins und einiger anderer Farbstoff durch Kohlen-
stoffnanoréhren bekannt, allerdings erfolgt erst bei sehr hohen SWNT-
Kohlenstoffatomkonzentrationen von c¢c(SWNT) > 7 mmol-L~! eine an-
nihernd komplette Fluoreszenzldschung. 87 AuRerdem hitte dies auch
bei den Austauschexperimenten beobachtet werden miissen. Anderer-
seits ldsst sich das Fehlen der langsamen Komponente auch damit er-
kldaren, dass die unmarkierten DNA-Oligomere eine hohere Adsorpti-
onsneigung als die farbstoffmarkierten Oligomere zeigen, da der Fluo-
reszenzfarbstoff die Adsorption méglicherweise behindert und folglich
kein detektierbarer Austausch auf der Nanorohroberfldche stattfindet.
Gerade bei hohen Konzentrationen wiirde dieser Effekt zum Tragen
kommen. Weitere Evidenz erhélt die Hypothese dadurch, dass die Dif-
fusionszeiten von SWNT-haltiger und Referenzprobe bei der niedrigsten
DNA-Konzentration noch am ehesten das erwartete Verhalten zeigen, da
die Werte innerhalb der Varianzen zumindest gleich sind. Folglich kann
davon ausgegangen werden, dass der Austausch von unmarkierter und
R6G-markierter DNA nur unzureichend erfolgt ist.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Untersuchung reiner DNA-
SWNT-Komplexe mittels FCS-Mikroskopie aufgrund von Fluoreszenzlo-
schungen des Fluorophors durch die Nanoréhren und die Nukleinbase
Guanin negativ beeintrichtigt wurden. Der Uberschuss an unmarkier-
ten Oligomeren unterband jedoch die Adsorption der farbstoffmarkier-
ten Biopolymere und verhinderte letztlich die Analyse des Adsorptions-
verhaltens reiner DNA-SWNT-Komplexe.
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5.3 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurden eine Filtrationsmethode und die Fluoreszenz-
korrelationsspektroskopie zur Bestimmung des Adsorptionsverhaltens
verschiedener DNA-Oligomere auf Kohlenstoffnanordhren eingesetzt,
um ausgehend von Austauschexperimenten mit tensidstabilisierten Na-
nordhren reine DNA-SWNT-Komplexe zu untersuchen. Dabei konnte
gezeigt werden, dass das helikale Adsorptionsmodell die Adsorption nur
unzureichend beschreiben kann.

Mit den vorgestellten Filtrationsexperimenten wurde die maximal ad-
sorbierte DNA-Stoffmenge n., sowie die Gleichgewichtskonstante Keq in
Abhiéngigkeit der Nukleinbasenzahl bestimmt. Zwar sind die ermittelten
Unsicherheiten der Werte aufgrund der Adsorption der DNA-Oligomere
auf die verwendete Filtermembran relativhoch, dennoch liel3en sich aus
den Ergebnissen der Methode wichtige Riickschliisse auf die Adsorp-
tionskonformation der Biopolymere ziehen. Beim helikalen Adsorpti-
onsmodell wédre davon auszugehen, dass sich n., umgekehrt proportio-
nal zur Oligomerlénge verhilt. Allerdings konnten bei den durchgefiihr-
ten Experimenten nur geringe Unterschiede zwischen den d(GT),,-FAM-
Oligomeren (n =12, 16, 20) festgestellt werden. Des Weiteren sind die er-
mittelten, maximal adsorbierten Stoffmengen deutlich gréRer als auf-
grund geometrischer Uberlegungen unter Annahme einer helikalen Ad-
sorption zu erwarten ware. Stattdessen wurde eine Adsorption mit tail-
und train-Segmenten vorgeschlagen, wie sie fiir Polymere iiblich ist. Die
Linge des adsorbierten train-Segments konnte auf drei bis sechs Nu-
kleinbasen bestimmt werden. 3943

Um keinen Einschrankungen durch den Filtrationsvorgang zu unter-
liegen, wurde die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie eingesetzt,
wodurch eine rdumliche Trennung adsorbierter und freier DNA hinfél-
lig wurde. Durch Experimente an DNA-SDS-SWNT-Komplexen konnte
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gezeigt werden, dass sich auf den SWNTs adsorbierte DNA-Oligomere in
Gegenwart freier DNA mittels FCS detektieren lassen und deren Verhalt-
nis bestimmt werden kann. Die Einfliisse des zusitzlichen Dispergier-
mittels auf die Korrelationskurven und das DNA-Adsorptionsverhalten
lieBen jedoch keine quantitative Analyse zu, sondern zeigten die Not-
wendigkeit auf, reine DNA-SWNT-Komplexe zu untersuchen. Auch
dies wurde mit FCS-Messungen bewerkstelligt. Um einen ausreichend
groflen Konzentrationsbereich einzubeziehen, wurden Mischungen
aus unmarkierten und Rhodamin 6G-markierten d(GT);2-Oligomeren
eingesetzt. Es konnte dabei keine Adsorption der markierten Oligomere
detektiert werden, da die unmarkierten DNA-Oligomere aufgrund der
deutlich hoheren Konzentrationen eine stdrkere Adsorptionsneigung
zeigten.

Die vorgestellten Ergebnisse legen dar, dass sich auch mit der prépa-
rativ einfachen Filtrationsmethode wichtige Riickschliisse auf die Ad-
sorptionskonformation der DNA-Oligomere auf Kohlenstoffnanoréhren
ziehen lassen. Durch Einsatz der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie
konnte zwar auf eine raumliche Trennung von adsorbierter und unge-
bundener DNA verzichtet werden. Jedoch lieBen die Ergebnisse keine
zuverldssigen Riickschliisse auf das Adsorptionsverhalten der Biopoly-
mere zu, da neben den fluoreszenzmarkierten Oligomeren stets der Ein-
satz eines zusitzlichen Dispergiermittels in Form von Tensiden oder
unmarkierter DNA erforderlich war, welches das Adsorptionsverhalten
der markierten Oligomere beeinflusste. Im folgenden Kapitel wird da-
her eine Konzentrationssprungmethode vorgestellt, bei der ausschlie3-
lich farbstoffmarkierte DNA-Oligomere zum Einsatzkommen und deren
Ergebnisse die infolge der Filtrationsmethode gezogenen Riickschliisse
auf die DNA-Adsorptionskonformation bestétigen.
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6 Desorptionskinetik von F8T2
und DNA

In diesem Kapitel werden die durchgefiihrten Experimente zur Ana-
lyse des Desorptionsverhaltens von DNA-Oligomeren und dem Poly-
[(9,9-dioctylfluorenyl-2,7-diyl)-co-bithiophen] (F8T2) von Kohlenstoff-
nanorohroberflachen erldutert sowie deren Ergebnisse diskutiert. Im
Anschluss daran wird gezeigt, dass die untersuchten Prozesse nicht
diffusionslimitiert sind, ehe die Ursache der beobachteten Enthalpie-
Entropie-Korrelation geklért wird.

6.1 Bestimmung der Loslichkeit von F8T2

Bereits in Kapitel 2.1.2 wurde die zentrale Rolle der Loslichkeit eines
Polymers im entsprechenden Solvens beschrieben. Da der Transfer ei-
nes Polymers vom Festkorper in den gelésten Zustand sehr dhnlich
dem Ubergang vom adsorbierten in den ungebundenen Zustand ist, ist
auch fiir die Desorption ein erheblicher Einfluss des verwendeten Sol-
vens zu erwarten. Im Rahmen der Arbeit sollten daher Losemittel unter-
schiedlicher Giite zum Einsatz kommen, um die prognostizierten Effek-
te zu quantifizieren. Daher wurde zunéchst fiir Methylcyclohexan (99 %,
Griissing GmbH Analytika), Toluol (AnalaR NORMAPUR®ACS, VWR In-
ternational), ortho-Xylol und Chlorbenzol (beide zur Synthese, Merck
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KGaA) die Loslichkeit des Polymers bestimmt. Fiir alle Solvenzien wur-
den F8T2-Suspensionen mit einer Konzentration von 4.5g-L~! herge-
stellt, die anschlief3end fiir sechs Tage bei etwa 200 Umdrehungen pro
Minute geschiittelt wurden (MS1 Minishaker, IKA®). In Abbildung 6.1 ist
zu sehen, dass sich das Polymer in keinem Losemittel komplett gel6st
hat und folglich gesittigte Losungen vorliegen.

6d,23°C

Zentrifugation

A: Toluol; B: ortho-Xylol; C: Methylcyclohexan; D: Chlorbenzol

Abbildung6.1. Suspensionen zur Bestimmung der Loslichkeit von F8T2 vor
und nach der Zentrifugation. Die Lésungen auf der rechten Seite wurden
nach der Zentrifugation um den Faktor 100 verdiinnt.

Die Suspensionen wurden im Anschluss fiir drei Minuten bei 14000
Umdrehungen pro Minute zentrifugiert (Biofugel5, Heraeus Sepatech),
um ungeldste Anteile abzutrennen. Der Uberstand wurde abdekantiert,
100-fach verdiinnt und die F8T2-Konzentration mittels Absorptions-
und Fluoreszenzspektroskopie (Anregungswellenldnge Aex=470nm)
bestimmt. Abbildung 6.2 a) zeigt die entsprechenden Absorptions- und
Fluoreszenzspektren. Die Kalibrierung erfolgte mit Mallésungen des
Polymers in den entsprechenden Losemitteln. Zur Berechnung der
F8T2-Konzentrationen wurde das Integral im Bereich von 300-600 nm
im Falle der Absorptionsspektren und von 480-650 nm im Falle der
Fluoreszenzspektren herangezogen. Die Loslichkeit, welche in Abbil-
dung 6.2 b) gezeigt ist, ergibt sich dann aus der arithmetischen Mittelung
der beiden Werte. Die hochste Loslichkeit zeigt Chlorbenzol (griin) mit
3.48+0.31g.L7!, gefolgt von ortho-Xylol (orange) mit 0.82 +0.02 g-L~!
und Toluol (blau) mit 0.63 +0.09 g-L~!. Die mit Abstand geringste Los-
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lichkeit wird mit 0.18 +0.01 g-L~! fiir Methylcyclohexan (rot) gefunden.
Alle untersuchten Lésemittel wurden fiir die Verdiinnungsexperimente
eingesetzt, die im ndchsten Abschnitt beschrieben werden.

a) 1.0+ -1.0 b) 4-
M
3
3 7 3-
k5 ¢ >
£ = -
2 0.5 —0.55 %, 2
= = o
S = 2
m 9 14 Cl
2 OEio
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Wellenldnge / nm

Abbildung6.2. Absorptions- und Fluoreszenzspektren zur Bestimmung der
Loslichkeit von F8T2. a) Die Spektren der geséttigten F8T2-Losungen in den
untersuchten Solvenzien. Die Daten des Chlorbenzols wurden fiir die Ab-
bildung mit dem Faktor 0.5 multipliziert. b) Die Loslichkeit ergibt sich aus
Mittelung der tiber Absorptions- und Fluoreszenzspektroskopie bestimm-
ten Werte.

6.2 Verdiinnungsexperimente

Die Praparation der F8T2-SWNT-Komplexe erfolgte gemild der in Ka-
pitel 4.1.1 beschriebenen Methode. Bei den DNA-SWNT-Verdiinnungs-
experimenten kamen unterschiedlich lange d(GT),-FAM-Oligomere
(n=2,4,6,8,12,16,20) zum Einsatz, um den Einfluss der Nuklein-
basenzahl auf das Desorptionsverhalten zu untersuchen. Um auch
die Wirkung der Basensequenz zu bestimmen, wurde zusétzlich die
(6,5)-SWNT-Erkennungssequenz d(TAT);-FAM untersucht.!'5  Al-
le DNA-Oligomere waren am 5’-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff
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6-Carboxyfluorescein (FAM) markiert. Die Praparation der DNA-SWNT-
Komplexe erfolgte durch die in Kapitel 4.1.2 beschriebene Dichte-
gradientenultrazentrifugation (DGU). Lediglich fiir das d(GT),-FAM
konnten auf diesem Weg keine individualisierten Komplexe isoliert wer-
den. Daher wurde die Nanorohrru816sung nach der Ultraschallbehand-
lung fiir 90 Minuten bei 14000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert
(Biofugel5, Heraeus Sepatech) und der Uberstand verwendet, dessen
Absorptionsspektrum in Abbildung A.7 (S. 178) zu sehen ist.

Die durchgefiihrten Verdiinnungsexperimente erfolgten ausnahmslos
an dem in Kapitel 4.3 beschriebenen Fluoreszenzmikroskop (Abbil-
dung 4.6, S. 73). Fiir die Messungen wurden 3.0 mL des entsprechenden
Solvens in einer Quarzglaskiivette (Typ 111-QS 10x 10 mm, Hellma®)
vorgelegt und diese im temperierbaren Kiivettenhalter platziert. Als
Losemittel wurden fiir die Verdiinnungsexperimente mit DNA-SWNT-
Komplexen phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) eingesetzt und fiir
die F8T2-SWNT-Komplexe Chlorbenzol, ortho-Xylol, Toluol sowie Me-
thylcyclohexan. Nachdem das Losemittel die gewiinschte Temperatur
erreicht hatte, wurde die Datenaufnahme gestartet. Als Anregungs-
licht wurde die 488 nm-Linie eines Argonionenlasers verwendet und
die Fluoreszenzintensitdt mit einer Lawinenphotodiode (APD) im
Einzelphotonen-Zihlmodus im Abstand von zwei Sekunden detek-
tiert. Die eingefrorenen, filtrierten DNA-SWNT-Komplexe wurden fiir
20 Sekunden bei 100 °C und 40 Sekunden bei Raumtemperatur aufgetaut
und im Anschluss daran 150 pL der Suspension in die temperierte Kiivet-
te mit der PBS-Losung transferiert. Im Falle der F8T2-SWNT-Komplexe
wurde die filtrierte Losung aus dem Kiihlschrank entnommen und 10 uL
dieser Losung in das temperierte Losemittel injiziert. Aufgrund der ho-
hen Warmekapazitdt von Kiivette und Solvens kann davon ausgegangen
werden, dass sich das thermische Gleichgewicht nach der Injektion in
weniger als einer Sekunde einstellt. Abbildung 6.3 zeigt exemplarisch
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den Verlauf der detektierten Fluoreszenzintensitét fiir die Verdiinnung
von d(GT);2-FAM-SWNT-Komplexen bei 45°C. Das detektierte Signal
bei Verdiinnung der F8T2-SWNT-Komplexe verlief analog.
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Abbildung 6.3. Verlauf der detektierten Fluoreszenzintensitdt beim Ver-
diinnen der filtrierten DNA-SWNT-Komplexe. Nach dem Einbringen der
Komplexe beginnen die DNA-Oligomere von der Nanorohroberfliche zu
desorbieren, was iiber den Anstieg der APD-Zihlrate verfolgt werden kann.

Zu Beginn der Messung bei ¢ <0 befindet sich nur das Losemittel in
der Kiivette und die detektierte Fluoreszenzintensitét ist dementspre-
chend null. Bei =0 wurde die filtrierte und aufgetaute Losung der
DNA-SWNT-Komplexe in die Zelle eingebracht, was aufgrund des damit
eingefiihrten Farbstoffs einen sprunghaften Anstieg der Fluoreszenzin-
tensitdt verursacht. Infolge der Verdiinnung der Komplexe um eine
bzw. zwei GréBenordnungen beginnen die adsorbierten (Bio-)Polymere
von der SWNT-Oberflache zu desorbieren, wodurch die Fluoreszenzlo-
schung durch die Nanoréhren nachlédsst und die Desorption iiber den
Anstieg der detektierten Fluoreszenzintensitét fiir ¢ > 0 verfolgt werden
kann. Die Experimente wurden in einem Temperaturbereich von 15°C
bis 55 °Cin 10 °C-Schritten durchgefiihrt, wobeiim Falle der Verdiinnung
der F8T2-Komplexe in Chlorbenzol aufgrund der schnellen Desorption
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ein Bereich von 5 °C bis 45 °C gewdhlt wurde. Die Messung der Tempe-
ratur erfolgte vor und nach jeder Messung fiir jeweils 30 Sekunden mit
einem Thermoelement (K219 4315, RS; NI USB-TCO01, National Instru-
ments). Wahrend der Messung blieb die Kiivette verschlossen, um Kon-
zentrationsdnderungen durch Verdampfung des Solvens zu vermeiden.

