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Summary

In this work the structure of the adsorption layer and the adsorption process of dif-
ferent surfactants at both hydrophilic and hydrophobic surfaces were investigated via
TIR-fluorescence microscopy. In addition, for selected adsorption systems the fluorescence
microscope images were post-processed using the PAINT-method. This produced super-
resolved images from which information on temporal changes of the adsorption layer was
derived. The aim of this work was to examine the aggregation process of surfactants at
different surfaces and to explore the potential of the PAINT-method regarding the study
of surfactant aggregates.

TIRF-microscopy and PAINT-method A total internal reflection fluorescence mi-
croscope (TIRF-M) was used to study the adsorption process at the water-solid-interface.
The dye ‘nile red’ was added to visualize hydrophobic domains of surfactant aggregates
by means of fluorescence. For the first time, the PAINT-method was applied to non-fixed,
self-associated structures. The applicability of the PAINT-method on surfactant systems
was evaluated using the well-studied system of lipid vesicles on glass.

So far, the PAINT-method was applied to locally fixed probes which did not move or
change in size or shape during the exposure time. By microscoping self-assembling sur-
factant structures the underlying dynamic structural and time dependent changes due to
equilibrium states between different locations of surfactant molecules could be studied.
This also includes dynamics of adsorption processes.

Visualization of surfactant aggregates Different adsorption layer types of surfac-
tants could be visualized via TIRF-microscopy. At relatively plane and hydrophilic glass
surfaces both separate surfactant aggregates and more continuous hydrophobic areas in
CTAB-adsorption layers could be detected. From the adsorption isotherm, a Langmuir-like
adsorption of CTAB at silica gel could be deduced, whereas by TIRF-microscopy images a
random aggregation of adsorbed surfactant molecules could be verified. Changes in the ad-
sorption layer by addition of other surfactants could be instantly visualized. For example,
the addition of nonionic PE10500 resulted in dissolving of the homogenous CTAB-layer
and the addition of C1oEO7 in the formation of mixed aggregates.

As expected from published data on the interaction between PE10500 and deprotonated
glass surfaces, no fluorescence of nile red in the PE10500 solution on glass could be de-
tected, even above cmc. However, on mica aggregates of only a few molecules could be
visualized using atomic force microscopy. This means that PE10500-aggregates on glass
consist of highly coiled surfactants which form small, poorly hydrophobic domains that
weakly interact with nile red.

From the adsorption isotherm the beginning of the aggregation process of PE10500 on

hydrophobic silicagel well below the cmc could be deduced. At this concentration also se-
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parate PE10500-aggregates on hydrophobized glass could be visualized in TIRF-M-images.
The analysis of brightness of these images showed an increase of both brightness and num-
ber of fluorescent objects with increasing surfactant concentration. This means there is a
correlation between surfactant concentration and hydrophobicity and aggregate density.
Super-resolution PAINT-analysis Super-resolved synthetic images of PE10500-aggre-
gates on a hydrophobic surface could be generated from TIRF-M-images using the PAINT-
method. These PAINT-images showed round shaped fluorescent objects in a 2d-projection.
The PAINT-method is suitable for a size estimate of objects in the range of 13 to 60 nm.
From the localization density analysis of the PAINT-images could be concluded that the
hydrophobic domains visualized by nile red consist of both aggregated PE10500 and the
alkyl chains of the silane layer (glass modification). Here, the interaction of surfactant
with the surface due to chemical properties could be proved. The number of generated
PAINT-objects did not rise abruptly at the cmc but increased significantly at concentrati-
ons 5-times above cmc. This evidences a participation of micelles in the adsorption process
well above the cmc. From a mean square displacement analysis it could be concluded that
there is no movement of surfactant aggregates in the range of 10 nm during the exposure
time of 8-50 ms. So if micelles adsorb on the surface, they strongly interact with the silane
layer without changing their position along the surface.

Time-dependent analysis of TIRF-M-images At different CTAB-concentrations an
establishment of equilibrium between adsorbed surfactant and CTAB in solution within
minutes could be deduced from a brightness analysis of TIRF-M-images. The temporal
limitation of a detected fluorescence trajectory proves that the CTAB-adsorption layer is
dynamically changing due to Brownian motion of surfactant chain segments.

A diffusion trajectory analysis of nile red in a CTAB-adsorption layer on glass showed that
the dye diffusion is highly locally confined at 0.1-times cmc and more spacious at 11-times
cme. So the adsorption process begins with defined surface aggregates which merge and
form connected domains with increasing surfactant concentration. For example, by adding
0.3-times cmc nonionic C12EO7-surfactant to a CTAB-solution (> cmc) PAINT-derived
dye localization showed a more spacious diffusion than in a pure CTAB-layer, though
TIRF-M-images did not show significant changes. This means that these mixed surfactant
aggregates are less densely packed than CTAB-aggregates.

Also, the detected fluorescence trajectory of nile red in PE10500-domains are temporal-
ly limited, proving dynamic changes in PE10500-aggregates on hydrophobized glass. The
distribution of these observation durations suggests that most PE10500-PAINT-objects
emit fluorescence with a total duration of less than 2.5 s. So like CTAB-aggregates, also
PE10500-aggregates are dynamically changing due to Brownian motion of surfactant mo-
lecules and due to the equilibrium of distribution of PE10500 adsorbed to the surface and

in solution.
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Conclusion Different stages of the build-up of surfactant adsorption layers could be vi-
sualized on hydrophilic and hydrophobic surfaces using TIRF-microscopy. The interaction
between surfactant molecules and the surface could be verified and the hydrophobicity of
aggregates could be analyzed. The PAINT-method proved to be suitable for generating
super-resolved images of hydrophobic domains, visualization of local heterogeneity in ad-
sorption layers, analysis of temporal changes in packing density and local dimensions of
adsorbed surfactant-domains and for analysis of interaction between surfactant and sur-
face. By visualizing hydrophobic domains due to chemical properties of the adsorption
layer the method used in this work sets itself apart from other super-resolution imaging

techniques like AFM and cryo-TEM, which are based on imaging geometrical shapes.



Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Aufbau der Adsorptionsschicht sowie der Adsorp-
tionsprozess verschiedener selbstassoziierender Tenside an hydrophilen und hydrophoben
Oberflichen mithilfe der TIR-Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Fiir ausgewéhlte Syste-
me wurden die Fluoreszenzmikroskop-Bilder zudem mit dem PAINT-Bildverarbeitungs-
verfahren aufbereitet, um hochaufgeloste Bilder und Informationen zur zeitlichen Verédnde-
rung der Adsorptionsschicht zu erhalten. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Aggrega-
tionsprozess von Tensiden an verschiedenen Oberflaichen moglichst detailliert aufzuklaren
und die Moglichkeiten der TIRF-Mikroskopie sowie PAINT-Methode zur Untersuchung
von Tensidaggregaten zu erfassen.

Die verwendete Methode und ihre Moglichkeiten Ein total intern reflektierendes
Fluoreszenz-Mikroskop (TIRF-M) wurde zur Untersuchung der Adsorptionsprozesse in
der direkten Oberflichenebene verwendet. Der Farbstoff Nilrot diente dazu, hydrophobe
Doménen in Tensidaggregaten sichtbar zu machen. Es wurde erstmals die hochauflésen-
de Fluoreszenzsignal-Bearbeitungsmethode PAINT auf nicht fixierte, selbstassoziiierende
Strukturen angewendet. Die Moglichkeiten und Anwendbarkeit dieser Methode auf Tensid-
Systeme wurden in der vorliegenden Arbeit ausfiihrlich anhand des bereits mittels PAINT-
Analyse untersuchten Adsorptionssystems von Lipidvesikeln an Glas evaluiert.

Durch die PAINT-Nachbearbeitung von TIRF-M-Bildern konnten hochaufgeloste Bilder
erzeugt werden, die eine 2D-Projektion der mittleren Farbstoffpositionen in den hydro-
phoben Doménen von Tensidaggregaten darstellen. Somit kénnen mit dieser Methode
Tensidaggregat-Strukturen im Subpixel-Bereich (< 200 nm Lénge) an hydrophilen und
hydrophoben Oberflichen sichtbar gemacht werden. Dies konnte genutzt werden, um ver-
schiedene Arten von Tensidaggregaten in Abhéngigkeit der Oberflachenhydrophobie zu
visualisieren.

Da bislang mittels PAINT-Methode nur fixierte, zeitlich unverénderliche Objekte unter-
sucht wurden, eréffnet sich durch die Verwendung von Tensiden mit von Natur aus komple-
xen Verteilungsgleichgewichten zwischen Aggregaten an der Oberfliche und in der Losung
die Moglichkeit der zeitabhéngigen Analyse von Aggregationsprozessen und Verdnderun-
gen in Aggregaten. Es konnte daher die Zeitabhéngigkeit der hochaufgelosten Farbstoft-
positionen genutzt werden, um die Bewegung des Farbstoffs in Tensidaggregaten bzw. die
Dynamik von Aggregationsprozessen zu untersuchen.

Visualisierung von Tensidaggregaten Mithilfe der Fluoreszenzmikroskopie konnten
verschiedene Stadien des Aufbaus einer Adsorptionsschicht von Tensiden an hydrophilen
bzw. hydrophoben Oberflichen sichtbar gemacht werden. An relativ planaren hydrophilen
Glasoberflachen konnten sowohl begrenzte Aggregate als auch stérker zusammenhéngende

hydrophobe Bereiche in CTAB-Adsorptionsschichten nachgewiesen werden. Wéahrend an-

XIV
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hand der Adsorptionsisothermen von CTAB an Silicagel eine Adsorption nach Langmuir
abgeleitet wurde, konnte anhand von TIRF-M-Bildern eine zufillige lokale Anh&ufung
adsorbierten Tensids nachgewiesen werden, wodurch zusétzliche Informationen {iber den
Adsorptionsprozess erhalten wurden, die aus der Adsorptionsisothermen nicht direkt er-
halten werden kénnen. Verdnderungen im Aufbau der Adsorptionsschicht konnten durch
Beimischung von anderen Tensiden instantan beobachtet werden. So zeigte die Zugabe des
nichtionischen hochmolekularen PE10500 ein Auflésen der durchgehenden CTAB-Schicht,
das Beimischen von C12EO7 dagegen die Ausbildung von Mischaggregaten.

Nilrot in PE10500-Lésung an Glas wies auch bei Konzentrationen oberhalb der cmc kei-
ne Fluoreszenzereignisse auf, wie anhand von Kenntnissen iiber die Wechselwirkung von
PE10500 mit deprotoniertem Glas zu erwarten war. Mithilfe von Atomkraftmikroskopie
konnten allerdings Aggregate von nur wenigen PE10500-Monomeren an Glimmer abge-
bildet werden. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die PE10500-Aggregate an
Glas einen schwach ausgepriagten hydrophoben Aggregatkern ausbilden, d.h. die stark
verknédulten Monomere bilden eine kleine hydrophobe Domaéne, die nicht gut mit Nilrot
wechselwirken kann.

An hydrophobiertem Glas konnte der mittels Adsorptionsisotherme bereits deutlich un-
terhalb der cmc einsetzende Aggregationsprozess von PE10500 in TIRF-M-Bildern vi-
sualisiert werden. Dabei zeigten sich separate hydrophobe Doménen. Anhand der Hellig-
keitsauswertung der Fluoreszenzereignisse einzelner hydrophober Doménen konnte eine
Zunahme detektierter Fluoreszenzlichtquanten und somit der Hydrophobie der separaten
Aggregate sowie eine Zunahme an hydrophoben Doménen je Messausschnitt mit steigen-
der Tensidkonzentration nachgewiesen werden. Auf diese Weise konnte die Verdnderung
der Art bzw. des Aufbaus der Aggregate zu unterschiedlichen PE10500-Konzentrationen
in Form einer Verdichtung der Oberfliche mit adsorbiertem Tensid verfolgt werden.
Hochauflssende PAINT-Bearbeitung Von den PE10500-Aggregaten an hydrophober
Oberflache konnten hochaufgeloste Bilder erstellt werden, welche eine in der 2D-Projektion
weitgehend runde Form zeigten. Die PAINT-Methode eignet sich zur Abschéatzung der
Groflenordnung zwischen 13 und 60 nm. Die Trefferdichteanalyse der PAINT-Bilder zeigte,
dass die mittels Nilrot visualisierten hydrophoben Doménen aus adsorbierten PE10500-
Monomeren in Wechselwirkung mit den Alkylketten der Silanschicht bestehen. Die Aus-
wertung der Anzahl an hochaufgelésten PAINT-Objekten zeigte, dass es ab der cme nicht
zwangsldufig zu einer stark erhohten Anzahl an Aggregaten an der Oberfliche durch
Adsorption von Mizellen kommt. Erst deutlich oberhalb der cmc nimmt die Anzahl an
PAINT-Objekten pro Messfliche so stark zu, sodass eine Beteiligung von Mizellen am
Adsorptionsprozess nachgewiesen werden kann. Eine Auswertung der mittleren quadra-
tischen Verschiebung zeigte, dass die Aggregate mit einer Genauigkeit von etwa 10 nm

innerhalb der Belichtungszeit (8-50 ms)keine Bewegung ausiiben, d.h. falls Mizellen an
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der Adsorptionsschicht beteiligt sind, worauf die Helligkeitsauswertung deutet, bleiben sie
fest an einer Position.

Zeitliche Auswertung von Bilderserien Durch die Helligkeitsauswertung von Bilder-
serien der TIRF-M-Messungen konnte fiir den Adsorptionsprozess von CTAB bei ver-
schiedenen Konzentrationen nachgewiesen werden, dass die Gleichgewichtseinstellung des
Aufbaus der CTAB-Adsortionsschicht iiber ein Zeitfenster von einigen Minuten erfolgt.
Dass die ausgebildete CTAB-Tensidschicht kein starres Konstrukt ist, sondern einem dy-
namischen Prozess der Brown’schen Molekiilbewegung unterliegt, konnte dadurch gezeigt
werden, dass die hydrophoben Mikrodoménen, in denen Nilrot fluoresziert, zeitlich be-
grenzt zu beobachten waren.

Eine Analyse der Diffusions-Trajektorien von Nilrot in hydrophoben Mikrodoménen der
CTAB-Schicht zeigte, dass diese Doménen bei 0,1-facher cmc noch lokal stark begrenzt
sind, wohingegen Nilrot bei 11-facher cmc deutlich weitldufigere Bewegungen aufzeigt. Dies
weist auf einen Aggregationsprozess an der Oberfliche mit zunehmend zusammenhéngen-
den hydrophoben Doménen in der Adsorptionsschicht durch Verdichtung mit Tensidmo-
lekiilen hin. Es konnte durch das Beimischen von 0,3-facher cmc nichtionischem C19EO7-
Tensid zu einer CTAB-Lésung (> cmc) trotz unverdnderter TIRF-M-Bilder anhand der
Diffusionstrajektorien von Nilrot eine weitlaufigere Diffusion festgestellt und somit eine
geringere Packungsdichte der Misch-Aggregatschicht nachgewiesen werden.

Auch bei PE10500 an hydrophober Oberfliche zeigte sich die Dynamik des Aggregati-
onsprozesses in einer zeitlichen Begrenzung der Fluoreszenzsignal-Spuren. Deren Dauer
konnte mithilfe der PAINT-Lokalisationen ermittelt werden. Sie ergab eine Verteilung
an Fluoreszenz-Beobachtungsdauern, die darauf schlieflen lédsst, dass die meisten PAINT-
Objekte weniger als 2,5 s zu beobachten sind. Dies zeigt, die hydrophoben Doménen der
Adsorptionsschicht sind aufgrund des Verteilungsgleichgewichts von Tensidmolekiilen zwi-
schen adsorbierten und in Losung befindlichen Spezies und aufgrund der Brown’schen
Kettenbewegung adsorbierter Molekiile rdumlichen und zeitlichen Verdnderungen unter-
worfen.

Fazit Insgesamt konnten mithilfe der TIRF-Mikroskopie verschiedene Adsorptionsschich-
ten visualisiert werden, wobei Informationen zu Wechselwirkungen der Tensidmolekiile
mit der Oberfliche und dem Farbstoff gewonnen sowie die Hydrophobizitdt der Adsorp-
tionsschicht charakterisiert werden konnten. Die PAINT-Methode eignet sich zur Erstel-
lung hochaufgeléster Bilder von hydrophoben Doménen, Visualisierung lokaler Hetero-
genitdten, Untersuchung zeitlicher Verénderungen von Packungsdichte und Ausdehnung
hydrophober Doménen und zur Untersuchung der Wechselwirkung von Aggregaten mit
der Oberfliche. Durch die Visualisierung hydrophober Doménen anhand chemischer Ei-
genschaften der Adsorptionsschicht zeichnet sich die verwendete Methode gegeniiber den

rein nach geometrischen Formen abbildenden hochauflésenden Methoden der AFM und
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cryo-TEM aus.



Kapitel 1

Motivation der Arbeit

Tenside spielen in einer Vielzahl von Anwendungen eine grofie Rolle - sowohl im All-
tag als auch in wissenschaftlichen Anwendungen. Selbstaggregierende Lipide bilden das
Grundgeriist biologischer Membranen und damit die Grundlage von Leben. Der amphi-
phile Charakter von Tensiden macht sie zum essentiellen Agens in Waschprozessen, aber
auch zum Stabilisator von Dispersionen und Emulsionen. Auch in wissenschaftlichen An-
wendungen werden Tenside eingesetzt, beispielsweise um in der Nanopartikelsynthese die
Partikelgrofle zu steuern oder um in biologischen Untersuchungen Proteine zu stabilisie-
ren. In allen diesen Anwendungen von Tensiden wird ausgenutzt, dass sie aufgrund der in
einem Molekiil vereinten hydrophilen und hydrophoben Eigenschaften in Lésung und an
Feststoffoberflichen Aggregate bilden. Gerade dieses Aggregationsverhalten bestimmt die
Nutzbarkeit eines Tensids fiir eine Anwendung: Der molekulare Aufbau der Adsorptions-
schicht eines Tensids an einer Oberflache bestimmt deren chemisch-physikalischen Eigen-
schaften. Findet diese Adsorption an einer Pulveroberfliche statt, wird so die Dispersi-
onsstabilitdt der Suspension durch die Tensidaggregate an der Oberfliche bestimmt. Auch
bei anderen Feststoffoberflichen mit einer Tensid-Adsorptionsschicht werden die Wechsel-
wirkungen mit Ionen, Partikeln, Proteinen und anderen Substanzen in einer Lésung durch
die Anordnung der adsorbierten Tenside gesteuert. In der vorliegenden Arbeit sollen daher
Adsorptionsprozesse von Tensiden an Feststoffoberflichen untersucht werden. Damit soll
ermoglicht werden, die Details dieser Adsorptionsprozesse weiter aufzukliaren und so einen
Beitrag dazu zu leisten, Dispersionsstabilititen und Oberflicheneigenschaften aufgrund
passgenauer Wahl einer geeigneten Tensidlosung zur Anwendung einstellen zu kénnen.

Um Aggregationsprozesse von Tensiden in Losung zu untersuchen, kann man aus einer
Vielzahl von Methoden wéhlen. Fiir die Untersuchung von Adsorptionsprozessen an Fest-
stoffoberflichen gibt es einige Methoden, die teils {iber eine direkte Visualisierung und
teils {iber die Auswertung von Messdaten auf der Basis von Adsorptionsmodellen oder

Wechselwirkungstheorien die Adsorptionsschichten analysieren. Jede Methode hat ihre
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Vorteile und ihre Beschriankungen. Die Ergebnisse aller Methoden haben, sich ergénzend,
in den letzten Jahrzehnten einen umfassenden Uberblick iiber grundlegende Prinzipien
der Bildung von Tensidstrukturen in Losung und an Oberflichen ergeben. Aber gerade
die bildgebenden Verfahren mit hoher Auflésung im unteren Nanometerbereich wie die
kryogene-Transmissionselektronenmikroskopie (cryo-TEM) oder die Atomkraftmikrosko-
pie (AFM) haben enorme Beitrage zur Aufkliarung von Tensidstrukturen an Oberflichen
geleistet. Zum Teil haben die Ergebnisse mit diesen beiden Methoden zur Verwerfung von
bis zu ihrer Entwicklung bestehenden Theorien gefiihrt, weil sie im Gegensatz zu modell-
basierten Ergebnisinterpretationen direkte Informationen liefern. [1] Jedoch haben auch
diese beiden Methoden ihre Grenzen: Fiir die cryo-TEM miissen die Proben zur Fixierung
gefroren werden, sodass Molekiile nicht unter Umgebungsbedingungen und immer nur in
einer Momentaufnahme abgebildet werden kénnen. Durch das Abrastern der Probe bei
der AFM zur Erzeugung eines Bildes kénnen bevorzugt Gleichgewichtszustédnde betrach-
tet werden anstatt dynamischer Prozesse. Auflerdem kommt es zur Krafteinwirkung des
Instruments auf die Probe und somit moglicherweise zur Beeinflussung der Anordnung
von Oberflichenaggregaten. Auch kénnen nur Adsorptionsschichten an sehr ebenen Ober-
flichen mittels AFM aufgrund der Oberflichenkorrektur untersucht werden. Wegen dieser
Begrenzungen der beiden bildgebenden Methoden scheint es sinnvoll, nach anderen abbil-
denden Verfahren zu suchen, welche sie ergdnzen kénnen. Zwar konnten diese Methoden
einen Durchbruch in der Charakterisierung von Strukturen von an Oberflichen adsorbier-
ten Tensiden ermoglichen, jedoch bedarf es heutzutage fiir die Ausarbeitung von Details in
Adsorptionsprozessen einer Methode, welche es ermdglicht unter Umgebungsbedingungen
Tensidaggregate in Echtzeit zu visualisieren und dynamische Prozesse aufzudecken. Denn
viele Details von Adsorptionsprozessen, die dynamische Entwicklungen und die genaue
Anordnung von Tensidmolekiilen in der Adsorptionsschicht betreffen, sind noch nicht auf-
geklart.

Die Methode der hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie hat erst in den letzten Jahren
ihren Durchbruch erlangt und ermoglicht, biologische Substanzen mit lateralen Auflésun-
gen von in der praktischen Umsetzung von etwa 20 nm abzubilden und so Funktionsweisen
von Proteinen etc. aufzuklidren. Aus theoretischen Berechnungen der Nyquist-Auflésung
auf der Basis von Photonenemissionen sind sogar Auflésungen von bis zu 5 nm zu erwar-
ten. Bislang wurde die hochauflésende Fluoreszenzmikroskopie noch nicht auf die Untersu-
chung von dynamisch verénderlichen Tensidstrukturen angewendet, da diese zur hochauf-
gelosten Positionsbestimmung der Fluoreszenzemitter fixiert an einer Position vorliegen
miissen. Tensidaggregate dagegen sind selbstassoziierend und einem dynamischen Vertei-
lungsgleichgewicht verschiedener Tensidspezies in Losung und an Oberflichen unterwor-
fen. Sollte es jedoch gelingen, die Methode der hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie

fiir selbstassoziierende Tensidaggregate an Oberflichen nutzbar zu machen, so bote diese



Methode die Moglichkeit, dynamische Aspekte von Adsorptionsprozessen zu untersuchen

und hochaufgeloste Bilder von Adsorptionsstrukturen zu erzeugen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Ansatz der hochauflésenden Fluoreszenzmikro-
skopie zum ersten Mal an dynamisch verdnderlichen Tensidsystemen zu erproben. Her-
ausfordernd hierbei war, dass bislang nur fixierte Aggregate mit der Methode untersucht
worden sind und keine Tensidsysteme, die dynamischen Verteilungsgleichgewichten un-
terliegen. Die Methode der hochauflosenden Fluoreszenzmikroskopie musste zunéchst auf
die Abbildung sich verdndernder Adsorptionsstrukturen angepasst und evaluiert werden.
Mithilfe der hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie sollte dann untersucht werden, ob
ausgewdhlte Tenside an einer hydrophilen bzw. hydrophoben Oberfliche eine Adsorpti-
onsschicht ausbilden, welche im unteren Nanometerbereich strukturiert vorliegt. Zudem
sollten solche Oberflichenaggregate beziiglich Form und Ausdehnung untersucht werden.
Im Gegensatz zur cryo-TEM sollte hier bei Raumtemperatur und Normaldruck gearbeitet
werden und im Gegensatz zur AFM Adsorptionsschichten an nicht hoch-planaren Ober-
flichen und ohne Krafteinwirkung abgebildet werden. Der Vergleich der Ergebnisse der
hochaufgelosten Fluoreszenzmikroskopie mit Ergebnissen der AFM sollte den Einfluss der
Oberfliche auf die Ausbildung von Tensidaggregaten beleuchten. Weitergehend sollte der
Zusammenhang zwischen Tensid-Molekiilaufbau und ausgebildeter Adsorptionsstruktur
analysiert werden. Dies ist mit vielen anderen Methoden nicht iiber eine direkte Visuali-
sierung moglich. Zudem sollten dynamische Aspekte des Adsorptionsprozesses erfasst wer-
den, welche durch direkte Visualisierung durch keine andere Methode unter Umgebungs-
bedingungen an rauen Oberflichen untersucht werden kénnen. Damit soll ein Beitrag zur
Aufklarung von Adsorptionsstrukturen und Adsorptionsprozessen von Tensiden an Ober-
flichen geleistet werden, um langfristig die Steuerung von Oberflicheneigenschaften durch
Wahl geeigneter Tensid-Oberflachensysteme und entsprechender Bedingungen und somit

die Steuerung der Stabilitdt von Dispersionen in diversen Anwendungen zu ermdglichen.
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Kapitel 2

Theorie

2.1 Aggregation von Tensiden

Tenside bestehen aus Molekiilabschnitten verschiedener Hydrophobie. Ublicherweise un-
terscheidet man aufgrund der Bedeutsamkeit des Lésungsmittels Wasser innerhalb eines
Tensidmolekiils zwischen wasserloslichen und wasserunloslichen Abschnitten. Eine mogli-
che Einteilung von Tensiden erfolgt anhand der physikalischen Eigenschaften des was-
serloslichen Molekiilabschnitts in anionische, kationische oder nichtionische Tenside (s.
Abbildung 2.1). Der schlecht wasserlosliche Teil eines Tensids besteht héufig aus einem
Alkylrest. [2]

In stark verdiinnten wéssrigen Losungen liegen Tenside als Monomere vor. [3] Aufgrund
ihres besonderen Aufbaus richten sie sich an den Grenzflichen der Losung entsprechend
ihres Loslichkeitsverhaltens aus: An der Wasser-Luft-Grenzfliche ragen die hydrophilen
Tensidteile in die wéssrige Losung und die hydrophoben Tensidteile in die Luft. Dabei
bleiben die Tensidmolekiile in dieser Grenzfliche beweglich und kénnen bei niedrigen
Tensidkonzentrationen als zweidimensionales Gas beschrieben werden. An der Wasser-
Feststoff-Grenzfliche der Gefaflwand richten sich Tensidmolekiile ebenfalls anhand der
Polaritat des Feststoffs im Vergleich zu Wasser aus, bleiben aber iiblicherweise an einer
festen Position an der Feststoffoberflache.

An der Wasser-Luft-Grenzfliche von Wasser ohne Zugabe von Tensid resultiert die Ober-
flichenspannung aus den ungesittigten Kohésionskréiften von Wassermolekiilen in der
Kontaktfldche zur Luft. Diese Oberflichenspannung sorgt unter anderem fiir die Kriitmmung
eines Wassertropfens. Wird die Tensidkonzentration einer wéssrigen Losung schrittweise
erhoht, reichern sich immer mehr Tensidmolekiile in den Grenzflichen der Losung an.
Dadurch lésst sich eine Verringerung der Oberflichenspannung feststellen, die auf die Ver-
drangung des Wasser-Luft-Kontakts und Ersetzung durch die polareren Tensidteile mit

starkerer Kohésion zu Wassermolekiilen zurtickzufiihren ist. [2]

5
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Abbildung 2.1: Modellhafte Darstellung von anionischen, kationischen bzw. nichtionei-
schen Tensidtypen mit je einem bekannten Vertreter.

Ab einer spezifischen Tensidkonzentration ist die Wasser-Luft-Grenzfliche abgesattigt mit
Tensidmolekiilen, sodass sich trotz weiterer Erh6hung der Tensidkonzentration die Ober-
flaichenspannung nicht weiter verringert. Jedoch bilden sich in Losung meist kugelférmige
Aggregate von Tensiden, sogenannte Mizellen, aus (s. Abbildung 2.2). Hartley stellte 1936
die spéter bestitigte Vermutung auf, nach der sich Tenside nicht aufgrund von anzie-
henden hydrophoben Wechselwirkungen der wasserunltslichen Molekiilteile oder ionischer
Anziehung der hydrophilen Tensidteile zusammen lagern, sondern weil die Wasserstoff-
briickenbindungen zwischen den Wassermolekiilen stéirker sind als Wechselwirkungen zu
insbesondere den hydrophoben Tensidteilen. [4] Triebkraft fiir Mizellisation ist also der so-
genannte hydrophobe Effekt, nach dem sich Tenside mit ihren hydrophoben Tensidteilen
nach innen und den hydrophilen Tensidteilen nach aufler in beispielsweise kugelférmigen
Aggregaten so zusammen lagern, sodass der Wasserkontakt mit den hydrophoben Tensid-
teil minimiert und die Anzahl an Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Wassermolekiilen
maximiert wird. [5] Dies bedeutet, dass sich die hydrophoben Tensidteile im Inneren der
Mizelle zu einem hydrophoben Kern zusammen lagern und durch die hydrophilen Ten-
sidteile vom Wasser grofitenteils abgeschirmt werden, welche die sogenannte Mizellcorona
bilden (s. Abbildung 2.2). Der hydrophobe Effekt ist ein Entropie-getriebener Effekt, d.h.
die freie Energie wird durch einen groflen entropischen Beitrag negativ.

Insgesamt kann die freie Energie der Mizellbildung mit Tanfords Modell beschrieben
werden. [6, 7] Tanfords Modell erkldrt, warum sich Mizellen bilden und eine begrenzte
Grofle erlangen. Dabei fliefit der hydrophobe Effekt, d.h. die Maximierung der Wasser-
stoffbriickenwechselwirkungen zwischen Wassermolekiilen, mit einem negativen Beitrag in
die freie Energie ein und férdert damit die Mizellbildung. Die chemischen Eigenschaften

des wasserunloslichen Tensidteils beeinflussen somit den hydrophoben Effekt und nach
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Tanfords Modell letztlich die cmc, auch wenn er keinen Einfluss auf Aggregatgrofie und
-form hat. Mit je einem positiven Beitrag flielen in die freie Energie ein die freie Energie
des restlichen Wasserkontaktes zum hydrophoben Tensidteil an der Aggregatoberfliche
und der sterischen, ionischen oder Dipol-Abstoflung der hydrophilen Tensidteile durch die
rdumliche Ndhe. Der Beitrag zur freien Energie durch den restlichen Wasserkontakt zum
hydrophoben Tensidteil férdert das Wachstum einer Mizelle, da eine erhdhte Aggregations-
zahl mit einer verminderten Kontaktfliche zwischen hydrophobem Tensidteil und Wasser
korreliert. Der Beitrag durch die Abstoflung der hydrophilen Tensidteile letztlich limitiert
die gebildete Aggregatgrofie. Somit ist die Grofie gebildeter Mizellen und die cme durch
die chemischen Eigenschaften von wasserloslichen und wasserunléslichen Tensidteilen be-
stimmt.

Mizellen haben eine fiir das Tensid spezifische Grofle. In Losung ldsst sich eine Verteilung
leicht unterschiedlicher Mizellgréf8en finden, welche durch eine GauBlanpassung beschrie-
ben werden kénnen. Das Maximum dieser Anpassung beschreibt die mittlere Mizellgréfie
mit der Aggregationszahl als Anzahl an Tensidmolekiilen in dieser durchschnittlich grofien
Mizelle. [5]

Die Tensidkonzentration, ab welcher sich die Oberflichenspannung von Wasser nicht wei-
ter reduziert und Mizellen in Losung bilden, wird als kritische Mizellbildungskonzentration
(cmc) bezeichnet. Ab der cmc liegen Mizellen und hydratisierte Tensidmonomere neben-
einander in Loésung vor. Aniansson et al. beschrieben die Kinetik der Mizellbildung als
schrittweises Wachstum eines Tensidaggregates durch sukzessive Aufnahme einzelner Ten-
sidmolekiile. [5] Dabei wird eine schnelle Austauschrate zwischen einzelnen hydratisierten
Tensidmonomeren in Lésung und Mizellen und eine langsame Bildungs- bzw. Zerfallrate
von Mizellen beschrieben. Zudem wird von einer nur niedrigen Konzentration an nicht
vollstdndig ausgebildeten Mizellen im Vergleich zur Konzentration an Monomeren und
vollstdndigen Mizellen ausgegangen. Dieses Modell konnte jedoch nur fiir niedrige Kon-
zentrationen ionischer und nichtionischer Tenside experimentell bestétigt werden. [8]

Bei hoheren Konzentrationen von ionischen Tensiden beschreibt das Modell von Kahl-
weit den Mizellbildungsprozess durch Fusion und Spaltung submizellarer Aggregate zu
vollstandigen Mizellen besser. [5] Bei niedrigen Tensidkonzentrationen ist die Ladungsdich-
te der Tenside grof}, sodass eine schrittweise Anlagerung zu durch abstoflende Coulomb-
Wechselwirkung stabilisierten Aggregaten stattfindet. Bei hoherer Tensidkonzentration
steigt durch die Dissoziation der Tensidmolekiile in Wasser die Anzahl der die Tensid-
aggregate umgebenden Gegenionen, sodass die effektive Oberflichenladung der Aggregate
verringert wird. Dies ermoglicht die Fusion kleiner Aggregate zu Mizellen.

Fiir nichtionische Tenside entfillt die Coulomb-Wechselwirkung submizellarer Aggregate,
sodass zu Beschreibung der Mizellbildung oberhalb der cmc sowohl Anianssons schritt-

weises Aggregationsmodell als auch Kahlweits Fusions-Zerfallsmodell parallel ablaufende
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Abbildung 2.2: Modellhafte Veranschaulichung des Verteilungsgleichgewichts zwischen ver-
schiedenen Tensidspezies in Abhéngigkeit der Tensidkonzentration und Korrelation mit
dem typischen Verlauf einer Oberflachenspannungskurve. (In Anlehnung an [9])

Prozesse beschreiben kénnen.

Die Verteilung von einzelnen Tensidmolekiilen separat in Losung, in einem Tensidfilm in
der Wasser-Luft- oder Wasser-Geféaf-Grenzfliche und in Mizellen in Losung fiihrt unter
konstanten Bedingungen zur Ausbildung eines Gleichgewichtszustands (s. Abbildung 2.2).
Jedoch ist dieses Gleichgewicht nicht als statische Verteilung, sondern als dynamisches
Gleichgewicht zu betrachten, bei dem die Rate fiir die Anlagerung bzw. Auslésung eines
Tensids in den verschiedenen Aufenthaltssituationen mit einer etwa gleichgrofien Rate zu
beschreiben sind. [5] Temperatur, Druck und Tensidkonzentration (sowie Additive) kénnen
die Gleichgewichtslage dieses dynamischen Gleichgewichts verdndern.

Entsprechend des Aufbaus eines Tensids ist das mittlere Verschiebungsquadrat des Mo-
lekiils abhéngig von einem stoffspezifischen Diffusionskoeffizienten und der Zeit anhand

der Einstein-Smoluchowski-Gleichung:

<z*>=n-Dt (2.1)

Dabei beschreibt n den betrachteten Bewegungsraum (n= 2, 4 bzw. 6 fir 1D-, 2D- bzw.
3D-Bewegung). [3] Die Einstellung des Verteilungsgleichgewichtes ist also unter anderem

auch abhéngig von der Diffusionsgeschwindigkeit der Tensidmolekiile.
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Wiéhrend fiir die Kinetik der Mizellbildung gefunden wurde, dass beim Eintritt eines Ten-
sidmolekiils in eine Mizelle keine Aktivierungsbarriere iberwunden werden muss, da der
Eintritt thermodynamisch freiwillig erfolgt, liegt die Austrittskinetik von einzelnen Ten-
sidmolekiilen aus Mizellen in der Gréfienordnung von Diffusionsprozessen. [3] Das Zeitin-
tervall fiir den Austausch einzelner Tenside zwischen Mizelle und Lésung liegt im Bereich
von Sekunden bis Mikrosekunden.

Bislang wurden Mizellen hier als kugelférmig beschrieben. Neben Kugelmizellen kénnen
jedoch mit zunehmender Tensidkonzentration und Temperatur andere Aggregatformen
entstehen wie z.B. Stdbchenmizellen. [3] Das Verhéltnis von hydrophilem zu hydropho-
bem Tensidteil beeinflusst mafigeblich die Form ausgebildeter Aggregate und wird nach
der Theorie von Isrealachvili mit einem Packungsparameter beschrieben. Bei hoheren Ten-
sidkonzentrationen kénnen sich verschiedene fliissigkristalline Phasen ausbilden. Kubische
Phasen liegen vor, wenn der Volumenanteil des Tensids an der Losung so grof ist, dass
sich Kugelmizellen dreidimensional periodisch anordnen. Bei noch héheren Tensidkonzen-
trationen konnen sich hexagonale bzw. lamellare Phasen bilden, welche aus dreidimensio-
nal periodisch angeordneten Stdbchen bzw. Tensiddoppelschichten mit zwischengelager-
tem Wasser bestehen. Phasendiagramme beschreiben Ubergiinge zwischen verschiedenen
Aggregatformen im bindren Tensid-Wasser-System. Fiir die meisten Tensidlésungen bei
Raumtemperatur und relativ niedrigen Tensidanteilen an der Losung beschréankt sich je-
doch die Aggregatbildung auf Kugelmizellen. [2] Nichtsdestotrotz wurden auch andere
Aggregatformen an Oberflachen gefunden (s.u.).

2.2 Adsorption von Tensiden an Oberflichen

Die Adsorption von Tensiden an Oberflachen wird durch die Wechselwirkung zwischen
diesen gesteuert. Dabei haben sowohl der polare Teil des Tensides (Gruppen und La-
dungszustand), die Kettenldnge und chemische Struktur des hydrophoben Tensidteils, als
auch die Hydrophilie/Hydrophobie der Feststoffoberfliche und méglicherweise ihre La-
dungsverteilung, die Portsitdat der Oberfliche sowie Temperatur, Additive in der Losung
etc. Einfluss auf die Adsorption. [3] Insbesondere durch die Uberlagerung verschiedener
Faktoren ergibt sich ein komplexes System an Einflussgrofien.

Grundlegende Prinzipien zur Adsorption sind dennoch eindeutig, wobei zunédchst die Ad-
sorption aus verdiinnten Tensidlosungen betrachtet wird: Fiir die Adsorption an hydropho-
ben Oberflichen ergibt sich aufgrund der hydrophoben Wechselwirkung zwischen Ober-
fliche und hydrophobem Tensidteil eine Tensidanlagerung iiber diesen an der Oberflédche
mit zur Losung zeigendem hydrophilem Tensidteil (s. Abbildung 2.3 a). Somit bildet sich

eine monomolekulare Tensidschicht aus. Bei der Adsorption an hydrophilen Oberflichen
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Abbildung 2.3: Schematischer Aufbau einer Tensid-Monoschicht an einer hydrophoben
Oberfliche (a) bzw. einer hydrophilen, geladenen Oberfléche (b).

lagert sich das Tensid mit dem polaren Tensidteil an der Oberfliche an. Weist die Ober-
fliche permanente Ladungen auf, iibt sie eine Coulomb-Kraft auf geladene Teilchen aus.
Bei der Adsorption ionischer Tenside ersetzt ein angelagertes Tensidmolekiil ein zuvor
durch Coulomb-Wechselwirkung gebundenes Gegenion und bildet ein Ionenpaar mit der
Oberflachenladung in Sinne einer elektrochemischen Doppelschicht (s. Abbildung 2.3 b). [3]
Ublicherweise steigt die Anzahl an adsorbierten Tensidmolekiilen an der Oberfliche mit
zunehmender Tensidkonzentration. Dies ldsst sich in einer Adsorptionsisotherme darstel-
len, welche die adsorbierte Menge als Verhéltnis der Anzahl adsorbierter Tensidmolekiile
zu Fliacheninhalt der Oberflache in Abhéngigkeit der Tensidkonzentration zeigt. Je nach
Beschaffenheit der Feststoffoberfliche und chemischer Struktur des Tensids entstehen teils
sehr unterschiedliche Verldufe von Adsorptionsisothermen, welche mit entsprechenden Mo-
dellen angepasst und erklart werden kénnen.

Das einfachste Modell zur Beschreibung der Adsorption eines Adsorbats (Tensids) an ei-
nem Adsorbens (einer Oberfliche) ist das Langmuir-Adsorptionsmodell. Dabei stellt sich in
einem Adsorptionsprozess ein Gleichgewicht zwischen adsorbierter und in Wasser geloster
Adsorbat-Spezies ein, sodass fiir jede Gleichgewichtskonzentration c., des Adsorbats eine
bestimmte Anzahl an Teilchen pro Oberflicheneinheit adsorbiert ist. Langmuir machte
dabei die Annahmen, dass die Oberfliche so beschaffen ist, dass alle Adsorptionsplétze
gleichméaBig verteilt und gleichwertig sind. [3] Zudem wird die Oberflache nur durch eine
monomolekulare Schicht des Adsorbats bedeckt, sodass bei einer ausreichenden Adsorbat-
Konzentration eine maximale adsorbierte Menge I',,4. erreicht wird. Bei der Adsorpti-
on soll es nicht zu Wechselwirkungen zwischen bereits adsorbierten Teilchen untereinan-
der kommen. Es ergibt sich eine Isotherme mit einem Plateau, deren Form Langmuir-
Isothermenform oder L-Typ genannt wird (s. Abbildung 2.4). Die adsorbierte Menge I"

des Adsorbats lasst sich als Verhaltnis zwischen Anzahl adsorbierter Teilchen und An-
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Abbildung 2.4: Skizze unterschiedlicher Formen einer Adsorptionsisotherme: L-Typ, S-Typ
bzw. LS-Typ.

zahl an Adsorptionsplédtzen definieren, welches aus Griinden der Praktikabilitdat hdufig als
Verhéltnis zwischen Stoffmenge adsorbierter Molekiile und Flacheninhalt der Oberflédche
angegeben wird. Nach dem Langmuir-Adsorptionsmodell wird die adsorbierte Menge I in
Abhéngigkeit der Gleichgewichtskonzentration des Adsorbats c., durch folgende Formel
beschrieben, wobei K als Langmuir-Sorptionskoeffizient die Gleichgewichtskonstante des

Adsortionsprozesses darstellt:

KL'Ceq

=" . A S
max 1+KL‘Ceq

(2.2)

Abweichungen von der Langmuir-Isothermenform deuten auf einen differenzierten, stu-
fenweisen Adsorptionsmechanismus hin. So kann die Ausbildung eines zweiten Plateaus
auf die Umorientierung von Tensidmolekiilen, Aggregationen oder die Ausbildung einer
zweiten Lage an Tensiden auf der ersten Lage deuten (LS-Typ, s. Abbildung 2.4). Abwei-
chungen im durch das mathematische Langmuirmodell beschriebenen Anstieg der adsor-
bierten Menge mit zunehmender Gleichgewichtskonzentration des Tensids (s. Formel 2.2)
weisen hin auf konzentrationsabhéngige intermolekulare Wechselwirkungen wie z.B. ioni-
sche Abstoflung zwischen adsorbierten Molekiilen oder Anschmiegen von Tensidmolekiilen
an die Oberflache (S-Typ, s. Abbildung 2.4). Aggregatbildungen an einer Oberfliche sind
konzentrationsabhéngig. In Analogie zur cmc wird die Tensidkonzentration in Loésung,
ab der es zur Ausbildung von Oberflichenaggregaten kommt, als kritische Oberflachen-
Mizellisationskonzentration (csmc) bezeichnet.

Da Langmuirs Annahme, dass es keine Wechselwirkung zwischen Tensiden im Adsorpti-
onsprozess gibt, hdufig nicht die Realitét beschreibt, entwickelten Gu und Zhu ein Adsorp-
tionsmodell, welches zweistufige Adsorptionsprozesse gut beschreibt, die eineS- oder eine

LS-Isothermenform zeigen. [10] Zwischenmolekulare Wechselwirkungen kénnen haufig bei
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Abbildung 2.5: Typischer Verlauf einer LS-Isotherme nach dem Vier-Regionen-
Adsorptionsmodell mit entsprechender molekularer Deutung der ausgebildeten Adsorp-
tionsschicht am Beispiel eines Kationtensids an einer negativ geladenen Oberfliche (in
Anlehnung an [11]).

niedrigen Gleichgewichtskonenztrationen und niedrigen adsorbierten Mengen vernachlassigt
werden, wirken sich jedoch bei grofier Oberflichenbelegung auf die adsorbierte Menge aus.
Somit definierten Gu und Zhu zwei Gleichgewichtskonstanten k; fiir die Adsorption des
Tensids an der Oberflache bei niedriger Belegung ohne intermolekulare Wechselwirkung
zwischen adsorbierten Tensiden bzw. ko fiir die Adsorption unter anziehender Wechselwir-
kung zwischen bereits adsorbiertem und sich anlagerndem Tensid. Dieser zweite Schritt der
Adsorption basiert, d&hnlich der Mizellbildung in Lésung, auf einem entropiegetriebenen
Effekt. Da sich durch die durch anziehende Wechselwirkung adsorbierten Tenside direkt
nebeneinander befinden, wird von Gu und Zhu eine Aggregationszahl n eingefiihrt, welche
ebenfalls die adsorbierte Menge beeinflusst. Die gebildeten Aggregate an der Oberfliche
werden auch Admizellen oder Hemimizellen genannt. Die folgende Gleichung beschreibt

nach dem Gu-Zhu-Adsorptionsmodell die adsorbierten Menge:

1 o an—1
n ke e

Ltk Cegr (L+ k-l h)

T = Thas - ki1 - Ceg (2.3)

Diese Isothermengleichung kann LS-Isothermen gut beschreiben, aber ebenso L- oder S-
Isothermenformen, je nach Wahl der Parameter ki, k2 und n. [10] Prinzipiell deuten hohe
k1-Werte (> 10* — 10%) auf einen zweistufigen Adsorptionsprozess hin. Bei derartig hohen
k1-Werten beeinflusst ko die relative Lage des zweiten Plateaus: je grofler ko, umso steiler

der Anstieg des zweiten Plateaus und umso kleiner die Dichte an Aggregaten adsorbierter
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Abbildung 2.6: Schematische Darstellung der Adsorption eines hochmolekularen Tensids
unter Ausbildung von Schlaufen und Schleppen bzw. Biirsten (nach [3]).

Tenside an der Oberfliche. Bei LS-Isothermen korreliert ein hoher n-Wert mit einer hohen
Dichte an Aggregaten adsorbierter Tenside an der Oberfliche und mit einem weicheren
Ubergang vom ersten ins zweite Plateau, d.h. einem Isothermenverlauf iiber einen relativ
breiten Gleichgewichtskonzentrationsbereich.

Im Vier-Regionen-Adsorptionsmodell, zu dem auch die LS-Isothermen zdhlen, erfolgt die
Adsorption einzelner Monomere bei sehr geringen Tensidkonzentartionen wie im Langmuir-
Modell, allerdings gefolgt von der Aggregation weiterer adsorbierender Tenside in der
Oberflache bei Erhohung der Tensidkonzentration (s. Abbildung 2.5). [11] Somit bildet
sich bei niedrigen Tensidkonzentrationen zunéchst ein kleines Plateau aus, welches sich in
manchen Féllen nur in einer Anderung der Steigung des Isothermenabschnitts ausdriickt.
Bei weiterer Erhohung der Tensidkonzentration kommt es zu einer Aggregation, sodass
sich abermals die Steigung éndert (dritte Region). Es kann sich eine zweite Schicht oder
Admizellen auf der ersten Monolage ausbilden (Doppelschicht, reverse Adsorption) oder
durch Aggregationsprozesse direkt an der Oberfliche formt sich die Monolage zu Ober-
flichenaggregaten um. [12] Ist die Oberflichenzugénglichkeit fiir diese Doppelschicht oder
Oberflichenaggregate erschopft, bildet sich das Plateau der Isotherme in der vierten Re-
gion aus.

Hochmolekulare Tenside haben durch den Aufbau aus vielen Einzelsegmenten entspre-
chend viele Kontaktmdoglichkeiten zur Ausbildung von Wechselwirkungen mit der Ober-
flache. Je langer das Tensidmolekiil, umso mehr Wechselwirkungspunkte gibt es zwischen
Tensid und Oberfliche und umso stirker die Adsorption. Bei gleichzeitiger Anwesenheit

von kurzkettigen und langkettigen Tensiden vergleichbaren chemischen Aufbaus kann also
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das langkettige Tensid bevorzugt adsorbiert werden. [3] Die Einstellung eines Adsorptions-
gleichgewichts kann unterschiedlich lange dauern. Fiir die Orientierung der Tensidmolekiile
an einer Oberfliche hat dies komplexe Anordnungen zur Folge. Es kénnen sich sogenannte
Schlaufen und Schleppen bilden (s. Abbildung 2.6), wenn das Tensid stark mit der Ober-
fliche wechselwirkt. In die Losung ragende lange hydrophobe Tensidteile von hochmoleku-
laren Tensiden werden als Biirsten bezeichnet, wenn aufgrund schwacher Wechselwirkung
mit der Oberfldche nur ein geringer Anteil des Molekiils daran gebunden ist.

Vereinfachend wurde bislang von einer planaren Festkorper-Wasser-Grenzfliche gespro-
chen. Tatséchlich hat eine Festkorperoberfliche eine gewisse Topographie und entspre-
chend ungleichméBig verteilte chemische Gruppen und somit chemische Eigenschaften,
was Adsorptionsprozesse zusétzlich verkompliziert. Der Realitdt vieler Oberflachen ent-
sprechend miisste man anstatt einer zweidimensionalen Grenzfliche eine dreidimensionale
Grenzphase betrachten, selbst an hochplanaren Oberflachen, wo sich Phidnomene wie Ten-

sidanreicherungen in Oberflichennéhe abspielen kénnen.

2.3 Methoden

Tenside bilden in Lésung sowie an den Grenzflichen der Losung zu Feststoffen eine Viel-
zahl von unterschiedlichen Aggregaten und Schichten, welche - einmal gebildet - stdndigen
Verdnderungen unterliegen durch den Austausch einzelner Tensidmolekiile im Rahmen ei-
nes dynamischen Verteilungsgleichgewichts zwischen verschiedenen Aufenthaltsorten. Die
Untersuchung von Tensidstrukturen ist damit ein komplexes Forschungsgebiet, wenn ki-
netische Aspekte der Aggregation, die Beschreibung der sich dynamisch verdndernden
Tensidstrukturen und die Charakterisierung des Einflusses von Bestandteilen der Losung
und von Feststoffoberflichen beriicksichtigt werden sollen.

In den letzten Jahrzehnten haben sich eine Vielzahl von Methoden bewédhrt, um diverse
Teilaspekte des Aggregationsprozesses von Tensiden zu untersuchen. Jede Methode hat mit
ihren Vorziigen einen Beitrag zur Aufklarung wesentlicher Grundprinzipien der Aggregati-
on von Tensiden in Losung und an Oberflichen leisten kdnnen. Aufgrund der Komplexitét
dieser Aggregationsprozesse ist eine Vielzahl an Methoden notwendig, da jede auch ihre
Begrenzungen hat. Im Folgenden werden einige wesentliche Methoden vorgestellt, die einen
maflgeblichen Beitrag zur Aufklarung der Aggregation und Adsorption von Tensiden ge-

leistet haben oder die fiir die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit notwendig waren.
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2.3.1 Methoden zur Untersuchung von Aggregaten in der Volumenpha-
se

Dynamische Lichtstreuung Die dynamische Lichtstreuung (DLS) eignet sich, um hy-
drodynamische Durchmesser von Tensidaggregaten in Losung zu bestimmen. Dabei wird
eine Lichtquelle auf die Probeldsung gerichtet und deren Streulicht detektiert. Durch die
Interferenz gestreuten Lichts aufgrund von Diffusion der Aggregate in Losung kommt es
zu Fluktuationen in der Intensitédt des Streulichts. Anhand einer Auswertung der Streu-
lichtintensitat mittels Autokorrelationsfunktion (s. Abschnitt 3.6) konnen hydrodynami-
sche Durchmesser der in der Losung diffundierenden Aggregate berechnet werden und so
verschiedene Aggregat-Spezies in Losung identifiziert werden.
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie Wie auch bei der DLS kénnen mittels Fluores-
zenzkorrelationsspektroskopie (FCS) hydrodynamische Durchmesser von diffundierenden
Teilchen bestimmt werden. Ein Fluoreszenzfarbstoff, der in einem Tensidaggregat einge-
lagert ist, wird dabei mit Licht angeregt und das Fluoreszenzlicht detektiert. Ahnlich
der DLS wird hier aus der Fluktuation der Fluoreszenzlichtintensitdt mithilfe einer Auto-
korrelationsfunktion der hydrodynamische Durchmesser des diffundierenden fluoreszenten
Objektes ermittelt (s. Abschnitt 3.9). Die FCS bietet zusétzlich die Moglichkeit die Wech-
selwirkung des Fluoreszenzfarbstoffs mit dem Tensidaggregat zu untersuchen.

eTCSPC Mit der zeitkorrelierten Einzelphotonenzéhlung eines Ensembles (englisch en-
semble time-correlated single photon counting, eTCSPC) kann die Fluoreszenz-Lebensdauer
eines Fluoreszenz-Farbstoffs ermittelt werden. Befindet sich dieser Farbstoff in einem Ten-
sidaggregat, konnen Riickschliisse anhand der Fluoreszenz-Lebensdauer auf die Beschaf-
fenheit des Tensidaggregates beziiglich Hydrophobie und Viskositét gezogen werden. Zur
Berechnung der Fluoreszenz-Lebensdauer wird ein Ensemble von Fluorophoren mit einem
gepulsten Laserstrahl angeregt und gleichzeitig die Zeitmessung gestartet. Die Detektion
von Emissionslicht beendet die Zeitmessung. Nach vielfacher Wiederholung dieses Vor-
gangs wird ein Histogramm der detektierten Fluoreszenz-Lebensdauern des Ensembles
erstellt, welches mit Exponentialfunktionen angepasst werden kann, aus welchen die mitt-

lere Fluoreszenz-Lebensdauer abgeleitet wird (s. Abschnitt 3.7).

2.3.2 Methoden zur Untersuchung von Adsorptionsschichten

Kontaktwinkelmessungen Das Benetzungsverhalten einer Tensidlosung auf einer spe-
zifischen Oberflache kann durch Messen von Kontaktwinkeln untersucht werden. [3] Dazu
wird die Oberfliche mit der Fliissigkeit benetzt und anschlieBend der Kontaktwinkel zwi-
schen einem Wassertropfen auf der beschichteten Oberfliche gemessen. Eine hydrophile

Oberflédche wird durch eine gebildete Adsorptionsschicht des Tensids hydrophobiert, sodass
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der Kontaktwinkel im Vergleich zur unbehandelten Oberfliche gréfier wird. Die Methode
kann evaluieren, ob sich eine Adsorptionsschicht ausbildet, die die Oberflacheneigenschaf-
ten verdndert.

Adsorptionsisotherme nach der Konzentrationsdifferenzmessung Fine Adsorpti-
onsisotherme zeigt die adsorbierte Menge an Tensid an einer Oberfliche in Abhédngigkeit
der Tensid-Gleichgewichtskonzentration. [3] Um messbare Abnahmen der Gesamtstoff-
menge des Tensids durch Adsorption an der Oberfldche zu erhalten, werden meist Pulver
mit groem Oberflacheninhalt pro Masse verwendet. Anhand der Isothermenform kénnen
Informationen tiber Aggregationsprozesse gewonnen werden, wenn entsprechende Modelle
zum Adsorptionsmechanismus zugrunde gelegt werden (s. auch Abschnitt 2.2).
Reflektometrie Mithilfe unterschiedlicher Strahlungsquellen wie Neutronen-, Rontgen-
oder andere Lichtstrahlen konnen anhand des an einer Oberfliche reflektierten Signals
Riickschliisse auf die Oberflichenbeschaffenheit gezogen werden. [11] Da Neutronen mit
Atomkernen und Roéntgenstrahlen mit Elektronen wechselwirken, kénnen jeweils unter-
schiedliche Informationen iiber die Atomanordnung gezogen werden. Insbesondere mit der
Neutronenreflektometrie lassen sich Orientierungen von adsorbierten Tensidmolekiilen und
Konzentrationsprofile an Oberflachen erfassen, da unterschiedliche Atomkerne Neutronen
unterschiedlich stark streuen. Deswegen muss mit Deuterium zur Kontrastregulierung ge-
arbeitet werden. Die Hauptbeschrankung der Neutronenreflektometrie liegt darin, dass die
Interpretation der Daten stark von dem zugrundeliegenden Modell abhéngig ist. Da sel-
ten Adsorptionsschichten aus einer homogenen ungeordneten Adsorptionsschicht bestehen,
miissen molekulare Adsorptionsmodelle fiir die Anpassung verschiedener Beugungsdichten
genutzt werden.

Ellipsometrie Die Ellipsometrie und die optische Reflektometrie nutzen dagegen Unter-
schiede in den Brechungsindizes von Oberflichen und Tensidadsorptionsschicht aus, um
Schichtdicken und adsorbierte Mengen zu bestimmen. Dabei wird polarisiertes Licht an der
Oberfliche, an der auch die Adsorption stattfindet, reflektiert. Anhand der Anderung der
Polarisation des reflektierten Lichtes kénnen Riickschliisse auf die Adsorptionsschicht ge-
zogen werden. Im Gegensatz zur Neutronenreflektometrie kann keine Molekiilorientierung
herausgearbeitet werden. Der Vorteil der Ellipsometrie liegt darin, dass sie die Dynamik
des Adsorptionsprozesses betreffende Fragen adressieren kann, allerdings ohne direkte Vi-
sualisierung.

TIRF-Mikroskopie Die Fluoreszenzmikroskopie ist ein bildgebendes Verfahren, bei dem
das emittierte Licht von Fluoreszenzfarbstoffen zur Aufklirung von Prozessen genutzt
wird. Da in dieser Arbeit Prozesse an einer Feststoff-Wasser-Grenzfliche untersucht wer-
den sollten, bot sich die total intern reflektierende Fluoreszenz-Mikroskopie (TIRF-M)
an. Hierbei werden nicht alle Farbstoffmolekiile in Losung angeregt, sondern selektiv in
Oberflichennéhe befindliche (s. Abbildung 2.7). Befindet sich der Fluoreszenzfarbstoff in
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Abbildung 2.7: Aufbau eines total intern reflektierenden Fluoreszenzmikroskops (TIRF-
Mikroskops). Durch Erzeugung eines evaneszenten Feldes werden selektiv Farbstoffe in
Oberflaichennédhe angeregt und ihr Fluoreszenzsignal mittels Strahlteiler separiert und de-
tektiert.

Oberflaichenaggregaten aus Tensiden, kénnen diese durch das Emissionslicht des Farbstof-
fes sichtbar gemacht werden. Die selektive Anregung von Farbstoffen in Oberflichennéhe
wird durch die Erzeugung eines evaneszenten (abklingenden) Feldes des Anregungslichtes
durch Totalreflexion an der Deckglas-Probenfliissigkeit-Grenzflache erreicht. [13] Indem
ein Objektiv mit hoher numerischer Apertur verwendet wird und der Laserstrahl des An-
regungslichtes nicht mittig durch das Objektiv gefithrt, sondern auf den Rand der Riicka-
pertur fokussiert wird, wird der kritische Winkel der Totalreflexion vom optisch dichteren
Medium Glas zum optisch diinneren Medium Wasser iiberschritten. Nicht nur einfallendes
Anregungslicht, sondern auch total reflektiertes Licht und Fluoreszenzemissionslicht wer-
den iiber das Objektiv geleitet, weshalb zur Separation des Emissionslichtes Strahlteiler
notwendig sind. Ein evaneszentes Feld ist etwa 50-300 nm tief und klingt exponentiell mit
dem Abstand zur Glas-Wasser-Grenzflache ab.

2.3.3 Hochauflosende Methoden zur Untersuchung von Oberflichenag-
gregaten

Wiéhrend es bislang eine Vielzahl an Methoden zur Untersuchung von Tensidaggregaten
in Losung gibt, von denen allein in dieser Arbeit relevante beschrieben wurden, gibt es
bislang nur zwei bedeutsame Methoden zur Visualisierung von Oberflichenaggregaten von

Tensiden mit einer Auflésung im unteren Nanometerbereich: die kryogene Transmissions-



18 KAPITEL 2. THEORIE

elektronenmikroskopie und die Atomkraftmikroskopie. Die hochauflésende Fluoreszenz-
mikroskopie soll in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal auf dynamisch verdnderliche
Tensidsysteme angewendet werden.

Kryogene Transmissionselektronenmikroskopie Bei der Elektronenmikroskopie wird
ein zu untersuchendes Objekt mithilfe eines Elektronenstrahls abgebildet. Bei der Trans-
missionselektronenmikroskopie durchdringt der Elektronenstrahl nach Passieren eines Va-
kuums die diinne Probe, welche die Elektronen absorbiert oder streut, sodass ihre Beschaf-
fenheit anhand der Intensitét der dahinter detektiereten Elektronenstrahlintensitét erfasst
werden kann. Da fiir diese Art der Mikroskopie feste Proben benttigt werden, miissen Ten-
sidlosungen zunéchst chemisch oder physikalisch fixiert werden. Die sogenannte kryogene
Transmissionselektronenmikroskopie (cryo-TEM) kann Bilder erstarrter, amorpher Ten-
sidlosungen erzeugen. Das Gefrieren wird idealerweise instantan bei meist -183°C gestaltet,
sodass es keine Verdnderungen durch beispielsweise Konzentrationsidnderungen im Gefrier-
prozess gibt. [14] Die Auflésung von TEM-Bildern liegt im Bereich von 0,1-1 nm. [15]
Atomkraftmikroskopie Die Atomkraftmikroskopie (AFM) ist ein bildgebendes Verfah-
ren, bei dem eine Oberflichenstruktur mithilfe einer Blattfeder mit nanoskopisch feiner
Spitze (Kantilever) abgetastet wird. [3] Zwischen Kantilever und Oberfliche wirken an-
ziehende Krifte (van-der-Waals oder Kapillarkrifte) oder abstolende Kréfte mit geringer
Reichweite (Coulomb-Abstoflung oder Abstofung nach dem Pauli-Prinzip) auf die Blatt-
feder. Die aus Anziehung und Abstofung resultierende effektive Kraft wird als Lennard-
Jones-Potential bezeichnet. Eine Oberfliche kann im Kontakt-Modus gescannt werden,
wobei der Kantilever in direktem Kontakt zu ihr steht. Im Nicht-Kontakt-Modus oszilliert
der Kantilever in gewissem Abstand zur Oberfliche, wobei das Lennard-Jones-Potential
der Oberfliche eine Verdnderung der Oszillation der Blattfeder bewirkt, welche in eine
Abstandsénderung umgerechnet wird. Neben der Oberfliche selbst wechselwirken auch
adsorbierte Tensidstrukturen mit dem Kantilever. Die durch die Wechselwirkung bewirkte
Auslenkung der Blattfeder wird meist durch einen optischen Sensor mittels Laserreflekti-
on gemessen. Durch zeilenweises Abrastern der Oberflache, gesteuert durch Piezoelemente,
kann positionsabhéingig das auf den Kantilever wirkende Lennard-Jones-Potential durch
Wechselwirkung mit der Oberflichenstruktur gemessen werden und anhand dieses Potenti-
als ein Hohenprofil erstellt werden. Aus diesen Hohenprofilen kann abgeleitet werden, wel-
che Strukturen Tensidaggregate an der Oberfliche ausbilden. So ist es moglich, an hydro-
philen und hydrophoben Oberflichen adsorbierte Tensidstrukturen wie Mizellen, Zylinder
oder ungeordnete Monoschichten mit einer Auflésung von wenigen Nanometern abzubil-
den. Die Auflésung von AFM-Hohenprofilen wird durch die Planaritidt der Oberfliche und
die eigene Ausdehnung des Kantilevers bestimmt, d.h. durch seinen Kriimmungsradius.
Um die sehr kleinen Tensidstrukturen abzurastern, ist eine sehr ebene Oberflache fiir eine

planare Basislinie notwendig, was die Oberflichenwahl auf hoch-planare Mineralien, aber
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auch (beschichtete) Metalle oder Siliziumdioxid einschrénkt.

Hochauflosende Fluoreszenzmikroskopie Wihrend Zellen noch mit klassischer Licht-
mikroskopie ausreichend aufgelost werden konnen, reicht deren Auflésung nicht zur Vi-
sualisierung molekularer Details. Ublicherweise werden hierfiir die Atomkraftmikrosko-
pie (AFM) oder Elektronenmikroskopie verwendet. Fiir letztere miissen die Proben je-
doch harschen Prozeduren zur Fixierung unterworfen werden, insbesondere bei der cryo-
Transmissionselektronenmikroskopie (cryo-TEM) durch Schockgefrieren, sodass Molekiile
dabei nicht unter nativen Bedingungen abgebildet werden kénnen. Bei der AFM liegt die
Auflésung in der Grofienordnung des verwendeten Kantilevers von unter 20 nm. Durch das
Abrastern der Probe zur Erzeugung eines Bildes kénnen jedoch bevorzugt Gleichgewichts-
zustédnde betrachtet werden anstatt dynamischer Prozesse und es kommt zur Kraftein-
wirkung des Kantilevers auf die Probe und somit moglicherweise zur Beeinflussung. Um
molekulare Details dennoch mit einem bildgebendem Verfahren ohne Krafteinwirkung und
unter nativen Bedingungen zu untersuchen, wurde die Fluoreszenzmikroskopie weiterent-
wickelt.

Die Grenzen der Auflésung von Lichtmikroskopie kommen generell durch Beugungsphéno-
mene zustande. [16] Der Lichtstrahl eines idealen Lasers kann als 3D-Welle gerader par-
alleler Fronten (Ebenen) beschrieben werden. An einer Blende (Apertur) in der Gréfen-
ordnung der Wellenldnge des Lichts werden nach dem Prinzip von Huygens kugelférmige
Elementarwellen so tiberlagern, dass sich ein Beugungsmuster ergibt. In groffem Abstand
zwischen Beobachtungsebene und Blende beschreibt die Fraunhofer-Beugung die Inten-
sitdtsverteilung des Fernfeld-Beugungsmusters. Dieses besteht aus konzentrischen Kreisen
aus abwechselnden Intensitdtsmaxima und -minima mit von der Mitte nach aulen abneh-
mender Intensitdt. Airy beobachtete bereits 1835 die inneren Kreise hochster Intensitét,
weshalb diese Airy-Scheibe genannt werden. Ein fokussierter Laserstrahl kann also auf-
grund von Beugungsphénomenen durch Interferenz mit Bauteilen eines Mikroskops keine
unendlich kleine Punktanregung ergeben, sondern immer einen Lichtfleck von in zweidi-
mensionaler Ebene konzentrisch zu- und abnehmender Intensitét. Diese Airy-Scheibe wird
in den mittels TIRF-M aufgenommenen Bildern als konzentrischer Helligkeitsunterschied
zu sehen sein.

Auch optische Linsen wirken als kreisférmige Aperturen, sodass eine unendlich kleine
punktférmige Quelle von Emissionslicht in der Probe ein Beugungsmuster dhnlich der
Airy-Scheibe detektiert wiirde. Das Beugungsmuster einer in ihrer Ausdehnung minimalen
Lichtquelle an dem Detektor wird Punktspreizfunktion (PSF) genannt. Die Halbwerts-
breite deren Maximums bestimmt die Auflésung des Mikroskops: je schmaler die PSF,
umso ndher beieinander liegende Objekte kénnen noch voneinander unterschieden wer-
den und umso besser die Auflésung. Die als Rayleigh-Kriterium bezeichnete Definition

der Auflosung d leitet sich aus diesem Zusammenhang als Halbwertsbreite der PSF ab:
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Zwei Emitterquellen kénnen noch getrennt voneinander wahrgenommen werden, wenn der
Abstand der beiden Hauptmaxima ihrer PSFen mindestens den Abstand zwischen ihrem
Hauptmaximum und erstem Minimum der PSF betridgt (s. auch Abbildung 7, Maraw-
ske). [16]

Diese Auflosung d eines Mikroskops mit Linse mit numerischer Apertur NA beschrieb

Abbe mit folgender Formel:
1,22\

1= 5 NA

(2.4)

Dabei verhélt sich die Auflésung des Mikroskops proportional zur Wellenldnge A\ des ver-
wendeten Lichts und antiproportional zur numerischen Apertur. Doch trotz niedriger ver-
wendeter Wellenldngen und hoher numerischer Aperturen bleibt die Auflésung eines Mi-
kroskops auf etwa 150 nm beschréankt. Deswegen wurde in den letzten Jahren eine Vielzahl
an Methoden entwickelt, um diese Grenze zu unterschreiten. [17] Die prinzipiellen Ansétze
werden im Folgenden erldutert sowie die wichtigsten Methoden vorgestellt.

Aufhebung der Linearitdit Der prinzipielle Ansatz ist die Authebung des linearen Zu-
sammenhangs zwischen lokaler Anregung und Emission. Indem bei gleicher Anregung
die Anzahl an Emittern erniedrigt wird, kann die Auflésung gesteigert werden. Eine Me-
thode nach diesem nichtlinearen Ansatz ist die stimulated emission depletion (STED)-
Mikroskopie, fiir die Hell 2014 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet wurde. [18] Die Nicht-
linearitat zwischen Anregung und Emission wird dadurch erreicht, dass ein Teil bereits
angeregter Fluorophore durch stimulierte Emission in den Grundzustand iiberfithrt wird.
Dies wird durch einen ringférmigen Laserstrahl ermoglicht, der um den Fokuspunkt des
Anregungsstrahls herum angeregte Fluorophore mit einer Wellenléinge aus ihrem Emissi-
onsspektrum bestrahlt, sodass diese stimuliert emittieren. Durch die permanente stimu-
lierte Emission im Auflenbereich kann nur in einem kleinen Bereich inmitten des Anre-
gungsstrahls, der kleiner ist als der beugungsbegrenzte Anregungsfokus, spontane Emission
erfolgen. Das Fluoreszenzsignal spontaner und stimulierter Emission kénnen zeitlich oder
mittels Filter separiert werden. [17] Durch Abrastern der Probe mit beiden Laserstrahlen
kann ein Gesamtbild erstellt werden.

Ein anderer Ansatz zur Aufhebung der Linearitdt besteht in einer stochastischen Emissi-
on. D.h. Ziel ist es nur einzelne Fluorophorsignale zu detektieren, welche nicht tiberlagert
werden durch andere Signale in der Nihe, und aus der Uberlagerung vieler Einzelsignale
ein besser aufgelostes Gesamtbild zu erzeugen (d= 20-30 nm). [19] Diesen Ansatz verfolgen
unter anderem die Methoden photoactivation localization microscopy (PALM) und stocha-
stic optical reconstruction microscopy (STORM). Im PALM-Ansatz wird die stochastische
Emission erreicht durch photoaktivierbare fluoreszierende Proteine, welche mit zu untersu-

chenden Proteinen fusioniert werden. [20] Diese miissen fir diese Visualisierungsmethode
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fixiert vorliegen. Durch kurze Bestrahlung mit Licht geeigneter Wellenldnge werden einige
wenige zufillige photoaktivierbare fluoreszierende Proteine aktiviert und mit einer zwei-
ten Wellenlénge ihre Fluoreszenz detektiert, bis die meisten Fluorophore gebleicht sind.
Durch Wiederholen dieses Verfahrens werden viele Bilde einzelner Fluoreszenzsignale zu
einem Gesamtbild iiberlagert. Durch Mikroskopieren verschiedener Schichten von bis zu
50-80 nm Dicke kénnen sogar 3D-Bilder erstellt werden. Betzig et al. erhielten fiir die
Entwicklung dieser Methode 2014 den Chemie-Nobelpreis. [18]

Anders als PALM verwendet die Methode stochastical optical reconstruction microscopy
(STORM) neben markierten Proteinen auch organische Fluoreszenzfarbstoffe. [21] Farb-
stoffe werden dabei zuféllig in dunkle Zustédnde versetzt. Es fungiert ein Fluorophor als
Aktivator fiir einen zweiten Farbstoff in rdumlicher Nahe, der als Emitter fluoresziert. In
der Modifikation der Methode direct-STORM wird ein Puffersystem aus Reduktions- und
Oxidationsmittel verwendet, um das Verhéltnis zwischen Fluorophoren im dunklen und im
angeregten Zustand zu steuern. Dabei werden die Farbstoffe zuféllig in dunkle Zusténde
iiberfithrt nach Reaktion mit den Pufferinhaltsstoffen. Uberfithrung in den fluoreszenten
Zustand erfolgt zufillig oder photoinduziert. [22]

Die Auflosung bei diesen Methoden mit stochastischer Emission wird aber nicht nur durch
vermiedene Uberlagerung der Einzelsignale erhoht, sondern durch eine erhéhte Lokalisa-
tionsgenauigkeit durch Anpassung des Emissionssignals. Das Hauptmaximum der bereits
beschriebenen Punktspreizfunktion eines Emissionssignals auf einem Detektorschirm kann
gut durch eine zweidimensionale Gauifunktion nach folgender Gleichung angepasst wer-
den [23]:

I(z,y) = A-exp (‘ @ ;(:50)2 - ;Ug0)2> +B (2.5)

Die Amplitude A, der Helligkeitslevel des Hintergrunds B, die Koordinaten xg bzw. yo des
Helligkeitsmaximums sowie deren Standardabweichungen o, bzw. o, gehen dabei in die
Anndherung der PSF durch die 2D-Gauf3funktion ein. Eine merkliche, aber dennoch gerin-
ge Abweichung der Gauflanpassung von der PSF wird erst bei Helligkeiten unter 10% der
maximalen Intensitdt erreicht. [24] Durch Anpassung der PSF durch eine Gaufunktion
kann das Maximum der Intensitdt und somit die Position eines Emitters gut angenahert
werden. Die Position des Maximums der zweidimensionalen Gauflanpassung gibt dann
die Lokalisation des Fluorophors mit einer deutlich erhéhten Genauigkeit an im Vergleich
zum relativ breiten Fluoreszenzsignal. Diese Lokalisation muss jedoch mit einer gewissen
Genauigkeitsgrenze angegeben werden, der sogenannten Lokalisationsgenauigkeit. Ein An-

satz nach Mortensen et al. zur mathematischen Beschreibung der Lokalisationsgenauigkeit
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Abbildung 2.8: Molekiilstrukturformel des Farbstoffs Nilrot, der fiir die PAINT-Methode
verwendet wird.