Zur weiteren Analyse der Daten muss die zu Beginn der Verdiinnung
adsorbierte Stoffmenge an DNA bzw. F8T2 bekannt sein. Im Falle von
F8T2 liel’ sich die Konzentration des Polymers aus dem Absorptions-
spektrum der filtrierten F8T2-SWNT-Losung iiber das Integral der ge-
messenen F8T2-Absorptionsbande im Bereich von 375 nm bis 545 nm
ermitteln. Die spektroskopische Bestimmung der DNA-Konzentration
tiber die UV-Absorptionsbande der Nukleinbasen bei 245 nm war je-
doch nicht mdéglich, da deren Intensitdt aufgrund der relativ niedri-
gen DNA-Konzentrationen in den filtrierten DNA-SWNT-Losungen sehr
stark durch die Absorption des Hintergrunds beeinflusst war. Stattdes-
sen wurde ein Aliquot der filtrierten DNA-SWNT-Losung nach dem Auf-
tauen in 3.0 mL PBS-Lésung verdiinnt, wodurch die adsorbierte DNA
von der Nanorohroberfliche desorbiert. Diese Losung wurde nach et-
wa 24 h gemaR Abbildung 4.4 (S. 69) nochmals filtriert und das Reten-
tat, welches die DNA-SWNT-Komplexe enthilt, erneut in 3.0 mL PBS-
Losungresuspendiert. Die DNA-Konzentration im Filtrat wurde tiber die
Fluoreszenzintensitidt des Farbstoffmarkers der Oligomere bestimmt.
Der Zyklus aus Verdiinnung, Filtration und Resuspension wurde so lange
wiederholt, bis im Filtrat keine Fluoreszenz des Farbstoffs mehr detek-
tiert werden konnte. Die Stoffmenge der anfinglich adsorbierten DNA
wurde dann durch Aufsummieren der DNA-Stoffmengen in den einzel-
nen Filtraten berechnet. Aufgrund des beschriebenen Filtrations- und
Auftauprotokolls wurden fiir jede Messreihe elf identische Aliquote her-
gestellt und so konnte die ermittelte DNA-Stoffmenge zur Analyse aller
Messungen des entsprechenden Oligomers genutzt werden.
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6.3 Analyse der Daten

Bei den durchgefiihrten Experimenten wird eine sich zeitlich dndern-
de Fluoreszenzintensitdt gemessen. Um Aussagen iiber die Kinetik der
Desorption der (Bio-)Polymere zu treffen, muss die detektierte Fluores-
zenzintensitidt zundchst in einen Bedeckungsgrad iibersetzt werden. Die
zeitliche Anderung des Bedeckungsgrads lisst sich mit der Langmuir-
Gleichung2.31 (S. 22) beschreiben, um die Ratenkonstanten der Adsorp-
tion und Desorption sowie die Gleichgewichtskonstante zu erhalten, aus
denen sich letztlich iiber die Eyring- und van’t Hoff-Gleichung die en-
thalpischen und entropischen Beitrdge zur Adsorption und Desorption
bestimmen lassen. Dieser Abschnitt beschiftigt sich mit den fiir die Ana-
lyse der Daten notwendigen Gleichungen und Uberlegungen.

6.3.1 Berechnung des Bedeckungsgrads aus der
Fluoreszenzintensitit

Abbildung 6.3 zeigt die detektierte Fluoreszenzintensitit, welche in
einen Bedeckungsgrad der Nanorohroberfliche umgerechnet werden
kann. Das gemessene Fluoreszenzsignal I(t) setzt sich aus der Fluores-
zenz der adsorbierten und der freien (Bio-)Polymere, I,45(¢) und Iei(?),
zusammen.

I(t) = Iads(t) + Ifrei(t) (6.1)

Die einzelnen Signalbeitrdge hingen wiederum von den Konzentratio-
nen der adsorbierten Molekiile c,4s bzw. der freien Molekiile cg; und ei-
ner Konstante a ab, die die Helligkeit des verwendeten Fluorophors pro
Stoffmenge bei der entsprechenden Temperatur der Losung sowie der
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Leistung des Anregungslichts wiedergibt. Sie wird aus der Kalibrierung
des Aufbaus mit entsprechenden MaBlésungen erhalten. Da die Fluores-
zenz des Fluorophors im adsorbierten Zustand von den Nanoréhren ge-
16scht wird, muss noch der Loschfaktor Q beriicksichtigt werden. [31:86-88]

I(t) = aQcags(t) + actrei(t) (6.2)

Aufgrund der Filtration und anschlieBenden Resuspension in reinem
Losemittel kann davon ausgegangen werden, dass die Konzentration
freier (Bio-)Polymere cge; fiir r = 0 anndhernd null ist. Gleichung 6.2 ver-
einfacht sich dann:

1(0) = aQcags(0) (6.3)

Die anfinglich adsorbierte Konzentration c,q5(0) wurde experimentell
bestimmt und die bei r =0 gemessene Fluoreszenzintensitédt 71(0) ist
ebenso experimentell zugédnglich. Da ein geschlossenes System betrach-
tet wird, stellt c,45(0) gleichzeitig die vorhandene Gesamtkonzentration
dar.

Cads(0) = Cads(?) + Crrei(t) (6.4)

Formt man Gleichung 6.3 nach Q um und setzt sie zusammen mit Glei-
chung 6.4 in Gleichung 6.2 ein, so wird ein Ausdruck erhalten, der neben
der zeitlich variierenden Konzentration adsorbierter Molekiile c,q4(%)
nur experimentell zugingliche Groen enthilt.

-1
Cads(t) = {1(1) — aCaas(0)} - {Czd(%) - a} (6.5)
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Mit Gleichung 6.5 kann aus der detektierten Fluoreszenzintensitat I(z),
der Konzentration der anfianglich adsorbierten Molekiile c,45(0) und
dem aus der Kalibrierung erhaltenen Parameter a iiber die fiir 1 =0
detektierte Fluoreszenzintensitdt 1(0) die Konzentration adsorbierter
(Bio-)Polymere zum Zeitpunkt ¢ berechnet werden. Die Bestimmung
der Fluoreszenzintensitét bei ¢ = 0 ist jedoch teilweise schwierig. Abbil-
dung 6.4 zeigt exemplarisch den Verlauf der Fluoreszenzintensitét bei
t =0 fiir die Verdiinnung von F8T2-SWNT-Komplexen in Chlorbenzol bei
35°C. Der erste Messwert der Fluoreszenzintensitédt nach Injektion der
filtrierten (Bio-)Polymer—-SWNT-Komplexe stellt eigentlich den Wert von
1(0) dar, jedoch sind aufgrund der Durchmischung der Lésungen im Be-
reich von ¢ = 0 teilweise starke Fluktuationen des Fluoreszenzsignals zu
beobachten. Stattdessen wurde demnach der nachfolgende Anstieg der
Fluoreszenzintensitit mit einer linearen Gleichung angepasst und dann
I(0) durch Extrapolation auf ¢ = 0 bestimmt.
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Abbildung 6.4. Bestimmung von /(0) durch lineare Extrapolation des an-
fanglichen Verlaufs der detektierten Fluoreszenzintensitét.

Um aus der Konzentration adsorbierter Molekiile einen Bedeckungsgrad
6 zu berechnen, muss die Konzentration der verfiigbaren Adsorptions-
stellen c., bekannt sein.
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Cads(t)

(e8]

0(t) = (6.6)

Nachdem innerhalb einer Messreihe identische Aliquote eingesetzt wur-
den, war ¢, stets gleich. Der exakte Wert von c., zeigt daher nur einen
geringen Einfluss auf die durchgefiihrte Analyse und wurde nicht expe-
rimentell bestimmt. Im Falle von F8T2 wurde von einer vollstindigen
Bedeckung der Nanorohroberfliche ausgegangen, wodurch ce, = ¢,45(0)
gilt. Fiir die DNA-SWNT-Komplexe wurde der publizierte Wert von 20 %
als initialer Bedeckungsgrad angenommen, also co, = 5¢45(0). 88119

6.3.2 Langmuir-Anpassung

In Abbildung 6.5 ist der berechnete Bedeckungsgrad aus den in Abbil-
dung 6.3 dargestellten Daten gezeigt. Innerhalb der ersten 400 s nimmt
der Bedeckungsgrad linear ab und lduft dann ab etwa 2000 s in einen
Sattigungsbereich. Die zeitliche Anderung des Bedeckungsgrads ldsst
sich iiber die Langmuir-Gleichung 2.31 (S. 22) beschreiben. Die analy-
tische Losung zur Integration der Gleichung ist jedoch nur unter ge-
wissen Randbedingungen — beispielsweise dem Erreichen der Gleich-
gewichtslage — moglich. Allerdings konnen unter Kenntnis der Anfangs-
bedingungen numerische Integrationsverfahren zum Einsatz kommen.
In dieser Arbeit wurde das Runge-Kutta-Fehlberg-Verfahren fiinfter Ord-
nung benutzt, welches im zur Auswertung verwendeten Programm Igor-
Pro implementiert ist. Fiir die Herleitung und die zugrunde liegenden
Gleichungen der Methode wird auf die weiterfithrende Literatur verwie-
sen. 701201 Alg Parameter der Anpassung werden die Ratenkonstanten
der Adsorption k,qs und der Desorption k4es erhalten, die wiederum die
Berechnung der thermodynamischen Gleichgewichtskonstante Keq der
Reaktion gemal Gleichung 2.39 (S. 30) ermdoglichen.
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Abbildung 6.5. Ermittelter Bedeckungsgrad mit Anpassung der Langmuir-
Gleichung iiber das Runge-Kutta-Fehlberg-Verfahren.

Das Ergebnis der Anpassung ist in Abbildung 6.5 aufgenommen und
zeigt eine hohe Ubereinstimmung mit den ermittelten Daten des
Bedeckungsgrads.

6.3.3 Eyring- und van’t Hoff-Analyse

Aus den ermittelten Ratenkonstanten der Adsorption und Desorption,
kags und kges, lassen sich auf Grundlage der linearisierten Eyring-
Gleichung die Aktivierungsenthalpie AH* und die Aktivierungsentropie
AS* der Reaktion bestimmen. 157!

1y [ Kadsides - 7 __AHP 1 ASt
R T R

R 6.7
T ks 6.7)

In dieser Gleichung ist T die absolute Temperatur, i die Planck- und
kg die Boltzmann-Konstante sowie R die allgemeine Gaskonstante. Ab-
bildung 6.6 a) zeigt die Auftragung der Ratenkonstanten der Desorp-
tion des d(GT);2-FAM von der SWNT-Oberfliche gemaRB Gleichung 6.7
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und eine lineare Ausgleichsgerade. In Teil b) ist die entsprechende van't
Hoff-Auftragung dargestellt. Die analogen Analysen der weiteren DNA-
Oligomere sowie des F8T2 finden sich im Anhang.

a) b) 22-
-36- Eyring van‘t Hoff
21
-38+
<l ¢ 207
xg =~ -40‘ X
p= £ 194
42
a4l © fé{GT)u-FAM D 187 0 <;§GT)12-FAM
T ItI T T T 1 17_ T T T ItI T 1
30 31 32 33 34 35 30 31 32 33 34 35
1000 x T/ K" 1000x 7'/ K"

Abbildung 6.6. Eyring- und van’t Hoff-Analyse fiir d(GT);2-FAM. a) Fiir die
Eyring-Analyse wurden die Ratenkonstanten gemil} Gleichung 6.7 aufge-
tragen und eine lineare Anpassung durchgefiihrt. b) Fiir die van't Hoff-
Analyse wurde der natiirliche Logarithmus der Gleichgewichtskonstante
Keq gegen die inverse Temperatur aufgetragen.

Aus dem Ordinatenabschnitt und der Steigung der Ausgleichsgeraden
lassen sich durch Multiplikation mit R bzw. —R die Aktivierungsentro-
pie AS* sowie die Aktivierungsenthalpie AH* berechnen. Die van't Hoff-
Gleichung nutzt anstatt der Raten- die Gleichgewichtskonstanten Keq
der Versuchsreihe und lautet in linearisierter Form:

AH®

InKeq = ———

0
+ ATf (6.8)

1
R T
Durch Auftragung des natiirlichen Logarithmus der Gleichgewichtskon-
stanten gegen die inverse Temperatur in Abbildung 6.6 b) lassen sich
durchlineare Anpassung aus der Steigung der Ausgleichsgeraden die Re-
aktionsenthalpie AH? und aus dem Achsenabschnitt die Reaktionsen-
tropie AS® durch Multiplikation mit —R bzw. R ermitteln.
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6.4 Ergebnisse der F8T2-Experimente

Um die Ergebnisse der F8T2-Experimente zu analysieren, wird zundchst
auf Grundlage der in Kapitel 2 vorgestellten Modelle eine Abschitzung
der Kinetik des Desorptionsverhaltens vorgenommen. In diesem Kon-
text werden dann die experimentell bestimmten Aktivierungsparameter
der Desorption und anschlieBend der Adsorption diskutiert, ehe auf die
Ergebnisse der van’t Hoff-Analyse eingegangen wird.

Fiir die Betrachtung wird davon ausgegangen, dass das Polymer unab-
hingig vom verwendeten Losemittel in einer bestimmten Konforma-
tion auf der Nanordhre adsorbiert ist. Da die Desorption per Definition
einen endothermen Vorgang darstellt, 1dsst sich iiber das Hammond-
Postulat ein spiter, produktidhnlicher Ubergangszustand ableiten, der
geometrisch dem freien Polymer in Losung dhnelt. 1?1122! Die Bindung
zur Nanorohroberfldche erfolgt dabei nur noch iiber ein Monomer und
folglich kommt es bereits im Ubergangszustand zur Ausbildung kniuel-
dhnlicher Strukturen, die durch die Qualitit des Solvens bestimmt wer-
den. Aufgrund der Uberlegungen in Kapitel 2.1.2 ist auch zu erwarten,
dass sich in guten Solvenzien lockere Knéduel bilden, wobei es zahlreiche
mogliche Anordnungen gibt. In schlechten Losemitteln hingegen soll-
ten kompaktere Knéduel mit einer hoheren lokalen Ordnung entstehen.
Die Entropiednderung Asges sollte demnach bei der Desorption in ein
gutes Losemittel grofer sein. Da die Wechselwirkungen guter Solvenzi-
en mit den Monomeren des Polymers attraktiver sind als bei schlech-
ten Losemitteln, ist fiir die Anderungen der Aktivierungsenthalpie der
Desorption Angs bei guten Losemitteln hingegen ein niedrigerer Wert
zu erwarten. Folglich ist auf Grundlage von Gleichung 2.28 (S. 20) anzu-
nehmen, dass fiir die freie Aktivierungsenthalpie der Desorption AGgies
sowie fiir die freie Reaktionsenthalpie AGges in guten Losemitteln eben-
falls kleinere Werte resultieren.
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Die tatsdchlich erhaltenen Ergebnisse der Eyring-Analyse aus der ex-
perimentellen Untersuchung der Desorption des F8T2 von der SWNT-
Oberfldche sind in Tabelle 6.1 zusammengefasst und werden im Folgen-
den diskutiert.

Solvens Loslichkeit AHf1es Asjies AG(‘Tj‘eS
(g-L71] [k mol™1] [Jrmol1-K~!] [kJ-mol~}]
Chlorbenzol 3.48 +0.31 67 +4 -96 + 12 96
ortho-Xylol  0.82 = 0.02 935 =27+ 17 101
Toluol 0.63 + 0.09 95+ 8 -26 + 26 103
Methyl- keine Desorption
cyclohexan 0.18 +0.01 beobachtet

Tabelle 6.1. Ergebnisse der Eyring-Analyse fiir die F8T2-Desorption von der
SWNT-Oberflédche.

Wie aufgrund der vorgestellten Uberlegungen zu erwarten, ist die Ak-
tivierungsenthalpie der Desorption AHjes im besten Losemittel Chlor-
benzol um mehr als 25kJ-mol~! geringer als in den anderen Solvenzi-
en. In Methylcyclohexan, welches die schlechteste Loslichkeit fiir F8T2
zeigte, konnte infolge der Verdiinnung der F8T2-SWNT-Komplexe kein
Anstieg der Fluoreszenzintensitdt gemessen werden. Stattdessen war so-
gar ein leichter Abfall des Signals zu beobachten. Dies deutet darauf
hin, dass der Abstand des Polymers zur Nanorohroberflache beim Trans-
fer ins Methylcyclohexan tendenziell geringer wird und das schlech-
te Losemittel eine Desorption des F8T2 innerhalb des beobachteten
Temperatur- und Zeitraums verhindert. Auch fiir die freie Aktivierungs-
enthalpie AGfjes kann der vorhergesagte Trend beobachtet werden und
die ermittelte Aktivierungsbarriere ist beim Chlorbenzol niedriger als
in den anderen Solvenzien. Allerdings sind die Unterschiede mit 5-
7kJ-mol~! deutlich weniger stark ausgeprigt als bei den Werten von
AHjes. Verursacht wird diese Differenz durch den unerwarteten Trend
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der Aktivierungsentropie Asges. Auf Grundlage des diskutierten Modells
wadre eigentlich eine mit der Giite des Losemittels ansteigende, positi-
ve Entropiednderung anzunehmen. Stattdessen findet man fiir alle un-
tersuchten Losemittel eine negative Aktivierungsentropie und fiir das
Chlorbenzol mit-96 J-mol~!-K~! sogar den niedrigsten Wert der Messrei-
he. Bei der Berechnung der Freien Enthalpie via AG = AH-TAS kommt es
daher zu einer Kompensation der enthalpischen und entropischen Bei-
trage, die in Kapitel 6.7 grundlegend diskutiert und auf Losemitteleffekte
zuriickgefiihrt wird. Dabei spielt die Umorientierung der Solvensmole-
kiile im Laufe der Desorption eine entscheidende Rolle, welche bei der
bisherigen Diskussion des Phaseniibergangs von fest nach fliissig nicht
bertiicksichtigt wurde. Bei der Ausbildung gelockerter Knéuel in guten
Losemitteln steigt gemdB Gleichung 2.29 (S. 20) die Koordinationszahl
z, welche die Anzahl der Solvensmolekiile wiedergibt, die pro Monomer-
einheit mit dem Polymer wechselwirken. Folglich ist die Anzahl der L6-
semittelmolekiile, die an der Ausbildung der Solvathiille des Polymers
beteiligt sind, bei guten Solvenzien groler. Nach der Desorption des Po-
lymers muss sich diese Solvathiille erst ausbilden, wodurch die zuvor
statistische Anordnung der Losemittelmolekiile gestért wird und zu ei-
nem stirker geordneten Zustand fiihrt. Da bei guten Losemitteln deut-
lich mehr Molekiile an dieser Umorientierung beteiligt sind, ist dabei
auch eine stdrkere Zunahme der Aktivierungsentropie zu beobachten.