LP wird mit folgender Formel beschrieben [25]:

24 82 QrNa(g2 4+ ©2)2
LP:J2<196~U+12—|— i B(U+12)> (2.6)
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Die Lokalisationsgenauigkeit ist umso geringer, je kleiner die effektive Pixelgrofie a des
emCCD-Detektors, je kleiner die Anzahl an detektierten Hintergrundphotonen Np im
analysierten Bereich, je grofier die Anzahl an priméren Fluoreszenzphotonen Ng und je
kleiner die Standardabweichung o der 2D-GauBanpassung an die PSF. Grundvorausset-
zungen fiir diese hochaufgeldste Lokalisationsbestimmung ist fiir alle Verfahren, dass das
zu visualisierende Objekt wéahrend der Messungen an der Oberfliche fixiert ist.

Neben der méglichst genauen Anpassung einzelner Fluoreszenzsignale beeinflusst auch die
Treffer- oder Lokalisationsdichte die Auflsung eines Bildes. Wenn zu wenige Farbstoff-
Lokalisationen detektiert werden, kénnen Details einer Struktur nicht aufgelost werden.
Die sogenannte Nyquist-Auflosung Ry, beschreibt die héhere Auflésung mit zunehmen-
der Trefferdichte (mit d als Dimension des untersuchten Feldes) [26]:

2
Trefferdichtel/d

Ryyq = (2.7)

PAINT-Methode Wiahrend PALM und STORM mit photoaktivierbaren Proteinen und
organischen Farbstoffe arbeiten, nutzt ein weiterer Ansatz umgebungssensitive Farbstof-
fe: point accumulation in nanoscale topography (PAINT). [27] Sharonov und Hochstrasser
gelang es mithilfe des Farbstoffes Nilrot (s. Abbildung 2.8) hochaufgeloste Bilder von Li-
pidvesikeln und Lipidmembranen zu generieren. Dabei wird genutzt, dass Nilrot in hydro-
phober Umgebung stark fluoresziert, in Wasser jedoch kaum. Zudem ist der Farbstoff sehr
hydrophob, wie der Verteilungskoeffizient von Nilrot zwischen n-Heptan zu Wasser von
58 zeigt. [28] Es kommt zu einer Anreicherung des Farbstoffes in hydrophoben Doménen,
sodass vornehmlich das Fluoreszenzlicht von sich in hydrophoben Doménen von Lipid-

aggregaten befindlichen Farbstoffen detektiert werden kann. Nach dem Ansatz der 2D-
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GauBangepassten Lokalisationsbestimmung des Farbstoffes und Akkumulation tausender
Farbstoffpositionen konnten hochaufgeloste Bilder von durch 100 nm-Filter extrudierten
Lipidvesikeln gemacht werden. Der Vorteil dieser Methode ist, dass die zu untersuchenden
Molekiile nicht mit Farbstoffen markiert werden miissen, durch das umgebungssensitive
Emissionsverhalten des Farbstoffes dennoch selektiv hydophobe Bereiche von Aggregaten
visualisiert werden kénnen. Da der Farbstoff frei diffundieren kann, kann dasselbe Objekt
zudem durch verschiedene Farbstoffe hintereinander sichtbar gemacht werden, auch wenn
ein Farbstoff bleichen sollte.

2.4 Stand der Forschung untersuchter Systeme

Bei der Anwendung eines total intern reflektierenden Mikroskops ist man auf die Ver-
wendung von Glastrédgern angewiesen. Glas ist eine hydrophile Oberfliche, die sich auch
deswegen sehr gut als Modelloberfliche fiir hydrophile Oberflichen eignet, weil Silizium-
dioxid h&ufig bei ellipsometrischen Untersuchungen oder der Erstellung von Adsorpti-
onsisothermen verwendet wird und somit veroffentlichte Ergebnisse zum Vergleich vor-
liegen. [1] Durch Modifikation von Glas kann eine hydrophobe Modelloberfliche erzeugt
werden, womit man neben der Adsorption eines Tensids an einer hydrophilen Oberfldche
vergleichend die Adsorption an einer hydrophoben Oberfliche beobachten kann. Fiir die
Hydrophobierung von Glas wurde eine Silanisierung mit einem Octylsilan durchgefiihrt
(s. Abschnitt 3.2), was zur kovalenten Bindung von Octylketten am Glas und somit zur
Erzeugung einer Oberflichenschicht aus Alkylketten fiihrt.

Es wurden sowohl ionische als auch nicht-ionische, niedermolekulare und hochmolekula-
re Tenside ausgewéhlt, um den Einfluss von Ladung und Molmasse sowie molekularem
Aufbau auf die Ausbildung von Adsorptionsschichten herausarbeiten zu koénnen. Da die
verwendeten Glasoberflachen partiell negativ geladen sind [29], bot sich die Wahl eines
kationischen Tensids als ein Schwerpunktsystem der Arbeit an. Das am meisten unter-
suchte kationische Tensid ist Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB, s. Abschnitt 3.1),
zu dessen Adsorption an Siliziumdioxid auf der Basis verschiedener Methoden bereits Mo-
delle des Adsorptionsmechanismuses erstellt wurden. [1] Ein zweites zentrales Tensid die-
ser Arbeit ist das Polyethylenoxid (PEO)-Polypropylenoxid(PPO)-PEO-Block-Copolymere
PEO37PPO5PEOs7 (PE10500), da es aufgrund des hohen Molekulargewichtes relativ
grofie Mizellen mit einem Durchmesser von 18 nm ausbildet [30], welcher in der héufig
erreichten Groflenordnung der Auflésung von Fluoreszenzmikroskopie liegt [17]. Auch zu
diesem Tensid liegen vergleichende Ergebnisse der Untersuchung von Aggregaten in Losung
und an Oberflichen mittels AFM vor (s. Abschnitt 2.4.2). Als klassisches nicht-ionisches,
niedermolekulares Tensid wurde Heptaethylenglycol-Monododecylether (C12EO7, s. Ab-
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schnitt 3.1) ausgewéhlt, um den Einfluss der Tensid-Molmasse auf die Aggregation zu
untersuchen. Als ein anionisches Tensid zum Vergleich des Einflusses der Ladung wur-
de Natriumdodecylsulfat (engl.: sodium dodecyl sulfate, SDS) verwendet. Im Folgenden
soll der Forschungsstand zum Adsorptionsverhalten der beiden in dieser Arbeit schwer-
punktméfBig verwendeten Tenside CTAB und PE10500 an den ausgewéhlten Oberflichen

beschrieben werden.

2.4.1 Adsorptionsprozess von CTAB an Glas

Im Allgemeinen werden in der Literatur anhand entsprechender Adsorptionsisothermen
sowohl Monoschichten als auch Doppelschichten sowie mizellartige Aggregate von CTAB
und CTAB-Analoga auf Silicagel und Siliziumdioxid als Glas-Mimika nachgewiesen. Die
ausgebildete Adsorptionsschicht wie auch die Form, Steigung und maximale adsorbierte
Menge einer Isothermen ist sehr stark abhéngig vom verwendeten System, d.h. von Ten-
sid, dem Adsorbens und den Messbedingungen. [29] Da in der vorliegenden Arbeit die
mikro- bis nanoskopische Interpretation der Adsorptionsschichten von Tensiden an sowohl
hydrophilen als auch hydrophoben Oberflichen im Fokus steht, werden an dieser Stelle
der Einfluss der Oberflachenbeschaffenheit sowie der Zusammensetzung der Losung auf die
Ausbildung der CTAB-Adsorptionsschicht auf Glas-Analoga auf der Basis verschiedener
Literaturquellen diskutiert.

Welchen Aufbau eine CTAB-Adsorptionsschicht auf Silicagel und Siliziumdioxid aufweist,
héngt primér von der Art der Wechselwirkung der Tensidmolekiile untereinander und mit
der Oberfliche ab. Wichtigste Einflussfaktoren auf diese Wechselwirkungen sind die Kon-
zentration zusétzlicher Ionen in Losung, der pH-Wert der Losung und die Ladungsdichte
der Siliziumdioxidoberfliche. Die Ladungsdichte der Siliziumdioxidoberfliche wird maf-
geblich durch den pH-Wert der Losung beeinflusst. Der Ladungsneutralpunkt PZC (engl.:
Point of Zero Charge) eines Adsorbensmaterials kann dabei bei bekanntem pH-Wert der
Losung Aufschluss geben tiber Art und Dichte der Oberflichenladungen. Im protonierten
Zustand ist die Siliziumdioxidoberfliche unpolarer als im deprotonierten Zustand. Neben
der Ladungsdichte der Adsorbens-Oberfliche spielt natiirlich auch die Ladungsverteilung
in der Losung eine Rolle. Sind in der Tensidlosung zusétzliche Ionen durch Salzzugabe vor-
handen, haben diese einen Einfluss auf die Adsorption der kationischen CTAB-Molekiile,
indem sie die repulsiven Wechselwirkungen zwischen den Tensiden herabsetzen und die
Coulomb-Reichweite der negativen Ladungen an der Siliziumdioxidoberfliche durch An-
lagerung beeinflussen. [29]

Die Isothermenform gibt Aufschluss iiber den Adsorptionsprozess zu verschiedenen Ten-

sidkonzentrationen und somit auch tiber die méglichen raumlichen Strukturen der Adsorp-
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Abbildung 2.9: Modell zur Adsorption von CTAB an Siliziumdioxidoberflaichen bei ver-
schiedenen Bedingungen (nach [11]). a) Adsorption einer Monoschicht bei hohem pH-Wert
der Losung und ohne Salzzugabe. b) Adsorption einer Doppelschicht bei niedrigem pH-
Wert der Lésung und Salzzugabe.

tionsschicht. Prinzipiell finden das Zwei-Schritt-Adsorptionsmodell nach Gu und Zhu und
das Vier-Regionen-Adsorptionsmodell bei der Interpretation von Adsorptionsisothermen
Anwendung. [11] Ob das Zwei-Stufen-Adsorptionsmodell oder das Vier-Regionen-Modell
zum Adsorptionsprozess passt, hdngt im Wesentlichen von der Zusammensetzung der La-
dungen im System ab: bei negativer Oberflichenladung (pH > PZC bei Siliziumdioxid)
adsorbieren kationische Tenside im Allgemeinen nach dem Vier-Regionen-Modell, bei po-
sitiver Oberflachenladung (pH < PZC bei Siliziumdioxid) adsorbieren sie haufig nach dem
Zwei-Stufen-Modell.

Die Ausbildung von CTAB-Doppelschichten (s. Abbildung 2.9 b) also wird durch pH-
Werte der Losungen von maximal dem PZC beglinstigt und durch die Zugabe von Salzen
gefordert. Bei niedrigen pH-Werten liegt die Siliziumdioxidoberflache protoniert vor und
ist somit relativ unpolar. Ist nun auch die Ladung der kationischen CTAB-Molekiile durch
die Wechselwirkung mit Ionen in der Lésung abgeschirmt, sind die ionischen Wechselwir-
kungen stark herabgesetzt und hydrophobe Wechselwirkungen fallen stirker ins Gewicht.
Aufgrund der geringen Ladungsdichte ist die Oberfliche schon bei geringen Konzentra-
tionen kationischen Tensids abgeséttigt und die Dichte an adsorbierten Molekiilen der
ersten Adsorptionsschicht gering. Durch die Sattigung der Oberflichenladungen und Ab-
schirmung der Coulomb-Potentiale durch Ionen kénnen nun die moderaten hydrophoben
Wechselwirkungen zwischen den Alkylketten der Tenside und der wenig polaren Oberfldche
zum Tragen kommen. [29] Goloub und Koopal diskutierten in dem Zusammenhang bei ge-

ringen Tensidkonzentrationen die Ausbildung einer flachen Monoschicht, indem sich die
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Tensidmolekiile mit dem polaren Teil an Ladungen der Oberfliche anlagern und iiber die
Alkylkette an die Oberfliche anschmiegen. Durch die geringe Dichte der ersten adsorbier-
ten Monoschicht und ihre mehr oder weniger flache Anordnung liegt ein geringer Grad der
Strukturiertheit der Adsorptionsschicht vor. Dadurch kénnen sich zwischen weiteren sich
anndhernden und bereits adsorbierten CTAB-Molekiilen van-der-Waals-Wechselwirkungen
auf ganzer Lange der Alkylketten ausbilden. Dies begiinstigt Aggregationsprozesse an der
Oberflache. Es kann also zur Ausbildung einer Doppelschicht oder von Halbmizellen bzw.
dhnlichen Aggregaten an der Oberfliche kommen. Laut Goloub und Koopal entsteht eine
flache Doppelschicht, wobei die Diskussion einer flachen oder senkrechten Doppelschicht
in anderen Literaturquellen nicht in dieser Detailliertheit gefithrt wird. Fakt ist, dass die
Beurteilung, ob es zur Ausbildung einer Doppelschicht oder von Aggregaten an der Ober-
fliche kommt, nicht allein aus Daten von Adsorptionsisothermen geschlossen werden kann,
sondern nur im Verbindung mit Ergebnissen anderer Methoden. [11]

Finen Nachweis fiir die Anordnung der Tensidmiilekiile wie in Abbildung 2.9 b gezeigt lie-
ferten unter anderem Bi et al., welche Kontaktwinkelmessungen ergénzten, die eine Zu- und
anschlieBende Abnahme des Kontaktwinkels von Wasser auf der CTAB-Adsorptionsschicht
auf Siliziumdioxid mit steigender Tensidkonzentration zeigten, was die Ausbildung einer
Monoschicht mit Alkylketten zur Lésung hin bei niedrigen CTAB-Konzentrationen und auf
eine Doppelschicht mit hydrophiler Aulenfliche bei hohen Konzentrationen hinweist. [31]
Auf Kontaktwinkelmessungen von CTAB auf Glas soll im Abschnitt 5.2.2.1 weiter einge-
gangen werden.

Eskilsson et al. zeigten anhand von Ellipsometriemessungen, dass sich die Schichtdicke
der CTAB-Adsorptionsschicht auf Siliziumdioxid (silica wafers) von niedrigen zu héheren
Tensidkonzentrationen bei pH 6 verdoppelt und lieferten so einen weiteren Nachweis fiir
eine CTAB-Doppelschicht auf Siliziumdioxid. [32] In ihren Experimenten verwendeten sie
keine Salzzugabe und einen pH-Wert von etwa 6, bei welchem sie eine geringe Adsorption
aufgrund geringer Oberflichenladung mit anschlieBender Ausbildung einer Doppelschicht
diskutierten. Diese geringe Menge adsorbierter Monomere in der ersten Adsorptionsschicht
flihrt dazu, dass die bei hoheren Tensidkonzentrationen ausgebildete Doppelschicht an die
Oberfliche durch nur wenige ionische Wechselwirkungen gebunden ist. IThre Beobachtung,
dass die Adsorptionsschicht an allen Punkten der Adsorptionsisothermen durch Austau-
schen der Losung gegen Wasser schnell und vollsténdig desorbierte spricht somit ebenfalls
flir eine iiber relativ schwache polare Wechselwirkungen an die Oberfliche gebundene
CTAB-Adsorptionsschicht wie in Abbildung 2.9 b gezeigt.

Neben den méglichen Einflussfaktoren Salzkonzentration und pH-Wert auf die maximale
adsorbierte Menge ist in den Messsystemen an Pulvern auch ein Effekt durch das ver-
wendete Silicagel denkbar. Die Oberfliche des Silicagels wird iiblicherweise mittels Bru-
nauer-Emmett-Teller (BET) Methode durch Gasadsorption bestimmt. Die fiir Tenside
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zugangliche Oberfliche des Silicagels muss aber nicht zwangsldufig genauso grof3 sein wie
die fiir Gasmolekiile zugéngliche Oberfliche. Die maximalen adsorbierten Mengen aus Iso-
thermen von CTAB (und CTAB-Analoga) an hydrophilen Pulvern bzw. aus Messungen
an planaren Oberflachen sind jedoch gut vergleichbar. [32, 33, 34, 12, 35] Somit kann
ein Einfluss der Oberfliche pro Masse an verwendetem Silicagel im Fall der Adsorption
von CTAB an Silicagel ausgeschlossen werden. Zu einem dhnlichen Schluss kommen auch
Wingnerud und Olofsson, die in ihrer Arbeit zeigten, dass Isothermen von C12TAB bzw.
C14TAB an Silicagel und Siliziumdioxidscheiben (silica wafers) vergleichbar sind, wenn die
aufleren Bedingungen dhnlich gehalten werden. [34] Fest steht somit, dass die Menge an
adsorbiertem CTAB an planaren und unebenen Siliziumdioxid-Oberflichen vergleichbar
ist. Unklar ist aber, ob die Adsorptionsschicht auf molekularer Ebene dhnlich strukturiert

ist.

2.4.2 Adsorptionsprozess von PE10500 an Oberflichen

Neben niedermolekularen Tensiden wie Lipiden, SDS und CTAB gibt es auch selbstasso-
ziierende Makromolekiile. Dazu zéhlen vor allem Block-Copolymere aus zwei oder mehre-
ren verbundenen Polymerstrangen unterschiedlicher chemischer Struktur. In dieser Arbeit
wurden verschiedene ABA-Block-Copolymere untersucht, deren amphiphiler Charakter
aus der unterschiedlichen Wasserloslichkeit der Segmente A und B resultiert. Solche Block-
Copolymere werden aufgrund ihrer Eigenschaften bereits in vielen Anwendungen einge-
setzt, so zum Beispiel in pharmazeutischen Produkten oder wasserbasierten Farben. [36]
Bei den in dieser Arbeit verwendeten Polyethylenoxid(PEO)-Polypropylenoxid(PPO)-PEO-
Block-Copolymeren sind sowohl PEO als auch PPO prinzipiell wasserloslich. Bei gleicher
Molmasse von PEO bzw. PPO ist PEO jedoch deutlich besser in Wasser 16slich durch Aus-
bildung einer strukturierten Hydrathiille von 2-3 Wassermolekiilen je Ethylenoxid-Einheit,
welche sich bei Raumtemperatur mittels NMR nachweisen lassen. [37] PPO-Polymere glei-
cher Masse sind dagegen nur zu wenigen Prozent unterhalb der Raumtemperatur was-
serloslich. [36] Daraus ergibt sich fiir das Mizellisationsverhalten ein hydrophober Kern
aus PPO-Blocken mit einer hydratisierten PEO-Corona. [3§]

Das Phasendiagramm von PE10500 zeigt Bereiche fiir das Vorliegen von Monomeren,
Kugel- und Stidbchenmizellen sowie kubische, hexagonale und lamellare Mesophasen. [39]
Andere in dieser Arbeit verwendete Block-Copolymere weisen qualitativ ein vergleichbares
Phasenverhalten auf, das sich in den spezifischen Konzentrationen oder Temperaturen fiir
Phaseniibergéinge unterscheidet. [40] Im Konzentrationsbereich bis 6:1072 M und Tempe-
raturen bis 60°C jedoch liegt PE10500 lediglich in Form von Monomeren und Mizellen in
Losung vor.

Die Kugelform solcher Mizellen konnte am Beispiel des Block-Copolymers F127 mittels
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cryo-TEM mit 5-7 nm Durchmesser des hydrophoben Kerns visualisiert werden. [41] Na-
garajan berechnete die freie Energie der Mizellisation von ABA-Block-Copolymeren und
fand im Vergleich zur Mizellbildung niedermolekularer Tenside zusétzliche Beitrage zur
freien Energie durch das Verknéulen des B-Blocks mit der Auflage, dass beide A-Blécke
an seinen Enden an der Auflenseite der Mizelle als Corona in die Losung ragen. [7] Im
Grunde ist dieser entropie-getriebene Beitrag jedoch klein im Vergleich zu den bereits
bei der Mizellisation niedermolekularer Tenside genannten, weshalb das Aggregationsver-
halten der ABA-Block-Copolymere stark dem nichtionischer niedermolekularer Tenside
dhnelt.

Der Ubergang zwischen Monomeren zu Mizellen mit Erhohung der Tensidkonzentration
ist flielend (bei erreichter kritischer Mizellisationstemperatur cmt). Auch wenn eine kri-
tische Mizellisationskonzentration (cmc) fir diesen Ubergang angegeben wird, ist gerade
bei den hier verwendeten Block-Copolymeren eher von einem cme-Bereich auszugehen, in
dem Mizellen definierter Form und Gréfle neben Monomeren vorliegen. Laut reflektome-
trischen Messungen ist die Aggregationszahl von Pluronic F127, das dem in dieser Arbeit
hauptséchlich verwendeten Pluronic PE10500 strukturell sehr dhnlich ist, und damit die
Mizellengrofle unabhéngig von der Tensidkonzentration. [36]

Liu et al. fanden mittels AFM heraus, dass PE10500 oberhalb der cmc runde Aggregate
auf hydrophilem Glimmer mit 20-30 nm Durchmesser und 1 nm Hohe ausbildet, welche
dieselbe laterale GroBenordnung aufweisen wie Mizellen in Losung. [42] Unterhalb der cmc
soll die Adsorptionsschicht gleichméfiig und unstrukturiert sein. Auf hydrophobem Gra-
phit hingegen bildet sich eine unstrukturierte Adsorptionsschicht aus, vermutlich mit zur
Losung zeigenden PEO-Blocken. An Oberflichen nimmt prinzipiell die adsorbierte Men-
ge an PE10500 mit Hydrophobie der Oberfliche zu, wie ihre Quartz-Mikrowaage- und
Oberflachenplasmonen-Experimente zeigten. Auflerdem ist in der Adsorptionsschicht an
hydrophoberen Oberflichen weniger Wasser fest eingebunden als an hydrophileren Ober-
flichen und die PEO-Blécke der Adsorptionsschicht sind beweglicher als an hydrophileren
Oberfldchen. Unterhalb der cmc deuteten die Daten auf eine festere Adsorptionsschicht hin
und oberhalb der cmc auf eine viskoelastischere. Dies kann als eine durchgehenden Adsorp-
tionsschicht an hydrophoben Oberflichen gedeutet werden, in der die PEO-Segmente mit
zunehmender Hydrophobie der Oberfliche vermehrt zur Losung gerichtet sind, wodurch
weniger Wasser fest in die Adsorptionsschicht eingebunden ist und die Schicht viskoelasti-
scher durch beweglichere Kettensegmente wird.

Pluronic-PEO74 PPO29PEO7¢-Filme in der Wasser-Luft-Grenzflache unterscheiden sich bei
kleinen Tensidkonzentrationen nicht von denen in der Festkorper-Wasser-Grenzflache. [43]
Bei kleinen Oberflachendriicken sind beide Filme vergleichbar viskoelastisch. Bei kleinen
Tensidkonzentrationen wurde durch Messungen der Filmelastizitét eine flache Anlagerung

der Tenside in der Grenzflache zu einem 2D-Film beobachtet und mit zunehmender Tensid-
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konzentration eine Verdrangung der PEO-Blocke in die Losung (Biirsten-Konformation).
Es deuten verschiedene Ergebnisse darauf hin, dass die PPO-Segmente zwar hauptsichlich
in der Grenzflache bleiben, aber auch gemischt mit PEO-Segmenten in die Losung ragen
kénnen. Aggregatbildung in der Subphase dieser Tensid-Biirstenschicht ist nicht auszu-
schliefen. Es wird vermutet, dass die Adsorptionsschicht von Pluronics an Festkorpero-
berflichen bei hohen Tensidkonzentrationen und hohen Filmdriicken recht lose ist durch
ausgebildete Schleifen und Schleppen.

Munoz et al. fanden heraus, dass die Adsorptionskinetik von Pluronic an der Wasser-Luft-
Grenzflache bestimmt wird durch eine relativ schnelle Polymerdiffusion aus der Losung,
dass aber die tatsédchliche Einlagerung von Monomeren in die Grenzfliche langsamer erfolgt
aufgrund von Konformationsianderung des Molekiils. [44] Inwiefern eine Strukturierung der
Adsorptionsschicht an Oberflichen stattfindet, sollte mit dieser Arbeit untersucht werden.
Bei Tensidkonzentrationen unterhalb des Mikromolaren konnten viskoelastische Struk-

turdnderungen in der Adsorptionsschicht im Bereich von Stunden gemessen werden. [43]

2.5 Ziele der Arbeit

Durch die Etablierung der AFM fiir Tensidsysteme konnten detaillierte Erkenntnisse tiber
Adsorptionsstrukturen an Oberflichen gewonnen und so die Kenntnisse iiber Adsorpti-
onsprozesse deutlich erweitert werden. [45] Dies war moglich, weil die AFM ein bildge-
bendes Verfahren ist, das durch andere Untersuchungsmethoden aufgestellte Vermutun-
gen direkt durch nanoskopisch genaue Hohenprofile von Adsorptionsschichten bestétigen
bzw. ergdnzen konnte. Vor dem Hintergrund dieser die Tensidforschung revolutionierenden
Einfiithrung einer neuen bildgebenden Technik und der Erkenntnis um die Bedeutsamkeit
bildgebender Verfahren fiir die Untersuchung von Adsorptionsstrukturen, sollte in dieser
Arbeit zum ersten Mal eine Methode der hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie auf ein
klassisches dynamisches Tensidsystem angewendet werden. Ziel der Arbeit war die Erstel-
lung hochaufgeloster Bilder von Adsorptionsschichten verschiedender Tensid-Oberflichen-
Systeme, um die Form, Ausdehnung und Dichte von Tensidaggregaten sowie dynamische
Aspekte des Aggregationsprozesses direkt zu visualisieren. Zusétzlich sollten iiber Auswer-
tungen der Trefferdichten, Anzahl der PAINT-Objekte und Lénge der Fluoreszenzsignal-
Spuren weitere Erkenntnisse {iber die Adsorptionsschicht erlangt werden.

Die in dieser Arbeit adressierten Fragen lassen sich drei zentralen Leitfragen zuordnen:
(1) Welcher Art sind die ausgebildeten Aggregate an der Oberfléche? Das heifit:
Welche duflere Form haben sie? Wie grof} sind die Aggregate? Wie dicht sind Aggregate an
der Oberflidche verteilt? Wie ist die Wechselwirkung der Tenside miteinander? Wie dicht
sind die Tenside in den Aggregaten angeordnet? Wie bildet sich ein Aggregat in Abhéngig-
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keit der Tensidkonzentration auf? Adsorbieren Mizellen aus der Losung an Oberflachen?
(2) Wie verdindern sich die Aggregatstrukturen zeitlich betrachtet? Wie starr
oder dynamisch ist ein einmal gebildetes Aggregat an der Oberfliche? Wie bilden sich
Aggregatstrukturen zeitlich betrachtet auf? Bewegen sich Tensidaggregate mit der Zeit an
der Oberfliche?

(3) Welchen Einfluss haben beigemischte Tenside auf den Aggregationspro-
zess? Welcher Art sind Mischaggregate verschiedener Tenside? Wie stabil sind Tensid-
Filme gegeniiber Beimischung von Fremdtensid?

Um diese Fragen beantworten zu kénnen, sollte zunéchst die klassische Fluoreszenzmikro-
skopie mit dem im PAINT-Verfahren genutzten Farbstoff Nilrot angewendet werden, um
Adsorptionsprozesse bereits gut untersuchter Tensid-Oberflichen-Systeme zu visualisieren.
Der Forschungsstand der hierfiir ausgewahlten Hauptsysteme CTAB-Glas und PE10500-
Glas bzw. PE10500-hydrophobiertes Glas wurden in Abschnitt 2.4 vorgestellt. Es soll-
ten mithilfe der klassischen Fluoreszenzmikroskopie und dem Farbstoff Nilrot hydrophobe
Doménen visualisiert werden, die sich aus aggregierten Tensidmolekiilen bilden. Primér
sollte so zunéchst erfasst werden, wie ausgedehnt diese hydrophoben Doménen sind, wie
dicht sie an der Oberfliche verteilt sind, ob der Farbstoff in einem begrenzten Bereich
an der Oberfliche fluoresziert oder ein Austausch mit der Losung zu erkennen ist. An-
schlieflend sollte die von Sharonov und Hochstrasser anhand von Lipidvesikeln entwickelte
PAINT-Technik genutzt werden, um die Adsorptionsschichten in Sub-Mikrometergréfien-
ordnung zu untersuchen. [27] Die hochaufgelosten Bilder sollten ermdglichen, die Fragen
aus dem Fragenkomplex (1) beziiglich der Art der Oberflichenaggregate zu beantworten.
Zur Bewertung der Grofle der erstellten hochaufgelosten Bilder sollte zudem der verwende-
te Messaufbau mithilfe von fixierten Fluoreszenzfarbstoffen beziiglich der Auflésung eva-
luiert werden.

Konkret am Messsystem CTAB-Glas sollte untersucht werden, ob sich die in Abbildung 2.9
schematisch dargestellten Adsorptionsmodelle bestétigen lassen und am Messsystem CTAB-
hydrophobiertes Glas sollte tiberpriift werden, ob sich die mittels AFM auf Graphit gefun-
denen periodischen Zylinderstrukturen ([11]) bestétigen lassen. Da in dieser Arbeit eine
in ihrer Rauhigkeit mit in bereits beschriebenen Methoden verwendeten Oberflichen ver-
gleichbare Glasoberfliche und keine hochplanare Glimmeroberfliche genutzt wurde, sollte
auch qualitativ der Einfluss der Oberflichenrauhigkeit auf die Adsorptionsstrukturen er-
fasst werden. Dariiber hinaus sollte durch die nach dem PAINT-Verfahren hochaufgeloste
Positionserfassung des Farbstoffes in der CTAB-Adsorptionsschicht und einer Diffusions-
untersuchung die Dichte der Molekiile in der Adsorptionsschicht abgeschétzt werden, um
die konkrete CTAB-Anordnung in der Schicht zu untersuchen. Zudem sollten die Verénde-
rungen der Oberflichenaggregate mit der CTAB-Konzentration in Losung erfasst und mit

dem Aggregationsprozess in Losung (Mizellisation) verglichen werden.
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Im System von PE10500 auf hydrophilem bzw. hydrophobiertem Glas sollte untersucht
werden, ob die Adsorptionsschicht tatsichlich wie von Liu et al. mittels AFM beschrieben
grofitenteils durchgehend und unstrukturiert ist. Auch hier interessierte quantitativ der
Einfluss der Oberflachentopographie auf die Tensidstrukturen an der Oberfliche sowie der
Vergleich der Aggregatstrukturen an der Oberfliche mit Mizellen in Losung in Abhéngig-
keit der Tensidkonzentration.

Die Fragen aus Fragenkomplex (2) die Dynamik des Adsorptionsprozesses der ausgewéahl-
ten Systeme betreffend sollten anhand der Fluoreszenzsignal-Spur von Aggregaten ange-
gangen werden. Dazu sollten die Beobachtungsdauern von Fluoreszenzsignalen erfasst und
unter verschiedenen Aggregaten miteinander verglichen werden. Zudem sollte eine zeitliche
Positionsuntersuchung hochaufgeloster Aggregatbilder die Verdnderbarkeit und raumliche
Stabilitdat der Tensidstrukturen untersuchen.

Um die Ergebnisse der Fluoreszenzmikroskopie bewerten zu koénnen, sollten verschiede-
ne andere Techniken wie Kontaktwinkelmessungen, Adsorptionsisothermen oder die AFM
ergdnzend zur Charakterisierung der ausgewéhlten Tensid-Oberflichen-Systeme hinzuge-
zogen werden. Fiir den Vergleich der Oberflichenaggregate mit Mizellen in Lésung wurden
zudem zur Charakerisierung der Losungen dynamische Lichtstreuung, Fluoreszenzkorrela-

tionsspektroskopie, Absorptions-Emissionsspektroskopie und andere Methoden eingesetzt.
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Kapitel 3

Material und Methoden

3.1 Tenside

Alle Tenside wurden ohne Aufreinigung verwendet und die Tensidlésungen mit destillier-
tem Wasser angesetzt.

Als anionisches Tensid wurde Natriumdodecylsulfat (engl.: sodium dodecyl sulfate, SDS)
verwendet (s. Abbildung 2.1). Das kationische Tensid CTAB wurde in Abschnitt 2.4.1
bereits beschrieben. Als klassisches niedermolekulares nichtionisches Tensid wurde Hepta-
ethylenglycol-Monododecylether (C12EO7, Dehydol LT 7 BASF, mit C12_;8-Alkylgruppen)
ausgewéhlt (s. Abbildung 2.1). Fiir die FCS-Messungen wurde C12EOg verwendet, welches
aufgrund der Herstellung chemisch sehr rein ist und keine Groflenverteilung der Alkyl-
ketten aufweist (Herstellerangaben). Ebenfalls zu den nichtionischen Tensiden, allerdings
mit deutlich groferem Molekulargewicht, zdhlt PE10500 (PEO37;PPO56PEO3;) als ABA-
Block-Copolymer (s. auch Abschnitt 2.4.2). Neben diesem Block-Copolymer wurde &hnli-
che Block-Copolymere mit anderen PEO:PPO-Verhéltnissen verwendet (s. Tabelle 3.1).

Zur Evaluation des Messaufbaus der hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie mit PAINT-

Tabelle 3.1: Physikalische FEigenschaften der in dieser Arbeit verwendeten Block-
Copolymere. Die cmes wurden mittels Solvatochromie bestimmt, die Aggregationszahlen
via statischer bzw. dynamischer Lichtstreuung.

Tensid Summenformel Molmasse | cmc [38] Aggregationszahl
und Massenverhéltnis | (g/mol) (mol/L)

PE10500 | PEO37PPOssPEO3; 6500 4,610~ M (25°C) 44 (25°C) [46]
PEO:PPO=50:50 3,85 -1073 M (19,5 °C)

F127 PEO101PPOssPEO10; | 12600 5,55-10~* M (25°C) 7 (20°C); 37 (25°C) [40]
PEO:PPO=70:30 3,17 -1073 M (19,5 °C)

P123 PEO29PPO7¢PEOy 5800 5,2-107° M (25°C) 1 (20°C); 86 (25°C) [40]
PEO:PPO=30:70 3,13 -107* M (19,5 °C)

33
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Analyse wurden Lipidvesikel aus 1-Palmitoyl-2-oleoylphosphatidylcholin (POPC) benutzt,
insbesondere um die Ergebnisse mit denen von Sharonov und Hochstrasser vergleichen zu
konnen. [27] Die Lipidvesikel wurden nach der von Sharonov und Hochstrasser beschrie-
benen Methode hergestellt.

3.2 Oberflichenpriaparation

Fiir die Untersuchung von hydrophilen bzw. hydrophoben Oberflichen mittels TIRF-M
wurden Préizisionsdeckgldser gereinigt bzw. silanisiert (Stérke 1,5H, 170 pm + 5 pm, Firma
Paul Marienfeld). Zur Reinigung der Glaser wurden diese in einem Becherglas mit 300 ml
destilliertem Wasser und 5% Hellmanex-Reinigungslosung (Sigma Aldrich) im Ultraschall-
bad fiir 15 min gesdubert und anschliefend mehrfach mit Wasser gespiilt. Anschliefflend
wurden die Gléser in reinem Wasser 15 min im Ultraschallbad gesdubert und mit Stickstoff-
gas getrocknet. Die Glasoberflichen wurden abschlieBend im UV-Cleaner (UVO-Cleaner
42-220, Jelight Company) in 10 min aktiviert.

Nach dieser Reinigung und Aktivierung der Oberflachen wurden die Glaser zur Hydropho-
bierung silanisiert, indem je ein Glas mit 20 nL. Triethoxyoctylsilan (98%, Sigma-Aldrich)
beschichtet und ein zweites Glas aufgelegt wurde. Die Silanisierung erfolgte fiir 60 min
bei 80°C im Trockenschrank. Anschlieflend wurde ungebundenes Silan durch Spiilen mit

Chloroform (spektroskopische Reinheit) entfernt.

3.3 Kontaktwinkelmessungen

Charakterisierung der hydrophilen Glasoberfliichen Im Rahmen der Charakteri-
sierung der Glasoberflichen, insbesondere im Hinblick auf die Interpretation von Adsorp-
tionsprozessen von CTAB an gereinigtem, UV-behandeltem Glas, wurde die Hydrophilie
der Glastriger nach jedem Schritt der Reinigungsprozedur mittels Kontaktwinkelmessung
untersucht (s. Abbildung 3.1). Unbehandeltes (lediglich mit Wasser gespiiltes) Glas zeigte
einen Randwinkel von Wasser von ca. 40° (s. Abbildung 3.1a). Durch die Reinigung der
Glasoberflichen (Behandlung mit Hellmanex 15 min im Ultraschallbad, anschlieBendes
zehnmaliges Spiilen mit Wasser, zweimal 15 min Behandlung mit Ultraschall in Wasser
und 10 min Behandlung mit UV-Cleaner) konnte die Glasoberfliche mit einem Kontakt-
winkel von Wasser von nahezu 0° stark hydrophiliert werden (s. Abbildung 3.1e). Mit
dieser Reinigungsprozedur konnte eine zu Glimmer (Mica) makroskopisch vergleichbare
Hydrophilie erreicht werden, welches in AFM eingesetzt wird (s. Abbildung 3.1f, 0°).
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a) b)

Abbildung 3.1: Kontaktwinkel: Wasser auf Glas verschiedener Behandlung. a) Glas wurde
mit Wasser gespiilt. b) Glas wurde mit Wasser fiir 15 min in ein Ultraschallbad gestellt.
¢) Glas mit Hellmanex und danach mit Wasser fiir jeweils 15 min in ein Ultraschallbad
gestellt. d) Wasser auf silanisiertem Glas. e) Wasser auf Glas aus c¢) nach 10 min UV-
Cleaner. f) Wasser auf Mica.

Charakterisierung der hydrophoben Glasoberflichen Das Spreitverhalten von
Wasser auf hydrophobisiertem wurde durch Bestimmung des Kontaktwinkels mihilfe des
Messgeriats DSA100 der Firma Kriiss untersucht. Dazu wurde der Kontaktwinkel 6 von
Wasser auf einem silanisierten Glas-Objekttrager durch eine Software mittels Young-
Laplace-Anpassung ermittelt (s. Abbildung 3.2). Zur Hydrophobierung von Glas wurden
zunéchst drei verschiedene Silane verwendet. Die Kontaktwinkel von Wasser auf mit Epo-
xysilan, Octylsilan bzw. Octadecylsilan silanisiertem Glas sind in Tabelle 3.2 dargestellt.
Die Reproduzierbarkeit des hydrophoben Charakters der modifizierten Glasoberfliche er-
wies sich fiir alle Silane bei verschiedenen getesteten Préparationen als sehr gut. Wie auf-
grund der chemischen Struktur des Silans zu erwarten war, ist der Kontaktwinkel von Was-
ser auf Epoxy-silanisiertem Glas mit ca. 70° am geringsten und auf Octadecyl-silanisiertem

Glas mit ca. 102° am hochsten. Der Kontaktwinkel fiir das epoxysilanisierte Glas stimmt



36 KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN

Abbildung 3.2: Darstellung der Ermittlung des Kontaktwinkels bei der Benetzung von
silanisiertem Glas mit Wasser.

Tabelle 3.2: Kontaktwinkel von Wasser auf unterschiedlich modifizierter Glasoberflache.
Das Glas wurde mit Epoxysilan, Octylsilan bzw. Octadecylsilan silanisiert.

Modifizierte Glasoberfléiche | 6 [°]
Epoxysilan 68,9 + 0,9
Octylsilan 89,8 + 2,2
Octadecylsilan 101,8 + 2,5

exakt mit in der Literatur veroffentlichten Werten iiberein. [47] Um eine moglichst diinne
Oberflachenbeschichtung, die bei der TIRF-Mikroskopie einen moglichst geringen Abfall
der Laserintensitéat verursacht, und gleichzeitig dennoch eine sehr hydrophobe Oberflédche

zu generieren, wurde die Glasmodifikation mit Octylsilan gewéhlt.

Untersuchung der Tensidschichten auf Oberflichen Fiir die Kontaktwinkelmes-
sungen an mit Tensiden beschichteten hydrophilen bzw. octyl-silanisierten Glasoberflichen
wurde der entsprechende Glastriager mit Tensidlésung bestimmter Konzentration beschich-
tet, die Losung wieder abgenommen und auf die behandelte Stelle ein Wassertropfen
von 50 pL. Volumen aufgetragen. Die Randwinkel des Wassertropfens auf der Tensid-
beschichteten Glasoberfliche wurden fotografiert und daraus Kontaktwinkel durch Able-

sen ermittelt.

3.4 Oberflichenspannungsmessungen

Die Oberflichenspannungsmessungen wurden mit einem TD 1 C Ringtensiometer von

Lauda mit Platinring durchgefiihrt (Durchmesser 0,2 mm, Radius 9,55 mm). Gefiafie und
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Ring wurden stets mit destilliertem Wasser gespiilt. Vor jeder Versuchsreihe wurde das
Tensiometer kalibriert. Die Oberflichenspannung der zu testenden Losung wurde dreimal
gemessen und ihr Mittelwert als Oberflichenspannung der Losung weiter verwendet.
Sollte anhand der Oberflichenspannung o die Gleichgewichtskonzentration c.q im Rah-
men der Erstellung der Adsorptionsisothermen bestimmt werden, wurde zunéichst eine
Kalibrierkurve aufgenommen, die den stark konzentrationsabhéngigen Bereich der Ober-
flichenspannungskurve des Tensids abdeckte. Die Kalibrierkurve wurde aus drei unabhéangi-
gen Versuchsreihen erstellt und die Messwerte mit einer Polynomfunktion angepasst, um
mit dieser Regressionsfunktion anhand des Oberflichenspannungswertes die zugehorige
Tensidkonzentration in Lésung berechnen zu kénnen. War die Gleichgewichtskonzentrati-
on zu hoch und die Oberflachenspannung nicht im stark konzentrationsabhéngigen Bereich
der Oberflichenspannungskurve, wurde die Probe verdiinnt und der Verdiinnungsfaktor
entsprechend eingerechnet. War die Gleichgewichtskonzentration zu niedrig, wurde der
Probe eine definierte Portion Tensidlésung bekannter Konzentration hinzugegeben und
diese Stoffmengenkonzentration anschlieBend abgezogen.

Die cmc eines Tensids wurde ermittelt, indem der Schnittpunkt einer linearen Regressi-
on an den stark konzentrationsabhidngigen Bereich mit der linearen Regression an den

Plateaubereich der hohen Tensidkonzentrationen bestimmt wurde.

3.5 Erstellung von Adsorptionsisothermen

Es wurde ein Silicagel (PorengréBe 60 A, 70-230 mesh, OberflichengroBe 500 m?/g) als
hydrophiles Adsorbens und ein octadecyl-silanisiertes Silicagel (Porengréfie 60 A, 200-400
mesh, Oberflichengréfie 550 m?/g) als hydrophobes Adsorbens verwendet, je von Sigma
Aldrich.

Je 0,3 g Adsorbens wurden in 30 ml Tensidlésung fiir eine Stunde geriihrt. Zum Abtrennen
des Feststoffs wurde die Dispersion 15 min bei 4000 Umdrehungen pro Minute und bei
Raumtemperatur zentrifugiert in einer Heraeus Megafuge 1.0 R Zentrifuge. Die Gleich-
gewichtskonzentration im dekantierten Uberstand (c.,) wurde mittels Oberflichenspan-
nungsmessung bestimmt. Die adsorbierte Menge I' wurde aus der Differenz der Tensid-
konzentrationen vor (¢;n;) und nach Adsorbenszugabe berechnet anhand folgender Formel

berechnet, wobei @ 4gsorpens als Oberfliche des Adsorbens eingeht:

(Ceq - Cini) %

A Adsorbens

r= (3.1)
Alle Messungen wurden mindestens doppelt durchgefithrt und ein Mittelwert fiir je adsor-
bierte Menge und Gleichgewichtskonzentration verwendet.

Fiir die Adsorptionsisothermen von CTAB an hydrophilem Silicagel wurde zunéichst eine
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Dispersion aus 0,3 g Silicagel in Wasser erstellt, welche fiir 1 h mit Natronlauge (pH 13)
aktiviert und anschlieffend kurz mit Wasser gespiilt wurde. Die Tensidlosung wurde mit
Natronlauge mit einem pH-Wert von 10 angesetzt. In der Regel musste der pH-Wert von
10 nicht mehr nachjustiert werden. Fiir die Adsorptionsisotherme von PE10500 wurde un-

modifiziertes Silicagel ohne pH-Behandlung verwendet.

3.6 Grofienbestimmung mittels DLS

In der vorliegenden Arbeit wurde die dynamische Lichtstreuung (DLS) verwendet, um die
mittleren hydrodynamischen Radien von Lipidvesikeln und Tensidaggregaten in Losung
zu bestimmen. Die Kumulantenmethode wurde verwendet, um die Streulichtdaten auszu-

werten. Die Autokorrelationsfunktion G wird durch folgende Gleichung dargestellt:

A 2
In die Autokorrelationsfunktion geht die Amplitude der Funktion mit A ein, Die Korre-

2
G(te) = A- e(*zrtﬁ“tz) +Bmit I'=D (msin (9)> (3.2)

lationszeit mit t., die Polydsipersitdt des Systems mit t, die Basislinie mit B, der Bre-
chungsindex des Dispersionsmediums mit n, die Wellenlinge des Lasers mit A und der
Streuwinkel mit 6. [48] Uber den intensititsgewichteten mittleren Diffusionskoeffizienten
D der Tensidaggregate in Losung wird schliellich mithilfe der Stokes-Einstein-Gleichung
(s. Gleichung 3.3) der intensitétsgewichtete mittlere hydrodynamische Radius der Objekte
bestimmt, auch Z-Average genannt.
kpT
b= 6mn R (3.3)

mit Diffusionskoeffizienten D, hydrodynamischem Radius R, Boltzmannkonstante kg, Vis-

kositdt n und Temperatur 7'
Der Z-Average wird berechnet aus der Streuintensitdt S; und dem Radius R; des i-ten
Streuobjektes (s. Gleichung 3.4) und steht fiir das intensitéatsgewichtete harmonische Mit-

tel der Objektradien.
Si

7 — Average = Z SR T

(3.4)

Die Messungen mittels dynamischer Lichtstreuung wurden mit einem SZ-100 der Fir-
ma Horiba bei 20°C durchgefiihrt. Die Basislinie wurde zunéchst mit der leeren Polysty-
rolkiivette mit einer Schichtdicke von 1 cm aufgenommen und anschlieend wurden 3 mL
der Probel6sung vermessen. Die Lichtquelle bestand aus einem Laser der Wellenlédnge
532 nm und das Streulicht wurde orthogonal zum einfallenden Licht detektiert. Die Mes-

sungen wurden im General-Mode durchgefithrt und die Daten durch die gerdtespezifische
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Software nach der Kumulanten-Methode ausgewertet, um den Z-Average und damit das
intensitatsgewichtete harmonische Mittel der Tensidaggregat-Radien zu erhalten (s. Glei-
chungen 3.2, 3.4). [48]

3.7 eTCSPC

Die Lebensdauer des Nilrotfarbstoffs in Tensidlésungen und verschiedenen Losungsmitteln
wurde mittels ensemble time-correlated single-photon-counting (eTCSPC) bestimmt. [49]
Dazu wurde ein 20 mHz Weifllichtlaser von NKT Photonics verwendet mit der Anregungs-
wellenldnge 485 nm an einem Picoquant FT300-Aufbau. Die Detektion erfolge jeweils etwa
am Maximum des Emissionsspektrums. Das Peakmaximum der gezédhlten Counts betrug
10° counts. Krishna zeigte, dass Nilrot, je nach Dipol-Stabilisierung umgebender Losungs-
mittelmolekiile zwei verschiedene Lebensdauern aufweist, je nach Dipol-Stabilisierung um-
gebender Losungsmittelmolekiile, womit die Mikroviskositit der Farbstoffumgebung un-
tersucht werden kann. [50] Im Folgenden wird von verschiedenen Spezies gesprochen,
um die in drei moglichen unterschiedlichen Umgebungen solubilisierten Nilrotmolekiile
zu unterscheiden. Fiir die Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer 7; einer Spezies 1%
mit Anteil x; an der Gesamtheit der Nilrotmolekiile wurde der zeitabhingige Abfall der
Fluoreszenzsignal-Intensitat F'(¢) mit bis zu drei Exponentialfunktionen angepasst (vom

Maximum bis zu 100 counts):

—t —t —t

F(t)=x1-em +29-e™ +x3-€73 (3.5)

Die iiber die verschiedenen Fluoreszenz-Spezies gemittelte Lebensdauer (t), wurde anhand

der Speziesanteile x; und der Spezieslebensdauern 7; berechnet:

<t>x:l‘1-7'1+332-7'2—|-$3‘7'3 (3.6)

3.8 UV-Vis-Spektroskopie und Fluoreszenzquantenausbeu-
te

Zur Bestimmung der Fluoreszenzquantenausbeute eines Farbstoffes bei einer Wellenlénge
A wird dieser bei entsprechender Wellenldnge angeregt und das Emissionsspektrum auf-
genommen. Als Referenz dient ein Farbstoff mit bekannter Fluoreszenzquantenausbeute
im vergleichbaren Emissionsbereich. Die Fliche unter dem Emissionsspektrum gilt als
integrierte Fluoreszenz der Probe Fp. Aus dem Absorptionsspektrum wird die absolute

Extinktion bei der Anregungswellenlinge der Emission €(\) entnommen. Mit folgender
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Gleichung kann die Fluoreszenzquantenausbeute berechnet werden, wobei der Index g fiir

die Referenz bzw. p fiir die zu messende Probe steht:

6()\)}2 Fp

Pr—Pr- i
F f eNp Fr

(3.7)

Zur Aufnahme von UV-Vis-Absorptionsspektren wurde in dieser Arbeit ein Cary 4000 UV-
Vis-Spektrophotometer der Firma Agilent Technologies verwendet. Die Messungen erfolg-
ten in Quarzkiivetten der Schichtdicke 1 cm. Nach Aufnahme der Basislinie der wéssrigen
Tensidlosung mit Volumen 3 mL wurden 3 pL Nilrot-Stammlésung zugesetzt und unter
Vermeidung von Blasenbildung mittels Hubpipette vermischt. Die Nilrot-Stammlosung
(c= 5-10* M) wurde, da Nilrot wasserunléslich ist, in DMF angesetzt, welches selber
nicht grenzflichenaktiv ist. [51] Die Nilrot-Endkonzentration von 5-10~7 M in der Kiivet-
te ist in den UV-Vis-Absorptionsmessungen um den Faktor 1600 gréfler als die Nilrot-
Standardkonzentration in TIRF-M-Messungen.

Die Emissionsspektren wurden mit einem FluoroMax-4 der Firma HORIBA Scientific
aufgenommen. Zur Vermeidung von Polarisationseffekten wurde in einem orthogonalen
Anregungsaufbau gemessen und der Emissionspolarisator im 54,7°-Winkel positioniert.
Nilrot wurde bei 563 nm angeregt und die Emission im Bereich von 573-850 nm de-
tektiert. Die Emissionsspektren wurden um die Spektren der Farbstofflosung ohne Ten-
sid korrigiert. Zur Bestimmung der Fluoreszenzquantenausbeute (s. Gleichung 3.7) wurde
Atto-565-COOH als Referenzfarbstoff gewéhlt mit einer bekannten Fluoreszenzquanten-
ausbeute von 90%. [52] Bei der Anregungswellenlinge 563 nm wurde die Emission im
Bereich 573-850 nm detektiert.

3.9 FCS

Die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) dient der Ermittlung hydrodynamischer
Radien fluoreszierender Objekte in Losung anhand der Analyse ihrer Fluoreszenzsignalin-
tensitdt in Abhéngigkeit der Zeit. [53]
Bei der FCS wird das Anregungslicht in einem konfokalen Volumen von etwa 1 pm? fo-
kussiert. Liegt die Probel6sung ausreichend verdiinnt vor, so diffundieren nur einzelne
oder wenige Fluorophore zufillig durch das konfokale Messvolumen. Dadurch entsteht
ein Fluoreszenzlichtsignal F'(t), dessen Intensitéit in Abhéngigkeit der Zeit schwankt. Das
detektierte Signal zur Zeit ¢ kann als Schwankung dF'(¢) um einen Mittelwert (F(t)) be-
schrieben werden nach:

F(t)=0F(t) + (F(t)) (3.8)

Eine normierte Autokorrelationsfunktion G(t.) wird bei der Auswertung des Fluoreszenz-

signals verwendet, welche die Fluoreszenz zum Zeitpunkt ¢ mit der Fluoreszenz zum Zeit-
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punkt ¢ +¢. (mit ¢, als Latenzzeit) miteinander multipliziert und ins Verhaltnis setzt zum

quadrierten durchschnittlichen Fluoreszenzsignal anhand folgender Formeln [53]:

(F(t)F(t+t.)) (OF(t)0F (t + tc))
G(t.) = -
C)=""F0y 't rop

Fiir die freie dreidimensionale Diffusion ergibt sich unter Beriicksichtigung der Ausdeh-

(3.9)

nung des konfokalen Messvolumens und der Stoffmengenkonzentration folgende erweiterte

Gleichung der Autokorrelationsfunktion [54]:

G(te) =1+ (3.10)
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Dabei geht die Ausdehnung des konfokalen Messvolumens mit dem axialen Radius zg und
radialen Radius wp entlang der optischen Achse ein, welche anhand einer Kalibrierung
des Messvolumens mit einem Farbstoff mit bekanntem Diffusionskoeffizienten erhalten
werden. Die Amplitude der Autokorrelationsfunktion, d.h. die Signalstdrke, geht mit %
ein und beriicksichtigt so die mittlere Anzahl fluoreszierender Objekte N im konfokalen
Volumen. Die mittlere Aufenthaltsdauer im konfokalen Messvolumen t; héngt iiber die
Gleichung 3.11 mit dem Diffusionskoeffizienten zusammen, welcher wiederum iiber die
Stokes-Einstein-Gleichung 3.3 mit dem hydrodynamischen Radius des fluoreszierenden
Objektes korreliert.

wo = 4Dty (3.11)

Da die Intensitdt des Fluoreszenzsignals prinzipiell auch durch Bleicheffekte, also Pho-
tozerstorung von Fluorophoren, oder dunkle Tripplettzustinde beeinflusst werden kann
(Bunching genannt), werden zusétzliche exponentielle Anpassungen (Bunchingterme) bertick-
sichtigt, deren Amplitude mit B und charakteristische Bunching-Zeit ¢, wie folgt in die
Autokorrelationsfunktion eingehen [55, 56]:

1-B+B-e %) (3.12)

Fiir die FCS-Messungen wurde ein invertiertes konfokales Raster-scannendes Mikroskop
(laser scanning microscope) vom Typ FV1000 der Firma Olympus verwendet. Dieses wur-
de kombiniert mit der Einzelphotonen-Zahlautomatik Hydra Harp 400 von PicoQuant
mit angepassten Erweiterungen zur Multiparameterfluoreszenzdetektion. [57] Nilrot wur-
de dabei mit einem gepulsten Diodenlaser (LDH-DC-485, PicoQuant) bei 481 nm mit einer
Pulsfrequenz von 32 MHz iiber einem Wasserimmersions-Objektiv (UPlanSApo mit Nume-
rischer Apertur von 1,2 und 60-fach VergréBerung von Olympus) angeregt. Ein Strahlteiler
(DM 405/488 von Olympus) diente der Separation des Emissionslichtes vom Anregungs-
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licht und zwei Langpass-Strahlteiler (HC BS 560 und 630 DCXR der Firma AHF) teilten
es zudem in seine parallelen und senkrechten Polarisationen auf sowie in die Spektral-
bereiche Griin, Orange und Rot. Fiir das Emissionslicht von Nilrot war der griine Spek-
tralbereich von Interesse. Aus diesem Signal wurde zunéchst Anregungslicht iiber einen
Bandpassfilter (HC 520/35, AHF) herausgefiltert. Die Detektion erfolgte getrennt nach
Polarisation tber je eine Avalanche-Photodiode vom Typ PDM50-CTC der Firma Micro
Photon Devices. Die Berechnung hydrodynamischer Radien mittels Autokorrelationsfunk-
tion (s. Gleichung 3.12) erfolgte mittels entsprechender Software. [58]

Fiir eine FCS-Messung wurden 400 pL. Probelésung in Nunc Lab-Tek II (chambered co-
verglas system)-Kammer-Deckglidsern von Thermo Fisher Scientific mit Nilrot vermessen,
dessen Konzentration an die Probelésung angepasst worden war, je nach Intensitéit des
Fluoreszenzlichtes. Das konfokale Messvolumen wurde zur Kalibrierung vor jeder Messrei-
he mit einer wéssrigen Rhodamin 110-Lésung bzw. einer Atto-Rh6G-Losung ermittelt. Die
Laserleistung am Objektiv betrug 100 pW bei den Kalibrierungsmessungen und 20 pW
bei den Messungen mit Nilrot.

Fiir die Anpassung der gemessenen FCS-Daten wurde folgende Formel verwendet:

|x—Bqg] |x—bqg| -1 _(lx=b10l
1_ﬁ+b_4.e_(_|f'_s}p_)_12|+ﬁlg_(—lﬁ|__El_kﬁg(\bml
f:bo +i 1 . 1 . b]l blZ b]l blZ b'lZ bll
b — - 1 _(l==P1al _(lx—b1gl
L +Ix|blrg| 1+|x—b19| _ &|+ Elg ( [Bygl )_ E e [ b—,vw)
2 b2 - by | byy byy 12
1 _(\x-bwl by _( |x— b0l )
1 B - . b 7 Tb10-b11l.
[+I3I (1+b9 e 10 +1+bge 10511
(3.13)

Die AFM-Messungen wurden von Julian van Megen an einem NanoWizard 3 der Firma
JPK Instruments durchgefiihrt. [59] Die Glimmeroberfliche (Firma Ted Pella) wurde vor
der Messung mittels Klebeband frisch gespalten. Die Glimmeroberfliche wurde in einer
kleinen, auf einen Objekttréger geklebten Petrischale mit 3 mL Tensidlésung iiberschich-
tet. Der verwendete Siliziumnitrid-Cantilever (OMCL-TR400PSA von Olympus) hatte
eine nominelle Federkonstante von 0,02 N/m und einen Spitzenradius von 15 nm. Die
Messung wurde erst nach Aquilibration des Systems mit in die Lésung getauchtem Can-
tilever nach 30-60 min gestartet. Zur Visualisierung der Adsorptionsschicht und nicht der
Glimmeroberfliche wurde der sogenannte Softcontact-Mode verwendet mit einer Scanrate

von 1 Hz. [60] Die Kraft innerhalb der Messung war annahernd konstant, wéhrend der Can-
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tilever gerade so eingestellt wurde, dass Oszillationen vermieden wurden. Jede Scanlinie
wurde durch eine unabhéngige Basisgerade korrigiert, um Unebenheiten des Untergrundes
abzuziehen.

Die Anpassungen von Groéflenhistogrammen erfolgt mithilfe einer symmetrischen Gauf3-

funktion nach:

Ia) = A-eap - 20]
x)=A-exp 552 +B (3.14)

xT

3.11 TIRF-M-Aufbau

Es wurde ein im Institut individualisiert zusammengebauter TIRF-M-Aufbau verwendet,
der zum Teil auf dem in der Dissertation von Marawske beschriebenen Aufbau basier-
te. [61] Das Laserlicht eines diodengepumpten Festkorperlasers der Wellenldnge 561 nm
(Jive 50, Firma Cobolt) wird auf das invertierte Mikroskop IX70 von Olympus geleitet.
Kernstiick des Mikroskops ist das TIRF-fahige Olimmersionsobjektiv PlanApo mit einer
numerischen Apertur von 1,45 (60x VergroBerung, Olympus). Durch ein Teleskopsystem im
Lasergang wurde der Strahlquerschnitt zunéchst vergréfiert und anschlieBend mittels Linse
auf das Objektiv fokussiert. Ein Strahlteiler (Langpass, Q 595 LPXR, Firma AHF) diente
dabei zum einen zur Reflektion des Anregungslichtes auf das Objektiv und zum anderen
der Transmission des Emissionslichtes, welches iiber das Objektiv gesammelt wurde. Ein
Bandpassfilter reduzierte zusétzlich das Detektionsspektrum auf 600-660 nm (HQ 630/60,
AHF). Fiir eine verbesserte Auflosung wurde zusétzlich eine Linse mit VergroBerungsfak-
tor 1,5 verwendet. Eine iXon DU-897D-C00-BV emCCD-Kamera von Andor sammelte das
Fluoreszenzlicht pixelweise.

Standardméfig wurden Aufnahmen mit einer Belichtungszeit von 50 ms und einer Bil-
derlange von 2000 fr (Bildern, frames) gemacht. Die Laserleistung wurde standardméfig
auf 9 mW gestellt, was einer effektiven Leistung von 3,5 mW gemessen am Probenteller
entsprach. Der Messraum wurde auf 20°C klimatisiert.

Zur Auswertung der Helligkeit der Fluoreszenzsignale wurde in den mit dem TIRF-Mikroskop
aufgenommenen Bilderserien anhand der Kamerasoftware Andor Solis fiir jedes aufgenom-
mene Bild die mittlere Helligkeit des Messausschnittes als Durchschnitt aller Pixelhellig-
keiten in Counts ermittelt. Diese mittlere Helligkeit wurde zusétzlich iiber alle Bilder der
ersten bzw. letzten 10 s einer Bilderserie gemittelt und die Standardabweichung bestimmt.
Diese {iber 10 s gemittelte mittlere Helligkeit wird im als mittlere Helligkeit bezeichnet.
Neben diesem Helligkeitsparameter wurde auch in jedem Bild die hochste detektierte Pixel-
helligkeit in Counts erfasst und wiederum iiber alle Bilder der ersten bzw. letzten 10 s einer
Serie gemittelt. Diese gemittelte hochste Pixelhelligkeit wird maximale Helligkeit genannt.

Zur Abschétzung von Einflussfaktoren auf die rdumliche Stabilitéit Fluoreszenzlicht-Emitter
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Abbildung 3.3: Gemessene Drift einer fixierten Fluoreszenzlichtquelle zur ersten detektier-
ten Position in X-Richtung (rot) und Y-Richtung (blau). Die Positionen wurden mittels
PAINT-Analyse erfasst. Die schwarze Graphen zeigen eine lineare Anpassung an die Ab-
weichungen der gesamten Messung.

untersuchte der Bachelorstudent Michael Spittler im Rahmen eines Forschungspraktikums
fixierte Punktquellen von Fluoreszenzlicht. Dazu wurden fluoreszierende Nanopartikel auf
einem gesduberten Glas verdiinnt aufgetragen und eingetrocknet. Die gemeinsame Aus-
wertung der Daten zeigte, dass liber den Zeitraum einer durchschnittlichen Messung von
100 s (2000 fr mit 50 ms/fr) im Standard-Messmodus eine maximale Drift von 5 nm
der fixierten Punktquellen beobachtet werden konnte (s. Abbildung 3.3). Wichtigster Ein-
flussfaktor auf die Verschiebung bzw. Ausdehnung des Glases ist die Temperatur. Wahrend
sie bei Messungen unter Standardbedingungen iiber den Zeitraum von 100 s um etwa 0,1°C
schwankte und so eine maximale Drift um 5 nm gemessen wurde, bewirken induzierte Tem-
peraturdnderung durch Erhitzen der Luft oberhalb des Probentellers um +2°C im gleichen
Zeitraum eine Drift von bis zu 50 nm. Fiir verldssliche Messungen unter standardisierten
und konstanten Messbedingungen sorgen eine Klimatisierung des Raumes und das mit
Schaumstoff ausgekleidete Gehduse um den Messaufbau herum. Somit sind unter Stan-
dardbedingungen nur eine minimale Drift von unter 5 nm lediglich bei hochauflésenden
Bildern und ihrer Auswertung zu beriicksichtigen, bei TIRF-M-Messungen spielt die Drift
dagegen keine nennenswerte Rolle.

Fiir die Beurteilung von Langzeitmessungen wurden Messungen der fixierten Fluores-

zenzlichtquellen {iber einen Zeitraum von 700 s (ca. 11,5 min) bei konstanter Temperatur
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Abbildung 3.4: Fiir eine TIRF-M-Auswertung von POPC-Liposomen an Glas: Darstel-
lung eines 5x5-ROIs um einen Pixel, der die Mindesthelligkeit des Schwellwertes aufweist
(links) und des fiir das entsprechende Objekt erzeugten PAINT-Bildes (rechts). Aus der
zweidimensionalen Gaulanpassung an den ROI werden die Koordinaten der Maximumspo-
sition dieser Anpassung als Koordinaten des Treffers gewertet (rotes Kreuz). In 975 Bildern
erfiillten die ROIs an derselben Position des Bildausschnittes die Filterkriterien, sodass de-
ren Treffer zu einem PAINT-Objekt gruppiert wurden und zusammen die Visualisierung
der durch Nilrot sichtbar gemachten hydrophoben Doméne ergeben.

durchgefiihrt. Die hier gemessene Drift der Punktquellen weist keinen linearen Verlauf auf,
sondern zwischenzeitlich Bereiche mehr oder weniger stabiler Positionen. Dadurch ergab
sich eine maximale Drift von etwa 20 nm in 700 s (Daten hier nicht gezeigt). Diese Drift
sollte auch bei der Interpretation von TIRF-M-Messungen beachtet werden.

Die weitere Untersuchung der Genauigkeit der Messapparatur sowie die Superresolution-

Auswertung werden in Kapitel 6 beschrieben.

3.12 PAINT-Methode

Die Software Analecta zur Anwendung der PAINT-Methode auf mittels TIRF-Mikroskop
aufgenommene Rohdaten wurde von Stefan Marawske im Rahmen seiner Promotion ent-
wickelt [61] und stimmt in ihrer Anpassungsgiite mit der von Sharonov und Hochstrasser
dokumentierten Auswertungsmethode tiberein. [27] Fiir die in der vorliegenden Arbeit
notwendigen Auswertungen wurde die Software durch Suren Felekyan angepasst. Aufge-
nommen werden Serien von Bildern mit 512x512 Pixeln. In jeder Pixelfliche detektiert der

CCD-Chip einen Helligkeitswert in counts, sodass Bilder aus verschieden hellen quadrati-
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Abbildung 3.5: Unterteilung der Treffer in kreis- bzw. ringférmige Flichen um den Mit-
telpunkt des Objektes (links) und daraus berechnete Trefferdichte in Abhéngigkeit des
Abstands zum Mittelpunkt mit GauBformiger Anpassung (rechts, nach Formel 3.14). Die
Standardabweichung o dieser Anpassung wird in Anlehnung an Sharonov und Hochstras-
ser als Objektradius festgesetzt. [27]

schen Fliachen ausgewertet werden miissen (siche z.B. Liposome an Glas in Abbildung 3.4).
Um Fluoreszenz von Nilrot in einer hydrophoben Umgebung selektiv herauszufiltern, wird
zur Auswertung einer Bilderserie ein Schwellwert fiir eine minimale (und eine maximale)
Pixelhelligkeit festgelegt. Befindet sich ein Pixel mit der durch den Schwellwert vorgege-
benen Helligkeit in einem Bild, wird um den Pixel ein Bereich von 5x5 oder 7x7 Pixeln
festgelegt (region of interest, ROI). Dieser ROI entspricht einer zweidimensionalen, pixel-
weisen Helligkeitsverteilung wie in Abbildung 3.4 links gezeigt. Die Bilder der gesamten
Serie werden so auf interessante Fluoreszenzereignisse, d.h. ROIs gescannt. Die Koordina-
ten der ROIs verschiedener Bilder werden miteinander abgeglichen und ROIs in rdumlicher
Néhe zueinander zu einem Objekt gruppiert (s. Abbildung 3.4 rechts). Falls sich im Rand-
bereich eines ROIs ein zweiter Pixel mit vorgegebener Mindesthelligkeit befindet, wird das
entsprechende Bild in der weiteren Auswertung nicht weiter beriicksichtigt.

Innerhalb des ROI wird an die Pixel um den hellsten Pixel herum eine zweidimensionale
GauBanpassung vorgenommen. Dabei wird die Helligkeitsverteilung in x- bzw. y-Richtung
unabhéngig voneinander durch jeweils eine symmetrische Gauflkurve angepasst. Aus der
2D-GauBanpassung wird die Mitte der Anpassungskurven als Position des Fluoreszenzer-

eignisses festgelegt. Die meisten Positionen von 2D-GauBangepassten Fluoreszenzereignis-
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sen (Treffern) finden sich im mittleren Bereich der hydrophoben Doméne und tiberlappen
in einer 2D-Darstellung. Um den Mittelpunkt des PAINT-Objektes werden kreis- bzw.
ringformige Flachen definiert (s. Abbildung 3.5 links) und aus ihrem Flicheninhalt und
ihrer Anzahl an Treffern entsprechend die Trefferdichte des Bereichs ermittelt. Die Auf-
tragung der Trefferdichte in Abhéngigkeit des Abstands zum Objektmittelpunkt in einem
Histogramm mit einer Sdulenbreite entsprechend der Breite der Ringflichen kann mit ei-
ner GauBifunktion angepasst werden (s. Abbildung 3.5 links). Die Standardabweichung o
dieser Anpassung ist ein Maf fiir die laterale Ausdehnung der durch Nilrot an ihren unter-
schiedlichen Positionen sichtbar gemachten hydrophoben Doméne und wird in Anlehnung
an Sharonov und Hochstrasser als Objektradius gewertet. [27]

Die Anzahl primérer Fluoreszenzphotonen Ng eines Fluoreszenzereignisses wird anhand
der Gesamtphotonenzahl im ROI und der Quantenausbeute des Detektors bestimmt. Da-
gegen wird aus den duflersten Pixeln der ROIs eines Objektes die durchschnittliche Hin-
tergrundphotonenzahl Np ermittelt. Die effektive Pixelgréfle a betrdgt 178 nm. Mit diesen
Parametern der 2D-Gauflanpassung wird letztlich die Lokalisationsgenauigkeit LP nach
Formel 2.6 fir einen jeden Treffer berechnet.

Fiir die Berticksichtigung der Faltung des PAINT-Objektradius Rparnt, der anhand der
Standardabweichung der Gauflanpassung an die Trefferdichteverteilung ermittelt wurde,
mit der Lokalisationsgenauigkeit LP bei der Evaluation der PAINT-Analyse mit Lipidve-

sikeln wurde folgende Formel verwendet:

Rentfaltet = \/R%’AINT — LP? (3.15)
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Kapitel 4

Untersuchungen der
Farbstoff-Tensid-Wechselwirkung

in LOosung

Zur Einfithrung der hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie in die Untersuchung selbst-
aggregierender Systeme wurde zundchst die Wechselwirkung des zu verwendenden Farb-
stoffs Nilrot mit den ausgewéhlten Tensiden in Losung untersucht. Um das Aggregations-
verhalten von Tensiden an Oberflichen mithilfe von Nilrot abbilden zu kénnen, sollte man
ausschlieflen kénnen, dass Nilrot das Aggregationsverhalten der Tenside beeinflusst. Hierzu
wurden Oberflaichenspannungsmessungen durchgefiihrt, welche Stérungen des Aggregati-
onsverhaltens von Tensiden in der Wasser-Luft-Grenzfliche durch Fremdzusétze sensibel
nachweisen koénnen (s. Abschnitt 4.1).

Da Nilrot ein umgebungssensitiver Farbstoff ist, dndert sich sein Fluoreszenzverhalten je
nach Hydrophobie der Umgebung. Dies nutzt man zur Anwendung der PAINT-Methode
aus. Um Helligkeitsunterschiede der TIRF-mikroskopischen Bilder bewerten zu koénnen,
wurden Absorptions-Emissionsspektren der Tensid-Nilrot-Losungen aufgenommen (s. Ab-
schnitt 4.2).

Mit der hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie werden hydrophobe Doménen visuali-
siert. Verschiedene Spezies an Tensidaggregaten wie Monomere oder kleinere Aggregate
kénnen sich neben Mizellen in Lésung befinden und u.U. auch mit Nilrot wechselwirken.
Das eigentlich an der Oberfliche durch Oberflichenaggregate zu beobachtende Fluores-
zenzsignal konnte somit theoretisch um Beitrdge aus der Losung erweitert werden. Um
herauszufinden, welche Tensid-Aggregatspezies in Losung mit Nilrot wechselwirken und
um den hydrodynamischen Radius von Mizellen in Lésung zu ermitteln wurden eTCSPC-
und FCS-Messungen durchgefiihrt (s. Abschnitt 4.3 und 4.4).

49
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4.1 Einfluss auf die cmc

Es wurde untersucht, ob die Verwendung des Farbstoffs Nilrot das Aggregationsverhalten
der zu untersuchenden Tenside durch Wechselwirkung mit den Tensidmolekiilen beein-
flusst.

Fiir die Untersuchung der Tensidaggregation an Oberflichen mittels Fluoreszenzmikro-
skopie ist die Verwendung eines Fluoreszenzfarbstoffs unabdingbar. Fiir die Mikroskopie
sollte der Farbstoff in deutlichem molarem Unterschuss eingesetzt werden, damit einzelne
Fluoreszenzsignale separat beobachtet werden kénnen. Dennoch musste zuvor iiberpriift
werden, ob die Anwesenheit von Nilrot das Aggregationsverhalten der Tenside beeinflusst,
da eine Wechselwirkung zwischen diesem Farbstoff und den Tensiden stattfindet, welche
via UV-Vis-Spektroskopie nachgewiesen werden konnte (s. Abschnitt 4.2). Zunéchst wur-
de die Aggregation von PE10500 auf eine moégliche Beeinflussung durch die Anwesenheit
von Nilrot getestet. Da Oberflichenspannungsmessungen sehr empfindlich auf Verunrei-
nigungen reagieren und sich die Reproduzierbarkeit der Messungen als sehr gut erwies,
sollte ein Effekt von Nilrot auf die Aggregation von PE10500 anhand der Oberflichen-
spannungskurven erkennbar sein. Die in diesem Abschnitt behandelten Oberflachenspan-
nungsexperimente wurden im Rahmen seiner Bachelorarbeit von Marvin Siebels erstellt
und gemeinsam ausgewertet. [62]

Wie in Abbildung 4.1 ersichtlich ist, iiberlagern die Oberflichenspannungskurven von
PE10500 mit und ohne Zusatz von Nilrot oberhalb der cmc exakt. Unterhalb der cmc ist
die Oberflachenspannung der PE10500-Losung mit Nilrotzusatz um 6 bis 14% grofler als
ohne Nilrot. Dies kann bedeuten, dass sich bei sehr geringen PE10500-Konzentrationen
in Anwesenheit von Nilrot weniger PE10500-Molekiile in der Wasser-Luft-Grenzflédche be-
finden, da Nilrot mit PE10500-Monomeren in Losung wechselwirkt und sich daher we-
niger PE10500-Molekiile in die Wasser-Luft-Grenzfliche anlagern. Es kann auch bedeu-
ten, dass diese PE10500-Nilrot-Addukte eine geringere Grenzflichenaktivitiat aufweisen
als PE10500-Molekiile, die nicht mit Nilrot wechselwirken. Bei PE10500-Konzentrationen
von bis zu 1-:107% M kann ein Zusatz von 1.107* M Nilrot also die adsorbierte Menge
von PE10500 in einer Grenzfliche verringern. Ab 1-1076 M PE10500 beeinflusst Nilrot
den Adsorptionsprozess in der Wasser-Luft-Grenzfliche bei mit den gemessenen Konzen-
trationen nicht signifikant. Dies konnte fiir die TIRF-M-Messungen bedeuten, dass bei
PE10500-Konzentrationen von unter 1-10~% M méglicherweise eine verminderte Adsorpti-
on des Tensids an einer Oberfliche beobachtet wird im Vergleich zu einer Farbstoff-freien
Adsorption. Es ist jedoch zu beachten, dass in den Oberflichenspannungsmessung Nilrot
im starken Uberschuss vorliegt: bei 1-107% M PE10500 liegen 100 mal so viele Nilrot-
molekiile vor wie PE10500, bei 1-107® M PE10500 sind es 10.000 mal so viele. In den
TIRF-M-Messungen dagegen wurde eine Nilrotkonzentration von lediglich 3-10~7 M, also
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Abbildung 4.1: Oberflichenspannungskurven wéssriger PE10500-Losungen ohne (blaue
Kreuze) bzw. mit Zusatz von Farbstoffen verschiedener Konzentrationen. [62] Die Zugabe
von Nilrot (rote, gefiillte Kreise: 1-10~* M Nilrot, griine, gefiillte Dreiecke: 3-10~% M Nilrot)
hat keinen signifikanten Einfluss auf das Aggregationsverhalten von PE10500 in Losung.
Rhodamin123 dient zum Vergleich und zur Abschitzung des Konzentrationseinflusses des
Farbstoffs (ungefiillte Symbole).

etwa um den Faktor 300 geringer, verwendet, sodass nur noch hochstens 3 mal so viel Nilrot
vorlag wie PE10500. Dadurch ist mit einem geringeren Einfluss auf die Grenzflichenak-
tivitdt zu rechnen. Denn wie man an der Oberflichenspannungserh6hung von PE10500
bei niedrigen Tensidkonzentrationen mit Rhodamin123 in Abbildung 4.1 erkennen kann,
gibt es eine Farbstoffkonzentration, bei der die Wechselwirkung mit PE10500-Monomeren
die Adsorption in der Wasser-Luft-Grenzfliche nicht mehr messbar beeinflusst. Bei Rho-
damin123 ist bei 1.107* M beispielsweise nur noch eine geringe Oberflichenspannungs-
erhohung der PE10500-Losung zu messen. Es lésst sich aus diesen Ergebnissen auch fiir
die TIRF-M-Messungen ableiten, dass wenn Fluoreszenzereignisse an der Oberfliche durch
PE10500-Aggregate zu beobachten sind, deren Adsorption nicht negativ durch die Wech-
selwirkung mit Nilrot beeinflusst wird.

Die Kurvenverldufe der Oberflachenspannung von je SDS- bzw. CTAB-Loésung werden
nicht signifikant durch den Zusatz von 1-10~* M Nilrot beeinflusst. [62] Dies bedeutet, dass
PE10500-Monomere im Vergleich zu SDS oder CTAB bereits eine ausgepragte hydrophobe
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Doméne besitzen, mit der die kaum wasserloslichen Nilrotmolekiile wechselwirken kénnen.
Untersuchungen des Gyrationsradius von F127, das dhnlich wie PE10500 aufgebaut ist, zei-
gen ein Kndulungsverhalten sowohl von PEO-Blocken als auch von PPO-Blocken. [36] Ein
geknéult vorliegendes PPO-Segment von PE10500 bietet Nilrot also eine stark hydropho-
be Umgebung. Dies muss bei der Verteilung von Nilrotmolekiilen solvatisiert in Lésung
bzw. solvatisiert durch PE10500-Monomere oder -Aggregate beriicksichtigt werden und
wurde mittels eTCSPC weiter untersucht (s. Abschnitt 4.3). Wichtig fiir die TIRF-M-
Untersuchungen ist, dass trotz Wechselwirkung von Nilrot mit Aggregaten von PE10500,
SDS und CTAB in Losung, welche zur Erhohung der Fluoreszenzquantenausbeute des
Farbstoffs und Verschiebung seines Absorptionsmaximums fithrt (s. Abschnitt 4.2), die
cmc und damit die Aggregation der Tenside jedoch durch den Farbstoff weder gefordert

noch erschwert wird.

4.2 Bandenverschiebung und Fluoreszenzquantenausbeute

Nilrot ist ein Farbstoff, den Sharonov und Hochstrasser aufgrund seines umgebungssen-
sitiven Fluoreszenzverhaltens fiir die PAINT-Methode einfiithrten. [27] Dabei wurde aus-
genutzt, dass Nilrot in Wasser eine deutlich geringere Fluoreszenzquantenausbeute auf-
weist als in unpolaren Losungsmitteln. Auch Lipidvesikel bzw. Tensidaggregate kénnen als
Losungsmittel fir Nilrot dienen, da der Farbstoff sich in die hydrophoben Doménen der
Aggregate einlagert. Um die unterschiedliche Fluoreszenzquantenausbeute und die Ergeb-
nisse der spektroskopischen Untersuchungen nachvollziehen zu kénnen, helfen Erkenntnisse
aus quantenchemischen Berechnungen. [63] Die Fluoreszenzemission von Nilrot erfolgt aus
einem Singulett-Zustand (s. Abbildung 4.2), der aus einer Anregung innerhalb des chromo-
phoren Systems entsteht und als LE-Zustand bezeichnet wird (locally excited state). Ein
zweiter energetisch niedriger liegender, nicht-fluoreszenter twisted-intramolecular-charge-
transfer-(TICT-)Zustand beschreibt die Anregung aus der Diethylaminogruppe in das
chromophore System des Farbstoffs. Dieser Zustand ist energetisch abgesenkt, wenn die
Diethylaminogruppe in einem 90°-Winkel zum chromophoren System steht (s. auch Ab-
bildung 4.3). Bei einer Anregung in den LE-Zustand erfolgt bei einer orthogonalen An-
ordnung der Diethylaminogruppe die Riickkehr in den elektronsichen Grundzustand nicht
vollstdndig durch Fluoreszenz, da eine gewisse Wahrscheinlichkeit fiir einen strahlungs-
losen Ubergang aus dem LE- in den TICT-Zustand gegeben ist, aus dem das Molekiil
in den Grundzustand relaxiert. Die orthogonale Konformation der Diethylaminogruppe
wird durch protische Losungsmittel wie Wasser begiinstigt, die diese Konformation durch
Wasserstoftbriickenbindungen stabilisieren kénnen. Die beiden beschriebenen Grenzfille

des LE- und des TICT-Zustands gelten nur bei einer planaren bzw. orthogonoalen Anord-
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Abbildung 4.2: Molekiilstrukturformel von Nilrot und schematische Darstellung der Po-
tentialhyperflachen des elektronischen Grundzustands (GS), des fluoreszierenden Zustands
(LE) sowie des TICT-Zustands bei Torsion der NEto-Gruppe (bei ndherungsweiser An-
nahme einer konstanten Energie des Grundzustands). Absorption (schwarz), Fluoreszenz
(orange) und strahlungsfreie Stofirelaxation (grau gestrichelt) finden statt. Der LE ist do-
miniert von einer lokalen Anregung innerhalb des chromophoren Systems, wihrend der
TICT von einer charge-transfer-Anregung aus der NEto-Gruppe in das chromophore Sy-
stem dominiert wird und somit ein Dunkelzustand ist. Eine strahlungslose Relaxation in
den GS wird umso wahrscheinlicher, je geringer der energetische Abstand sowie die Bar-
riere zwischen LE und TICT ist, was in polaren, protischen Losungsmitteln der Fall ist. Je
hydrophiler das Loésungsmittel, desto stdarker sind Absorptions- und Emissionsspektrum
durch energetische Stabilisierung des LE rotverschoben.

nung der Diethylaminogruppe. Fiir eine Konformation mit einem dazwischen liegenden
Torsionswinkeln, mischen die beiden Zustdnde. Ein in protischen Losungsmitteln sta-
bilisierter TICT-Zustand wirkt sich somit negativ auf die Fluoreszenzquantenausbeute
aus. Grundsétzlich wird in Abhéngigkeit des Losungsmittels auch eine Verschiebung der
Absorptions- und Emissionswellenléngen beobachtet, da die relative energetische Lage des
hellen LE-Zustands von der Polaritidt des Losungsmittels abhéngt. Je polarer ein Losungs-
mittel ist, desto starker ist das Absorptions- bzw. Emissionsmaximum bathochrom ver-
schoben.

Durch die geringe Wasserloslichkeit von Nilrot (Loslichkeitsgrenze bei 60 nM [51]) und
seine hohe Loslichkeit in unpolaren Loésungsmitteln ist zu erwarten, dass sich die Farb-

stoffmolekiile im hydrophoben Kern von Aggregaten anreichern. Das wiirde bedeuten,
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Abbildung 4.3: Molekiilstrukturformel des Farbstoffs Nilrot, der fiir die PAINT-Methode

verwendet wird.

dass sich aufgrund der oben beschriebenen Solvatochromie fiir Nilrot in Tensidlosungen
mit hydrophoben Aggregatdoménen eine im Vergleich zu Nilrot in Wasser deutlich héhere
Fluoreszenzquantenausbeute und eine hypsochrome Verschiebung der Absorptions- und
Emissionsmaxima ergibt.

Die aufgenommenen Absorptions- und Emissionsspektren von Nilrot in Tensidlésungen
zeigen eine solch hypsochrome Verschiebung der Absorptions- und Emissionsmaxima im
Vergleich zu Nilrot in Wasser (s. Abbildung 4.4). Wéahrend Nilrot in Wasser eine maximale
Absorption bei 593 nm aufweist, liegt diese bei Nilrot in 2-1072 M PE10500 bei 540 nm. Je
hoher die PE10500-Konzentration, umso niedriger die maximale Absorptionswellenldnge,
wobei ab dem cmc-Bereich die gleiche maximale Absorptionswellenldnge erzielt wurde.
Denn durch die zunehmende Aggregation der Tensidmolekiile mit steigender Konzentra-
tion wéchst der hydrophobe Aggregatkern bzw. verdichtet sich, was den hypsochromen
Effekt verstiarkt. Der Bandpassfilter des TIRF-Mikroskops (630/60) wurde entsprechend
so gewdhlt, dass er moglichst viel Emissionslicht von Nilrot in hydrophober Umgebung
passieren lassen konnte und gleichzeitig moglichst wenig Emissionslicht von eventuell fluo-
reszierendem freiem Nilrot in Wasser transmittiert wurde.

Durch die starkere Hydrophobie in den PE10500-Aggregaten konnte beim Vergleich von
Nilrot in 11072 M PE10500 mit Nilrot in Wasser eine etwa 40% gréfiere Absorption
und eine 7 mal stirkere Emission in den Spektren detektiert werden. Grund hierfiir ist
die oben beschriebene relative energetische Lage des TICT-Zustands. Dies wirkt sich si-
gnifikant auf die TIRF-M-Messungen aus, in denen ein Anstieg der pixelweise kumu-
lierten Fluoreszenzsignal-Helligkeit bei zunehmender Tensidkonzentration messbar ist (s.
Kapitel 6). Fiir eine quantitative Analyse der Korrelation von Aggregationsgrad und
Fluoreszenzsignal-Helligkeit konnten die hier ermittelten Spektren aufgrund komplexer
Verteilungsgleichgewichte von Nilrot in verschiedenen Aggregationsspezies nicht genutzt
werden. Da nicht bekannt ist, wie viele Nilrotmolekiile das Fluoreszenz-Signal eines Pixels

erzeugten oder wie lange sie fluoreszierten und da die Fluoreszenzquantenausbeute stark
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Abbildung 4.4: Absorptions- (oben) und Emissionsspektren (unten) von Nilrot (5-10~7 M)
in PE10500-Losungen verschiedener Konzentration. Angeregt wurde der Farbstoff bei
563 nm, detektiert im Bereich 573-850 nm.
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Abbildung 4.5: Aus den Spektren von Nilrot (5-10~7 M) in Tensidlésungen von PE10500,
C12EO7, CTAB und SDS gewonnene Informationen (Anregung bei 563 nm, Detektion bei
573-850 nm). a) Relative Anderung des Absorptionsmaximums des Nilrotspektrums in
Tensidlosungen verschiedener Konzentration. b) Fluoreszenzquantenausbeute von Nilrot
in Tensidlosungen verschiedener Konzentration. Cmc gemédfi Tabelle 5.1 (PE10500 bei
19,5°C). Auftragungen mit absoluter Tensidkonzentration s. Abbildung 8.1.
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abhéngig ist von der PE10500-Konzentration, d.h. von der Art des Aggregates, kann an-
hand der in einem Pixel detektieren Fluoreszenzsignal-Helligkeit nicht quantitativ auf die
Art des PE10500-Aggregates geschlossen werden. Allerdings unterstiitzen die Ergebnisse
die qualitative Interpretation der TIRF-M-Ergebnisse.

Der Vergleich der verschiedenen Tenside untereinander zeigt unterschiedliche relative Ver-
schiebungen des Absorptionsmaximums (s. Abbildung 4.5 a). Nilrot in PE10500-Lésung
zeigt oberhalb der cmc mit etwa 50 nm die stiarkste Bandenverschiebung, gefolgt von Nil-
rot in C1oEO7-Losung mit etwa 35 nm, Nilrot in CTAB-Lésung mit etwa 20 nm und
letztlich Nilrot in SDS-Lésung mit nur 13 nm. Nilrot in SDS-Lésung hat bei der cmce zu-
dem nicht die maximale Bandenverschiebung erreicht, erst bei hoheren Konzentrationen.
Daraus lasst sich schlussfolgern, dass von den untersuchten Tensiden PE10500 in Losung
Mizellen mit stdrkstem hydrophobem Kern ausbildet, gefolgt von C19EO7, CTAB und
SDS, was sich in den Helligkeitsauswertungen von Nilrot in TIRF-M-Bildern bemerkbar
machte und einen Vergleich absoluter Helligkeiten der TIRF-M-Messungen verschiedener
Tenside nicht zulésst (s. Kapitel 6).

Es ist zu vermuten, dass zum einen die positive Ladung von CTAB bzw. die negative von
SDS einen ungiinstigen Faktor fiir die Ausbildung hydrophober Doménen darstellen. Die
Ladungen der Tensidmolekiile kénnten auch einen Einfluss auf den charge-transfer-Anteil
des fluoreszierenden Zustands von Nilrot haben. Eine ldngere Tensidkette wirkt sich wie
erwartet giinstig fiir die Aggregat-Hydrophobie aus. Fiir die TIRF-M-Messungen ergab
daraus sich die Frage, wie stark sich diese als moglicherweise einflussreich fiir die Aggre-
gation in Losung identifizierten Faktoren (Ladung, Kettenlinge) nun im Zusammenhang
mit einer hydrophilen bzw. hydrophoben Oberfliche auf die Aggregation an der Oberfléiche
auswirken wiirden (s. Kapitel 6).

Wiéhrend eine klare Abstufung der Hydrophobie bzw. der relativen Anndherung von elek-
tronischem Grundzustand zu fluoreszierendem Zustand von Nilrot in SDS iiber CTAB und
C12EO7 zu PE10500 in der Bandenverschiebung des Absorptionsmaximums zu erkennen
ist, liegt keine derart klare Abstufung der Fluoreszenzquantenausbeuten vor (s. Abbil-
dung 4.5 b). Wéhrend die Fluoreszenzquantenausbeute von Nilrot in PE10500-Losung

(> cmc) mit etwa 70% mit dem Literaturwert von Nilrot in Dioxan {ibereinstimmt [64],
liegen die Fluoreszenzquantenausbeuten von Nilrot in SDS-, CTAB- und C12EO7-Lésung
dicht beieinander im Bereich von 40-55%.

Die Bandenverschiebung spiegelt die relative Lage zwischen angeregtem und elektroni-
schem Grundzustand wider, dagegen steht die Fluoreszenzquantenausbeute mit der re-
lativen Lage zwischen LE- und TICT-Zustand bzw. der energetischen Barriere zwischen
diesen im Zusammenhang. Ein Vergleich beider Gréflen ist in Abbildung 4.6 dargestellt.
Skaliert man Fluoreszenzquantenausbeute und relative Anderung des Absorptionsmaxi-

mums so, dass beide Datenverldufe des PE10500 iibereinanderliegen, wird deutlich, dass
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Abbildung 4.6: Vergleichende Darstellung von Abbildung 4.5: Aus den Spektren von Nilrot
(5-10=7 M) in Tensidlosungen von PE10500, C12EO7, CTAB und SDS gewonnene Infor-
mationen beziiglich relativer Anderung des Absorptionsmaximums des Nilrotspektrums
in Tensidlosungen verschiedener Konzentration (durchgezogene Linie, keine Anpassung!)
bzw. Fluoreszenzquantenausbeute von Nilrot in Tensidlésungen verschiedener Konzentrati-
on (einzelne Punkte). Cmc gemiB Tabelle 5.1 (PE10500 bei 19,5°C). Die relative Anderung
des Absorptionsmaximums wurde auf PE10500 normiert.

PE10500 und C15EO7 vergleichbar sind in Bezug auf relative Lage von Fluoreszenzquan-
tenausbeutenverlauf und Verlauf der Bandenverschiebung, somit auch vergleichbar sind in
Bezug auf relative Lage zwischen GS, LE und TICT und damit auch vergleichbar sind
in Bezug auf Hydrophobie der Aggregate. Im Vergleich zu diesen beiden Tensiden weisen
die hydrophileren Tensidaggregate von CTAB und SDS eine im Vergleich zur relativen
Bandenverschiebung grofiere Fluoreszenzquantenausbeute auf. Die maximale Fluoreszenz-
quantenausbeute von SDS betriagt 57% der maximalen Fluoreszenzquantenausbeute von
PE10500 (Punkte), wohingegen das Verhéltnis der relativen Bandenverschiebung (Kur-
ven) 24% betrégt. Die Stabilisierung des TICT durch Wasserstoffbriickenbindungen in
Umgebung der ionischen Tenside CTAB oder SDS ist demnach nicht so stark wie die Sta-
bilisierung des LE durch die umgebenden Tensid-Molekiile.

Den absoluten Fluoreszenzquantenausbeuten nach zu urteilen weist PE10500 eine deutlich
hohere Barriere bzw. einen héheren Abstand zwischen LE- und TICT-Zustand fiir Nilrot

auf als die anderen untersuchten Tenside. Die bedeutet fiir die TIRF-M-Messungen, dass
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fiir Nilrot in PE10500-Aggregaten bei kumulierter Detektion von Fluoreszenzlicht in einem
Pixel eine hohere Pixelhelligkeit zu erwarten ist als fir Nilrot in Aggregaten der anderen
Tenside.

Die hier verwendeten UV-Vis-spektroskopischen Verfahren nutzen das Fluoreszenzverhal-
ten von Nilrot aus, das sich je nach umgebender Tensidaggregatspezies verdndert, woge-
gen die Oberflichenspannungsmessungen auf die Belegung der Wasser-Luft-Grenzflédche
mit Tensid reagieren. FKin Vergleich der Ergebnisse mit beiden Methoden fiir die unter-
suchten Tenside in Abbildung 8.4 zeigt, dass prinzipiell beide Methoden sehr sensitiv die
cmc und damit das Vorliegen von Mizellen nachweisen kénnen. Dies zeigt sich in einem
Erreichen des Plateaus bei der relativen Anderung des Absorptionsmaximums bzw. im
Abknicken der Oberflichenspannungswerte in das untere Plateau bei der cme (¢/cme=1).
Ausnahmen hiervon bilden lediglich SDS, das die maximale Verschiebung des Absorptions-
maximums aufgrund der anionischen Abstoffung erst oberhalb der cmc erreicht, und die
nicht-ionischen Tenside PE10500 und C12EO7. Deren Oberflichenspannungskurven zei-
gen einen weniger scharfen Knick als die der ionischen Tenside an aufgrund des geringeren
Hydrophobieunterschiedes zwischen Kopf und Tensidschwanz (vgl. auch Abschnitt 4.1).
Insgesamt sind Oberflaichenspannungsmessungen gut geeignet, um insbesondere Tensidan-
lagerungen in Grenzflichen von nur wenigen Molekiilen nachzuweisen, da bereits sehr ge-
ringe Tensidkonzentrationen eine Absenkung der Oberflachenspannung von reinem Wasser
(ca. 72 mN/m) bewirken. Dagegen bietet sich bei nicht-ionischen Tensiden die Bestimmung
der relativen Verschiebung des Absorptionsmaximums an, um die cmc genau zu ermitteln.
In der vorliegenden Arbeit konnte somit durch UV-Vis-spektroskopische und Oberflachen-
spannungsmessungen gezeigt werden, dass in einem weitaus dynamischeren Tensidsystem
im Vergleich zu Lipidvesikeln trotz der UV-Vis-spektroskopisch nachgewiesenen Wech-
selwirkung von Nilrot mit PE10500-Molekiilen das Aggregationsverhalten dieses Tensids
nicht signifikant beeinflusst wird. Somit kann Nilrot als Fluoreszenzfarbstoff fiir die TIRF-
mikroskopischen Untersuchungen von PE10500-Oberflichenaggregaten eingesetzt werden

ohne deren Aggregationsverhalten signifikant zu beeinflussen.

4.3 eTCSPC

Beziiglich der Fluoreszenz-Lebensdauer von Nilrot fand Krishna heraus, dass der Farbstoff
in wenig viskosen Losungsmitteln nur eine Fluoreszenz-Lebensdauer aufweist, welche un-
abhéngig von der detektierten Emissionswellenlédnge ist. [50] In viskosen Losungsmitteln
dagegen werden zwei Lebensdauern von Nilrot gemessen, die eine Abhéngigkeit von der
detektierten Emissionswellenlénge aufweisen. Hintergrund ist, dass sich der Dipol eines Nil-

rotmolekiils durch elektronische Anregung in den fluoreszenten Zustand in Richtung und
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Abbildung 4.7: Links: Schematische Darstellung des elektronischen Grundzustand (GS)
sowie des fluoreszierenden Zustands (LE) jeweils vor und nach Relaxation der Solvens-
molekiile (Solvyg/ag) bei elektronischer Anregung. 7r1, Tr2: Lebensdauern des fluores-
zierenden Zustands vor bzw. nach der Relaxation der Loésungsmittelmolekiile; 7g,5,: Re-
laxationszeiten des Losungsmittels. Bei einer niedrigen Viskositit des Losungsmittels ist
TSolw << Tr1, sodass die Fluoreszenz ausschliellich aus dem l6sungsmittelrelaxierten an-
geregten Zustand erfolgt, wiahrend bei einer hohen Viskositdt des Loésungsmittels 7gop,
und 71 dieselbe Groflenordnung besitzen, sodass die Fluoreszenz sowohl aus dem ange-
regten Zustand vor (kiirzere Wellenlédnge) und nach der Losungsmittelrelaxation (grofiere
Wellenlénge) erfolgt. Rechts: Aus dem Energieunterschied der Losungsmittelstabilisierung
resultierende Verschiebung der Einzelspektren der beiden fluoreszierenden Zusténde (LE
Solvgg und LE Solvyg).

Stérke um 12 D &ndert. Dieser angeregte Zustand kann durch die Dipolwechselwirkung mit
den umgebenden Losungsmittelmolekiilen stabilisiert werden (s. Abbildung 4.7), indem sie
sich entsprechend ausrichten (Zustand LE Solvig). Diese stabilisierende Ausrichtung der
Loésungsmittelmolekiile erfolgt in einem zweistufigen Prozess und ist nicht kontinuierlich.
Zwei verschieden lange Fluoreszenz-Lebensdauern kénnen folglich zum einen durch eine
Emission direkt nach Anregung und vor der Stabilisierung durch Losungsmittelmolekiile
(kiirzere Fluoreszenz-Lebensdauer 71) bzw. durch eine Emission nach der Stabilisierung
durch Losungsmittelmolekiile (langere Fluoreszenz-Lebensdauer 779) zustande kommen.
Dass zwei Fluoreszenz-Lebensdauern gefunden werden, ist auf die Viskositét der Solvens-
molekiile zuriickzufiihren. Ist die Viskositédt gering, erfolgt die Relaxation der Losungs-

mittelmolekiile schneller als die Fluoreszenz-Lebensdauer des Farbstoffs (7go, << 7p1).
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Die Stabilisierung durch Loésungsmittelmolekiile erfolgt somit instantan, sodass nur eine
Fluoreszenz-Lebensdauer beobachtet werden kann. Ist das Losungsmittel jedoch hoch-
viskos, dauert die Relaxation der Losungsmittelmolekiile nach der Anregung in den fluo-
reszenzten Zustand relativ lange. Folglich kénnen zwei Fluoreszenz-Lebensdauern detek-
tiert werden.

Der Wert der Fluoreszenz-Lebensdauer an sich korreliert jedoch auch mit der Hydrophobie
des Losungsmittels. Obwohl Glycerin eine Viskositédt von 954 cp hat, die etwa 130 mal so
grof ist wie die von 1-Octanol [65], weist Nilrot in 1-Octanol mit 4,12 ns laut Krishna eine
1,6 mal so lange Fluoreszenz-Lebensdauer auf wie in Glycerin.

Durch die Stabilisierung des angeregten Zustands durch Losungsmittelmolekiile verrin-
gert sich der energetische Abstand zum Grundzustand, wodurch die Emission aus dem
Losungsmittel-stabilisierten Zustand nicht nur in einer lingeren Fluoreszenz-Lebensdauer,
sondern auch in einer grofleren Emissionswellenlénge resultiert im Vergleich zur Emission
aus dem angeregten Zustand ohne Losungsmittel-Stabilisierung. Das gesamte Emissions-
spektrum von Nilrot ergibt sich somit als Uberlagerung zweier Emissionsspektren, die den
Emissionen aus Losungsmittel-stabilisiertem bzw. nicht stabilisiertem angeregten Zustand
entsprechen. Die leicht verschobene Lage der beiden Einzelspektren der verschieden lang
fluoreszierenden Spezies hat zur Folge, dass der Anteil der jeweiligen fluoreszenten Spezies

an der Gesamtheit der fluoreszenten Spezies je nach beobachteter Wellenldnge variiert.

Nilrot in Wasser und DMF In den ensemble time-correlated single-photon-counting
(eTCSPC)-Messungen dieser Arbeit wurde zunéchst die Lebensdauer des Fluoreszenzsi-
gnals von Nilrot in den Losungsmitteln Wasser und Dimethylformamid (DMF), das zum
Herstellen der Nilrot-Stammlésung verwendet wurde, ohne Tensidzusatz untersucht (s.
Abbildung 4.8). Nach Anregung eines Ensembles an Farbstoffen wurden zeitabhéngig die
ausgesendeten Fluoreszenzsignale einer bestimmten Wellenldnge detektiert. Die resultie-
renden Abklingkurven wurden bis zur optimalen Ubereinstimmung mit entsprechend vie-
len Parametern fiir die Lebensdauern angepasst (s. Abschnitt 3.7).

Erwartungsgeméfl wies Nilrot in DMF nur eine Fluoreszenz-Lebensdauer auf, unabhéingig
von der beobachteten Emissionswellenldnge. Die Lebensdauer von 4,20 ns weicht um nur
3% von dem Literaturwert von 4,35 ns ab. [66] In Wasser hatten 97 % der fluoreszieren-
den Nilrotmolekiile eine Fluoreszenz-Lebensdauer von 0,60 ns, die Gibrigen fluoreszierenden
Nilrotmolekiile zeigten ein Fluoreszenzsignal von 1,00 ns Dauer. Die mittlere Fluoreszenz-
lebensdauer von 0,61 ns stimmt mit 6% Abweichung gut mit dem Literaturwert von 650 ps
iiberein. [67] Der iiberwiegende Anteil an fluoreszierenden Nilrotmolekiilen scheint also von
einer Hiille bestehend aus Wassermolekiilen umgeben zu sein. Diese Farbstoffmolekiile wer-

den im Folgenden als freie Farbstoffmolekiile bezeichnet. Ein geringer Anteil von 3% an
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Abbildung 4.8: Unten: Fluoreszenzabklingkurve eines 3-10~% M Nilrot-Ensembles in reinem
Wasser (magenta), bzw. eines 3 - 107® M Nilrot-Ensembles in DMF (griin) bei 650 nm
Emissionswellenlénge. Die Anpassungen nach Gleichung 3.5 sind je in schwarz dargestellt.
Oben sind die zugehorigen Residuen gezeigt.

den fluoreszierenden Farbstoffmolekiilen scheint nicht nur von Wassermolekiilen, sondern
auch von DMF-Molekiilen umgeben zu werden, was eine leichte Erhohung der Fluoreszenz-
lebensdauer gegeniiber freiem Farbstoff bewirkt. Da Nilrot in Wasser so gut wie unléslich
ist, musste es in DMF vorgelost werden, wodurch sich eine Restkonzentration von etwa
0,1 vol-% an DMF ergab. Die Fluoreszenz-Abklingkurven von Nilrot in beiden Losungsmit-
teln erwiesen sich wie erwartet als Emissionswellenldngen-unabhéingig, da beide Losungs-
mittel wenig viskos sind. Die Fluoreszenzsignale von Nilrot sind in Wasser kurzlebiger
als in DMF aufgrund der energetischen Stabilisierung des TICT-Zustands in protischen
Losungsmitteln (s. Abschnitt 4.2). Unpolare Losungsmittel wie DMF begiinstigen keine
Stabilisierung des TICT-Zustands, wodurch sich eine ldngere Fluoreszenzlebensdauer von

Nilrot ergibt.

Nilrot in PE10500-L6sung (c>cmc) Die Wechselwirkung von Nilrot mit PE10500

wurde mit Konzentrationen oberhalb der cmc untersucht (s. Abbildung 4.9). Die Emis-
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Abbildung 4.9: Unten: Fluoreszenzabklingkurven eines 3 - 1078 M Nilrot-Ensembles in
PE10500-Lésung oberhalb der cme (7,5:107% M). Die Fluoreszenz von Nilrot wurde in
jeder der beiden Losungen bei jeweils zwei verschiedenen Emissionswellenlédngen detektiert
(620 nm bzw. 740 nm). Oben: je zugehorige Residuen der Anpassungskurve (schwarze
Linie).

sion wurde zundchst bei einer Wellenlénge von 620 nm detektiert, was dem Maximum
des Emissionsspektrums von Nilrot in PE10500-Losungen oberhalb der cmc entspricht. So
wie die Ergebnisse von Krishna zwei Fluoreszenz-Lebensdauern fiir Nilrot in SDS- bzw.
Ei-Phosphatidylcholin-Losungen aufwiesen, konnten auch die Fluoreszenz-Abklingkurven
von Nilrot in 7,5-107% M PE10500 (deutlich oberhalb der cmc) mit zwei Fluoreszenz-
Lebensdauern hinreichend gut angepasst werden (s. Tabelle 4.1). 84 % der fluoreszenten
Molekiile wiesen eine Lebensdauer von 4,1 ns auf, wohingegen die restlichen Farbstoff-
molekiile 1,8 ns lang fluoreszierten. Eine Losung mit PE10500-Mizellen bietet Nilrot also
eine viskose Solvatationsumgebung. Da keine Lebensdauer von 0,6 ns angepasst werden
konnte, liegt Nilrot kaum frei in Losung vor, sondern fluoresziert in Losungen oberhalb
der cmc von PE10500 vollstdndig aus einer mizellaren Umgebung heraus, d.h. solvatisiert
durch PE10500-Molekiile. Die ldngere Fluoreszenz-Lebensdauer von 4,1 ns spiegelt dabei
den durch PE10500-Dipole stabilisierten angeregten Zustand LE Solvyg wieder. Bei einer

Detektionswellenlinge von 740 nm konnte die Fluoreszenz-Abklingkurve von Nilrot mit
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nur einer Lebensdauer von 4,2 nm angepasst werden. Die ldngere Fluoreszenz-Lebensdauer
von Nilrot weicht nur 2% von der Lebensdauer in 1-Octanol (4,12 ns) ab, was auf eine
vergleichbare Hydrophobie hindeutet. Dass 84% der fluoreszierenden Nilrotmolekiile bei
620 nm die ldngere Fluoreszenz-Lebensdauer aufweisen, welche als einzige bei 740 nm
beobachtet wird, deutet darauf hin, dass PE10500-Mizellen den angeregten Zustand von
Nilrot sehr gut stabilisieren kénnen. Durch die hohe Stabilisierung von Nilrot im an-
geregten Zustand ist das Emissionsspektrum aus dem PE10500-stabilisierten angeregten
Zustand (LE Solvyg) stark rotverschoben im Vergleich zu nicht-stabilisiertem angeregtem
Zustand (LE Solvgg). Durch die relativ starke Verschiebung der beiden Einzelspektren
der verschieden lang fluoreszierenden Spezies ist bei 740 nm der Anteil der fluoreszen-
ten Spezies im Zustand LE Solvgg am gesamten Fluoreszenzsignal Null und nur noch
die Fluoreszenz aus dem PE10500-stabilisierten angeregten Zustand LE Solvyg zu beob-
achten (vgl. Abbildung 4.7 rechts, A2). Das bedeutet, dass sich EO- bzw. PO-Einheiten
trotz Mizellisation in wenigen Nanosekunden und schneller flexibel rdumlich umorientieren
konnen, vergleichbar mit SDS, Ei-Phosphatidylcholin, 1-Octanol oder Glycerin. [50] Der
Dipol eines einzelnen PE10500-Molekiils kommt durch die Hydrophobie-Unterschiede zwi-
schen seinen PEO- und PPO-Blécken zustande. Man kénnte erwarten, dass sich, um den
angeregten Zustand eines Nilrotmolekiils zu stabilisieren, PE10500-Molekiile stark rdum-
lich umorientieren miissten. Die eTCSPC-Ergebnisse legen jedoch den Schluss nahe, dass
sich in einer Mizelle Dipole auch durch nebeneinanderliegende PEO- und PPO-Ketten ver-
schiedener Molekiile ausbilden kénnen und somit den angeregten Zustand dhnlich schnell
wie beispielsweise Ei-Phosphatidylcholin oder 1-Octanol stabilisieren, da sich die einzel-
nen PE10500-Molekiile nur wenig im Rahmen der Brown’schen Molekiilbewegung bewegen
miissen, um die Dipolstrukturen anzupassen. Dies spricht zum einen fiir eine relativ hohe
Unordnung der verschiedenen PE10500-Molekiile in einer Mizelle, zum anderen fiir eine

hohe Kettenmobilitat im Aggregat.

Nilrot in PE10500-Losung (c<cmc) Die Fluoreszenzabklingkurven von Nilrot in
7-10~° M PE10500 unterhalb der cmc unterscheiden sich deutlich von denen in 7,5-1073 M
PE10500 (s. Abbildung 4.10). Nilrot in PE10500-Losung oberhalb der cmc zeigt ein deut-
lich langsameres Abklingen der Fluoreszenz als unterhalb der cmec. Dies spiegelt sich ent-
sprechend in den fiir die Anpassung benétigten exponentiellen Komponenten wider (s.u.).
Auffallig ist auch der stark verzogerte Anstieg bei Nilrotmolekiilen in PE10500-Lésungen
oberhalb der cmc im Vergleich zu unterhalb der cmc. Dies spricht auch fiir eine wesentlich
viskosere Umgebung der Nilrotmolekiile in PE10500-Aggregaten oberhalb der cmc als un-
terhalb der cmc, sodass die Solvensrelaxation langer andauert.

Fir die Anpassung der Kurve unterhalb der cmc bei einer Emissionswellenlénge von
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Tabelle 4.1: Lebensdauern und Anteile verschiedener fluoreszenter Spezies von Nilrot in
Wasser, DMF und PE10500-Losungen. Im Emissionsspektrum wurde jeweils die Wel-
lenldnge maximaler Emission zur Detektion verwendet (d.h. 620 nm (bzw. 740 nm) fiir
PE10500 mit ¢>cmec und 650 nm (bzw. 700 nm) fiir die iibrigen Losungen).

Aem = 650 nm /620 nm 700 nm /740 nm
cpE10s00 | Losung | Speziesanteil | Lebensdauer [ns| | Speziesanteil | Lebensdauer [ns]
Wasser 0.97 0.6
DMF 1 4.2
7.5 mM | PE10500 | 0.84 4.1 1 4.2
>cme 0.16 1.8
0.07 mM | PE10500 | 0.01 3.8 0.07 2.2
<cme 0.13 1.7 0.93 0.7
0.85 0.6

650 nm wurden drei Lebensdauern benéotigt. 85 % der angeregten Nilrotmolekiile wie-
sen eine Lebensdauer von 0,6 ns auf, wie auch die freien Farbstoffmolekiile in Wasser. 1 %
der Molekiile zeigte eine Lebensdauer von 3,8 ns und 13 % eine von 1,7 ns. Diese beiden Le-
bensdauern weichen um weniger als 8 % von den gefundenen Lebensdauern in 7,5-1073 M
PE10500 ab. Bei der Emissionswellenlénge von 700 nm konnte die Fluoreszenzabklingkur-
ve mit nur zwei Lebensdauern angepasst werden. 93 % der fluoreszenten Spezies leuchteten
0,7 ns lang, die iibrigen Molekiile 2,2 ns. In 7-107°> M PE10500-Lésung ist also der Grof-
teil der Nilrotmolekiile frei in Wasser vorhanden, welches durch die TICT-Stabilisierung
die Fluoreszenz-Lebensdauer reduziert. Jedoch sind auch bereits unterhalb der cmc von
PE10500 Tensidaggregate vorhanden, in denen sich Nilrot einlagert, wodurch es zu einer
Stabilisierung des Nilrotdipols durch umgebende Tensidmolekiile und einer Fluoreszenzle-
bensdauer von 3,8 ns kommt. Diese Aggregate scheinen aber keine vollkommenen Mizellen
zu sein, da sich die Lebensdauer bei 700 nm (2,2 ns) deutlich von derjenigen unterscheidet,
die bei 740 nm in 7,5-1072 M PE10500-Lésung gefunden wurde (4,2 ns). Die Fluoreszenz-
Lebensdauer von 2,2 ns kommt durch eine starke Uberlagerung der beiden Einzelspektren
der verschieden lange fluoreszenzierenden Spezies zustande, welche im Vergleich zu Nilrot
in 7,5-1073 M PE10500 weniger stark gegeneinander verschoben sind. Durch den geringen
Fluoreszenzanteil von 7% konnten hier keine zwei Lebensdauern angepasst werden. Dass
der Anteil der kurzen Fluoreszenz-Lebensdauer nicht Null ist, deutet auf weniger viskose
Tensidaggregate hin im Vergleich zur 7,5-10~3 M PE10500-Losung. Wie grofi der Anteil der
Tensidaggregate in der Losung ist, bleibt aufgrund der von der Hydrophobie der Solvat-
ationsumgebeung abhéngigen Fluoreszenzquantenausbeute von Nilrot offen. Nur wenige
Aggregate in Losung konnten durch eine hohe Fluoreszenzquantenausbeute von Nilrot
einen hohen Anteil an der Gesamtheit der Fluoreszenzereignisse bewirken im Vergleich zu

Nilrot-Fluoreszenz in Wasser.
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Abbildung 4.10: Unten: Fluoreszenzabklingkurven eines 3 - 107® M Nilrot-Ensembles in
PE10500-Lésung unterhalb der cme (7-107° M). Die Fluoreszenz von Nilrot wurde in
jeder der beiden Losungen bei jeweils zwei verschiedenen Emissionswellenlédngen detektiert
(650 nm bzw. 700 nm). Oben: je zugehorige Residuen der Anpassungskurve (schwarze
Linie).

Anhand der eTCSPC-Messungen konnten die unterschiedlichen vorhandenen Spezies an
Tensid-Strukturen in Lésung oberhalb und unterhalb der cmc identifiziert werden. Wie
erwartet sind die Tensidaggregate oberhalb der cmc viskoser als unterhalb der cmc. Au-
Berdem konnte das Verteilungsgleichgewicht von Nilrot zwischen den unterschiedlichen
Spezies grob quantifiziert werden. Oberhalb der cmc fluoresziert Nilrot vollstdndig aus Mi-
zellen heraus, am unteren Bereich der cmc fluoresziert Nilrot hauptsachlich aus wassriger
Umgebung frei in Losung. Es ergaben sich Hinweise auf eine relativ unordentliche Mo-
lekiilanordnung der PE10500-Tenside in Mizellen und eine hohe Kettenmobilitdt und Dy-
namik in den Mizellen aufgrund von Wechselwirkungen und Brown’scher Kettenbewegung.
Aus den Untersuchungen ergibt sich als Konsequenz fiir TIRF-Mikroskopiemessungen, in
denen die Nilrotkonzentration um den Faktor 100 bis 1000 geringer war, dass bei einer
PE10500-Konzentration von 7,5-10~% M keine messbaren Mengen an freiem Nilrot vorlie-

gen, also lediglich Tensidaggregate visualisiert werden.
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Abbildung 4.11: Unten: Fluoreszenzkorrelationskurve von Nilrot in Wasser (blau),
7,5-1073 M (rot) und 7,5-107°> M PE10500-Losung (griin) mit entsprechenden Anpassun-
gen (schwarz, nach Formel 3.12). Zur besseren Vergleichbarkeit wurden alle Kurven bei
etwa 1 ps auf 1 skaliert. Die Messungen wurden bei 20 pnW Laserleistung am Objektiv mit
1-10~7 M Nilrot in Wasser durchgefiihrt (nur bei 7,5-1072 M PE10500-Lésung 3-1072 M
Nilrot). Die Residuen der Anpassungen sind oben dargestellt.

4.4 FCS

Die UV-Vis-spektroskopischen Untersuchungen (s. Abschnitt 4.2) zeigten, dass das Fluo-

reszenzverhalten von Nilrot bzgl. maximaler Emissionswellenldnge und Fluoreszenzquan-

tenausbeute bereits durch Tensidaggregate bei Konzentrationen weit unterhalb der cmc

messbar beeinflusst wird. Um detailliertere Informationen iiber die Wechselwirkung des

Farbstoffs mit Tensidmonomeren, kleineren Aggregaten und Mizellen zu erhalten, wurden

Tensid-Nilrot-Losungen mittels Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) untersucht.

Ein weiteres Ziel der Messungen war die Bestimmung der mittleren hydrodynamischen

Mizellgréfle in Losung.

Eine typische Fluoreszenzkorrelationskurve von Nilrot in Wasser bzw. in wéssriger PE10500-
Losung ist in Abbildung 4.11 dargestellt. Durch die geringe Fluoreszenzquantenausbeute

von Nilrot in Wasser weist die entsprechende Korrelationskurve einen stirker streuenden
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Abbildung 4.12: Unten: Fluoreszenzkorrelationskurven von je 1-107% M Nilrot in 1-10~% M
(blau) bzw. in 1-1073 M (griin) PE10500-Lésung, sowie von 2-10~8 M Nilrot in 1,5-1072 M
P123-Losung (magenta) mit entsprechenden Anpassungen (schwarz, nach Formel 3.12;
Ergebnisse s. Tabelle 8.4). Zur besseren Vergleichbarkeit wurden alle Kurven bei etwa 1 ps
auf 1 skaliert. Die Residuen der Anpassungen sind oben dargestellt.

Verlauf auf als die Fluoreszenzkorrelationskurve von Nilrot in PE10500-Lésung oberhalb
der cmc. Ein Vergleich der Wendepunkte dieser beiden Kurven zeigt den Einfluss der
Mizellen: der Wendepunkt verschiebt sich von etwa 0,2 ms in der Korrelationskurve von
Nilrot in Wasser zu etwa 2 ms in der Korrelationskurve von Nilrot in 7,5-10~2 M PE10500-
Loésung, was mit einer langsameren Diffusion des Nilrot-Mizell-Komplexes im Vergleich zu
freiem Nilrot erklirt werden kann. Die FCS-Kurve von Nilrot in einer 7,5-10~> M PE10500-
Losung zeigt einen deutlich flacheren Verlauf als die beiden bereits beschriebenen Kurven.
Die Steigungsdnderung dhnelt im oberen Plateau der Steigungsdnderung der Kurve von
Nilrot in Wasser bzw. im unteren Plateau der Kurve von Nilrot in 7,5-1072 M PE10500.
Grund hierfiir ist die Anwesenheit von sowohl freiem Nilrot als auch von Nilrot-Aggregat-
Komplexen (vgl. Abschnitt 4.3), in welchen der Farbstoff durch das konfokale Volumen
diffundiert. Somit lésst sich bestétigen, dass bereits bei etwa 105 M PE10500-Aggregate
in Losung ausbilden. Die FCS-Kurve von freiem Nilrot in Wasser féllt am steilsten ab,
gefolgt von Nilrot in 7,510~ M PE10500 und Nilrot in 7,5-10~5 M PE10500. Der flachere
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Kurvenverlauf von Nilrot in den beiden Tensidlosungen wird durch eine Inhomogenitét
der Groflen der Objekte verursacht, mit denen Nilrot wechselwirkt. Der Farbstoff kann
nicht nur mit Tensidmonomeren und Mizellen, sondern auch kleineren Tensid-Aggregaten
wechselwirken. Dies spricht fiir ein paralleles Ablaufen der Mizellbildung durch Wachs-
tum in Form von schrittweiser Monomer-Anlagerung und der Mizellbildung durch Fusion
von kleineren Tensid-Aggregaten (s. Abschnitt 2.1). Da es sich um ein hochmolekulares
Tensid mit einer bestimmten Groéflenverteilung handelt, verbreitert diese die durch An-
wesenheit verschiedener Tensid-Aggregate verursachte Grofleninhomogenitéit zusétzlich.
Insbesondere die Mizellen weisen eine Groflenverteilung auf, wie auch mittels dynamischer
Lichtstreuung gezeigt werden konnte (s. Abschnitt 5.3.1).

Durch Anpassen von Funktionen an die Fluoreszenz-Korrelationskurven von Nilrot in
PE10500-Losungen verschiedener Konzentration anhand von Formel 3.13, sowie von P123-
Losungen (s. Abbildung 4.12), konnten Diffusionszeiten, hydrodynamische Grélen der
diffundierenden Objekte und die relative Haufigkeit verschieden grofler Spezies ermittelt
werden (s. Tabelle 4.2). Es ist jedoch zu beachten, dass die Fluoreszenzquantenausbeute
und Wechselwirkungsdauer von Nilrot mit einem Tensid-Monomer weit geringer ist als die
von Nilrot mit einer vollstdndigen Mizelle, wodurch die Gewichtung der groferen Objekte
in der Photonenanzahl auswertenden Fluoreszenzkorrelationskurve stéirker ausfillt als die
Gewichtung der kleineren Aggregate und Monomere. Der Anteil einer Spezies ist demnach
ein Anteil an der Gesamtheit der fluoreszierenden Objekte gewichtet mit dem Helligkeits-
quadrat der Spezies. Diese beiden Einflussfaktoren kénnen allerdings nicht weiter quan-
tifiziert werden, da die Verteilung der Aggregatgréfien stark konzentrationsabhéngig und
aufgrund der zum Teil sukzessiven Bildung nicht erfassbar ist.

Wie aus Tabelle 4.2 ersichtlich wird, wurden bei allen getesteten Losungen sehr grofle
diffundierende Objekte gefunden. Diese Signale wurden wahrscheinlich durch gréflere Ag-
glomerate oder Verunreinigungen verursacht (weile Markierung). Fir PE10500 konnte ab
einer Konzentration von etwa 10~3 M eine Objektspezies mit hydrodynamischem Radius
von 9,0 nm gefunden werden, was durch Vergleich mit DLS-Ergebnissen (s. Abschnitt 5.3.1)
Farbstoff-Mizell-Komplexen zugeschrieben werden kann (graue Markierung). Analog wur-
den fiir das Tensid P123 Farbstoff-Mizell-Komplexe mit durchschnittlichem hydrodyna-
mischem Radius von 7,1 nm gefunden, der in Ubereinstimmung mit publizierten Werten
zwischen 5,8 und 9,4 ist. [40, 68, 69] Sowohl fiir 1-10~* M als auch fiir 11072 M PE10500
wurden zusédtzlich mittlere Objektgroflen angepasst an Groflenverteilungen von Aggrega-
ten, die kleiner als Mizellen sind (rosa Markierung). Die Reproduzierbarkeit dieser GréBen
wurde statistisch nicht weiter untersucht.

Fiir die geringe PE10500-Konzentration von 10~% M am unteren Rand des cmc-Bereichs
wurden sogar Nilrot-Tensidmonomer-Komplexe identifiziert (griine Markierung), die ei-

ne Grofle von etwa 0,8 nm aufwiesen - zu grofl fiir lediglich von Wasser solubilisierte
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Tabelle 4.2: Mittels FCS ermittelte mittlere hyrodynamische Radien untersuchter Nilrot-
Tensid-Losungen mit PE10500, bzw. P123. Dabei entspricht N der mittleren Anzahl
fluoreszierender Objekte im konfokalen Volumen, ¢ der mittleren Diffusionszeit einer Ob-
jektspezies und R dem entsprechenden durchschnittlichen hydrodynamischen Radius. Die
verschiedenen gefundenen Objektspezies wurden S1-S4 genannt. Anpassungen nach For-
mel 3.13.

10~* M PE10500 | 10=2 M PE10500 || 1,5-10~3 M P123
N 3,8 58,4 35,6
tsy [ms] | 2,757 1,449 -
Rs; [nm] | 38,04 20,00 -
Ago 0,415
tgo [ms] | 0,359
Rgo [nm] | 4,95
Ags 0,124 0,266 0,056
tss [ms] | 0,060 0,147 0,034
Rgz [nm] | 0,83 2,03 0,46
Asy
tg4 [ms]

Nilrotmolekiile. Hierbei muss es sich also um Nilrot-Monomer-Komplexe handeln. Die-
se schwachen Signale konnten bei 1073 M PE10500 neben den starken und anteilsméBig
vielen Signalen der Nilrot-Aggregatkomplexe schon nicht mehr detektiert werden. In der
1,5-1073 M P123-Losung mit einer Konzentration weit oberhalb der cmc (5xcmc, [38]) hin-
gegen wurden Fluoreszenzobjekte der Grofle 0,46 nm detektiert (gelbe Markierung), die
freien Nilrotmolekiilen ohne Wechselwirkung mit Tensidmolekiilen zugeschrieben werden
koénnen. Die Unterschiede in den Radien der Spezies im unteren Mikrosekundenbereich
zwischen PE10500 und P123 im Faktor 2 ist aufgrund der geringen Amplituden der Si-
gnale jedoch mit Vorsicht zu betrachten. Es ldsst sich vermuten, dass P123 eine weniger
ausgepragte Wechselwirkung mit Nilrot haben kénnte als PE10500. Obwohl das Triblock-
Copolymer P123 laut Summenformel einen ldngeren hydrophoben Block besitzt und einen
hoheren Anteil des hydrophoben Blocks im Vergleich zu den hydrophilen Blécken, kénnte
also die Wechselwirkung mit lipophilen Molekiilen wie Nilrot noch von anderen Faktoren
wie rdumliche Struktur der Monomere und kinetischem Assoziationsprozess zu Mizellen
abhingen. Das hohe Wechselwirkungspotential der PE10500-Molekiile dufert sich also in
der bevorzugten Fluoreszenz von Nilrot solvatisiert durch PE10500-Molekiile und kann
durch den breiten cme-Bereich, d.h. das Vorhandensein von kleineren Tensid-Aggregaten
neben Mizellen, verursacht werden. P123 dagegen weist einen um etwa 20% kleineren cmec-
Bereich (zwischen 20 und 25°C) auf [38] und eine etwas schwéchere Wechselwirkung mit
Nilrot, was sich auch in einem detektierbaren Fluoreszenzsignal von freiem Nilrot solvati-

siert von Wasser oberhalb der cmce duflert.
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Bei allen drei getesteten Tensiden wurden sehr schnelle Bunchingterme im ps-Bereich
gefunden (blaue Markierung). Diese Signale konnten durch Farbstoff-Fluktuationen inner-
halb von Tensidaggregaten oder durch Triplet-Kinetik erkléart werden. Eine entsprechende
Radienberechnung ist aufgrund der Untergrenze der Methode von etwa 35 ps uniiblich.
Um dieses Signal nidher zu untersuchen, wurde eine mizellare Tensidlosung mit Farbstoff
gesittigt. Ziel war es, Mehrfachsignale mehrerer Nilrotmolekiile innerhalb einer Mizel-
le zu erzeugen und zu detektieren. Wenn das detektierte ps-Signal durch Diffusion des
Farbstoffs innerhalb einer Mizelle zustande kommen sollte, miisste somit der entsprechen-
de Bunchinterm eine kleinere Amplitude aufweisen. Dieses Experiment lief3 sich allerdings
nicht umsetzen, da die Signalstirke der diffundierenden Farbstoff-Mizell-Komplexe zu hoch
fiir den Detektor war im Vergleich zu den vermeintlich intramizellaren Diffusionssignalen.
Der Vergleich des kreuzkorrelierten Signals aus Kanélen, die senkrecht und parallel polari-
siertes Licht detektieren, zeigte allerdings eine perfekte Ubereinstimmung, weshalb dieses
Signal im ps-Bereich zumindest Rotationsdiffusions-unabhéngig ist. Somit ist die Inter-
pretation des Signals als Spin-verbotener Triplet-Ubergang trotz relativ hohen Anteils am
Gesamtsignal moglich.

Die FCS-Ergebnisse konnten zeigen, dass Nilrot in PE10500-Losung oberhalb der cmc
lediglich in Mizellen und gebunden an kleinere Aggregate und Monomere vorliegt, un-
terhalb der cmc jedoch auch frei in Losung. Diese Erkenntnis bietet eine Grundlage zur
Interpretation der Aggregationsprozesse von PE10500 an Oberflichen mittels hochauf-
geloster TIRF-Mikroskopie. Der Vergleich mit dem hochmolekularen Tensid P123 zeig-
te, dass PE10500-Molekiile eine grofiere Wechselwirkungsaffinitdt zu Nilrot aufweisen als
P123-Molekiile. Das kleinere Verhéltnis von hydrophobem PPO-Block zu hydrophilem
PEO-Block bei PE10500 von 1,5 im Vergleich zu P123 (3,5) bei vergleichbarer Molmasse
scheint dafiir zu sorgen, dass der geknéulte hydrophobe Kettenblock im Mizellinneren von
PE10500 fiir Nilrot besser zugénglich ist. Daraus lésst sich schlieen, dass die geknéul-
ten hydrophoben Kettenblocke der PE10500-Monomere weniger abgeschirmt oder weniger
dicht gepackt sind als die der P123-Monomere. Zudem ist die Verteilung von verschie-
denen Aggregations-Spezies bei PE10500 breiter als bei P123, was auf eine komplexere

Mizellisationsdynamik hindeutet.
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Kapitel 5

Ergebnisse makroskopischer
Methoden

5.1 Oberflichenspannung und cmcs verschiedener Tenside

Da die kritische Mizellisationskonzentration (cmc) die Aggregation von einzelnen Tensi-
den zu Mizellen in Losung beschreibt, kann sie daher auch entscheidende Hinweise auf
Aggregationsprozesse an Oberflichen liefern. Aus diesem Grund wurden zunéchst Ober-
flachenspannungskurven der ausgewéhlten Tenside in wéssriger Losung aufgenommen (s.
Abbildung 5.1).

Durch das Anlegen von Regressionsgeraden an den stark konzentrationsabhéngigen Be-
reich der Oberflichenspannungskurve und den konzentrationsunabhéngigen Bereich der
Oberflaichenspannungskurve bei hohen Tensidkonzentrationen konnte jeweils die cmc des
Tensids bestimmt werden. Tabelle 5.1 zeigt die ermittelten cmcs, welche - bis auf PE10500
(Diskussion s.u.) - in guter Ubereinstimmung mit den entsprechenden Literaturwerten
sind.

Aufgrund der permanenten Ladung weisen CTAB und SDS wie erwartet eine cmc auf,
die mindestens eine Gréflenordnung héher liegt als die der nichtionischen Tenside. Zudem
ist der Knick in der Oberflichenspannungskurve bei den ionischen Tensiden deutlicher
ausgeprigt, da sich ab der cmc aufgrund der Coulomb-Abstofung kaum weitere Tenside
in der Wasser-Luft-Grenzfliche anlagern. Auch die Reinheit des Tensids beeinflusst den
Ubergangspunkt in das Plateau. Bei SDS ist beispielsweise stets ein geringer Anteil an
hydrolysiertem SDS, also Dodecanol, vorhanden, das stérker grenzflachenaktiv als SDS ist
und so zu einer Absenkung des Knicks an der cmc im Vergleich zum Plateau bei héheren
Tensidkonzentrationen fiihrt.

Fir PE10500 konnte anhand des Verlaufs der Oberflichenspannungskurve die Konzen-

tration 1-107% M als cmc abgeleitet werden. Jedoch sinkt die Oberflichenspannung auch
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Abbildung 5.1: Oberflichenspannungskurven wissriger Tensidlosungen von CTAB (Qua-
drate), SDS (Sterne), C12EO7 (Kreise) und PE10500 (Dreiecke).

nach dieser vermeintlichen cme enorm mit steigender Tensidkonzentration (man beachte
die logarithmische Auftragung). Das bedeutet, dass sich immer mehr Tensidmolekiile in
der Wasser-Luft-Grenzfliche anlagern. Grund hierfiir ist, dass PE10500 ein hochmoleku-
lares Tensid mit beweglichen Kettensegmenten ist, welche komprimiert werden kénnen.
Die dabei moglichen Stufen der Komprimierung wurden bereits von Gau et al. [70] be-
schrieben und sollen an anderer Stelle (s. Abschnitt 5.3.2.1) vertiefend dargestellt werden.
Aus diesem schwach ausgepriagten Knick bei 1.107% M lisst sich schlussfolgern, dass sich
zum einen ab 107 M PE10500 eine relativ ausgeprigte Schicht an PE10500-Molekiilen in
der Grenzfliche befindet, und dass zum anderen tber einen weiten Konzentrationsbereich
bis zur Messgrenze der Methode (4 -1072 M PE10500) eine Verdichtung dieser eingela-
gerten Molekiile in der Grenzfliche erfolgt. Da die Molekiile nur begrenzt komprimiert
werden kénnen, muss es eine Konzentration geben, ab der die Oberflichenspannung einen
konstanten Wert aufweist. Die verwendete Methode ist jedoch durch Viskositdt und Feh-
lerfortpflanzung beim notwendigen Verdiinnen begrenzt, was die Messung hoher PE10500-
Konzentrationen betrifft. Somit sollte beachtet werden, dass es wahrscheinlich einen zwei-
ten Knick der Oberflichenspannungskurve von PE10500 im Bereich von oder oberhalb
von 4 -10~3 M PE10500 geben muss. Es kann also von einem cmc-Bereich von PE10500

gesprochen werden, der sich iiber einen weiten Konzentrationsbereich von 1-107% M bis
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etwa 4-1073 M erstreckt.

Auch der Vergleich mit Literaturwerten legt den Schluss des cmc-Bereichs nahe: In der
Literatur sind cmec-Werte fiir PE10500 durch Alexandridis et al. veroffentlicht worden,
wobei zudem die Temperaturabhéngigkeit der cmc von PE10500 untersucht wurde. [38]
Der Vergleich des aus der Oberflichenspannungskurve abgeleiteten Knicks bei 1-1076 M
fiir PE10500 mit der von Alexandridis ermittelten cme von 4,6-107* M bei 25°C bzw.
3,85-1073 M bei 20°C zeigt eine Abweichung um zwei bis drei Zehnerpotenzen. Alexandri-
dis bestimmte die cmcs allerdings mithilfe der Solvatochromie durch Ermittlung der spek-
tralen Verschiebung des Absorptionsspektrums eines Farbstoffes in Losung. Mit einer ver-
gleichbaren Methode wurde von Yapici eine cme von 2-10~4 M fiir PE10500 bei Raumtem-
peratur ermittelt. [71] Die Unterschiede in den Werten sind also auf die unterschiedlichen
Methoden zur Bestimmung der cmc zuriickzufiihren, wobei die Oberflichenspannungsmes-
sungen deutlich sensitiver den Einfluss der Tensidkonzentration auf Adsorptionsprozesse in
der Wasser-Luft-Grenzfldche zeigt, wohingegen die Solvatochromie Aggregationsprozesse
in Losung erfasst. Die Annahme eines zweiten Knicks in der Oberflachenspannungskurve
in dem Bereich, der messtechnisch nicht mehr zugénglich ist, scheint vor dem Hintergrund
der solvatochromischen cmec-Bestimmungen sinnvoll.

Es kann an dieser Stelle festgehalten werden, dass fiir PE10500 1-10~¢ M als cmc fiir die
Anlagerung in Grenzflichen gewertet werden kann, wihrend der Wert von etwa 3,85-1073 M
bei 20°C von Alexandridis et al. als cmc fiir die Ausbildung von hydrophoben Doménen
in Losung gelten kann, welche ausgepragt genug sind, um das Fluoreszenzverhalten von
Farbstoffen zu beeinflussen. Zu beachten ist, dass die cmc von PE10500 gerade im Be-
reich der Raumtemperatur sehr stark abhéngig ist von der Losungstemperatur. Mit zu-
nehmender Temperatur und Tensidkonzentration steigt der Anteil an Mizellen am Ge-
samtvolumen der Losung. Der Einfluss einer Temperaturerhohung auf die Mizellisation
ist auf die zunehmende Segregation, d.h. Erhohung des Loslichkeitsunterschieds, zwischen
PEO- und PPO-Block zuriickzufiihren. [39] Insbesondere bei den hier verwendeten Block-
Copolymeren liegen die kritischen Mizellisationstemperaturen im Bereich der Raumtempe-
ratur (vgl. Tabelle 5.1). [38] Da trotz Klimatisierung des Messraums auf 20°C messbedingt
keine Thermostatisierung der Proben wahrend der Messung erfolgen konnte und da nur
kleine Temperaturschwankungen in diesem Bereich bereits zu Verdnderungen der Mizell-
bildung in Lésung fithren, wird fiir die Ergebnisse in dieser Arbeit von einem cmec-Bereich
zwischen 4,6 -10™% M (bei 25°C) bis 3,85-1073 M (bei 20°C) ausgegangen.



76 KAPITEL 5. ERGEBNISSE MAKROSKOPISCHER METHODEN

Tabelle 5.1: Aus den Oberflichenspannungskurven ermittelte cmcs der untersuchten Ten-
side und entsprechende Literaturwerte zum Vergleich. Bei PE10500 konnte mittels Ober-
flichenspannungsmessung nur die untere Grenze des cmc-Bereichs ermittelt werden, wo-
hingegen Alexandridis et al. mittels Solvatochromie die obere Grenze des cmc-Bereichs
bestimmten, ab der Aggregate in Losung vorliegen.

cmc

Tensid | Eigene Werte Literatur

SDS 81073 M 8 1073 M [72]

CTAB 1103 M 0,9 -1072 M [2, 73]

C12EO7 [ 1:107* M 8,3 -107° M [74]

PE10500 | 1 -107°% M (ca. 20°C) 4,6 -10~* M (25°C) [38]
(untere Grenze cme-Bereich) | 3,85 1073 M (19,5°C)

5.2 CTAB

Informationen zu Platzbedarf und Dichte adsorbierter Molekiile an einer Oberflache konnen

anhand einer Adsorptionsisotherme ermittelt werden.

5.2.1 Adsorptionsisothermen

Es wurden Adsortionsisothermen von CTAB an verschiedenen Pulvern erstellt, um Riick-
schliisse auf die adsorbierten Mengen an hydrophilen bzw. hydrophoben Oberflichen zie-
hen zu kénnen. Anhand der Isothermenform und der Anpassung mithilfe des Modells nach
Langmuir bzw. Gu-Zhu sollte abgeleitet werden, ob die Adsorption iiber einzelne separate
Molekiile direkt an die Oberfliche oder tiber Aggregation an bereits adsorbierte Molekiile
an der Oberfliache erfolgt. Als Modelloberfliche fiir hydrophile Oberflichen wurde Silicagel
ausgewahlt, das eine fiir diese Messungen ausreichend grofie Fliche pro Masse bietet und

chemisch einer Glasoberflache ahnelt.

5.2.1.1 CTAB an hydrophilen Oberflichen

Die adsorbierte Menge von CTAB-Molekiilen an Silicagel (s. Abbildung 5.2) steigt mit
zunehmender Tensidkonzentration an, bis ab etwa der cmc von 9-107* M ein Grenzwert
erreicht ist. Die Adsorptionsisotherme konnte mithilfe des Langmuir-Modells angepasst
werden, allerdings betrug das Bestimmtheitsmafl nur 0,939. Nichtsdestotrotz konnte an-
hand der Anpassung eine maximale adsorbierte Tensidmenge von 3,0 pmol/m? und ein
Langmuir-Sorptionskoeffizient von 3,6 L /mmol abgeleitet werden.

Ein Vergleich mit der Oberflichenspannung (s. Abbildung 8.2) zeigt, dass die Adsorp-

tion an Glas analog zur Adsorption in der Wasser-Luft-Grenzfliche erfolgt: gleichméfBig,
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Adsorbierte Menge I' [umol/m?]

Fluoreszenzquantenausbeute @ (Nilrot) [%]
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Abbildung 5.2: Adsorptionsisotherme von CTAB an hydrophilem Silicagel (graue Vier-
ecke) und Fluoreszenzquantenausbeute von Nilrot in CTAB-Losung (weifie Dreiecke). Die
cme betriagt 9-107% M und wurde bei pH 8 mittels Oberflichenspannungsmessung be-
stimmt (graue Markierung). Die Langmuir-Anpassung nach Formel 2.2 ist als schwarze
Linie dargestellt (Ergebnisse s. Tabelle 8.1).

durch Einlagerung von einzelnen Monomeren bis eine maximale Belegung erreicht ist. Die-
ser Vergleich unterstiitzt die Interpretation des Adsorptionsprozesses an Glas als formal
Langmuir-dhnlich.

Aus der maximalen adsorbierten Menge bei hohen CTAB-Konzentrationen konnte ei-
ne Fliche von ca. 0,6 nm? je CTAB-Molekiil in der Adsorptionsschicht berechnet wer-
den. Ergebnisse von Oberflichenspannungsmessungen liefern Werte von 0,43-0,55 nm?
fir dicht gepackte, selbstassoziierte, senkrecht orientierte CTAB-Molekiile in einer Mo-
noschicht in einer Wasser-Luft-Grenzfliche ohne Salzzugabe oder &uflere Krafteinwir-
kung. [75, 76, 77, 78] Der Vergleich zeigt, dass der in dieser Arbeit ermittelte Platzbedarf
von einem CTAB-Molekiil an der Silicagel-Wasser-Grenzfliche mit Abweichungen zwischen
9% und 40% recht gut mit dem Platzbedarf in der Wasser-Luft-Grenzflache iibereinstimmt.
Eine durch Kompression entstandene dichtest gepackte CTAB-Monoschicht im Langmuir-
Blodgett-Film kollabiert dagegen bei einem Flichenbedarf von 0,32 nm?. [78] Somit kann

davon ausgegangen werden, dass die selbstassoziierte Adsorptionsschicht von CTAB auf
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Abbildung 5.3: Vergleich der Adsorptionsisothermen von CTAB an Silicagel aus dieser
Arbeit (Rauten) mit in der Literatur verdffentlichten. [12, 32, 34, 80] Die Messbedingungen
sind in Tabelle 5.2 zusammengestellt.

Silicagel aus relativ dicht gepackten CTAB-Molekiilen besteht, zwischen denen allerdings
noch etwas Freiraum liegt. Ob die CTAB-Molekiile jedoch als Monoschicht, Doppelschicht
oder Admizellen angeordnet sind, kann nur anhand der Isothermenform abgeleitet werden
(s. Kapitel 2).

Von grofler Bedeutung bei Anpassungen an Adsorptionsisothermen ist der Bereich nied-
riger Gleichgewichtskonzentrationen. Hier passt das Langmuir-Modell die erfassten Mes-
spunkte gut an, wohingegen das Modell nach Gu-Zhu keine angemessene Anpassung liefer-
te. Dies bedeutet, dass die Adsorption von CTAB an hydrophiler Oberflache iiber die direk-
te Anlagerung einzelner Molekiile erfolgt, welche nicht miteinander wechselwirken oder ag-
gregieren. Formal betrachtet liegt hier also eine Einzelmolekiiladsorption vor, die sich mit
dem Langmuir-Modell gut beschreiben lisst. Dass die Tensid-Oberflichen-Wechselwirkung
starker ins Gewicht fillt als die Tensid-Tensid-Wechselwirkung, macht vor dem Hinter-
grund der Coulomb-Wechselwirkungen Sinn: Anhand des verwendeten Systems (pH von 10
> PZC von 6,3 fiir Silicagel [79]) kann von einer hohen Dichte an negativen Oberflachen-
ladungen ausgegangen werden, sodass sich die positiv geladenen CTA*-Tenside direkt
iiber Coulomb-Anziehung an der Oberfliche anlagern. Anhand der zum Langmuir-Modell
passenden Isothermenform kann abgeleitet werden, dass auch bei hoheren Tensidkonzen-
trationen offenbar eine ausgeprigte Adsorption direkt an der Oberfliche stattfindet. Dies
schlie3t nicht aus, dass sich auch Tensidmolekiile {iber van-der-Waals-Wechselwirkung zwi-
schen den Alkylteilen bereits adsorbierter Monomere in die Adsorptionsschicht einlagern.
Jedoch scheint diese Art der Aggregation nicht stirker ausgeprigt zu sein als die direkte

Anlagerung an die Oberflache, wie sich aus der L-Form der Adsorptionsisotherme schlie-
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Tabelle 5.2: Uberblick iiber die Messbedingungen der Adsorptionsisothermen in Abbil-
dung 5.3, mit denen die in dieser Arbeit gemessenen adsorbierten Mengen verglichen wur-
den. [12, 32, 34, 80]

Tensid | Adsorbens pH | Methode
Eskilsson 1998 CTAB Siliziumdioxid (Silicon wafer) | 6 Ellipsometrie
Bain 2008 CTAB Siliziumdioxid (Quarzglas) 5,5 | TIR-Raman-Spektroskopie
Wingnerud 1992 | C15,TAB | Siliziumdioxid (Silicon wafer) | 9 Ellipsometrie
Turro 1997 CTAB Aluminiumoxid 10 | UV-Absorption von Pyren
Ben ldsst.

Auch ein direkter Vergleich der Adsorptionsisothermen mit bereits verdffentlichten, wel-
cher in der Literatur nicht blich ist, zeigt, dass der generelle Verlauf gut vergleichbar ist,
wobei jede Isotherme aufgrund verschiedener Messbedingungen und verwendeter Materia-
lien sich im Detail leicht von den anderen unterscheidet (s. Abbildung 5.3, Tabelle 5.2).
Lediglich im Konzentrationsbereich unterhalb von 1-10~* M treten teilweise deutliche Un-
terschiede in den adsorbierten Mengen auf, was auf die unterschiedliche Oberflichenladung
des Adsorbens und teilweise grofle Fehler der Methode bei Ermittlung derart geringer
Gleichgewichtskonzentrationen zuriickzufiihren sein kann. Die Isotherme von Turro et al.
hebt sich jedoch von den tubrigen ab durch einen noch steileren Anstieg der Adsorpti-
onsisothermen. [80] Das verwendete Aluminiumoxid weist bei pH 10 eine noch stérkere
Oberflichenladung als Siliziumdioxid auf, sodass die adsorbierten Mengen bei gleicher
Tensidkonzentration (< 1-107% M) gréBer sind. [3] Dieser Vergleich soll verdeutlichen,
dass der Adsorptionsprozess stark abhéngig ist vom verwendeten System (Oberfléche,
Losungszusitze), dass jedoch bei chemisch &hnlichen verwendeten Materialien, dhnlichen
pH-Werten und Salzkonzentrationen vergleichbare adsorbierte Mengen messbar sind.
Wegen der sehr groflen Spannweite gefundener adsorbierter Mengen und der bereits dar-
gelegten Abhéngigkeit der Adsorptionsisothermen von Salzkonzentrationen, pH-Wert und
Oberflichenladungsdichte, ist ein Vergleich des hier ermittelten Wertes fiir die maximale
adsorbierte Menge von 3,0 pmol/m? mit Literaturwerten (1,8 - 5 pmol/m? fiir das che-
misch dhnliche Cetylpyridiniumchlorid [29], 3,3 pmol/m? fiir CTAB an Silicagel [81], 3,5 -
4,8 ymol/m? an ebenen Flichen [32, 33, 34, 12, 35], d.h. Siliziumdioxid-Wafer oder Glaso-
berflichen) entsprechend vorsichtig zu gestalten. Der in dieser Arbeit ermittelte Wert fiir
die maximale adsorbierte Menge liegt am unteren Rand der doch sehr stark differierenden
Literaturwerte. Die Anwesenheit von Elektrolyten, wie beispielsweise Natriumionen, kann
das Verdriangen von Wassermolekiilen an der Siliziumdioxid-Oberfliche durch Tensidmo-
lekiile behindern, wie kalorimetrische Messungen zeigten. [11] Somit kénnte der in dieser
Arbeit verwendete hohe pH-Wert zu einer entsprechend geringeren maximalen adsorbier-

ten Menge gefithrt haben.
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Abbildung 5.4: Adsorptionsisotherme von CTAB an hydrophobem Silicagel (graue Vier-
ecke). Die cmc betrigt 9-10~* M und wurde bei pH 8 mittels Oberflichenspannungsmes-
sung bestimmt (graue Markierung). Die schwarze Linie représentiert die Anpassung nach
Gu-Zhu (nach Formel 2.3, Ergebnisse s. Tabelle 8.2).