In Tabelle 6.2 sind die Ergebnisse der Eyring-Analyse fiir die Ratenkon-
stanten der Adsorption des F8T2 zusammengefasst. Der Ubergangszu-
stand der Reaktion ist nach dem Hammond-Postulat geometrisch dhn-
lich der Polymerstruktur in Losung und die Unterschiede der einzel-
nen Werte sind deutlich schwécher ausgeprigt als bei der Desorption,
da der Ubergangszustand bereits sehr friih im Reaktionsverlauf erreicht
wird. 121122 Dje erhaltenen Aktivierungsentropien AS:, sind geringer
als bei der Desorption, allerdings mit hohen relativen Unsicherheiten
behaftet. Die ermittelten Aktivierungsenthalpien sind ebenso geringer
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als im Falle der Desorption. Aufgrund der hohen Varianzen der erhalte-
nen Werte sind allerdings auch hier keine Aussagen iiber den Trend be-
ziiglich der Loslichkeit moglich. Fiir die freie Aktivierungsenthalpie der
Adsorption AGj 4¢ Wird ein nahezu konstanter Wert von 46-48 kJ-mol~!

erhalten.
Solvens Loslichkeit AH? ASH AG*
ads ads ads
(gL [kJ-mol™'] [Jrmol™!1-K~!] [kJ-mol~!]
Chlorbenzol 3.48 +0.31 37+15 30+49 46
ortho-Xylol  0.82 +0.02 57 +11 28 +35 48
Toluol 0.63 + 0.09 54 + 20 21 + 64 48

Tabelle 6.2. Ergebnisse der Eyring-Analyse fiir die Adsorption von F8T2 auf
die SWNT-Oberfldche.

Neben den aus der Eyring-Analyse bestimmten Aktivierungsenthalpi-
en und -entropien sind aus der van't Hoff-Analyse auch die Gleich-
gewichtsparameter der Reaktion, AHY , AS]  und AG)_, zuginglich.
Aufgrund der Definition der Gleichgewichtskonstanten Keq in Glei-
chung2.39 (S. 30) beziehen sich die Parameter eigentlich auf die Adsorp-
tion der Polymere. Da der Schwerpunkt der Diskussion in diesem Kapitel
jedoch auf der Desorption liegt, wurden die Vorzeichen der Werte ent-

sprechend umgekehrt.

Solvens AHg AS? AGY
es des

des
[kJ-mol™'] [Jrmol!-K~!] [kJ-mol~}]
Chlorbenzol 3015 —66 + 49 50
ortho-Xylol 36+ 38 -55+25 53
Toluol 42 £ 12 -46 + 39 55

Tabelle 6.3. Ergebnisse der van't Hoff-Analyse fiir die Verdiinnungsexperi-
mente von F8T2-SWNT-Komplexen, bezogen auf den Desorptionsvorgang.
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Der erwartete Trend, dass die freie Desorptionsenthalpie AG(Oies fiir bes-
sere Losemittel niedrigere Werte zeigt, ist nur sehr schwach ausgepréagt.
Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass nicht nur das freie Po-
lymer, sondern ebenso die F8T2-SWNT-Komplexe durch ein gutes L6-
semittel besser stabilisiert werden. Die Varianzen der ermittelten Reak-
tionsenthalpien und -entropien lassen keine Aussage iiber den Trend in-
nerhalb der untersuchten Losemittelreihe zu. Auffallend ist jedoch, dass
fiir alle untersuchten Solvenzien negative Reaktionsentropien erreicht
werden. Da dem Polymer im adsorbierten Zustand eine deutlich gerin-
gere Anzahl moglicher Konformationen zur Verfiigung stehen sollte als
in Losung, lasst sich dieser Effekt wieder auf die Ausbildung der Solvat-
hiille der Polymere und die damit einhergehende Umorientierung der
Losemittelmolekiile zuriickfiihren.

Bei den durchgefiihrten Experimenten konnte die vorhergesagte Abhéin-
gigkeit von der Qualitdt des Losemittels im Falle der Aktivierungsent-
halpie AHjl“es sowie der Freien Aktivierungsenthalpie AGéies bestétigt wer-
den. Aufgrund des unerwarteten und gegenldufigen Trends der Aktivie-
rungsentropie Asjes ist die Sensitivitdt bei AG(]I;es jedoch deutlich gerin-
ger ausgepragt. Auch bei den Daten der Adsorption verlaufen die be-
stimmten Aktivierungsenthalpien und -entropien derart, dass eine fast
identische Freie Aktivierungsenthalpie der Adsorption resultiert. Folg-
lich findet sich dieses Verhalten auch in den thermodynamischen Gro-
Ben wieder, die aus der van't Hoff-Analyse resultieren. Der Ursprung die-
ser Enthalpie-Entropie-Korrelation wird in Kapitel 6.7 diskutiert. Die An-
zahl der geeigneten Losemittel mit deutlich anderer Loslichkeit in Be-
zug auf F8T2 ist relativ gering und wird durch das zur Verfiigung stehen-
de Temperaturfenster noch weiter eingeschrankt. Eine Erweiterung der
Messreihe, um die gefundenen Tendenzen weiter zu verifizieren, war da-
her nicht moglich. Es wurden allerdings Verdiinnungsexperimente mit
verschiedenen DNA-SWNT-Komplexen durchgefiihrt, da sich die Lange
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und Basensequenz der kommerziell verfiigbaren DNA-Oligomere nahe-
zu beliebig variieren lassen und somit eine umfangreichere Versuchs-
reihe realisierbar ist, deren Ergebnisse Gegenstand des folgenden Ab-
schnitts sind.

6.5 Ergebnisse der DNA-Experimente

In diesem Abschnitt werden die Resultate der DNA-SWNT-Verdiinn-
ungsexperimente vorgestellt und diskutiert. Wie schon bei den F8T2-
SWNT-Experimenten wird zunéchst das Desorptionsverhalten auf-
grund der in den vorangegangenen Kapiteln eingefithrten Modelle
abgeschitzt. Die Diskussion der Ergebnisse beginnt anschliefend mit
den bestimmten Gleichgewichtskonstanten der verschiedenen DNA-
Oligomere, ehe auf die ermittelten Aktivierungsbarrieren von Adsorp-
tion und Desorption eingegangen wird und die thermodynamischen
Daten aus der van't Hoff-Analyse vorgestellt werden. Die Interpretation
der Ergebnisse erfolgt unter der Voraussetzung, dass die Desorption
nicht diffusionslimitiert ist, was im darauffolgenden Abschnitt gezeigt
wird. Der Ursprung der beobachteten Enthalpie-Entropie-Korrelation
wird ebenfalls nicht hier, sondern separat diskutiert.

Da die eingesetzten DNA-Oligomere allesamt Copolymere aus Purin-
und Pyrimidinbasen waren und die Experimente durchweg in PBS-
Losung stattfanden, sind nahezu identische knduelartige Strukturen zu
erwarten. Die Anzahl der méglichen Konformationen sollte folglich nur
durch die Oligomerldnge bestimmt sein und mit dieser zunehmen. Da
sich aus dem Hammond-Postulat ein spiter Ubergangszustand der De-
sorption ableiten ldsst, der geometrisch den freien Oligomeren Zhnelt,
sind fiir lange DNA-Oligomere aus vielen Nukleinbasen mehrere An-
ordnungen im Ubergangszustand méglich, die in einer héheren Ak-

128



Ergebnisse der DNA-Experimente

tivierungsentropie der Desorption Asjes resultieren sollten. Dieser Ef-
fekt wurde bereits bei temperaturprogrammierten Desorptionsexperi-
menten in der Gasphase fiir unterschiedlich lange oligo-Alkane festge-
stellt. 565859 Durch die hohe Nukleinbasenzahl in langen Oligomeren
kénnen auch mehr Bindungen zur SWNT-Oberfldche ausgebildet wer-
den. Da diese im Laufe der Desorption gelést werden miissen, ist ein ho-
herer Wert der Aktivierungsenthalpie der Desorption AHé[es Zu erwarten
als bei kurzen Oligomeren. Analog dazu sollten sich auch die thermo-
dynamischen Gréf3en der Desorption AngS sowie Asges verhalten. Der
Wert der Gleichgewichtskonstanten Keq sollte ebenso mit der im Oligo-
mer enthaltenen Basenzahl korrelieren. (28!

5
i
5297 —55°C 3
£ 20 v d(TAT),
2 o d(GT),
= 1.5
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¢ 1.0
O
0.5
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Abbildung 6.7. Ermittelte Gleichgewichtskonstanten der untersuchten
DNA-Oligomere bei den verschiedenen Temperaturen in Abhédngigkeit der
Nukleinbasenzahl. Tendenziell steigt Keq mit der Basenzahl an und féllt mit

der Temperatur ab, was durch die Trendlinien verdeutlicht wird.

In Abbildung 6.7 sind die aus den Experimenten erhaltenen Gleich-
gewichtskonstanten der untersuchten DNA-Oligomere in Abhéngigkeit
der Nukleinbasenzahl fiir die jeweilige Temperatur aufgetragen. Die
Werte liegen in einem Bereich von 1-107 L-mol~! bis 3-10° L-mol~! und
zeigen, dass die Adsorption fiir alle DNA-Oligomere bevorzugt ist, wobei
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sich die Erkennungssequenz d(TAT),4 nicht erheblich unterscheidet. Fiir
langere DNA-Oligomere werden wie erwartet tendenziell h6here Gleich-
gewichtskonstanten erhalten, was die erhdhte Adsorptionsneigung wi-
derspiegelt, die auch von Kato et al. gefunden wird. 8! Da die Adsorption
einen exothermen Vorgang darstellt, sinkt der Wert von Keq bei anstei-
gender Temperatur. Die in der Abbildung eingefiigten Ausgleichsgera-
den dienen zur Verdeutlichung der beschriebenen Trends. Die derart er-
mittelten Gleichgewichtskonstanten sind um mehr als vier Grolenord-
nungen grofer, als die Werte, welche infolge der Austauschexperimente
bestimmt wurden (s. Tabelle 5.2, S. 88) und zeigen damit die Notwendig-
keit auf, reine DNA-SWNT-Komplexe zu untersuchen.

Die Ergebnisse der Eyring-Analyse der Adsorptionsratenkonstanten sind
in Tabelle 6.4 zusammengefasst. Wie schon bei den Ergebnissen der
F8T2-SWNT-Verdiinnungsexperimente sind die Unterschiede zwischen
den untersuchten Spezies nur gering ausgeprigt. Dies kann auf den re-
lativ frithen Ubergangszustand zuriickgefiihrt werden. Sowohl die Wer-
te der Aktivierungsenthalpie als auch der -entropie steigen tendenzi-
ell mit der Nukleinbasenzahl an. Der Ursprung der Aktivierungsbarriere
der Adsorption liegt nach Martin et al. in Konformationsdnderungen des
Phosphat-Zucker-Riickgrats der Biopolymere. 32! Innerhalb dieses Mo-
dells ldsst sich auch der kohédrente Anstieg von AH : 45 und As;'“’ 45 €rkla-
ren. Bei langeren Oligomeren mit einer hoheren Nukleotidzahl miissen
wihrend der Konformationsdnderung mehr Bindungen im Phosphat-
Zucker-Riickgrat gel6st werden, wodurch sich eine hohere Aktivierungs-
enthalpie ergibt. Allerdings steht wie auch bei der Desorption eine gro-
Bere Anzahl moglicher Konformationen zur Verfiigung, was in einer ho-
heren Aktivierungsentropie resultiert.

Die Aktivierungsparameter der Desorption, die als Ergebnis der Eyring-
Analyse erhalten wurden, sind in Abhingigkeit der Nukleinbasenzahl
in Abbildung 6.8 aufgetragen. Die Aktivierungsenthalpie der DNA-
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DNA- AH ASE
Oligomer 1 " 011 J-mol-1 K-
d(GT), 35+13 47+ 43
d(GT), 53 + 25 12 + 81
d(TAT); 6012 35+ 38
d(GT)s 98 + 8 149 + 56
d(GT)s 106 +28 185 + 91
dGT),  77+21 90 + 69

d(GT)is  85+20 122 + 64
d(GT),y  87=+12 127 + 39

Tabelle 6.4. Ergebnisse der Eyring-Analyse der Adsorptionsratenkonstan-
ten fiir die DNA-Verdiinnungsexperimente.

Desorption AHjes (rot) zeigt zundchst wie erwartet einen nahezu linea-
ren Anstieg mit der Nukleinbasenzahl (gestrichelte Linie). Fiir Oligome-
re mit mehr als zwo6lf DNA-Basen ist jedoch keine Anderung von AH&LeS
mehr zu beobachten (durchgezogene Linie). Die Erkennungssequenz
d(TAT)4 zeigt ebenso keine abweichenden Werte. Auch der Verlauf
der Aktivierungsentropie der Desorption Asies (blau) weist zunachst
den erwarteten Verlauf auf und steigt mit der Linge der Oligomere an.
Allerdings ldsst sich auch bei den Ergebnissen der DNA-SWNT-Verdiin-
nungsexperimente eine Korrelation zwischen Aktivierungsenthalpie
und -entropie beobachten und fiir Asges tritt ab etwa zwolf Nuklein-
basen ebenfalls eine Sdttigung auf. Daraus ldsst sich schlussfolgern,
dass der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei ldngeren Oligome-
ren die Desorption eines Segments aus zwolf Nukleinbasen sein muss
und die iibrigen Basen bereits desorbiert sind. Auffallend ist, dass diese
Basenzahl dhnlich der von Murphy et al. bestimmten Kuhn-Linge I ein-
zelstringiger DNA-Oligomere von neun bis zehn Nukleinbasen ist. 4!
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Abbildung 6.8. Eyring-Parameter der untersuchten DNA-Oligomere bei der
Desorption in Abhéngigkeit der Nukleinbasenzahl. Die Werte steigen zu-

néchst linear mit der Basenzahl an (gestrichelte Linie). Fiir Oligomere mit
mehr als zwolf Basen tritt eine Sattigung auf (durchgezogene Linie).

Bereits in Kapitel 2.1.1 wurde das Kuhn-Segment zur Beschreibung der
Steifigkeit eines Polymers eingefiihrt. Die Kuhn-Segmente bilden dabei
die einzelnen Glieder der Polymerkette und kdnnen sich unabhingig
voneinander rdumlich ausrichten. Diese Unabhéngigkeit der einzelnen
Kuhn-Segmente bleibt anscheinend auch im adsorbierten Zustand der
Biopolymere erhalten und jedes einzelne Segment kann folglich als
train adsorbiert oder als tail bzw. loop desorbiert sein. Die Desorption
des gesamten Oligomers erfolgt dabei wie in Abbildung 6.9 skizziert
aus einem Zustand, in dem lediglich ein Kuhn-Segment auf der Nano-
rohroberfliche gebunden ist. Kurze Oligomere (rot), deren Basenzahl
gleich oder geringer ist als die eines Kuhn-Segments, sind folglich mit
allen Nukleinbasen auf der Nanorohroberfliche adsorbiert, wodurch
der lineare Anstieg der Aktivierungsenthalpie und -entropie bei kurzen
Oligomeren erkldrt werden kann. Bei DNA-Oligomeren mittlerer Lange
(blau) erfolgt die Bindung zur Nanorohroberflidche iiber die Lange eines
Kuhn-Segments, wobei die restlichen Nukleinbasen als fail-Segmente in
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Abbildung 6.9. Schematische Darstellung der Desorption verschieden lan-
ger DNA-Oligomere. Unter Annahme von tail-Adsorptionskonformationen
bei lidngeren Oligomeren lédsst sich die Desorption des letzten Kuhn-
Segments aus etwa zehn Nukleinbasen als geschwindigkeitsbestimmender
Schritt identifizieren. [46]

die Losungragen. Fiir ldngere Oligomere (griin) ist neben der Adsorption
iiber ein Kuhn-Segment auch die Bindung mehrerer Kuhn-Segmente
denkbar, wenn diese nicht unmittelbar nebeneinander liegen, sondern
tber loop-Segmente verbunden sind (nicht in Abbildung 6.9 gezeigt).
Die einzelnen train-Segmente konnen dann unabhingig voneinander
desorbieren und die beobachtete Aktivierungsbarriere entspricht der
eines einzelnen Segments. Da allerdings das ldngste untersuchte Oligo-
mer gerade aus vier Kuhn-Segmenten besteht, kann die Ausbildung von
loops als eher unwahrscheinlich angenommen werden und die Adsorp-
tion erfolgt wie in Abbildung 6.9 dargestellt tatsdchlich {iber lediglich
ein Kuhn-Segment.

Die in Abbildung 6.10 dargestellten Ergebnisse der van't Hoff-Analyse
der DNA-SWNT-Verdiinnungsexperimente lassen sich ebenfalls inner-
halb dieses Modells erkldaren. Da in diesem Kapitel das Desorptions-
verhalten im Vordergrund steht, wurden die ermittelten thermodyna-
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Abbildung 6.10. Ermittelte van't Hoff-Parameter der untersuchten DNA-
Oligomere bei der Desorption in Abhédngigkeit der Nukleinbasenzahl.

mischen GréBen Angs und Asges anhand des Desorptionsvorgangs de-
finiert, obgleich die Gleichgewichtskonstante die Adsorptionsneigung
wiedergibt. Die aus der van't Hoff-Analyse bestimmten Grof3en zeigen
keine eindeutige Korrelation zur Nukleinbasenzahl der Oligomere. Le-
diglich das kurze d(GT),-FAM weist eine erheblich geringere Desorp-
tionsenthalpie von 9 + 4kJ-mol~! in Verbindung mit einer stark negati-
ven Entropieinderung von -113 + 12J-mol~!-K~! auf. Die Desorptions-
enthalpien der anderen DNA-Oligomere betragen in etwa 50 kJ-mol~!
und steigen nicht wie erwartet mit der Nukleinbasenzahl an. Vor allem
bei den kiirzeren Biopolymeren sind die Werte mit relativ gro3en Unsi-
cherheiten verbunden. Dies trifft ebenso auf die Entropiednderung ASges
zu, wobei die bestimmten Werte um null variieren. Im Rahmen des he-
likalen Adsorptionsmodells ist dieser Effekt nicht zu erkldren, da bei der
helikalen Adsorption die Anzahl der méglichen Konformationen gegen-
iiber dem ungebundenen Zustand in Losung stark reduziert sein miisste
und demzufolge sollte die Desorption mit einer starken Entropiezunah-
me einhergehen. Bertiicksichtigt man jedoch die in Abbildung 6.9 vor-
geschlagenen fail-Konformationen, so ergeben sich auch im adsorbier-
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ten Zustand zahlreiche mogliche Anordnungen des Oligomers, die nur
zu einer geringen Anderung der Entropie in Folge der Desorption fiih-
ren. In Kapitel 6.7 wird zwar gezeigt, dass die absoluten Werte der be-
stimmten Aktivierungsparameter nicht alleine den Wechselwirkungen
zwischen Nukleinbasen und Nanorohroberfliche zugeordnet werden
kénnen, sondern mafigeblich von Losemitteleffekten beeinflusst sind.
Allerdings ist das Ausmal? dieser Losemitteleffekte proportional zur Oli-
gomerlidnge, so dass die beobachteten Abhédngigkeiten gegeniiber der
Nukleinbasenzahl ihre Giiltigkeit behalten und damit ebenso die daraus
gezogenen Riickschliisse auf die Adsorptionskonformationen der Bio-
polymere.

Abschlief$end sind die aus der Eyring- und van’t Hoff-Analyse bestimm-
ten Freien Enthalpieinderungen in Abbildung 6.11 gezeigt. Sowohl die
Freien Aktivierungsenthalpien von Adsorption und Desorption, AGj ds
und AG]
einen von der Basenzahl der Oligomere nahezu unabhéngigen Wert auf.

als auch die Freien Desorptionsenthalpien AGgeS weisen

Im Abschnitt 6.7 wird gezeigt, dass die Werte fiir AG von der beob-
achteten Enthalpie-Entropie-Korrelation unbeeinflusst bleiben und so-
mit einer Interpretation zuginglich sind. Die Invarianz der Freien Akti-
vierungsenthalpie der Desorption AGéieS gegeniiber der Nukleinbasen-
zahl der Oligomere spiegelt dabei die vergleichbare Stabilitit aller un-
tersuchten DNA-SWNT-Komplexe im beobachteten Temperaturfenster
wider. Die sehr hohe Aktivierungsbarriere von etwa 100 IKJ-mol~! erklart
die hohe Stabilitédt individualisierter DNA-SWNT-Komplexe iiber sehr
lange Zeitrdume, die auch bei Verwendung von mittleren und kurz-
en Oligomeren beobachtet wird. Fiir das d(GT),-FAM gilt diese Aussa-
ge jedoch nur eingeschrédnkt, da aufgrund der Probenpréparation nicht
von individualisierten SWNTs ausgegangen werden kann. Auch die Ak-
tivierungsbarriere der Adsorption AGf1 4 st mit ca. 50 kJ-mol~! relativ
stark ausgeprédgt und kann auf energetisch intensive Konformations-
anderungen des Phosphat-Zucker-Riickgrats der Biopolymere zuriick-
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Abbildung 6.11. Ermittelte Freie Enthalpien und Freie Aktivierungsenthal-
pien der Adsorption und Desorption in Abhéngigkeit der Nukleinbasen-
zahl. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit ist im Gegensatz zum Text hier die
Freie Enthalpie der Adsorption AGg 4 (blau) anstelle der Desorption gezeigt.

gefiihrt werden. 32! Aus den beiden Aktivierungsparametern ergibt sich
eine Anderung der Freien Enthalpie infolge des Desorptionsvorgangs
von 50kJ-mol~!, die die geringe Desorptionsneigung aller untersuchter
DNA-Oligomere wiedergibt.

6.6 Kontrolle auf diffusionslimitiertes
Verhalten

Die Interpretation der ermittelten Daten setzte bisher voraus, dass die
beobachtete Kinetik tatsdchlich von der Desorption und Adsorption der
(Bio-)Polymere bestimmt wird und nicht wie in Kapitel 2.3.2 beschrie-
ben von deren langsameren Diffusion von der SWNT-Oberflache. Gera-
de die Invarianz der ermittelten Parameter fiir lingere DNA-Oligomere
starkt diese Annahme. Daher wurde die Zeitskala der Diffusion fiir die
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DNA-Oligomere mithilfe des numerischen Crank-Nicolson-Verfahrens
abgeschitzt und mit den experimentell bestimmten Ratenkonstanten
verglichen. Dieser Abschnitt widmet sich den dafiir notwendigen Glei-
chungen und Uberlegungen. Die prinzipielle Vorgehensweise der Me-
thode wurde bereits in Kapitel 2.4 fiir den eindimensionalen Fall vorge-
stellt. Im Folgenden wird daher zunéchst die zur Simulation verwendete
Elementarzelle aufgestellt, die sich aus der SWNT-Konzentration ablei-
ten ldsst. Im Anschluss daran wird gezeigt, dass sich aufgrund der Ver-
suchsbedingungen und der vorliegenden Symmetrie das dreidimensio-
nale Problem auf ein eindimensionales reduzieren ldsst. Darauf aufbau-
end wird die tridiagonale Matrix zur Anwendung des Crank-Nicolson-
Verfahrens aufgestellt und geldst. AbschlieBend findet der Vergleich der
berechneten Zeitskala der Diffusion mit den experimentell ermittelten
Ratenkonstanten statt.

In Abbildung 6.12 ist schematisch die aufgestellte Elementarzelle des
Systems gezeigt, deren Abmessungen im Folgenden hergeleitet werden.
Dafiir werden zunéchst alle in der Lésung vorhandenen SWNTs gedank-
lich entlang der z-Achse (rot) aneinander gelegt. Eine Elementarzelle be-
steht dann aus einer einzelnen SWNT mit der durchschnittlichen Lange
von etwa 260 nm und der PBS-Lésung, die die Nanordhre zylinderformig
umgibt. ¥ Die Nanorshre steht im Zentrum des Zylinders und dessen
Durchmesser r ergibt sich aus dem durchschnittlichen Abstand der Na-
nordhren in der Losung, der iiber die SWNT-Konzentration abgeschitzt
werden kann. Mithilfe von Gleichung 5.1 (S. 87) kann die molare Kohlen-
stoffatomkonzentration in der verwendeten Losung berechnet werden.
Typischerweise wurde nach dem Auftauen der DNA-SWNT-Aliquote im
Absorptionsspektrum bei einer Wellenldnge von 990 nm eine OD von et-
wa 0.4 mit einer Halbwertsbreite von ca. 37 nm gemessen. Daraus er-
gibt sich in den filtrierten Aliquoten eine durchschnittliche Kohlenstoff-
atomkonzentration von 7.55-1075 mol-L~!. Bei der Durchfiihrung der Ex-
perimente wurden 150 pL dieser Losung in 3.00 mL PBS-L&sung trans-

137



Desorptionskinetik von F8T2 und DNA

feriert, wodurch in der Kiivette eine Kohlenstoffatomkonzentration von
3.60-107% mol-L! resultiert. Pro Nanometer einer (6,5)-SWNT sind 88.48
C-Atome enthalten und mit der gemittelten SWNT-Lénge von 260 nm
lasst sich fiir die durchgefiihrten Experimente eine durchschnittliche
SWNT-Konzentration csynt von 1.56-1071 mol-L~! angeben. 9112 Im
Umkehrschluss steht einer einzelnen Nanordhre somit ein Volumen
Vswnt von 10.6 fL zur Verfiigung. Ubertrégt man dieses Volumen auf die
zylindrische Elementarzelle mit der Hohe I = 260 nm, so ldsst sich der Ra-
dius des Zylinders berechnen.

\%
r= ./ —SWINT =3.6um (6.9)
v/

Als Elementarzelle wird folglich ein Zylinder mit einem Radius von
3.6um und einer Hoéhe von 0.26 pm angenommen. Wie in Abbil-
dung 6.12 dargestelltldsst sich jeder Vektor 7 (blau) dieses Zylinders tiber
die Koordinaten x (griin), z (rot) und den Winkel ¢ (lila) beschreiben. Die
dreidimensionale Diffusionsgleichung fiir den Konzentrationsverlauf
¢ lautet dann in Zylinderkoordinaten mit dem Nabla-Operator V und
dem Diffusionskoeffizienten D:

2 2
@zD-V20=D 19 dc 109% 0%

ot vox“ox T x2og2 T o2 (610
Die Desorption der Oligomere geht gleichmdig von der SWNT-Oberfla-
che aus und es ist daher keine Anderung der Konzentrationsverteilung
entlang der z-Achse zu erwarten. Des Weiteren ist davon auszugehen,
dass die Desorption nicht unter einem bestimmten Austrittswinkel er-
folgt. Die Konzentrationsverteilung sollte demnach auch keine Winkel-
abhingigkeit zeigen, wodurch sich Gleichung 6.10 vereinfacht und mit
der Produktregel umgeformt werden kann.
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Abbildung 6.12. Elementarzelle zur Simulation des Diffusionsverhaltens.
Aufgrund der Symmetrie des Systems ldsst sich die Diffusion als 1D Pro-
blem behandeln, um die zeitliche Entwicklung des Konzentrationsprofils
zu berechnen.

10 odc 1dc 0%
D-V%:D[;axa] = [Z£+@] (6.11)
Dieser Ausdruck ist nur noch von der x-Position abhédngig und das sich
zeitlich dndernde Konzentrationsprofil ¢ wird nur als Funktion des Ab-
stands x der DNA-Oligomere von der SWNT-Oberflache beschrieben,
wie in Abbildung 6.12 angedeutet. Das Differenzial muss nun in eine
Differenzengleichung umgeformt werden. Dafiir wird wieder ein zwei-
dimensionales Gitter aufgestellt, wobei n die zeitlichen Gitterpunkte
kennzeichnet, wihrend die raumlichen Punkte mit j = 1 bis j = J num-
meriert werden. Fiir das Crank-Nicolson-Verfahren wird sowohl der im-
plizite Ausdruck X, beim Zeitpunkt n+1 als auch der explizite Ausdruck
Yex beim Zeitpunkt n bendtigt.

chtl —en

D
jA—t] =5 [Zim + Zex] (6.12)
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Fiir die implizite Formulierung der Differenzengleichung wird folgender
Ausdruck mit der Schrittweite Ax verwendet:

j+1 j-1 j+1 j-1
2Ax (Ax)2

1 Cl_1+l _ Ct1+l Ci_1+l 20n+1 + Cn+1
—( ) (6.13)

Hierbei wurde fiir den ersten Term die Differenz {iber den doppelten
Abstand der Gitterpunkte 2Ax gewdhlt, da damit letztendlich ein kiirze-
rer Ausdruck bei der Aufstellung der tridiagonalen Matrix erhalten wird.
Analog dazu ergibt sich der explizite Ausdruck beim Zeitpunkt n:

1 C;l+1 - c;l_l cj+ - 2c + c] 1
Tex = — + 6.14
X7 jAx ( 2Ax (Ax)2 (6.14)

Die beiden Ausdriicke fiir Xj;, und X¢x werden in Gleichung 6.12 einge-

setzt und alle Terme mit n + 1 auf eine Seite gebracht. Nach Umformung
erhilt man die tridiagonale Form des Gleichungssystems.

(1. - a) "+1 + (1 +2a) c"+1 ( 2—) j”:ll =

2j
o n
(a—z—j) iy +(1=-2a)c] + (a+ ) (6.15)
mit « = bA
Z(Ax)2

Da die DNA-Oligomere gleichmifig iiber die Elementarzellen verteilt
sind und sich die Gesamtstoffmenge wihrend des Experiments nicht dn-
dert, muss auch die Stoffmenge innerhalb einer Elementarzelle konstant
bleiben. Um diesen Stoffmengenerhalt einzufiihren, wird die Neumann-
Randbedingung mit zwei virtuellen Gitterpunkten bei j=0und j=J + 1
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eingefiihrt, wie in Kapitel 2.4 beschrieben.!”>7?l Die im Simulations-
verlauf beobachteten Anderungen der Gesamtstoffmenge betrugen da-
durch bei allen durchgefiihrten Simulationen weniger als 1%. Damit
lasst sich das lineare Gleichungssystem zur Berechnung der Diffusion
in der beschriebenen Elementarzelle aufstellen.

(1+22) —2a e+t
(g—j —a) (1+2a) (—a - %)

(2%. —a) 1+ 2a) (—oz - 2%.)
-2« (1+2a) C;Hl
(6.16)

(-5) -2 (o+5)
2a (1-2a) c}l

Zur Losung dieses Gleichungssystems muss der Diffusionskoeffizient
der DNA-Oligomere bekannt sein. In Abbildung 6.13 sind die Diffusions-
koeffizienten verschiedener d(GT),-R6G-Oligomere (n=3, 8,12, 16) ge-
zeigt, die bereits durch FCS-Messungen bestimmt wurden. 1?3 Die er-
mittelten Diffusionskoeffizienten lassen sich in Abhédngigkeit ihrer Nu-
kleinbasenzahl gut mit einer Exponentialfunktion beschreiben, mit de-
ren Hilfe dann die Diffusionskoeffizienten der im Rahmen dieser Ar-
beit verwendeten DNA-Oligomere abgeschitzt wurden. Die dargestell-
ten Diffusionskoeffizienten wurden alle bei einer Temperatur von 20 °C
bestimmt. Die Korrektur auf die jeweilige Versuchstemperatur erfolgte
iiber die Stokes-Einstein-Gleichung 2.60 (S.49). Uber diese Gleichung
lasst sich auch der hydrodynamische Radius der DNA-Oligomere be-
stimmen, welcher im Falle des d(GT)4-R6G 2.4 nm betragt.
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Abbildung 6.13. Diffusionskoeffizienten verschiedener d(GT),-R6G-
Oligomere (n=3, 8, 12,16) in Abhéngigkeit der Nukleinbasenzahl. Die
Daten lassen sich gut mit einer Exponentialfunktion beschreiben.