Insgesamt zeigen die Messungen, dass CTAB bei pH 10 eine starke Adsorption an Silicagel
aufweist, welche sich durch eine direkte Anlagerung einzelner Molekiile im iberwiegenden
Mafle durch Coulomb-Wechselwirkungen an der Oberfliche, weniger durch Aggregation
der Tenside untereinander durch van-der-Waals-Wechselwirkungen, auszeichnet und so-
mit formal als Langmuir-dhnlich beschrieben werden kann. Aus der maximalen adsorbier-
ten Menge ergibt sich ein Platzbedarf, der auf eine recht dichte Anordnung der CTAB-
Molekiile in der Adsorptionsschicht hinweist, die jedoch nicht so dicht ist wie in einem

komprimierten Langmuir-Film.

5.2.1.2 CTAB an hydrophoben Oberflichen

Die Adsorptionsisotherme von CTAB auf hydrophobem Silicagel weist im Vergleich zu der
auf hydrophilem Silicagel einen verzdgerten Anstieg der adsorbierten Mengen mit der Ten-
sidkonzentration in Losung auf (s. Abbildung 5.4). Die starke Abhéngigkeit der adsorbier-
ten Menge von der Tensidkonzentration beginnt erst ab héheren CTAB-Konzentrationen:
der Wendepunkt der angelegten Gu-Zhu-Anpassung liegt bei 8,6-1074 M, was 96 % der
cme entspricht. Die maximale adsorbierte Menge betriigt etwa 0,48 pmol/m? und wird

etwa ab der cme von CTAB erreicht.
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Im Gegensatz zur Adsorptionsisothermen von CTAB auf hydrophilem Silicagel zeigt die
Adsorptionsisotherme von CTAB auf hydrophobem Silicagel mit dem verzégerten Anstieg
einen Verlauf, bei dem insbesondere der wichtige Bereich der niedrigen Konzentrationen
nicht gut mit dem Langmuir-Modell angepasst werden kann. Dies spricht gegen die Ad-
sorption einzelner Monomere, welche ohne Tensid-Tensid-Wechselwirkung adsorbieren. Die
Datenpunkte der Adsorptionsisothermen lieflen sich nicht mit dem Langmuir-Modell an-
passen, jedoch mit dem Gu-Zhu-Modell (s. Abschnitt 2.2). Die beiden Parameter betragen
1,6 fur k; und 5,3 fiir ko mit einer Aggregationszahl von 10 (s. Tabelle 8.2).

Die Anpassung nach Gu-Zhu spricht aufgrund des zugrunde liegenden Modells fiir Ag-
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Abbildung 5.5: Vergleich der Adsorptionsisothermen von CTAB an hydrophilem (schwarze
Dreiecke) Silicagel mit Langmuir-Anpassung (gestrichelte Kurve, aus Abbildung 5.2) und
an hydrophobem Silicagel (graue Vierecke) mit Gu-Zhu-Anpassung (durchgehende Kurve,
aus Abbildung 5.4).

gregationsprozesse von CTAB-Molekiilen an der hydrophoben Oberfliche. Bei geringen
CTAB-Konzentrationen lagern sich zunichst nur wenige Tensidmolekiile an der silani-
sierten Pulveroberfliche an. Aufgrund der Hydrophobie der Oberflachenbeschichtung fin-
det eine Wechselwirkung zwischen Tensid und Oberfliche durch van-der-Waals-Anziehung

zwischen den Alkylketten der silanisierten Oberfliche und der Alkylkette eines CTAB-
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Abbildung 5.6: Adsorptionsmodell von CTAB an hydrophilem Silicagel und an hydropho-
bem Silicagel.

Molekiils statt. Da diese Wechselwirkung recht schwach ist und eine geringe Reichweite hat,
ist die adsorbierte Menge an CTAB bei geringen Tensidkonzentrationen relativ gering. Die
van-der-Waals-Wechselwirkung zwischen Tensidmolekiil und Oberfliche fiithrt vermutlich
dazu, dass bei niedriger Konzentration die ersten Tensidmolekiile flach an der Oberflédche
adsorbiert sind. An diesen flachen Ankermolekiilen kénnen dann weiter Tenside durch
Aggregation anhaften, was erst bei hohen Tensidkonzentrationen nahe der cmc der Fall
ist. Bei einer erhohten Tensidkonzentration ist die Wahrscheinlichkeit fiir eine rdumliche
Anndherung von diffundierenden und adsorbierten Molekiilen wahrscheinlicher, wodurch
es zur Aggregation an der Oberfliche und weiteren Adsorption von CTAB-Molekiilen an
den Ankermolekiilen kommt. Fiir die Adsorption von C19TAB-Ankermolekiilen an Graphit
ist von Kiraly und Findenegg ebenfalls zunéchst eine flache Anordnung an der Oberflédche
anhand der Adsorptionswérme gefunden worden, an welchen es bei Erhéhung der Ten-
sidkonzentration zur Aggregation kommt, vermutlich zu Halbzylindern, wie auch AFM-

Untersuchungen anderer ionische Tenside an Graphit zeigten. [82, 83]
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5.2.1.3 Vergleich der Isothermen von CTAB

Die ab der cmc voll ausgepriagte Adsorptionsschicht von CTAB auf hydrophobem Sili-
cagel weist eine maximale adsorbierte CTAB-Menge von nur etwa 20 % der maxima-
len adsorbierten Menge von CTAB auf hydrophilem Silicagel auf (s. Abbildung 5.5).
Trotz Aggregation der CTAB-Molekiile an der hydrophoben Silicagel-Oberfliche adsor-
bieren also nur 1/5 so viele CTAB-Molekiile pro Fléche wie auf hydrophilem Silicagel. Die
Umrechnung der maximalen adsorbierten Menge von CTAB auf hydrophobem Silicagel
ergibt einen Fliachenbedarf von 3,5 nm? pro CTAB-Molekiil in der Adsorptionsschicht.
Dieser Flichenbedarf liegt eine Gréfenordnung oberhalb der Werte von 0,43-0,55 nm?
fir dicht gepackte, selbstassoziierte, senkrecht orientierte CTAB-Molekiile in einer Mono-
schicht. [75, 76, 77, 78] Dieser Vergleich legt den Schluss nahe, dass die CTAB-Aggregate
auf hydrophobem Silicagel vermutlich nicht die gesamte Oberfliche bedecken. Die adsor-
bierte Menge ist trotz Aggregation der CTAB-Molekiile recht gering.

Anhand der Adsorptionsisothermen ergibt sich folgendes Adsorptionsmodell fiir die Ad-
sorption von CTAB (s. Abbildung 5.6): An hydrophobem Silicagel scheinen sich flache Ag-
gregate von CTAB auszubilden, welche nicht die gesamte Oberfliche bedecken. Diese ent-
stehen durch Aggregation von CTAB-Molekiilen bei Konzentrationen nahe der cmc (96%)
an bereits flach orientierten adsorbierten Monomeren. Dagegen spricht die Isotherme von
CTAB an hydrophilem Silicagel fiir die Adsorption von Tensiden direkt an der Oberfliache
iiber Coloumb-Wechselwirkung mit Ausbildung einer recht dicht gepackten Schicht und

einen deutlich geringeren Einfluss der Aggregation tiber van-der-Waals-Wechselwirkungen.

5.2.2 Kontaktwinkelmessungen

Um den Einfluss der CTAB-Adsorptionsschicht an Siliziumdioxid auf dessen Oberfldchenei-
genschaften makroskopisch zu untersuchen, wurden Kontaktwinkelmessungen von Wasser-
tropfen auf Glas mit einer CTAB-Adsorptionsschicht durchgefiihrt (s. auch Abschnitt 3.3).

5.2.2.1 CTAB auf Glas

Anhand der Adsorptionsisothermen von CTAB an Silicagel wurden verschiedene CTAB-
Konzentrationen ausgewéhlt, um die entsprechenden ausgebildeten Adsorptionsschichten
von CTAB auf Glas iiber die Kontaktwinkel von Wasser auf der Schicht im Hinblick auf
ihre makroskopische Hydrophobie miteinander zu vergleichen. Aus der Adsorptionsisother-
men (s. Abbildung 5.2) wurden die Konzentrationen 1-10~% M, 3-10~* M und 1-1073 M
(= cmc) CTAB gewéhlt, um die unterschiedlichen Stadien des Aufbaus einer CTAB-
Adsorptionsschicht mit der Konzentration im Hinblick auf makroskopisch beobachtbare
Verdnderungen der Oberflichenhydrophobie zu untersuchen. Die Bilder der Kontaktwin-

kel von Wasser auf der mit der jeweiligen CTAB-Lo6sung behandelten Glasoberflache sind
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a) b)

Abbildung 5.7: Kontaktwinkel von Wasser auf UV-gereinigtem Glas (a) bzw. auf Glas mit
einer Adsorptionsschicht aus je verschieden stark konzentrierter CTAB-Losung (b-d). Die
CTAB-Adsorptionsschichten auf Glas wurden aus einer CTAB-Losung der Konzentration
1-107* M (b), 3-107* M (c) bzw. 1-1073 M (=~ cmc, d) erzeugt.

in Abbildung 5.7 gezeigt.

Auf UV-behandelter Glasoberfliche ohne CTAB-Beschichtung betrigt der Kontaktwin-
kel von Wasser in Ubereinstimmung mit experimentellen Werten von Phan et al. nahezu
0°. [84] Auf lediglich mit Wasser gereinigtem Glas dagegen betriagt der Randwinkel eines
Wassertropfens gleichen Volumens 40° (s. Abbildung 3.1 a in Abschnitt 3.3), 10° weniger
als die von Phan et al. veroffentlichten Werte. [84] Der Vergleich dieser beiden Kontakt-
winkel von Wasser auf Glas ohne CTAB zeigt deutlich, dass eine UV-behandelte Silizi-
umdioxidoberfliche sehr hydrophil ist, sodass Wasser sehr gut spreitet, wohingegen eine
unbehandelte Siliziumdioxidoberflache in Wasser weniger polar ist. [84, 85] Zudem scheint
die UV-Behandlung recht nachhaltig die Oberflichenhydrophilie von Glas zu veréndern,
da auch nach Lagerung der behandelten Glasoberfliche iiber Stunden an der Luft noch
ein Wasser-Kontaktwinkel von 0° beobachtet werden konnte.

Aus der Isotherme von CTAB an Silicagel ergibt sich bei den verwendeten Konzentrationen
eine Oberflichenbelegung von 25-30% in 1-10~* M CTAB-Lésung, von 50% in 3-107% M
und eine annihernd volle Belegung in 1-103 M CTAB-Lésung, bezogen auf die maxima-
le adsorbierte Menge. Beobachtet wurde auf allen getesteten CTAB-Adsorptionsschichten
auf Glas aus unterschiedlich konzentrierten CTAB-Lésungen ein gleichgrofier Kontaktwin-
kel von Wasser von 50° £ 5° mit messungsbedingten Schwankungen. Unterschiede zeigten
sich aber deutlich beim Auftragen der CTAB-Losungen (s.u.). Jaiczuk et al. fanden ver-
gleichbare Kontaktwinkel von 42° auf mit 1.10~* M CTAB-Lésung behandeltem Glas bzw.
38° auf mit 1-1073 M CTAB-Lésung behandeltem Glas. [86] Da die gemessenen Kontakt-
winkel von Wasser mit ca. 50° grofler sind als der Kontaktwinkel von Wasser auf Glas
ohne CTAB-Behandlung von 40°, bedeutet dies eine Adsorption von CTAB an dem un-
behandelten Glas iiber den hydrophilen Tensidteil mit zur Losung zeigender hydrophober
Alkylkette.

Anhand des gleichen Wertes von 50° fiir den Kontaktwinkel bei allen getesteten CTAB-
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Adsorptionsschichten ist abzuleiten, dass bereits bei einer Konzentration von 1.-107* M
CTAB (11% der cmc) mit einer Belegung der Glasoberfliche mit CTAB-Molekiilen von
etwa 25-30% (laut Adsorptionsisotherme) die Glasoberfliche makroskopisch genauso hy-
drophob ist wie bei einer voll ausgebildeten CTAB-Adsorptionsschicht ab der cmc. Zwar
lagern sich bei der Behandlung des Glases mit einer hoheren CTAB-Konzentration mehr
Tensidmolekiile an der Oberflache an, jedoch scheint die dadurch einem Wassertropfen ent-
gegen gerichtete Alkylschicht vergleichbar hydrophob zu sein. Erklart werden kann dies
durch das Vorhandensein einer Strukturierung der Oberflache aus hydrophoben Einheiten
in Kombination mit der relativ hohen Oberflichenspannung von reinem Wasser. Bereits
bei der Adsorptionsschicht aus 1-107* M CTAB-Loésung wird durch adsorbierte CTAB-
Molekiile mit Abstdnden im unteren Nanometer-Bereich eine durch die Alkylketten her-
vorgerufene unpolare Oberflichenstruktur generiert. Rechnerisch sind bei dieser Konzen-
tration 0,4 CTAB-Molekiile pro nm? zu finden, bei Schichten aus 1-1073 M CTAB-Lésung
sind es 1,5 CTAB-Molekiile pro nm?. Dies kann in Kombination mit der Oberflichenspan-
nung des aufgetragenen Wassers dazu fiithren, dass sich makroskopisch ein Wassertropfen
mit relativ grofem Randwinkel ausbildet. Fiir die TIRF-Messungen ist das Ergebnis von
Interesse, dass bereits bei 11% der cmc von CTAB (1-10~* M) eine makroskopisch hydro-
phobe Adsorptionsschicht ausgebildet wird, da bei dieser Konzentration Fluoreszenzsignale
von Nilrot in der hydrophoben Schicht erwartet werden kénnen.

Der Kontaktwinkel von Wasser auf einer voll ausgebildeten CTAB-Adsorptionsschicht auf
UV-behandeltem Glas ist dennoch nur etwa halb so grofi wie der Kontaktwinkel von
Wasser auf silanisiertem Glas (s. Abbildung 3.1). An silianisiertem Glas bedecken Al-
kylketten dicht gepackt die Glasoberflache. Fiir die selbstassoziierte, ausgebildete CTAB-
Adsorptionsschicht bedeutet das, dass die Molekiile an der Oberfliche weniger dicht ge-
packt sind als bei einer silanisierten Oberfliche, an der vermutlich jede Silanolgruppe
mit einem Silanmolekiil reagiert hat. Dies kénnte fiir den molekularen Aufbau der CTAB-
Adsorptionsschicht an Glas bedeuten, dass entweder senkrecht oder flach an der Oberflédche
orientierte Molekiile oder Molekiilgruppen mit Freirdumen zueinander angeordnet sind.
Beim Auftragen der CTAB-Losungen unterschiedlicher Konzentration auf UV-behandeltes
Glas zeigten sich deutliche Unterschiede im Spreitverhalten: bei 1.:10~% M CTAB spreitete
die aufgetropfte Losung sehr stark, wobei sie iiber das gesamte Glas verlief, allerdings
nicht auf bereits benetzte Stellen. Ab 3-10~% M CTAB spreitete die aufgetragene Losung
kaum und musste manuell verteilt werden. Bei den grofieren getesteten Konzentrationen
stellte sich das Gleichgewicht zur Ausbildung einer makroskopisch hydrophoben Adsorpti-
onsschicht also aufgrund der gréfleren Anfangskonzentration deutlich schneller ein, sodass
der Spreitprozess durch das Vorhandensein hydrophoben Oberflichenbereiche gehemmt
war.

Abschliefflend ldsst sich anhand der Ergebnisse der Kontaktwinkelmessungen vermuten,
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dass CTAB-Molekiile bei geringer Tensidkonzentration an UV-behandeltem Glas an der
hydrophilen Oberfliche adsorbieren, wodurch sie eine hydrophobe Strukturierung der
Oberflache im unteren Nanometerbereich bewirken. Es kommt bei Erh6hung der CTAB-
Konzentration zur Verdichtung der Adsorptionsschicht, welche sich allerdings makrosko-
pisch nicht auf das Benetzungsverhalten von Wasser auswirkt. Details {iber den mikro-
skopischen bzw. nanoskopischen Aufbau der Adsorptionsschicht, wie Freirdume zwischen
adsorbierten Molekiilen, kénnen mit der Methode der Kontaktwinkelmessung nur vermu-
tet, aber nicht aufgeklirt werden, weshalb die CTAB-Adsorptionsschichten mittels TIRF-

Mikroskopie weitergehend untersucht wurden.

5.2.2.2 CTAB auf silanisiertem Glas

Da die Kontaktwinkel von Wasser auf silanisiertem Glas etwa 90° betrugen, konnten mit
der zur Verfiigung stehenden Genauigkeit keine signifikanten Kontaktwinkeldnderungen
gemessen werden bei der Beschichtung mit CTAB-Losungen verschiedener Konzentratio-
nen.

Anhand der Adsorptionsisothermen von CTAB auf silanisiertem Silicagel konnte eine
Oberflichenbelegung abgeleitet werden, die nur 20% der auf hydrophilem Glas entspricht,
wobei die Adsorptionsschicht aus vereinzelten Aggregaten aus etwa 10 Monomeren besteht.
Selbst oberhalb der cmc betrigt die Belegungsdichte mit CTAB-Aggregaten aus 10 Mono-
meren also rechnerisch 0,03 CTAB-Aggregate pro nm?. Daraus scheint keine signifikante
und makroskopisch messbare Oberflachenhydrophilie zu resultieren, die das Benetzungs-
verhalten von Wasser beeinflusst. Dies unterstreicht nochmals die geringe Oberflachenbe-

legung von CTAB an hydrophoben Oberflichen im Vergleich zu hydrophilen Oberflichen.

5.3 PE10500

5.3.1 Groflenbestimmung von Mizellen mittels DLS

Tabelle 5.3: Mittels DLS ermittelte mittlere hydrodynamische Durchmesser untersuchter
Tensidmizellen und POPC-Lipidvesikel.

Substanz Konzentration | Mittlerer Durchmesser
PE10500 1.5 mM 19 nm

PE10500 7.5 mM 18 nm

PE10500 15 mM 18 nm

POPC, 50 nm 95 nm

POPC, 100 nm 145 nm

POPC, 200 nm 212 nm
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Abbildung 5.8: Volumengewichtete Verteilung der hydrodynamischen Durchmesser einer
1,5-1073 M PE10500-Losung, mittels dynamischer Lichtstreuung erhalten.

Mithilfe dynamischer Lichtstreuung (DLS) wurden die mittleren hydrodynamischen Durch-
messer von Mizellen und Lipidvesikeln in Lésung ermittelt fiir einen Groflenvergleich mit
hochaufgelosten PAINT-Bildern von Aggregaten an Oberflichen. Eine DLS-Gréflenvertei-
lung fiir eine PE10500-Losung mit einer Konzentration von 1,5:107% M (im cmc-Bereich)
ist beispielhaft in Abbildung 5.8 gezeigt. PE10500 weist in Ubereinstimmung mit Literatur-
daten [30] bei allen Konzentrationen oberhalb der cmc einen mittleren hydrodynamischen
Durchmesser von etwa 18-19 nm auf (s. Tabelle 5.3). Hezaveh hat in ihrer Dissertation
fir PEO- und PPO-Segmente verschiedener Blocklinge die Ausdehnung (end-to-end) in
Wasser bzw. ausgestreckt simuliert. [87] Fir PE10500 kann anhand ihrer Ergebnisse eine
Monomerausdehnung in Wasser von 10,0 nm bzw. ausgestreckt von 32,6 nm abgeschétzt
werden. Der Vergleich dieser Werte mit dem Mizelldurchmesser zeigt, dass die Monomere
in einer Mizelle nicht ganz gestreckt oder geknéult vorliegen, sondern eine mittlere Ver-
kndulung aufweisen. Es ist denkbar, dass einzelne Monomere sich von einem Ende einer
Mizelle zum gegeniiberliegenden erstrecken, wie es auch von Hezaveh et al. simuliert wur-
de [87], oder dass sie gefaltet sind und maximal bis zum Mizellkern hineinreichen (vgl.
auch Abbildung 6.41), wie es von Swain und Mishra fiir F127 vorgeschlagen wurde [88].
Die Grofien der POPC-Lipidvesikel wurden zur Evaluation des TIRF-Mikroskops und der
GroBenbestimmung der hochaufgelosten PAINT-Bilder bestimmt (s. Abschnitt 6.2).

5.3.2 Adsorptionsisothermen
5.3.2.1 Adsorptionsisotherme an Silicagel

Die Adsorptionsisotherme von PE10500 an Silicagel wurde durch Konzentrationsdifferenz-
messung erhalten (s. Abbildung 5.9). Aufgrund der Ergebnisse der cme-Bestimmung zeigt
die graue Fléche in Abbildung 5.9 (oben) den cme-Bereich von PE10500 an. Wie aus dieser
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Abbildung 5.9: Adsorptionsisotherme von PE10500 an hydrophilem Silicagel (graue Vier-
ecke) und Fluoreszenzquantenausbeute von Nilrot in PE10500-Losung (weifle Dreiecke).
Der untere Graph entspricht der vergroflerten Darstellung des grau schraffierten Bereichs.
Der cmc-Bereich ist als durchgéngige graue Fliache dargestellt. Die separate Anpassung
an die beiden Plateaustufen nach Langmuir ist als durchgezogene Kurve dargestellt, die
Langmuir-Anpassung an die gesamte Isotherme nach Formel 2.2 als schwarz gestrichelte
Kurve. Ergebnisse der Anpassungen s. Tabelle 5.4.

logarithmischen Auftragung der Gleichgewichtskonzentration deutlich zu sehen ist, erfolgt
die Adsorption von PE10500 an hydrophilem Silicagel bereits bei Tensidkonzentrationen
deutlich unterhalb des cmc-Bereiches. Je néher die Gleichgewichtskonzentration an der
cmc ist, umso grofer ist die adsorbierte Menge.

Eine Vergroflerung des unteren Konzentrationsbereichs der Adsorptionsisotherme (schraf-
fierter Bereich) verdeutlicht, dass sich PE10500 in einem zweistufigen Prozess an der
Silicagel-Oberflache anlagert. Der stark ausgeprigte Knick zwischen den beiden Plate-
aus in der Isothermen deutet auf eine deutliche Anderung der Adsorptionsschicht hin.
Das erste Plateau wird bei etwa 2:107% M PE10500 vollstindig erreicht, das zweite bei
ca. 1.107® M. Ab einer Gleichgewichtskonzentration von 4-10=° M PE10500 steigt die
adsorbierte Menge stark mit zunehmender PE10500-Konzentration an. Die Messungen

waren auf eine maximale Gleichgewichtskonzentration von 1-107* M beschrinkt, da die
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Tabelle 5.4: Parameter der Langmuiranpassung an die Adsorptionsisotherme von PE10500
an hydrophilem Silicagel im Gleichgewichtskonzentrationsbereich bis 4-10~> M PE10500.
Das erste Plateau wurde zunéchst separat angepasst, anschliefend auch beide Plateaus
zusammen.

1. Plateau | 1. und 2. Plateau | 3. Plateau
Tiax [mol/m?] 0,033 0,042 0,14 [89]
K, [L/mol] 7,66-10° 4,59-108 -
R? 0,9817 0,9019 -
Fliche/Monomer [nm?] | 50 40 12 [89]

Messfehler der Oberflichenspannungsmessung bei Verdiinnen mit dem Faktor 1000 der
Loésung zur Bestimmung der Gleichgewichtskonzentration zu grofl wurden. Der Vergleich
mit der Adsorptionsisothermen von PE10500 an Silicagel von Killmann et al. zeigt, dass
ein weiteres Plateau ab Tensidkonzentrationen von etwa 5-10~4 M erreicht wird mit einer
maximalen adsorbierten Menge von 0,14 pmol/m?. [89] Dieses dritte und letzte Plateau
beschreibt die vollstéandige Belegung der Silicagel-Oberfliache mit einer Adsorptionsschicht.
Diese baut sich durch mit steigender PE10500-Konzentration zunehmenden Tensid-Tensid-
Wechselwirkungen auf, wie der Vergleich mit der Zunahme der Fuoreszenzquantenausbeute
zeigt (s. Abbildung 5.9). Aufgrund der Begrenzungen der in dieser Arbeit verwendeten Me-
thode konnte also die Vollbelegung der Silicagel-Oberfléche nicht erfasst werden. Killmann
et al. 16sen jedoch den unteren Bereich der Isothermen nicht auf, sodass die hier vorliegen-
de Isotherme Erkenntnisse zur Adsorption bei niedrigen PE10500-Konzentrationen liefert.
Die beiden Plateaus im niedrigen Gleichgewichtskonzentrationsbereich konnten mittels
Langmuir-Adsorptionsmodell und mittels Gu-Zhu-Modell angepasst werden (s.u.). Im er-
sten Plateau lésst sich anhand der Langmuir-Anpassung eine maximale adsorbierte Menge
von 0,033 pmol/m? und daraus ein Platzbedarf in der Adsorptionsschicht von 50 nm? pro
PE10500-Molekiil ermitteln (s. Tabelle 5.4).

In der Wasser-Luft-Grenzschicht wurde von Gau et al. der Platzbedarf je PE10500-
Molekiil in verschiedenen Kompressionsstufen in der Adsorptionsschicht anhand von Mes-
sungen mit der Langmuir-Blodgett-Filmwaage bestimmt. [70] Die Experimentatoren va-
rilerten dabei den Oberflichendruck auf einen zweidimensionalen Film aus PE10500-
Molekiilen an der Wasser-Luft-Grenzfldche, wodurch sie verschiedene Packungsdichten er-
reichten. Mittels Wilhelmiplatte wurde der Oberflichendruck des Films in Abhéngigkeit
der Filmkompression gemessen und so verschiedene Packungsstadien der Tensidmolekiile
in der Wasser-Luft-Grenzflache ermittelt. Fiir ein flach orientiertes PE10500-Molekiil wur-
de dabei eine Molekiilfliche von 26,7 nm? bestimmt. Bei Erhohung des Filmdrucks wur-
de eine Verdrangung der PEO-Blocke aus der Grenzebene in die polare Phase erreicht,
was eine Verringerung des Platzbedarfs pro Molekiil auf 17,1 nm? bewirkte. Eine weitere

Filmdruckerhéhung fithrte zur Kompression der PPO-Blocke in der Schicht und zu einem
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Tabelle 5.5: Parameter der Anpassung nach Gu-Zhu an die Adsorptionsisotherme von
PE10500 an hydrophilem Silicagel. Fiir die Anpassung durch Formel 2.3 wurde je der
Aggregationsparameter n in Schritten von 0,5 verdindert, I'yay auf 0,06 pmol/m? und
der ki-Parameter mit dem Ergebnis der Langmuir-Anpassung festgesetzt und der ko-
Parameter optimiert. R? beschreibt den Regressionskoeffizienten der Anpassung.

n | ki [L/mol] | ko [L/mol] | ka/k; | R?

2 | 1107 7.10% 7.1073 | 0,969
2,5 | 1107 7.107 7 0,880
3 [ 1107 6-1010 6-105 | 0,765
3,5 | 1.107 5-1013 5-10% | 0,662
4 [1-107 3-1016 3-10° | 0,569

Platzbedarf pro Molekiil von 8,4 nm?. Anhand der Langmuir-Anpassung kann man durch
den Vergleich dieser Platzbedarfe mit dem Wert der ersten Adsorptionsschicht von 50 nm?
aus der Adsorptionsisothermen schlieflen, dass PE10500 nicht die gesamte Siliziumdioxid-
oberfliche bedeckt und vermutlich in Form separater Monomere adsorbiert ist.

Aufgrund des ausgepriagten Knicks der Adsorptionsisotherme im unteren Konzentrati-
onsbereich wurden die ersten beiden Plateaus der Adsorptionsisothermen von PE10500
auf hydrophilem Silicagel nach dem Gu-Zhu-Modell (s. Formel 2.3) angepasst. Die An-
passung lieferte Hinweise fiir schwache Aggregationsprozesse an der Oberfliche. Fiir die
Anpassung anhand Formel 2.3 wurde je der Aggregationsparameter n sowie die maximale
adsorbierte Menge auf 0,06 ptmol/m? und k; auf 1-107 L /mol festgesetzt, was der gerunde-
ten Gleichgewichtskonstanten der Langmuiranpassung an das erste Plateau entspricht, um
den ks-Parameter zu optimieren. Die Ergebnisse der Anpassungen fiir Aggregationszahlen
von n zwischen 2 und 3 sind in Tabelle 5.5 aufgefiihrt. Da die Messwerte in ungleichméfi-
gen Abstédnden zueinander liegen, ist der Regressionskoeffizient allein nicht geeignet, um
die Giite der Anpassung zu bewerten. Die Anpassungen mit Aggregationszahlen zwischen
2 und 3 beschreiben den Isothermenverlauf am geeignetsten (s. Abbildung 5.10). Dies
stimmt gut mit den adsorbierten Mengen der ersten beiden Plateaus iiberein: die adsor-
bierte Menge des zweiten Plateaus betrdgt etwa 1,3 bis 2 mal so viel wie die des ersten
Plateaus. Auch die annéhernd gleichen Werte von ko-Parameter (beschreibt den Aggregati-
onsprozess) und k;-Parameter (beschreibt die Monomeradsorption) fiir die Anpassung mit
der Aggregationszahl 2,5 spricht fiir die Ausbildung kleiner Aggregate. Fine Aggregatbil-
dung aus adsorbierten separaten Monomeren zu Di- bis Trimeren bei niedrigen PE10500-
Gleichgewichtskonzentrationen bis 2-:1076 M ist somit aufgrund der adsorbierten Mengen
und der Anpassung nach dem Modell von Gu und Zhu wahrscheinlich.

Die maximale gemessene adsorbierte Menge von 0,10 pmol/m? deutet auf eine deutlich
dichtere Belegung der Oberfliche mit PE10500-Molekiilen hin. Aus der maximalen adsor-
bierten Menge von 0,14 mol/m? PE10500 an Silicagel aus der Isotherme von Killmann et
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Abbildung 5.10: Adsorptionsisotherme von PE10500 an hydrophilem Silicagel (graue Vier-
ecke) und Fluoreszenzquantenausbeute von Nilrot in PE10500-Losung (weifle Dreiecke).
Der untere Graph entspricht der vergroflerten Darstellung des grau schraffierten Bereichs.
Der cmc-Bereich ist als durchgéngige graue Fliache dargestellt. Die separate Anpassung
an die beiden Plateaustufen nach Gu-Zhu (Formel 2.3) mit n=3 ist als durchgezogene
blaue Kurve dargestellt, die mit n=2 als gestrichelte schwarze Kurve und die mit n=4 als
gestrichelte rote Kurve. Ergebnisse der Anpassungen s. Tabelle 5.5.

al. kann ein Platzbedarf von 12 nm? pro Molekiil berechnet werden. [89] Der Vergleich mit
den Platzbedarfen von Gau et al. (s.0.) zeigt, dass die PE10500-Molekiile dicht gepackt in
einer Monoschicht mit in die Lésung ragenden PEO-Blocken an der Oberfléche adsorbiert
sein konnten. [70] Aufgrund der aus dem zweiten Plateau langsam ansteigenden Isother-
menform in das finale Plateau konnte es jedoch aus den PE10500-Di-/Trimeren zu einer

Verdichtung der Aggregate an der Oberfliche kommen.

5.3.2.2 Adsorptionsisotherme an hydrophobem Silicagel

Die Adsorptionsisotherme von PE10500 an hydrophobem Silicagel weist im unteren Kon-
zentrationsbereich ein Plateau auf (s. Abbildung 5.11). Bei hoheren Tensidkonzentrationen

nimmt die adsorbierter Menge an der Oberfliche mit zunehmender Gleichgewichtskonzen-
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Abbildung 5.11: Adsorptionsisotherme von PE10500 an hydrophobem Silicagel (graue
Vierecke) und Fluoreszenzquantenausbeute von Nilrot in PE10500-Losung (weifle Drei-
ecke). Der untere Graph entspricht der vergroflerten Darstellung des grau schraffierten
Bereichs. In der unteren Abbildung ist die Konzentrationsskala linear, wéhrend sie in der
oberen logarithmisch (dekadisch) ist. Der cme-Bereich ist als durchgéngige graue Fléche
dargestellt. Die Anpassung nach Langmuir (Formel 2.2) ist als durchgezogene Kurve, die
Anpassung nach Gu-Zhu (Formel 2.3) als gestrichelte Kurve aufgetragen. Ergebnisse der
Anpassungen s. Tabelle 5.6.

tration in Losung dhnlich der Isothermen an unmodifiziertem Silicagel zu (bis zur maximal
messbaren Gleichgewichtskonzentration von ca. 1-107% M).

Die Ergebnisse der Anpassungen nach Langmuir bzw. Gu-Zhu an das erste Plateau sind
in Tabelle 5.6 gezeigt, wobei die beste Anpassung nach Gu-Zhu aus den moglichen An-
passungen mit Aggregationszahlen von 1,5 bis 3,5 ausgewéhlt wurde. Der Langmuir-
Sorptionskoeffizient betragt nur etwa 5% des Ky,-Wertes des ersten Plateaus der Isotherme
von PE10500 an hydrophilem Silicagel. Dies deutet auf einen im Vergleich zu unmodifi-
ziertem Silicagel geringeren Anstieg der adsorbierten Mengen mit der Gleichgewichtskon-
zentration hin.

Anhand der Giite der Anpassungen nach dem Langmuir- und Gu-Zhu-Modell sind sowohl

eine Adsorption von Monomeren als auch eine sehr schwache Aggregation denkbar. Auf-
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grund des im Vergleich zur Isothermen an unmodifiziertem Silicagel fehlenden Knicks wird
eine Adsorption von separaten Monomeren fiir wahrscheinlicher erachtet, die eine etwas

hohere Dichte aufweisen als an unmodifiziertem Silicagel.

Tabelle 5.6: Parameter der Anpassungen nach Langmuir und Gu-Zhu an die Adsorptions-
isotherme von PE10500 an hydrophobem Silicagel.

Langmuir | Gu-Zhu
'max [tmol/m?] 0,055 0,069
K, [L/mol] 3,82:10° | -
k; [L/mol] - 9,37-10°
ko [L/mol] - 2,8-103
n - 2
R? 0,9774 0,9925
Fliche/Monomer [nm?] | 30 24

5.3.2.3 Vergleich der Isothermen von PE10500

Die Isothermen von PE10500 an unmodifiziertem Silicagel und an hydrophobem Silicagel
unterscheiden sich nur wenig (s. Abbildung 5.12). In beiden Isothermen werden im Konzen-
trationsbereich bis 4-10~> M vergleichbare adsorbierte Mengen erreicht. Die Isotherme an
unmodifiziertem Silicagel weist mit dem zusétzlichen Knick auf schwache Aggregationspro-
zesse mit einer Ausbildung von Di- oder Trimeren hin. Dagegen erscheint an hydrophobem
Silicagel die Adsorption von Monomeren wahrscheinlicher, jedoch kann anhand der guten
Anpassung nach dem Gu-Zhu-Modell auch eine schwache Aggregation nicht ausgeschlos-
sen werden. An beiden Oberflichen finden mit zunehmender Tensidkonzentration an den
anfianglich adsorbierten Di-/Trimeren (Silicagel) bzw. an den Monomeren (hydrophobes
Silicagel) weitere Aggregations- oder Adsorptionsprozesse statt, die zu einer Vollbelegung
der Oberfléche fiithren.

Ein Vergleich mit der Oberflichenspannung (s. Abbildung 8.3) zeigt, dass sich eine vol-
le Belegung der Wasser-Luft-Grenzflache, wie sie in den Oberflaichenspannungsmessungen
ab ca. 3-107% M zu erkennen ist, parallel an einer Glas-Wasser-Grenzfliche in Aggregati-
onsprozessen widerspiegelt. Zu hoheren Tensidkonzentrationen kann die Schicht an adsor-
biertem Tensid in der Wasser-Luft-Grenzfliche durch weitere Einlagerung von PE10500-
Monomeren komprimiert werden. Entsprechend kann der steile Anstieg der adsorbierten
Mengen als Verdichtung der Adsorptionsschicht interpretiert werden.

Die geringen Unterschiede der beiden Isothermenverldufe sind vermutlich darauf zuriick-
zufithren, dass unbehandeltes Silicagel nicht stark hydrophil ist. Wie Kontaktwinkelmes-

sungen von Wasser an Glas zeigten, ist unbehandeltes Glas mit einem Kontaktwinkel des
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Abbildung 5.12: Vergleich der Adsorptionsisothermen von PE10500 an hydrophilem
(schwarze Dreiecke) Silicagel mit Langmuir-Anpassung (gestrichelte Kurve, aus Abbil-
dung 5.9) und an hydrophobem Silicagel (graue Vierecke) mit Gu-Zhu-Anpassung (durch-
gehende Kurve, aus Abbildung 5.11). Der untere Graph entspricht der vergrofierten Dar-
stellung des grau schraffierten Bereichs. In beiden Abbildungen ist die Konzentrationsskala
linear.

Wassers von 40° zwar weniger hydrophob als silanisiertes Glas mit 90°, aber deutlich hy-
drophober als UV-behandeltes Glas mit einem Kontaktwinkel von 0° (s. Abschnitt 3.3).
Die Oberflichenhydrophilie von unmodifiziertem Silicagel sollte mit der von unbehan-
deltem Glas vergleichbar sein. Alexandridis et al. fanden keine Adsorption von PE10500
an deprotonierter, negativ geladener, stark hydrophiler Silicageloberfliche bei pH 10 mit
SiO~-Gruppen. [90] An protonierter, ungeladener und damit weniger hydrophiler Silica-
geloberfliche bei pH 3 mit SIOH-Gruppen wurden Oberflichenaggregate gefunden. Diese
Beobachtung von Alexandridis deckt sich mit den Ergebnissen der Adsorptionsisother-
me von PE10500 an unmodifiziertem Silicagel. Sowohl die Kontaktwinkel von Wasser,
die Adsorptionsisotherme als auch die Untersuchungsergebnisse des Adsorptionsprozesses
von Alexandridis et al. zeigen deutliche Unterschiede zwischen unbehandeltem Silizium-

dioxid und deprotoniertem Siliziumdioxid in Oberflichenladung bzw. -hydrophilie und
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entsprechender Adsorption von PE10500. Da sich die fir die TIRF-M-Messungen UV-
behandelten Glaser in ihrer Hydrophilie stark von unbehandeltem Glas unterscheiden, ist
anzunehmen, dass die Ergebnisse der TIRF-M-Messungen nicht mit den Beobachtungen
des Adsorptionsprozesses an unbehandeltem Silicagel, die aus der vorliegenden Adsorp-
tionsisotherme abgeleitet wurden, zu vergleichen sind. Die Oberflicheneigenschaften von
silanisiertem Silicagel und silanisiertem Glas hingegen sollten so weit vergleichbar sein,
dass die Adsorptionsisotherme an hydrophobem Silicagel als Referenz fiir Ergebnisse des

Adsorptionsprozesses aus TIRF-M-Bildern dienen kann.

5.3.3 Kontaktwinkelmessungen

Die ausgebildeten Adsorptionsschichten des jeweiligen zu untersuchenden Tensids auf Glas
sollten bei verschiedenen Tensidausgangskonzentrationen miteinander verglichen werden,
um die Auswirkungen der adsorbierten PE10500-Molekiile auf die Oberflachenhydrophilie

der Glasoberflichen zu erfassen.

5.3.3.1 PE10500 auf Glas

Es wurde eine PE10500-Konzentration von 1-107° M gewéhlt, die dem Sittigungsbereich
des zweiten Plateaus in der Adsorptionsisothermen entspricht. Zusétzlich wurde die Ad-
sorptionsschicht bei einer Konzentration von 5-1073 M getestet, welche deutlich oberhalb
des cmec-Bereiches von PE10500 liegt. Als Oberfliche wurde zum einen unbehandeltes,
lediglich mit Wasser gereinigtes Glas verwendet (Kontaktwinkel von Wasser: 40°), das der
unmodifizierten Silicageloberflache dhnelt, zum anderen UV-behandeltes Glas (Kontakt-
winkel von Wasser: 0°, s. Abschnitt 5.2.2.1).

Da einige Kontaktwinkel von Wasser auf den getesteten Oberflichen sehr klein (< 10°)
und somit im Bereich der Fehlergrenzen des verwendeten Messaufbaus waren, bot sich ein
Vergleich der Aufsicht auf den jeweiligen Tropfen besser an als ein Vergleich der Randwin-
kel (s. Abbildung 5.13). Fiir eine gute Vergleichbarkeit der Ausdehnung der Wassertropfen
wurde jeweils dasselbe Volumen an Wasser verwendet und die Tropfen nebeneinander und
bei gleicher Brennweite aufgenommen.

Auf UV-behandeltem Glas spreitet Wasser mit einem Kontaktwinkel von nahezu 0° sehr
stark (s. Abschnitt 5.2.2.1). Allerdings dehnt sich ein gleichgrofer Wassertropfen auf UV-
behandeltem Glas, das mit 1-107°> M PE10500 beschichtet wurde, genauso stark aus
(s. Abbildung 5.13 a). Es édndert sich die Oberflichenhydrophilie der sehr hydrophilen
UV-behandelten Glasoberfliche nicht messbar. Auf der Glasoberfliche, die mit 5:1073 M
PE10500-Losung behandelt wurde, spreitet der Wassertropfen genauso stark. Nach den Er-

gebnissen von Alexandridis et al. sollte keine Adsorption von PE10500 an deprotoniertem
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2)

Abbildung 5.13: Kontaktwinkel von Wasser auf Glas (mit und ohne UV-Behandlung) ver-
schiedener Beschichtung mit PE10500. a) Wassertropfen auf Glas mit UV-Behandlung.
Links: Wasser auf UV-behandeltem Glas ohne PE10500-Beschichtung; Mittig: Wasser auf
UV-behandeltem Glas, das mit 1-107° M PE10500-Lésung bespiilt wurde; Rechts: Wasser
auf UV-behandeltem Glas, das mit 5-1072 M PE10500-Losung bespiilt wurde. b) Was-
sertropfen auf Glas ohne UV-Behandlung. Links: Wasser auf Glas, das mit 1-107° M
PE10500-Losung bespiilt wurde; Rechts: Wasser auf Glas, das mit 5-1072 M PE10500-
Losung bespiilt wurde.

Siliziumdioxid zu erwarten sein. [90] Die Kontaktwinkelmessungen zeigen fiir PE10500-
Konzentrationen unterhalb und oberhalb der cmc keine Verdnderung der Oberflachenei-
genschaften, d.h. keine Adsorptionsschicht, welche die Oberflache makroskopisch messbar
hydrophober macht. Das bedeutet, dass die mit UV-Strahlung behandelte Glasoberflédche
stark deprotoniert vorliegen muss. Diese Charakterisierung der behandelten Glasoberfléche
bietet die Grundlage zur Bewertung der Ergebnisse der Adsorptionsuntersuchungen von
PE10500 an Glas mit dem Fluoreszenzmikroskop.

Sowohl ein Wassertropfen auf unbehandeltem Glas (ohne UV-Bestrahlung, s. Abschnitt
5.2.2.1) als auch ein Wassertropfen auf mit 1-10~5 M PE10500-Losung beschichtetem Glas
weist denselben Kontaktwinkel von etwa 40° und dasselbe Ausdehnungsverhalten des Trop-
fens auf (s. Abbildung 5.13 b). Somit konnte fiir die mit der Silicageloberflédche vergleichba-
re unbehandelte Glasoberfliche gezeigt werden, dass im Konzentrationsbereich der unteren
Plateaus der Adsorptionsisothermen von PE10500 an Silicagel (ceg= 1:107° M) kein Ef-
fekt durch eine Adsorptionsschicht von PE10500 an Glas makroskopisch messbar ist. Das

schliefit allerdings nicht aus, dass einzelne Molekiile in ungeordneten, weiten Abstinden
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adsorbieren ohne eine regelméflige und klare, Adsorptionsstruktur auszubilden, welche
das Spreitverhalten von Wasser verdndern kann. Nur auf unbehandeltem Glas, das mit
5-10~2 M PE10500-Losung beschichtet wurde, ist der Kontaktwinkel deutlich kleiner als
auf unbeschichtetem Glas, da die Glasoberfliche durch adsorbiertes Tensid hydrophiliert
wird und der Wassertropfen stérker spreitet. Adsorbierte Tensidstrukturen an der recht
hydrophoben Glasoberfliche generieren also eine hydrophilere Oberflichenstruktur als es
die reine Glasoberflache ist. Dies deutet darauf hin, dass bei PE10500-Konzentrationen
oberhalb der cmc auf unbehandeltem, protoniertem, ungeladenem Glas eine makrosko-
pisch iiber den Kontaktwinkel messbare Adsorption stattfindet, wobei die adsorbierten
Molekiile mit den PPO-Blécken an der Glasoberfliche adsorbieren, mit zur Losung zei-
genden PEO-Blocken. Sowohl zur Bewertung der TIRF-M-Ergebnisse als auch der AFM-

Messungen dienen die Oberflachencharakterisierungen als Referenz.

5.3.3.2 PE10500 auf silanisiertem Glas

Da die Kontaktwinkel von Wasser auf silanisiertem Glas etwa 90° betrugen, konnten mit
der zur Verfiigung stehenden Genauigkeit keine signifikanten Kontaktwinkeldnderungen
gemessen werden bei der Beschichtung mit niedrig konzentrierten Tensidlosungen. Bei der
Beschichtung mit hoch konzentrierten Tensidlésungen waren die Abweichungen von 90°
sehr gering. Die Tropfen spreiteten minimal nach Auftrag. Die Anwesenheit von PE10500
filhrte somit weder zu einer signifikanten Erhéhung noch einer Erniedrigung der makro-
skopisch beobachtbaren Hydrophobie der Oberflache.

5.4 Tensidmischungen

5.4.1 Oberflichenspannung von Tensidmischungen

Da in vielen Anwendungen sowie Experimenten Mischungen mehrerer Tenside eingesetzt
werden, sollte in dieser Arbeit das Mischverhalten verschiedener Tenside untersucht wer-
den. Dabei sollte der Einfluss von hydrophoben Alkylketten bzw. Ladungen der hydro-
philen Tensidbestandteile auf das Aggregationsverhalten eines Tensids ermittelt werden.
Als Grundlage fiir die Untersuchungen des Aggregationsverhaltens von Tensidmischun-
gen an festen Oberflachen mittels TIRF-M wurde zunéchst das Aggregationsverhalten der
Mischungen in Losung analysiert. Dazu wurden Oberflichenspannungskurven durch Varia-
tion der Gesamttensidkonzentration bei einem festen Tensidmischungsverhéltnis erstellt.
Die Experimente erfolgten unter eigener Mitbetreuung im Rahmen der Bachelorarbeit von
Marvin Siebels. [62]

Die verwendeten molaren (bzw. Massen-) Verhaltnisse der Tensidmischungen von PE10500
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mit je einem niedermolekularen Tensid betragen: SDS:PE = 95:5 (bzw. 84:100), bzw.
CTAB:PE = 95:5 (bzw. 107:100), bzw. C12EO7:PE = 94:6 (bzw. 115:100). Es wurde
jeweils die Oberflaichenspannungskurve der Mischung von PE10500 mit einem der drei
niedermolekularen Tenside mit der Oberflichenspannungskurve der einzelnen Tenside oh-
ne Zusatz verglichen. Zudem wurde eine Oberflichenspannungskurve der Mischung iiber
der jeweiligen anteiligen Tensidkonzentration dargestellt, um den Einfluss der Einzelkom-
ponenten in der Mischung herauszustellen.

Die Oberflachenspannungskurve der Mischung von PE10500 mit CTAB in Abbildung 5.14
(oben) liegt zwischen den beiden Oberflachenspannungskurven der Einzelkomponenten,
was zunéchst ein Mischverhalten der beiden Tenside vermuten liefle. Allerdings zeigt
der Vergleich der Oberflichenspannungskurve iiber der anteiligen Tensidkonzentration
von PE10500 in der Mischung mit der Oberflichenspannungskurve der Reinkomponente
PE10500 (Abbildung 5.14, unten) einen beinahe identischen Verlauf. Dies deutet darauf
hin, dass das Adsorptionsverhalten der Tensidmischung in der Wasser-Luft-Grenzflédche
nahezu ausschliellich durch das hochmolekulare PE10500 bestimmt wird und kaum durch
das niedermolekulare Kationtensid CTAB. Diese beiden Tenside gehen in der Wasser-
Luft-Grenzfliche demnach keine Wechselwirkungen miteinander ein. Das Ausbilden von
Mischaggregaten in Losung ist daher ebenfalls unwahrscheinlich.

In der Mischung von PE10500 mit dem anionischen SDS liegt die von der Gesamttensidkon-
zentration abhéngige Oberflichenspannungskurve ebenfalls zwischen den beiden Kurven
der Reinkomponenten (Abbildung 5.15, oben). Die von der PE10500 anteiligen Konzen-
tration abhéngige Oberflichenspannungskurve liegt im unteren Konzentrationsbereich um
bis zu 10 mN/m unterhalb der entsprechenden Oberflichenspannungskurve der reinen
PE10500-Losung (Abbildung 5.15, unten). Ab der cmc jedoch kénnen beide Kurven unter
Berticksichtigung der Genauigkeit der Messungen als identisch betrachtet werden. Dies
lasst vermuten, dass sich sowohl PE10500 als auch SDS in der Wasser-Luft-Grenzfliche
anlagern, wo durch synergetische Effekte die Oberflachenspannung stéirker abgesenkt wird
als durch die jeweiligen Tenside ohne Beimischung des anderen Tensids. Es ist denkbar,
dass sich die SDS-Molekiile aufgrund ihrer im Vergleich zu CTAB kiirzeren Alkylketten
an PE10500-Molekiile anlagern und diese SDS-PE10500-Addukte ein im Vergleich zu rei-
nem PE10500 giinstigeres Verhéltnis aus hydrophobem zu hydrophilem Molekiilteil haben,
sodass eine Einalgerung in die Wasser-Luft-Grenzflache bevorzugt stattfindet. Als Folge
der Coadsorption von PE10500 und SDS in der Wasser-Luft-Grenzflache weicht die Form
der Oberflichenspannungskurve der Mischlésung zum Teil von der Form der Oberflichen-
spannungskurven der Reinkomponenten ab. Wéhrend in der PE10500-CTAB-Mischung
der Verlauf der Oberflichenspannungskurve mit dem der reinen PE10500-Lésung iiber-
einstimmt, weicht die Form der Oberflichenspannungskurve der PE10500-SDS-Mischung
deutlich von der Oberflichenspannungskurve der reinen PE10500-Lésung ab. Die Ergeb-
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nisse lassen darauf schlieffen, dass sich auch in Lésung PE10500-SDS-Mischaggregate aus-
bilden. Es ist aber davon auszugehen, dass entweder die Wechselwirkung zwischen den
beiden Tensiden schwach ist oder die Verdnderung der Adsorbathydrophilieunterschiede
gering ausfillt, da andernfalls die Oberflichenspannungskurve mit anteiliger PE10500-
Konzentration auch oberhalb der cmc unterhalb der Werte der reinen PE10500-Lésung
liegen sollte.

Anders verhélt sich die Mischung von PE10500 mit dem ebenfalls nichtionischen C15EO7.
Ab der cmc von C1oEO7 weist die Mischung dieselbe Oberflichenspannung auf wie C1oEO7
(s. Abbildung 5.16, oben und Mitte). Die Oberflichenspannungswerte in Abhéngigkeit der
anteiligen Tensidkonzentration von PE10500 in der Mischung liegen bei allen Konzentra-
tionen um mindestens 5 mN/m unterhalb der Oberflichenspannung der reinen PE10500-
Losung (s. Abbildung 5.16, unten). Diese Beobachtungen lassen sich mit einer starken
Wechselwirkung der beiden nichtionischen Tenside in der Wasser-Luft-Grenzfliche er-
kléren. In Losung ist demnach von der Bildung von Mischaggregaten auszugehen.
Zusammenfassend konnte anhand der Oberflichenspannungskurven der Mischungen ei-
ne starke Wechselwirkung und somit ein Mischverhalten von PE10500 und Ci2EO7 in
der Wasser-Luft-Grenzflache beobachtet werden. SDS wechselwirkt deutlich weniger stark
als C12EO7 mit PE10500 und CTAB wechselwirkt praktisch nicht mit PE10500 und ist
somit nicht in der Wasser-Luft-Grenzfliche nachzuweisen. Diese Ergebnisse kénnen die
Interpretation von Fluoreszenzsignalen der mittels Fluoreszenz-Mikroskopie untersuchten

Mischungen an Festkorper-Wasser-Grenzflachen unterstiitzen.
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Abbildung 5.14: Oberflachenspannungskurve der Tensidmischung von PE10500 und CTAB
sowie der jeweiligen Einzelkomponenten. Oben: Oberflichenspannungskurve der Tensid-
mischung in Abhéngigkeit der Gesamttensidkonzentration. Mitte: Oberflichenspannungs-
kurve des anteiligen CTAB. Unten: Oberflichenspannungskurve des anteiligen PE10500.
Das molare (bzw. Massen-) Verhéltnis der Tensidmischung betriagt CTAB:PE = 95:5 (bzw.
107:100).
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Abbildung 5.15: Oberflichenspannungskurve der Tensidmischung von PE10500 und SDS
sowie der jeweiligen Einzelkomponenten. Oben: Oberflichenspannungskurve der Tensid-
mischung in Abhéngigkeit der Gesamttensidkonzentration. Mitte: Oberflichenspannungs-
kurve des anteiligen SDS. Unten: Oberflichenspannungskurve des anteiligen PE10500.
Das molare (bzw. Massen-) Verhéltnis der Tensidmischung betragt SDS:PE = 95:5 (bzw.

84:100).
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Abbildung 5.16: Oberflichenspannungskurve der Tensidmischung von PE10500 und
C12EO7 sowie der jeweiligen Einzelkomponenten. Oben: Oberflichenspannungskurve der
Tensidmischung in Abhéngigkeit der Gesamttensidkonzentration. Mitte: Oberflichenspan-
nungskurve des anteiligen Ci12EO7. Unten: Oberflichenspannungskurve des anteiligen
PE10500. Das molare (bzw. Massen-) Verhéltnis der Tensidmischung betragt C12EO7:PE
= 94:6 (bzw. 115:100).



Kapitel 6

Ergebnisse hochauflosender
Methoden an Oberflichen

6.1 TIRF-Mikroskopie

Bevor die hochauflésende PAINT-Methode auf die Rohdaten der TIRF-Mikroskopie an-
gewendet werden konnte, musste die TIRF-Mikroskopie evaluiert werden, d.h. die TIRF-

mikrsokopischen Bilder wurden analysiert und interpretiert.

6.1.1 Abschitzung von rdumlichen Gréflenverhiltnissen und Diffusions-
geschwindigkeiten

Bei der Interpretation der TIRF-M-Bilder sollte beachtet werden, dass die Informationen
iiber die Farbstoffposition bzw. seine Umgebung in Form von Fluoreszenzlicht iiber den
Messaufbau an den CCD-Chip der Kamera tibertragen und in der rdumlichen Dimension
von Pixeln gesammelt werden. Bei dieser Sammlung und bei der Riickiibersetzung einer
Pixelinformation zu Fluoreszenzverhalten von Nilrot an der Glasoberfliche miissen fiir
eine stimmige Interpretation einige Effekte und Aspekte beachtet werden. Im Folgenden
werden dazu die Aspekte der rdumlichen Ausdehnung eines Pixels im Vergleich zu den
verwendeten Molekiilen, Multidetektionseffekten von Fluoreszenzsignalen und Diffusions-
geschwindigkeiten dargelegt.

Die verwendete CCD-Kamera hat eine Auflésung von 512-512 Pixeln. Jeder Pixel sammelt
die Fluoreszenzsignale einer Fliche von 178-178 nm? (=31684 nm?). Um ein Versténdnis
fiir das Verhéltnis der Dimensionen von Pixelflichen und Molekiilausdehnungen zu ver-
mitteln, werden im Folgenden einzelne Molekiilausdehnungen einiger verwendeter Tenside
ausfgefiihrt. Fiir ein Nilrotmolekiil beispielsweise wurde in dieser Arbeit anhand der FCS-
Kurven eine Molekiilradius von etwa 0,48 nm ermittelt. Fiir ein senkrecht orientiertes, nie-
dermolekulares CTAB-Molekiil wurde eine Fliche von etwa 0,43-0,55 nm? fiir die Anord-
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Tabelle 6.1: Translationale Diffusionskoefizienten von Nilrot (NR) in Chloroform, in der
lateralen Mizelloberflache von SDS, CTAB und TritonX-100 (TX-100) sowie von der latera-
len Eigendiffusion von Natriumoctanoat bzw. Decylammoniumchlorid (molekular dhnlich
zu SDS bzw. CTAB). Mit entsprechender Belichtungszeit (1) wurde mithilfe von For-
mel 2.1 (n= 4) die mittlere quadratische zuriickgelegte Strecke <z2> pro Bild berechnet
und anhand der Pixelfliiche von 0,032 pm? die bei ungehinderter Diffusion passierte Anzahl
an Pixeln (px) pro Bild abgeschétzt (Ausnahme: * mit Formel 2.1 und n= 6).

Diffusionsprozess D [m?/s] | 7 [ms] | <2®> [pm’] | px/Bild
NR in Chloroform* [91] 1,9E-10 i’g ?IZ 1;23
NR in SDS-Mizelloberflache [92] 1,77E-10 ?8 3?:11 1;;;
NR in CTAB-Mizelloberfliche [92] | 1,95E-10 ?8 32:2 1;2%
NR in TX100-Mizelloberflache [92] | 3,31E-10 ?8 ?g:; 22?2

nung in einer dicht gepackten, selbstassoziierten Monoschicht auf wéssriger Losung ohne
Salzzugabe veroffentlicht. [75, 76, 77, 78] Aus den eigens erstellten Adsorptionsisothermen
wurden CTAB-Molekiilflichen von 0,6 nm? an hydrophilem und 3,5 nm? an hydrophobem
Silicagel erhalten. Fiir das hochmolekulare PE10500 wurde in dieser Arbeit eine Fléche
von 34-50 nm? an unbehandeltem und von 30 nm? an hydrophobem Silicagel ermittelt.
In der Literatur finden sich Werte von 8,4 nm? fiir ein komprimiertes bis 26,7 nm? fiir ein
flach orientiertes PE10500-Molekiil in einer Wasser-Luft-Grenzschicht. [70] Der Vergleich
dieser Molekiilflichen mit einer Pixelfliche verdeutlicht, dass die in einem Pixel steckende
Information das Resultat einer Vielzahl von intermolekularen Wechselwirkungen darstel-
len kann.

Anhand der Diffusionskoeffizienten wurden weiterhin die Dimensionen der Strecken ab-
geschétzt, die diverse Molekiile innerhalb der Belichtungszeit eines Bildes theoretisch
zuriicklegen kénnten. Verwendet man zum Beispiuel den Diffusionsqkoeffizienten von Nil-
rot fiir die freie Diffusion in Chloroform von 1,9-10"'° m?/s in Formel 2.1 (n= 6), ergibt
sich fiir eine Belichtungszeit von 50 ms eine mittlere quadratische zuriickgelegte Strecke
von 57 pm? (s. Tabelle 6.1). [91] D.h. innerhalb der Belichtungszeit eines Bildes konnte
ein Nilrotmolekiil rein rechnerisch iiber eine Positionsdifferenz von ca. 1800 Pixeln dif-
fundieren. Fiir eine Belichtungszeit von 10 ms kann man immerhin noch eine mittlere
quadratische zuriickgelegte Strecke von bis zu 11 pm? erwarten, also eine Fliche von 360
Pixeln. Nilrotmolekiile, die in dreidimensionalem Raum lediglich durch Lésungsmittelmo-
lekiile gehindert diffundieren, sollten also mit den verwendeten Belichtungszeiten keine
separat detektierbaren Signale in TIRF-M-Bildern produzieren, kénnen jedoch zu einer

Hintergrundhelligkeit beitragen. Selbst die Diffusion von Nilrot in einer zweidimensionalen
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Flachenschicht, die aus Tensidmolekiilen besteht, erfolgt im Vergleich zur ungehinderten
dreidimensionalen Diffusion sehr schnell und weitldufig. Mit zuriickgelegten Fldchen von
ca. 1200 Pixeln pro Bild bei einer Belichtungszeit von 50 ms ist der Farbstoff in SDS- bzw.
CTAB-Fléchenschichten nur ein Drittel langsamer als in Losung in Chloroform. Jedoch
ist die Diffusion des Farbstoffs in einer Flidche des nichtionischen Tensids TX100 sogar
schneller als in freier Losung in Chloroform, sodass Nilrot theoretisch eine Positionsdnde-
rung von bis zu 2090 Pixeln pro 50 ms-Bild vornehmen kénnte, falls es iiber die gesamte
Belichtungszeit diffundiert. Diese Betrachtung der Diffusion von Nilrot in einer Mizello-
berfliche kommt den vorliegenden zu untersuchenden Systemen am néchsten.

Geht man also von einer stark planaren Glasoberfliche und einer idealen, ausgedehnten
Monoschicht adsorbierter Tenside aus, sollten also in durchgéngigen Adsorptionsschichten
ohne Aggregation keine separaten Fluoreszenzsignale sondern eher zu vermischter Flachen-
helligkeit iiberlagerte Helligkeitsereignisse zu finden sein. Die hier dargelegten Vergleiche
von Molekiilgréfien und Diffusionsgeschwindigkeiten machen eines deutlich: sind in TIRF-
mikroskopischen Bildern Fluoreszenzereignisse zu erkennen, die sich deutlich von den Um-
gebungspixeln unterscheiden, und das sogar {iber mehrere aufeinanderfolgende Bilder, so

ist das ein eindeutiges Zeichen fiir eine lokal begrenzte hydrophobe Domaéne.

6.1.2 Gereinigte Glasoberfliche ohne Tenside mit Nilrotlosung

Jeder Pixel in einem TRIF-M-Bild représentiert die Menge an Lichtquanten, die er wéhrend
der Messung innerhalb der Belichtungszeit detektiert hat. Dabei konnten aufgrund des Auf-
baus des Strahlengangs nur solche Lichtquanten durch die CCD-Kamera detektiert werden,
welche eine Wellenldnge von mindestens 600 nm und maximal 660 nm haben, sodass sie
die eingesetzten Filter passierten. Je heller ein Pixel in einer TTRF-M-Aufnahme, umso
mehr Lichtquanten wurden an dieser Position von der CCD-Kamera detektiert, d.h. umso
mehr Fluoreszenzlicht wurde an der entsprechenden Position der Oberflaichenprobe durch
Nilrot emittiert. Somit korreliert die Helligkeit in TIRF-M-Bildern mit der Anwesenheit
hydrophober Doménen, welche durch die Fluoreszenz von Nilrot sichtbar gemacht werden.
Besonders hydrophobe Doménen bewirken an der entsprechenden Stelle eine hohe Pixel-
helligkeit aufgrund fehlender Stabilisierung des dunklen TICT-Zustands (s. Abschnitt 4.2).
Ebenso kann eine besonders stark lateral ausgedehnte hydrophobe Doméne dazu fithren,
dass sich der Farbstoff lange in dieser Doméne aufhélt, sodass er innerhalb der Belichtungs-
zeit mehrere Lichtquanten aussendet. Dadurch erscheint der entsprechende Pixel hell.

Die Oberflaichenbehandlung wurde so optimiert, dass eine gereinigte und mit UV-Licht
behandelte Glasoberfliche im TIRF-Mikroskop bei Uberschichtung mit destilliertem Was-

ser keine Fluoreszenzsignale aufweist. Bei Uberschichtung des gereinigten Glases mit Nil-
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Abbildung 6.1: Helligkeitsauswertung der TIRF-M-Aufnahmen von Wasser ohne bzw. mit
Nilrot verschiedener Konzentration auf Glas. Einzelne Messungen wurden beziiglich der
mittleren Helligkeit aller Pixel (a) und der maximalen Helligkeit des hellsten Pixels (b)
ausgewertet. Die Sdulen reprédsentieren den Mittelwert dieser Parameter iiber die Bilder
der ersten bzw. letzten 10 s der Messung, die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.

rotlosung konnten ebenfalls keine Fluoreszenzsignale detektiert werden. Bei beiden gete-
steten Losungen war es aufgrund fehlenden Signals kaum moglich, die Oberflichenebene
des Glases zu fokussieren. Somit ist die gereinigte Glasoberfliche frei von fluoreszierenden

Partikeln bzw. hydrophoben Doménen, wie die Tests mit Wasser bzw. Nilrotlosung zeigten.

Helligkeitsauswertung: Wasser auf Glas Um die Intensitdt von Fluoreszenzsignalen
des Farbstoffs Nilrot bewerten zu kénnen, muss bekannt sein, welche Grundhelligkeit durch
den Messaufbau an sich detektiert wird. Die Referenz fiir die Fluoreszenzsignale ist die
entsprechend getestete Oberfliche ohne bzw. mit Nilrotlésung. Um die Grundhelligkeit
des Streulichts von Nilrotlosung an gereinigter Glasoberfliche zu ermitteln, wurden die
Pixelhelligkeiten der entsprechenden Bilder wie in Abschnitt 3.11 beschrieben beziiglich
mittlerer Bildhelligkeit und maximaler Pixelhelligkeit ausgewertet. Die mittlere Helligkeit
des Messausschnittes als Durchschnitt aller Pixelhelligkeiten in Counts wurde iiber alle
Bilder der ersten bzw. letzten 10 s einer Bilderserie gemittelt und die Standardabweichung
bestimmt. Diese iiber 10 s gemittelte mittlere Helligkeit wird im Folgenden als mittlere
Helligkeit bezeichnet. Neben diesem Helligkeitsparameter wurde auch in jedem Bild die
hochste detektierte Pixelhelligkeit in Counts erfasst und wiederum iiber alle Bilder der
ersten bzw. letzten 10 s einer Serie gemittelt. Diese gemittelte hochste Pixelhelligkeit wird
im Folgenden maximale Helligkeit genannt.

In den TIRF-M-Bildern von reinem Wasser auf Glas sind keine Fluoreszenzsignale von
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Nilrot zu erkennen, also keine hydrophoben Doménen an der Glasoberfliche vorhanden.
Dennoch ist die durch die CCD-Kamera detektierte Helligkeit bedingt durch den Messauf-
bau und teilweise unvermeidbare Restlicht-Einwirkung bei der Messung nicht 0 Counts.
Es wird ein gewisses Grundsignal gemessen. Fiir zwei beispielhafte Messungen von Wasser
ohne Nilrot auf Glas ist die quantitative Auswertung dieses Grundsignals in Abbildung 6.1
gezeigt. Bei allen Messungen von Wasser auf Glas ohne Farbstoff wurde eine konstante
mittlere Helligkeit von ca. 200-210 Counts pro Bild gemessen. Die mittlere Helligkeit in
diesen Proben - und damit das Grundrauschen der Kamera - ist also ein Parameter, der
nicht von gewéhltem Messausschnitt oder der Oberflichenpriaparation abhidngt. Die ma-
ximale Helligkeit dagegen variierte je nach Messung (s. Abbildung 6.11 b), d.h. je nach
Auswahl des Messausschnittes auf dem Glas, bzw. je nach Bild ein wenig mehr, was sich an
der grofleren Standardabweichung zeigt. Diese stérkere Streuung der maximalen Helligkeit
im Vergleich zur mittleren Helligkeit zeigt, dass einzelne Pixel bedingt durch den Messauf-
bau zwar hellere Signale anzeigen, dies jedoch in Durchschnitt iber den Bildausschnitt
betrachtet in Rauschen untergeht. Ublicherweise wurden Werte von etwa 700 Counts des
hellsten Bildpixels gemessen. In der Regel blieben die Werte fiir beide Helligkeitsparameter
im Verlauf einer 2-miniitigen Messung konstant.

Die zweite in Abbildung 6.1 bei 0 M Nilrot aufgetragene Messung zeigt die Helligkeitspa-
rameter einer als ungeniigend bewerteten Oberflichenreinigung. Die maximale Helligkeit
dieser Messung liegt mit ca. 1000-1100 Counts deutlich {iber dem {iiblichen Werteniveau
fiir Wasserproben ohne Farbstoff. Die zusétzliche grofile Standardabweichung verdeutlicht,
dass Verunreinigungen am Glas oder in der Lésung vorhanden sind, die zu starken Schwan-
kungen der maximalen Pixelhelligkeiten fithren. Der leichte Abfall des Mittelwertes bzw.
des Wertebereiches der maximalen Bildhelligkeit iiber den Verlauf der Messung spricht fiir
Bleicheffekte dieser Verunreinigungen.

Fiir die in den meisten TIRF-M-Messungen als Standard verwendete Konzentration an
Nilrot von 300 pM sind sechs zuféllige Messungen dieser Farbstofflosung auf Glas in Ab-
bildung 6.1 gezeigt, dazu je eine reprisentative Messung fiir hohe Nilrotkonzentrationen
von 3 nM und 30 nM. Bei 300 pM Nilrotloésung auf Glas wurden analog zu den Wasser-
Messungen auf Glas keine Signale in den TIRF-M-Bildern erkannt. Sie zeigen dieselbe
Grundhelligkeit wie Messungen an der Glasoberfliche ohne Farbstoff (s. Abbildung 6.11
a, Mitte). Dies bedeutet, dass zum einen die UV-behandelte Glasoberfliche so hydrophil
ist, dass sie kein Fluoreszenzsignal von Nilrot bewirkt. Die maximale Helligkeit ist wie
bei den Messungen von Wasser ohne Nilrot Schwankungen erlegen, die sich aber in der
Regel im Bereich der Schwankungen der Werte fiir reines Wasser befinden. Es sind keine
signifikanten Trends zwischen den ersten und letzten 10 s der Messung zu erkennen, wo-
mit Bleicheffekte - wie bei einer reinen Oberfliche zu erwarten ist - ausgeschlossen werden

koénnen. Nur vereinzelte Messungen wiesen erhéhte Helligkeiten auf: die fiinfte aufgetrage-
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ne Messung von 300 pM Nilrot zeigt eine im Vergleich zu Wasser ohne Nilrot auf Glas um
15% erhohte mittlere Grundhelligkeit und eine 20% grofiere maximale Pixelhelligkeit auf.
Die entsprechende Oberflichenreinigung wurde als unzureichend eingestuft und die Gléser
aussortiert. Die sechste Messung mit 300 pM Nilrot zeigte ebenfalls zu hohe Einzelpixel-
Helligkeiten. Es wird deutlich, wie stark sich die unterschiedlichen Fluoreszenzquanten-
ausbeuten von Nilrot in Wasser und hydrophober Umgebung auf die TIRF-M-Bilder aus-
wirken. Mithilfe der Helligkeitsuntersuchung der Glasoberfliche mit Nilrotlésung kénnen
Verunreinigungen erkannt und die Oberflichen entsprechend aussortiert werden, sodass
die Fluoreszenzereignisse der Messungen nur durch Nilrot und Tensidstrukturen erzeugt
werden.

Selbst bei Verzehnfachung der Nilrotkonzentration von 300 pM auf 3 nM erhoht sich die
mittlere sowie maximale Pixelhelligkeit kaum und auch bei 30 nM Nilrot ist die mittlere
Bildhelligkeit um nur 15% erhoht, was bedeutet, dass die Fluoreszenz von Nilrot in Wasser

vernachléssigbar ist.

6.1.3 Silanisierte Glasoberfliche ohne Tenside mit Nilrotlosung

Fiir die Untersuchung des Adsorptionsverhaltens verschiedener Tenside an hydrophober
Oberfliche mittels TIRF-M wurde octyl-silanisiertes Glas mit einem Kontaktwinkel von
Wasser von etwa 90° verwendet (s. Abschnitt 5.2.2.2). Da die modifizierte Glasoberfléche
eine Alkylschicht mit hydrophoben Doménen aufweist, zeigt die hydrophobierte Glasober-
flache an sich bereits Fluoreszenzsignale in Kontakt mit Nilrotlosung. Im Folgenden wurde

das Grundsignal der silanisierten Oberflache in Abwesenheit von Tensiden untersucht.

6.1.3.1 TIRF-M-Bilder

In reinem Wasser weist die octyl-silanisierte Glasoberfliche kaum Fluoreszenzsignale auf,
welche zudem geringe Helligkeit besitzen (s. Abbildung 6.2, a). Diese Signale sind vermut-
lich auf fluoreszente Riickstéande aus dem zu 98% reinen Octylsilan oder den zur Glas-
modifizierung verwendeten Substanzen zuriickzufithren und konnten nur vereinzelt nach
weitreichender Suche iiber gréflere Bereiche des Glases entdeckt werden. Aufgrund der
geringen Signalhelligkeit sowie der Signaldichte wurde die silanisierte Glasoberflidche fiir
fluoreszenzmikroskopisch sauber befunden.

Mit der Zugabe von Nilrot entstehen an der silanisierten Glasoberfliche, anders als an
der hydrophilen Glasoberfliche, Fluoreszenzsignale (s. Abbildung 6.2, b-d). Durch die
schlechte Wasserloslichkeit von Nilrot kommt es also zur Wechselwirkung zwischen Farb-
stoffmolekiil und Alkylketten der modifizierten Glasoberfliche. Die Bilder unterscheiden
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a) 0 M Nilrot b) 300 pM Nilrot

¢) 750 pM Nilrot d) 3 nM Nilrot

Abbildung 6.2: Momentaufnahmen der Fluoreszenzsignale an einer octyl-silanisierten Gla-
soberflache mit Nilrot-Losungen verschiedener Konzentrationen (in Abwesenheit von Ten-
sid), mittels TIRF-Mikroskop aufgenommen. Die Konzentration der Nilrot-Losung betrug
0 M (a), 300 pM (Standardkonzentration fur TIRF-M, b), 750 pM (c) bzw. 3 nM (d).
Die Belichtungszeit betrug bei allen Aufnahmen 50 ms/fr. Die Intensitdt wurde je auf den
hellsten Pixel der Messung skaliert.

sich dabei in ihrer Pixelhelligkeit je nach Farbstoffkonzentration. Bereits bei einer Nilrot-
konzentration von 300 pM sind deutliche Fluoreszenzsignale zu erkennen, deren Helligkeit
und Dichte bei Verzehnfachung dieser Nilrotkonzentration stark zunimmt. Allerdings sind
bei 750 pM (s. Abbildung 6.3) bzw. 3 nM Nilrot deutliche Bleicheffekte in den Bildern
iiber die Dauer der Messung zu erkennen. Anféngliches Fliachenleuchten wird allmé&hlich
durch die dauerhafte Laserbestrahlung geblichen, sodass nur noch separate Signale zu
erkennen sind. Diese sind, wie auch die Signale bei 300 pM Nilrot zum Teil iiber mehre-
re Bilder zu beobachten. Das Verteilungsgleichgewicht von Nilrot zwischen hydrophober
Alkylketten-Schicht an der Glasoberfliche und wéssriger Losung liegt demnach deutlich
auf Seiten der hydrophoben Silanschicht. Es findet also eine Anreicherung des Farbstoffes
in der Silanschicht der Oberfliche gegeniiber der Losung statt, die durch den stark hydro-

phoben Charakter von Nilrot verursacht wird und bei sehr hohen Farbstoffkonzentrationen
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Abbildung 6.3: Bilder einer mittels TIRF-Mikroskopie aufgenommenen Bilderserie der
Fluoreszenzsignale von 750 pM Nilrot an einer octyl-silanisierten Glasoberfliche (ohne
Tensid) zu Beginn der Messung (links), nach einiger Belichtungszeit (mittig) bzw. nach
100 s (rechts). Die Belichtungszeit betrug 50 ms/fr.

in Flachenleuchten und Bleicheffekten resultiert.

Bei allen Analysen des Aggregationsverhaltens von Tensiden an silanisierter Oberfldche
muss also beachtet werden, dass zusétzlich zu den Verteilungsgleichgewichten von Nilrot
zwischen verschiedenen Aggregat-Spezies des Tensides und der Losung der Aufenthalt des
Farbstoffes in der Silanschicht selbst hinzukommt. Ob es durch die Fluoreszenzsignale von
Nilrot in der Silanschicht zu einer Beeinflussung der Auswertung der TIRF-M-Bilder in
Anwesenheit von Tensid kommen kann, wurde im Folgenden mit einer Auswertung der
Helligkeit der Bilder untersucht. Diese sollte auch zeigen, welche Nilrotkonzentration fiir

die TIRF-M-Messungen geeignet ist.

6.1.3.2 Auswertung der Helligkeit

Die mittlere Helligkeit zuféllig ausgewéhlter TIRF-M-Messungen von Nilrot verschiede-
ner Konzentration auf silanisiertem Glas ist in Abbildung 6.4 gezeigt. Wie auch in den
Messungen auf lediglich UV-gereinigtem, hydrophilem Glas, liegt die mittlere Helligkeit
in den Aufnahmen mit reinem Wasser bei etwa 205 Counts. Obwohl bei 300 pM Nilrot
bereits Fluoreszenzsignale aufgrund der Wechselwirkung mit der Silanschicht zu erkennen
sind, unterscheidet sich die mittlere Helligkeit nicht signifikant von der Grundhelligkeit
reinen Wassers auf der Oberfliche. Ab 750 pM Nilrot sind mit Zunahme der getesteten
Nilrotkonzentrationen auch erhohte mittlere Pixelhelligkeiten zu detektieren. Ausnahmen
bilden zwei Datenpaare bei 3 nM Nilrot, die an einer bereits zuvor belichteten und somit
geblichenen Position aufgenommen wurden.

Bei einer Farbstoffkonzentration von 750 pM und hoher sind deutliche Bleicheffekte tiber

die Dauer der Messung nachzuweisen. Dabei kommt es je nach Zeitdifferenz zwischen Fo-
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Abbildung 6.4: Mittlere Helligkeit der TIRF-M-Aufnahmen von Nilrot verschiedener Kon-
zentration in Wasser (blaue Karos) auf octyl-silanisiertem Glas. Fiir die iiber die ersten
bzw. letzten 10 s der 100 s dauernden Messung gemittelten mittleren Helligkeit sind je
eigene Datenpunkte gezeigt (gefiillt bzw. leer). Ein zuvor bereits {iber einige Minuten
belichteter Ausschnitt bei 3 nM Nilrot wurde zweimal aufgenommen und die Helligkeit
ausgewertet (rote Karos).

kussierung und Start der Messung zu einem Abfall der mittleren Helligkeit von 20-40%, bei
erneuter Messung eines vorher belichteten Messausschnitts ist kein Bleicheffekt mehr sicht-
bar (s. rote Datenpunkte bei 3 nM Nilrot). Das bedeutet, dass es ab Nilrotkonzentrationen
von etwa 750 pM zu einer Anreicherung einer erheblichen Anzahl an Farbstoffmolekiilen
in der Silanschicht kommt. Zwischen 750 pM und 4 nM Nilrot ldsst sich sagen, dass ab-
solut betrachtet umso mehr Farbstoffmolekiile in der Silanschicht eingelagert werden, je
grofler die Gesamtkonzentration an Farbstoff ist. Diese Beobachtung und die konstante
relative Abnahme der mittleren Helligkeit iber die Messdauer deuten darauf hin, dass es
zur Einstellung eines Verteilungsgleichgewichts zwischen Nilrotmolekiilen in Lésung und in
der Silanschicht kommt, welche im getesteten Konzentrationsbereich nicht mit Nilrotmo-
lekiilen abgeséttigt werden konnte. Anhand der Diffusionskoeffizienten ist zudem denkbar,
dass sich Nilrotmolekiile lange in der Silanschicht aufhalten und darin innerhalb der Be-
lichtungszeit weitldufig diffundieren (s. Abschnitt 6.1.1).

Waéhrend die mittlere Pixelhelligkeit der TIRF-M-Bilder von silanisiertem Glas mit rei-
nem Wasser dieselben Grundwerte liefert wie UV-gereinigtes Glas, sind einzelne Pixel zu
Beginn der Messung deutlich heller (s. Abbildung 6.5). Die maximale Pixelhelligkeit be-
tragt anfinglich etwa 1350 Counts und nach 100 s nur noch ca. 750 Counts. Die in den

TIRF-M-Bildern sichtbaren Fluoreszenzsignale der Silanschicht, welche vermutlich durch



112 KAPITEL 6. TIRF-M UND PAINT AN OBERFLACHEN

9000 *
'E' 8000
c
S 7000 <
g *
= 6000 +
'_En 5000 o # Wasser, erste 10 s
E 4000 S & Wasser, letzte 10s
2 *
E 3000 & . T @ Pre-Belichtung,
'g 2000 L > o erstelDs
s . ¢ 0 < Pre-Belichtung,

1000 > < letzte 10s

0 ! ! ! f ' ' ! | ' ! S ! ! |
0 1 2 3 4

c(Nilrot) [nM]

Abbildung 6.5: Maximale Helligkeit der TIRF-M-Aufnahmen von Nilrot verschiedener
Konzentration in Wasser (Karos) auf octyl-silanisiertem Glas (analog zu Abbildung 6.4).

Substanzriickstdnde aus der Glasmodifikation stammen, kénnen also durch die dauer-
hafte Laserbestrahlung geblichen werden, sodass gegen Ende der Messung der auch fiir
UV-gereinigtes Glas typische Wert von etwa 750 Counts der hellsten Pixel erreicht wird.
Somit tragen einzelne, beobachtbare, sehr helle Pixel aufgrund ihrer stark lokalen (pixel-
weisen) und zeitlichen Begrenzung nicht dazu bei, dass sich die mittlere Helligkeit des
Messaufbaus erhoht.

In den Messungen mit Farbstoff steigt mit zunehmender Nilrotkonzentration die maxima-
le Pixelhelligkeit der TIRF-M-Bilder. Die Werte der maximalen Pixelhelligkeit zeigen wie
auch die mittlere Helligkeit keine Séttigung der Silanschicht mit Farbstoff im Bereich bis
4 nM Nilrot. Da bei konstanter Laserleistung die Intensitdt der Fluoreszenz des Farbstof-
fes und die Dauer des Aufenthalts in der Silanschicht durch die Wechselwirkung zwischen
dem Nilrotmolekiill und der hydrophoben Doméne festgelegt ist, kann eine erhdhte Pi-
xelhelligkeit nur durch den folgenden Effekt hervorgerufen werden: durch Ansammlung
mehrerer Farbstoffmolekiile in einer einem Pixel entsprechenden Flidche und somit mehr
Lichtquanten pro Belichtungszeit. Dies kann verursacht werden durch die Fluoreszenz
mehrerer Nilrotmolekiile in einer Pixelfliche, die etwa 178x178nm? betrigt, oder durch
zufélliges Passieren dieser Flache durch mehrere Nilrotmolekiile nacheinander innerhalb
der Belichtungsdauer eines Bildes.

Bei allen Messungen mit Nilrot sind Bleicheffekte anhand der Reduzierung der maximalen
Pixelhelligkeit zu beobachten. Bei der Messung mit 300 pM Nilrot wird die maximale Hel-

ligkeit tiber die Messdauer von 100 s durch Bleichen um 40% verringert. In den hoéher
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konzentrierten Nilrotlosungen betrégt der Abfall nur 20-30% (mit einem Median von
27%), wobei kein Trend der relativen Abnahmen zu beobachten ist. Diese Bleicheffekte
zeigen neben der mit der Farbstoffkonzentration ansteigenden maximalen Pixelhelligkeit,
dass es in einzelnen Pixelflichen (es werden nur die hellsten Pixel betrachtet) zu Multi-
Farbstoffsignal-Detektionen kommen kann. Deren Auftretenswahrscheinlichkeit ist umso
hoher, je grofler die verwendete Farbstoffkonzentration ist. Dadurch ist der Abfall der ma-
ximalen Helligkeit {iber eine Messperiode bei hohen Farbstoffkonzentrationen geringer als
bei niedrigeren Konzentrationen. Bei 300 pM Nilrot sind generell wenige Farbstoffmolekiile
in der Silanschicht vorhanden, wie auch die Werte der mittleren Helligkeit zeigen, sodass
Ansammlungen mehrerer Nilrotmolekiile in einer Pixelfldche vergleichbar selten sind. Auch
wegen der relativ geringen Erhohung der maximalen Helligkeit konnte diese Farbstoffkon-
zentration von 300 pM als geeignete Standardkonzentration gewéahlt werden.

Die mehrfach hintereinander an derselben Stelle aufgenommenen Messungen mit 3 nM
Nilrot (s. rote Datenpunkte) zeigen, dass bei dauerhafter Laserbelichtung die maximale
Pixelhelligkeit sukzessive und mit abnehmendem relativen Abfall gemindert werden kann.
Die minimal erreichten Werte liegen jedoch deutlich oberhalb der Helligkeit der Messun-
gen mit 300 pM Nilrot. Auch diese Beobachtung spricht fiir eine Anreicherung mehrerer
Farbstoffe in einer zufélligen Pixelfliche, und zwar von numerisch mindestens doppelt so
vielen Farbstoffmolekiilen im hellsten Pixel im Vergleich zu 300 pM Nilrot. Da fiir eventu-
elle Superresolution-Auswertungen Einzelmolekiilereignisse von Vorteil sind, wurden solch
hohe Farbstoffkonzentrationen in weiteren Messungen nur zur Untersuchung von Bleich-

effekten verwendet.

6.2 Superresolution Analyse: Reproduzierbarkeit mit Lipo-

soImern

Um die Auflésung des verwendeten Aufbaus zu erfassen, wurden an einer Glasoberfliche
immobilisierte Farbstoffe von van Megen untersucht. [59] Wie van Megen in seiner Dis-
sertation beschreibt, hat er DNA-gebundenen Alexa 488-Farbstoff durch Ankniipfen der
DNA an einer NeutrAvidin modifizierten Glasoberfliche mittels Biotin-Ankern fest ange-
bracht. Die mit demselben TIRF-Mikroskop wie in der vorliegenden Arbeit aufgenomme-
nen Bilder wurden mithilfe der PAINT-Methode bearbeitet, d.h. die Fluoreszenzereignisse
wurden mit einer 2D-Gauss-Kurve angepasst (s. Abschnitt 3.12). Die iiber das Maximum
erhaltenen Positionen der Fluoreszenzereignisse konnen nur mit einer gewissen Genauig-
keit, der Lokalisationsgenauigkeit, angegeben werden. Um diese Lokalisationsgenauigkeit
zu quantifizieren, erstellte van Megen PAINT-Bilder der vermessenen immobilen Farbstof-

fe, indem die hochaufgelésten Fluoreszenz-Positionen iibereinander gelegt wurden. [59] Bei
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Abbildung 6.6: a) Mittels TIRF-Mikroskopie aufgenommenes Bild der Fluoreszenzsignale
von Nilrot an einer Glasoberfliche mit POPC-Vesikeln (100 nm Filter). Nilrot wurde
200 pM eingesetzt. Die Belichtungszeit betrug 30 ms/fr. Der Balken symbolisiert eine
Lénge von 10 pm. b) Hochaufgelostes PAINT-Bild aus 90 Lokalisationen eines POPC-
Lipidvesikels. Der Abstand zwischen den grau-gestrichelten Linien betragt 1 px (178 nm).
Der ermittelte Radius betragt 29 nm.

einer immobilen Lichtquelle und einer idealen Apparatur sollten die Floreszenzereignisse
an stets derselben Stelle detektiert werden. Unter realen Bedingungen streuen die PAINT-
Trefferpositionen um die tatsédchliche Farbstoffposition. Die Trefferdichte der Positionen
des immobilisierten Farbstoffs lassen sich mit einer zweidimensionalen Gaussverteilung
beschreiben. Indem das PAINT-Bild eines Farbstoffes mittels 2D-Gausskurve angepasst
wurde, konnte anhand ihrer Standardabweichung o die Genauigkeit der Farbstoffdetekti-
on und der Auswertung als Lokalisationsgenauigkeit erfasst werden. Somit ergab sich eine
Lokalisationsgenauigkeit von 12,5 £+ 0,3 nm. Da in dieser Arbeit derselbe Aufbau sowie
dieselbe Auswertungssoftware verwendet wurden wie bei van Megen, wird im Folgenden
die Lokalisationsgenauigkeit der 2D-angepassten Farbstoffpositionen von etwa 13 nm iiber-
nommen.

Als weiteres Testsystem zur Untersuchung der Auflésung von Aufnahme und Auswertung
wurden Lipidvesikel an einer gereinigten Glasoberfliche mittels Nilrot verwendet. Prapara-
tion und Aufnahme erfolgten dabei analog zu den bereits von Sharonov und Hochstrasser
publizierten Ergebnissen. [27] Eine beispielhafte TIRF-mikroskopische Aufnahme ist in
Abbildung 6.6 gezeigt. Von den Fluoreszenzereignissen eines zufillig ausgewédhlten Ve-
sikels wurden aus 2000 Bildern durch das Auswertungsprogramm 90 Fluoreszenzsignale
identifiziert, die eine Helligkeit von mindestens 900 Counts aufwiesen und den 2D-Gauf3-

Anpassungsparametern entsprachen, sodass aus ihnen das in Abbildung 6.6 b) dargestellte
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hochaufgeloste PAINT-Bild erzeugt werden konnte. Die Standardabweichung der Anpas-
sung einer Gauflkurve an die Trefferdichteverteilung der PAINT-Objekte lieferte im Rah-
men der Auswertung den Radius des Objektes. Die Anpassungen von unsymmetrischen

Histogrammen erfolgte mithilfe einer asymmetrischen Gauifunktion nach:

1 1
I(:):)_A-< : >-<1— : >+B (6.1)
1+ exp;(%xﬁ%) 1+ ea:p;(%xﬁ%)

w2 w3

Das Histogramm von 251 untersuchten PAINT-Objekten von Lipidvesikeln, die mittels
100 nm Porenfilter hergestellt worden waren, ist in Abbildung 6.7 a) gezeigt. Die Verteilung
der ermittelten Groflen der Liposomen ldsst sich gut mit einer asymmetrischen, aber auch
einer symmetrischen, Gaulkurve anpassen. Deren Maximum liegt bei 27,3 nm + 0,8 nm.
Die ermittelten PAINT-Objektradien liegen zwischen 20 nm und etwa 60 nm. Da Sha-
ronov und Hochstrasser keine Lokalisationsgenauigkeit immobilisierter Farbstoffmolekiile
zur Bestimmung der Auflésung des Aufbaus veroffentlicht haben, wird im Folgenden le-
diglich die nicht mit der Lokalisationsgenauigkeit korrigierte Grofenverteilung verglichen.
Sharonov und Hochstrasser hatten 185 Lipidvesikel untersucht, deren PAINT-Radien von
etwa 12 nm bis 50 nm reichten (s. Abbildung 6.7 b). Als mittleren Radius gaben sie 27 nm
an. Die dufere Form ihres Histogramms &hnelt grob betrachtet einer GauBlverteilung, ist
jedoch nicht glatt und zeigt starke Ausreifler im Maximumbereich. Wahrend also der mitt-
lere Radius des vorliegenden Experiments an Lipidvesikeln mit dem Radius von Sharonov
und Hochstrasser exakt tibereinstimmt, unterscheiden sich beide Histogramme leicht in
duBlerer Form und Spannweite der ermittelten Radien.

Die unterschiedliche duflere Form der Groéflenverteilung ist sicherlich auf die unterschied-
liche Anzahl an untersuchten PAINT-Objekten zuriickzufiihren. Die Unterschiede in dem
kleinsten bzw. grofiten ermittelten Radius liegen wahrscheinlich in der Auswahl an PAINT-
Objekten. Die Auswertungssoftware Analecta gruppierte Fluoreszenzereignisse in vorgege-
bener raumlicher Ndhe zu PAINT-Objekten. Dabei wurden je nach gewahltem Filter die
Lokalisationen 2D-Gauf3-angepasster Fluoreszenzsignale in einem ROI-Bereich von 5x5 px
bzw. 7x7 px gruppiert. Im Allgemeinen lagen die gruppierten Lokalisationen auf einer
Flédche von etwa einem Pixel. Diese PAINT-Objekte wurden im Rahmen der Auswertung
einzeln anhand von drei Kriterien betrachtet und unter Umstdnden aussortiert. War eine
Trefferverteilung beispielsweise zu weit gestreut und ohne ein Zentrum, in dem sich die
Lokalisationen konzentrierten, wurde dieses PAINT-Objekt als rein zufillige Ansammlung
an Treffern gewertet, die in den PAINT-Filter passten, und aussortiert. Bei diesen Objek-
ten konnte nicht mit Sicherheit dariiber geurteilt werden, ob es sich tatsdchlich um ein
immobilisiertes Lipidvesikel handelt. Je nach Messung wurden mit diesem Kriterium bis

zu 5% der PAINT-Objekte aussortiert. Ein weiteres Kriterium war die Symmetrie der
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Abbildung 6.7: a) Histogramm der Grolenverteilung von 251 analysierten Lipidvesikeln auf
Glas, mit 100 nm-Filterporen hergestellt (hellgrau, transparent) und um die LP entfalte-
tes Histogramm (s. Formel 3.15) derselben GroBenverteilung (dunkelgrau). Die Anpassung
durch eine asymmetrische Gauf3funktion nach Formel 6.1 an die unkorrigierte Gréflenver-
teilung (gestrichelte Linie, s. Tabelle 8.5) hat ihr Maximum bei 27,3 nm + 0,8 nm, die an
die korrigierte (durchgehende Linie, s. Tabelle 8.3) bei 23,7 nm + 0,9 nm. b) Vergleich der
in dieser Arbeit ermittelten Grofenverteilung von Lipidvesikeln (grau-transparent) und
der von Sharonov und Hochstrasser veroffentlichten (blau). [27]

Trefferverteilung: wich das PAINT-Objekt stark von einer konzentrischen Anordnung der
Lokalisationen ab, konnte nicht davon ausgegangen werden, dass die Lichtquelle tatsachlich
ein an der Oberfliche adsorbiertes Objekt war. Diese Félle traten jedoch nur sehr verein-
zelt auf. Sharonov und Hochstrasser schienen in diesem Punkt ein wenig stérker selektiert
zu haben, da ihre maximalen Objektradien etwa 10 nm unter den Radien der vorliegenden
Arbeit liegen. Da es sich hier jedoch um einen Unterschied von nur 4 Objekten der Hi-
stogramme handelt und in der vorliegenden Arbeit 1,35 mal so viele Objekte ausgewertet
wurden im Vergleich zu Sharonov und Hochstrasser, kann im Hinblick auf das Aussortieren
zu weit gestreuter Punkteverteilungen von einer vergleichbaren Vorgehensweise gesprochen
werden.

Auffilliger ist der Unterschied des unteren Endes des Histogramms: Sharonov und Hoch-
strasser zdhlten etwa 20 Lipidvesikel mit einem Radius von maximal 20 nm, in der vorlie-
genden Arbeit finden sich keine Lipidvesikel im Groéflenhistogramm unterhalb von 20 nm.
So wie zu weite Trefferverteilungen aussortiert wurden, da nicht gewéhrleistet sein kann,
dass es sich tatséchlich um immobilisierte Lipidvesikel handelt, wurden auch sehr en-
ge Trefferansammlungen aussortiert (drittes Auswahlkriterium). Ein PAINT-Objekt mit

einem Radius von 13 nm liegt in der Groflenordnung der Lokalisationsgenauigkeit und
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a) b)

Abbildung 6.8: a) Schematische Darstellung moglicher Emissionen von Fluoreszenzlicht-
Quanten durch ein Nilrotmolekiil in einem Lipidvesikel an Glas. Der Kasten zeigt die
Anordnung der Lipide in einer Doppelschicht. Eine Detektion von Lichtquanten im Zen-
trum des Lipidvesikels ist etwas wahrscheinlicher als am duflersten Rand, da Nilrotsignale
aus der Ober- und Unterseite des Vesikels iiberlagern. Durch Bewegung des Nilrotmolekiils
in der Doppelschicht (s. oranger Pfeil) verschiebt sich zudem die Lokalisation in Richtung
Objektzentrum. b) Mafistabsgetreue Darstellung der Grofienverhéltnisse von Nilrotmo-
lekiil, POPC-Doppelschichtdicke und Vesikeldurchmesser eines 100 nm-Vesikels. [93, 94]

koénnte somit auch von einer Verunreinigung stammen. Die in dieser Arbeit im Groflenhi-
stogramm nicht vorkommenden sehr kleinen Lipidvesikelradien kénnen also einem stren-
geren Auswahlverfahren der PAINT-Objekte zugeschrieben werden.

Im Allgemeinen zeigt der Vergleich des Groéflenhistogramms der Lipidvesikel der vorlie-
genden Arbeit mit dem von Sharonov und Hochstrasser veroffentlichten eine sehr gute
Ubereinstimmung. Trotz unterschiedlicher Messgerite und Préiparationen ist die Uber-
einstimmung der Histogramme erstaunlich gut. Gidbe es deutliche Unterschiede zwischen
den Messaufbauten, die beispielsweise durch stiarkere Gerdteschwankungen eine Verbreite-
rung der Trefferverteilungen bewirken wiirden, so wéren die Groflenverteilungen insgesamt
gegeneinander verschoben. Stattdessen zeigen beide Histogramme ein deutliches Maxi-
mum bei 27 nm. Leichte Unterschiede in den kleinsten bzw. gréfiten ermittelten PAINT-
Objektradien sind vermutlich auf eine leicht unterschiedliche PAINT-Objektauswahl zuriick-
zufiihren. Diese betrifft allerdings nur 10% der von Sharonov und Hochstrasser untersuch-
ten Vesikel. Diese unterschiedliche Beurteilung einzelner Objekte hat also auf die Mehrzahl

der Datenpunkte des Histogramms und damit auf die allgemeine Auswertung keine be-
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deutende Auswirkung.

Sharonov und Hochstrasser gehen in ihrer Interpretation der Ergebnisse nicht darauf ein,
dass ein Radius von im Mittel 27 nm nur etwa 36-39% des nach DLS-Ergebnissen erwar-
teten Radius von 70-75 nm entspricht (vgl. Tabelle 5.3). Dabei sind Lipidvesikel relativ
starre Objekte, die wenig elastisch oder verformbar sind und deren mittlerer Durchmesser
auch tiber Tage dieselben Werte in DLS-Messungen zeigt. Die Abweichung von den mittels
DLS bestimmten Radien kann daran liegen, dass die Wahrscheinlichkeit etwas grofer ist
ein Fluoreszenzlicht-Quant eines Nilrotmolekiils zu detektieren, das sich mittig im Vesikel
aufhélt, als das eines am &uflersten Rande des Vesikels (s. Abbildung 6.8). Von der drei-
dimensionalen Realitdt zur zweidimensionalen Detektion geht die Information iiber die
Position von Nilrot an der dem Glas zugewandten oder abgewandten Hélfte des Lipidvesi-
kels verloren. Dies resultiert in einer vermehrten Detektion von Fluoreszenzereignissen im
mittigen Bereich des Lipidvesikels. Hinzu kommt, dass durch die Diffusion und mehrfache
Fluoreszenzlicht-Emission des Farbstoffmolekiils wahrend der Belichtungszeit von 30 ms
nach Gauflanpassung nur eine mittlere Position des Farbstoffmolekiils angegeben werden
kann. Durch diese Mittelung der Position ist die Wahrscheinlichkeit, ein Fluoreszenzereig-
nis am duflersten Rand des Lipidvesikels zu detektieren, nochmals reduziert.

Zum anderen kann ein besonders grofler realer Durchmesser einer hydrophoben Doméne
nur dann richtig erfasst werden, wenn ausreichend viele Farbstofflokalisationen innerhalb
der Messung an derselben Stelle durch die PAINT-Analyse erfasst werden kénnen. Es ist
denkbar, dass durch die PAINT-Filter Treffer aussortiert werden oder durch die Messdau-
er Fluoreszenzsignal-Spuren abgeschnitten werden, sodass weniger Treffer zur Verfiigung
stehen und die Bewertung, ob es sich um ein PAINT-Objekt mit weiter Trefferverteilung
handelt oder um eine zuféllige Trefferansammlung, zum Ausschluss der Treffer von einer
weiteren Auswertung fiihrt. Grofle reale hydrophobe Doménen kénnten somit in Grofien-
verteilungen unterrepréasentiert sein.

Bei den durch DLS ermittelten durchschnittlichen Radien hingegen ist die Gréflenvertei-
lung der in Losung streuenden Objekte mit der ObjektgroBe gewichtet, d.h. grofie Vesikel
sind tiberreprisentiert. Kleine Vesikel werden in der DLS-Analyse weniger stark bertick-
sichtigt als grole Objekte oder Vesikel-Cluster. Ein Einfluss der Oberfliche auf die &uflere
Form des adsorbierten Vesikels ist anders als bei Tensidaggregaten aufgrund der geringen
Verformbarkeit von Lipidvesikeln nicht zu erwarten.

Die Verteilung von Lokalisationen eines PAINT-Objekts kann also als ein Maf§ fiir die
Objektgrofle herangezogen werden, jedoch nicht fiir die Bestimmung des exakten Radi-
us. Mithilfe der Lipidvesikel bzw. der bestimmten Lokalisationsgenauigkeit kann fiir die
in der vorliegenden Arbeit verwendeten Methode ein Grofienbereich von 13 nm bis ca.
60 nm fiir PAINT-Objektradien identifiziert werden, der realistische Interpretationen der
realen ObjektgroBen zulédsst. Die tatsdchlichen Objektradien kénnen dabei auflerhalb die-
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Abbildung 6.9: Maximale Pixelhelligkeit eines PAINT-Objektes eines mittels 100 nm-Filter
hergestellten POPC-Vesikels auf Glas (blaue Linie). Die Helligkeit des Grundrauschens
(Abwesenheit von Farbstoff) betriagt etwa 200 Counts. Die mittlere Hintergrundhelligkeit
bei der verwendeten Nilrotkonzentration von 200 pM (Abwesenheit von Lipidvesikel) liegt
bei etwa 400 Counts (rote Linie). Der graue Kasten zeigt eine vergroerte Darstellung der
Intensitétsspur (unterer Graph). Die Belichtungszeit betrug 30 ms pro Bild.

ses Grofienbereichs liegen. Objekte, deren Radius kleiner als 13 nm ist, sind aufgrund der
Lokalisationsgenauigkeit der Methode nicht auflésbar. Fiir groflere Objekte besteht unter
Umstédnden die Schwierigkeit, die Immobilitdt des Objektes iiber den Messzeitraum zu
gewéhrleisten, um eine ihre tatséchliche Grofie repriasentierende, ausreichende Anzahl an
Lokalisationen zu detektieren. Diese Schwierigkeit besteht vor allem fiir Objekte aus selbst-
assoziierten, sich dynamisch verdndernden Aggregaten, die in dieser Arbeit untersucht
werden sollten. Bei den Lipidvesikeln war die Immobilitat iiber die Messdauer gewéhrlei-
stet.

Laut Sharanov und Hochstrasser ist eine Fluktuation der Intensitdt des Fluoreszenzsi-
gnals tiber die Bildaufnahmen eine notwendige Voraussetzung fiir die PAINT-Analyse. [27]
Eine bestmogliche Auflésung des PAINT-Bildes konnte erreicht werden, wenn maximal
ein Fluoreszenzlicht-Quant eines Nilrotmolekiils im Objekt pro Bildaufnahme detektiert
wird und der Farbstoff von Bild zu Bild an anderen Positionen des Objektes fluores-

ziert - wenn die Helligkeit des einzelnen Lichtquanten gegeniiber der Grundhelligkeit des
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Hintergrundes ausreichen wiirde, um eine 2D-Gauflanpassung vorzunehmen. Die Fluktua-
tion der Fluoreszenzspur wiirde in diesem Fall durch stdndige Adsorption und Desorpti-
on des Farbstoffmolekiils an bzw. vom Objekt gewéhrleistet werden. Die von Sharonov
und Hochstrasser verdffentlichte Fluoreszenzsspur triagt die Einheiten ’a.u’ und vermit-
telt den Eindruck, dass zwischen einzelnen Signalspitzen der Helligkeit in einzelnen Bil-
der kein Fluoreszenzlicht detektiert wird. TIRF-mikroskopische Messungen in Abwesen-
heit von Lipidvesikeln ergaben eine Hintergrundhelligkeit von etwa 200 Counts und eine
durch 200 pM Nilrotlésung verursachte Grundhelligkeit an der Glasoberfliche von et-
wa 400 Counts. Eine beispielhafte Fluoreszenzlicht-Spur (s. Abbildung 6.9) eines zuféllig
ausgewahlten Lipidvesikel-PAINT-Objektes (s. auch Abbildung 6.6) zeigt die maximale
detektierte Pixelhelligkeit iiber die Messdauer von 58 s innerhalb des ROI des PAINT-
Objektes (5x5 px). Zunéachst fallt auf, dass die detektierte maximale Pixelhelligkeit stark
fluktuiert. Dabei scheint es ein schwankendes Rauschen zu geben, aus dem sich einige In-
tensitatsspitzen abheben, die mehr oder weniger schmal sind.

Eine ndhere Betrachtung zeigt, dass sich sogar sehr enge Intensitétsspitzen wie die kurz
nach der 19. Sekunde der Messung iiber mehrere Bilder erstrecken. Dies ist ein Hinweis
auf die Detektion nicht nur eines Fluoreszenzlichtquants pro Bild, sondern vieler Fluo-
reszenzlichtquanten. Dafiir spricht auch, dass in dem beispielhaft ausgewéhlten Vesikel
nur 90 Lokalisationen fiir ein PAINT-Bild gefunden werden konnten, die den 2D-Gauf-
Anpassungsparametern entsprechen und eine Helligkeit von mindestens 900 Counts haben.
Dazu wurden 17% der Fluoreszenzereignisse, die hell genug waren, wegen verzerrter raum-
licher Ausdehnung automatisch aussortiert. Haufig sind sehr hohe Intensitéiten von Nilrot
im betrachteten Vesikel sogar iiber sehr weite Bilderstrecken zu finden, wie beispielsweise
zwischen Sekunde 21 und 22 oder 27 und 29 der Messung (s. Abbildung 6.9). Dies legt
den Schluss nahe, dass die Fluoreszenzfluktuationen durch Diffusion des Nilrotmolekiils
im Objekt zustande kommen und nicht nur durch Adsorption und Desorption. Die Aus-
sendung von Fluoreszenzlicht lediglich durch Adsorption und Desorption wiirde eine rein
zufélliges Auftreten von extrem schmalen Intensitidtsspitzen bewirken. Die Detektion des
Fluoreszenzlichts ist in den Intensitatsspuren jedoch nicht rein statistisch, sondern lasst zu-
sammenhéangende Bereiche erkennen. Diese kénnten durch einen verlangerten Aufenthalt
des Farbstoffmolekiils im Vesikel iiber viele Belichtungszeiten oder die Re-Adsorption an
denselben Vesikel verursacht werden. Somit legen die Ergebnisse - entgegen der Annahme
von Sharonov und Hochstrasser - den Schluss nahe, dass es sich bei den Fluoreszenzer-
eignissen von Nilrot in Lipidvesikeln nicht nur um Einzelfluoreszenzereignisse handelt.
Dies bedeutet, dass die PAINT-Positionen gemittelten Farbstoffpositionen entsprechen,
die gewichtet mit der Aufenthaltswahrscheinlichkeit des Farbstoffmolekiils sind. Bei der
Grofenauswertung von PAINT-Objekten ist dies zu beriicksichtigen.

Auch die Diffusionsgeschwindigkeit eines Nilrotmolekiils und die durchschnittliche Ver-
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weildauer in Vesikeln deuten auf die Detektion mehrerer Fluoreszenzlicht-Quanten des
Nilrotmolekiils wihrend einer Belichtungszeit von 30 ms hin. Die laterale Diffusionsge-
schwindigkeit von Nilrot in SDS-, CTAB- bzw. TritonX100-Mizellen betragt 1,8 , 2,0
bzw. 3,3 - 107 cm?s~!. [92] Die laterale Eigendiffusion von farbstoffmarkierten DMPC-
Lipidmolekiilen in einer Monoschicht betriigt ca. 1 - 1078 cm?s~!. [95] Dagegen betrigt
die von Gao, Hochstrasser et al. bestimmte durchschnittliche Aufenthaltsdauer eines Nil-
rotmolekiils in einem SOPC-Vesikel mit Durchmesser 100 nm etwa 6-18 ms, wobei sich
SOPC nur um eine CyoHy-Einheit von dem hier verwendete POPC unterscheidet. [96]
Unter der Annahme, dass diese Diffusionsgeschwindigkeit der unteren Grenze der latera-
len Diffusionsgeschwindigkeit von Nilrot in einem DMPC-Vesikel entspricht, wurde von
Gao berechnet, dass ein Nilrotmolekiil etwa 310 ps brauchte, um ein Vesikel mit dem
Durchmesser 100 nm zu durchqueren. Mit diesen N&herungen ergébe sich somit theo-
retisch die Moglichkeit, dass das Nilrotmolekiil wéhrend der 6 ms Aufenthaltsdauer im
SOPC-Lipidvesikel dieses etwa 19 mal durchquert. Dies erklart, warum die Auswertung
der PAINT-Objektgrofien einen Objektradius von 27 nm ergibt anstatt der nach DLS
erwarteten 55 nm. Die detektierten Fluoreszenzereignisse sind iiberlagerte Signale meh-
rerer Fluoreszenzlicht-Quanten ("Multifluoreszenzereignisse’), die wahrend der Diffusion
von Nilrot innerhalb der Belichtungszeit im Vesikel ausgesendet werden. Uber die PAINT-
Analyse lassen sich anhand der Lokalisationsauswertung folglich der wahrscheinlichste
Aufenthalt des Farbstoffmolekiils im Objekt und somit nur ein Maf fiir die Gréfle angeben

sowie eventuell Riickschliisse auf das Diffusionsverhalten von Nilrot im Objekt ziehen.

6.3 CTAB

6.3.1 TIRF-Mikroskopie: CTAB auf Glas

Bei der Untersuchung der Adsorptionsschichten von CTAB an Glas mittels Nilrot wurden
TIRF-mikroskopische Bilderserien aufgenommen. Die Auswertung und Interpretation der
Messungen erfolgte in zwei Schritten: zundchst wurden einzelne TIRF-M-Bilder gesichtet
und ihre Helligkeit ausgewertet (s. Abschnitt 6.3.1.1). Anschlieend wurden Bilderfolgen
ausgewertet, um Informationen iiber das Diffusionsverhalten von Nilrot in der Adsorpti-
onsschicht zu erhalten (s. Abschnitt 6.3.1.2).

6.3.1.1 TIRF-Mikroskopische Bilder - Intensitit des Fluoreszenzsignals

6.3.1.1.1 TIRF-M-Bilder Bei einer geringen CTAB-Konzentration von 1-1075 M
weit unterhalb der cmc sind bereits Signale durch Nilrot an der Oberfliche in den TIRF-

mikroskopischen Bildern zu detektieren. Dies deckt sich mit Ergebnissen von Ninham
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a) 1.107 M CTAB b) 1-1073 M CTAB c) 111073 M CTAB

W

Abbildung 6.10: Mittels TIRF-Mikroskopie aufgenommene Bilder der Fluoreszenzsignale
von Nilrot an einer Glasoberflache mit CTAB-Losungen verschiedener Konzentrationen.
Die Konzentration der CTAB-Losung betrug 1-107° M (« cmc, a), 11073 M (= cmc, b)
bzw. 11-1072 M (» cmc, c). Nilrot wurde 300 pM eingesetzt (a, b), bzw. 1,5 nM (c). Die
Belichtungszeit betrug bei allen Aufnahmen 50 ms/fr. Die Intensitit wurde in jedem Bild
auf den hellsten Pixel skaliert. Der Balken symbolisiert eine Lénge von 10 pm.

et al., die bereits bei 5:107% M eine Adsorption von CTAB an Silicagel messen konn-
ten. [97] Mittels TIRF-M jedoch kann die Adsorption direkt visualisiert werden, wéhrend
sie aus den Oberflichenkraftmessungen von Ninham indirekt abgeleitet wird. Eine typi-
sche Momentaufnahme, die einem Bild mit 50 ms Belichtungszeit aus der Bilderserie der
TIRF-M-Messung entspricht, ist in Abbildung 6.10 a) zu sehen. Von Bildern bei einer
solch niedrigen Konzentration unterscheiden sich TIRF-M-Bilder von CTAB auf Glas im
Bereich der cmc auf den ersten Blick zunéchst nur unwesentlich. Selbst deutlich oberhalb
der cmc bei 11-1073 M CTAB erscheinen die einzelnen Bilder mit separaten Fluoreszenz-
signalen unterschiedlicher Helligkeit und Schérfe sehr dhnlich zu denen unterhalb der cmc,
wenn auch deutlich verschwommener.

Die Form der Adsorptionsisothermen von CTAB auf Glas weist formal einen klassischen
Verlauf nach dem Langmuir-Modell auf, woraus die Adsorption von Monomeren direkt an
die Oberfliche ohne Aggregation abgeleitet werden kann (vgl. Abschnitt 2.2). Geht man
also von einer sehr glatten Glasoberfliche und einer dichtest gepackten, ausgedehnten Mo-
noschicht adsorbierter Tenside aus, sollte man in diesen weitreichenden Monoschichtbe-
reichen keine separaten Fluoreszenzsignale sondern eher zu vermischter Flachenhelligkeit
iiberlagerte Helligkeitsereignisse erwarten konnen.

Allerdings sind durchaus einzelne separate Fluoreszenzereignisse zu erkennen, welche sich
zudem in aufeinanderfolgenden Bildern in einem stark begrenzten rdumlichen Bereich
weniger Pixel befinden (weitere Auswertung s. Abschnitt 6.3.1.2.2). Dies weist darauf
hin, dass sich sehr wohl hydrophobe Doménen aus CTAB-Molekiilen an der Glasober-

fliche befinden, welche abgegrenzt voneinander vorliegen. Diese Doménen miissen eine
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Sub-Mikrometer-Ausdehnung haben, wie eine erste Abschiatzung anhand der Pixelflichen
ergibt. Wére die CTAB-Adsorptionsschicht aus vielen abgeschlossenen, mit Inseln ver-
gleichbaren Bereichen mit Ausdehnungen im Mikrometer-Bereich aufgebaut, so wéiren in
den TIRF-M-Bildern separierte helle und dunkle Fliachen nebeneinander zu erkennen,
welche dauerhaft zu beobachten sind. Dass separate hydrophoben Doménen in der CTAB-
Adsorptionsschicht anstatt einem Fléchenleuchten zu erkennen sind, die nur begrenzte
Zeit detektiert werden, deutet auf eine Adsorptionsschicht mit Liicken hin, die sich zeit-
lich verlagern. Diese Vermutung wird auch durch die Kontaktwinkelmessungen gestiitzt (s.
Abschnitt 5.2.2.1), welche auf eine nicht dichtest gepackte Adsorptionsschicht hinweisen.
Eine zeitliche Auswertung der Bildserien soll die Dauer der Fluoreszenzereignisse weiter-
gehend untersuchen (vgl. Abschnitt 6.3.1.2).

Erstaunlich ist, dass sich bei bereits sehr geringen CTAB-Konzentrationen von etwa 1% cmc
Tensidstrukturen an der Glasoberfliche bilden, die so hydrophob sind, dass sie zur Fluo-
reszenz von Nilrotmolekiilen fithren. Laut Adsorptionsisotherme betréigt die Belegung der
Glasoberfliache bei dieser Tensidkonzentration etwa 5% der maximalen adsorbierten Men-
ge. Dies konnte zum einen bedeuten, dass ein einzelnes CTAB-Molekiil bereits eine aus-
reichend grofle hydrophobe Umgebung fiir die Fluoreszenz von Nilrot bietet. Dann sollten
jedoch auch bei noch geringerer Tensidkonzentration einzelne Fluoreszenzereignisse zu er-
kennen sein, was nicht der Fall ist. Wahrscheinlicher ist also, dass auch im Bereich sehr
niedriger Tensidkonzentrationen an einer Stelle zufillig mehrere CTAB-Molekiile am Glas
adsorbieren, wodurch grofiere hydrophobe Doménen entstehen. Obwohl also anhand der
Adsorptionsisothermen eine direkte Adsorption iiber ionische Anziehung mit der Glaso-
berfliche abgeleitet werden konnte, zeigen die TIRF-M-Bilder, dass bei bereits kleinen
adsorbierten Mengen die zufillige Belegung der Adsorptionspléitze dennoch zu lokalen
Anreicherungen von CTAB-Molekiilen an einer Stelle fiihrt.

Bis etwa zur cmc von 1:1072 M CTAB liefert die Oberfliche sehr dhnliche TIRF-M-Bilder
wie in 1-107° M Lésung bei gleicher Nilrotkonzentration, obwohl laut Adsorptionsisother-
me an Silicagel (s. Abbildung 5.2) bei 1-1073 M CTAB eine mehr als zehnmal so grofe
adsorbierte Menge gefunden wurde. Unterschiede lassen sich jedoch in der Kinetik der
Farbstoffsignale, d.h. in Anderungen der Signale von Bild zu Bild erkennen (mehr dazu
im Abschnitt 6.3.1.2). Die optisch vergleichbaren Fluoreszenzereignisse deuten darauf hin,
dass auch im Bereich der cmc entsprechend viele hydrophobe Doménen existieren, die sich
aus nahe beieinander befindlichen adsorbierten CTAB-Molekiilen bestehen, jedoch kei-
ne durchgehende hydrophobe Schicht bilden. Die Helligkeitsauswertung der Bilder sollte
untersuchen, ob die Dichte oder Anzahl der hydrophoben Doménen von der Tensidkon-
zentration abhéngt (s. Abschnitt 6.3.1.1.2).

Bei 111073 M CTAB kommt der Eindruck der Unschérfe durch eine geringere Helligkeit

der Fluoreszenzereignisse zustande, welche zu einem ungiinstigeren Signal-zu-Hintergrund-
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Verhéltnis fithrt (vgl. Abschnitt 6.3.1.1.2). Eine Erhéhung der Farbstoffkonzentration von
300 pM auf 1,5 nM bzw. 3 nM fiihrte dazu, dass deutlich mehr Fluoreszenzsignale an der
Glasoberfliche beobachtet werden konnten und die Bildhelligkeit deutlich erhoht war. So-
mit ist dieser verschwommene Eindruck der Bilder bei 11-1073 M CTAB einer geringeren
effektiven Farbstoffkonzentration geschuldet, die aus der Solubilisierung von Nilrot in den
Mizellen der Losung resultiert.

Im Folgenden soll eine erste qualitative visuelle Auswertung der aufeinanderfolgenden Bil-
der dargestellt werden, welche in Abschnitt 6.3.1.2 in einer quantitativen kinetischen Ana-
lyse weiter ausgefiithrt wird. Beim Betrachten einer Bilderserie der TIRF-mikroskopischen
Aufnahme von Nilrot in 1-107°> M CTAB-Lésung auf Glas kann festgestellt werden, dass
sich die Position des Helligkeitsmaximums des Fluoreszenzlichtflecks von Bild zu Bild auf
benachbarte Pixel verlagert. Zudem ist die Fluoreszenz in einem spezifischen lokal begrenz-
ten Bereich nur iiber einen begrenzten Zeitraum innerhalb der Messdauer zu beobachten.
Letztere Beobachtung unterscheidet die TIRF-M-Messung von Tensidaggregaten deutlich
von der Messung von Nilrot in Lipidvesikeln. Mikroskopiert man eine statische Probe, wie
zum Beispiel fixierte Zellen, Biomembranen oder fest an der Oberfliche verbleibende Li-
pidvesikel, mit einer Farbstoflosung mittels TIRF-Mikroskopie, so kann der Farbstoff iiber
seine spezifische Wechselwirkung in die entsprechenden Bereiche diffundieren, dort fluo-
reszieren und diese Bereiche somit iiber die gesamte Messdauer sichtbar machen. In den in
dieser Arbeit vorliegenden Systemen allerdings werden keine statischen, fixierten Ziele des
Farbstoffes Nilrot verwendet, sondern adsorbierte Tensidstrukturen, welche im Gleichge-
wicht mit Tensiden in Losung stehen. Die begrenzte Beobachtungszeit der Fluoreszenzob-
jekte bedeutet, dass sich die adsorbierten Tensidstrukturen dynamisch so verdndern, dass
sich ihre hydrophoben Doménen, gebildet aus den Alkylketten der Tenside, verdndern. Bei
erreichtem Gleichgewicht der Ausbildung einer Adsorptionsschicht ist weiterhin ein Aus-
tausch von Tensiden in der Adsorptionsschicht mit Tensiden in Losung moglich oder auch
eine Umorientierung der Tensidketten mit Ausbildung verdnderter hydrophober Zentren.
Es soll an dieser Stelle hervorgehoben werden, dass es in dieser Arbeit erstmals gelun-
gen ist, selbstassoziierte und sich dynamisch verdndernde Strukturen von Tensiden di-
rekt mithilfe eines Farbstoffs unter natiirlichen Bedingungen zu visualisieren. Zusétzlich
konnte direkt visualisiert werden, dass diese Tensidstrukturen an der Oberfliche keine
festen Partikel oder Schichten sind, sondern einem dynamischen Prozess der stidndigen
Verdnderung unterworfen sind, der sich aus der Brown’schen Molekiilbewegungen und
den dynamischen Verteilungsgleichgewichten einzelner Tensidmolekiile zwischen Adsorp-
tionsschicht und Losung zusammensetzt. Dieser Prozess der zeitlichen Veranderung soll in

Abschnitt 6.3.1.2 weiter ausgefithrt werden.



6.3. CTAB 125

6.3.1.1.2 Auswertung der Helligkeit Fiir einen ersten Eindruck der Helligkeit der
TTIRF-mikroskopischen Bilder verschiedener CTAB-Konzentrationen wurden die sogenann-
te mittlere und maximale Helligkeit zunéchst einzelner Aufnahmen mit den Helligkeitswer-
ten der Messungen von Wasser ohne bzw. mit Nilrot an Glas (s. Abschnitt 6.1.2) verglichen.
Dargestellt in Abbildung 6.11 sind die Helligkeiten einzelner, repriasentativer Messungen
unterschiedlicher CTAB-Konzentrationen mit 300 pM Nilrot. Die Helligkeit der Fluores-
zenzsignale weisen bei CTAB-Konzentrationen bis zu 1-107% M CTAB dieselbe mittlere
Helligkeit auf wie die Messungen von Wasser mit und ohne Nilrot. Wie bereits in den
TTIRF-M-Bildern direkt visualisiert werden konnte, existieren bei solch niedrigen CTAB-
Konzentrationen noch keine hydrophoben Doménen an der Glasoberfliche, die mit Nil-
rot wechselwirken konnen, sodass lediglich Grundhelligkeit detektiert wird. Ab 1.107°> M
CTAB sind nicht nur bereits hellere Signale in den TIRF-M-Bilder zu erkennen, die mitt-
lere Pixelhelligkeit der Bilder steigt auf etwa den doppelten Wert der Grundhelligkeit an.
Man koénnte erwarten, dass die mittlere Helligkeit der TIRF-M-Bilder mit zunehmender
CTAB-Konzentration anschlieBend weiter ansteigt. Entgegen dieser Erwartung fallen die
Werte fiir die mittlere Helligkeit bei Konzentrationen groBer als 1-10™% M CTAB, bis sie
bei etwa 11-1072 M CTAB in etwa dasselbe Niveau erreichen wie die Grundhelligkeit der
Messungen mit Wasser ohne Tensid. Diese isolierte Information kénnte zu der Schlussfol-
gerung verleiten, dass bei erhohter CTAB-Konzentration weniger hydrophobe Doménen
an der Oberfliche vorhanden seien. Die TIRF-M-Bilder zeigen jedoch deutliche, separate
Fluoreszenzsignale. Eine Erhohung der Farbstoffkonzentration in 11-10~2 M CTAB-Lésung
auf 1,5 nM bzw. 3 nM zeigt jedoch, dass die mittlere Helligkeit noch deutlich gréf8ere Wer-
te annimmt als bei niedrigen CTAB-Konzentrationen beobachtet. Eine 3 nM Nilrotlésung
auf Glas in Abwesenheit von CTAB dagegen verdndert die mittlere Grundhelligkeit nicht
(s. Abbildung 6.1). Der Grund fir die abnehmende mittlere Helligkeit mit zunehmen-
der CTAB-Konzentration ist also eine Verringerung der freien Farbstoffkonzentration in
Losung. Durch die Bildung von Tensidaggregaten in Losung, die ab einer Konzentration
von ca. 1-107%* M CTAB (11% cmc) mittels Nilrot iiber die Fluoreszenzquantenausbeute
nachgewiesen werden kann (vgl. Abbildung 4.5), kann sich Nilrot auch in hydrophoben
Doménen in der Losung aufhalten und somit befinden sich weniger Farbstoffmolekiile in
Oberflichenndhe. Dadurch werden weniger helle Fluoreszenzereignisse detektiert und die
mittlere Helligkeit ist reduziert.

Die maximale Helligkeit eines Pixels im Bild weist einen vergleichbaren Verlauf mit zuneh-
mender CTAB-Konzentration auf wie die mittlere Helligkeit. Dass die maximale Helligkeit
von Nilrot in einer voll ausgebildeten CTAB-Adsorptionsschicht bei 11-10~3 M im Mittel
geringer ist als die maximale Helligkeit des Farbstoffes in der losen Adsorptionsschicht bei
1-1075> M CTAB mit vereinzelten CTAB-Aggregaten kann drei denkbare Ursachen ha-
ben: Die Moglichkeit, dass die Aggregate bei 1-1075 M CTAB hydrophober sind oder die
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Abbildung 6.11: Helligkeitsauswertung der TIRF-M-Aufnahmen von Nilrot in CTAB-
Losungen verschiedener Konzentration auf Glas im Vergleich zu Wasser. Einzelne Mes-
sungen wurden beziiglich der mittleren Helligkeit aller Pixel (a) und der Helligkeit des
hellsten Pixels (b) der Messfliche ausgewertet. Die Sdulen reprasentieren den Mittelwert
dieser Parameter tiber die Bilder der ersten (hellgrau) bzw. letzten (dunkelgrau) 10 s der
Messung, die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der jeweiligen Mittelung iiber 10 s.

Affinitat des Farbstoffs zu diesen Aggregaten ausgeprégter ist als zu der ausgebildeten Mo-
noschicht bei 11-1072 M, ist aufgrund allgemeiner Erkenntnisse zu Adsorptionsprozessen
von Tensiden und der Adsorptionsisothermen unwahrscheinlich. Eine erhohte maximale
Helligkeit bei 1-107> M CTAB kann zudem durch das Vorhandensein mehrerer Farb-
stoffmolekiile an derselben durch einen Pixel abgedeckten Stelle verursacht werden. Bei
11-1073 M ist dies aufgrund einer deutlich geringeren effektiven Konzentration freien Farb-
stoffs entsprechend unwahrscheinlicher. Fiir diese Multifluoreszenzereignisse in der noch
nicht voll ausgebildeten Adsorptionsschicht spricht auch, dass die mittlere Pixelhelligkeit
innerhalb einer Messung sinkt, wie der Vergleich der Mittelung von ersten und letzten
10 s zeigt. Dagegen bleibt die mittlere Pixelhelligkeit in der voll ausgebildeten Adsorpti-
onsschicht oberhalb der cmc in allen Messungen konstant. Denkbar ist als dritte mogliche
Erkldrung auch die Detektion mehrerer Fluoreszenzsignale durch denselben Farbstoff in-
nerhalb der Belichtungszeit, d.h. eine ldngere Aufenthaltsdauer von Nilrot innerhalb einer
Fliche, die einer Pixeldetektionsfliche entspricht, in der Adsorptionsschicht mit 1-10=° M
CTAB im Vergleich zu 11:1073 M CTAB. Dies wiirde bedeuten, dass die hydrophoben
Doménen einer voll ausgebildeten Adsorptionsschicht bei 11-1072 M CTAB im Vergleich
zur sich aufbauenden Adsorptionsschicht ausgedehnter sind, sodass das Fluoreszenzlicht
eines Farbstoffmolekiils innerhalb der Belichtungszeit und Farbstoffaufenthaltsdauer iiber
mehrere Pixelflichen detektiert wird, sodass ein einzelner Pixel weniger hell erscheint. Die-

se Vermutung wird in der Trajektorienanalyse weiter tiberpriift (s. Abschnitt 6.3.1.2).
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Abbildung 6.12: Mittlere Helligkeit der TIRF-M-Aufnahmen von Nilrot in verschieden kon-
zentrierten CTAB-Loésungen auf Glas. Aus mehreren Einzelmessungen diverser Prépara-
tionen derselben Zusammensetzung mit 300 pM Nilrot wurde der Mittelwert der mittleren
Helligkeit berechnet (weifle Quadrate, mit Standardfehler). Der schwarze Kreis reprisen-
tiert Messungen mit 1,5 nM Nilrot und das graue Dreieck mit 3 nM Nilrot. Die graue Linie
markiert die cmc von 1-1072 M. Zum Vergleich ist die Adsorptionsisotherme von CTAB an
hydrophilem Silicagel dargestellt (graue Diamanten). Fiir jede CTAB-Konzentration wur-
den mehrere dquivalente Praparationen mindestens 3-fach, im Durchschnitt jedoch 8-fach,
vermessen.

Wiéhrend Abbildung 6.11 die Helligkeit einzelner Beispielmessungen zeigt, sind in Abbil-
dung 6.12 die Durchschnitte mehrerer Messungen dargestellt. Ausgewertet wurden dabei
verschiedene CTAB-Konzentrationen von 1-10~7 M bis 11-10~3 M, wobei die Nilrotkon-
zentration konstant 300 pM betrug (weile Quadrate). Die untere Grenze der Skala der
mittleren Helligkeit in Counts ist auf die in Wasser ohne Farbstoff ermittelte Grundhel-
ligkeit (200 counts) festgesetzt worden. Fiir jede CTAB-Konzentration wurden mehrere
dquivalente Préparationen mindestens 3-fach, im Durchschnitt jedoch 8-fach, vermessen
und die mittlere Helligkeit ermittelt.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse in Abhéngigkeit der CTAB-Konzentration keinen ein-

deutigen Trend beziiglich der Werte der mittleren Pixelhelligkeit, jedoch in Bezug auf die
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Mess-Spanne der detektierten Helligkeiten. Im Folgenden wird zunéchst auf den Trend der
Spannweite eingegangen, bevor der Verlauf der absoluten Werte diskutiert wird.

Bei einer CTAB-Konzentration von 1-107° M ist die Wertespanne der mittleren Helligkeit
mit ca. 560 Counts zwischen dunkelster und hellster Messung die grofite erfasste Spann-
weite. Bei Messungen im Bereich zwischen 1-107° M und der cmc streuen die Einzelwerte
im Wertebereich von 200-300 Counts um den jeweiligen Mittelwert deutlich weniger als bei
1-1075 M CTAB. Bei CTAB-Konzentrationen oberhalb der cmc liegen die Spannweiten
unterschiedlicher Messungen mit der Nilrotkonzentration 300 pM im Bereich nur weniger
Counts. Auch bei erhohter Farbstoffkonzentration schwanken die mittleren Helligkeiten
iiber verschiedene Messausschnitte auf dem Glas kaum (s. Kreis/Dreieck), was auf eine im
Vergleich zu niedrigen Konzentrationen deutlich gleichméfigere Ausbildung hydrophober
Doménen deutet, die stiarker mit benachbarten Doménen zusammenhéngen.

Dass die Konzentration 1-107°> M CTAB etwa die untere Konzentrationsgrenze fiir Ag-
gregationsprozesse von CTAB an der Glasoberfliche repréasentiert, kann nicht nur an der
erh6hten mittleren Helligkeit im Vergleich zu niedrigeren CTAB-Konzentrationen abge-
lesen werden. Die starke Streuung der einzelnen Werte der mittleren Helligkeiten um
den Mittelwert bei 1-107> M CTAB zeigt, dass je nach gewihltem Ausschnitt auf dem
Glas zufillig Stellen untersucht wurden, an denen sich mehr oder weniger, bzw. grofiere
oder kleinere, hydrophobe Doménen gebildet hatten. Diese niedrige CTAB-Konzentration
scheint also fiir eine lose Adsorptionsschicht zu stehen, die zuféllig verteilte Bereiche dicht
beieinander adsorbierter Tenside aufweist. Oberhalb der cmc (graue Linie) ist die Spann-
weite detektierter Helligkeiten bei allen Messungen deutlich geringer, was in Ubereinstim-
mung mit den Ergebnissen der Adsorptionsisothermen fiir die Ausbildung einer deutlich
gleichméfBiger aufgebauten Adsorptionsschicht ohne grofie Liicken spricht.

Ausgedehntere hydrophobe Doménen oberhalb der cmc sollten eigentlich gleichzeitig zur
Folge haben, dass die mittlere Pixelhelligkeit grofler ist als unterhalb der cmec. Dies ldsst
sich nicht beobachten, auch nicht eine Zunahme der mittleren Helligkeit mit zunehmender
Tensidkonzentration unterhalb der cme, wie anhand der Adsorptionsisotherme zu erwarten
ist. Grund hierfiir sind Farbstoffeffekte: die mit steigender CTAB-Konzentration wachsen-
de Anzahl an Tensidaggregaten in Losung solubilisiert den Farbstoff, sodass in der Ober-
flichenschicht zunehmends weniger Farbstoff zur Verfiigung steht, wodurch die mittlere
Bildhelligkeit verringert wird, bzw. je nach Messausschnitt schwankt. Eine Erhohung der
Farbstoffkonzentration fiithrt zu einer grofieren mittleren Bildhelligkeit (s. Kreis/Dreieck).
Nach Erhéhung der Farbstoffkonzentration auf 3 nM Nilrot, um den Faktor 10 grofler als
die Standardkonzentration 300 pM, wird in der CTAB-Losung bei 12xcmc eine mehr als
2,5-mal so grofle mittlere Helligkeit gemessen. Messungen bei hoherer Farbstoffkonzen-
tration sind bei kleinen CTAB-Konzentrationen jedoch aufgrund von Detektor-Séattigung

nicht moglich.
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Abbildung 6.13: Maximale Helligkeit der TIRF-M-Aufnahmen von Nilrot in verschieden
konzentrierten CTAB-Losungen auf Glas. Aus mehreren Einzelmessungen diverser Préapa-
rationen derselben Zusammensetzung mit 300 pM Nilrot wurde der Mittelwert der mitt-
leren Helligkeit berechnet (weile Quadrate, mit Standardfehler). Der schwarze Kreis re-
prasentiert Messungen mit 1,5 nM Nilrot und das graue Dreieck mit 3 nM Nilrot. Die
graue Linie markiert die cmc von 1-1072 M. Zum Vergleich ist die Adsorptionsisotherme
von CTAB an hydrophilem Silicagel dargestellt (graue Diamanten).

Bemerkenswert bleibt, dass mit dieser Auswertung der TIRF-Mikroskopie CTAB-Aggregate
an der Glasoberflache bereits bei einer so niedrigen Tensidkonzentration eindeutig nach-
gewiesen werden konnen, die bei der Erstellung der Adsorptionsisothermen an Silicagel
aufgrund von Limitierungen durch die Messmethode nicht zugénglich waren. Somit kann
die TIRF-Mikroskopie zusétzliche Informationen iiber den Adsorptionsprozess von CTAB
an hydrophilen Oberflichen bei sehr niedrigen Tensidkonzentrationen ergédnzend zu eta-
blierten Methoden liefern.

Analog zur mittleren Helligkeit wurden die maximalen Helligkeiten der Nilrotsignale in
den CTAB-Adsorptionsschichten ausgewertet und verglichen. Die Skala der maximalen
Helligkeit setzt in Abbildung 6.13 auf dem Werteniveau der Negativkontrollen von etwa
700 Counts an. Wie auch die mittlere Helligkeit, steigt die maximale Helligkeit ab der
CTAB-Konzentration von 1-107° M deutlich auf bis zu 2750 Counts an. Mit zunehmender
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Tensidkonzentration jedoch sinken die Mittelwerte der maximalen Helligkeit nicht so stark
wie die der mittleren, da einzelne Pixelflachen weniger repréasentativ allgemeine Verdnde-
rungen in der Adsorptionsschicht wiedergeben als der Durchschnitt aller Pixel. Betrachtet
man die Wertespannen, so liegen alle gemessenen maximalen Helligkeiten der Farbstoffe
in 11075 M bis 11-1073 M CTAB im Bereich von 920 und 2750 Counts.

Bei einer angenommenen gleichartigen Wechselwirkung zwischen Nilrot und an der Glaso-
berfldche adsorbierten CTAB-Molekiilen sollte man fiir alle CTAB-Konzentrationen grofier
als 1-107® M erwarten, dass je dieselbe maximale Pixelhelligkeit von etwa 2000 Counts
detektiert wird, da die ausgestrahlte Menge an Lichtquanten pro Farbstoffmolekiil bei
gleicher hydrophober Umgebung konstant sein sollte. Da sich mit zunehmender CTAB-
Konzentration laut Adsorptionsisotherme die hydrophoben Doménen vergréfiern oder ver-
dichten miissen, kann die Abnahme der maximalen Pixelhelligkeit mit zunehmender CTAB-
Konzentration bedeuten, dass es entweder bei CTAB-Konzentrationen zwischen 1-107° M
und 1.10~* M zu einer Uberladung der CTAB-Aggregate mit Farbstoffmolekiilen kommt
oder dass die Nilrotmolekiile in der ausgepragten CTAB-Monoschicht ab der cmc weitldufi-
ger diffundieren, womit dieselbe Menge an Lichtquanten iiber mehrere Pixel verteilt aus-
gestrahlt wiirde.

Die Messungen mit 11-1072 M CTAB und 3 nM Nilrot weisen einen starken Anstieg
der maximalen Helligkeit der Aufnahmen auf im Vergleich zu 300 pM Nilrot (s. Abbil-
dung 6.11). In einem einzelnen Pixel kommt es also zur vermehrten Detektion von Licht-
quanten, die in erhéhten Pixelhelligkeiten resultieren. Die Farbstoffkonzentration ist in
diesem Fall derart hoch, dass es teilweise zur Anwesenheit von zwei Farbstoffmolekiilen pro
Flédche von 178 nm-178 nm und somit zur Multidetektion von Farbstoffsignalen kommen
kann. Diese Multidetektion wird statistisch gesehen so haufig vorkommen, dass die mittle-
re Helligkeit dadurch beeinflusst (s. Abbildung 6.12), jedoch nicht dominiert wird. Dieser
Effekt der Multidetektion tritt auch bei den Messungen von 1,5 nM Nilrot in 11-1072 M
CTAB auf, deren maximale Helligkeiten vergleichbar sind mit Messwerten am oberen Rand
der Messungen von 300 pM Nilrot in 1.107> M CTAB (s. Abbildung 6.11). Daher konnte
es bei den Messungen von 300 pM Nilrot in 1-107> M CTAB ebenfalls vereinzelt zur Mul-
tidetektion von Fluoreszenzsignalen kommen. Ob diese durch die Anwesenheit mehrerer
Farbstoffmolekiile pro Pixelfliche oder durch Uberlagerung mehrerer Signale eines einzel-
nen Farbstoffes verursacht werden, kann nur mittels Spur-Analyse der Farbstoffmolekiile
geklart werden (s. Abschnitt 6.3.1.2.3).

Die Spannweite gefundener mittlerer Helligkeitswerte betragt fiir 1.107> M CTAB das 10-
bis 30-fache der Spannweiten der Messungen oberhalb der cmc. Fiir die maximale Hel-
ligkeit betrdgt der Unterschied der genannten Konzentrationen noch das bis zu 20-fache.
Wihrend also bei niedrigen Konzentrationen bis zur cmc die Auswertung der Helligkei-

ten von Messausschnitt zu Messausschnitt sehr unterschiedliche ausfillt, ist die rdumliche
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Verteilung der hydrophoben Doménen oberhalb der cmc iiber diverse Messausschnitte
gleichméfliger. Somit eignet sich die TIRF-Mikroskopie auch, um die Heterogenitét der
Adsorptionsschicht zu verschiedenen Stadien des Adsorptionsprozesses zu untersuchen.
Anhand der Adsorptionsisotherme oder Kontaktwinkelmessungen kann eine Aussage iiber
die Adsorption nur gemittelt iiber das eingesetzte Adsorbens gemacht werden. Der Vorteil
der hier verwendeten TIRF-Mikroskopie liegt darin, dass Ausschnitte im Mikrometer-
bereich untersucht werden koénnen, aus deren Vielzahl ebenfalls eine gemittelte Aussage

gemacht werden kann mit der Zusatzinformation iiber lokale Heterogenitéten.

6.3.1.2 TIRF-Mikroskopische Bilder - Kinetik des Fluoreszenzsignals

Ein einzelnes TIRF-M-Bild lésst nicht eindeutig erkennen, wie sich die hydrophoben
Doménen zeitlich verdndern. Insbesondere aus der Betrachtung einer Serie an Bildern
lassen sich aber Farbstoffsignale dynamisch beobachten. Trajektorien der Fluoreszenzer-
eignisse von Nilrotmolekiilen wurden analysiert, um zeitliche Informationen {iber die Wech-
selwirkung der Farbstoffmolekiile mit der CTAB-Adsorptionsschicht auf Glas zu gewinnen.
Zudem sollte die Frage beantwortet werden, ob es in der Adsorptionsschicht von 1-107> M

CTAB auf Glas bereits zur Anhdufung von Farbstoffmolekiilen in den Aggregaten kommt.

Verteilungsgleichgewicht zwischen Nilrot und verschiedenen Tensidspezies Wie
sich bereits in Abbildung 6.11 an dem Unterschied der durchschnittlichen Helligkeiten
zwischen ersten und letzten 10 s der Messung andeutet, blieb die mittlere Helligkeit von
Nilrot nicht bei allen CTAB-Konzentrationen iiber die Dauer einer Messung konstant. Ab
CTAB-Konzentrationen von 2,7-10~3 M wurden konstante Werte fiir die mittlere Helligkeit
iiber die Zeit der Messung detektiert. Ab dem Vorhandensein von hydrophoben CTAB-
Strukturen an der Oberfliche im Konzentrationsbereich von 1.:107° M bis einschlieBlich
1-1073 M CTAB blieb die mittlere Helligkeit in 16% der Messungen im Rahmen der Fehler-
grenzen konstant, in 84% der Messungen nahm sie signifikant ab. Die Abnahme der mitt-
leren Helligkeit betrug mindestens 4%, maximal 31%, im Durchschnitt aber 14%.

Diese Beobachtung der abnehmenden mittleren Helligkeit gibt Auskunft iiber das Ver-
teilungsgleichgewicht von Nilrot in den unterschiedlich konzentrierten CTAB-L&sungen.
Oberhalb der cmc befinden sich Mizellen in Losung, sodass sich ein Verteilungsgleichge-
wicht von Nilrot zwischen der adsorbierten Monoschicht und Mizellen einstellt, sodass
kaum freier, d.h. lediglich von Wasser solubilisierter, Farbstoff vorhanden ist. Bis zur cmc
sind zum Teil unvollstédndige und wenige CTAB-Aggregate in Losung vorhanden, sodass
sich Nilrot in der Adsorptionsschicht an der Glasoberfliche mit stirker ausgeprédgten hy-

drophoben Doménen anreichern kann. Diese Anreicherung des Farbstoffs unterhalb der
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Abbildung 6.14: Zeitliche Anderung der mittleren Helligkeit der TIRF-M-Aufnahmen mit
unterbrochener Belichtung von 300 pM Nilrot in der Adsorptionsschicht von CTAB-Lésun-
gen verschiedener Konzentration auf Glas. Jede Datenreihe représentiert eine Messreihe
an verschiedenen Stellen desselben Tropfens (Ansatzes). Aufgetragen wurde je die mittlere
Helligkeit der ersten 10 s, die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.

cmc in der Adsorptionsschicht im Vergleich zur Lésung bewirkt, dass Bleicheffekte sichtbar
werden. Diese TIRF-M-Aufnahmen wurden mit der Standard-Laserintensitdt von 9 mW
(d.h. am Objektiv 3,5 mW) erstellt. Werden Farbstoffmolekiile wihrend der Messung geb-
lichen, kénnen kaum Nilrotmolekiile aus der Losung diese wegfallende Fluoreszenz erset-
zen, da das Verteilungsgleichgewicht bereits auf der Seite des Aufenhalts an der Oberfléche
liegt und ein Austausch mit Molekiilen in der Losung im Vergleich zur Messzeit langsam
verlauft. Oberhalb der cmc dagegen ist nicht der iberwiegende Anteil an Nilrotmolekiilen
in der Adsorptionsschicht angelagert, woraus die beobachtete geringere mittlere Helligkeit
resultiert, sondern in Mizellen in Losung. Dadurch werden zum einen absolut betrachtet
weniger Farbstoffmolekiile geblichen als bei CTAB-Konzentrationen unterhalb der cmc,
zum anderen kénnen geblichene Farbstoffe innerhalb der Messzeit durch intakte Molekiile
aus Mizellen in Losung ersetzt werden.

Neben der Abnahme der mittleren Helligkeit im Rahmen einer Messung aufgrund der
dauerhaften Belichtung mit Laserlicht zeigte sich zwischen Messungen an derselben Posi-
tion mit zeitlichen Abstand ein ganz anderer Trend, wobei zwischen den Messungen die
Oberfliache nicht belichtet wurde. Es konnte beobachtet werden, dass sich die Helligkeit
der TIRF-M-Aufnahmen von Nilrot in den CTAB-Adsorptionsschichten unterhalb der cmc
zusétzlich innerhalb der ersten Minuten nach Auftragung des Tropfens von Messung zu
Messung verdnderte. Nach der Auftragung des Tropfens nimmt die mittlere Helligkeit bei
80% der Messreihen innerhalb von Minuten zu (s. Abbildung 6.14). Es muss angemerkt
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werden, dass die Messreihen innerhalb einer gewissen Routine nach Auftragung des Trop-
fens vermessen wurden, wobei sich jedoch die Startzeitpunkte der Messungen um bis zu
3 s voneinander unterscheiden kénnen.

Diese Zunahme der mittleren Helligkeit kann zum einen die Anreicherung des Farbstoffes
in der Adsorptionsschicht im Vergleich zur Losung verdeutlichen. Es ist aber auch denk-
bar, dass die Ausbildung der Adsorptionsschicht gerade bei niedrigen Konzentrationen in
zeitlichen Dimensionen von Minuten ablduft. Das beobachtete Spreitverhalten im Rahmen
der Kontaktwinkelmessungen (s. Abschnitt 5.2.2.1) zeigte einen Konzentrationseffekt: je
grofler die Konzentration an Tensid in der aufgetropften Losung, umso schneller bildete
sich die Adsorptionsschicht aus, welche das Verlaufen des Tropfens verhinderte. Dieser
im makroskopischen beobachtete Effekt koénnte sich in dem durch TIRF-M zugénglichen,
kleineren Mafistab ebenfalls zeigen, und zwar genauer aufgelost. Es ist denkbar, dass der
Aufbau der Adsorptionsschicht bei besonders niedrigen Konzentrationen eine gewisse Zeit-
spanne benotigt, wodurch die mittlere Helligkeit von Messung zu Messung zunimmt. Da
es sich dabei jedoch um mehrere Minuten handelt, ist es wahrscheinlich, dass diese Hel-
ligkeitszunahme nicht nur durch den Aufbau der Adsorptionsschicht hervorgerufen wird,
denn dann wiirden sich die TIRF-M-Bilder moglicherweise voneinander unterscheiden. Es
ist anzunehmen, dass die Verteilung von Nilrot in den verschiedenen Tensidspezies und
damit die Anreicherung von Nilrot in Tensidaggregaten an der Oberfliche in besonderem
Mafle zum Anstieg der Helligkeit in den ersten Minuten beitrégt.