Fiir das weitere Vorgehen miissen noch einige weitere Parameter abge-
schitzt oder festgelegt werden, beispielsweise ab welcher Position ei-
ne schnelle Readsorption durch Rotation des Molekiils ausgeschlossen
werden kann. Im Folgenden wird fiir diesen kritischen Abstand dy,;; der
DNA-Oligomere zur SWNT-Oberfldche der doppelte Durchmesser eines
Oligomers, also 10 nm festgesetzt. Des Weiteren ist das anfidngliche Kon-
zentrationsprofil wichtig. Zu Beginn des Experiments wurden sdmtli-
che ungebundenen DNA-Oligomere durch Filtration entfernt und de-
ren Konzentration in der Losung ist demnach null. Durch die Verdiin-
nung wurde die Desorption der Biopolymere initiiert und ungebunde-
ne DNA-Oligomere sind zunédchst nur in unmittelbarer Ndhe zur SWNT-
Oberflache zu finden. Am besten kénnte diesem Umstand durch ein
stufenférmiges Konzentrationsprofil Rechnung getragen werden, aller-
dings miissen fiir das beschriebene Verfahren stetige Funktionen ver-
wendet werden und so wurde stattdessen eine stark abfallende Expo-
nentialfunktion als initialer Konzentrationsverlauf fiir r =0 angenom-
men, wie sie in Abbildung 6.14 b) gezeigt ist. Aullerdem muss ein Kri-
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terium gefunden werden, um die Zeitskala der Diffusion {iber den kriti-
schen Abstand dy.;; zu definieren. Als Diffusionszeit p;; wird in diesem
Falle die Zeit angenommen, zu welcher die Konzentration ¢ bei x = djj
auf e~2 des initialen Werts abgefallen ist. Die Ratenkonstante der Diffu-
sion kp;gr ist dann gerade der Kehrwert der Diffusionszeit tp;s.

a | b) 1.0+ _
) 40 Konzentration / willk. Einh. ) —1t= Ops
0.0 02 0.4 0.6 0.8 1.0 . 0.8 —t=10ps
30 - € —— t=5.0us
* w — t=10ps
2 x 0.67 — t=23 s
= 20+ E t=30 ps
N <~ 0.4
g
107 0.2
0- T T T T T T 0.0 T T T |§‘“’l
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Distanz DNA-SWNT / nm Distanz DNA-SWNT / nm

Abbildung 6.14. Simuliertes Diffusionsverhalten von d(GT),p-Oligomeren
bei 15 °C nach Desorption von der SWNT-Oberfldche. a) Der Ausschnitt der
Elementarzelle zeigt den zeitlichen Verlauf des Konzentrationsprofils in Ab-
héngigkeit vom Abstand der DNA von der SWNT-Oberfldche. Nach ;¢ (ge-
strichelte Linie) ist die Konzentration bei d,;; auf =2 des initialen Werts
abgefallen. b) Konzentrationsprofile nach 0, 1.0, 5.0, 10, 23 und 30 ps.

In Abbildung 6.14a) ist der berechnete Konzentrationsverlauf eines
d(GT)y-Oligomers bei 15°C gezeigt, dessen Diffusionskoeffizient
D)1y Mit 8.72:107" m*s™' abgeschétzt wurde. Als zeitliches In-
krement Ar wurde 0.1 ms verwendet und die rdumliche Schrittweite be-
trug 1 nm. Das anfingliche Konzentrationsprofil wurde mit e=5-10'm™"
beschrieben. Die Diffusionszeit tp;y ist mit einer gestrichelten Linie
angedeutet. In Abbildung 6.14b) sind die berechneten Konzentrati-
onsprofile bei =0, 1.0, 5.0, 10, 23 und 30 ps dargestellt. Der gezeigte
Ausschnitt der x-Koordinate ist mit 100 nm im Vergleich zur GréBe der

Elementarzelle von 3.6 um relativ klein, wodurch die Konzentrations-
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Abbildung 6.15. Analoge Simulation wie in Abbildung 6.14, allerdings mit
einer deutlich breiteren initialen Konzentrationsverteilung.

profile dementsprechend flach erscheinen. Aus der Simulation wird eine
Diffusionszeit von 0.23 ps erhalten, was einer Diffusionsratenkonstante
kpist von etwa 4.35-10% s7! entspricht. Der sehr steile Konzentrationsver-
lauf zu Beginn der Simulation fiithrt zu einer schnellen Diffusion, da die
Konzentrationsunterschiede gro sind. Zu einem spéteren Zeitpunkt
des Experiments ist die DNA-Konzentration in der Losung jedoch nicht
mehr null und die Konzentrationsunterschiede dementsprechend ge-
ringer. Allerdings findetimmer noch die Desorption der DNA-Oligomere
von der SWNT-Oberfldache statt. Dieser Umstand kann durch eine brei-
tere initiale Konzentrationsverteilung beriicksichtigt werden. Um den
Einfluss abzuschidtzen, wurde die beschriebene Simulation nochmals
mit identischen Parametern wiederholt, allerdings wurde zur Beschrei-
bung der initialen Konzentrationsverteilung die Funktion e=510°m™
verwendet. Die Ergebnisse der Simulation sind in Abbildung 6.15 dar-
gestellt. Die ermittelte Diffusionszeit ist mit 1.22ms deutlich ldnger
als zuvor und die korrespondierende Ratenkonstante kpi; betrdgt et-
wa 8.18-102s71. Um festzustellen, ob die im Experiment beobachtete
Kinetik diffusionslimitiert ist, miissen die in der Simulation ermit-
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telten Diffusionsratenkonstanten mit den experimentell bestimmten
Ratenkonstanten der Desorption und Adsorption verglichen werden.
Nur wenn die Diffusionsratenkonstanten grofler sind, kann davon
ausgegangen werden, dass die Kinetik tatsdchlich von der Adsorption
und Desorption der DNA-Oligomere bestimmt wird. Hierfiir wurde
die vorgestellte Simulation fiir alle experimentell untersuchten DNA-
Oligomere bei den entsprechenden Temperaturen durchgefiihrt und
die Diffusionsratenkonstanten bestimmt. Die zeitlichen und rdum-
lichen Schrittweiten blieben ebenso unverdndert wie die Grofle der
Elementarzelle. Zur Beschreibung der initialen Konzentrationsverteil-
ung wurde die Funktion e 510°m " yerwendet, da hierbei deutlich
geringere Diffusionsratenkonstanten erhalten werden. In der Tabel-
le 6.5 sowie 6.6 werden die berechneten Diffusionsratenkonstanten kpjg
mit den experimentell ermittelten Ratenkonstanten der Adsorption
und Desorption, k,qs und kges, bei 15 °C sowie 55 °C gegeniibergestellt.
Die Ratenkonstanten der Adsorption haben die Einheit L-mol!.s7!

. S LN
[s77] [107° s7']
d(GT), 2417 0.2138 +0.0087 0.2188 + 0.0070
d(GT)4 1819 0.0062 +0.0002 0.0099 + 0.0002
d(TAT), 1448 0.3021 +£0.0064 0.0161 +0.0003
d(GT)g 1448 0.0198 +£0.0026 0.0017 +0.0001
d(GT)g 1213 0.0077 +£0.0002 0.0046 + 0.0001
d(GT)12 971.3 0.0056 = 0.0003 0.0006 + 0.0001
d(GT) 6 863.3 0.0100 =+ 0.0007 0.0010 + 0.0001
d(GT)zg 818.3 0.0107 = 0.0003 0.0013 +0.0001

Tabelle 6.5. Vergleich der berechneten Diffusionsratenkonstanten mit den
experimentell bestimmten Ratenkonstanten von Adsorption und Desorp-

tion bei 15 °C.
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Olli)glj/;er k%_?f}c Kads~ 0 - Kies
[s7] (107 s7]
d(GT), 2750 1.071+£0.044 1.756 +0.052
d(GT)4 2070 0.113 +£0.008 3.416 +0.076
d(TAT)4 1663 4.391 £0.181 4.929 +0.188
d(GT)s 1663 3.587 +0.379 3.608 + 0.287
d(GT)s 1384 2.627 +£0.099 9.211 + 0.306
d(GT)2 1087 0.295+0.009 1.817 +0.031
d(GT) 6 965.3 1.056 +£0.041 0.770 +0.022
d(GT)20 9249 0.666 +0.036 1.730 + 0.060

Tabelle 6.6. Vergleich der berechneten Diffusionsratenkonstanten mit den
experimentell bestimmten Ratenkonstanten von Adsorption und Desorp-
tion bei 55 °C.

und miissen noch mit der Konzentration an freier DNA multipliziert
werden, um eine Adsorptionsgeschwindigkeit pro Sekunde zu erhal-
ten. Die maximale Adsorptionsgeschwindigkeit wird beobachtet, wenn
alle DNA-Oligomere ungebunden in Losung vorliegen. Da die DNA-
Gesamtkonzentration ¢y experimentell ermittelt wurde, konnte sie zur
Multiplikation der Adsorptionsratenkonstanten verwendet werden.
Sowohl fiir die niedrigste als auch fiir die héchste Versuchstemperatur
kann festgestellt werden, dass die Diffusionsratenkonstanten um einige
GréBenordnungen grofier sind als die Ratenkonstanten der Adsorption
und der Desorption. Die Werte fiir die anderen Versuchstemperatu-
ren sowie die verwendeten Diffusionskoeffizienten sind im Anhang ab
Seite 187 zu finden und verhalten sich analog. Folglich konnte gezeigt
werden, dass die beobachtete Kinetik tatsdchlich vom Adsorptions- und
Desorptionsverhalten der DNA-Oligomere bestimmt wird und nicht
durch die anschliefende Diffusion der desorbierten Oligomere von der
Nanorohroberfldche limitiert ist.
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Fiir das Polymer F8T2 sind die Diffusionskoeffizienten in den verschie-
denen Losemitteln nicht bekannt, wodurch deren Diffusionsgeschwin-
digkeit nicht berechnet wurde. Da die Unterschiede zwischen den Dif-
fusionsratenkonstanten und den Ratenkonstanten der Adsorption so-
wie Desorption im Falle der DNA-Oligomere mehrere Gré8enordnun-
gen betragen, kann jedoch davon ausgegangen werden, dass auch im
Falle der F8T2-SWNT-Komplexe keine Limitierung der Kinetik durch die
Polymerdiffusion angenommen werden muss.

6.7 Enthalpie-Entropie-Korrelation

Sowohl bei den Verdiinnungsexperimenten mit F8T2-SWNT- als
auch mit DNA-SWNT-Komplexen ist eine Korrelation der ermittel-
ten Enthalpie- und Entropiednderungen festzustellen, die sich darin
dullert, dass ein Anstieg der Enthalpieinderung AH mit einem pro-
portionalen Anstieg der Entropiednderung AS einhergeht. Die Propor-
tionalitdtskonstante y hat die Dimension einer Temperatur und da
sie bei etwa 300K liegt, fiihrt sie zu einer nahezu konstanten Ande-
rung der Freien Enthalpie AG, weshalb dieses Phdnomen oft auch als
Enthalpie-Entropie-Kompensation bezeichnet wird.* Da diese Nomen-
klatur allerdings bereits eine Interpretation des beobachteten Effekts
implementiert, wird im Rahmen dieser Arbeit der neutrale Begriff Korre-
lation verwendet. Eine derartige Enthalpie-Entropie-Korrelation (EEC)
wurde erstmals von E Constable bei der katalytischen Alkoholoxidation
beobachtet und seitdem in zahlreichen weiteren Reaktionen festgestellt,
ohne dass deren Ursprung eindeutig geklart wurde. 12471261 Vor allem
bei der Untersuchung eines dhnlichen Prozesses in unterschiedlichen
Losemitteln oder bei der Analyse chemischer Reaktionen verschiedener

* In der Literatur sind noch weitere Bezeichnungen wie isokinetische Beziehung iiblich.
Die benutzten Termini sind im Ubersichtsartikel von Liu und Guo erlautert. 124
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Homologe einer Substanzklasse — wie dies auch in der vorliegenden Ar-
beit der Fall ist — wird dieser Effekt beobachtet. 12" In diesem Abschnitt
wird gezeigt, dass der Ursprung der beobachteten Korrelation nicht wie
oft dargelegt in der statistischen Streuung der ermittelten Enthalpie-
und Entropiednderungen liegt, sondern stattdessen vermutlich auf
Losemitteleffekte zuriickgefiihrt werden kann, wie dies bereits bei der
Diskussion der Ergebnisse der F8T2-SWNT-Verdiinnungsexperimente
getan wurde.

Grundlage der Diskussion der Enthalpie-Entropie-Korrelation ist die
in Abbildung 6.16 gezeigte sogenannte Constable-Auftragung, bei der
die ermittelten Enthalpieinderungen AH gegen die Entropiednderun-
gen AS dargestellt werden. In diesem Fall wurden die Aktivierungs-
parameter der Desorption fiir die DNA-SWNT- und die F8T2-SWNT-
Verdiinnungsexperimente gewihlt, die weiteren Datensétze finden sich
im Anhang. Ist innerhalb der Versuchsreihe eine Enthalpie-Entropie-
Korrelation zu beobachten, so sind die Werte entlang einer Geraden mit
der Steigung y angeordnet, deren Ordinatenabschnitt der Freien Ent-
halpie AG fiir T =y entspricht. In einigen Verdffentlichungen wurde ge-
zeigt, dass die Korrelation sowohl durch statistische als auch durch sys-
tematische Fehler bei der Bestimmung der Ratenkonstanten hervorge-
rufen werden kann. 128129 Ebenso ist es moglich, die EEC bei der Analy-
se zufillig generierter Ratenkonstanten zu beobachten. 124130 Um die-
se Ursache auszuschliefen, wurden — analog zur Anzahl der experi-
mentell bestimmten Werte — 55 Ratenkonstanten zufillig generiert und
einer Eyring-Analyse unterzogen. Die erzeugten Geschwindigkeitskon-
stanten variierten in einem Bereich von 1078s™! bis 103 s~!, welcher
der Spannweite der experimentell bestimmten Ratenkonstanten der De-
sorption entspricht. Die generierten Werte wurden aufsteigend sortiert
und in fiinf Gruppen a elf Ratenkonstanten eingeteilt, wobei jeder Grup-
pe ebenfalls aufsteigend eine Temperatur von 15 °C bis 55 °C zugeordnet
wurde. Aus diesem zufillig erzeugten Datensatz konnten folglich elf Ver-
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Abbildung 6.16. Constable-Auftragung a) der Aktivierungsparameter der
DNA- und F8T2-Desorption sowie b) der Ergebnisse der Eyring-Analyse
von 55 zuféllig generierten Ratenkonstanten. Die Varianzen der simulier-
ten Werte sind im Vergleich zur Spannweite der Daten deutlich groRer.

suchsreihen simuliert werden, die denselben Temperaturbereich wie die
Verdiinnungsexperimente abdeckten. Fiir jede simulierte Versuchsrei-
he wurde je eine Ratenkonstante der entsprechenden Temperaturgrup-
pe herangezogen und gemall Gleichung 6.7 aufgetragen. Durch lineare
Regression wurde die Enthalpie- und Entropiednderung des simulier-
ten Ensembles bestimmt. Die Varianzen von AH und AS wurden — wie
auch bei den experimentellen Werten — mittels der Standardabweichung
der Koeffizienten der linearen Anpassung iiber die GauB’sche Fehler-
fortpflanzung bestimmt. Die Ergebnisse einer Simulationsreihe sind in
Abbildung 6.16b) gezeigt und es ldsst sich in der Tat eine Korrelation
der zuféllig generierten Werte feststellen. Im Vergleich zur Constable-
Auftragung der experimentellen Werte in Teil a) ist jedoch augenschein-
lich, dass die Varianzen der einzelnen Werte bei den simulierten Da-
ten deutlich grofer sind als die Variationen des gesamten Ensembles.
Dies ist ein charakteristisches Merkmal fiir eine durch statistische Ur-
sachen hervorgerufene EEC.!'24131] Da die Varianzen der experimentell
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bestimmten Werte deutlich kleiner sind, kann der Ursprung der beob-
achteten Enthalpie-Entropie-Korrelation nicht in der statistischen Va-
riation der ermittelten Daten liegen.