Die maximale Helligkeit weist im Vergleich zur mittleren Helligkeit weniger eindeutige
Trends iiber die Messung bzw. die Messreihen auf. Innerhalb einer Messung kénnen ober-
halb der cmc sowohl Ab- als auch Zunahmen und gleichbleibende Werte der maxima-
len Helligkeit gemessen werden. Im Allgemeinen zeigen sich bei diesen Konzentrationen
weder innerhalb einer Messung noch zwischen Messungen iiber mehrere Minuten kla-
re Anderungstendenzen. Die maximale Helligkeit scheint hier nur von der Auswahl des
Glasausschnittes und Schwankungen im Rahmen der Farbstoffverteilung und -Diffusion
abzuhédngen. Unterhalb der cmc lassen sich hiufig leichte Abnahmen der maximalen Hel-
ligkeit im Laufe einer Messung, teilweise aber auch gleichbleibende Werte registrieren.
Im Durchschnitt fallt die maximale Helligkeit einzelner Pixel unterhalb der cmc um 8%,
maximal um 19%. Diese Abnahme der maximalen Pixelhelligkeit unterhalb der cmc ist
im Vergleich zur Abnahme der mittleren Helligkeit als nur gering zu bewerten. Sie kénn-
te als Hinweis auf das Bleichen der in der Adsorptionsschicht im Vergleich zur Losung
angereicherten Farbstoffmolekiile gedeutet werden. Ob die maximalen Pixelhelligkeiten
durch Multidetektion von Fluoreszenzsignalen durch mehrere Farbstoffe in einem Pixel
bzw. desselben Farbstoffs innerhalb der Belichtungszeit verursacht wird, kann jedoch nur

durch Betrachten der Diffusions-Trajektorien beurteilt werden.
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6.3.1.2.1 Superresolution-Auswertung Die hochauflésende Auswertung der Fluo-
reszenzsignale von Nilrot in der Adsorptionsschicht von CTAB auf Glas mittels Software
Analecta war nicht moglich, da zum einen der Kontrast der Farbstoffsignale zu gering war.
Im Vergleich zum Grundsignal der umliegenden Pixel waren die Pixel mit Fluoreszenz-
licht nicht immer hell genug, sodass eine Anpassung mit 2D-Gauflkurve nicht bei allen
Bildern einer Diffusionsspur gelang. Zum anderen ist die Anzahl an Bildern pro Diffusi-
onstrajektorie je Nilrotmolekiil derart gering, dass eine Liicke in der Diffusionstrajektorie
bereits dazu fithrte, dass die Software nicht mehr alle Signale eindeutig einem Farbstoff
zuordnen konnte. Die kurze Beobachtungszeit je Farbstoffmolekiil bedeutete auch, dass
bei Auswertung der gesamten 2-miniitigen Messung mehrere Farbstoffereignisse in unmit-
telbarer Umgebung iibereinandergelegt wurden. Daher wurden teilweise helle Pixel mit
groflen zeitlichen Abstdnden zu einem PAINT-Objekt zusammengefasst. Bei der Auswer-
tung nur kurzer Messabschnitte wurden dagegen zu wenige angepasste Signale fiir die
Gruppierung zu PAINT-Objekten erfasst. Mit keiner Einstellung war es mdoglich, sinnvoll
erscheinende Gruppierungen von Gaufl-angepassten Signalen zu Farbstofftrajektorien zu
erhalten. Daher wurde eine manuelle Auswertung der Fluoreszenzsignale einer Bilderserie
mit einer geringeren Genauigkeit als die hochauflésende Analyse mit 2D-GauBlanpassung
vorgenommen. Diese schwierige PAINT-Analyse spricht jedoch fiir die Interpretation der
hydrophoben Doménen unterhalb der cmc als zuféllige Aggregate einzelner adsorbierter
Monomere, die keine stark hydrophoben Wechselwirkungsbereiche fiir Nilrot darstellen.
Oberhalb der cmc sind weitldufigere Aggregatbereiche ausgebildet, die sich zuféllig zu hy-
drophoben Doménen kurzzeitig zusammensetzen und deswegen zeitlich begrenzt detektiert
werden konnen. Eine PAINT-Analyse ist somit bei unterschiedlichen Tensidkonzentratio-

nen aufgrund zu weniger Farbstofflokalisationen nicht méoglich.

6.3.1.2.2 Diffusions-Trajektorien Die Betrachtung nicht nur einzelner Bilder, son-
dern ganzer Bilderserien desselben Farbstoffmolekiils, erméglicht Schlussfolgerungen iiber
das Diffusionsverhalten von Nilrot in der CTAB-Adsorptionsschicht. Aus dem Diffusions-
verhalten wiederum lassen sich Riickschliisse auf die rdumliche Anordnung der CTAB-
Molekiile auf der Glasoberfliche ziehen. Somit wurden fiir einzelne Farbstoffmolekiile Tra-
jektorien erstellt, welche ihre Diffusionsroute iiber alle Bilder innerhalb ihrer Aufenthalts-
dauer an der Oberfliche darstellen.

Da die Diffusion von Nilrot in der CTAB-Adsorptionsschicht recht schnell erschien und die
Fluoreszenzsignale nur wenige Bilder in Folge in einer begrenzten Region beobachtet wer-
den konnten, wurde versucht, TIRF-Mikroskopische Aufnahmen mit moglichst geringer
Belichtungszeit zu erstellen. Je kleiner die Belichtungszeit, umso geringer aber gleichzei-

tig die Menge an detektierten Lichtquanten und somit umso geringer die Helligkeit eines
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Abbildung 6.15: TIRF-M-Bilderserie von 6 aufeinanderfolgenden Bildern (links oben nach
rechts unten) der Fluoreszenzsignale von 100 pM Nilrot an einer Glasoberfliche mit
11-1073 M CTAB (Laserintensitit 30 mW, Belichtungszeit 10 ms). Die detektierte Signal-
intensitit eines Pixels korreliert mit seiner Farbe (s. Farbskala oben, Werte in Counts).
Fin permanentes Signal ist mit einem griinen Kreis markiert, uneindeutig bzgl. ihrer Dif-
fusionsspur interpretierbare Signale mit rosa und ein moglicherweise sich innerhalb der
Belichtungszeit bewegendes Aggregat mit weiflem Kreis.

Pixels. Da Fluoreszenzsignale eine gewisse Helligkeit aufweisen miissen, um als solche er-
kannt zu werden und nicht im Bildrauschen unterzugehen, musste also eine gute Balance
gefunden werden zwischen geringer Belichtungszeit und ausreichender Pixelhelligkeit der
Fluoreszenzsignale. Ein weiterer Faktor, der hier eine Rolle spielt, ist die Farbstoffkon-
zentration. Je mehr Farbstoffmolekiile zur Verfiigung stehen, umso mehr beobachtbare
Objekte, allerdings darf die Dichte an Fluoreszenzereignissen in der Oberflichenebene
fiir eine Analyse einzelner Signale nicht zu hoch sein. Bei zu hoher Farbstoffkonzentra-
tion wird zudem oberhalb der cmc durch fluoreszierendes Nilrot in CTAB-Mizellen in
Oberflaichennédhe das Hintergrundsignal erhoht, sodass einzelne Signale an direkter Ober-
fliche nicht mehr zu erkennen sind. Auf der Basis von Testmessungen wurde daher eine
Farbstoffkonzentration gewéhlt, bei der viele Nilrotmolekiile in der Oberflichenschicht bei
niedrigem Hintergrundsignal zu beobachten sind.

Ublicherweise wurden die TIRF-M-Aufnahmen mit der im Abschnitt 3.12 beschriebe-

nen Superresolution-Software Analecta analysiert, indem im ersten Analyseschritt iiber
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die Wahl eines Helligkeitsgrenzwertes die Position aller helleren Fluoreszenzsignale mittels
Maximum einer GauBanpassung bestimmt wurde. Die Auswertung der Aufnahmen von
Nilrot in CTAB-Adsorptionsschichten war mit Analecta jedoch nicht durchfithrbar, da es
nicht moglich war, den Helligkeitsgrenzwert so festzulegen, dass moglichst viele verwert-
bare Fluoreszenzereignisse mit der Gauflanpassung erfasst werden konnten. Da wegen der
geringen Aufenthaltsdauer von Nilrot in der CTAB-Adsorptionsschicht nur wenige Bilder
pro Diffusionsspur vorliegen, fithrte die unvollstandige Auswahl an Fluoreszenzsignalen zu
inakzeptablen Briichen in der Diffusionsroute. Auf die Positionsbestimmung der Nilrot-
molekiile mit subpixel-Auflosung musste also verzichtet werden.

Um die in der Aneinanderreihung einzelner TIRF-M-Bilder steckenden Informationen iiber
das Diffusionsverhalten von Nilrot dennoch quantifizieren zu kénnen, wurde die Positions-
bestimmung von Nilrot manuell durchgefithrt. Wie Abbildung 6.15 zeigt, gibt es Fluores-
zenzsignale, die iiber viele Bilder hinweg in einem begrenzten Bereich nebeneinanderliegen-
der Pixel beobachtbar sind (z.B. griin markiertes Signal). Solche Signale konnen eindeutig
als zusammenhéngende hydrophobe Doméne interpretiert werden und sind daher fiir die
Erstellung einer Trajektorie ausgewihlt worden. Andere Signale, wie beispielsweise das
rosa markierte in Abbildung 6.15, waren derart kurzzeitig zu beobachten, dass bei der zu-
grunde liegenden Belichtungszeit nicht beurteilt werden konnte, welches Fluoreszenzsignal
im darauf folgenden Bild zu demselben Farbstoffmolekiil gehért. Somit wurden Diffusi-
onstrajektorien nur fiir solche Fluoreszenzssignale erstellt, die sich rdumlich tiber wenige
benachbarte Pixel erstreckten und in mindestens 5 aufeinanderfolgenden Bildern zu er-
kennen waren.

Der hellste Pixel einer Fluoreszenzsignalverteilung eines Nilrotmolekiils iiber mehrere Pi-

xel wurde als Position des Farbstoffs definiert. Somit konnte die Diffusion des Farbstoffs mit
der Genauigkeit eines Pixels nur dann beobachtet werden, wenn die meisten Lichtquanten
von Bild zu Bild an Stellen ausgestrahlt wurden, die zwei unterschiedlichen Pixeln entspre-
chen. Fiir die Diffusionstrajektorie eines Nilrotmolekiils in der CTAB-Adsorptionsschicht
wurde fiir jedes Bild die durch einen 2D-Pixel reprisentierte Position ermittelt und diese
Positionen in Abhéngigkeit der Bildnummer in einer 3D-Grafik aufgetragen.
Fiir die Erstellung von Farbstoff-Trajektorien und deren Auswertung wurden TTIRF-M-
Messungen von Nilrot in zwei unterschiedlich konzentrierten CTAB-Losungen verwendet,
um die Adsorptionsschicht von CTAB auf Glas in unterschiedlichen Stadien ihres Aufbaus
zu untersuchen. Zum einen wurde Nilrot in 1-10~* M CTAB vermessen, was etwa 10% cmc
entspricht, zum anderen in deutlich oberhalb der cmc liegender 11-10~2 M CTAB-Losung.
Als Belichtungszeiten wurden 10 ms bzw. 25 ms pro Bild gewéhlt, um zu erfassen, ob sich
die Diffusionsgeschwindigkeit in diesen Zeitskalen erfassen ldsst und ob die Belichtungszeit
die Erfassung der Diffusionsrouten beeinflusst.

Im Folgenden sind einzelne Trajektorien beispielhaft aufgefithrt. Der Vergleich der ver-
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Abbildung 6.16: Diffusions-Trajektorien einzelner Nilrotmolekiile in 11-10=3 M CTAB auf
Glas mit einer Belichtungszeit von 10 ms. Die 3D-Auftragungen zeigen fiir die Aufent-
haltsdauer des Farbstoffs an der Oberfliche die Position des hellsten Pixels in jedem Bild
einer Bilderfolge. Die Projektion aller Positionen ist in einer Ebene mit roten Kreuzen

dargestellt. Beispiele a) bis d) zeigen unterschiedlich lang und weit diffundierende Nilrot-
molekiile.

schiedenen Diffusionstrajektorien von Nilrot in den unterschiedlich konzentrierten CTAB-
Losungen mit unterschiedlichen Belichtungszeiten zeigt, dass die Molekiilbewegungen in
allen beobachteten Diffusionsprozessen ruckartig und ungerichtet vonstatten gehen. Dies
ist im Sinne der zweidimensionalen Brown’schen Molekiilbewegungen bei einer Diffusion
eines Farbstoffes in hydrophoben Tensiddoménen zwar vorherzusehen gewesen. Dass diese
Sprunghaftigkeit der Bewegungen in vielen Trajektorien erfasst wurde, spricht aber dafir,
dass die Messbedingungen und die Moglichkeiten der TIRF-Mikroskopie ausreichend wa-
ren, um die Diffusion des Farbstoffs in der Adsorptionsschicht erfassen zu kénnen. Die
Diffusionsprozesse von Nilrot in CTAB auf Glas liegen demnach in der Gréflenordnung
der verwendeten Belichtungszeiten. Das bedeutet, dass innerhalb von 10 ms bzw. 25 ms

Farbstoffdiffusionen iiber Flichen in Groéfe der Pixelflichen von etwa 178x178 nm? erfol-
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Abbildung 6.17: Diffusions-Trajektorien einzelner Nilrotmolekiile in 11-10=3 M CTAB auf
Glas mit einer Belichtungszeit von 25 ms. Die 3D-Auftragungen zeigen fiir die Aufent-
haltsdauer des Farbstoffs an der Oberfliche die Position des hellsten Pixels in jedem Bild
einer Bilderfolge. Die Projektion aller Positionen ist in einer Ebene mit roten Kreuzen

dargestellt. Beispiele a) bis d) zeigen unterschiedlich lang und weit diffundierende Nilrot-
molekiile.

gen.

Abbildungen 6.16 und 6.17 zeigen Trajektorien von Nilrotmolekiilen in 11-1072 M CTAB
mit unterschiedlichen Belichtungszeiten. Das Spektrum an gefundenen Trajektorienldngen
war in den Messungen mit 10 ms Belichtungszeit breiter als in Messungen mit 25 ms. Es
konnten mehr lange Diffusionstrajektorien von Nilrot in den Messungen mit 10 ms Be-
lichtungszeit beobachtet und der Farbstoff damit wéhrend seiner Aufenthaltszeit an der
Oberfldche iiber mehr Bilder verfolgt werden als in den Messungen bei 25 ms (s. beispiels-
weise Abbildung 6.16 b). Der Ubersicht halber wurden jedoch fiir beide Belichtungszeiten
Trajektorien mit vergleichbarer Anzahl an Bildern pro Diffusionsroute ausgesucht. Gleich-
zeitig konnten auch Diffusionsrouten von nur kurz an der Oberflache anhaftenden Nilrot-

molekiilen mit der Belichtungszeit von 10 ms herausgearbeitet werden (s. beispielsweise
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Abbildung 6.18: Diffusions-Trajektorien einzelner Nilrotmolekiile in 1-10~* M CTAB auf
Glas mit einer Belichtungszeit von 25 ms. Die 3D-Auftragungen zeigen fiir die Aufent-
haltsdauer des Farbstoffs an der Oberfliche die Position des hellsten Pixels in jedem Bild
einer Bilderfolge. Die Projektion aller Positionen ist in einer Ebene mit roten Kreuzen

dargestellt. Beispiele a) bis d) zeigen unterschiedlich lang und weit diffundierende Nilrot-
molekiile.

Abbildung 6.16 a). In den Trajektorien mit einer Belichtungszeit von 25 ms konnten im
Durchschnitt weitldufigere Diffusionsbewegungen beobachtet werden als in den Trajekto-
rien mit 10 ms Belichtungszeit. Auf Basis einiger beispielhafter Trajektorien jedoch eine
generalisierte Aussage iiber die Diffusionsgeschwindigkeiten zu treffen ist ohne quantitative
Erfassung aller Trajektorien nicht moglich. Diese wird im néchsten Abschnitt prasentiert
werden. Im Allgemeinen jedoch wiesen die Trajektorien von Nilrot in 11-1072 M CTAB
mit beiden Belichtungszeiten kaum Unterschiede auf.

Nilrot in 1-107%* M CTAB weist, anders als in den Messungen in 11-1073 M CTAB, mehr
Unterschiede zwischen den Trajektorien bei 10 ms bzw. 25 ms Belichtungszeit auf (s. Ab-
bildungen 6.18 und 6.19). In Trajektorien zu den Aufnahmen mit 25 ms Belichtung ist der

Farbstoff tendenziell in aufeinanderfolgenden Bildern einer Serie hiufiger in demselben



140 KAPITEL 6. TIRF-M UND PAINT AN OBERFLACHEN

a) b)

- @
o ® ©

Bidnummer
- > w -~ o
Bidnummet
- ™ - o >

e

Bidnummet
e raeneeDS

N =

Abbildung 6.19: Diffusions-Trajektorien einzelner Nilrotmolekiile in 1-10~* M CTAB auf
Glas mit einer Belichtungszeit von 10 ms. Die 3D-Auftragungen zeigen fiir die Aufent-
haltsdauer des Farbstoffs an der Oberfliche die Position des hellsten Pixels in jedem Bild
einer Bilderfolge. Die Projektion aller Positionen ist in einer Ebene mit roten Kreuzen

dargestellt. Beispiele a) bis d) zeigen unterschiedlich lang und weit diffundierende Nilrot-
molekiile.

Pixel zu beobachten als in denen mit 10 ms. Deutlicher noch als in den Trajektorien von
Nilrot in 11-10~3 M CTAB konnten in den Diffusionsrouten von Nilrot in 1.10~* M CTAB
bei 10 ms Belichtungszeit mehr Bilder pro Trajektorie aufgenommen werden als bei 25 ms.
Der Ubersichtlichkeit halber sind die sehr langen Trajektorien hier nicht dargestellt. Im
Vergleich zu den Trajektorien in 111072 M CTAB erreicht der Farbstoff in der Adsorp-
tionsschicht bei 10% cmec jedoch weniger weitlaufige Bereiche und legt zudem scheinbar
eher kiirzere Strecken von Bild zu Bild zuriick.

Die Wahl der Belichtungszeit hat natiirlich Auswirkungen auf die Anzahl an Bildern pro
Trajektorie, sodass bei beiden getesteten Konzentrationen in den Messungen mit 10 ms
Belichtung mehr Bilder pro Diffusionsroute erfasst wurden als bei 25 ms. Im Vergleich

scheint die Belichtungszeit wenig Einfluss auf die Genauigkeit der Erfassung von Rich-
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tungsianderungen in Diffusionsrouten des Farbstoffs in 11-103 M CTAB zu haben, dafiir
einen groferen Einfluss auf die Trajektorien in 1.107* M CTAB. Bei dieser niedrigen
CTAB-Konzentration wurde der Farbstoff bei groflerer Belichtungszeit haufiger an der-
selben Stelle angetroffen als in den Messungen mit niedriger Belichtungszeit. Neben der
Beobachtung, dass Nilrotmolekiile in 1-107%* M CTAB weniger Pixel weit diffundieren als
in einer voll ausgebildeten Adsorptionsschicht oberhalb der cmc, fiithrt dies zu dem Schluss,
dass die Messungen mit 25 ms Belichtungszeit eine Uberlagerung mehrerer Richtungsinde-
rungen auf kleinen Flachen zeigen, die in ihrer Summe eine Positionsénderung von 0 Pixel
ergeben. Die Betrachtung einzelner Diffusionstrajektorien ldsst somit Riickschliisse auf un-
terschiedlich weite Ausdehnungen von hydrophoben CTAB-Strukturen an der Glasober-
fliche in Abhéngigkeit der Gesamttensidkonzentration ziehen. Das hier zugrunde liegende
unterschiedliche Diffusionsverhalten von Nilrot in den Adsorptionsschichten sollte fiir eine
bessere Vergleichbarkeit weitergehend erfasst werden, indem diverse Kenngrofien der Tra-

jektorien im Folgenden quantifiziert wurden.

6.3.1.2.3 Trajektorien-Analyse Um die Diffusion einzelner Farbstoffe in der Ad-
sorptionsschicht von CTAB an Glas nun weitergehend zu untersuchen, wurden verschie-
dene Kenngrofien der Trajektorien einzelner Nilrotmolekiile quantifiziert. Als Kenngrofien
der Diffusionstrajektorien wurde die Anzahl der Bilder pro Trajektorie, Beobachtungs-
dauer des Farbstoffs an der Oberfliache, durchschnittliche Strecke pro Bild, Gesamtstrecke
pro Trajektorie, Distanz zwischen erster und letzter Position sowie die maximale Distanz
zur ersten Position analysiert und im Folgenden verglichen. Die Einzelergebnisse separater
Farbstoffmolekiile wurden fiir einen besseren Uberblick der Gesamtheit aller ausgewerteten
Farbstoffe in Whisker-Boxplots dargestellt. Dabei stellen die beiden dufleren Whisker die
minimalen bzw. maximalen Werte der Kenngréfle dar. Wihrend die Mittellinie der Box
den Median angibt, reprasentiert die graue bzw. gepunktete Flache das zweite bzw. dritte
Quartil der Daten. Somit liegen 50% der Daten innerhalb der Box. Insgesamt wurden fiir
jede Datengruppe eines Whisker-Boxplots, die aus je 22 Trajektorien erstellt wurde, 150
bis 170 Positionsénderungen von Farbstoffmolekiilen erfasst.

Bei der Erstellung der Trajektorien wurde mit der Erfassung aller Positionsénderungen die
Anzahl der Bilder ermittelt, in denen der Farbstoff auf seiner Diffusionsspur zu beobachten
war. Die Verteilung dieser Bilderanzahl bei verschiedenen untersuchten Diffusionsprozes-
sen ist in Abbildung 6.20 links dargestellt. Aus der Anzahl an Bildern pro Trajektorie und
der Belichtungszeit wurde die Beobachtungsdauer des Farbstoffs in der lokal begrenzten
hydrophoben Doméne an der Oberfliache berechnet (s. Abbildung 6.20 rechts).

Alle ausgewerteten Nilrotmolekiil-Trajektorien konnten {iber einen weiten Zeitraum von
50 ms bis 600 ms beobachtet werden. Lediglich Farbstoffmolekiile in 11-1072 M CTAB auf
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Abbildung 6.20: Boxplots der zeitlichen Analysen von je 22 Diffusionsspuren von Nilrot-
molekiilen in der Adsorptionsschicht von CTAB verschiedener Konzentration auf Glas.
Die Belichtungszeiten der Messungen betrugen 10 ms, bzw. 25 ms. Verteilung der iiber
die Présenzzeit der Farbstoffmolekiile in der Adsorptionsschicht aufgenommene Anzahl an
Bildern pro Farbstoffmolekiil (links; Standardfehler: 25 ms/10=% M: 1,2; 25 ms/11-10~3 M:
0,8; 10 ms/10~* M: 4,2; 10 ms/11-10~2 M: 1,6) und daraus abgeleitete Verteilung der je
Farbstoffmolekiil in der Adsorptionsschicht gemessene Beobachtungsdauer in ms (rechts;
Standardfehler: 25 ms/10™* M: 29,3 ms; 25 ms/11-1072 M: 19,6 ms; 10 ms/10~* M:
41,7 ms; 10 ms/11-1073 M: 15,6 ms).

Glas bei einer Belichtungszeit von 10 ms diffundierten maximal 220 ms an der Oberflédche
und damit hochstens so lange wie die am kiirzesten zu beobachtenden 75% der Fluoreszen-
zereignisse in den CTAB-Adsorptionsschichten zu niedrigeren Tensidkonzentrationen oder
lingeren Beobachtungsdauern. Die Hilfte aller beobachteten Nilrotmolekiile in 11-1073 M
CTAB mit einer Belichtungszeit von 10 ms hatten eine kiirzere Beobachtungsdauer als
alle Nilrotmolekiile in 11-1073 M CTAB mit einer Belichtungszeit von 25 ms. Dies be-
deutet fiir die Diffusionsauswertung von Nilrot in 11-1072 M CTAB, dass bei kiirzeren
Belichtungszeiten mehr kurz in der Adsorptionsschicht verweilende Farbstoffe beobach-
tet werden, bei ldngerer Belichtungszeit dagegen hauptséchlich lang verweilende bzw. die
iiberlagerte Signalspur mehrerer kurz anhaftender Nilrotmolekiile in demselben Detekti-

onsbereich. Liicken in Fluoreszenzsignal-Spuren koénnen bei der grofleren Belichtungszeit
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also zum Teil durch Akkumulation von Fluoreszenzlicht verschiedener Fluoreszenzereig-
nisse an derselben Stelle iiberbriickt werden, sodass insgesamt eine langere Beobachtung
der Fluoreszenz moglich wird. Dass sich dagegen die Boxplots von 1-107% M CTAB der
verschiedenen Belichtungszeiten wenig voneinander unterscheiden, ist ein erster Hinweis
darauf, dass die Farbstoffdiffusion in der nicht voll ausgebildeten Adsorptionsschicht an-
ders als in der voll ausgebildeten lokal und zeitlich begrenzt ist.

Es wird vermutet, dass sich bei dieser Konzentration noch keine durchgehende Monoschicht
ausgebildet hat, sondern bereits mehr oder weniger dicht gepackte Monoschichtbereiche
in Form von Aggregaten. In dieser Adsorptionsschicht ist anzunehmen, dass ein raumlich
begrenztes Aggregat von einem Farbstoffmolekiil sichtbar gemacht wird, das in diesem
Bereich diffundiert, ohne es - anders als in einer durchgehenden Monoschicht - einfach in
der Ebene der Adsorptionsschicht verlassen zu koénnen. Damit ist die Diffusion auf eine
bestimmte Fliche begrenzt, sodass unterschiedliche Belichtungszeiten keinen Einfluss auf
die manuelle Zuordnung von Pixelhelligkeiten zu einem bestimmten Farbstoffmolekiil und
damit keinen Einfluss auf die Lange der Beobachtungszeit der Trajektorie zu haben schei-
nen. Im Unterschied dazu war in den Messungen von Nilrot in 11-1073 M CTAB bei 25 ms
Belichtung die Zuordnung der Fluoreszenzsignale durch die grofle Reichweite der Diffusion
leichter als in den Messungen mit 10 ms Belichtung, da in diesen weniger Akkumulation
von Einzelsignalen erfolgte. Dadurch konnte nach einem Bild ohne Fluoreszenzsignal ein
weiteres Signal in der Néahe nicht sicher demselben Farbstoff zugeordnet werden, sodass
die Trajektorien bei 10 ms deutlich kiirzer ausfielen.

Anhand der ermittelten Positionsdnderungen der Farbstoffmolekiile konnten ihre durch-
schnittlich pro Bild zuriickgelegten Strecken in Pixel bestimmt und in Kombination mit
der Anzahl an Bildern der Trajektorie die zuriickgelegte Gesamtstrecke berechnet werden
(s. Abbildung 6.21). Aus den einzelnen beispielhaften Trajektorien lief sich nicht ableiten,
ob es Unterschiede in den Diffusionsgeschwindigkeiten, also den zuriickgelegten Strecken
pro Bild, gibt. Die quantitative Analyse zeigt, dass dies daran lag, dass in allen Messungen
die durchschnittlich zuriickgelegten Strecken in einem vergleichbaren Wertebereich liegen
und aufgrund der Genauigkeit der Positionsbestimmung von 1 px als gleich grof§ zu werten
sind. Auffillig ist nur, dass in der Adsorptionsschicht von 1-10=* M CTAB auf Glas zum
Teil Nilrotmolekiile beobachtet wurden, die sich - gemittelt iiber die Belichtungszeit - nur
innerhalb einer Pixelfliche bewegen und somit eine durchschnittliche Strecke von 0 px
aufweisen.

Der Parameter der durchschnittlichen Strecke pro Bild liefert einen ersten Eindruck iiber
die Diffusionsgeschwindigkeit der Farbstoffmolekiile in den verschiedenen Adsorptions-
schichten. Dennoch ist dieser Parameter der Strecke pro Bild insbesondere aufgrund der
Genauigkeit der Positionsbestimmung von 1 px nur sehr begrenzt zur Beschreibung von

Diffusionsprozessen oder der Ermittlung von Diffusionskoeffizienten geeignet (s.u.). Zudem
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Abbildung 6.21: Boxplots der Analysen der zuriickgelegten Strecken von je 22 Diffusions-
spuren von Nilrotmolekiilen in der Adsorptionsschicht von CTAB verschiedener Konzentra-
tion auf Glas. Die Belichtungszeiten der Messungen betrugen 10 ms, bzw. 25 ms. Verteilung
der iiber die Présenzzeit der Farbstoffmolekiile in der Adsorptionsschicht zuriickgelegte
Gesamtstrecke in Pixeln (links; Standardfehler 25 ms: 2,5 px; 10 ms: 1,0 px). Verteilung
der je Farbstoffmolekiil in der Adsorptionsschicht zuriickgelegte durchschnittliche Strecke
pro Bild (rechts; Standardfehler je 0,1 px). In rosa-transparent dargestellt ist jeweils das
Konfidenzintervall fiir ein Signifikanzniveau von 0,95 (t-Test).

sollte man sich vor Augen fithren, dass jedes Bild die Uberlagerung der Fluoreszenzprozes-
se innerhalb der Belichtungszeit ist. Mehrfachbewegungen innerhalb eines Pixels werden
nicht erfasst, Bewegungen iiber mehrere Pixel werden nur in ihrer Summe erfasst.

Der Parameter der Gesamtstrecke vermittelt einen Uberblick iiber die Lénge der Diffusi-
onstrajektorien der Farbstoffmolekiile. Fiir Nilrotmolekiile in 11-1073 M CTAB auf Glas
werden bei beiden Belichtungszeiten im Mittel dhnliche Gesamtstrecken von ca. 7 px pro
Bild zuriickgelegt. Bei nur leicht erhéhter durchschnittlicher Strecke pro Bild fiir Farbstof-
fe mit 25 ms im Vergleich zu 10 ms Belichtung, aber mehr Bildern pro Diffusionsspur fiir
Farbstoffe mit 10 ms Belichtung heben sich die Effekte von Belichtungszeit und Anzahl an
Bildern pro Spur in der Gesamtstrecke gegenseitig auf. Fiir Nilrotmolekiile in 1-10~* M
CTAB wurden bei 10 ms Belichtungszeit deutlich mehr Bilder pro Diffusionsspur aufge-

nommen, sodass eine im Durchschnitt doppelt so lange zuriickgelegte Gesamtstrecke pro
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Farbstoff im Vergleich zur Belichtungszeit von 25 ms resultiert.

Mit diesen Ergebnissen deutet sich an, dass sich Nilrotmolekiile in der Adsorptionsschicht
mit 1-107% M CTAB aufgrund der geringen riumlichen Ausdehnung der hydrophobem
Doménen auf der Oberfliache in limitiertem Bereich aufhalten, wodurch ihre Diffusion bei
langerer Belichtungszeit langsamer und weniger weitldufig erscheint, da die Pixelhelligkei-
ten eine Uberlagerung der Diffusion innerhalb eines Pixels wiedergeben. Somit nimmt die
durchschnittlich zuriickgelegte Strecke bzw. Gesamtstrecke auch bei manchen Farbstoftf-
molekiilen in 1-107% M CTAB bei einer Belichtungszeit von 25 ms sogar den Wert Null an.
Bei kiirzerer Belichtungszeit kann die Diffusion in den Aggregaten besser aufgelost wer-
den, somit ist die beobachtete Gesamtstrecke linger. Bei Nilrotmolekiilen in 11-1073 M
CTAB werden dagegen bei beiden Belichtungszeiten dhnlich lange Diffusionsstrecken be-
obachtet, die darauf hindeuten, dass die Adsorptionsschicht weniger lokal begrenzt ist als
unterhalb der cmc, sodass ein Ende der Beobachtungsdauer durch das Verlassen der lo-
kalen hydrophoben Doméne von Nilrot verursacht wird und die weitere Diffusion nicht
mehr nachvollzogen werden kann, da Fluoreszenzsignale nicht mehr eindeutig zu demsel-
ben Farbstoffmolekiil zugeordnet werden kénnen.

Auskunft tiber die rdumliche Ausdehnung der Diffusionsrouten liefert Abbildung 6.22.
Dargestellt sind die Verteilung der Distanzen zwischen erster und letzter Position in Pi-
xeln und der maximalen Distanz zur ersten Position in Pixeln. Dabei bestétigt sich vor-
sichtig betrachtet, unter Beriicksichtigung der Genauigkeit der Positionsbestimmung, der
Eindruck aus dem Vergleich einzelner Trajektorien (s. Abbildungen 6.16-6.19), dass sich
Nilrotmolekiile in 11-1073 M CTAB im Mittel weiter von ihrer ersten Position an der
Oberfliche wegbewegen als Nilrot in 1-10~% M CTAB (s. Abbildung 6.22 links). Die quan-
titativ erfasste Diffusion in 11-1073 M CTAB zeigt einen leichten Unterschied zur Diffusion
in 1.107* M CTAB: die Farbstoffmolekiile bewegen sich innerhalb der gesamten Diffusi-
onstrajektorie oberhalb der cmc mindestens 1,5 Pixel von ihrer Ausgangsposition weg, im
Durchschnitt jedoch doppelt so weit wie Farbstoffmolekiile in 1-10~* M CTAB. Bei den
lingeren Belichtungszeiten finden sich in 1-10™* M CTAB Nilrotmolekiile, die sich nicht
von ihrem Ausgangspixel fortbewegen, was wieder durch die Uberlagerung der Bewegung
in kleinen CTAB-Monoschichtbereichen zu erkldren ist. Dies stiitzt ebenfalls die Interpre-
tation der Adsorptionsschicht von CTAB an Glas unterhalb der cmc als Aggregate und
durchgehender vernetzt oberhalb der cmc.

Der Vergleich der Distanz zwischen erster und letzter beobachteter Position und maxima-
lem Abstand zur ersten Position zeigt, dass in der Regel dieselben Werte fiir beide Para-
meter erreicht werden. Grund hierfiir ist die statistische Richtungsénderung innerhalb der
Brown’schen Molekiilbewegung, die zu einer ungerichteten Bewegung in der Ebene fihrt,
die nur {iber lange Sicht vom Ursprung aus weiter weg fithren kann. Fir die Diffusion
von Nilrot in 11-:10~3 M CTAB zeigt sich schon in den Messungen mit 25 ms Belichtung,
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Abbildung 6.22: Boxplots der Analysen der rdumlichen Ausdehnung von je 22 Diffusi-
onsspuren von Nilrotmolekiilen in der Adsorptionsschicht von CTAB verschiedener Kon-
zentration auf Glas. Die Belichtungszeiten der Messungen betrugen 10 ms, bzw. 25 ms.
Verteilung der Differenzen von erster und letzter Position der Diffusionsspuren der Farb-
stoffmolekiile in der Adsorptionsschicht (links; Standardfehler je 0,3 px), bzw. Verteilung
der maximalen Distanzen der Farbstoffmolekiile von ihrer Position im ersten Bild der
Diffusionsspur (rechts; Standardfehler je 0,4 px).

dass diese zeitliche Groéflenordnung reicht, um eine Bewegung der gesamten Trajektorie
um mindestens 1 Pixel von der Anfangsposition weg aufzulésen. Im Vergleich zu 1-10~4 M
CTAB haben sich Nilrotmolekiile am Ende der Diffusionsroute sogar im Durchschnitt dop-
pelt so weit von der Startposition wegbewegt.

Zuletzt wurde aus den erfassten Daten die Diffusionsgeschwindigkeit der Nilrotmolekiile
in den unterschiedlich dichten Adsorptionsschichten abgeschétzt. Dazu wurde die je Bild
zuriickgelegte Strecke quadriert und gemittelt (< x? >), anhand Gleichung 2.1 durch die
vierfache Belichtungszeit (4-t) dividiert und so der Diffusionsquotiont D erhalten. Die so
auf Basis der manuellen Positionsermittlung ermittelten Diffusionskoeffizienten der TIRF-
M-Messungen von Nilrot in 1-107% M und 11-10~2 M CTAB mit unterschiedlichen Be-
lichtungszeiten sind in Abbildung 6.23 aufgetragen. Als Referenz dient der Diffusionsko-
effizient der freien Diffusion von Nilrot im Losungsmittel Chloroform, der 1,9-1071% m?/s

betragt. [91] Im Vergleich zum Diffusionskoeffizienten von Nilrot in Losung sind die Diffusi-
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onskoeffizienten von Nilrot in der Adsorptionsschicht von CTAB an der direkten Glasober-
fliche um 3 Groflenordnungen kleiner. Dies liegt zum einen an der Reduzierung der Bewe-
gungsfreiheit von 3 Dimensionen auf 2 Dimensionen und zum anderen an der unterschiedli-
chen Viskositét der Farbstoffumgebung. In einer hochgeordneten CTAB-Adsorptionsschicht
ist die Viskositét deutlich héher als in Chloroform, sodass Nilrotmolekiile langsamer dif-
fundieren. Es sollte jedoch beachtet werden, dass in dieser Auswertung nur solche Nil-
rotmolekiile erfasst werden konnten, die iiber ausreichend grofie Strecken in einer solchen
Geschwindigkeit diffundierten, dass ihre Signale iiber verschiedene Pixel in groflier Ndhe
detektiert wurden und so die manuelle Zuordnung erméglichten. Sub-Pixel-Diffusionen,
Diffusionen tiber sehr weite Strecken von mehr als 3 Pixeln pro Bild und Diffusionen von
Farbstoffmolekiilen, die nur wenige Milisekunden an der Oberfliche verbleiben, konnten
mit der verwendeten Auswertungsmethode nicht detektiert werden, sofern sie vorhan-
den sind. Zudem konnten nur zuriickgelegte Strecken in Pixel-Einheiten bestimmt wer-
den, sodass die Genauigkeit der Streckenbestimmung bei bestenfalls 178 nm, dagegen die
Genauigkeit der Zeiteinheiten bei 10 ms bzw. 25 ms liegt. Somit kann an dieser Stelle
nicht behauptet werden, dass die hier ndherungsweise erhaltenen Diffusionskoeffizienten
reprasentativ fiir alle Diffusionsprozesse von Nilrot in der CTAB-Adsorptionsschicht sind.
Sie sollen an dieser Stelle einen Eindruck dariiber vermitteln, die stark rdumlich begrenzt
die Diffusion von Nilrot in den hydrophoben Doménen ist.

Die ersten Eindriicke zum Diffusionsverhalten von Nilrot in CTAB-Adsorptionsschichten
auf Glas, die aus einzelnen Trajektorien gewonnen werden konnten, lieflen sich durch die
Vergleiche der Kenngrofien der Trajektorien aller Farbstoffe bestétigen. Somit konnte durch
die Auswertung TIRF-mikroskopischer Bilderserien mithilfe der Umgebungssensitivitét
von Nilrot festgestellt werden, dass die bei 10% cmc noch nicht voll ausgebildete CTAB-
Monoschicht auf Glas Bereiche im Nanometer-Bereich aufweist, die bereits so dicht und
hydrophob sind, dass sie Nilrot zum Fluoreszieren bringen (s. Abbildung 6.21). Diese Be-
reiche sind jedoch rdumlich stark begrenzt, weshalb die Diffusion der Farbstoffmolekiile
lokal eingeschrankt ist. Diese Begrenzung der Diffusionsroute ldsst sich durch Erhéhung
der Belichtungszeit nachweisen, da es zur Uberlagerung von Bewegungen in unterschied-
liche Richtungen in diesen kleinen Fliachen kommt, welche eine Positionsinderung von
Null Pixeln ergeben. In einer voll ausgebildeten CTAB-Monoschicht oberhalb der cmc
hingegen verlduft die Diffusion von Nilrot im Vergleich weitldufiger. Daher eignete hier
die hohere Belichtungszeit, um Liicken in Fluoreszenzsignal-Spuren zu {iberbriicken. Dass
in beiden Adsorptionsschichten die Fluoreszenzereignisse jedoch weniger als 600 ms zu
beobachten sind, spricht insgesamt dafiir, dass die Adsorptionsschicht von CTAB an Glas
hoch dynamischen Prozessen unterworfen ist, bei denen sich solche hydrophobe Doménen
kurzzeitig bilden, in denen Nilrot in einer wenigen Pixeln entsprechenden Fléiche einge-

grenzt wird. Diese hydrophoben Doménen bilden sich vermutlich durch Wechselwirkung
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Abbildung 6.23: Ermittelte Diffusionskoeffizienten von Nilrot in der Adsorptionsschicht
von CTAB auf Glas bei verschiedenen Tensidkonzentrationen. Zum Vergleich ist der Li-
teraturwert fiir die freie Diffusion von Nilrot in Chloroform angezeigt. [91] Die versetzte,
eingerahmte Auftragung stellt eine Vergroflerung des schraffierten Bereiches dar.

zwischen den Alkylketten adsorbierter CTAB-Molekiile und sind wegen der rdumlichen
Umorientierung der Kettensegmente durch Brown’sche Molekiilbewegung oder Desorpti-
on zeitlichen Verédnderungen unterworfen.

Die in diesem Abschnitt durchgefithrte manuelle Auswertung von Fluoreszenzereignissen
kénnte somit nur einen kleinen Teil der hydrophoben Doménen in der Adsorptionsschicht
von CTAB an Glas widerspiegeln, der aufgrund raumlicher Begrenzung beobachtbar und
manuell auswertbar ist. Es ist denbar, dass Teile der Adsorptionsschicht mittels TIRF-
Mikroskopie nicht detektierbar sind, weil Aggregate ausgebildet werden, die zu klein oder
zu wenig hydrophob fiir die Wechselwirkung mit Nilrot sind, oder Schichtbereiche, in de-
nen sich Nilrot so schnell bewegt, dass die Fluoreszenz innerhalb der Belichtungszeit iiber
zu viele Pixel verteilt ausgesendet wird. Trotz dieser Uberlegungen und der groben Ge-
nauigkeit einer manuellen Positionsbestimmung, die aufgrund zu weniger Lokalisationen
der PAINT-Methode durchgefiihrt wurde, liefern die Kenngréflen der manuellen Trajek-

torienauswertung verldssliche Hinweise auf den Aufbau der CTAB-Adsorptionsschicht.
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6.3.2 TIRF-Mikroskopie: CTAB auf silanisiertem Glas
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Abbildung 6.24: Helligkeitsauswertung der TIRF-M-Aufnahmen von Wasser mit Nilrot
und von CTAB-Losungen verschiedener Konzentration auf silanisiertem Glas. Einzelne
Messungen an verschiedenen Stellen (”_1"bzw. ”_2”) wurden beziiglich der mittleren Hel-
ligkeit aller Pixel (a) und der maximalen Helligkeit des hellsten Pixels (b) ausgewertet.
Jede Saule repréasentiert den Mittelwert dieser Parameter iiber die Bilder der ersten bzw.
letzten 10 s der Messung einer unabhangigen Praparation, die Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler iber die gemittelten Bilder.

TTRF-mikroskopische Bilder von CTAB-Losungen verschiedener Konzentrationen unter-
scheiden sich augenscheinlich nicht von Bildern einer Silanoberfliche mit Farbstoff und
ohne Tensid. Die Helligkeitsauswertung zeigt jedoch leichte Verdnderungen der Pixelhel-
ligkeiten durch CTAB an der Silanoberfliche. Die mittlere Pixelhelligkeit von Nilrot an
mit CTAB-L&sungen verschiedener Konzentration beschichteter Silanoberfliche zeigt sehr
unterschiedliche Helligkeitswerte je nach Messausschnitt (s. Abbildung 6.24 a). Wahrend
eine Messung deutlich unterhalb der cmc bei 3:10* M CTAB und eine Messung deutlich
oberhalb der cmc bei 2,7-1072 M CTAB éhnliche durchschnittliche Helligkeiten zeigen wie
Messungen der reinen Silanoberfliche mit Farbstoff, zeigen andere Messungen eine etwa
doppelt so hohe durchschnittliche Pixelhelligkeit. Die hier erreichten durchschnittlichen
Pixelhelligkeiten von maximal 500 counts sind vergleichbar mit den mittleren Helligkeiten
von CTAB an einer Glasoberfliche (s. Abbildung 6.11) oder von PE10500 an silanisiertem
Glas (s. Abbildung 6.33).

Die maximale Pixelhelligkeit von Messungen mit Nilrot an mit CTAB-Losungen verschie-
dener Konzentration beschichteter Silanoberflichen ist in keiner der Messungen hoher

als die maximale Pixelhelligkeit der reinen Silanoberfliche mit Farbstoff. Aulerdem sind
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die maximalen Pixelhelligkeiten gut vergleichbar mit den durch Nilrot in der CTAB-
Adsorptionsschicht an reinem Glas erreichten (ca. 1700 counts, s. Abbildung 6.13). Ein
Vergleich der Hydrophobizitat moglicher ausgebildeter CTAB-Aggregate mit den durch
die Alkylketten der Silanschicht gebildeten hydrophoben Doménen oder mit der CTAB-
Adsorptionsschicht ist deswegen nicht méglich. Anhand eines Vergleichs mit der PE10500-
Adsorptionsschicht an silanisiertem Glas (mindestens 2000 counts, s. Abbildung 6.34)
l&sst sich jedoch schliefen, dass PE10500 an silanisiertem Glas deutlich hydrophobere
Doménen ausbildet als CTAB. Durch eine Anlagerung von CTAB kommt es im Vergleich
zu PE10500 nicht zur Ausbildung von hydrophoberen Doménen als sie durch die Alkylket-
ten der Silanschicht selbst erzeugt werden. Die zum Teil leicht erhéhte durchschnittliche
Pixelhelligkeit von CTAB an silanisiertem Glas deutet hingegen darauf, dass sich einzel-
ne CTAB-Molekiile an der Silanoberfliche anlagern und so je nach Messausschnitt mehr
hydrophobe Doménen generieren, welche jedoch eine mit der Silanschicht vergleichbare
Hydrophobizitit aufweisen.

Eine PAINT-Analyse der Messungen von CTAB an silanisiertem Glas war aufgrund der
geringen Helligkeitsunterschiede zwischen Nilrot in der Silanschicht in Abwesenheit und in
Anwesenheit von CTAB nicht moéglich. Bei im Vergleich zur Dauer einer Messung sehr kur-
zen Lebensdauer einer hydrophoben Doméne ist eine PAINT-Auswertung nicht méglich, da
nicht geniligend Fluoreszenzsignale einer Spur detektiert werden kénnen. Es konnten nicht
geniigend Pixel eine ausreichend hohe Helligkeit aufweisen, welche sie von den Grundsigna-
len der Silanschicht differenzierte und zudem in réumlicher und zeitlicher Néhe zueinander
waren, was die Grundvoraussetzung fiir die Erzeugung hochaufgeloster PAINT-Objekte

auf einzelnen Lokalisationen ist.

6.4 PE10500

6.4.1 TIRF-Mikroskopie: PE10500 auf Glas

PE10500-Losungen verschiedener Konzentrationen im Bereich von 107 M bis 1072 M
wurden auf Glas in Anwesenheit von Nilrot untersucht. In der direkten Oberflichenebene
konnten keine iiber mehrere Bilder permanent beobachtbare Fluoreszenzsignale detektiert
werden. Nur durch starke Erhéhung des Kontrastes konnten wenige nicht sehr helle Fluo-
reszenzereignisse wie in Abbildung 6.25 erkannt werden. Die Anzahl der beobachtbaren
Objekte pro Fliache (Objektdichte) war zudem sehr gering. In der Ndhe der Oberflache-
nebene konnten allerdings in Losung einige wenige fluoreszierende und diffundierende Ob-
jekte erkannt werden. Thre hohe Beweglichkeit konnte insbesondere bei Betrachten einer

Serie an Bildern nachvollzogen werden. Die Auswertung der Helligkeit ergab fiir 300 pM
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Abbildung 6.25: Mittels TIRF-Mikroskopie aufgenommenes Bild der Fluoreszenzsignale
von 300 pM Nilrot an einer Glasoberfliiche mit 3-1072 M (=~ cmc) PE10500-Lésung. Die
Belichtungszeit betrug 50 ms/fr. Der Balken symbolisiert eine Lange von 10 pm.

Nilrot in 3-1072 M PE10500 eine mittlere Helligkeit von etwa 250 Counts, die nur kaum
(25%) iiber dem Referenzwert von ca. 200 Counts fiir 300 pM Nilrot auf Glas liegt. Die
maximale Helligkeit lag mit durchschnittlich 750 Counts sogar genau im Wertebereich der
Messungen an Glas ohne Tensid. Sowohl mittlere als auch maximale Helligkeit lieferten
iiber die Dauer der Messung konstante Werte.

Dass keine Signale direkt von der Oberfliche aus ausgesendet wurden und dass Hinter-
grundsignale sichtbar waren, spricht gegen die Ausbildung einer gleichméafligen und dich-
ten Adsorptionsschicht von PE10500-Molekiilen an UV-behandeltem Glas. Dies deckt sich
mit der Beobachtung der Kontaktwinkelmessungen, bei denen Adsorptionsschichten zu
PE10500-Konzentrationen oberhalb und unterhalb der cmc keine Verdnderung der Ober-
flichenhydrophilie erfasst werden konnte. Die hier gefundenen Beobachtungen einer nicht
ausgebildeten Adsorptionsschicht oder einer Adsorption weniger Monomere oder sehr klei-
ner Aggregate decken sich mit den Ergebnissen von Alexandridis et al., die keine Adsorpti-
on an deprotonierter Siliziumdioxidoberflache fanden, womit die UV-behandelte Glasober-
fliche als deprotoniert zu betrachten ist. [90] Diese Ergebnisse stimmen dagegen nicht mit
denen der Adsorptionsisothermen tiberein, die eine Ausbildung einer ausgepragten Adsorp-
tionsschicht voraussagt. Dies liegt daran, dass die Ladungszustédnde von unbehandeltem
Silicagel und UV-behandeltem Glas und damit die Hydrophilie verschieden sind. An hy-
drophiler, protonierter Siliziumdioxidoberfléche (Silicagel oder unbehandeltes Glas) bildet

sich eine Adsortionsschicht aus, wohingegen an stark hydrophiler, deprotonierter Glaso-
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berflache (UV-behandelt) keine Adsorptionsschicht ausgebildet zu werden scheint. Ob an
dieser Oberflache jedoch einzelne Monomere adsorbieren, deren hydrophobe Bereiche zu
klein fiir eine Wechselwirkung mit Nilrot sind, kann anhand der TIRF-M-Bilder und ihrer
Helligkeitsauswertung weder belegt noch widerlegt werden. Um dies zu iiberpriifen, wurde
die Atomkraftmikroskopie verwendet.

Ein weiterer Unterschied der hier verglichenen Methoden ist die Oberflichenbeschaffenheit
der verwendeten Materialien. Wéhrend Silicagel ein hoch-pordses Material ist, bietet eine
planare Glasoberfliche weniger Unebenheit an der Oberfliche, wie man auch an der Fo-
kusschérfe der TIRF-M-Bilder erkennen kann, welche iiber weite nm-Bereiche gleichzeitig
scharf zu stellen sind. Wie beispielsweise Untersuchungen der Desorption von Wirkstof-
fen von mesoportsen Pulvern zeigten, haben sowohl Porendurchmesser als auch Form der
Pore einen wesentlichen Einfluss auf das Desorptionsverhalten von Substanzen. [98] Dabei
konnten Molekiile aus weiten, kugelférmigen Poren besser in die Losung zuriick diffundie-
ren als aus engen, stdbchenférmigen Poren. Somit hat die 3D-Struktur der Oberfliche auf
MolekiilgréBen-Skala einen Einfluss auf Adsorption- und Desorptionsprozesse zur Einstel-
lung eines Adsorptionsgleichgewichts zwischen Oberfliche und Losung. Das polymere und
hochmolekulare PE10500 kénnte also an Silicagel, das laut Hersteller einen durchschnitt-
lichen Porendurchmesser von etwa 6 nm aufweist, aufgrund der Oberflichenporésitat in
der Desorption gehindert sein. Die somit langer adsorbierenden Molekiile konnten wieder-
um Ankerpunkte fiir die weitere Adsorption von PE10500-Molekiilen sein, wodurch sich
effektiv eine dichtere Adsorptionsschicht ausbildet als an einer planaren Glasoberflache.
Da Eigendiffusion in voll ausgebildeten Adsorptionsschichten zudem mit einer geringeren
Austauschrate stattfindet als in unvollstdndigen Adsorptionsschichten, kénnte dies also
auch die stiarkere Ausbildung einer stabilen Adsorptionsschicht an pordsem Silicagel im
Vergleich zu planarem Glas erklaren. [99] Damit zeigt sich, dass die Oberflachenrauigkeit
und -beschaffenheit neben der rein chemischen Struktur einer Oberflache einen Einfluss

auf die Ausbildung von Adsorptionsschichten haben kann.

6.4.2 AFM

Die Atomkraft-Mikroskopie-Messungen wurden von Julian van Megen im Rahmen seiner
Masterarbeit durchgefiithrt und ausgewertet. [100, 59] Allerdings wurde die Interpretation
der Daten auf Grundlage der bereits beschriebenen Ergebnisse der Adsorpionsisothermen
und der Ergebnisse der TIRF-Mikroskopie in Zusammenarbeit iiberarbeitet.

In den AFM-Experimenten wurde die frisch gespaltene Mica(Glimmer)-Oberfliche mit
Tensidlésung iiberschichtet und nach Einstellung des Adsorptionsgleichgewichts vermes-

sen. Die AFM-Bilder stellen Oberflichentopographien der gescannten Oberflachenstruk-
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Abbildung 6.26: Reprisentatives AFM-Bild einer 5-1073 M PE10500-Losung auf Mica
(a, b) und Hohenprofil eines Objektes (c). Das Bild wurde in soft contact mode mit in
die Losung eingetauchtem Kantilever aufgenommen, nachdem die Oberfliche mit Ten-
sidlosung 1 h tiberschichtet worden war (a). Einzelne Objekte (b) wurden ndher unter-
sucht, indem ihr Durchmesser anhand ihres Hohenprofils (c¢) bestimmt wurde. Quelle: MA
Julian van Megen [100].

tur dar. Dabei steht ein Farbverlauf von weifl nach dunkel-grau fiir maximale Hohe des
gescannten Ausschnittes bis hin zum Oberfléchenlevel des Mica-Untergrundes. Schwarze
Pixel deuten darauf hin, dass der Kantilever an dieser Stelle der Oberfliche wegen Wech-
selwirkung nach zufélliger Kollision mit der Oberfliche haften blieb. Somit kénnen aus
schwarzen Pixeln keine Strukturinformationen der Oberfliche bezogen werden.

In dem cme-Konzentrationsbereich von 2,5-1072 M bis 5-1072 M PE10500 wurden Struk-
turen auf der Oberfliche gefunden, die sich deutlich von der Glimmer-Rauhigkeit unter-
schieden (s. Abbildung 6.26). PE10500 adsorbiert also an der Glimmeroberfliche unter
Ausbildung separater Adsorptionsobjekte. Anhand lateraler und vertikaler Ausdehnung
scheinen diese Objekte zundchst mit Kugelsegmenten vergleichbar. Die Anzahl dieser be-
obachtbaren Objekte pro Flache (Objektdichte) war in allen aufgenommenen AFM-Bildern
in Vergleich zur Adsorption von beispielsweise CTAB an Glimmer gering. Zudem konnte
ein Adsorptionsobjekt mehrfach mit der Kantileverspitze iber einen Zeitraum von mehre-
ren Minuten gescannt werden, ohne dass sich Position oder Ausdehnung gedndert haben.
Die Ausmafle eines einzelnen Objektes wurden anhand seines Hohenprofils (s. Abbil-

dung 6.26 c) ermittelt, wobei die Maxima in der Rauhigkeit der Oberfliche in unmit-
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Abbildung 6.27: Laterale Groflenverteilung von 475 PE10500-Objekten auf Mica, erstellt
nach Auswertung der Hohenprofile der AFM-Bilder (Abbildung 6.26). Die dunkelgraue
Verteilung zeigt die effektive Grofle, die anhand der Hohenprofile ermittelt wurde. Die
weile Verteilung stellt die reale Objektgréflenverteilung nach Entfaltung von Kantilever
und Objektgrofie dar. Die Gaufl-Anpassungen der Verteilungen sind durch gestrichelte
Kurven dargestellt (nach Formel 3.14, Ergebnisse s. Tabellen 8.6, 8.7). [100, 59]

telbarer Umgebung des Objektes als Null-Referenz gewéhlt wurden. Die Hohe der Ob-
jekte lag im Bereich von 1-5 nm, die lateralen Ausdehnungen lagen bei 15-40 nm. Die
Auswertung von 475 Objekten lieferte ein Histogramm tiber die laterale Gréfenverteilung
der Objekte (s. Abbildung 6.27, dunkelgraue Verteilung) mit einem durchschnittlichen
Durchmesser von 27 nm. In der Literatur wurden von Liu et al. auf hydrophilem Silizium
(Silica) vergleichbare Objektbilder mit Durchmessern von 20-30 nm und einer Hohe von
1 nm veroffentlicht. [42] Der Vergleich der lateralen Ausdehnung mit Mizelldurchmessern
in Losung (DLS-Ergebnisse) legt auch in Ubereinstimmung mit der Schlussfolgerung von
Liu et al. zunéchst den Schluss nahe, dass es sich bei den abgebildeten Objekten um Mi-
zellen handelt. Sollten sich allerdings tatséachlich Mizellen auf Mica (bzw. hydrophilem
Silizium) anlagern, die mehrfach und iiber einen Zeitraum von mehreren Minuten mit der
Kantileverspitze gescannt werden kénnen, ohne die Position oder Ausdehnung zu dndern,
miissten diese Mizellen auch mittels TIRF-Mikroskopie detektierbar sein. Dies war aller-

dings nicht moglich gewesen. Ebenso schien verwunderlich, dass die lateralen Dimensionen
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der vermeintlichen Mizellen auf der Oberfliche mit Mizellgréfen in Losung gut iiberein-
stimmten, wahrend die vertikalen Dimensionen nur etwa 5-30% eines Mizelldurchmessers
betragen. Diese beiden Widerspriiche fiihrten zu einer weitergehenden Analyse und Inter-
pretation der AFM-Daten.

Da die hier verwendete Kantileverspitze einen Kriimmungsradius von 15 nm aufwies, liegt
die Eigenausdehnung der Messspitze in einer vergleichbaren Gréfienordnung wie das abzu-
bildende Objekt. Somit ist davon auszugehen, dass die eigene Ausdehnung des Kantilevers
einen Einfluss auf die gemessenen Dimensionen hat. Man kann also von einer Faltung
sprechen, bei der die reale Objektgrofle mit der Eigenausdehnung der Spitze gefaltet wird
und so die effektive, gemessene Objektgrofle resultiert. Typischerweise erscheint in einem
solchen Fall die gemessene Hohe kleiner als die tatsédchliche, wobei beim Durchmesser
ein gegenteiliger Effekt auftritt (s. Abbildung 6.28). Die gemessenen, mittels Hohenprofil
bestimmten Dimensionen eines Objektes entsprechen also nicht den realen Dimensionen
der adsorbierten PE10500-Struktur. Um die tatséchlichen Dimensionen der adsorbierten
Struktur zu erhalten, muss daher der Einfluss der Kantilever-Eigenausdehnung auf den

Messprozess abgeschétzt und von der gemessenen Gréfle rechnerisch abgezogen werden.

Modell zur Entfaltung von gemessener Gréfle und Kantilever-Spitzengrofle
Zur Abschitzung des Einflusses der Kantileverspitze auf die Abbildung des Objektes wur-
de die Annahme getroffen, dass das Objekt eine harte Kugel mit Radius ryey ist, die auf
der annéhernd perfekt glatten Glimmeroberflache aufliegt und sich wihrend der Messung
nicht bewegt (s. Abbildung 6.28). Die Kantileverspitze wurde annidhernd als harte Halbku-
gel betrachtet mit einem Radius Ryip von 15 nm. Mégliche Adsorptionseffekte von Tensid-
molekiilen am Kantilever wurden nicht einbezogen. Auflerdem wurde angenommen, dass
die Kréfte, die zwischen Kantilever und Oberfliche bzw. Kantilever und Objekt wirken,
gleich stark sind. In diesem Modell resultiert durch Abscannen des Objektes mittels Kan-
tilever ein Hohenprofil in Form eines Segments einer Kugel mit dem Radius Ryip + I'real-
Dieses Kugelsegment hat eine Hohe heg und einen Radius reg in der Oberflichenebe-
ne, welche den effektiv gemessenen Dimensionen im AFM-Oberflichenprofil entsprechen.
Die Hohe ist kleiner als der Radius der Kantileverspitze und entspricht in diesem Modell
dem Durchmesser des Objektes. Mithilfe dieses Modells ldsst sich durch einfache mathe-
matische ﬂberlegungen eine Formel zur Berechnung von 1., des realen Objektradius,

herleiten. Ausgehend von

CL2 + Tgff = (Rtip + Treal)Q (62)
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Kantilever

Abbildung 6.28: Skizze zur Veranschaulichung des entwickelten geometrischen Modells zur
Abschitzung des Einflusses der Eigenausdehnung des Kantilevers auf die gemessene Ad-
sorptionsobjektgrofie. Adsorbiertes Objekt und Kantilever werden dabei als harte Kugeln
angenahert. Das Adsorptionsobjekt hat den Radius rpen und wird mit dem Kantilever
mit Kriimmungsradius Ryjp gescannt. Dabei ergibt sich das gestrichelte Hohenprofil mit
gemessener Hohe heg und gemessenem (scheinbarem) Objektradius reg.

erhilt man mit

heff = 2 Treal (63)

und
a = (Rtip + Treal) — heff (6.4)
= Rtip — Treal (65)

also

2 2 2
(Rtip + Treal) = (Rtip - Treal) + Teff (66)
rgff = R?zp +2- Rtip “Treal T rzeal - (R?zp -2 Rtip “Treal T Tzeal) (67)
Tsz = 4. Rtip * Treal (68)
2

Terr (6.9)

Treal =
4 - Ry
P
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Somit kann der reale Radius eines kugelférmigen Objektes berechnet werden auf der
Grundlage des Krimmungsradius des Kantilevers und des effektiven Objektradius, der an-
hand des Hohenprofils ermittelt wurde. Fiir die 475 untersuchten Adsorptionsobjekte von
PE10500 wurde nun der reale Objektradius berechnet. Das entsprechende Histogramm ist
in weifl in Abbildung 6.27 dargestellt. Wahrend der mittlere gemessene Objektdurchmes-
ser 27 nm betragt, liegt der mittlere reale Durchmesser bei 6 nm. Dieser Wert entspricht
nun nur noch einem Drittel des fiir PE10500 typischen Mizelldurchmessers in Losung von
18 nm. Die Interpretation der gefundenen PE10500-Adsorptionsobjekte auf Glimmer als
Mizellen scheint somit nicht mehr haltbar. Es ist weit wahrscheinlicher, dass es sich hier
um kleinere PE10500-Aggregate handelt.

Das entwickelte Modell zur Berechnung des realen Objektdurchmessers durch Entfaltung
von gemessener Grofie und Kantileverspitze dient lediglich der ungefdhren Abschitzung.
Insbesondere die Annahmen, die PE10500-Objekte seien harte, unelastische Objekte und
ideale Kugeln, kénnen ndherungsweise gemacht werden, entsprechen aber sehr wahrschein-
lich nicht der Realitét. Auch folgende Aspekte zeigen, dass dieses Modell nur ndherungswei-
se gilt: die effektive Hohe heg im Hohenprofil des Kugelsegments entspricht dem doppelten
realen Objektradius ryea- Der gefundene Bereich der Objekthéhen von 1-5 nm entspricht
aber nicht genau dem berechneten Bereich der realen Objektdurchmesser von 2-12 nm.
AuBlerdem zeigt das Hohenprofil kein sehr exaktes Kugelsegment. Dies deutet darauf hin,
dass es sich nicht um exakt, sondern nur anndhernd kugelférmige PE10500-Objekte auf
der Glimmeroberfliche handelt.

Interpretiert man die PE10500-Objekte auf Glimmer als kleinere Aggregate und nicht als
Mizellen, liegt die Frage nahe, aus wie vielen Monomeren die Aggregate bestehen. Im Fol-
genden wurde die Aggregationszahl der PE10500-Adsorptionsobjekte abgeschétzt. Dabei
wurde der durchschnittliche reale Objektdurchmesser von 6 nm zugrunde gelegt. Fiir eine
solche Kugel ergibt sich ein Volumen von 110 nm?. In der Literatur wurde fiir ein PE10500-
Monomer in einer dicht gepackten lamellaren Schicht ein Volumen von 10 nm? verdffent-
licht. [39] Demnach wiirde ein durchschnittliches PE10500-Adsorptionsobjekt aus etwa 11
Monomeren bestehen. Allerdings ist es nicht wahrscheinlich, dass eine dermafien geringe
Anzahl an Monomeren spontan eine derart dichte Packung bildet. Wahrscheinlicher ist,
dass sie sich wie in einer Mizelle anordnen. Dividiert man das Volumen einer durchschnitt-
lichen PE10500-Mizelle mit einem Durchmesser von 18 nm durch die Aggregationszahl von
44 [46], erhilt man ein Monomervolumen von 60 nm®. Demnach miisste es sich bei den
auf Glimmer gefundenen Objekten trotz mizellaren PE10500-Konzentrationsbereichs der
Losung um PE10500-Monomere oder Aggregate von nur wenigen (2-3) Monomeren han-
deln.

In der Adsorptionsisothermen von PE10500 an hydrophilem Silicagel wurde ein schwacher
Knick identifiziert (vgl. Abschnitt 5.3.2.1), der auf die Ausbildung von kleinen PE10500-
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Aggregaten aus 2 bis 3 Monomeren hindeutete. Dass an Glimmer keine durchgehende
Adsorptionsschicht, wie sie aus dem Plateau der Isotherme anzuleiten ist, gefunden wur-
de, kann an der unterschiedlichen Oberflichenladung von Glimmer und unmodifiziertem
Silicagel liegen. Durch die permanenten Ladungen an der Glimmeroberfliche wird eine
Adsorption von PE10500 behindert, welche aufgrund fehlender Oberflichenladungen an
der unmodifizierten Silicageloberfliche maoglich ist. [42]

Die auf Glimmer adsorbierten Monomere (bzw. Di-/Trimere) liegen sehr wahrscheinlich
geknéult vor. In wéssriger Losung ist es entropisch gesehen fiir PE10500-Monomere giinsti-
ger sich so zusammenzufalten, dass die hydrophileren PEO-Blécke zum Wasser zeigen und
der hydrophobere PPO-Block im Inneren des Knéuls vorliegt. Durch den sogenannten hy-
drophoben Effekt liegen im Fall des geknédulten Tensids somit weniger Wassermolekiile vor,
die an das PE10500-Molekiil durch Wasserstoftbriicken gebunden sind, und die Entropie
des Systems ist maximal.

Diese neue Interpretation der AFM-Bilder erklért, warum mittels TIRF-Mikroskopie keine
Signale von PE10500 auf Glas gefunden werden konnten. Wenn sich tatséchlich nur wenige
isolierte und zudem geknéulte Monomere (bzw. Di-/Trimere) auf Glas anlagern, ist ihr hy-
drophober Kern zu klein fiir eine Wechselwirkung mit dem Farbstoff Nilrot. Aulerdem ist
die so aufgebaute Adsorptionsschicht durchléssig genug, um Nilrotsignale aus der Losung
bzw. aus Oberflichennihe zum Detektor zuzulassen.

Anhand der AFM-Messungen konnte also geschlussfolgert werden, dass auf hoch-planarem
Glimmer und aufgrund vergleichbarer Oberflachenhydrophilie vermutlich ebenfalls an UV-
behandeltem Glas Monomere (bzw. Di-/Trimere) von PE10500 adsorbieren. Diese miissen
eine relativ starke Wechselwirkung mit der hydrophilen Oberfliche aufweisen, da sie mehr-
fach mit dem Kantilever gescannt werden konnten, ohne ihre Position oder ihr Oberflachen-
profil messbar zu verdndern. Auch die Messdauer der AFM-Scans von mehreren Minuten
deutet auf eine starke Bindung der PE10500-Adsorptionsobjekte mit der Oberflache hin.
Der Vergleich von AFM- und TIRF-M-Ergebnissen ist qualitativ moglich, quantitativ
allerdings nicht. Glimmer und Glas sind &hnlich, aber nicht gleich in ihrer chemischen
und physikalischen Oberflichenstruktur. Glas ist im Vergleich zu Glimmer deutlich rau-
er, weshalb die Kinetik der Adsorption wahrscheinlich unterschiedlich ist. Der Vergleich
der Ergebnisse dieser Methoden mit Ergebnissen der Adsorptionsisothermen ist allerdings
noch schwieriger, da fiir die Isothermenversuche ein hoch poréses Pulver (hohe Rauhig-
keit) eingesetzt wurde. Zudem wurde hier die Polymerlésung mit dem Pulver bis zum
Erreichen des Adsorptionsgleichgewichts geriihrt, wohingegen die Tenside bei den AFM-
/TIRF-M-Experimenten bei Raumtemperatur zur Oberfliche hin diffundieren mussten.
Die Adsorptionskinetiken fiir Isothermen- bzw. AFM-/TIRF-M-Versuche sind daher nicht

vergleichbar.
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a) 107" M PE10500 b) 107> M PE10500 c) 2-10~* M PE10500

d) 1-1073 M PE10500 f) 7,5:1073 M PE10500

A

Abbildung 6.29: Momentaufnahmen der Fluoreszenzsignale von 300 pM Nilrot an einer
octyl-silanisierten Glasoberfliche mit PE10500-Losungen verschiedener Konzentrationen,
mittels TIRF-Mikroskop aufgenommen und anschlieBend invertiert (Helligkeit). (Balken
entspricht 10 pm)

6.4.3 TIRF-Mikroskopie: PE10500 auf silanisiertem Glas
6.4.3.1 TIRF-M-Bilder

Mit der aus den TIRF-M-Messungen ohne Tensid als geeignet befundenen Nilrotkonzen-
tration von 300 pM wurden auf octyl-silanisierter Glasoberfliche verschieden konzentrier-
te PE10500-Losungen untersucht. Exemplarisch sind in Abbildung 6.29 TIRF-M-Bilder
getesteter Konzentrationen unterhalb des cme-Bereichs (a-b), im cme-Bereich (c-e) und
oberhalb des cmc-Bereichs (f) gezeigt.

Dass in der manchen Aufnahmen die Helligkeit der Pixel in konzentrischen Kreisen
zu- und abnimmt liegt an der entsprechend ungleichméfiigen Anregung durch den Laser.
Durch das Passieren von Linsen und Blendentffnungen kommt es zu unvermeidbaren Beu-
gungseffekten. Die Intensitét des Lasers ist folglich nicht mehr {iber seinen Durchmesser

gleichméfig verteilt, sondern ergibt die Airy-Beugungsscheibchen, wie in Abbildung 6.10
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sichtbar. Durch die erhohte Anregungsintensitdt des Lasers beispielsweise in der Mitte
des Bildes, bzw. in konzentrischen Kreisen zum Rand hin, wird automatisch die Menge
an ausgesendeten Lichtquanten der dort befindlichen Farbstoffmolekiile erhéht, sodass die
Fluoreszenzereignisse heller werden. Daher wurde bei vergleichenden Auswertungen der
Helligkeit je ein vergleichbarer Ausschnitt des Bildes gewéhlt, bzw. tiber den gesamten
Ausschnitt gemittelt.

Die TIRF-Mikroskopischen Bilder bei nur 10~7 M PE10500 unterscheiden sich kaum von
denen des Grundsignals der silanisierten Oberfliche. Zwar scheint die Signaldichte etwas
hoher zu sein, jedoch sind die Fluoreszenzsignale weiterhin wenig intensiv. Bei 107> M
PE10500 dagegen sind bereits deutlich mehr Fluoreszenzsignale zu erkennen, die lokal
und scheinbar zuféllig iber die Messfliche verteilt ausgebildete hydrophobe Doménen auf-
weisen, welche mit Nilrot wechselwirken kénnen. Bereits in der Adsorptionsisotherme von
PE10500 an octadecyl-silanisiertem Silicagel (s. Abbildung 5.11) wurde deutlich, dass bei
Konzentrationen deutlich unterhalb des cmc-Bereichs eine Adsorptionsschicht ausgebildet
wird und in eTCSPC-und FCS-Messungen konnten kleinere Aggregate bei dieser Konzen-
tration nachgewiesen werden. Das Plateau des ersten Adsorptionsprozesses wurde dabei
bei etwa 107° M erreicht. Somit konnte mit den fluoreszenzmikroskopischen Bildern nach-
gewiesen werden, dass die laut der Adsorptionsisothermen vermutete Adsorptionsschicht
tatsichlich vorhanden ist und bei etwa 1075 M PE10500 bereits ausgepriigte hydropho-
be Doménen aufweist. Im cmc-Bereich sind in den TIRF-M-Bildern noch mehr Signale
zu erkennen, welche auch dichter beieinander sind. Zwischen dem oberen Ende des cmec-
Bereichs bei 3,3-107% M PE10500 und 7,5-10~2 M oberhalb des cmec-Bereichs sind kaum
Unterschiede in den Bildern beziiglich Signaldichte zu erkennen.

Die Untersuchung des Adsorptionsprozesses ab dem cmc-Bereich war mittels Erstellung
der Adsorptionsisothermen aufgrund der Begrenzung des messbaren Konzentrationsbe-
reichs bei Oberflichenspannungsmessungen nicht méglich. Die Verwendung des Fluores-
zenzmikroskops machte es nicht nur moglich, die Adsorptionsschicht bei Konzentrationen
im und deutlich oberhalb des cmc-Bereichs zu visualisieren und nachzuweisen, sondern
auch eine zunehmende Auspridgung hydrophober Doménen von weit unterhalb der cmc
(10=° M) bis weit oberhalb der cmc (7,5-1073 M) aufzuzeigen.

Um verlassliche Aussagen iiber die Anderung der Helligkeit der Nilrotsignale in den unter-
schiedlich konzentrierten PE10500-Losungen treffen zu kénnen, wurde eine quantitative
Auswertung der TIRF-M-Bilder durchgefiihrt.