Versucht man die EEC auf physikalisch-chemische Ursachen zuriickzu-
fithren, so scheint eine Korrelation zwischen der Enthalpie- und Entro-
piednderung einer Bindungsreaktion tatsidchlich naheliegend. Betrach-
tet man die Vorgédnge auf mikroskopischer Ebene, so ist eine stark ne-
gative Enthalpiednderung auf eine feste Bindung zwischen den Reak-
tionspartnern zuriickzufiihren. Aufgrund dieser rigiden Bindung wer-
den allerdings auch die méglichen Freiheitsgrade des Systems einge-
schrinkt und die Entropieinderung nimmt ebenfalls negative Werte
an. Obgleich also eine qualitative Korrelation von AH und AS durch-
aus zu erwarten ist, scheint die quantitative Kompensation der beiden
Beitrdge im Bereich der Versuchstemperatur doch eine tiefgreifendere
Analyse zu erfordern. In der Literatur werden zahlreiche Modelle dis-
kutiert, wobei Solvenseffekte insbesondere bei biochemischen Reak-
tionen wie Proteinfaltungen und DNA-Enzym-Wechselwirkungen zur
Erkldrung der beobachteten EEC herangezogen werden. 132135 Neben
diesen spezifischen Erkldrungsansitzen sind auch Arbeiten in der Li-
teratur bekannt, die die EEC als grundlegenden Effekt bei der Beob-
achtung nicht-kovalenter Wechselwirkungen in polar-protischen Lose-
mitteln — allen voran Wasser — aufzeigen. [131136-1391 Tm Folgenden sol-
len die von E. Grunwald und C. Steel angefiihrten Uberlegungen vorge-
stellt werden. 3! Dabei wird die Lésung eines Teilchens in ein Solvens
betrachtet, wobei sich die gefundenen Zusammenhinge auch auf Bin-
dungsreaktionen zweier Komponenten iibertragen lassen. Aus Griinden
der Ubersichtlichkeit wird hier jedoch nur die Losung eines Teilchens
X aus dem Festkorper vorgestellt, welche konventionell wie folgt ge-
schrieben wird:

X = X,

- (6.17)
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In dieser Schreibweise wird allerdings nur der verdnderten Situation des
Teilchens X Rechnung getragen, wohingegen die Verdnderung der Lose-
mittelmolekiile unbertiicksichtigt bleibt. Bei stark verdiinnten Losungen,
wie sie auch im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden, lassen sich
unter Einbezug des Solvens drei Zustdnde in der fliissigen Phase unter-
scheiden, die schematisch in Abbildung 6.17 dargestellt sind.

L\ X\l L\x

Abbildung 6.17. Losemittel L und die geloste Substanz X mit ihren Solvat-
hiillen (nach E. Grunwald und C. Steel J. Am. Chem. Soc. 1995). In a) und
b) besteht die Hiille komplett aus Losemittelmolekiilen L, wohingegen bei
¢) der geloste Stoff X inkorporiert ist. (131

Der einfachste Zustand ist in Teil a) der Abbildung gezeigt, wobei ein L6-
semittelmolekiil L nur von anderen Losemittelmolekiilen umgeben ist.
Dieser Zustand wird im Folgenden durch die Notation L\l gekennzeich-
net. Ist die Mitte der Solvathiille von einem Teilchen des gel6sten Stoffs X
besetzt wie in b), wird dies als X\l gekennzeichnet. Der gel6ste Stoff kann
jedoch auch Bestandteil der Solvathiille sein wie in Teil c) der Abbildung
skizziert. Dieser Zustand wird dann mit L\x beschrieben. Darauf aufbau-
end lasst sich die Reaktionsgleichung 6.17 unter Beriicksichtigung der
Umgebung des geldsten Stoffs formulieren.

X + 2L\l = X\l + 24 L\x (6.18)
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Dabei gibt zx die Anzahl der Molekiile L in der Solvathiille von X an. Die-
se Gleichung hebt sich nur von Gleichung 6.17 ab, wenn sich L\l und L\x
ausreichend unterscheiden, wie es vor allem bei Wasserstoffbriicken bil-
denden Solvenzien der Fall ist. 31140141 Eiir den Fall der Unterscheid-
barkeitldsst sich Gleichung 6.18 in einen nominellen Part, der die eigent-
liche Reaktion des Stoffs X wiedergibt, sowie einen Teil der die Anderung
der Umgebung reprédsentiert, aufteilen.

X = Xl (6.19)

2 L\l = 7z, L\x (6.20)

In den weiteren Uberlegungen wird nun gezeigt, dass die Enthalpie-
Entropie-Korrelation von der Umgebungsgleichung 6.20 herriihrt. Die
Freie Enthalpie G des Gesamtvorgangs (Gleichung 6.18) ergibt sich aus
den partiellen Freien Enthalpien der einzelnen Komponenten.

oG N
i Onp\x

Dabei steht np; fiir die Stoffmengen der entsprechenden Spezies in der

0G 0G
G = npy\| (WL\I) +n nx\| (—) (6.21)

dnxy

beschriebenen Losemittelumgebung, die sich aus der molaren Stoff-
menge der Komponenten n; und der Anzahl der Molekiile in der Solvat-
hiille zx berechnen lassen.

nx\| = nx NLAx = ZXNX np\| = AL — 2xnx (6.22)

Damit ldsst sich Gleichung 6.21 umschreiben, wobei die partiellen Frei-
en Enthalpien nach der Stoffmenge nj; hier und im Folgenden mit Gy;
abgekiirzt werden.
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G = n G\ + 2xnx (GLix — GLy) + nxGx (6.23)

Bei Einstellung der Gleichgewichtslage der Reaktion weist die Freie Ent-
halpie ein Minimum auf und demnach muss die Anderung der Freien
Enthalpie null sein. Da ein geschlossenes System betrachtet wird, sind
die molaren Stoffmengen konstant und die einzig verdnderliche Varia-
ble in Gleichung 6.23 ist zx. In der Gleichgewichtslage gilt folglich fiir
die partielle Ableitung von Gleichung 6.23 nach zx:

oG
— =nx(GLx—Gry) =0 (6.24)
aZX

Der Ausdruck in der Klammer stellt gerade die Anderung der Freien Ent-
halpie der Umgebung AGeny dar. Da nx # 0 ist, muss AGeny =0 gelten. Da
bei der beobachteten Reaktion jedoch eine Umlagerung der Solvensmo-
lekiile erfolgt, miissen die einzelnen Beitrdge zu AGeny, also AHeny und
ASeny, wiederum ungleich null sein. Um Gleichung 6.24 dennoch erfiil-
len zu kénnen, muss sich fiir die Gleichgewichtstemperatur Tq folgen-
der Ausdruck ergeben:

AHeny = Teq - ASeny (6.25)

Auch wenn dies bereits die Enthalpie-Entropie-Korrelation widerspie-
gelt, muss noch untersucht werden, ob sich diese auch auf die Enthalpie-
sowie Entropiednderung des untersuchten Stoffs X, AHx und ASx, aus-
wirkt. Um dies zu zeigen, werden der dquilibrierten Losung dnx X-
Molekiile hinzugefiigt. Damit werden nicht nur dnx zusitzliche Mole-
kiile vom Typ X\l erzeugt, sondern es wechseln auch zxdnyx Losemittel-
molekiile von L\l nach L\x. Die Losung wird immer noch als verdiinnt
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angenommen, so dass zx in der Gleichgewichtslage unverdndert bleibt.
Fiir die Anderung der partiellen Freien Enthalpie von X gilt also:

Gx = Gx\1 + 2x (Gr\x — GLA1) (6.26)

Unter Bertiicksichtigung von AGepy = 0 gilt demnach Gx = Gx,; und die Re-
aktion der Solvensmolekiile zeigt keinen Einfluss auf die Anderung der
Freien Enthalpie von X. Analog zur Freien Enthalpie Gx lassen sich die
partiellen Enthalpie- und Entropieinderungen dH/dnx und 8S/dny for-
mulieren, die im Folgenden ebenso als Hjy; bzw. Sj\; abgekiirzt werden
wie die partiellen Freien Enthalpien Gyj;.

Hx = Hxy) + sx (H\x — Hp\D) (6.27)
Sx = Sxul + sx (SLax — Sta) (6.28)

Die Enthalpie- und Entropiednderungen der Umgebung, (Hp\x — Hy\1)
und (Sp\x — S1u1), sind ungleich null und tragen — anders als bei Gx — ex-
plizit zu den Enthalpie- und Entropiednderungen der untersuchten Sub-
stanz X bei. Unverdndert bleibt jedoch, dass sich die enthalpischen und
entropischen Beitrdge der Umgebung bei der Gleichgewichtstempera-
tur Teq aufheben, um Gleichung 6.25 zu erfiillen. Die ermittelten Zusam-
menhdnge lassen sich analog auch auf eine Dimerisierung zweier Kom-
ponenten X und Y zu X-Y im Losemittel L iibertragen und liefern die
gleichen Zusammenhinge. 3!

Nach Gleichung 6.27 resultiert ein Teil der Enthalpiednderung einer Re-
aktion aus der Anderung der Lésemittelstruktur. Um dies zu iiberprii-
fen und den Einfluss zu quantifizieren, soll der Beitrag fiir den Fall der
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Abbildung 6.18. Skizze zur Bestimmung der Kontaktfliche A zwischen ei-
nem Kuhn-Segment der DNA und der SWNT. Diese ergibt sich aus der Pro-
jektion des Kuhn-Segments {iber den van-der-Waals-Abstand d,qyy auf die
gekriimmte SWNT-Oberfldche.

Desorption eines Kuhn-Segments der DNA abgeschitzt werden. Die-
ser wird im Wesentlichen als hydrophobe Wechselwirkung zwischen der
wdssrigen PBS-Losung und der lipophilen Nanorohroberfliche sowie
den ebenfalls lipophilen Nukleinbasen angenommen. 1% In Folge der
Desorption werden also zwei neue, hydrophobe Oberflachen generiert,
die mit dem wiéssrigen Medium in Kontakt kommen. Der enthalpische
Beitrag kann daher ndherungsweise iiber die Oberflachenspannung von
Wasser berechnet werden, wenn die Grofl3e der neu mit Solvens expo-
nierten Fldche bekannt ist. Abbildung 6.18 zeigt schematisch die geo-
metrischen Verhiltnisse, die zur Berechnung der Flache A herangezogen
werden miissen. Im linken Teil der Abbildung ist die Sichtachse ortho-
gonal zur SWNT-Achse orientiert, wohingegen sie in der rechten H&lf-
te parallel zu dieser liegt. Die Fldche A stellt die Projektion des Kuhn-
Segments auf die SWNT-Oberfldche iiber den van-der-Waals-Abstand
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dyqw (rot) dar und wird vereinfacht als Rechteck angenommen. Dabei
entspricht eine Seite von A der Kuhn-Lénge Ik (orange). Die zweite Seite
x des Rechtecks (lila) ergibt sich aus der Breite des Kuhn-Segments, also
der Breite einer Nukleinbase agase, SOwWie dem van-der-Waals-Abstand
und dem Radius rswnr (schwarz) einer (6,5)-SWNT. Alle angefiihrten
Werte sind bekannt, wodurch auch der Winkel ¢ (blau) zugidnglich ist.
Der van-der-Waals-Abstand zwischen den Nukleinbasen und der Nano-
rohroberfliche betridgt 0.345nm, die Kuhn-Linge Ik einzelstrangiger
DNA 6.0 nm und die Linge einer DNA-Base 0.63 nm. [46:106.110] Dje zwei-
te Seite des Rechtecks hat demnach eine Liange von x =0.31 nm und die
Fldche A dehnt sich folglich iiber 1.87 nm? aus. Nach der Desorption
ist diese Flache sowohl auf der Nanorodhre als auch am DNA-Strang mit
dem Solvens in Kontakt und es muss noch ein Faktor zwei berticksichtigt
werden. Die Oberflichenspannung von Wasser ist mit 43 kJ-mol~!-nm2
angegeben, wodurch sich eine Enthalpie von 161 kJ-mol~! bestimmen
lisst, um die beiden Flichen mit Wasser zu benetzen. (142! Dieser Wert
ist etwas grofler als der experimentell bestimmte Séattigungswert der Ak-
tivierungsenthalpie, der im Bereich von 143-156 kJ-mol~! liegt. Zwar ist
anzunehmen, dass die tatsidchliche Fliche A aufgrund der sphérischen
Form der Nukleinbasen geringer ist als tiber die angefiihrten Uberlegun-
gen berechnet. Aullerdem haben MD-Simulationen gezeigt, dass auch
im adsorbierten Zustand bereits Wasserstoffbriickenbindungen beste-
hen. 1% Jedoch kann davon ausgegangen werden, dass die Ausbildung
der neuen Hydrathiille in Folge der DNA-Desorption einen wesentlichen
Beitrag zu den beobachteten Enthalpie- und Entropiednderungen leis-
tet und ebenso fiir deren Korrelation verantwortlich ist. Da jedoch die
Flache A direkt proportional zur Linge des adsorbierten train-Segments
ist, bleiben die beobachteten Trends beziiglich der Abhadngigkeit von der
Nukleinbasenzahl und die daraus abgeleitete Adsorptionskonformati-
on dennoch giiltig. Allerdings kdnnen die ermittelten Zahlenwerte der
Enthalpie- und Entropiednderungen nicht allein auf die Wechselwirkun-
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gen zwischen den DNA-Oligomeren und der Nanorohroberflache bezo-
gen werden, da ein erheblicher Beitrag der Umorientierung der Solvat-
hiille zugesprochen werden muss. Im Gegensatz dazu bleiben die ermit-
telten Werte der Anderung der Freien Enthalpie unbeeinflusst. Sie spie-
geln die hohe Stabilitdt der DNA-SWNT-Komplexe wider, die fiir die un-
tersuchten DNA-Oligomere — mit Ausnahme des d(GT),-FAM - unab-
hingig von deren Nukleinbasenzahl ist.

Bei den F8T2-Verdiinnungsexperimenten sind die beobachteten Akti-
vierungsenthalpien mit weniger als 100kJ-mol~! deutlich geringer als
bei den DNA-Experimenten, was auf die schwicheren Interaktionen
der organischen Solvenzien im Vergleich zu den Wasserstoffbriicken-
bindungen im wéssrigen Medium zuriickgefiihrt werden kann. Da je-
doch alle zur Auswertung herangezogenen Losemittel ein aromatisches
n-System aufweisen, sind relativ starke n—r-Wechselwirkungen mog-
lich, wodurch auch hier die Grunwald’sche Argumentation, welche in
diesem Abschnitt vorgestellt wurde, zutreffend ist und ein erheblicher
Beitrag der Enthalpie- und Entropiednderungen auf die Reorganisa-
tion der Solvathiille zuriickgefiihrt werden kann. Der bei den F8T2-
Verdiinnungsexperimenten beobachtete unerwartete Trend der Aktivie-
rungsentropien ldsst sich ebenso innerhalb dieses Modells erkldren.
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6.8 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde eine Konzentrationssprungmethode fiir F8T2-
SWNT- sowie DNA-SWNT-Komplexe vorgestellt, um das Desorptions-
verhalten der (Bio-)Polymere zu untersuchen. Anhand der Desorptions-
kinetik konnte im Einklang mit den Ergebnissen der Filtrationsmetho-
de aus Kapitel 5.1.1 gezeigt werden, dass sich die DNA-Adsorption nur
unzureichend mit dem helikalen Adsorptionsmodell erkldren ldsst, son-
dern iiber ein einzelnes Kuhn-Segment der Biopolymere erfolgt.

Die temperaturabhédngigen Ratenkonstanten wurden durch Verdiin-
nung der entsprechenden Komplexe in reinem Losemittel bestimmt,
wobei die Desorption der (Bio-)Polymere iiber den Anstieg der Fluo-
reszenzintensitit infolge der reduzierten Fluoreszenzldschung durch
die SWNTs verfolgt wurde. Die Ratenkonstanten wurden einer Eyring-
sowie van't Hoff-Analyse unterzogen, um die Enthalpie- und Entro-
piednderungen der Aktivierung sowie der Gesamtreaktion zu bestim-
men. Die Diffusionsratenkonstanten der DNA-Oligomere wurden mit-
hilfe des Crank-Nicolson-Verfahrens berechnet und durch deren Ver-
gleich mit den experimentell ermittelten Ratenkonstanten von Adsorp-
tion und Desorption wurde gezeigt, dass die untersuchten Vorgédnge
nicht diffusionslimitiert sind. Die festgestellte Kinetik l4sst sich dem-
nach tatsidchlich auf die Desorption der (Bio-)Polymere zuriickfiih-
ren. Die bei den Versuchen beobachtete Enthalpie-Entropie-Korrelation
wurde nach Ausschluss statistischer Ursachen auf Anderungen der Sol-
vathiille zuriickgefiihrt, wodurch die Werte der ermittelten Enthalpie-
und Entropiednderungen nicht ausschliellich auf den Wechselwirkun-
gen zwischen der Nanorohroberfliche und den (Bio-)Polymeren beru-
hen, sondern erheblich von der Anderung der Solvensumgebung be-
einflusst sind. Die gefundenen relativen Verdnderungen in Abhingigkeit
der Giite des Losemittels bzw. der Nukleinbasenzahl und -sequenz blei-
ben dadurch allerdings unbertihrt.
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Durch die Verdiinnungsexperimente mit F8T2-SWNT-Komplexen sollte
gezeigt werden, ob die Qualitdt des Losemittels den erwarteten Einfluss
auf die Desorption des Polymers von der SWNT-Oberfldche zeigt. Daher
wurden vier Losemittel fiir die Verdiinnungsexperimente verwendet, in
denen das Polymer jeweils eine unterschiedliche Loslichkeit aufwies. Es
wurde erwartet, dass die Aktivierungsbarriere in guten Losemitteln klei-
ner ist und die Desorption schneller ablduft. Diese Annahme wurde fiir
den Verlauf der Aktivierungsenthalpie der Desorption bestitigt, da das
mit Abstand beste Losemittel Chlorbenzol eine um 25 kJ-mol ! niedrige-
re Aktivierungsenthalpie zeigt als die anderen untersuchten Losemittel.
Im Falle des Methylcyclohexans, fiir das die niedrigste Loslichkeit do-
kumentiert wurde, konnte innerhalb des untersuchten Temperaturbe-
reichs auch nach mehreren Stunden kein Anstieg der Fluoreszenzinten-
sitét festgestellt werden. Das schlechte Losemittel verhinderte in diesem
Fall die Desorption des Polymers. Die Werte der Freien Aktivierungsent-
halpie der Desorption AGjes bestitigen ebenso die erwartete Tendenz,
weisen im Vergleich zu AHjes allerdings eine weniger stark ausgeprag-
te Sensitivitit beziiglich des verwendeten Solvens von 3-5kJ-mol~! auf.
Im Gegensatz dazu folgen die Werte der Aktivierungsentropie der De-
sorption Aszes nicht dem vorhergesagten Trend, sondern verlaufen ent-
gegengesetzt. Dies kann auf die Anderung der Solvathiille beim Uber-
gang vom adsorbierten Zustand des Polymers in das Lésemittel zuriick-
gefiihrt werden.

Im Rahmen der DNA-SWNT-Verdiinnungsexperimente sollte unter-
sucht werden, ob die Nukleinbasenzahl und -sequenz einen Einfluss
auf die Stabilitdt der DNA-SWNT-Komplexe zeigen. Hierfiir kamen ver-
schieden lange d(GT),-Oligomere (n=2,4,6, 8,12, 16, 20) sowie die Er-
kennungssequenz d(TAT), zum Einsatz, die allesamt fluoreszenzmar-
kiert waren. 15 Unter Annahme des helikalen Adsorptionsmodells wur-
de erwartet, dass sowohl die Aktivierungsenthalpie der Desorption als
auch deren Aktivierungsentropie mit der Nukleinbasenzahl der Oligo-
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mere zunimmt. 1”23 Dieser Trend wurde jedoch lediglich fiir Biopoly-
mere mit weniger als zwolf Nukleinbasen gefunden, wohingegen fiir ldn-
gere DNA-Oligomere keine Anderung der Aktivierungsparameter in Ab-
héangigkeit der Basenzahl beobachtet wurde. Aus dieser Kinetik 1dsst sich
die Desorption eines Kuhn-Segments — welches aus 9-10 Basen besteht
— als geschwindigkeitsbestimmender Schritt identifizieren. ¢! Die ein-
zelnen Kuhn-Segmente richten sich demnach nicht nur in Losung ei-
genstdndig aus, sondern behalten ihre charakteristische Unabhingig-
keit auch im adsorbierten Zustand bei. Fiir die Erkennungssequenz der
(6,5)-SWNTs, d(TAT)4, konnte kein abweichendes Desorptionsverhal-
ten festgestellt werden. Alle untersuchten DNA-SWNT-Komplexe zeigen
ebenso wie die F8T2-SWNT-Komplexe eine nahezu identische Aktivie-
rungsbarriere der Desorption von etwa 100 k]-mol~!, die sich in der ho-
hen Stabilitdt der entsprechenden Komplexe bei Raumtemperatur wi-
derspiegelt.

Die Ergebnisse dieses Kapitels zeigen, dass mit einer Konzentrations-
sprungmethode die Desorptionskinetik verschiedener (Bio-)Polymere
von der Nanorohroberfldche quantitativ verfolgt werden kann. Die Me-
thode lésst sich prinzipiell auch auf andere Polymer-SWNT-Komplexe
tibertragen, wobei gegebenenfalls eine Anpassung der optischen Kom-
ponenten sowie der zur Anregung genutzten Lichtquelle erforderlich
ist. Aus den temperaturabhdngigen Experimenten lassen sich sowohl
die Aktivierungsparameter als auch die Bindungsenergien bestimmen,
wodurch Aussagen iiber das Adsorptionsverhalten der (Bio-)Polymere
moglich sind. Die Werte der ermittelten Gleichgewichtskonstanten der
DNA-Adsorption im Bereich von 1-107 L-mol~! bis 3-10 L-mol~! sind im
Vergleich zu den im Rahmen der Filtrationsexperimente bestimmten
Werten um mehrere Grollenordnungen héher, was letztlich die Notwen-
digkeit untermauert, reine DNA-SWNT-Komplexe zu untersuchen.
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7 Zusammenfassung

Die Wechselwirkungen zwischen organischen Dispergiermitteln und
nanoskaligen Oberflichen spielen eine herausragende Rolle in der
Nanotechnologie. *13311 Zu deren Charakterisierung stellen Komplexe
aus Kohlenstoffnanoréhren und (Bio-)Polymeren aufgrund der groRen
Oberfliche der Nanoréhren und der kommerziellen Verfiigbarkeit
fluoreszenzmarkierter DNA-Oligomere unterschiedlicher Linge sowie
intrinsisch fluoreszierender Polymere ein vielversprechendes Modell-
system dar.®’ Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden ver-
schiedene Methoden evaluiert, um die Stabilitit derartiger Komplexe zu
untersuchen und dadurch Riickschliisse auf das Adsorptionsverhalten
der (Bio-)Polymere zu ziehen. Dabei konnte gezeigt werden, dass das
publizierte helikale Adsorptionsmodell der DNA auf Kohlenstoffnano-
rohren die Resultate der durchgefiihrten Experimente nur unzureichend
beschreiben kann und stattdessen andere Adsorptionskonformationen
in Erwdgung gezogen werden miissen.

Basierend auf Austauschexperimenten tensiddispergierter SWNTs mit
unterschiedlich langen DNA-Oligomeren konnte iiber eine Filtrations-
methode die maximale Beladung der Nanorohroberfliche mit DNA be-
stimmt werden. Die gefundenen Ergebnisse lassen sich allerdings nicht
mit dem helikalen Adsorptionsmodell der Biopolymere in Einklang brin-
gen.17231 Zum einen sind deutlich mehr Oligomere auf der Nanorohr-
oberfliche gebunden als aus geometrischen Uberlegungen zu erwar-
ten wire. Zum anderen ist der ermittelte Platzbedarf der Biomolekiile
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auf den Nanordhren nahezu unabhéngig von der DNA-Lédnge. Die Be-
funde lassen sich mit einem erweiterten Adsorptionsmodell erkldren,
bei dem die Oligomere nur mit einem Teil der im DNA-Strang enthal-
tenen Nukleinbasen auf der Nanorohroberfldche als train-Segment ge-
bunden sind, wohingegen der Rest als fail nicht mit der Nanordhre in
Wechselwirkung tritt. Aus den Messungen lief§ sich die Lange eines train-
Segments auf drei bis sechs Nukleinbasen abschitzen.

Um die rdumliche Trennung adsorbierter und ungebundener DNA ob-
solet zu machen, wurde das Adsorptionsverhalten der DNA-SWNT-
Komplexe mittels Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie untersucht. Als
Ausgangspunkt wurden aufgrund der einfacheren Verfiigbarkeit tensid-
dispergierter Nanoréhren erneut Austauschexperimente gewdihlt, an-
hand derer gezeigt werden konnte, dass sich auf SWNTs adsorbierte
DNA-Oligomere in Gegenwart freier DNA iiber FCS-Messungen detek-
tieren lassen. Um die Beeinflussung des Adsorptionsverhaltens der Bio-
polymere durch die Tenside zu umgehen, wurden reine DNA-SWNT-
Komplexe im FCS-Mikroskop untersucht, wobei Gemische aus fluo-
reszenzmarkierten und unmarkierten Oligomeren zum Einsatz kamen.
Aufgrund der erforderlichen hohen Konzentration unmarkierter DNA-
Oligomere konnte jedoch keine Adsorption der markierten Biopolymere
detektiert werden.

Mithilfe einer Konzentrationssprungmethode wurde die Desorption
von acht DNA-Oligomeren mit unterschiedlicher Nukleinbasenzahl
und -sequenz sowie des synthetischen Polymers F8T2 untersucht. Die
ungebundenen (Bio-)Polymere wurden abgetrennt und die verblie-
benen SWNT-Komplexe in reinem Lésemittel resuspendiert. Durch
diesen Konzentrationssprung wurde die Desorption der (Bio-)Polymere
von der Nanorohroberfliche initiiert, die eine verminderte Fluores-
zenzléschung durch die SWNTs zur Folge hat und daher iiber den
Anstieg der detektierten Fluoreszenzintensitét verfolgt werden konnte.
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In temperaturabhédngigen Experimenten wurden die Ratenkonstan-
ten der Adsorption und Desorption bestimmt und einer Eyring- sowie
van't Hoff-Analyse unterzogen, um die Enthalpie- und Entropiedn-
derungen der Aktivierung sowie der Gesamtreaktion zu ermitteln. Es
konnte gezeigt werden, dass die beobachtete Korrelation der ermittelten
Enthalpie- und Entropiednderungen nicht statistischen Ursprungs ist,
sondern auf Solvenseffekte zuriickgefiihrt werden kann.!'24131 Mit-
hilfe des Crank-Nicolson-Verfahrens wurde die Zeitskala der Diffusion
abgeschidtzt und durch Vergleich der aus der Simulation erhaltenen
Diffusionsratenkonstanten mit den experimentell bestimmten Raten-
konstanten von Adsorption sowie Desorption konnte gezeigt werden,
dass der Prozess nicht diffusionslimitiert ist, wodurch die Daten eine
Interpretation des Desorptionsverhaltens ermoglichen. [61:65701

Die F8T2-SWNT-Komplexe wurden in vier Losemitteln verdiinnt, in de-
nen das Polymer jeweils eine unterschiedliche Loslichkeit zeigte. Die
Aktivierungsenthalpie der Desorption war im besten Lésemittel Chlor-
benzol um 25k]J-mol~! niedriger als in den anderen Solvenzien, wo-
bei das schlechteste Losemittel Methylcyclohexan die Desorption sogar
komplett unterband. Die durchweg beobachtete negative Aktivierungs-
entropie der Desorption wurde iiber die Reorganisation der Losemit-
telmolekiile im Zuge der Desorption erklédrt. Bei der DNA-Desorption
konnte kein Einfluss der Nukleinbasensequenz, jedoch eine Lingen-
abhéngigkeit festgestellt werden. Die Aktivierungsparameter fiir kurze
Oligomere zeigten einen proportionalen Anstieg mit der enthaltenen
Nukleinbasenzahl, wéhrend fiir DNA-Oligomere mit mehr als zwolf Ba-
sen eine Sittigung beobachtet wurde, die sich erneut nicht mit dem heli-
kalen Adsorptionsmodell vereinbaren lieB. Vielmehr deuten auch diese
Resultate auf eine partielle Adsorption des DNA-Strangs hin, wobei die
Bindung iiber ein einzelnes Kuhn-Segment der Biopolymere erfolgt—das
in etwa aus zehn Nukleinbasen besteht — und die restlichen DNA-Basen
als tail-Segmente ungebunden vorliegen. 46!
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Zusammenfassung

Sowohl bei den F8T2- als auch bei den DNA-Experimenten betrigt die
Freie Aktivierungsenthalpie der Desorption in etwa 100kJ-mol~! und
spiegelt damit die hohe Stabilitdt der untersuchten Komplexe bei Raum-
temperatur wider, die sich auch in den hohen Werten der Gleichge-
wichtskonstanten wiederfindet. Dariiber hinaus zeigten die Messungen,
dass die Biopolymere im adsorbierten Zustand konformativ weit weni-
ger eingeschrinkt sind als bisher angenommen, [17:23-25,143]

Das Ziel dieser Arbeit war es, spektroskopische Methoden zu entwi-
ckeln, um das Adsorptionsverhalten von (Bio-)Polymeren auf Kohlen-
stoffnanoréhren zu untersuchen. Mit einer einfachen Filtrationsmetho-
de konnte gezeigt werden, dass die Adsorption der DNA-Oligomere nur
iiber eine sequenzielle Anlagerung des DNA-Strangs erfolgt, wobei die
Aussagekraft der Ergebnisse durch das anwesende tensidische Disper-
giermittel sowie den Einfluss der Filtration eingeschrinkt ist. Durch den
Einsatz der Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie konnte auf die me-
chanische Trennung adsorbierter und freier DNA verzichtet werden,
jedoch ist es nicht gelungen, das Adsorptionsverhalten reiner DNA-
SWNT-Komplexe quantitativ zu analysieren, weshalb dieser Methodik
nicht weiter nachgegangen wurde. Stattdessen konnte durch eine Kon-
zentrationssprungmethode das Desorptionsverhalten sowie die Adsorp-
tionskonformation verschiedener DNA-Oligomere untersucht werden,
womit die Ergebnisse der Filtrationsmethode bestédtigt wurden. Die im
Rahmen der Verdiinnungsexperimente ermittelten Werte der Gleich-
gewichtskonstanten sowie die Linge des adsorbierten train-Segments
der Biopolymere liegen jedoch deutlich héher als bei den Filtrations-
experimenten und untermauern die Notwendigkeit, reine DNA-SWNT-
Komplexe zu untersuchen.

Die vorgestellte Konzentrationssprungmethode ldsst sich auf weitere
Polymer-SWNT-Komplexe iibertragen, wie es beispielhaft fiir das syn-
thetische Polymer F8T2 gezeigt wurde. Damit bietet die Methode Zugang
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zu grundlegenden physikalisch-chemischen Parametern von Polymer—
SWNT-Komplexen wie Adsorptions- und Desorptionsratenkonstanten,
Gleichgewichtskonstanten sowie Bindungsenergien, die die Wechsel-
wirkung organischer Dispergiermittel mit nanoskaligen Oberflichen be-
stimmen.
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8 Summary

Interactions between organic dispersants and nanoscopic surfaces are
of crucial interest in the field of nanotechnology. ®!33! For characteri-
zation of such interactions, complexes of single-wall carbon nanotubes
and (bio-)polymers are considered to be a promising model system due
to the large specific surface of the nanotubes as well as the commercial
availability of fluorescently labeled, length-scaled DNA oligomers and
intrinsic fluorescent synthetic polymers.®! The present dissertation fo-
cused on probing suitable methods for the investigation of the stabi-
lity of these complexes in order to determine the adsorption behavior
of the examined (bio-)polymers. The findings of the performed experi-
ments are inconsistent with the previously published helical adsorption
of DNA to carbon nanotubes but give rise to additional adsorption con-
formations.

Exchange experiments of surfactant stabilized SWNTs by DNA oligomers
of different length were used to determine the maximum DNA adsorp-
tion capacity of the nanotube surface by introducing a filtration method.
The helical adsorption model failed to explain two fundamental findings
of these experiments. On the one hand, the adsorption capacity of the
nanotubes was far beyond the theoretical limit, which is based on the
helix geometry, and on the other hand, the determined size ratio of the
different oligomers bound to the nanotube surface seemed to be inde-
pendent of DNA base number. However, it was shown that the results
could be explained by consideration of a different adsorption model, in

167



Summary

which DNA is attached to the nanotube surface by a train segment con-
sisting of three to six nucleic bases, where the tail of the oligomer pro-
trudes from the nanotube surface towards the solution.

Fluorescence correlation spectroscopy seemed to be a promising tool
to overcome the disadvantages of spatial separation between adsorbed
and unbound DNA and was therefore used to investigate the adsorp-
tion behavior of DNA-SWNT complexes. Due to the low-cost availabili-
ty of surfactant-stabilized SWNTs, displacement experiments with DNA
oligomers were employed once more to show that FCS-based discrimi-
nation between surface-bound and freely diffusive DNA is achievable.
However, the influence of the surfactants on DNA adsorption avoided
the quantitative analysis of the adsorption behavior. Consequently pure
DNA-SWNT complexes were studied by using mixtures of labeled and
unlabeled oligomers. However, no adsorption of the dye-labeled oligo-
mers was detected since the unlabeled analogues seem to have higher
binding affinity towards the nanotube surface due to their increased
concentration.

Within a concentration jump method, desorption of eight DNA oligo-
mers — differing in base number as well as base sequence — and the
synthetic polymer F8T2 were examined. Unbound (bio-)polymers were
removed by filtration in advance and the remaining SWNT-complexes
were resuspended in pure solvent to initiate polymer desorption by
the applied concentration step. Desorption was accompanied by re-
duction of SWNT-based fluorescence quenching and could be monito-
red consequently by the increase of the detected fluorescence signal.
Temperature-dependent experiments were tailored for determining the
adsorption and desorption rate constants, which were analyzed by linea-
rized Eyring and van’t Hoff equation in order to determine the activati-
on and reaction enthalpy and entropy changes. The observed enthalpy-
entropy correlation was attributed to rearrangements of the solvent mo-
lecules and a statistical origin could be excluded. The Crank-Nicolson
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method was used to prove that the observed kinetics were caused by ad-
sorption and desorption and not limited by polymer diffusion.