6.4.3.2 Auswertung der Helligkeit

Alle PE10500-Losungen weisen ohne Farbstoff dieselbe Grundhelligkeit an silanisiertem
Glas auf wie die Oberfliche ohne Tensidzugabe (s. Abbildung 6.30). Somit konnte das
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Abbildung 6.30: Mittlere Helligkeit der TIRF-M-Aufnahmen von Nilrot verschiedener Kon-
zentration in 7,5-1073 M PE10500 (Dreiecke) bzw. 10> M PE10500 (Quadrate) im Ver-
gleich zu Wasser (Diamanten) auf octyl-silanisiertem Glas. Fiir die {iber die ersten bzw.
letzten 10 s der 100 s dauernden Messung gemittelten mittleren Helligkeit sind je eigene
Datenpunkte gezeigt (gefiillt bzw. leer).

Tensid als optisch rein gewertet werden.

Deutlich unterhalb des cme-Bereichs bei 107° M PE10500 ist die mittlere Helligkeit der
TIRF-M-Aufnahmen in Anwesenheit von Nilrot bei allen getesteten Farbstoffkonzentra-
tionen hoher als das Signal der reinen silanisierten Oberfléche. Bereits bei dieser gerin-
gen Tensidkonzentration kommt es somit zur Adsorption mit Ausbildung hydrophober
Doménen. Es ist denkbar, dass diese Doménen zum einen dichter gepackt und stérker hy-
drophob als die Alkylketten-Zusammenlagerungen in der Silanschicht sein kénnten, zum
anderen konnten sie ausgedehnter sein. Beide Annahmen erklidren die Beobachtung, dass
im Vergleich zur reinen Farbstofflosung auf silanisiertem Glas mit 10~ M PE10500 die
mittlere Helligkeit bei 0,3 nM Nilrot um den Faktor 3,5 gréfer ist. Bei 0,75 nM Nilrot
ist die mittlere Helligkeit um den Faktor 5,6 grofler, bei 1,5 nM Nilrot um 4,7 und bei
3 nM Nilrot um 2,7. Letztere Messung ist nicht gut vergleichbar mit den niedrigeren
Farbstoffkonzentrationen (vgl. maximale Helligkeit in Abbildung 6.31), da hier héufig be-
reits eine Sattigung der CCD-Kamera erfolgte, sodass die absoluten Helligkeitswerte zu
niedrig bemessen sind. Da die ausgebildeten hydrophoben Doménen bei den unterschied-

lichen Farbstoffkonzentrationen vergleichbar ausgepréigt sind, die mittlere Helligkeit aber
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im Vergleich zur Helligkeit der reinen Silanschicht zunimmt, kommt es somit oberhalb von
0,3 nM zur messbaren Anreicherung von Farbstoffmolekiilen in den adsorbierten hydro-
phoben Doménen. Es halten sich mehr Nilrotmolekiile in den hydrophoben Doménen auf
als in der Silanschicht ohne Tensid oder sie halten sich linger in den Doménen auf.

Die mittleren Helligkeiten der TIRF-M-Messungen der ersten 10 s mit 10~ M PE10500
lassen sich bis zu einer Farbstoffkonzentration von 1,5 nM durch lineare Regression mit
der Steigung 3130 Counts/nM anpassen (Regressionskoeffizient 0,985). Die Messung bei
3 nM liegt aus genannten Griinden der Kameraséttigung deutlich oberhalb dieser Regres-
sionsgeraden. Die maximale Helligkeit steigt bis 1,5 nM Nilrot ebenfalls linear an, jedoch
mit einer Steigung von etwa 4372 Counts/nM (Regressionskoeffizient 0,996). Die hellsten
Pixel der Bilder werden mit zunehmender Farbstoffkonzentration also heller, was auf Mul-
tifluoreszenzeffekte schlieffen ldsst. Ein Nilrotmolekiil bleibt demnach linger in derselben
einem Pixel entsprechenden Flache und sendet dabei fortwdhrend Photonen aus oder es
halten sich wéhrend einer Belichtungszeit zuféllig mehrere Nilrotmolekiile in einer Pixel-
fliche auf. Aus der Zunahme der maximalen Pixelhelligkeit bis 1,5 nM Nilrot lédsst sich
schlieflen, dass es mit adsorbiertem PE10500 zu mehr Multifluoreszenzeffekten kommt,
je hoher die Farbstoffkonzentration ist. Dass die absoluten Helligkeitswerte und die Stei-
gung der Regressionsgeraden an die mittlere Helligkeit kleiner sind als die der maximalen
Helligkeit, spricht fiir einen merklichen aber nicht dominanten Anteil von Multifluoreszen-
zereignissen an der Gesamtheit der Pixeldetektionen. Anhand der Zunahme der mittleren

Bildhelligkeit ldsst sich zundchst nicht beurteilen, ob nur die Intensitit der Fuoreszenzer-
eignisse zunimmt oder auch ihre Dichte.

Bei Farbstoffkonzentrationen unterhalb von 3 nM fallt innerhalb der Messung von 100 s
die maximale Pixelhelligkeit um konstante 20% ab, die mittlere Helligkeit um 25-35%,
vergleichbar mit den Bleicheffekten der Farbstoffmolekiile in der reinen Silanschicht. Dies
deutet auf Bleicheffekte hin. Nilrot scheint in den Tensidaggregaten bei 107> M PE10500
im Vergleich zur reinen Silanschicht einer &hnlichen Laserbelichtung ausgesetzt zu sein,
d.h. der Farbstoff ist in beiden hydrophoben Doménen vergleichbar abgeschirmt.

Fiir die deutlich oberhalb des cmc-Bereichs liegende PE10500-Konzentration von 7,5-1073 M
ist die mittlere Bildhelligkeit fiir die Standardfarbstoffkonzentration von 0,3 nM mit durch-
schnittlich 235 Counts signifikant grofler als die Bildhelligkeit der reinen Silanschicht
ohne Tensid mit 200-210 Counts. Dennoch ist die mittlere Helligkeit deutlich niedriger
als in den Aufnahmen mit nur 10> M PE10500. Dies verwundert zunichst, wenn man
die in Emissionsspektren beobachtete Zunahme der Emission mit zunehmender PE10500-
Konzentration betrachtet (s. 4.2). Zumal auch viele Fluoreszenzereignisse in den TIRF-

M-Bildern identifiziert werden konnten. Die maximale Pixelhelligkeit der Aufnahmen mit

7,5-1073 M PE10500 ist auch wie erwartet bis 1,5 nM Nilrot hoher als die maximale Hel-

ligkeit von Nilrot in der Silanschicht ohne Tensid. Bei hoheren Farbstoffkonzentrationen
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Abbildung 6.31: Maximale Helligkeit der TIRF-M-Aufnahmen von Nilrot verschiedener
Konzentration in 7,5:1072 M PE10500 (Dreiecke) bzw. 107> M PE10500 (Quadrate) im
Vergleich zu Wasser (Diamanten) auf octyl-silanisiertem Glas (analog zu Abbildung 6.30).

oberhalb von 1,5 nM Nilrot liegt auch hier die maximale Helligkeit unterhalb der Werte
der reinen Silanschicht.

Erklérbar ist dieser vermeintliche Widerspruch mit der Anzahl an effektiv zur Verfiigung
stehenden Nilrotmolekiilen an der Oberflache. In manchen Pixeln werden helle Fluoreszen-
zereignisse detektiert, die bereits anhand der TIRF-M-Bilder beobachtet werden kénnen.
Viele Farbstoffmolekiile sind jedoch in Mizellen in der Losung solubilisiert, sodass die ef-
fektive an der Oberfliche zur Verfiigung stehende Farbstoffkonzentration relativ gering
ist. Dadurch reduziert sich die absolute Anzahl an Fluoreszenzereignissen, was in einer
geringen mittleren Bildhelligkeit resultiert. Gleichzeitig verringert sich die Wahrschein-
lichkeit fiir Multifluoreszenzereignisse, sodass die maximale Pixelhelligkeit im Vergleich zu
Messungen in niedrig konzentrierten PE10500-Lésungen ohne Mizellen in Losung (107° M
PE10500) bzw. Farbstofflosung ohne Tensid reduziert ist.

Ab 2,25 nM Nilrot bleibt die maximale Pixelhelligkeit auf einem konstanten Niveau von
etwa 5000 Counts. Dieser Helligkeitswert scheint die maximale Helligkeit darzustellen,
die durch die Interaktion von einem Nilrotmolekiil und einem voll ausgebildeten Aggre-
gat aus adsorbierten PE10500-Molekiilen auf der Silanschicht erreicht werden kann. Alle
groferen Pixelhelligkeiten miissen durch Fluoreszenzereignisse mehrerer Farbstoffmolekiile

je Pixelfliche zustande kommen. Demnach miissten die Helligkeitswerte oberhalb von



164 KAPITEL 6. TIRF-M UND PAINT AN OBERFLACHEN

Abbildung 6.32: Schematische Darstellung des Verteilungsgleichgewichtes von Nilrot zwi-
schen der kovalent an den Glastriger gebundenen Silanschicht, der wéssrigen Losung und
Tensidaggregaten in Losung.

5000 Counts Multifarbstoff-Effekten zugeschrieben werden, unabhéngig von der PE10500-
Konzentration. Es ist jedoch moglich, dass es in den Messungen mit 10~° M PE10500 bei
einer geringeren Pixelhelligkeit als 5000 Counts zu Multifarbstoff-Effekten kommt, da man
nicht davon ausgehen kann, dass die PE10500-Aggregate auf der Silanschicht unterhalb
und oberhalb des cmc-Bereichs gleich aufgebaut sind und somit dieselbe Fluoreszenzquan-
tenausbeute von Nilrot generieren.

Die quantitative Auswertung der Bildhelligkeiten macht deutlich, dass die Silanschicht an
sich bereits ein Fluoreszenzsignal verursacht, das neben besonders hellen Fluoreszenzsi-
gnalen von Nilrot in PE10500-Aggregaten vernachléssigt werden kann. Auflerdem muss
beachtet werden, dass mit Vorhandensein von Tensidaggregaten in Losung das Vertei-
lungsgleichgewicht zwischen Nilrotmolekiilen in der Silanschicht der Oberfliche und der
wéssrigen Losung um den Aufenthalt in hydrophoben Doménen der Tensidaggregate in
Losung ergénzt werden muss (s. Abbildung 6.32). Dadurch verringert sich die effektiv an
der Oberfliche zur Verfiigung stehende freie Farbstoffkonzentration. Die absoluten Werte
der Helligkeiten von TIRF-M-Bildern von Nilrot gleicher Konzentration in unterschiedlich
konzentrierten Tensidlosungen kénnen demnach nur bedingt miteinander verglichen wer-
den.

Im Anschluss an die exemplarische Betrachtung des Verhaltens von Nilrot verschiedener

Konzentration in Tensidlosungen mit Konzentrationen deutlich unterhalb bzw. oberhalb
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Abbildung 6.33: Durchschnittliche mittlere Helligkeit (Counts) diverser mittels TIRF-M
beobachteten Messflachen in Abhéngigkeit der PE10500-Konzentration (weifle Quadrate,
mit Standardfehler), verglichen mit der Adsorptionsisotherme auf silanisiertem Silicagel
(graue Vierecke). Die Skala der mittleren Helligkeit beginnt bei dem Wert der silanisierten
Glasoberfliche mit Nilrot-Losung ohne Tensid (Grundsignal). Der cme-Bereich ist in grau
dargestellt.

des cmc-Bereichs wird nun die Helligkeit von TIRF-M-Aufnahmen von 300 pM Nilrot in
verschieden konzentrierten PE10500-Losungen auf silanisiertem Glas verglichen (s. Abbil-
dung 6.33). Bei konstanter Nilrotkonzentration in Lésung von 300 pM ist selbst bei 1077 M
PE10500 die mittlere Bildhelligkeit um etwa 50 Counts bzw. 20% gegeniiber der Grund-
helligkeit von Nilrot an silanisiertem Glas erhéht. Zwischen 107> M und 103 M PE10500
ist die mittlere Bildhelligkeit auf einem vergleichbar hohen Niveau von durchschnittlich
435 Counts. Bei 7,5-10~2 M PE10500 oberhalb des cme-Bereichs liegt die mittlere Bildhel-
ligkeit mit 330 Counts 24% unterhalb der Werte fiir PE10500-Lésungen zwischen 1075 M
und 10~* M PE10500.

Die niedrigere mittleren Bildhelligkeit oberhalb des cmc-Bereichs bedeutet eine Verringe-
rung der Gesamtzahl an Fluoreszenzereignissen, die sich in ihrer Helligkeit vom Grundsi-
gnal unterscheiden. Dies darf jedoch nicht als Reduzierung der hydrophoben Doménen in-

terpretiert werden. Wie bereits beschrieben, nimmt die Konzentration frei diffundierender
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Abbildung 6.34: Durchschnittlich maximale Pixelhelligkeit (Counts) diverser mittels
TIRF-M beobachteten Flachen in Abhéngigkeit der PE10500-Konzentration (weile Qua-
drate, mit Standardfehler), verglichen mit der Adsorptionsisotherme auf silanisiertem Sili-
cagel (graue Vierecke). Die Skala der maximalen Helligkeit beginnt bei dem durchschnitt-
lichen Wert der silanisierten Glasoberfliche mit Nilrot-Losung ohne Tensid (Grundsignal).
Der cmc-Bereich ist in grau dargestellt.

Nilrotmolekiile mit zunehmender Mizellenkonzentration ab. Somit sind bei beispielsweise
7,5-10~% M PE10500 aufgrund der vielen in Mizellen in Lésung solubilisierten Nilrotmo-
lekiile weniger Fluoreszenzereignisse und dadurch eine geringere mittlere Bildhelligkeit
an der direkten Oberfliche messbar. Die konstanten Werte der mittleren Bildhelligkeiten
zwischen 107 M und 10~2 M PE10500 trotz Erhohung der Tensidkonzentration um den
Faktor 100 bis inmitten des cmc-Bereichs hinein diirfen entsprechend der Argumentation
nicht verstanden werden als Folge der Ausbildung vergleichbarer hydrophober Doménen
iiber den betrachteten Konzentrationsbereich. Es liegen bei 1073 M PE10500 aufgrund der
Solubilisierung des Farbstoffs in Mizellen in Lésung weniger frei diffundierende Farbstoft-
molekiile an der Oberfliche vor als bei 107 M, die maximale Pixelhelligkeit ist jedoch in
beiden Tensidlésungen gleich grof. Da es trotzdem zu einer gleich groflen mittleren Bild-
helligkeit bei beiden Adsorptionsschichten kommt, bedeutet dies, dass bei 1073 M PE10500

im cmc-Bereich, obwohl weniger Nilrotmolekiile in der Oberflaichenschicht vorhanden sind
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als bei 107 M, mehr hydrophobe Dominen an der Oberfliche vorhanden sein miissen,
sodass es dennoch zu gleich vielen Fluoreszenzereignissen kommt. Deren maximale Hellig-
keit ist bei beiden Adsorptionsschichten (unterhalb und im cmc-Bereich) gleich grof}; d.h.
dass die hydrophoben Doménen vergleichbar aufgebaut sind. Es kommt also zur Erhéhung
der Packungsdichte hydrophober Tensidaggregate an der Oberflache.

Anhand der maximalen Helligkeiten eines Pixels im TIRF-M-Bild zwischen 10~° M und
1072 M PE10500 lassen sich keine signifikanten Unterschiede feststellen, jedoch weist die
maximale Pixelhelligkeit von Nilrot in 7,5-1072 M PE10500 um mindestens 8% grofe-
re Werte auf als die meisten Aufnahmen in PE10500-Losungen niedrigerer Konzentrati-
on (s. Abbildung 6.34). Somit ist es wahrscheinlich, dass die hydrophoben Doménen in
PE10500-Losungen oberhalb des cme-Bereichs zumindest stellenweise eine deutlich andere
Struktur aufweisen als die adsorbierten Tensidaggregate bei PE10500-Konzentrationen bis
einschliefllich des cmc-Bereichs, welche hydrophober ist oder ldnger mit einem Farbstoff-
molekiil wechselwirken kann.

Die quantitative Auswertung der Helligkeit der TIRF-M-Aufnahmen gibt also Hinweise
darauf, dass sich die Tensidstrukturen in 7,5-1072 M PE10500 zumindest lokal zum Teil von
den Adsorptionsschichten bei niedrigen Tensidkonzentrationen unterscheidet. Moglicher-
weise konnten oberhalb der cmc aus der Losung adsorbierte Mizellen an der Ausbildung
der Adsorptionsschicht beteiligt sein. Bereits deutlich unterhalb der cme - in Ubereinstim-
mung mit den Ergebnissen der Adsorptionsisothermen, bilden sich hydrophobe Doménen
aus, welche sich mit steigender Tensidkonzentration verdichten, jedoch in ihrem Aufbau

vergleichbar bleiben.

6.4.4 Superresolution-Analyse: PE10500 auf silanisiertem Glas
6.4.4.1 PAINT-Objekte: Anzahl der Gauf3-angepassten Signale

In den Abbildungen 6.33 und 6.34 wurde dargestellt, dass die mittlere bzw. maximale
Pixelhelligkeit der TIRF-M-Aufnahmen von Nilrot in PE10500-Losungen verschiedener
Konzentration auf silanisiertem Glas unterhalb des cmc-Bereichs zunimmt und im cmc-
Bereich abnimmt. Oberhalb des cmc-Bereichs nimmt die mittlere Pixelhelligkeit der Auf-
nahmen ab, wogegen die maximale Pixelhelligkeit steigt. Grund fiir diese Trends ist die
zunichst zunehmende Anzahl hydrophober Doménen unterhalb des cme-Bereichs. Ab dem
cme-Bereich existieren zunehmend Tensidaggregate in Losung, in welchen der Farbstoff im
Rahmen seines Verteilungsgleichgewichts zwischen verschiedenen hydrophoben Spezies des
Systems solubilisiert wird. Dadurch nimmt ab PE10500-Konzentrationen des cmc-Bereichs
die Anzahl an der Oberfliche zur Verfiigung stehender Farbstoffmolekiile ab, sodass die
mittlere Pixelhelligkeit sinkt. Die maximale Pixelhelligkeit steigt jedoch durch Vorhanden-



168 KAPITEL 6. TIRF-M UND PAINT AN OBERFLACHEN

180000

160000 -

A}

80000

60000

40000 - }

20000

Anzahl an Gaul-angepassten Signalen pro Messflache

¢ EO,,PO,EO,, [M]

Abbildung 6.35: Mittlere Anzahl der mittels PAINT-Methode identifizierten PE10500-
Objekte auf octyl-silanisiertem Glas in Abhéngigkeit der eingesetzten Tensidkonzentration,
mit Standardabweichung. Der cmc-Bereich wird in grau angezeigt.

sein stark hydrophober Aggregate an der Oberfliche.

Interessant ist nun die Gegeniiberstellung dieser Ergebnisse aus den TIRF-M-Messungen
mit den mittels PAINT-Methode erhaltenen Ergebnissen. Abbildung 6.35 zeigt die An-
zahl Gaufl-angepasster Signale ausgewéhlter TIRF-M-Messungen von PE10500 verschie-
dener Konzentration. In Analogie zum Trend der Pixelhelligkeiten sind unterhalb des cmc-
Bereichs umso mehr Signale mit dem 2D-Gauf-Algorithmus angepasst worden, je hoher
die PE10500-Konzentration war. Im cmc-Bereich wurden weniger Fluoreszenzsignale de-
tektiert und somit weniger Gaufl-Anpassungen vorgenommen. Allerdings steigt die Anzahl
Gauf-angepasster Signale oberhalb der cmc stark an. Dies kann daran liegen, dass die
allgemeine Bildhelligkeit, wie die mittlere Pixelhelligkeit in Abbildung 6.33 zeigt, sinkt,
gleichzeitig aber die einzelnen Pixel besonders hell sind. Daraus ergibt sich ein giinstiges
Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnis, wodurch mehr GauB-angepasste Signale fiir die Gene-
rierung von PAINT-Objekten zur Verfiigung stehen.

Aufgrund der groflen Anzahl an anpassbaren Fluoreszenzsignalen wurden fiir manche

Superresolution-Auswertungen Messungen mit PE10500-Konzentrationen oberhalb des cmc-
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Bereichs ausgewahlt, um beispielsweise die Lage einzelner PAINT-Objekte zu untersuchen.
Diese Auswertung verdeutlicht, wie empfindlich die Methode auf Verdnderungen der Ag-
gregationsprozesse reagiert, wie komplex die Zusammenhénge der Tensid- und Farbstoff-
Verteilungsgleichgewichte sind und dass Verdnderungen in diesen die gesamte PAINT-
Analyse beeinflussen kénnen, wodurch sich die PAINT-Methode eignet, sensibel Verdnde-

rungen in der Adsorptionsschicht zu erkennen.

6.4.4.2 PAINT-Objekte: Vergleich der Lage unterschiedlicher Objekte

Wie bereits in Abschnitt 6.4.3 beschrieben, sind in TIRF-mikroskopischen Bildern von
7,5-1073 M PE10500 auf octylsilanisiertem Glas Fluoreszenzereignisse mit hohem Kon-
trast zum Hintergrund zu erkennen. Eine Uberlagerung dieser Bilder einer 100 s langen
Messung ist in Abbildung 6.36 b) gezeigt. Je hdufiger in einem Pixel innerhalb der Mes-
sung Fluoreszenzlicht detektiert wird, umso dunkler erscheint er im akkumulierten Bild.
Das Ubereinanderlegen aller in dieser Messung im entsprechenden Ausschnitt gefunde-
nen PAINT-Objekte iiber das akkumulierte TIRF-M-Rohbild zeigt, dass PAINT-Objekte
(rote Kreuze) teilweise mit sehr hellen (schwarzen) und breiten Pixel-Gruppen iiberein-
kommen und teilweise mit nur weniger hellen (leicht grauen) Pixeln. Andersherum be-
trachtet finden sich in einigen sehr hellen (schwarzen) Pixel-Gruppen PAINT-Objekte, in
anderen nicht, analog sind in manchen leicht grauen Pixeln PAINT-Objekte zu verorten,
in anderen nicht. Tiefschwarze Pixel-Regionen des TIRF-M-Bildes stehen fiir Positionen
mit sehr haufiger Fluoreszenzlicht-Detektion. Diese Positionen kénnen also nicht in allen
Féllen mit der PAINT-Methode ausgewertet werden. Mogliche Griinde sind zu breite (evtl.
iiberlagerte) oder zu nahe beieinander liegende Fluoreszenzlicht-Verteilungen, die mittels
2D-GauBanpassung nicht angendhert werden kénnen, und/oder zu grofie Liicken zwischen
einzelnen PAINT-Lokalisationen, sodass eine Gruppierung durch das Programm nicht vor-
genommen wird. Haufig repriasentieren PAINT-Objekte solche Objekte, die weniger helle
Fluoreszenzlicht-Detektionen verursachten oder nur fiir eine gewisse zeitliche Spanne an
der Oberfliche zu beobachten waren (leicht graue Pixel-Regionen). Aber auch fiir diese Art
von Objekten gilt, dass nur wenige den PAINT-Kriterien entsprechen und so ausgewertet
werden konnten, dass ein PAINT-ODbjekt generiert werden konnte. Insgesamt reprasentie-
ren die ausgewerteten PAINT-Objekte jedoch einen reprasentativen Querschnitt durch die
unterschiedlichen Fluoreszenzereignisse.

Um zu iiberpriifen, ob PAINT-Objekte in aufeinanderfolgenden Messungen an denselben
Positionen zu finden sind, d.h. ob die zugrunde liegenden hydrophoben Doménen iiber
minutenlange Messungen erhalten bleiben bzw. erneut abgebildet werden kénnen, wurden

Mess-Serien hintereinander durchgefithrt und ausgewertet. Ein Beispiel in Abbildung 6.37
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Abbildung 6.36: Die PAINT-Lokalisationen einer Messung von 2000 Bildern (100 s) von
7,5-10% M PE10500 auf octylsilanisiertem Glas wurden nach PAINT-Analyse mit dem
invertierten und akkumulierten TIRF-M-Bild des entsprechenden Messausschnitts iiberla-
gert (a). Je dunkler ein Pixel im akkumulierten TIRF-M-Rohbild (invertiert), in dem die
2000 Bilder mit der Helligkeit gewichtet iiberlagert wurden, umso mehr Fluoreszenzpho-
tonen wurden an dieser Stelle detektiert(b). Die PAINT-Lokalisationen werden durch rote
Kreuze dargestellt (c).

zeigt drei 100 s lange Messungen von 7,5-1072 M PE10500 auf octylsilanisiertem Glas, die
mit 200 s langen Messpausen zwischendurch aufgenommen wurden. Die dabei aufrechter-
haltene Laserbelichtung sollte verhindern, dass in den Messpausen Nilrot in die belichtete
und damit teilweise Farbstoff-geblichene Region diffundiert und die Helligkeit dadurch
so hoch wird, dass viele Fluoreszenzereignisse den PAINT-Kriterienfilter nicht erfolgreich
passieren kénnen. Die mittels PAINT-Methode identifizierten PE10500-Objekte der er-
sten 100 s der Messung wurden als gelbe Kreuze dargestellt, wohingegen die Objekte des
mittleren 100 s-Messblocks in magenta und die des letzten Blocks in cyan dargestellt sind
(links).

Die Uberlagerung der gefundenen PAINT-Lokalisationen der drei hintereinander durch-
gefiihrten Messungen zeigt, dass PAINT-Objekte in der Regel nicht zweimal an derselben
Position am silanisierten Glas zu finden sind. Selbst PAINT-Objekte, die augenscheinlich

iiberlagern, weisen bei genauerer Betrachtung einen grofien Abstand auf, wie etwa 315 nm
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Abbildung 6.37: Uberlagerte PAINT-Lokalisationen dreier Messungen (je 100 s, Farbcode
siehe Legende) von 300 pM Nilrot in 7,5-10~2 M PE10500 auf silanisiertem Glas. Zwischen
den Messungen wurde weiterhin belichtet iiber eine Zeit von 200 s, um Rediffusionseffekte
von Nilrot in geblichene Bereiche zu vermeiden. Der vergrofierte Bildausschnitt zeigt zwei
scheinbar {ibereinander liegende Objekte, die bei nédherer Betrachtung weit entfernt sind
(315 nm in X-, 200 nm in Y-Richtung).

in X- und 200 nm in Y-Richtung bei den exemplarisch gezeigten Objekten im vergrofier-
ten Ausschnitt in Abbildung 6.37. Selbst unter Beriicksichtigung der Apparaturdrift bei
Langzeitmessungen von maximal 20 nm iiber einen Zeitraum von 700 s sind diese Objekte
als an unterschiedlichen Positionen verortet zu bewerten (vgl. Abschnitt 3.11).

Fir die Ausbildung von Tensidstrukturen an der Oberfliche lassen sich verschiedene
Moglichkeiten auffithren: bei PE10500-Konzentrationen deutlich oberhalb der cmc kénnten
an der silanisierten Oberfliche Tensidstrukturen entstehen, die sich entweder aus Mono-
meren oder kleineren Aggregaten aus der Losung an der Oberfliche ausbilden. Es ist auch
denkbar, dass sich vollstdndige Mizellen an der Oberfliche anlagern, indem die Mizellen
in Wechselwirkung mit den Alkylketten der Silanschicht treten und eventuell sogar etwas
aufbrechen, sodass der hydrophobe Mizellkern Kontakt zu den Silanketten hat. Mizellen
kénnten auch tiber Monomere an der Silanschicht adsorbieren, welche sich zuerst anla-
gern und Ankerpunkte bilden. Fiir alle drei Szenarien kénnen zwei Fiélle beziiglich der
Stabilitat der Strukturen angenommen werden: die gebildeten Strukturen kénnten iiber
einen langen Zeitraum an der Oberfliche vorhanden sein und trotz dynamischen Gleich-
gewichtszustands, in dem beispielsweise einzelne Monomere aus den Strukturen mit denen
in der Losung tauschen koénnten, in ihrer Grundstruktur unverdndert bleiben. Oder die

Strukturen kénnten nur fiir begrenzte Zeit an der Oberfliche adsorbiert sein. Die gebilde-
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ten Strukturen kénnten sich dabei wieder auflésen, die adsorbierten Mizellen wieder in die
Losung diffundieren oder aufbrechen und andere Strukturen an der Silanschicht bilden.
Angenommen, die Stabilitit der PE10500-Tensidstrukturen an der Silanschicht wére sehr
hoch, vergleichbar mit der von CTAB-Schichten an Glas, welche in ihrer Gesamtheit stun-
denlang erhalten bleiben und sogar mechanischem Stress standhalten (s. Abschnitt 6.3.1.1).
Dann wéren geniigend Nilrotmolekiile vorhanden, um diese Strukturen sichtbar zu machen.
In den akkumulierten TIRF-M-Bildern sollten dann an den entsprechenden Stellen vie-
le Photonen detektiert sein und die hochaufgelésten PAINT-Objekte sollten iiber einen
langen Zeitraum sichtbar und vielleicht sogar mehrfach hintereinander messbar sein. Dass
kein PAINT-Objekt in allen durchgefithrten Auswertungen zweimal an derselben Position
gefunden wurde und dass PAINT-Objekte in der Uberlagerung mit akkumulierten TIRF-
M-Bildern haufig zu Fluoreszenzsignalen mit begrenzter Dauer gehoren, spricht gegen die
Ausbildung von PE10500-Strukturen mit extrem hoher Langzeitstabilitdt und fiir varia-
ble und dynamische Aggregatstrukturen. Allerdings lieferten die Helligkeitsauswertungen
(s. Abschnitt 6.4.3) lediglich bei hohen Tensidkonzentrationen oberhalb der cmc mdégliche
Hinweise auf die Adsorption von Mizellen aus der Losung. Dass in akkumulierten PAINT-
Bildern keine PAINT-Objekte an derselben Stelle gefunden werden, deutet also darauf
hin, dass sich, insbesondere zu Tensidkonzentrationen bis in den cmc-Bereich, aus Mono-
meren Aggregatstrukturen an der Oberflache ausbilden, welche sich dynamisch verdndern,
beeinflusst durch das Verteilungsgleichgewicht von Tensidmonomeren mit der Losung und
die mittels eTCSPC nachgewiesene hohe Kettenmobilitiat der PE10500-Monomere (vgl.
Abschnitt 4.3).

Die présentierten Ergebnisse zeigen, dass man die durch PE10500 oberhalb der cmc auf si-
lanisiertem Glas ausgebildeten hydrophoben Doménen mittels Farbstoff fiir eine begrenzte
Zeit beobachten kann. Diese Doménen sind jedoch nicht als starre Objekte zu interpre-
tieren, sodass bei ausreichend langer Beobachtungszeit dasselbe Objekt ein weiteres Mal
von Nilrot sichtbar gemacht werden wiirde. Vielmehr spricht die Auswertung fiir einen
dynamischen Prozess der Aggregation an der Oberfldche, bei dem bei ausreichend langer
Beobachtungszeit zufillig an einer bereits vorher von Nilrot erleuchteten Stelle ein weiteres
Mal eine hydrophobe Doméne gebildet und durch den Farbstoff sichtbar gemacht werden
konnte. Dieser Fall konnte jedoch nicht beobachtet werden und scheint entsprechend selten
vorzukommen. In der Regel iiberlagern PAINT-Objekte zu unterschiedlichen Zeitpunkten
nicht.
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6.4.4.3 PAINT-Objekte: Lokalisationen als Maf3 fiir Ausdehnung

Die einzelnen PAINT-Objekte wurden anhand ihrer Trefferdichteverteilung beziiglich ihrer
rdumlichen Ausdehnung analysiert. Dabei ist die wie bereits in Abschnitt 3.12 beschriebe-
ne Standardabweichung o ein Ma$ fiir die Grofle des PAINT-Objektes. Der Datenverlust
durch die Projektion der Fluoreszenzereignisse des dreidimensionalen Objektes auf eine
zweidimensionale Detektorflache sollte dabei nicht aufler Acht gelassen werden. Ein Bei-
spiel fiir diese Auswertung eines typischen PAINT-Objektes ist in Abbildung 6.38 darge-
stellt.

Teilbild 6.38 a) zeigt eine typische Fluoreszenzlicht-Verteilung {iber mehrere benachbarte
Pixelflachen des Detektors. Die Anpassung an diese Intensitatsverteilungen lieferte eine
einzelne Lokalisation. Die Auswertung aller Fluoreszenzlicht-Detektionen im betrachteten
Ausschnitt mittels 2D-Gaulanpassung fithrte zur Vielzahl der Lokalisationen, die zusam-
men betrachtet das PAINT-Objekt ergeben (s. Abbildung 6.38 b). Die PAINT-Objekte
haben im Allgemeinen eine Ausdehnung, die kleiner ist als die einer Pixelfliche von
178x178 nm? (sub-Pixel-Auflssung). Bei der Betrachtung des PAINT-Objektes geriit der
Umstand aufler Acht, dass sich viele Lokalisationen insbesondere in der Mitte des Objektes
iiberlagern. Dadurch ist man geneigt, einzelne Ausreifler iiberzubewerten, die sich am Rand
des Objektes befinden und als einzelne Treffer zu identifizieren sind. Teilbild 6.38 c) zeigt
deutlicher die Verhéltnisse der Treffer-Héufigkeiten in bestimmten Bereichen des PAINT-
Objektes. Der Graph ergibt sich aus dem PAINT-Objekt in b), wenn man es entlang der
gestrichelten griinen Linie betrachtet und die Dichte an Lokalisationen pro Ringfliche um
das Zentrum des PAINT-Objekts iiber den Abstand vom Objektzentrum auftrégt. Die
Trefferdichteverteilung liefert die Standardabweichung o, die ein Maf} fiir die rdumliche
Ausdehnung des Objektes ist. Zudem ist zu beachten, dass zu Multifluoreszenzereignissen
kommen kann, d.h. das Fluoreszenzlicht mehrerer Nilrotmolekiile kénnte zu einem Signal
iiberlagern, wodurch die 2d-Gauflangepasste Lokalisationsbestimmung zu einer Mittelung
verschiedener Fluoreszenzereignisse fuhrt.

Kompakte Trefferverteilungen wie in Abbildung 6.39 a) liefern enge Verteilungen mit
kleinen o-Werten (Radien), breite Trefferverteilungen dagegen grofie o-Werte. Die Stan-
dardabweichung der PAINT-Analysen einer Vielzahl an fluoreszierenden Objekten einer
Mess-Serie von 7,5-10~% M PE10500 auf octyl-silanisiertem Glas (im Beispiel: 596) wurden
in einem Histogramm zusammengefasst, um einen Uberblick iiber die GroBenverteilung der
fluoreszierenden Objekte zu geben (s. Abbildung 6.39 b). So wurde eine GroBenverteilung
erhalten, die mit einer asymmetrischen Gaufifunktion angepasst ein Maximum bei 24 nm
aufweist (z., s. Formel 6.10), was einem PAINT-Objektdurchmesser von durchschnittlich
48 nm entspricht. Insgesamt reichten die ermittelten Radien von etwa 10 nm bis 60 nm.
Analog wurden PAINT-Objekte anderer PE10500-Konzentrationen ausgewertet und mitt-
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Abbildung 6.38: Groflenauswertung einzelner Objekte mit der PAINT-Methode: Ein
TIRF-M-Bild eines Fluoreszenzereignisses (a) wird mit der Hochauflosenden PAINT-
Methode ausgewertet und alle zum Objekt gruppierten Treffer iiberlagert (PAINT-Bild)
(b). Die Farbstoffiokalisation-Verteilungen wurden mittels 2D-GauBkurve angepasst (c)
und die Standardabweichung o als Grofienmafl ermittelt (Formel 3.14). (Messbedingun-
gen: 7,5-1073 M PE10500 auf octyl-silanisiertem Glas, 50 ms/fr; Lokalisationsgenauigkeit
18,7 nm)

lere Objektradien zwischen 30 und 42 nm gefunden (s. Tabelle 6.2).

1 1
N=Ny+A- (z—zot L) |- —(z—zc—2L)
1+ exp —— 2= L+exp ——5—
(6.10)
N = 0,02 + 55,06 ! 1 :
= 0,024 99,00 —(2—2420+2%%) | T —(z—24,20-29%)

I+exp ——7— 1+ exp 5,26

Um diese Ergebnisse zu interpretieren, muss zunéchst deutlich gemacht werden, dass hier
mit der PAINT-Analyse hydrophobe Doménen untersucht werden, welche aufgrund eines
lokal begrenzten hydrophoben Bereichs mit Nilrot wechselwirken und dieses zum Fluores-
zieren bringen kénnen. Deswegen wird in diesem Abschnitt explizit von PAINT-Objekten
gesprochen und nicht von Tensidaggregaten, da es zuerst einer genauen Analyse und In-
terpretation dieser hydrophoben Doménen bedarf.

Beim Betrachten der TIRF-mikroskopischen Bilder ist man geneigt, die separaten und
lange beobachtbaren Fluoreszenzereignisse als separate Aggregate aus adsorbierten Mono-
meren zu interpretieren, vielleicht auch aufgrund eines Analogieschlusses von Mizellen als
Tensidaggregate in Losung. Die Triebkrifte fiir Aggregation und damit ihr Prozess sind
in Losung und an Oberflichen jedoch nicht gleich. Aus der Adsorptionsisotherme konnte
bereits geschlussfolgert werden, dass bei sehr niedrigen PE10500-Konzentrationen (bis zu

einer Gleichgewichtskonzentration von 10> M) wenige Monomere adsorbieren und dass es
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Abbildung 6.39: Groflenauswertung mit der PAINT-Methode: Zwei Beispiele fiir
Farbstofflokalisation-Verteilungen (a) und Groflenverteilung analysierter PE10500-
Aggregate (b). Die Farbstofflokalisation-Verteilungen (a) werden bei gleicher Grofienskala
gezeigt, wobei jeder Punkt eine Farbstofflokalisation einer Bildaufnahme zeigt, die durch
GauB-Anpassung der Fluoreszenzverteilung ermittelt wurde. Das Histogramm der Gréfien-
verteilung der 596 analysierten PE10500-Aggregate (7,5-1072 M) auf octyl-silanisiertem
Glas wurde nach Gréflenauswertung mittels PAINT-Methode erstellt und mit einer asym-
metrischen GauBfunktion angepasst (gestrichelte Kurve, s. Formel 6.10). Sie weist ein
Maximum bei 24,3 nm auf (s. Anpassung Formel 6.10).

zur Ausbildung zufilliger kleiner Aggregate aus wenigen Monomeren kommen kann. Bei
hoheren Tensidkonzentrationen konnte es zu einer Verdichtung der Oberfliche mit die-
sen Aggregaten oder zur Ausbildung einer dichten, durchgehenden Monoschicht kommen,
wobei zwischen diesen beiden Moglichkeiten anhand der Isotherme nicht unterschieden
werden konnte. Anhand der TIRF-M-Bilder mit separaten Fluoreszenzereignissen auch
oberhalb der cmc ist man geneigt, die Ergebnisse der Isothermen so zu deuten, dass man
bei niedrigen Tensidkonzentrationen PAINT-Objekte in Form von separaten Tensidag-
gregaten betrachtet, wobei es bei hohen Tensidkonzentrationen zu einer Verdichtung der
Oberfliche mit diesen Aggregaten und nicht zur Ausbildung einer durchgehenden Mono-
schicht kommt. Fraglich ist hier jedoch, warum oberhalb der cmc Adsorptionspléitze frei
bleiben sollten. Zudem zeigen die AFM-Bilder von PE10500 an Graphit von Liu et al.
eine gleichméfBige, unstrukturierte Monoschicht aus adsorbiertem Tensid. [42] Dies scheint
zundchst im Widerspruch zu stehen mit den beobachteten separaten Fluoreszenzereignis-
sen in TIRF-M-Bildern und den PAINT-Objekten.

Wie bereits die TIRF-mikroskopischen Bilder und ihre Helligkeitsauswertung zeigten, kann

Nilrot bereits mit der Silanschicht der Oberfliche wechselwirken und dort schwache aber
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Tabelle 6.2: Lokalisationsgenauigkeit (LP) und via PAINT-Analyse bestimmter mittlerer
Objektradius (<r>).

Losung LP [nm] | <r> [nm]
Silanoberflache, 300 pM Nilrot | 31,1 42,1
10~7 M PE10500 25,8 34,7
10~° M PE10500 26,1 31,2
2:10~* M PE10500 26,6 34,5
10~3 M PE10500 24,6 30,1
3,3-10~3 M PE10500 27,1 34,5
7,5-107° M PE10500 21,3 274

separate Fluoreszenzereignisse erzeugen. In diesem Fall sind die PAINT-Objekte als Berei-
che in der Silanschicht zu deuten, die zuféllig aus dicht aneinanderliegenden Alkylketten
der octyl-silanisierten Glasoberfliche bestehen (s. Abbildung 6.40 links). Bei der Interpre-
tation der PAINT-Objekte muss also im Vordergrund stehen, dass es sich um visualisierte
hydrophobe Bereiche handelt. Das bedeutet nicht, dass die nicht-fluoreszierenden Berei-
che im TIRF-M-Bild leer sind. An solchen relativ dunklen Stellen befindet sich mindestens
die Silanschicht, welche aufgrund des Silanisierungsprozesses und der Oberflachenrauigkeit
dort weniger dicht ausgebildet ist oder deren Alkylketten zuféllig so orientiert sind, dass
sie momentan keine ausreichend grofle, dichte und hydrophobe Umgebung fiir die Wech-
selwirkung mit Nilrot bieten.

Es liegt bei dieser Interpretation die Frage nahe, worin sich die PAINT-Objekte der rei-
nen Silanschicht von den PAINT-Objekten der PE10500- Adsorptionsschicht unterscheiden
und ob man zwischen diesen differenzieren kann. Bereits die Helligkeitsauswertung der
TIRF-M-Bilder zeigte, dass ab 10=7 M PE10500 die mittlere Pixelhelligkeit signifikant
gegeniiber der Pixelhelligkeit der reinen Silanoberfliche zunimmt. Durch die Adsorption
weniger PE10500-Monomere muss es also zu einer Ausbildung hydrophoberer Bereiche
kommen, als die der reinen Silanschicht. Die PAINT-Analyse zeigt zudem, dass die reine
Silanoberfliche einen besonders grofien mittleren PAINT-Objektradius von etwa 42 nm
aufweist (s. Tabelle 6.2), mindestens 20% grofler als in Anwesenheit von Tensid. Dies
ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass die Alkylketten der Silanschicht hydrophobe
Doménen ausbilden, in denen Nilrot fluoreszieren kann, welche aber rdumlich nicht stark
abgegrenzt zu ihrer Umgebung sind, die aus in andere Richtungen orientierten Alkylketten
besteht. Innerhalb der Messung konnen somit Fluoreszenzsignale aus raumlicher Nahe zur
hydrophoben Doméne zusétzlich zum PAINT-Objekt gezdhlt werden oder die hydrophobe
Doméne verlagert innerhalb der Messdauer ihre rdumliche Ausdehnung, was zur Verbreite-
rung der Trefferverteilung fithrt und so zu einem grofieren mittleren PAINT-Objektradius.
Gleichzeitig konnte in der PAINT-Analyse der Silanoberfliche ohne Adsorptionsschicht

keine Lokalisationsgenauigkeit von etwa 30 nm oder niedriger erzielt werden, da ansonsten
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zu wenige Treffer die PAINT-Filter passierten und zu wenige Lokalisationen fiir die Er-
zeugung eines PAINT-Bildes erhalten wurden. Das zeigt neben der Helligkeitsauswertung
der TIRF-M-Bilder, dass die Fluoreszenzereignisse von Nilrot in der Silanschicht weniger
hell sind als von Nilrot in der PE10500-Adsorptionsschicht und dass somit die hydro-
phoben Doménen der Alkylketten der Silanschicht weniger hydrophob sind als PE10500-
Aggregate. Bereits die Adsorption nur weniger PE10500-Monomere bewirkt also, dass sich
hydrophobere Doménen ausbilden als die Doménen in der Silanschicht selbst und dass die-
se hydrophoberen Doménen in der PAINT-Analyse aufgrund des Helligkeitsschwellwertes
starker beriicksichtigt werden, wihrend die weniger hellen Fluoreszenzereignisse der rei-
nen Silanschicht-Doménen umso weniger die PAINT-Filter passieren, je mehr PE10500
adsorbiert ist.

Daran schliefft sich die Frage an, wie wenige adsorbierte PE10500-Monomere eine hydro-
phobere Umgebung als die aneinandergeschmiegten Alkylketten der Silanschicht ausbil-
den kénnen. Die PAINT-Objekte ab 10~7 M PE10500 miissen als hydrophobe Domine
interpretiert werden, die sowohl aus den adsorbierten PE10500-Monomeren besteht, als
auch aus den Alkylketten der Silanschicht. Durch die Adsorption der PE10500-Monomere
auf den Alkylketten der silanisierten Oberfliche kénnten hydrophobe Bereiche entste-
hen, in denen die einzelnen Alkyl-Segmente der Oberfliche durch die Wechselwirkung mit
PE10500 weniger beweglich sind und somit eine begrenzte hydrophobe Doméne entsteht,
die ldnger Bestand hat und dichter gepackt ist. Dadurch ldsst sich der stirker hydro-
phobe Charakter im Vergleich zu den PAINT-Objekten der reinen Silanschicht erkléren.
Diese Interpretation bedeutet im Hinblick auf die Bewertung der PAINT-Objektradien,
dass diese nicht mit Aggregatradien gleichgesetzt werden kénnen. Welchen Anteil die ag-
gregierten, adsorbierten PE10500-Monomere an der gesamten hydrophoben Doméne des
PAINT-Objektes mit den Alkylketten der Silanschicht haben, kann nicht erfasst werden.
Nichtsdestotrotz kénnen anhand der PAINT-Objektradien erkenntnisreiche Riickschliisse
auf den Aufbau der hydrophoben Doménen gezogen werden.

Bei PE10500 Konzentrationen ab 10~7 M bis in den cmc-Bereich hinein (3,3-1073 M)
werden vergleichbar grole PAINT-Objektradien zwischen 30,1 und 34,7 nm erhalten bei
ahnlichen Lokalisationsgenauigkeiten (s. Tabelle 6.2). Gleichzeitig weist die mittlere Pi-
xelhelligkeit in TIRF-M-Bildern ab 10> M PE10500 bis in den cmc-Bereich vergleichbare
Werte auf, wohingegen die hellsten Pixel eines Bildes mit zunehmender Tensidkonzentra-
tion heller werden (vgl. Abschnitt 6.4.3). Daraus ldsst sich fiir den Adsorptionsprozess
schlussfolgern, dass die Art der Anlagerung von PE10500-Molekiilen an der silanisier-
ten Oberfliche bis in den cmc-Bereich hinein vergleichbar erfolgt, die Hydrophobie der
gebildeten Doménen jedoch stellenweise zunimmt (s. Abbildung 6.40). Fiir die Interpreta-
tion der PAINT-Objekte bedeutet dies, dass sie in wenigen Pixelflichen mit zunehmender

Tensidkonzentration aus einem grofieren Anteil an PE10500-Molekiilen bestehen. Insge-
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Abbildung 6.40: Schematisches Adsorptionsmodell von PE10500 an hydrophobiertem Glas
fir Tensidkonzentrationen bis in den cmc-Bereich. Nilrot kann auch mit hydrophoben
Doménen bestehend aus Alkylketten der Silanschicht wechselwirken (links). Deutlich
unterhalb der cmc ab 107 M PE10500 adsorbieren einzelne Monomere, bzw. kleine,
separate Aggregate (mittig) in Wechselwirkung mit den Alkylketten der Silanschicht.
Mit zunehmender PE10500-Konzentration verdichten sich die Aggregate der Adsorpti-
onsschicht und werden stellenweise hydrophober (rechts). Farbcode ABA-Blockpolymer:
PEO37PPO5PEO37.

samt jedoch werden zunichst mehr Adsorptionspléatze belegt, d.h. es entstehen auch mehr
PAINT-Objekte (vgl. auch Abschnitt 6.4.4.5). Dies spricht fiir eine Verdichtung der Ober-
fliche mit kleinen Aggregaten und stellenweise ausgebildeten grofleren bzw. dichteren Ag-
gregaten.

Oberhalb der cme konnte der Helligkeitsschwellwert in der PAINT-Analyse nicht so niedrig
gesetzt werden, um eine mit Auswertungen anderer Tensidkonzentrationen vergleichbare
Lokalisationsgenauigkeit zu erhalten, da ansonsten viele Tausend PAINT-Objekte erhalten
wurden, welche nicht manuell mit der Trefferdichte-Analyse ausgewertet werden konnten
(vgl. auch Abschnitt 6.4.4.5). Der mittlere PAINT-Objektradius liegt mit 27,1 nm leicht
unterhalb der Radien niedrigerer Konzentrationen mit entsprechend geringerer Lokalisati-
onsgenauigkeit von 21,3 nm. Es zeigt sich oberhalb der cmc eindeutig eine Verdnderung in
der Adsorptionsschicht, in der deutlich mehr PAINT-Objekte gefunden werden (vgl. auch
Abschnitt 6.4.4.5), die insgesamt heller, d.h. hydrophober, sind. Dies kann zum einen fiir
eine wie von Liu et al. in AFM-Bildern beobachtete durchgehende gleichméflige Adsorpti-
onsschicht sprechen [42], in der es stellenweise zur Ausbildung von PAINT-Objekten, d.h.
mit Nilrot wechselwirkenden hydrophoben Doménen, kommt (s. Abbildung 6.41). Dunkle
Stellen in TIRF-M-Bildern wiirden hier bedeuten, dass dennoch PE10500 adsorbiert ist,
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Abbildung 6.41: Schematisches Adsorptionsmodell von PE10500 an hydrophobiertem Glas
fiir Tensidkonzentrationen oberhalb der cmec. a) Fluoreszenz von Nilrot, welches mit einem
PAINT-Objekt bestehend aus adsorbiertem PE10500 und Alkylketten der Silanschicht
wechselwirkt. b) Weitgehend durchgehende Adsorptionsschicht, welche jedoch nicht iiberall
dicht gepackte, permanente hydrophobe Doménen ausbildet. ¢) Oberhalb der cmc ist eine
stellenweise Adsorption von Mizellen auf der Adsorptionsschicht von PE10500 denkbar.
Farbcode ABA-Blockpolymer: PEO3;PPO55PEO37.

a)

welches - moglicherweise bedingt durch eine Limitierung der Farbstoffkonzentration in der
Oberflachenschicht - nicht mit Nilrot wechselwirkt. Denkbar ist aber auch, dass zusétz-
lich zur ausgebildeten Adsorptionsschicht Mizellen aus der Losung adsorbieren, welche
hydrophober als die aus adsorbierten PE10500-Molekiilen und der Silanschicht gebildeten
hydrophoben Doménen sind. Aufgrund der Adsorption von Mizellen auf bereits angela-
gerten PE10500-Molekiilen entsprechen ihre PAINT-Objektradien nicht den Mizellgréfien
in Losung, da der Farbstoff nicht nur mit der Mizelle, sondern auch mit der darunterlie-
genden PE10500-Schicht wechselwirken kann.

Dass durchschnittliche PAINT-Objektradien ermittelt wurden, die vergleichbar sind mit
dem von Sharonov und Hochstrasser [27] sowie in dieser Arbeit gefundenen PAINT-
Objektradius von 27 nm von Lipidvesikeln auf Glas, muss dem Zufall geschuldet sein.
In Abschnitt 6.2 werden die moglichen Ursachen fiir eine Abweichung um ca. 60% von
dem mittels DLS gefundenen Radius der Lipidvesikel von 70-75 nm erldutert, darunter
die Mittelung der Nilrotpositionen innerhalb einer Belichtungszeit, die zur Gewichtung
der Lokalisation mit der Aufenthaltswahrscheinlichkeit in der hydrophoben Doméne fithrt
sowie die Unterrepréasentation grofler hydrophober Doménen der Lipidvesikel-Auswertung
aufgrund zu geringer Anzahl an Lokalisation fiir eine Gruppierung zum PAINT-Objekt.
Dass auch in der PAINT-Analyse von Nilrot in PE10500- Adsorptionsschichten die PAINT-
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Objektradien zu klein geschétzt werden im Vergleich zum realen Radius der hydrophoben
Doménen ist unwahrscheinlich, da sich der tatséchliche Radius von Lipidvesikeln (70-
75 nm) und PE10500-Mizellen in Lésung (9 nm aus DLS und FCS, s. Abschnitt 5.3.1/ 4.4),
der als grobe Richtgrofle fiir Objektgréfien von PE10500-Aggregaten in der Adsorptions-
schicht herangezogen werden kann, sehr voneinander unterscheidet und somit auch der
Einfluss genannter Faktoren auf PAINT-Objektradien unterschiedlich stark ausfallen muss.
Somit ist von einem zuféllig &hnlichen PAINT-Objektradius der Lipidvesikel und PE10500-
Adsorptionsaggregate auszugehen. Wahrscheinlicher als eine Unterschidtzung einer realen
Grofle hydrophober Doménen in der PE10500-Adsorptionsschicht ist, dass die PAINT-
Objektradien anndhernd die reale Gréfle der hydrophoben Doménen widerspiegeln oder
aufgrund zu geringer Helligkeit und damit verbundenen verbreiterten Lokalisationsvertei-
lungen eine iiberschétzte Grofie darstellen.

Konkret liegen die mittleren PAINT-Objektradien zwischen 27 und 35 nm (Durchmesser
zwischen 53 und 68 nm) bei verschiedenen PE10500-Konzentrationen. Hezaveh hat in ih-
rer Dissertation fiir PEO- und PPO-Segmente verschiedener Blockldnge die Ausdehnung
(end-to-end) in Wasser bzw. ausgestreckt (sog. Konturlédnge) simuliert. [87] Fiir PE10500
kann anhand ihrer Ergebnisse eine Monomerausdehnung in Wasser von 10,0 nm bzw.
ausgestreckt von 32,6 nm abgeschitzt werden. Bei einem Vergleich mit Aggregatradien
sollte die halbierte Monomerausdehnung herangezogen werden. Der Radius von Mizellen
in Losung wurde in dieser Arbeit und iibereinstimmend mit publizierten Werten mittels
DLS und FCS zu 9 nm bestimmt. Die mittleren PAINT-Objektradien betragen also das
Doppelte einer halbierten PE10500-Monomer-Konturldnge bzw. das Dreifache eines Mi-
zellradius. Dieser Grofienvergleich unterstiitzt die Interpretation der PAINT-Objekte als
zusammengesetzte hydrophobe Doméne aus PE10500-Aggregat und zusétzlich Alkylket-
ten der Silanschicht anstelle einer Interpretation als reine Tensidaggregate.

Nachdem anhand der PAINT-Objektradien die bereits durch Adsorptionsisotherme und
AFM abgeleiteten Erkenntnisse zum Adsorptionsprozess und Aufbau der Adsorptions-
schicht bestétigt und detaillierter dargestellt werden konnten, soll im Folgenden auf wei-
tere Details der PAINT-Analyse eingegangen werden. In dem beispielhaft fiir 7,5:1073 M
PE10500 auf octyl-silanisiertem Glas gezeigten Groéflenhistogramm in Abbildung 6.39
reichten die ermittelten Radien von etwa 10 nm bis 60 nm. Das Gréfenhistogramm kann
mit einer asymmetrischen Gaufikurve angepasst werden, wobei mehr PAINT-Objekte mit
groBeren Radien gefunden wurden. Dies liegt, wie bereits bei der Untersuchung von Li-
pidvesikeln an Glas beschrieben, an den Auswahlkriterien der PAINT-Analyse. So wie zu
weite Trefferverteilungen aussortiert wurden, da nicht gewéhrleistet werden kann, dass es
sich tatsdchlich um Tensidaggregate handelt, wurden auch sehr enge Trefferansammlun-
gen aussortiert. Ein PAINT-Objekt mit einem Radius von 13 nm liegt in der Groéfien-

ordnung der Lokalisationsgenauigkeit und kénnte somit theoretisch auch von einer Ver-
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unreinigung stammen. Die im vorliegenden Groéflenhistogramm unterreprésentierten sehr
kleinen PAINT-Objektradien kénnen also einem strengeren Auswahlverfahren der PAINT-
Objekte zugeschrieben werden. Die PAINT-Bedingungen erméglichen die hochauflésende
Visualisierung von PAINT-Objekten mit Radien der Grofie der Lokalisationsgenauigkeit
von 13 nm bis etwa 60 nm. Wie bereits die Untersuchungen der Lipidvesikel zeigten,
kénnen {iber groBere und kleinere PAINT-Objekte mit den verwendeten Methoden keine
verlédsslichen Aussagen zur Grofle gemacht werden.

Da TIRF-M-Bilder mit 7,5-1073 M PE10500 eine gréfiere mittlere und maximale Pixel-
helligkeit aufweisen als Messungen von PE10500 niedrigerer Konzentrationen, wurde zur
besseren Vergleichbarkeit der Gréflenauswertungen in Tabelle 6.2 ebenfalls eine PAINT-
Analyse mit niedrigerem Schwellwert als fiir das Groflenhistogramm in Abbildung 6.39
durchgefiihrt. Diese ergab eine Lokalisationsgenauigkeit von 21,3 nm und einen mittleren
PAINT-Objektradius von 27,4 nm, 13% grofer als in der Auswertung zu Abbildung 6.39.
Dies zeigt nochmals, wie sensibel die PAINT-Analyse auf den eingestellten Helligkeits-
schwellwert reagiert.

Die Auswertung zeigt, dass sich die PAINT-Methode weniger zur exakten Groflienbestim-
mung von reinen PE10500-Tensidaggregaten an hydrophober Oberfliche eignet, da sich
deren hydrophoben Doménen nicht von denen der Silanschicht abgrenzen. Durch die am
PAINT-Objekt anteiligen Oberflaichensegmente ist der Einfluss der Alkylketten der Ober-
fliche auf die Lokalisationen eines PAINT-Objektes unbekannt. Auch die Vergleichbarkeit
der PAINT-Objektradien von PE10500 verschiedener Konzentration ist nur bedingt ge-
geben, da die Fluoreszenzereignisse bei unterschiedlichen PE10500-Konzentrationen, wie
die Auswertung der mittleren und maximalen Pixelhelligkeit ergeben, verschieden hell
sind, sodass derselbe Helligkeitsschwellwert in PAINT-Analysen verschiedener Adsorp-
tionsschichten zur Erzeugung von PAINT-Objekten fiihrt, die jeweils verschiedene, ein-
geschriankt vergleichbare Fluoreszenzereignisse des Messausschnittes widerspiegeln. Um-
so mehr zeigt sich die Stdrke der PAINT-Analyse darin, den Aufbau einer Adsorptions-
schicht aufzukldren, wobei die Wechselwirkung mit der Oberfliche beriicksichtigt werden
kann. Die PAINT-Methode eignet sich dazu, eine Adsorptionsschicht anhand ihrer chemi-
schen Eigenschaften wie Hydrophobie bzw. Packungsdichte zu untersuchen, insbesondere
im Hinblick auf lokale Heterogenitdten anstatt iber die gesamte Oberfliche zu mitteln.
Wiéhrend die TIRF-mikroskopischen Bilder alleine nur Fluoreszenzereignisse von Nilrot
in einer PE10500-Adsorptionsschicht an silanisierter Oberfliche zeigen, ermdglichen die
erzeugten hochaufgelosten PAINT-Bilder und deren Auswertung eine weitergehende Aus-

sage liber die Wechselwirkung von Molekiilen und Oberflachen.
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Abbildung 6.42: Untersuchung der Aggregat-Beweglichkeit vierer beispielhaft ausgesuch-
ter Objekte mittels MSD (mean square displacement). Die PAINT-Objekte zeigen keine
Bewegung im Rahmen der Messdauer bzw. der Belichtungszeit (50 ms).

6.4.4.4 PAINT-Objekte: Mean-Square-Displacement (MSD) zur Analyse der
Beweglichkeit

Um zu tiberpriifen, ob die PAINT-Objekte wahrend der Messung an einer festen Position
bleiben oder sich - allgemein oder vereinzelt - um einen Punkt herum oder in eine be-
stimmte Richtung bewegen, wurden die PAINT-Lokalisationen mittels MSD-Auswertung
in ein Verhéltnis zueinander gesetzt. Ziel war es, genauere Aussagen iiber den Aufbau der
Aggregate treffen zu kdnnen. Die Adsorption ganzer Mizellen aus der Losung an der Ober-
flache beispielsweise konnte eher eine Bewegung der Tensidstrukturen an der Oberflédche
ermoglichen als ein direkt an der Oberfliche gebildetes Aggregat aus Monomeren.

Bei der Mean-Square-Displacement (MSD)-Analyse wird jede Lokalisation in Bezug zur
ersten in der gesamten Messung detektierten Lokalisation gesetzt. Bei einer kontinuierli-
chen, normalen Diffusion in einer 2D-Ebene sollte ein linearer Zusammenhang zwischen
MSD und fortlaufender Zeit bestehen. Bei Superdiffusion sollte das MSD proportional sein
zur verstrichenen Zeit potenziert mit einem Exponenten grofler als 1 und bei Subdiffusion
sollte es proportional zur Zeit potenziert mit einem Exponenten kleiner als 1 sein.

Tatséchlich zeigen alle MSD-Auswertungen relativ konstante Werte, die keine Abhéngig-
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keit von der Zeit aufweisen und in einem bestimmten Bereich schwanken. Eine beispielhafte
Auswertung fiir vier Aggregate von 7,5-1073 M PE10500 auf octyl-silanisiertem Glas, die
unter Standardbedingungen aufgenommen wurden, ist in Abbildung 6.42 gezeigt. Je weiter
gestreut die PAINT-Lokalisationen liegen, umso hoher ist der MSD-Wertelevel. Die Gra-
phen legen am ehesten die Interpretation einer Subdiffusion nahe. Allerdings ist in keiner
Auswertung ein Anstieg des MSD ausgehend von Null zu erkennen. Dies spricht dafiir, dass
es tatsiachlich keine weitlaufige Bewegung der Aggregate gibt. Nicht auszuschlielen ist al-
lerdings eine Bewegung der Aggregate bzw. eine Verdnderung der hydrophoben Doméne
auf einer sehr kleinen Fldche im sub-Pixel-Bereich. Dass die mittels PAINT-Analyse tiber
die o-Werte definierten Radien gréfler sind als die mittels DLS bzw. FCS gefundenen
Mizellen-Radien in Losung, kénnte auf eine Bewegung mobiler Aggregate an der Ober-
fliche um eine Ankerposition herum zuriickgefithrt werden oder ein Hinweis darauf sein,
dass die Aggregate anders geformt sind als Mizellen in Losung,.

Um einen Anstieg des MSD-Wertes von Null auf den Wertelevel moglicherweise aufzulosen,
wurden die Aggregate von 7,5-1072 M PE10500 auf octyl-silanisiertem Glas mit kiirzerer
Belichtungszeit aufgenommen. Anstatt 50 ms/fr wurden die Bilder mit 8 ms/fr belichtet.
Dazu musste die Laserleistung um den Faktor 3 erhoht werden. Eine geringere Belich-
tungszeit war aufgrund von starkem Farbstoffbleichen neben den technischen Méglichkei-
ten nicht umsetzbar. Eine beispielhafte Auswertung entsprechender PAINT-Objekte ist in
Abbildung 6.43 gezeigt. Auch hier ist in den MSD-Graphen kein Anstieg zu erkennen, der
eine Subdiffusion belegen wiirde.

Aufgrund der Genauigkeit der Methoden kann somit eine Bewegung mit einer Reichweite
bis etwa 10 nm weder bestétigt noch ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse zeigen jedoch
deutlich, dass es keine gerichteten oder weitldufigen Bewegungen der fluoreszenten Ob-
jekte gibt. Dies spricht gegen die Interpretation der PAINT-Objekte als aus der Losung
adsorbierter Mizellen, welche sich frei an der Oberfliche bewegen kénnen. Die Ergebnis-
se schlielen allerdings nicht aus, dass sich oberhalb der cmc Mizellen an der Oberfldche
anlagern und an einer definierten Position bleiben oder sich um einige Nanometer um ei-
ne Ankerposition herum bewegen. Die Schlussfolgerungen von Adsorptionsisotherme und
TTRF-Mikroskopie, die einen Aufbau von Aggregaten an der Oberflache aus Monomeren
nahe legen und lediglich deutlich oberhalb der cmc hellere hydrophobe Doménen zeigen,
passen somit zu den hier vorliegenden Ergebnissen der MSD-Auswertung.

Zuletzt soll darauf hingewiesen werden, dass der MSD-Wertelevel eine alternative Moglich-
keit zur Grofleninterpretation der PAINT-Objekte bietet. Die Definition des o-Wertes der
2D-GauBanpassung an die Lokalisationsdichte von PAINT-Lokalisationen als Radius ei-
nes fluoreszenten Objektes ist relativ willkiirlich und wurde zur besseren Vergleichbarkeit
von Sharonov und Hochstrasser tibernommen. [27] Dabei geht jede PAINT-Lokalisation

gleichwertig in die 2D-Gaulanpassung und damit in die Groéflenauswertung ein. Anhand
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Abbildung 6.43: Untersuchung der Aggregat-Beweglichkeit dreier beispielhaft ausgesuchter
Objekte mittels MSD (mean square displacement) mit verkiirzter Belichtungszeit. Auch
bei Verkiirzung der Belichtungszeit zeigen die PAINT-Objekte keine Bewegung im Rahmen
der Messdauer bzw. der Belichtungszeit (8 ms, 30 mW Laserleistung).

der mittleren quadratischen Verschiebung (MSD) kann durch Wurzelziehen zudem die
mittlere Strecke berechnet werden, die zwischen zwei PAINT-Lokalisationen des fluores-
zenten Objektes liegt. Fiir die vier beispielhaften Objekte aus Abbildung 6.42 ist dieser
mittlere Abstand als ryisp berechnet und mit dem Radius der 2D-Gauflanpassung rgaus
verglichen worden (s. Tabelle 6.3). Diese alternative Interpretation des durchschnittlichen
Abstands zweier Fluoreszenz-Lokalisationen in einem PAINT-Objekt als Objektradius lie-
fert kleinere Objektgroflen. Grund hierfiir ist, dass die zentral liegenden Lokalisationen
starker gewichtet werden als weit auflerhalb liegende. Denn ein MSD-Wert ergibt sich aus
dem Abstand einer jeden Fluoreszenz-Lokalisation zu der ersten detektierten. Diese liegt
mit einer groflen Wahrscheinlichkeit zentral und nicht am Rand des Objektes. Beispiel-
haft wird dies an der MSD-Auswertung von Objekt d aus Abbildung 6.42 im absoluten
Haufigkeitshistogramm der MSD-Abstédnde in verschiedenen Intervallen in Abbildung 6.44
verdeutlicht. Ein niedriger MSD-Wert (Abstand der Lokalisation zur ersten detektierten)
wird da haufiger gefunden als ein grofler MSD-Wert. So entsteht eine Gewichtung des rysp
mit der Auffindwahrscheinlichkeit des Fluoreszenz-Signals.

Ein Vorteil dieser alternativen Gréflendefinition ist, dass die zentral gelegenen Lokalisa-

tionen starker gewertet in die Groflenbestimmung eingehen als Lokalisationen am Rand
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Tabelle 6.3: Vergleich der Radien der vier PAINT-Objekte aus Abbildung 6.42, die mit-
tels MSD bzw. mittels 2D-GauBanpassung und Standardabweichung (o-Wert) erhalten
wurden.

Objekt | rvsp | TGaus

a 21 nm | 28 nm
b 19 nm | 22 nm
c 12 nm | 15 nm
d 10 nm | 12 nm

100

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

Absolute Haufigkeit der gefundenen <r?> im Intervall

Intervall <r>> [px?]

Abbildung 6.44: Hé&ufigkeitshistogramm der absoluten H&ufigkeiten von mittleren Ver-
schiebungsquadraten < 72 > in definierten Intervallen in Schritten von 0,01 px? der
MSD-Analyse von Objekt d aus Abbildung 6.42. Oberhalb von 0,7 px? wurden nur 3
MSD-Abstédnde gefunden.

des PAINT-Objektes, wodurch eine verlédsslichere Aussage iiber die Grofie des hydropho-
ben Aggregatkerns gemacht werden kann. Hier liegt das Adsorptionsmodell zugrunde, bei
dem es einen hydrophoberen Kern hauptsidchlich bestehend aus PPO-Ketten mit einer
Korona aus {iberwiegend PEO-Ketten gibt. Fluoreszenzsignale von Nilrot-Molekiilen, die
sich zufillig in der dufleren PEO-Korona befinden, wiirden somit als Lokalisationen am
Rand des PAINT-Objektes fiir die Groflienauswertung weniger ins Gewicht fallen. An-
dererseits sollte diese alternativen Gréfiendefinition mit Vorsicht behandelt werden, wenn
man annimmt, dass Nilrotmolekiile nicht nur durch die aus den hydrophoben PPO-Ketten
erzeugten Bereichen im Aggregat, sondern auch teilweise durch PEO-Bereiche bzw. PEO-
PPO-Mischbereiche diffundieren kénnen.

Da keines der zugrunde gelegten Adsorptionsmodelle géinzlich ausgeschlossen werden kann,

ist die Groflendefinition nach der 2D-GauBanpassung nach Sharonov und Hochstrasser die
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Mittlere Anzahl an PAINT-Objekten pro Messflache

Abbildung 6.45: Mittlere Anzahl der mittels PAINT-Methode identifizierten PE10500-
Objekte pro Messausschnitt auf octyl-silanisiertem Glas in Abhéngigkeit der eingesetzten
Tensidkonzentration, mit Standardfehler. Der cmc-Bereich wird in grau angezeigt.

allgemeinere, alle Adsorptionsmodelle beriicksichtigende und daher hier bevorzugte Vari-

ante zur Groflenauswertung.

6.4.4.5 PAINT-Objekte: Anzahl der PAINT-Objekte pro Messausschnitt

Die durchschnittliche Anzahl an PAINT-Objekten je ausgewertetem Messauschnitt fiir
PE10500 unterschiedlicher Konzentration auf octyl-silanisiertem Glas ist in Abbildung 6.45
dargestellt. Fiir die Mittelwertbildung und Berechnung der Standardabweichung wurden
mindestens 4 PAINT-Analysen zugrunde gelegt. Die einzelnen Werte der ausgewéhlten
Messungen sind in Abbildung 6.46 gezeigt. Bei der PAINT-Analyse wurde zur Gewéahr-
leistung der Vergleichbarkeit der Messungen bei unterschiedlichen Tensidkonzentrationen,
welche die Verfiigbarkeit an freiem Nilrot an der Oberfliche beeinflussen und damit die
PAINT-Bedingungen, auf eine vergleichbare anhand der Helligkeit der Detektionen und
Giite der Gauflanpassung berechnete Lokalisationsgenauigkeit nach Mortensen ausgewer-
tet (s. Formel 2.6).
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Abbildung 6.46: Absolute Anzahl der mittels PAINT-Methode identifizierten PE10500-
Objekte pro Messausschnitt auf octyl-silanisiertem Glas in Abhéngigkeit der eingesetzten
Tensidkonzentration. Der cmc-Bereich wird in grau angezeigt.

Fiir Tensidkonzentrationen unterhalb des cmc-Bereichs steigt die durchschnittliche An-
zahl an PAINT-Objekten erwartungsgeméafl mit zunehmender Tensidkonzentration. Glei-
chermaflen steigt die Streuung der Anzahl an PAINT-Objekten: wihrend fiir 1.1077 M
PE10500 die Spannweite der Anzahl an PAINT-Objekten 17 betrigt, liegt sie fiir 2-10~* M
PE10500 bei 202. Die Anzahl der PAINT-Objekte bei der Konzentration 1-10~7 M PE10500
liegt dabei deutlich unterhalb derer von den hoéheren untersuchten Konzentrationen. Die
Ergebnisse stimmen hier mit den Ergebnissen der Adsorptionsisothermen iiberein (s. Ab-
schnitt 5.3.2.2). Bereits bei einer Gleichgewichtskonzentration von 1-10~7 M PE10500
konnte in der Adsorptionsisothermen eine beginnende Adsorption von PE10500 an der si-
lanisierten Oberflache nachgewiesen werden, die bei héheren Tensidkonzentrationen deut-
licher ausgeprigt war.

Fir PE10500-Konzentrationen im unteren cmc-Bereich &hnelt die mittlere Anzahl an
PAINT-Objekten sehr den Werten unterhalb des cmc-Bereichs. Erst im oberen cmec-
Bereich liegt die mittlere Anzahl an PAINT-Objekten bei deutlich htheren Werten. Fiir

Tensidkonzentrationen deutlich oberhalb des cmc-Bereichs steigt die mittlere Anzahl an
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PAINT-Objekten noch drastischer an. Fiir 7,5-1072 M PE10500 liegt ihre Spannweite bei
1683, mit einer maximalen Anzahl an PAINT-Objekten einer Messung von 1747. Die Aus-
wertung von Messungen mit 3-1072 M PE10500 ergaben, dass die mittlere Anzahl an
PAINT-Objekten vergleichbar mit denen unterhalb von 1-10~°> M PE10500 ist.

Bei Tensidkonzentrationen unterhalb des cme-Bereichs steigt die mittlere Anzahl an PAINT-
Objekten erwartungsgeméafl mit der Tensidkonzentration an, da durch die erhéhte Anzahl
an PE10500-Molekiilen in Losung mehr hydrophobe Doménen durch Adsorption an der
silanisierten Oberfldche entstehen.

Der deutliche Anstieg der mittleren Anzahl an PAINT-Objekten ab dem oberen cmec-
Bereich ist auf eine erhéhte Anzahl von hydrophoben Doménen zuriickzufiihren, welche die
PAINT-Kriterien erfiillen. Wie bereits im Abschnitt 6.4.4.1 dargelegt, ist bei 7,5-1072 M
PE10500 beispielsweise das Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnis aufgrund des dunkleren Hin-
tergrundsignals giinstiger, um die PAINT-Filter zu passieren. Dies erklart zwar die grofere
mittlere Anzahl an PAINT-Objekten, jedoch nicht, dass nur ein Drittel der Messungen eine
sehr hohe PAINT-Objekt-Anzahl von iiber 400 aufweist, wogegen zwei Drittel eine Anzahl
aufweisen, die mit Messungen unterhalb der cmc vergleichbar sind (s. Abbildung 6.46).
Bei 15-1073 M PE10500 wurde nur noch eine sehr groe Anzahl an PAINT-Objekten von
iiber 400 gefunden. Diese Messungen mit einer sehr hohen Anzahl an PAINT-Objekten bei
15-10~3 M PE10500 kénnten fiir einen Einfluss der Mizellen aus der Lésung auf die Tensid-
strukturen an der Oberfliche sprechen. Demnach scheint das Vorhandensein von Mizellen
in Losung ab dem cmc-Bereich nicht direkt zu einer drastischen Beeinflussung des Ad-
sorptionsprozesses von PE10500 an octyl-silanisiertem Glas zu fithren. Die Konzentration
7,5-1073 M PE10500 scheint eine Konzentration widerzuspiegeln, ab der sich die Adsorpti-
onsschicht verdndert. Bei diesen Tensidkonzentrationen deutlich oberhalb der cmc kénnten
moglicherweise stellenweise Mizellen am Adsorptionsprozess an der Oberflache teilnehmen
und so die Anzahl an PAINT-Objekten in manchen Messflichen erhéhen.