F8T2-SWNT complexes were diluted in four solvents which were tes-
ted to possess different solubility for the polymer. Activation enthalpy of
desorption was found to be reduced by more than 25kJ-mol~! in chlo-
robenzene, which showed the highest solubility for F8T2. In contrast,
no polymer desorption could be detected when F8T2-SWNT complexes
were transferred to the worst solvent methylcyclohexane. For all solvents
under investigation, the activation entropy of desorption was found to
be negative, which could be explained by solvent rearrangement effects.
In case of DNA-SWNT dilution, the base sequence did not show any
influence on desorption of DNA, in contrast to the nucleic base num-
ber. For shorter oligomers the activation parameters followed a linear
increase with nucleic base number and saturated for biopolymers con-
sisting of twelve bases and more, which is again inconsistent with the
helical adsorption model. 17?3 The results rather indicate a partial ad-
sorption of the DNA strand by attachment of only one single DNA Kuhn-
segment — containing nine to ten bases — whereas the remaining nucleic
bases are unbound in a solvated tail segment. 4!

Across all experiments, a Gibbs free desorption activation energy of ap-
proximately 100k]J-mol~! was found, representing the high stability of
the examined complexes under ambient conditions. Nevertheless, the
biopolymers seem to be conformationally less constrained by adsorp-
tion on the nanotube surface than expected. [17,23-25143]

The aim of the present dissertation was to develope spectroscopic me-
thods in order to examine the adsorption behavior of (bio-)polymers on
carbon nanotubes. It was shown that DNA adsorption takes place by at-
tachment of a short train segment of several nucleic bases by using a sim-
ple filtration method. However, the influences of the present surfactant
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molecules as well as the filtration process itself reduce the meaningful-
ness of the analyses. Fluorescence correlation spectroscopy was used to
resolve the limitations of mechanical separation, however, the method
was insufficient to perform a quantitative analysis of the DNA adsorp-
tion behavior on SWNTs and was rejected consequently. In contrast, the
successful introduction of a concentration jump method enabled the ad-
sorption analysis of numerous DNA oligomers and confirmed the fin-
dings of the filtration method. The determined values for the equilibri-
um constants as well as the length of the adsorbed train segment were
found to be considerably larger than in case of the filtration method and
the results therefore substantiate the necessity to investigate pure DNA-
SWNT complexes.

The introduced concentration jump method is transferable to other
polymer-SWNT complexes, which was shown for the synthetic polymer
F8T2. For this reason, the method can be used to gain access to funda-
mental physical and chemical properties of polymer-SWNT complexes,
like adsorption and desorption rate constants, equilibrium constants as
well as binding energies, which determine the interactions between or-
ganic dispersants and nanoscopic surfaces.

170



Anhang

Im Anhang sind die Datensétze zu allen untersuchten (Bio-)Polymeren
der jeweiligen Messreihen gezeigt, bei denen in den einzelnen Kapiteln
aus Platzgriinden nur ein exemplarischer Datensatz zur Veranschauli-
chung der Analyse ausgewédhlt wurde. Zunichst werden die Datensét-
ze des Kapitels 5 aufgefiihrt, ehe abschlieBend diejenigen der Verdiin-
nungsexperimente und numerischen Simulationen aus Kapitel 6 zu-
sammengefasst sind.
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Anhang

A.1 Daten zu Kapitel 5

Filtrationsmethode

Die Absorptions- bzw. Fluoreszenzspektren der Filtrate der SWNT-
haltigen Proben (schwarz) sowie der SWNT-freien Referenzproben
(griin) sind in den Abbildungen A.1 bis A.5 gezeigt. Die auf den SWNTs
adsorbierte DNA-Stoffmenge ergibt sich wie in Kapitel 5.1.1 (S. 80)
beschrieben aus der Differenz der optischen Dichten bei 498 nm. Fiir
die niedrigste DNA-Konzentrationsstufe F wurden Fluoreszenzspektren
(Anregungswellenlidnge 1.4 =480 nm) aufgenommen, deren Integral im
Bereich von 490 nm bis 650 nm berechnet wurde.
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Abbildung A.1. Absorptionsspektren zur Bestimmung der adsorbierten
Stoffmenge des d(GT);2-FAM der Konzentrationsstufen A und C.

Die Probe B konnte aufgrund mangelhafter Dichtigkeit des GefdBes
nicht verwendet werden.
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0.307 d(GT),,-FAM 0107 d(GT),,-FAM
0.25- Konz.stufe D 0.08- Konz.stufe E
020' 006_
[m) | a
o 015 © 0.041
0.10
0.02+
0.05
0.00+
0'OO_I T T T 1 T T T T 1
400 450 500 550 600 400 450 500 550 600
Wellenlange/ nm Wellenlange/ nm
0.20+

d(GT),,-FAM
Konz.stufe F

— SWNT
— Referenz

Fluoreszenz / willk. Einh.
o
o
q

T T T T
520 560 600 640
Wellenlange / nm

Abbildung A.2. Absorptionsspektren zur Bestimmung der adsorbierten
Stoffmenge des d(GT);2-FAM der Konzentrationsstufen D und E sowie die
Fluoreszenzspektren zur Bestimmung der DNA-Stoffmengen der Konzen-
trationsstufe E
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Abbildung A.3. Absorptionsspektren zur Bestimmung der adsorbierten
Stoffmenge des d(GT),4-FAM der Konzentrationsstufen B bis E.

Die Konzentrationsstufe A wurde bei der Analyse des Adsorptionsverhal-

tens des d(GT);6-FAM nicht bertiicksichtigt, da die Varianz des ermittel-
ten Werts zu grof war.
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Abbildung A.4. Fluoreszenzspektren zur Bestimmung der adsorbierten
Stoffmenge der Konzentrationsstufe F des d(GT)14-FAM sowie des d(GT)2q-
FAM.
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Abbildung A.5. Absorptionsspektren zur Bestimmung der adsorbierten
Stoffmenge des d(GT),¢-FAM der Konzentrationsstufen A, B, C und E.

Die Spektren der Konzentrationsstufe D sind bereits in Abbildung 5.2 a)
(S. 83) aufgenommen.
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Die Absorptionsspektren der verwendeten Losungen im Bereich der S; -
Absorptionsbande der SWNTs vor der Filtration sind in Abbildung A.6
gezeigt. Die ermittelte adsorbierte DNA-Stoffmenge wurde auf das In-
tegral der S;-Absorptionsbande der entsprechenden Losung normiert,
der angedeutete lineare Untergrund (schwarz) wurde hierfiir abgezogen.
Die Spektren der Lésungen der d(GT)2-FAM-SWNT-Komplexe sind be-
reits in Abbildung 5.2 b) (S. 83) gezeigt.

- [0 - [0
47 gemam S A 147 4(GT).-FAM sy A
1.2 3 1.2 2
1.0 S 1.0 S
© ©
0.8 2 0.8 2
[m]
006 N S qe. N
.6 S 0.6 S
N N |

0.4+ 0.4+
0.24" i 0.2+
0.0+ T T T T 0.0~ T T T T
960 1000 1040 1080 960 1000 1040 1080
Wellenlange / nm Wellenldnge / nm

Abbildung A.6. Absorptionsspektren zur Normierung der adsorbierten
DNA-Stoffmenge fiir d(GT);2-FAM und d(GT),g-FAM.
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A.2 Daten zu Kapitel 6

Probenpraparation

Die DGU lieferte im Falle des d(GT),-FAM keine individualisierten Na-
nordhren. Stattdessen wurde daher die d(GT),-FAM-SWNT-Suspension
nach dem Beschallungsprozess fiir 90 Minuten bei 14000 Umdrehun-
gen pro Minute zentrifugiert (Biofugel5, Heraeus Sepatech), um un-
16sliche Riickstdnde und grolere Nanorohraggregate abzutrennen. Der
Uberstand wurde abdekantiert und analog zu den vereinigten DGU-
Fraktionen der anderen DNA-Oligomere weiterverwendet. Das normier-
te Absorptionsspektrum der d(GT),-FAM-SWNT-Komplexe ist in Abbil-
dungA.7 a) vor (griin) und nach der Filtration sowie dem Auftauen (blau)
dargestellt.
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Abbildung A.7. Normierte Absorptionsspektren vor und nach der Filtration
a) der verwendeten d(GT),-FAM-SWNT-Loésung und b) der d(GT)2-FAM-
SWNT-Losung.

In Teil b) der Abbildung ist das normierte Absorptionsspektrum der
d(GT)2-FAM-SWNT-Lésung vor der Filtration (griin) und nach der Fil-
tration sowie dem Auftauprozess gezeigt (blau). Eine Verbreiterung der
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S;-Absorptionsbande, die auf eine Aggregation der Nanoréhren hinwei-
sen wiirde, ist nicht zu beobachten.
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F8T2-Verdiinnung

In Abbildung A.8 ist die aus der gemessenen Fluoreszenzintensitit be-
rechnete zeitliche Entwicklung des Bedeckungsgrads 6 der Nanorohr-
oberflache mit F8T2 in den untersuchten Solvenzien bei den entspre-
chenden Temperaturen gezeigt.
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Abbildung A.8. Bedeckungsgrad der SWNT-Oberfldche mit F8T2 in den un-
tersuchten Solvenzien.

Die unterschiedlichen Abstdnde der einzelnen Werte sind auf das jewei-
lige Zusammenfassen der Messwerte zuriickzufiihren. Teilweise wurde
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die Anpassung mit der Langmuir-Gleichung auf den Anfangsbereich be-
grenzt, da ansonsten keine Anpassung méglich war.

In Abbildung A.9 sind die Eyring-Analysen der Desorptions- und Adsorp-
tionsratenkonstanten sowie die van't Hoff-Analyse der Gleichgewichts-
konstanten in den untersuchten Losemitteln gezeigt. Die Auftragungen

erfolgten gemal den Gleichungen 6.
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7 und 6.8 (S. 121 und 122).
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Abbildung A.9. Eyring- und vant't Hoff-Analyse der Desorptions- und Ad-
sorptionsratenkonstanten sowie der Gleichgewichtskonstanten.
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DNA-Daten: Bedeckungsgrad

In den Abbildungen A.10-A.14 sind die aus der gemessenen Fluores-
zenzintensitit berechneten zeitlichen Entwicklungen des Bedeckungs-
grads 0 der Nanorohroberfliche mit DNA bei den entsprechenden Tem-
peraturen gezeigt. Die unterschiedlichen Abstdnde der einzelnen Werte
sind auf das jeweilige Zusammenfassen der Messwerte zuriickzufiihren.
Teilweise wurde die Anpassung mit der Langmuir-Gleichung auf den An-
fangsbereich begrenzt, da ansonsten keine Anpassung moglich war.
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Abbildung A.10. Bedeckungsgrad der SWNT-Oberflache mit DNA nach der

Verdiinnung bei 15 °C.
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Abbildung A.11. Bedeckungsgrad der SWNT-Oberfliche mit DNA nach der
Verdiinnung bei 25 °C.
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Verdiinnung bei 35 °C.
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Abbildung A.13. Bedeckungsgrad der SWNT-Oberfldche mit DNA nach der
Verdiinnung bei 45 °C.
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Abbildung A.14. Bedeckungsgrad der SWNT-Oberflache mit DNA nach der
Verdiinnung bei 55 °C.
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DNA-Daten: Eyring- und van’t Hoff-Analyse

In Abbildung A.15 sind die Eyring-Analysen der Desorptions- und Ad-
sorptionsratenkonstanten der verschiedenen DNA-Oligomere gezeigt.
Die Auftragungen erfolgten geméaR der Gleichung 6.7 (S. 121).
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Abbildung A.15. Eyring-Analyse der Adsorptions- und Desorptionsraten-
konstanten der verschiedenen DNA-Oligomere.
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In Abbildung A.16 sind die van’'t Hoff-Analysen der Gleichgewichtskon-
stanten der verschiedenen DNA-Oligomere gezeigt. Die Auftragungen
erfolgten gemil der Gleichung 6.8 (S. 122).
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Abbildung A.16. Van't Hoff-Analyse der Gleichgewichtskonstanten der ver-
schiedenen DNA-Oligomere.
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Diffusionskoeffizienten und -ratenkonstanten

Der Tabelle A.1 kdonnen die berechneten und zur Diffusionssimulation in
Kapitel 6.6 genutzten Diffusionskoeffizienten entnommen werden. Als
Berechnungsgrundlage dienten die Werte aus Referenz [123] und Glei-
chung 2.60 (S. 49).

DNA- D(15°C) D(25°C) D@35°C) D@45°C) D(55°C)
Oligomer (1010 m2.51]
d(GT), 2.58 2.67 2.76 2.84 2.93
d(GT), 1.96 2.03 2.09 2.16 2.23
d(TAT), 1.56 1.61 1.67 1.72 1.78
d(GT)s 1.56 1.61 1.67 1.72 1.78
d(GT)g 1.30 1.35 1.39 1.44 1.48
d(GT)2 1.03 1.07 1.10 1.14 1.17
d(GT)16 0.92 0.95 0.98 1.01 1.05
d(GT)zo 0.87 0.90 0.93 0.96 0.99

Tabelle A.1. Zur Diffusionssimulation verwendete, berechnete Diffusions-
koeffizienten bei den verschiedenen Temperaturen.

In den Tabellen A.2 bis A.4 sind die berechneten Diffusionsratenkon-
stanten den experimentell bestimmten Ratenkonstanten der Desorp-
tion und Adsorption gegeniibergestellt. Die Adsorptionsratenkonstan-
ten wurden jeweils mit der entsprechenden DNA-Gesamtkonzentration
co multipliziert, um die maximale Adsorptionsgeschwindigkeit pro Se-
kunde zu erhalten.
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Tabelle A.2. Berechnete Diffusionsratenkonstanten und experimentell be-

Olli)glj)f;er k%?%c kigs” €0 _ Kios
[s7!] (1073 s71]
d(GT), 2487 0.4006 +0.0228 0.3977 + 0.0070
d(GT),4 1895  0.0860 + 0.0042 0.1690 + 0.0042
d(TAT); 1503 0.3708 +0.0095 0.2232 + 0.0048
d(GT)g 1503  0.0696 + 0.0046 0.0291 + 0.0009
d(GT)g 1255  0.0689 + 0.0049 0.0250 + 0.0008
d(GT);,  993.2 0.0662+0.0029 0.0147 + 0.0003
d(GT);¢ 8825 0.1945+0.0177 0.0324 + 0.0021
d(GT)y  844.0 0.0456 +0.0087 0.0122 + 0.0008

stimmte Ratenkonstanten von Adsorption und Desorption bei 25 °C.

R S
[s71] [107° s7]
d(GT), 2557 1.170+0.078 1.127 + 0.062
d(GT), 1970 0.126 + 0.005 0.319 + 0.007
d(TAT), 1569 1.027 +£0.036 0.917 +0.028
d(GT)s 1569 0.385+0.016 0.164 + 0.005
d(GT)s 1298 1.536 +0.345 0.415+0.031
d(GT)12 1016 0.161 +0.004 0.075+0.001
d(GT)1s 9279 0.235+0.014 0.066 +0.003
d(GT)y 861.6 0.204 +0.006 0.058 +0.001

Tabelle A.3. Berechnete Diffusionsratenkonstanten und experimentell be-
stimmte Ratenkonstanten von Adsorption und Desorption bei 35 °C.
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ofi)gNo/;er ké_?f}c Kads €0 - Kies
[s7] (107> s7]
d(GT), 2680 2.104 £0.140 2.704 +0.156
d(GT)4 1994 0.248 £0.006 1.041 +0.013
d(TAT)4 1623 4.830+0.169 6.191 + 0.206
d(GT)s 1623 0.668 +0.032 1.049 +0.035
d(GT)s 1341 0.490+0.014 0.668 +0.016
d(GT)2 1065 0.441 £0.013 0.631 +£0.012
d(GT) 6 9479 0.964 £0.039 0.517 +£0.016
d(GT)20 907.6 0.749+0.044 0.918 +£0.031

Tabelle A.4. Berechnete Diffusionsratenkonstanten und experimentell be-

stimmte Ratenkonstanten von Adsorption und Desorption bei 45 °C.

Die experimentell bestimmten Werte sowie die berechneten Diffusions-

ratenkonstanten bei 15 °C und 55 °C sind bereits in den Tabellen 6.5 und

6.6 (S. 145 und 146) zusammengefasst.
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Enthalpie-Entropie-Korrelation

In Abbildung A.17 sind die Constable-Auftragungen der Aktivierungspa-
rameter sowie der thermodynamischen Parameter der DNA- und F8T2-
Adsorption gezeigt.
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Abbildung A.17. Constable-Auftragung der Aktivierungsparameter sowie
der thermodynamischen Parameter der DNA- und F8T2-Adsorption.
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