Anhand der Ergebnisse lédsst sich der bereits anhand von Adsorptionsisotherme und TIRF-
mikroskopischen Messungen abgeleitete Adsorptionsprozess bestitigen, dass bereits bei
einer PE10500-Konzentration von 1-1077 M hydrophobe Doméinen an der silanisierten
Glasoberflache entstehen, welche die PAINT-Kriterien erfiillen. Da in derart niedrig kon-
zentrierten PE10500-Lésungen keine Mizellen vorliegen und an nicht-silanisierten Glaso-
berflichen keine Fluoreszenzsignale gefunden wurden, handelt es sich bei den hydrophoben
Doménen um Aggregate, die sich an der Oberfliche durch Wechselwirkung mit den Alkyl-
ketten der Silanschicht aus Monomeren und kleinen Aggregaten in Losung gebildet haben.
Mit Erhohung der Tensidkonzentration bis in den unteren cmec-Bereich nimmt die Anzahl
an PAINT-Objekten pro Messausschnitt und somit die Anzahl hydrophober Doménen
kontinuierlich zu. Oberhalb des cmc-Bereichs wurden neben diesem Level einer hohen An-

zahl von PAINT-Objekten einige Messungen aufgenommen, die von diesem Level sehr
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Abbildung 6.47: Verteilungshistogramm der absoluten Anzahl an PAINT-Objekten je
Intervall der Beobachtungsdauer fiir lediglich vollstandige Fluoreszenzsignalspuren (ge-
streift) bzw. alle Spuren (grau) von 7,5-10~2 M PE10500 auf silanisiertem Glas.

stark nach oben abweichen, bzw. bei 15-1072 M PE10500 wurden nur noch Messflichen
mit sehr vielen PAINT-Objekten gefunden. Dies deutet darauf hin, dass oberhalb des cmc-
Bereichs Mizellen die Tensidstrukturen an der Oberfliche bzgl. Anzahl und Helligkeit (vgl.

Abschnitt 6.4.3.2) beeinflussen, indem sie beispielsweise selbst adsorbieren.

6.4.4.6 Beobachtungsdauer als Ma#f fiir Lebensdauern und Wechselwirkungen

Die Fluoreszenzsignal-Spur enthélt zeitliche Informationen iiber die beobachteten hy-
drophoben Doménen. Die Fluoreszenzsignal-Spur setzt sich aus allen im ROI befindli-
chen Fluoreszenzsignalen zusammen, die den PAINT-Filter beziiglich Helligkeit (Schwell-
wert) und Ausdehnung passiert haben. Aus der Belichtungszeit eines Bildes und der
Fluoreszenzsignal-Spur bestehend aus einer bestimmten Anzahl an Bildern kann die ge-
samte Beobachtungsdauer des fluoreszenten Objektes bestimmt werden.

In diesem Zusammenhang wird explizit von der Beobachtungsdauer des Objektes gespro-
chen und nicht von seiner Lebensdauer, da im Allgemeinen zwei Aspekte zur Detektion

einer Fluoreszenzsignal-Spur fiihren bzw. ihre endliche Lange beeinflussen. Erstens hat der



190 KAPITEL 6. TIRF-M UND PAINT AN OBERFLACHEN

Fluoreszenzfarbstoff Nilrot selbst eine charakteristische Aufenthaltsdauer in hydrophoben
Doménen, ein Verteilungsgleichgewicht zwischen verschiedenen méglichen Aufenthaltsor-
ten (s. Abbildung 6.32) und kann unter Umsténden auch geblichen werden (s. Abbil-
dung 6.4 und Abschnitt 6.3.1.2). Zweitens kénnen die hydrophoben Doménen auch durch
Brown’sche Kettenbewegung der Segmente von Silanschicht und Tensidmolekiilen zeitli-
chen Verdnderungen unterworfen sein, d.h. sich verkleinern oder vergréfiern. Wenn eine
Fluoreszenzsignal-Spur endet, kann die Ursache hierfiir also die mangelnde Verfiigbarkeit
des Farbstoffes in direkter Umgebung sein oder die Verringerung der Hydrophobie der
hydrophoben Doméne durch Umstrukturierung der Adsorptionsschicht.
Aus den Beobachtungsdauern aller ausgewerteten PAINT-Objekte von mindestens zwei
TIRF-M-Messungen einer Priaparation konnten Histogramme erstellt werden (s. Abbil-
dung 6.47), die die Verteilung der Anzahl an PAINT-Objekten mit einer Beobachtungs-
zeit, d.h. Fluoreszenz-Spurlidnge, in einem bestimmten Langenintervall darstellen. Dazu
wurden zeitliche Intervalle der Beobachtungsdauern von 5 s (100 Bildern) gewéhlt und die
Anzahl der PAINT-Objekte mit entsprechender Beobachtungsdauer ermittelt. Die Auftra-
gung dieser absoluten Anzahl an PAINT-Objekten je Intervall zeigte bei allen Messungen,
dass die meisten PAINT-Objekte eine eher kurze Beobachtungsdauer haben und ldngere
Beobachtungsdauern seltener vorkommen, deutlich sichtbar durch die Lage des Maximums
der Verteilung (meist) im kleinsten Intervall, wie beispielhaft das Histogramm der ausge-
werteten PAINT-Objekte von Nilrot in 7,5-1072 M PE10500 in Abbildung 6.47 zeigt.
Ahnlich wie im Verteilungshistogramm der PAINT-Objektgrofien (s. Abbildung 6.38) er-
wartet man beziiglich der Beobachtungsdauern ein normalverteiltes Histogramm mit einem
Maximum bei der mittleren Beobachtungsdauer und geringeren Anzahlen zu gréfleren bzw.
kleineren Beobachtungsdauern. Das in Abbildung 6.47 gezeigte Verteilungshistogramm
stellt deshalb vermutlich nur einen sehr kleinen Ausschnitt der tatsdchlichen Verteilung
der Beobachtungsdauern dar. Es ist wahrscheinlich, dass Abbildung 6.47 ausschnittsweise
den duflersten rechtsseitigen Bereich eines Gauf3-dhnlichen Verteilungshistogramms, wo-
bei der GroBteil der Verteilung unterhalb der Auflésungsgrenze von 2,5 s liegt. Uber die
Lage des Maximums und somit die durchschnittliche Dauer der Fluoreszenz der PAINT-
Objekte ldsst sich somit keine Aussage treffen. Da fiir die PAINT-Analyse mindestens 50
Bilder ausgewertet werden mussten, um eine Ansammlung an Treffern als Objekt werten
zu kénnen, wird mess- und auswertungsbedingt eine Untergrenze der zeitlichen Auflésung
von 2,5 s erzeugt. Die manuelle Auswertung einzelner Farbstofftrajektorien in CTAB-
Adsorptionsschichten an Glas, welche eine maximale Beobachtungsdauer von 600 ms in
Flachen der Gréfle weniger Pixel zeigten, bekréftigen die Vermutung, dass die durchschnitt-
liche Beobachtungszeit von Fluoreszenzereignissen in einer PE10500-Adsorptionsschicht
kiirzer als 2,5 s betragt (vgl. Abschnitt 6.3.1.2).

Diese Interpretation stiitzen auch die Verteilungshistogramme der Messungen anderer
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Abbildung 6.48: Verteilungshistogramme der absoluten Anzahlen an PAINT-Objekten je
Intervall der Beobachtungsdauer fiir alle Fluoreszenzsignal-Spuren von PE10500 im Ver-
gleich zu Messungen der silanisierten Oberfliche ohne bzw. mit Nilrot (NR) als Linien-
anstatt Balkendiagrammen.

PE10500-Konzentrationen bzw. der Silanoberfliche mit und ohne Nilrotlosung (s. Ab-
bildung 6.48), welche allesamt eine zu niedrigen Beobachtungsdauern hohe Anzahl an
PAINT-Objekten aufweisen, die bei grofieren Beobachtungsdauern geringer ausfallen. Der
Ubersichtlichkeit halber sind die Verteilungshistogramme als Liniendiagramme und nicht
wie in Abbildung 6.47 als Sdulendiagramme dargestellt. Ein Vergleich der Verteilungshi-
stogramme in Abbildung 6.48 ist schwierig, da jeweils unterschiedlich viele PAINT-Objekte
gefunden wurden und somit die absoluten Anzahlen im ersten Intervall stark variieren. Fiir
eine bessere Vergleichbarkeit wurden die Verteilungshistogramme auf die héchste gefunde-
ne Anzahl an PAINT-Objekten aller Intervalle normiert (s. Abbildung 6.49 und 6.50). Die-
se normierten Verteilungshistogramme zeigen deutlich, dass alle Verteilungen im Rahmen
der Genauigkeit der Auswertung gleich sind. Es ist unwahrscheinlich, dass die von Verun-
reinigungen im Silanisierungsprozess stammenden Fluoreszenzereignisse am silanisierten
Glas zufillig dieselbe Beobachtungsdauer aufweisen wie Fluoreszenzsignale von Nilrot in

hydrophoben Doménen der Silanschicht bzw. Tensidaggregaten. Erklarbar ist dieselbe re-
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Abbildung 6.49: Verteilungshistogramme der normierten, absoluten Anzahlen an PAINT-
Objekten je Intervall der Beobachtungsdauer fiir alle Fluoreszenzsignal-Spuren von
PE10500 im Vergleich zu Messungen der silanisierten Oberfliche ohne bzw. mit Nilrot
(NR) als Linien- anstatt Balkendiagrammen.

lative Verteilung der Anzahlen der PAINT-Objekte damit, dass nur ein sehr kleiner Teil
einer Normalverteilung mit einem Maximum deutlich unterhalb von 2,5 s detektiert wer-
den konnte (vgl. Abbildung 6.51). Dies erklért auch, warum sich in Abbildung 6.48 der
in Abschnitt 6.4.4.5 beschriebene Trend, dass die Anzahl der gefundenen PAINT-Objekte
mit zunehmender PE10500-Konzentration steigt, nicht in derselben Klarheit zeigt wie in
Abbildung 6.46.

Unterschieden wurde zum Teil zwischen lediglich vollstdndigen und allen analysierten
Fluoreszenz-Spuren. Fluoreszenz-Spuren werden als vollsténdig eingestuft, wenn ihre Fluo-
reszenzereignisse von Anfang bis Ende durch die Messung aufgenommen wurden. Ab-
geschnitten ist eine Fluoreszenz-Spur dagegen dann, wenn sie innerhalb der Messung
nicht vollstdndig detektiert werden konnte und Anfang bzw. Ende der Fluoreszenzsignal-
Spur auflerhalb der detektierten Zeitspanne liegen (s. Abbildung 6.52 a). Wie in Abbil-
dung 6.47 ersichtlich, ist insgesamt die Anzahl an PAINT-Objekten mit lediglich vollstandi-

gen Fluoreszenz-Spuren erwartungsgeméfl geringer als die gesamte Anzahl aller detektier-
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Abbildung 6.50: Verteilungshistogramme der normierten, absoluten Anzahlen an PAINT-
Objekten je Intervall der Beobachtungsdauer fiir alle Fluoreszenzsignal-Spuren von
PE10500 im Vergleich zu Messungen der silanisierten Oberfliche ohne bzw. mit Nilrot
(NR) als Linien- anstatt Balkendiagrammen mit versetzter Auftragung.

ten PAINT-Objekte (vollsténdige und abgeschnittene Fluoreszenz-Spuren). Insbesondere
bei groflen Beobachtungsdauern ab etwa 40 s konnten nur noch vereinzelte Fluoreszenzsignal-
Spuren vollstindig detektiert werden. Im kleinsten Intervall in Abbildung 6.47 dagegen
betragt der Anteil vollstandiger Signalspuren an allen etwa 75%, bei Messungen ande-
rer PE10500-Konzentrationen bis zu 90%. Dass die meisten PAINT-Objekte der Vertei-
lung eine Beobachtungsdauer von 2,5-7,5 s aufweisen und in diesem Intervall der Anteil
vollstdndiger Signalspuren an allen Spuren am gréfiten ist, unterstreicht, dass die meisten
PAINT-Objekte nur kurze Zeit (<2,5 s) fluoreszieren (vgl. auch Abbildung 6.52 b). Denn
wiirden die Beobachtungsdauern in derselben Groéflenordnung liegen wie die Messdauer
und nicht wesentlich kleiner sein, wére der Anteil abgeschnittener Signalspuren grofier
(vgl. Abbildung 6.52 a).

Insgesamt unterstiitzen die Verteilungshistogramme der Beobachtungsdauern die bishe-
rigen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit: Die Ausbildung dauerhaft bestehender, aus-

gedehnter, hydrophober Doménen aus Alkylketten der Silanschicht kann ausgeschlossen
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Abbildung 6.51: Schematische Darstellung eines normalverteilten Histogramms der
tatsédchlichen Verteilung der Anzahl der hydrophoben Doménen bzw. PAINT-Objekte je
Intervall der Beobachtungsdauer (grau, rot) mit Kennzeichnung der mittels Auswertungs-
methode erfassbaren Bereichs der Verteilung (griin). Die Auflésungsgrenze der Beobach-
tungsdauer betrigt 2,5 s.

werden, da eine Wechselwirkung von Nilrot mit solchen zur Detektion langer abgeschnit-
tener Fluoreszenzsignal-Spuren und zu einer sichtbaren Normalverteilung der Beobach-
tungsdauer gefithrt hitte. Stattdessen besteht ein dynamisches Gleichgewicht der Ausbil-
dung einer Adsorptionsschicht, bei dem sich PE10500-Aggregate in Wechselwirkung mit
den Alkylketten der Silanschicht bilden, wobei die hydrophoben Doménen der Aggrega-
te durch Brown’sche Molekiilbewegung und Verteilungsgleichgewichte der Monomere mit
der Losung sténdigen Verdnderungen unterworfen sind, die zu Beobachtungsdauern der
Fluoreszenzereignisse von 2,5 s und weniger fiithren.

Der Vergleich von PE10500 mit dem Copolymer-Tensid F127 (PEO;9;PPO5PEO101)
zeigt, dass das gleiche Verteilungshistogramm der normierten, absoluten Anzahlen an
PAINT-Objekten erhalten wird wie bei PE10500-Tensidlésungen verschiedener Konzen-
tration oder der Silanoberfliche mit bzw. ohne Nilrotlésung (s. Abbildung 6.53). Bei einer
technisch aufwendigeren Aufnahme mit 4000 aufgenommenen Bildern, also 200 s Messdau-
er, konnten auch keine weiteren PAINT-Objekte gefunden werden, die eine lingere Beob-
achtungsdauer aufweisen als innerhalb der Standardmessdauer von 100 s gefunden werden
konnten. Ein moéglicher Einfluss unterschiedlicher Verhéltnisse von PPO- zu PEO-Blécken
auf die Beobachtungsdauer kann anhand der Ergebnisse nicht beurteilt werden. Dennoch
unterstiitzen die Daten von F127 die oben genannte Interpretation der Verteilungshisto-

gramme als rechtsseitige Ausschnitte von normalverteilten Beobachtungsdauern.
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Abbildung 6.52: Schema zur Interpretation der Zeitkonstante der Beobachtungsdauer: a)
Nach Messbeginn einsetzende Fluoreszenzsignal-Spuren unterstiitzen die Interpretation
der Ausbildung einer Adsorptionsschicht als Prozess im dynamischen Gleichgewicht. Ab-
geschnittene Signale werden als kurze gewertet, obwohl sie u.U. deutlich langer sind, wenn
nicht zwischen abgeschnittenen (hier blau) und vollstdndigen (hier rot) Signalspuren un-
terschieden wird. b) Eine Auflsung der Beobachtungsdauern ist sinnvoll, wenn die Beob-
achtungsdauer deutlich kleiner ist als die Messdauer.

6.5 Andere Tenside und Tensidmischungen

6.5.1 TIRF-Mikroskopie: SDS und C,32EO; auf Glas

Die beiden niedermolekularen Tenside SDS und C12EO7 wurden ebenfalls mittels TIRF-
Mikroskopie an Glasoberflachen untersucht (s. Abbildung 6.54). Dabei konnte Nilrot in
verschieden konzentrierten Losungen des negativ geladenen SDS mittels TIRF-M nicht
direkt an der Glasoberfliche mikroskopiert werden. Im Gegensatz zu Nilrot in PE10500-
Loésung konnte der Farbstoff in SDS-Losung nicht in Oberflichennéihe beobachtet werden.
Nur selten wurden schwache Fluoreszenzsignale aufgenommen, die nur kurz an der Glaso-
berflache hafteten (< 50 ms). Dass SDS nicht an der Glasoberflache adsorbiert und sich
sogar nicht in direkter Oberflichenndhe aufhélt, beweist, dass durch die UV-Behandlung
des Glases relativ permanente negative Ladungen an der Glasoberfliche entstehen, die
eine repulsive Wirkung auf diffundierende SDS-Molekiile und SDS-Mizellen ausiiben.

Die TTIRF-mikrokopischen Aufnahmen von Nilrot in Losungen des nichtionischen Ten-
sids C12EO7 zeigen vergleichbar zu den Aufnahmen des nichtionischen PE10500 keine
strukturierte, dichte Adsorptionsschicht, aber Diffusion hydrophober Doménen in Ober-
flichennédhe. Im Vergleich zu Fluoreszenzsignalen aus der dichten Adsorptionsschicht von
CTAB sind die Signale in C12EO7-Losung deutlich schneller und bewegen sich weitldufiger
- zu weit pro Bild fiir eine manuelle Spur-Auswertung. Das Diffundieren zur Oberfliche
hin und weg ist erkennbar, was gegen das Vorhandensein einer dichten, Licht abschirmen-
den C12EO7-Adsorptionsschicht spricht. Aufgrund der hohen Beweglichkeit der Aggregate
in Oberflachennéhe ist fiir diese Molekiile eine Trajektorien-Analyse oder eine PAINT-
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Abbildung 6.53: Verteilungshistogramme der normierten, absoluten Anzahlen an PAINT-
Objekten je Intervall der Beobachtungsdauer fiir alle Fluoreszenzsignal-Spuren von F127
(magenta) im Vergleich zu PE10500 und Messungen der silanisierten Oberfléche ohne bzw.
mit Nilrot (NR, je schwarz) als Linien- anstatt Balkendiagrammen. Die Messung von F127
(3xcmc) war doppelt so lang wie unter Standardbedingungen.

Analyse nicht méglich. Die mittlere Helligkeit der Aufnahmen von Nilrot in 1-107* M
C12EO7 (= cmc) betragt ca. 400 Counts, die maximale Pixelhelligkeit liegt bei etwa
1000 Counts. Diese Helligkeiten sind 1,6 bzw. 1,3 mal so grofl wie die detektierten Hellig-
keiten der Aufnahmen von Nilrot in 1xcmc PE10500. Die erhchte Helligkeit bei Messungen
des niedermolekularen Tensids kommt wahrscheinlich durch eine in dieser Lésung grofiere
freie Nilrotkonzentration zustande. Zwar wurden beide Tenside im Konzentrationsbereich
der cmc vermessen, dieser liegt beim hochmolekularen Tensid aber um den Faktor 30 iiber
der cmc von C12EO7. Das Verhéltnis von Farbstoff zu Tensid ist in den Messungen von
C12EO7 unter Beachtung der eingesetzten Farbstoffkonzentrationen also um den Faktor
10 groBer, woraus die erhdhte Helligkeit der Pixel aus mehr an der Oberfliche befindlichen

Farbstoffmolekiilen resultieren kann.
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a) SDS b) C12EO7

Abbildung 6.54: Mittels TIRF-Mikroskopie aufgenommene Bilder der Fluoreszenzsignale
von Nilrot an einer Glasoberfliche in 8:1072 M SDS (a) bzw. 1-10~* M C12EO7 (b). Nilrot
wurde 100 pM eingesetzt, die Belichtungszeit betrug 50 ms/fr. Der Balken symbolisiert
eine Lange von 10 pm.

6.5.2 Mischungen aus CTAB und anderen Tensiden auf Glas

6.5.2.1 Auftragen von gemischten Tensidlosungen auf Glas

Wiéhrend sich das negative Tensid SDS aufgrund von Repulsion mit der Oberfldchenla-
dung von behandeltem Glas gar nicht in Oberflichennéihe aufhélt, adsorbieren die neutra-
len Tenside PE10500 und C15EO7 kaum an Glas, diffundieren jedoch in Oberflichennéhe.
Welchen Einfluss die Zugabe dieser drei Tenside zu einer voll ausgebildeten Adsorptions-
schicht von CTAB auf Glas ausiibt, wurde durch die Aufnahme von TIRF-mikroskopischen
Bilder untersucht. Insbesondere die Auswertung der Diffusionstrajektorien von Nilrot in
den Mischungen sollte unterstiitzend zu den reinen Bilderserien Aufschluss geben iiber
Verédnderungen der Adsorptionsschicht an Glas. In den Tensidmischungen wurde CTAB
in einer Endkonzentration von 1,3-10~3 M eingesetzt und ein zweites Tensid in einer End-

konzentration von je 3% cmc bzw. 30% cmc beigemischt.

CTAB und SDS Die direkten TIRF-M-Bilder zeigen zunéchst, dass - anders als in
den Mischungen mit anderen Tensiden - bereits eine Beimischung von 3% cmc an SDS
zu der CTAB-Losung oberhalb der cmc zu einer Reduzierung der Anzahl an Farbstoff-
signalen an der direkten Oberfléche fiihrt (s. Abbildung 6.55). Bereits ab so einem ge-
ringen Anteil an SDS kommt es also zu einer Wechselwirkung der Tenside, vermutlich
aufgrund der Coulomb-Anziehung zwischen negativen und positiven Tensidteilen, die zu
einer verminderten Ausbildung hydrophober Doménen an der Oberfliche fithrt. Das Dif-

fusionsverhalten des Farbstoffs ist augenscheinlich nicht beeinflusst. Die Anwesenheit von
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a) CTAB+ 3% cmc SDS b) CTAB+ 30% cmc SDS ¢) CTAB+ 30% cmc C12EO7

Abbildung 6.55: Mittels TIRF-Mikroskopie aufgenommene Bilder der Fluoreszenzsignale
von Nilrot an einer Glasoberfliche in 1,3-1073 M CTAB mit 3% cmc SDS (a), in 1,3-1073 M
CTAB mit 30% cmc SDS (b) bzw. in 1,3-1073 M CTAB mit 30% cmc C12EO7 (c). Nilrot
wurde 100 pM eingesetzt, die Belichtungszeit betrug 50 ms/fr. Der Balken symbolisiert
eine Lange von 10 pm.

30% cmc SDS in der Losung fiihrt dazu, dass sich eine nur sehr schwach ausgepréigte
CTAB-Adsorptionsschicht ausbildet und dhnlich zur reinen SDS-L&sung nur vereinzelte
hydrophobe Doménen an der Oberfliche zu beobachten sind. Diese Fluoreszenzereignisse
sind entweder wenig hell, da sie von sich in geringem Abstand zur Oberflache iiber das Glas
bewegenden Objekten ausgesendet werden, oder wenige Fluoreszenzsignale sind heller und
direkt an der Oberflache fixiert. Nilrotmolekiile, die sich iiber sehr weite Bereiche auf pm-
Skala bewegten, konnten aufgrund der hohen Beweglichkeit mittels manueller Auswertung
nicht erfasst werden. Die auf einen stark begrenzten Bereich limitierten, besonders hellen
Farbstofftrajektorien dagegen wurden mittels manueller Trajektorienanalyse ausgewertet.
Die Distanz zwischen erster detektierter Farbstoffposition und letzter seiner Trajektorie
ist bei diesen fixierten Fluoreszenzereignissen mit 1,2 px gering und identisch mit den
Werten fiir die lokal begrenzten CTAB-Monoschichtfragmente bei 1-10~* M CTAB (=0,1-
fach cme, s. Abbildung 6.56). Die zu beobachtenden Farbstoffmolekiile an der Oberfliche
befinden sich also in einem stark begrenzten hydrophoben Bereich an der Oberfliche. Es
ist denkbar, dass sich Mizell-dhnliche Mischaggregate aus CTAB und SDS in Loésung bil-
den, welche nur eine geringe rdumliche Ausdehnung aufweisen und somit zu den geringen
Distanzen zwischen erster und letzter Position in den Nilrot-Trajektorien innerhalb dieser
Aggregate fithren. Diese Mischaggregate haften nur fiir kurze Zeit an der Oberfliche, wo-
durch sie besonders hell erscheinen im Vergleich zu beweglichen Mischaggregaten, die in
stdndiger Bewegung in Oberflichennédhe diffundieren und nicht direkt an das Glas binden.
Die durchschnittliche Strecke pro Bild der untersuchten Nilrotmolekiile in CTAB-Losung
mit 30% der cmc an SDS weist einen um 66% groBeren Wertebereich auf als in 11-1073 M
CTAB (s. Abbildung 6.57). Die groe Spannweite der durchschnittlichen zurtickgelegten
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Abbildung 6.56: Boxplots der Analysen der Distanz zwischen letzter Position und er-
ster in den Diffusionsspuren von Nilrotmolekiilen an der Glasoberfliche in verschiedenen
Tensid-Losungen (Belichtungszeit 25 ms). Neben Farbstofftrajektorien in reiner CTAB-
bzw. PE10500-Losung sind sie in Mischungen von CTAB oberhalb der cmc mit SDS,
C12EO7 bzw. PE10500 untersucht worden.

Strecken pro Farbstoffmolekiil in den CTAB-SDS-Mischaggregaten deutet darauf hin, dass
diese fiir die Diffusion eines Nilrotmolekiils weniger homogen aufgebaut sind als reine
CTAB-Aggregate. Je nach Zusammensetzung sind die Aggregate dichter bzw. weniger
dicht gepackt, sodass langsamere bzw. schnellere Diffusionsgeschwindigkeiten und somit

ldngere bzw. kiirzere zuriickgelegte Strecken pro Bild resultieren.

CTAB und C12EO; Die Mischung aus 1,3-1073 M CTAB und 3% der cmc an C12EO7
liefert dieselben TIRF-M-Bilder wie die reine CTAB-Losung (s. Abbildung 6.55). Auch bei
einer Konzentration von 30% cmc des nichtionischen Tensids kann optisch kein Einfluss auf
die Adsorptionsschicht beobachtet werden. Augenscheinlich weisen die Farbstoffmolekiile
dasselbe Diffusionsverhalten auf wie in einer vollstéandig ausgeprigten CTAB-Monoschicht.
Die quantitative Auswertung der Nilrot-Trajektorien ergab, dass die Mischung der CTAB-
Losung mit 3% cme C12EO7 dieselben Werte fiir die durchschnittliche Strecke pro Bild
bzw. Differenz zwischen erster und letzter Position liefert wie in reiner CTAB-Losung (s.
Abbildung 6.56/6.57). Bei einem derart geringen Anteil an C12EO7 in einer CTAB-Losung
oberhalb der cmc scheint also kein messbarer Einfluss auf die CTAB-Adsorptionsschicht
an Glas durch das nichtionische Fremdtensid ausgeiibt zu werden.

Die Beimischung von 30% der cmc an C13EQO7 resultiert in einer im Durchschnitt 1 px
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Abbildung 6.57: Boxplots der Analysen der durchschnittlichen Strecke pro Bild in den Dif-
fusionsspuren von Nilrotmolekiilen an der Glasoberfliche in verschiedenen Tensid-Losun-
gen (Belichtungszeit 25 ms, Auftragung analog zu 6.56).

groferen Distanz zwischen erster und letzter Position der Farbstofftrajektorien. Dabei dif-
fundieren 25% der Farbstoffmolekiile weiter als in den verschiedenen untersuchten CTAB-
Schichten und erreichen um den Faktor 3 grofiere Distanzen. 75% der ausgewerteten Tra-
jektorien waren weitldufiger als eine durchschnittliche Nilrot-Trajektorie in 111073 M
CTAB. Mit der Methode der manuellen Auswertung kénnen nur solche Farbstofftrajektori-
en ausgewertet werden, in denen die Farbstoffposition je zum vorherigen Diffusionsverlauf
eindeutig zugeordnet werden kann. Somit werden tendenziell eher Farbstofftrajektorien
ausgewertet, die zu lokal begrenzten Bewegungen gehoren. Vor diesem Hintergrund sind
die im Vergleich zur reinen CTAB-Losung grofleren Werte fiir die Distanz zwischen er-
ster und letzter Trajektorienposition in der Mischung aus CTAB und 30% cmc C12EO7
ein sehr eindeutiger Beweis dafiir, dass sich das Diffusionsverhalten von Nilrot in den
Adsorptionsschichten stark voneinander unterscheidet. Obwohl die eher lokal begrenzten
Farbstoffbewegungen in der CTAB-C12EO7-Mischung erfasst werden konnten, sind diese
deutlich weitlaufiger als die Farbstoffdiffusion in einer ausgebildeten CTAB-Monoschicht.
Gleichzeitig ist aber die pro Bild zuriickgelegte Strecke von Nilrotmolekiilen in der CTAB-
C12EO7-Mischung sehr gut vergleichbar mit der in reiner CTAB-Lésung. Das bedeutet, die
Farbstoffmolekiile diffundieren genauso schnell in der CTAB-Monoschicht mit und ohne
C12EO7. Allerdings bewegt sich ein Nilrotmolekiil in der Adsorptionsschicht mit C12EO~
in derselben Verweildauer an der Oberflache iiber weitere Distanzen. C12EO7 scheint sich

also in die bestehende CTAB-Adsorptionsschicht mit einzulagern und fiir eine weitlaufigere
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a) CTAB+ 3% cmc PE10500 b) CTAB+ 30% cmc PE10500
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Abbildung 6.58: Mittels TIRF-Mikroskopie aufgenommene Bilder der Fluoreszenzsignale
von Nilrot an einer Glasoberfliiche in 1,3-1072 M CTAB mit 3% cmc PE10500 (a), bzw.
mit 30% cmc PE10500 (b). Nilrot wurde 100 pM eingesetzt, die Belichtungszeit betrug
50 ms/fr. Der Balken symbolisiert eine Lénge von 10 pm.

Diffusion der Farbstoffmolekiile zu sorgen. Dass C1oEO7 und CTAB eine derart gleichmafi-
ge Adsorptionsschicht ausbilden, liegt vermutlich an der vergleichbaren Alkylketten- bzw.
Molekiillinge. Dennoch sorgt C12FEO7; stellenweise fiir eine dichtere und durchgehendere
Packung an Molekiilen an der Glasoberfliche, wodurch Nilrot weitldufiger durch die Ad-

sorptionsschicht diffundieren kann.

CTAB und PE10500 In den TIRF-M-Bilderserien von 1,3-1073 M CTAB mit 3% der
cme von PE10500 weisen die Fluoreszenzereignisse von Nilrot kaum Unterschiede auf zu
denen in reiner CTAB-Losung (s. Abbildung 6.58). Die quantitative Auswertung der Tra-
jektorien ergab, dass die Ausdehnung der Diffusionsroute dabei gut vergleichbar ist mit
der von Nilrotmolekiilen in der CTAB-C12EQO7-Mischschicht. Bei geringer Beimischung von
PE10500 zu einer vorhandenen CTAB-Adsorptionsschicht scheint also ein dhnlicher Effekt
aufzutreten wie bei der Zugabe von 30% der cmc von C15EO7: die nichtionischen, hoch-
molekularen PE10500-Molekiile bilden mit CTAB Mischaggregate, reduzieren dadurch die
repulsiven ionischen Abstoflungskrifte von CTAB und erhohen somit die Diffusionsmobi-
litdt des hydrophoben Farbstoffs Nilrot. Dadurch kann Nilrot weitldufiger diffundieren als
in einer reinen CTAB-Adsorptionsschicht.

Die TIRF-M-Bilder von 1,3-1072 M CTAB mit 30% der cmc an PE10500 zeigen jedoch,
dass sich keine permanente Adsorptionsschicht an der Glasoberfliche ausbildet. Es dif-
fundieren in der Mischung mit hohem PE10500-Anteil fluoreszierende Aggregate in Ober-
flichennéhe und adsorbieren teilweise kurzzeitig am Glas. Damit sind die TIRF-M-Bilder
vergleichbar mit denen von reinem PE10500 an Glas, welches in dieser Mischung mit

CTAB den dominierenden Einfluss auf das Aggregationsverhalten der Tenside zu haben
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scheint. In geringen Mengen (3% cmc) integriert sich das hochmolekulare Tensid in die
CTAB-Monoschicht, bei einem gréfleren Anteil in Losung scheint die Wechselwirkung der
beiden unterschiedlichen Tenside untereinander iiber die ionische Adsorption von CTAB
an Glas zu dominieren.

Der Mittelwert der durchschnittlichen Strecke eines Nilrotmolekiils in CTAB mit 30%
der cmc an PE10500 pro Bild ist im Vergleich zu allen anderen bislang erhaltenen Wer-
ten am grofiten. Die Farbstoffmolekiile diffundieren also schneller als in reinen PE10500-
Mizellen und in reiner CTAB-Monoschicht. Dabei ist die Differenz zwischen erster und
letzter Position der Trajektorie in der Mischung im Durchschnitt etwas grofier als in reiner
PE10500-Losung und es zeigen sich einige sehr grofie Distanzen von bis zu 14 Pixeln. Die
durchschnittlich groflere Distanz zwischen erster Trajektorienposition und letzter ist ein
Zeichen dafiir, dass die Mischaggregate einen gréfleren hydrophoben Kern haben als hy-
drophobe Doménen in einer reinen CTAB-Schicht oder dass die Mischaggregate weniger
fixiert sind. Bei einem Anteil von 30% der cmc an PE10500 in einer CTAB-Losung ober-
halb der cmc wird also das Aggregationsverhalten mafigeblich durch PE10500 bestimmt,
d.h. es bilden sich Mischaggregate mit ausgedehntem hydrophobem Kern, die nur kurz an

der Glasoberfliche haften und ansonsten in Loésung und Oberflichennéhe diffundieren.

6.5.2.2 Beobachten des Mischprozesses

e _® -

Abbildung 6.59: Ausgewahlte Bilder des Mischprozesses von CTAB und PE10500. Zu ei-
ner Adsorptionsschicht gebildet aus einer 1,1:1072 M CTAB-Losung auf Glas (1) wurde
nach Abnehmen der CTAB-Lésung (2) 7,5-10~3 M PE10500-Lésung zugegeben (3), sodass
sich die CTAB-Adsorptionsschicht abléste und schlecht an der Glasoberfliche haftende
Mischaggregate bildeten (4). Sogar ein kleiner durch Trocknung des Tropfens erzeugter
CTAB-Kristall (je unten links) 16ste sich auf. In Bild (2) sind die Fluoreszenzereignisse
aufgrund der entfernten Tensid-Farbstofflosung dunkler geworden (wegen Invertierung er-
scheint das Bild heller). In Bild (4) sind die Fluoreszenzereignisse der sich bewegenden
Aggregate verschwommener.
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Neben der bereits beschriebenen Untersuchung der Mischaggregate verschiedener Ten-
side aus einer fertigen Mischlésung auf Glas konnte auch die Ablosung einer CTAB-
Adsorptionsschicht beobachtet werden (s. Abbildung 6.59). So dicht gepackt eine aus-
gebildete CTAB-Adsorptionsschicht auch ist (s. Teilbilder 1 und 2), die Zugabe einer
PE10500-Losung sorgte innerhalb von wenigen Bildern, d.h. instantan, fiir ein Ablésen der
CTAB-Monoschicht. Da PE10500-Molekiile selbst kaum an der Glasoberfliche adsorbie-
ren, ist es wahrscheinlicher, dass durch die intermolekulare Wechselwirkung von PE10500-
Molekiilen bzw. Mizellen in Lésung mit CTAB-Molekiilen in der Adsorptionsschicht direkt
die Monoschicht aufgelost wird. Méglich ist auch, dass die PE10500-Molekiile nicht direkt
mit CTAB-Monomeren der Adsorptionsschicht wechselwirken, sondern mit freien CTAB-
Molekiilen in Lésung, wodurch das Gleichgewicht zwischen adsorbierten und frei in Losung
diffundierenden CTAB-Molekiilen stark verschoben wird.

6.5.3 Mischungen aus PE10500 und niedermolekularen Tensiden auf si-
lanisiertem Glas

10 pm 10 pm 10 pm

Abbildung 6.60: Bilder einer mittels TIRF-Mikroskopie aufgenommenen Bilderserie der
Fluoreszenzsignale von 300 pM Nilrot an einer octyl-silanisierten Glasoberflache und einer
PE10500-Losung mit CTAB (links), SDS (mittig) bzw. C12EO7 (rechts) im Mischungs-
verhéltnis 1:13 (PE10500:niedermolekularem Tensid).

Um den Einfluss von verschiedenen niedermolekularen Tensiden auf das Aggregations-
verhalten von PE10500 zu untersuchen, wurden unterschiedliche Mischungsverhéltnis-
se zwischen PE10500 und niedermolekularem Tensid sowie Gesamttensidkonzentrationen
gewdhlt. Anhand der Adsorptionsisothermen beispielsweise von PE10500 und CTAB ist im
mikromolaren Konzentrationsbereich sowieso ein dominanter Einfluss von PE10500 zu er-
warten. Da PE10500 auf silanisiertem Glas im Vergleich zu den anderen Tensiden deutlich
mehr PAINT-Objekte ausbildet, wurden Tensidkonzentrationen im milimolaren Konzen-
trationsbereich gewéhlt, bei denen der Einfluss des niedermolekularen Tensids beobachtbar
wird, sodass sowohl PE10500 als auch beispielsweise CTAB im Plateaubereich der Ad-
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Abbildung 6.61: Helligkeitsauswertung der TIRF-M-Messungen von PE10500 mit CTAB,
SDS bzw. C12EO7 (1:13) im Vergleich zur Silanoberfliche ohne Tenside und PE10500 bzw.
CTAB ohne beigemischtes Tensid. Aufgetragen ist der Mittelwert mehrerer Messungen mit
Standardabweichung.

sorptionsisothermen sind, der fiir eine ausgepriagte Adsorption beider Tenside spricht. Die
Gesamt-Tensidkonzentration betrug in allen Messungen 6-10~2 M. Es wurden Mischungs-
verhéltnisse mit dem molaren Verhaltnis 1:1 verwendet, wobei die PE10500-Konzentration
mit 3-10~2 M deutlich oberhalb der cmc lag. Daneben wurden Mischungsverhéltnisse et-
wa gleicher Massen mit molarem Mischungsverhéltnis 13:1 (niedermolekulares Tensid:
PE10500) untersucht, wobei die PE10500-Konzentration mit 4-10~* M im Bereich der
mittels Solvatochromie bestimmten cmc lag, welche die Konzentration an PE10500 an-
zeigt, bei der in Losung mit Nilrot detektierbare hydrophobe Doménen entstehen.
Bereits an den TIRF-M-Bildern ist nach Beimischung eines niedermolekularen Tensids
zu erkennen, dass die Fluoreszenzsignale und somit der Kontrast deutlich schwécher sind
als bei reiner PE10500-Losung (s. Abbildung 6.60). Alle Mischungen zeigen &hnlich we-
nige und helle Fluoreszenzsignale. Vergleichbare Bilder zeigen die Messungen mit einem
Mischungsverhéltnis von 1:1 (Bilder hier nicht gezeigt).

Die Helligkeitsauswertung zeigt bei allen Mischungen eine im Vergleich zu reiner PE10500-
Losung um bis zu 40% verminderte mittlere Helligkeit im Mischungsverhéltnis 13:1 (s. Ab-
bildung 6.61) und bis zu 15% vermindert im Mischungsverhéltnis 1:1 (s. Abbildung 6.62).
Die maximale Pixelhelligkeit ist im Vergleich zu reiner PE10500-Losung um bis zu 60%
vermindert (13:1), bzw. um bis zu 30% (1:1). Im Vergleich zu reiner CTAB-Losung ist
die mittlere Helligkeit um 30% bzw. 20% verringert (13:1 bzw. 1:1), die maximale Hel-
ligkeit um 20% bzw. 10% (13:1 bzw. 1:1). Diese Helligkeitswerte bestétigen den Eindruck

aus den TIRF-M-Bildern, dass durch Beimischen der niedermolekularen Tenside weniger
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Abbildung 6.62: Helligkeitsauswertung der TIRF-M-Messungen von PE10500 mit CTAB,
SDS bzw. C12EO7 (1:1) im Vergleich zur Silanoberfliche ohne Tenside und PE10500 bzw.
CTAB ohne beigemischtes Tensid. Aufgetragen ist der Mittelwert mehrerer Messungen
mit Standardabweichung.

Fluoreszenzsignale detektiert werden. Dies spricht dafiir, dass zu einem grofien Anteil nie-
dermolekularen Tenside an der Silanschicht adsorbieren. Es ist denkbar, dass zusétzlich
PE10500-Molekiile in dieser Adsorptionsschicht eingelagert sind, jedoch keine ausgedehn-
ten hydrophoben Doménen ausgebildet werden, die zur Fluoreszenz von Nilrot fithren.
Auch in der Mischung von PE10500 mit CTAB werden im Mittel &hnliche Helligkeiten
erreicht wie bei reiner CTAB-Losung, die maximale Pixelhelligkeit aber ist wegen der Ko-
adsorption von PE10500 deutlich vermindert. Der Einfluss des niedermolekularen Tensids
auf die Ausbildung hydrophober Doménen ist auch hier gréfier als der von PE10500.

Diese Beobachtungen stiitzen das in dieser Arbeit formulierte Adsorptionsmodell, nach
welchem PE10500 zusammen mit den Alkylketten der Silanschicht dichte hydrophobe
Doménen ausbildet. Diese PE10500-Aggregate konnen sich offenbar durch die Koadsorp-
tion eines niedermolekularen Tensids nicht so stark ausbilden, sodass die Helligkeit der

Fluoreszenzereignisse im Mittel und auch im hellsten detektierten Pixel abnimmt.
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Kapitel 7

Diskussion, Zusammenfassung und
Ausblick

In der vorliegenden Arbeit sollte der Ansatz der hochauflésenden Fluoreszenzmikroskopie
zum ersten Mal an dynamisch verdnderlichen Tensidsystemen erprobt werden, um den
Aufbau der Adsorptionsschicht sowie den Adsorptionsprozess verschiedener selbstassozi-
ierender Tenside an hydrophilen und hydrophoben Oberflichen zu untersuchen. Zentrale
Leitfrage hierbei war, welcher Art die an der Oberfliche gebildeten Tensidstrukturen sind.
Das bedeutet, es sollte herausgearbeitet werden, welche duflere Form sie aufweisen und ob
sich separate oder durchgéingige Tensidstrukturen ausbilden. Wie dicht die Molekiile an
der Oberfliche adsorbiert sind und wie sich die Oberflache auf die Adsorption auswirkt
sollte geklart werden. Auflerdem, wie der Aufbau der Adsorptionsschicht von der Tensid-
konzentration in Lésung abhéngt und ob Mizellen in Losung darauf einen Einfluss haben.
Zusatzlich sollte der Aspekt der zeitlichen Verdnderung der Adsorptionsschicht analy-
siert werden, um herauszufinden, wie starr oder dynamisch die Tensidstrukturen an der
Oberfliache sind, ob sie fixiert an einer Position sind und wie sie sich an der Oberfliche
zeitabhéngig bilden. Zuletzt sollte untersucht werden, ob und welchen Einfluss die Bei-
mischung von Fremdtensid zu ausgewéhlten Tensidsystemen auf die Adsorptionsschicht
ausiibt.

Es sollten in dieser Arbeit die Auswirkungen von Oberflichenbeschaffenheit und dyna-
mischer Verdnderlichkeit der Tensidstrukturen, die durch die Brownsche Kettenbewegung
und Diffusion von Molekiilen bedingt ist, auf den Adsorptionsprozess untersucht werden.
Denn diese Aspekte werden mit den bildgebenden Verfahren cryo-TEM und AFM nicht
ausreichend beleuchtet.

Dazu wurde die Fluoreszenzmikroskopie als zentrale Methode eingesetzt und in einem
multi-methodalen Ansatz stellenweise mit Adsorptionsisothermen, Oberflichenspannungs-

messungen oder Atomkraftmikroskopie erganzt, um verschiedene Aspekte und Fragestel-
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lungen des Adsorptionsprozesses zu untersuchen. Fiir ausgewéhlte Systeme wurden die
TIRF-M-Bilder zudem mit dem Bildverarbeitungsverfahren PAINT analysiert, um hoch-
aufgeloste Positionen bzw. Objekt-Bilder zu erhalten und die Moglichkeiten der TIRF-
Mikroskopie und PAINT-Methode zur Untersuchung von Tensidstrukturen an Oberflachen

zu erfassen.

Adsorptionsprozess von CTAB an Glas

Fiir die Adsorption von CTAB an Glas war bereits bekannt, dass - je nach verwendeter
Oberflache und Messbedingungen - dichte Monoschichten, Doppelschichten oder Aggrega-
te vorliegen konnen. [29] In dieser Arbeit sollte am Adsorptionssystem von CTAB an sehr
hydrophilem, deprotoniertem Glas untersucht werden, wie genau die Adsorptionsschicht
aufgebaut ist.

(1) Welcher Art sind die ausgebildeten Aggregate an der Oberfléiche?

Die Kontaktwinkelmessungen in der vorliegenden Arbeit legen den Schluss nahe, dass
bereits bei 11% der cmc die Oberfliche aufgrund der ausgebildeten Adsorptionsschicht
mit einem Randwinkel von 50° £+ 5° (mit messungsbedingten Schwankungen) makro-
skopisch hydrophob ist. Da der Kontaktwinkel von Wasser an allen getesteten CTAB-
Adsorptionsschichten auf UV-behandeltem Glas jedoch nur halb so grofl ist wie bei der
Kontaktwinkel von Wasser auf der sehr hydrophoben Octyl-silanisierten Glasoberfliche,
ist zu vermuten, dass Freirdume zwischen adsorbierten Tensidmolekiilen bestehen bzw.
diese nicht allzu dicht gepackt sind. Dies sollte in TIRF-Mikroskop-Messungen weiter ana-
lysiert werden. In TIRF-M-Bildern konnte gezeigt werden, dass sich ab 1% cmc (1075 M)
hydrophobe Doménen ausbilden, die rdumlich und zeitlich begrenzt sind und entspre-
chende separate Fluoreszenzereignisse durch die Wechselwirkung mit Nilrot erzeugen (s.
Abbildung 7.1 b). Auch oberhalb der cmc werden hydrophobe Doménen detektiert, die
jenen unterhalb der cmc in Aussehen und Verteilungsdichte an der Oberflache dhneln. Da
die Glasoberfliche an sich nicht mit Nilrot wechselwirkt, liegt die Schlussfolgerung nahe,
dass die Adsorptionsschicht von CTAB an Glas aus lokalen Anhdufungen von adsorbierten
Monomeren besteht, welche Oberflichenaggregaten entsprechen. Die Oberflichenbelegung
mit diesen Aggregaten scheint jedoch unterhalb und oberhalb der cmc vergleichbar.
Uber die Art und Weise der Adsorption von CTAB-Molekiilen an einer Siliziumdioxid-
Oberflache in Abhéngigkeit der Tensidkonzentration kann anhand der Adsorptionsiso-
therme eine klassische Adsorption nach Langmuir nachgewiesen werden (s. Abbildung 7.1
a), d.h. eine direkte Wechselwirkung der Monomere mit der Oberflache tiber Coulomb-
Anziehung und nicht iiber Alkyl-Wechselwirkungen mit bereits adsorbierten Monomeren.

Daraus resultiert eine Vorstellung vom Adsorptionsprozess wie in Abbildung 7.2 links
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Abbildung 7.1: Uberblick iiber wesentliche Ergebnisse des Adsorptionsprozesses von CTAB
an Glas: a) Mittlere (gefullte) bzw. maximale (leere Quadrate) Pixelhelligkeit, nor-
miert auf die Helligkeit bei 1072 M PE10500 in Abhingigkeit der Tensidkonzentration
und Adsorptionsisotherme (Sterne) an Silicagel. b) TIRF-Mikroskop-Bilder der CTAB-
Adsorptionsschicht bei verschiedenen Konzentrationen. c¢) Ergebnisse der Trajektorien-
Analyse der Diffusion von Nilrot in der Adsorptionsschicht.

dargestellt mit weiten Abstdnden zwischen adsorbierten Tensiden. Mithilfe der TIRF-
Mikroskopie konnte gezeigt werden, dass dennoch Bereiche zufilliger Ansammlungen von
CTAB-Molekiilen an Glas weit unterhalb der cmc entstehen. Dies bedeutet fiir die In-
terpretation der hydrophoben Doménen in den TIRF-M-Bildern, dass hier Fluoreszenzer-
eignisse zuféllige lokale Ansammlungen von adsorbierten Tensid zeigen, wiahrend andere
Stellen nach dem Langmuir-Adsorptionsmodell nur vereinzelte belegte Adsorptionsplitze
aufweisen. Wahrend helle Pixel in TIRF-M-Bildern bedeuten, dass dort eine ausreichend
grofle und kompakte Ansammlung an CTAB-Molekiilen fiir die Wechselwirkung mit Nilrot
vorhanden ist, konnen in dunklen Pixeln weniger oder weniger dicht gepackte Monomere
adsorbiert sein, zumal der Farbstoff nicht im Uberschuss vorhanden ist. Dies erklirt auch
die Ergebnisse der Kontaktwinkelmessungen, nach denen die Adsorptionsschicht als nicht
sehr hydrophob eingeordnet wurde, d.h. weniger dicht gepackte Alkylketten aufweist als
beispielsweise Alkylketten in einer kovalent gebundenen Silanschicht an Glas.

In den Ergebnissen der TIRF-Mikroskopie zeigt sich der Einfluss der natiirlichen Ober-
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Abbildung 7.2: Modellhafte Veranschaulichung moéglicher Belegungen der Glasoberflédche
mit Tensiden (rote Kreise) in einer Aufsicht auf die Glasoberfliche bei geringer Tensid-
konzentration. Links ist die Vorstellung zum Aufbau einer Adsorptionsschicht nach dem
Langmuir-Modell gezeigt, rechts die mittels TIRF-Mikroskopie unter natiirlichen Bedin-
gungen an Glas gefundene Ausbildung hydrophober Doménen. Die Anordnung der Tenside
kann in der TIRF-Mikroskopie Einfluss austiben auf maximale Helligkeit (a) und mittlere
Helligkeit (b).

flachenrauigkeit von Glas auf die Belegung der Adsorptionsplatze, welcher in der Langmuir-
Theorie mit der Annahme dquivalenter Adsorptionsplitze bzw. bei der AFM aufgrund
der Basislinienkorrektur und entsprechender Verwendung hochplanarer Oberflichen nicht
beachtet wird. Ducker und Lamont detektierten halbzylindrische periodische Strukturen
von CTAB an hydrophilem Glimmer. In dieser Arbeit konnte visualisiert werden, dass
an einer deutlich weniger planaren Oberfliche keine periodischen Strukturen ausgebil-
det werden. [101] Ob die Ausbildung eines Oberflichenaggregates mit der Topographie
der Oberfliche an dieser Stelle zusammenhéngt kann mit der TIRF-Mikroskopie nicht
ermittelt werden. Dennoch zeigt sie, dass neben der chemischen Zusammensetzung der
Oberflidche auch ihre Rauigkeit einen Einfluss auf die ausgebildete Adsorptionsschicht hat.
Obwohl die Adsorptionsschicht oberhalb der cmc ebenfalls separate Fluoreszenzerignisse
in den TIRF-mikroskopischen Bildern zeigt, weist die kleinere Spannweite ihrer mittleren
Pixelhelligkeiten oberhalb der cmc im Vergleich zu unterhalb der cmc darauf hin, dass die
Adsorptionsschicht oberhalb der cmc gleichméfliger aufgebaut ist als unterhalb der cmc
(s. Abbildung 7.1 a, Unterschied bis zu einem Faktor von 50). Die Beobachtung separater
Fluoreszenzereignisse schliefit also die Ausbildung einer Monoschicht nicht komplett aus,
zeigt jedoch eindeutig, dass die Adsorptionsschicht strukturiert ist mit zuféllig verteilten
lokalen Heterogenitdten. Adsorbierte CTAB-Monomere bilden zuféllig Oberflichenaggre-

gate, zwischen denen weniger dicht gepackte Adsorptionsbereiche liegen. Diese Oberfliache-
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naggregate sind oberhalb der cmc dichter gepackt und gleichméfiger aufgebaut.

Die quantitative Auswertung der Diffusionstrajektorien von Nilrotmolekiilen in der CTAB-
Adsorptionsschicht verschiedener Tensidkonzentration ergibt eine Beobachtungsdauer von
Nilrot von 50 bis 600 ms in der Adsorptionsschicht, wobei eine langere Belichtungszeit die
Beobachtung sich durchschnittlich langer in der Schicht aufhaltender Farbstoffe ermdglicht
und eine kiirzere Belichtungszeit die Auflsung kiirzerer Diffusionsrouten (s. Abbildung 7.1
¢). Die durchschnittlich pro Bild zuriickgelegte Strecke eines Farbstoffs ist im Rahmen der
Genauigkeit der pixelweisen Positionsbestimmung in Adsorptionsschichten bei Konzentra-
tionen unterhalb und oberhalb der cmc gleich grof3, d.h. Nilrot diffundiert gleich schnell in
den verschieden stark ausgebildeten Adsorptionsschichten. Dasselbe gilt fiir die wihrend
seiner Beobachtungszeit zuriickgelegte Gesamtstrecke, die jedoch unterhalb der cmc bei
einer ldngeren Belichtungszeit nur fast halb so grofl wie ist bei kiirzerer Belichtungszeit.
Dies deutet darauf hin, dass in der CTAB-Schicht unterhalb der cmc Nilrot in lokal stark
begrenzten Bereichen hin und her diffundiert, was bei einer ldngeren Belichtungszeit auf-
grund einer Uberlagerung der gesamten Bewegung teilweise in Positionsénderungen von
0 px im Vergleich zum vorherigen Bild resultiert. Die ermittelte durchschnittliche Distanz
zwischen erster und letzter Position der Diffusionsroute eines Farbstoffmolekiils ist ober-
halb der cmc etwa doppelt so grof3 wie unterhalb der cmc, was die Interpretation stiitzt,
dass die CTAB-Adsorptionsschicht oberhalb der cmc dichter gepackt aufgebaut ist, sodass
Nilrot weitldufiger diffundieren kann, wihrend die hydrophoben Doménen unterhalb der
cmc starker lokal begrenzt sind.

Anhand der TIRF-M-Ergebnisse in Kombination mit der Adsorptionsisotherme und Kon-
taktwinkelmessungen konnte somit die Art der Aggregatbildung an hydrophilem Glas auf-
geklart werden. Es konnten scheinbar zuféllig verteilte Heterogenitéten in der Adsorptions-
schicht direkt visualisiert werden. Der Aufbau dieser konnte in Abhéngigkeit der Tensid-
konzentration charakterisiert werden, wobei mit zunehmender Tensidkonzentration eine
Verdichtung der Oberflichenaggregate und fiir Nilrot durchlissigere Adsorptionsschicht
beobachtet wurde. Die Oberflaichenrauigkeit von Glas zeigte ihren Einfluss auf den Ad-
sorptionsprozess insofern, dass keine periodischen Strukturen detektiert wurden, wie sie
bei bereits veroffentlichten AFM-Ergebnissen zu sehen sind. [101] Anders als bei Adsorpti-
onsisothermen, Kontaktwinkeluntersuchungen oder ellipsometrischen Messungen miissen
bei der TIRF-Mikroskopie keine Adsorptionsmodelle verwendet werden, um die detek-
tierten Daten zur Charakterisierung der Adsorptionsschicht auszuwerten. Der Vorteil der
Visualisierung von hydrophoben Doménen mittels TIRF-Mikroskopie liegt in der direk-
ten Erfassung von Heterogenitdten im Aufbau von Adsorptionsschichten. Allerdings darf
man sich bei der Betrachtung dunkler Pixel nicht dazu hinreiflen lassen, diese als Stellen
ohne adsorbierte Tenside zu interpretieren. Zur Erstellung eines umfassenden Adsorptions-

modells erwies es sich als sinnvoll, die Ergebnisse der TIRF-Mikroskopie um die anderer
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Methoden zu ergéanzen. Zusétzlich wird der Aspekt des Einflusses der natiirlichen Ober-
flichenrauigkeit in den Messungen erfasst, die in vielen Anwendungen gegeben ist und in
der AFM oder Adsorptionsmodellen wie dem nach Langmuir nicht berticksichtigt wird.
(2) Wie veridndern sich die Aggregatstrukturen zeitlich betrachtet?

Zu Untersuchung der zeitlichen Verdnderung der Adsorptionsschicht wurde die Helligkeit
der TIRF-M-Bilder von aufeinanderfolgenden Messungen in zeitlichen Abstdnden ausge-
wertet. Wahrend in aufeinanderfolgenden TIRF-M-Messungen (s. Abbildung 6.14) gezeigt
werden konnte, dass sich die Adsorptionsschicht von CTAB an Glas im zeitlichen Be-
reich iiber Minuten aufbaut, was in zunehmenden Pixelhelligkeiten resultiert, ergab die
genauere Betrachtung von einzelnen Farbstofftrajektorien eine maximale Beobachtungs-
dauer von 600 ms von Fluoreszenzereignissen in Fliachen einiger Pixel. Dies spricht fiir hoch
dynamische Prozesse innerhalb der Adsorptionsschicht, deren hydrophobe Strukturen sich
aufgrund Brown’scher Bewegung der Tenside oder ihrer Ad- und Desorption an und von
der Oberflache kontinuierlich verdndern, sodass Nilrotmolekiile nur kurz an einer Stelle zu
beobachten sind. Aus den Farbstofftrajektorien lasst sich auch nochmals bestéitigen, dass
die hydrophoben Doménen bei 0,1-fach cmc vermutlich separate Aggregate sind, da die
Belichtungszeit kaum Einfluss auf die Beobachtungsdauer zeigte, wohingegen bei 11-fach
cmc die hydrophoben Doménen stérker vernetzt und durchldssig fiir Farbstoffmolekiile
sind.

Wihrend bei der Erstellung von Adsorptionsisothermen, der Untersuchung von Kon-
taktwinkelmessungen oder in cryo-TEM-Bildern nur zeitlich gemittelte oder momentane
Zustidnde meist nach Einstellung eines Gleichgewichts beobachtet werden kénnen, weist die
TTIRF-Mikroskopie den Vorteil auf, Verdnderungen lokaler Heterogenitéiten zeitaufgelost
betrachten zu kénnen. Die Belichtungszeit (50 ms) stellt dabei die zeitlich Auflésungs-
grenze dar, dhnlich der Scanrate bei der Atomkraftmikroskopie. Die Ergebnisse vieler
der genannten Methoden vermitteln ein Verstdndnis einer starren Adsorptionsschicht und
entsprechend vereinfachte Adsorptionsmodelle. Die TIRF-Mikroskopie ermdglicht, den
Aspekt der dynamischen Verdnderung in der Ausbildung von Adsorptionsgleichgewich-
ten stirker in den Vordergrund zu stellen und zu erfassen.

(3) Welchen Einfluss haben beigemischte Tenside auf den Aggregationspro-
zess?

Die Mischungen von CTAB (130% cmc) mit je 3% bzw. 30% der cmc von SDS, C12EO7
oder PE10500 weisen verschiedene Verdnderungen der Adsorptionsschicht im Vergleich zur
reinen CTAB-Schicht auf (s. Abbildungen 6.55 - 6.58).

SDS zeigt als einziges beigemischtes Tensid bereits mit einer Konzentration von nur 3% sei-
ner cmc einen Einfluss auf die TIRF-M-Bilder, in denen deutlich weniger Fluoreszenzereig-
nisse beobachtet werden. Bei einer Konzentration von 30% der cmc an SDS konnen kaum

an der Oberfliche fixierte Fluoreszenzereignisse detektiert werden, wie auch in TIRF-M-
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Bildern reiner SDS-Losung auf Glas. Dies spricht fiir die Ausbildung von Mischaggregaten
aus CTAB und SDS in Losung, bedingt durch die anziehende Coulomb-Wechselwirkung
zwischen negativem und positivem Tensidteil. Aufgrund der abstoflenden Wechselwirkung
zwischen SDS und der deprotonierten, negativen Glasoberfliche bzw. der durch die Néhe
zu SDS-Molekiilen herabgesetzte effektive positive Ladung der CTAB-Molekiile kénnen
diese Mischaggregate nicht gut adsorbieren. Die Wechselwirkung der beiden ionischen Ten-
side ist so grof}, dass die Verteilungsgleichgewichte so eingestellt sind, dass CTAB vermehrt
in Mischaggregaten in Losung eingelagert wird und kaum noch zur Bildung von Aggre-
gaten an der Oberflache zur Verfiigung steht. Die wenigen adsorbierten Mischaggregate
weisen eine um 66% grofiere Spannweite an durchschnittlichen zuriickgelegten Strecken des
Farbstoffs pro Bild auf. Diese spricht fiir einen im Vergleich zu reinen CTAB-Aggregaten
inhomogeneren Aufbau der hydrophoben Doménen, d.h. mehr oder weniger dicht gepackte
Doménen, und unterstreicht die Ausbildung von verschieden zusammengesetzten Mischag-
gregaten. Die Beimischung eines anionischen Tensids zu kationischem CTAB bewirkt also
die Ausbildung von Mischaggregaten und eine stark verminderte Adsorption aufgrund
verdnderter Coulomb-Wechselwirkungen mit der deprotonierten Glasoberflache.

Mit 3% oder 30% der cmc an C12EO7 zeigen sich keine signifikanten Unterschiede der
TIRF-M-Bilder im Vergleich zur reinen CTAB-Adsorptionsschicht. In der Auswertung der
Diffusionstrajektorien weisen 75% der Trajektorien eine weitldufigere Diffusion des Farb-
stoffs in der Adsorptionsschicht auf im Vergleich zur reinen CTAB-Schicht. Dies deutet auf
eine Coadsorption von CTAB und C15EO7 hin, welches die abstolenden Coulomb-Kréfte
zwischen den kationischen CTAB-Molekiilen herabgesetzt. Dadurch kénnen stellenweise
ausgedehntere bzw. dichtere hydrophobe Doménen der adsorbierten Tenside entstehen. Die
Mischung aus CTAB mit einem nichtionischen, niedermolekularen Tensid bewirkt die Aus-
bildung einer CTAB-Adsorptionsschicht mit zwischengelagerten Fremdtensid-Molekiilen,
welche ohne CTAB an Glas nicht adsorbieren kénnen. Die hydrophoben Doménen der
Misch-Adsorptionsschicht kénnen stellenweise ausgedehnter bzw. dichter gepackt sein.
Erst ab 30% der cme an PE10500 in der Mischung mit CTAB zeigen sich Unterschiede der
TIRF-M-Bilder im Vergleich zur reinen CTAB-Schicht. Es kénnen kaum an der Oberfléche
fixierte Fluoreszenzereignisse beobachtet werden, wie auch in den TTRF-M-Aufnahmen
reiner PE10500-Losung an Glas. Aus Oberflichenspannungsexperimenten konnte bereits
geschlussfolgert werden (s. Abschnitt 5.4.1 bzw. [62]), dass das Adsorptionsverhalten einer
PE10500-CTAB-Mischung in der Wasser-Luft-Grenzflache durch PE10500 bestimmt wird.
Analog kann an der Glas-Wasser-Grenzflache beobachtet werden, dass kaum permanente
hydrophobe Doménen, d.h. nur vereinzelte Tenside bzw. Aggregate, an der Glasoberflédche
adsorbieren, so wie in einer reinen PE10500-Losung. Im Gegensatz zum niedermolekularen
C12EO7, das aufgrund der mit CTAB vergleichbaren Gréflenordnung der Molekiile eine
gemischte Adsorptionsschicht ausbildet, verhindert das hochmolekulare PE10500 maflgeb-
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lich die Ausbildung einer Adsorptionsschicht. Moglicherweise bilden sich analog zur SDS-
Mischung Mischaggregate in Losung, die nicht adsorbieren, oder durch die Adsorption
stark gekndulter PE10500-Monomere, welche selbst keine ausreichend grofien hydropho-
ben Doménen fiir die Wechselwirkung mit Nilrot ausbilden (s.u.), wird die Ausbildung von
CTAB-Oberflachenaggregaten behindert. In einer Mischung aus CTAB und einem nichtio-
nischen, hochmolekulaten Tensid wird die Ausbildung eines Mischfilms mit hydrophoben
Doménen somit verhindert, jedoch diffundieren Aggregate in Losung in Oberflichennéhe.
Zudem kann neben der Analyse einer bereits gemischten Tensidlosung an Glas die in-
stantane Ablésung einer CTAB-Adsorptionsschicht durch Zugabe einer PE10500-Losung
mittels TIRF-Mikroskopie innerhalb weniger Bilder (Belichtungszeit je 50 ms) beobachtet
werden.

An Glas konnten somit die Auswirkungen von Ladung und Molekiilgréfle beigemisch-
ter Tenside auf die Ausbildung einer Adsorptionsschicht und ihre hydrophoben Doménen
charakterisiert werden, womit sich im Hinblick auf Anwendungen langfristig Dispersions-
stabilitdten durch geeignete Wahl von Tensiden einstellen lassen. Die TIRF-Mikroskopie
eignet sich, um schnell die Auswirkungen der Beimischung eines Fremdtensids auf anson-

sten stabile Adsorptionsschichten zu erfassen.

Adsorptionsprozess von PE10500 an hydrophilem Glas

Fiir die verschiedenen Untersuchungsmethoden wurden teils verschieden hydrophile Sili-
ziumdioxidoberflichen verwendet, um den Einfluss der Oberflichenbeschaffenheit zu un-
tersuchen. Thre Hydrophilie wird im Folgenden beschrieben. Fiir die TIRF-Mikroskopie
wurden UV-behandelte Glastriager verwendet, deren Kontaktwinkel bei Benetzung mit
Wasser 0° betragt, womit diese Oberfliche als sehr hydrophil bzw. sehr gut benetzbar
gilt. [3] Fir die Adsorptionsisotherme wurde Silicagel ohne pH- oder UV-Behandlung ver-
wendet. In Kontaktwinkelmessungen wurden sowohl UV-behandelte als auch unbehandelte
Glastrager untersucht, um unterschiedlich hydrophile Oberflichen zu testen. Unbehandel-
te Glastrager weisen mit einem Kontaktwinkel von Wasser von 40° eine weniger starke
Oberflaichenhydrophilie auf als UV-behandelte Glastriager, der dennoch deutlich kleiner
ist als der Randwinkel von 90°, ab dem eine Oberfliche allgemein als hydrophob einge-
stuft wird. [3] Im Folgenden wird also zwischen der Adsorption an relativ hydrophilen,
protonierten Siliziumdioxidoberflichen (unbehandeltes Silicagel bzw. Glas) und an sehr
hydrophilen, deprotonierten Glasoberflichen (UV-behandeltes Glas) unterschieden.

Adsorption an hydrophilem, unmodifiziertem, protoniertem Siliziumdioxid An
unmodifiziertem, protoniertem Silicagel adsorbiert PE10500 bereits bei niedrigen Tensid-

konzentrationen deutlich unterhalb der cmc, wie die adsorbierten Mengen der Adsorp-
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tionsisotherme bei Gleichgewichtskonzentrationen von 10~7 M PE10500 belegen (s. Ab-
bildung 5.9). Aufgrund der Anpassung nach Gu-Zhu koénnte die Ausbildung von kleinen
Aggregaten mit Aggregationszahlen von 2-3 bis zu einer Gleichgewichtskonzentration von
10~% M PE10500 angenommen werden. Bei hoheren Gleichgewichtskonzentrationen muss
es aufgrund der héheren adsorbierten Mengen zu einer Verdichtung der Oberfliche mit
diesen Di- bzw. Trimeren oder zu einer Ausbildung einer dichten, durchgehenden Mono-
schicht adsorbierter Tenside kommen, wobei anhand der Isothermen nicht zwischen diesen
beiden Moglichkeiten unterschieden werden kann.

Tropfen von Wasser auf unmodifiziertem Glas, das mit PE10500-Losung einer Konzentra-
tion unterhalb der cmc (c=1-10""> M PE10500) behandelt wurde, weisen dieselben Kon-
taktwinkel von 40° auf wie die Wassertropfen auf Glas ohne PE10500-Behandlung. Dies
bestétigt die nach der Adsorptionsisothermen abgeleitete Ausbildung nur kleiner Aggrega-
te, welche die Oberflaichenhydrophilie von protoniertem Glas makroskopisch nicht messbar
verdndern. Auf einer unmodifizierten Glasoberfliche, die mit PE10500-Lésung oberhalb
der cme (c=5-10"2 M PE10500) behandelt wurde, verringert sich der Kontaktwinkel deut-
lich, ist jedoch nicht 0°, was auf die Ausbildung einer Adsorptionsschicht hindeutet, welche
die Oberfliche hydrophiler macht, jedoch nicht so dicht gepackt ist, dass sie zur vollstéandi-
gen Benetzung der Oberfliche fithrt. Es zeigt sich fiir relativ hydrophile, protonierte Glaso-
berflaichen: Unterhalb der cmc deutet die Adsorptionsisotherme auf die Ausbildung kleiner,
wenig dicht gepackter Aggregate aus wenigen Monomeren hin, wobei es bei Erhéhung der
Tensidkonzentration zur Verdichtung der Adsorptionsschicht kommt. Oberhalb der cmc
sprechen die Kontaktwinkelmessungen zudem fiir eine Adsorptionsschicht, bei welcher die
hydrophileren PEO-Blécke zur Losung zeigen (s. Abbildung 7.3 links).

Adsorption an sehr hydrophilem, deprotoniertem Siliziumdioxid An stark hy-
drophilen, deprotonierten Glasoberflichen dagegen ist die Ausbildung einer Adsorptions-
schicht von PE10500 deutlich schwécher ausgepréagt. Auf mit PE10500-Losungen mit Kon-
zentrationen unterhalb und oberhalb der cmc beschichteten UV-behandelten Glasober-
flachen spreitet Wasser gleich stark mit einem Kontaktwinkel von 0°. Damit sind im Ver-
gleich zur UV-behandelten Glasoberfliche ohne PE10500-Adsorptionsschicht keine makro-
skopisch messbaren Verdnderungen der Oberflichenhydrophilie beobachtbar. Dies deutet
zum einen im Hinblick auf die Ergebnisse von Alexandridis et al. darauf hin, dass die UV-
behandelte Oberfliche deprotoniert vorliegt. [90] Die laut Kontaktwinkelmessungen sehr
schwach ausgeprigte Adsorptionsschicht deckt sich mit ihren Ergebnissen, die nachweisen,
dass keine Adsorption von PE10500 an deprotonierten Glasoberflichen stattfindet. Die
UV-behandelte, laut Definition der Benetzbarkeit (s.o.) sehr gut benetzbare, deprotonier-
te Glasoberfliche unterscheidet sich somit von der unbehandelten Glasoberfliche und dem
flir die Adsorptionsisothermen verwendeten Silicagel, indem es eine geladene Oberflédche

darstellt, an der keine Adsorption von PE10500 zu erwarten ist.
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hydrophile, stark hydrophile,
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Abbildung 7.3: Schematisches Adsorptionsmodell von PE10500 an hydrophilen Ober-
flachen. An hydrophilem, protoniertem Glas (unbehandeltes Glas, Silicagel) adsorbieren
kleine, separate Aggregate unterhalb der cme, oberhalb der cmc bildet sich eine verdich-
tete Adsorptionsschicht mit zur Losung zeigenden PEO-Blocken (links). An stark hydro-
philem, deprotoniertem Glas (UV-behandeltes Glas, Mica/Glimmer) adsorbieren bei allen
Konzentrationen nur weit verstreut kleine, separate, stark verkndulte Aggregate aus ei-
nem bis drei Monomeren, deren hydrophober Kern nicht zugénglich fiir Nilrot ist (rechts).
Farbcode ABA-Blockpolymer: PEO37;PPO53PEO37.

Mittels Atomkraftmikroskopie von PE10500-Lésungen an Glimmer durch van Megen konn-
ten separate, runde Adsorptionsstrukturen an Glimmer detektiert werden. [59] Der mittlere
Durchmesser dieser Objekte betragt 27 nm. Diese Beobachtungen decken sich mit Ergeb-
nissen von Liu et al. [42] Nach einem dafiir entwickelten mathematischen Modell wurde
jedoch die Faltung der Eigenausdehnung mit der Ausdehnung der Kantileverspitze bertick-
sichtigt. [45] Nach Entfaltung mit der Kantileverspitze wurde ein mittlerer Durchmesser
von nur noch 6 nm erhalten. Diese Grofle spricht rechnerisch unter Beriicksichtigung des
Eigenvolumens einzelner PE10500-Monomere fiir Aggregate aus nur einem bis drei Mono-
meren.

In TIRF-mikroskopischen Aufnahmen von Nilrot in PE10500-Lésungen auf stark hydro-
philem, UV-behandeltem Glas konnten fiir alle Tensidkonzentrationen nur Fluoreszenzer-
eignisse in Oberflichennéhe beobachtet werden, jedoch keine direkt, fest und dauerhaft an
der Oberflache befindlichen. Die Helligkeitsauswertung ergab, dass die mittlere Pixelhel-
ligkeit kaum erhoht ist im Vergleich zu Nilrotlosung ohne Tensid auf Glas. Somit bilden
sich keine hydrophoben Doménen an der Glasoberfliche, die zugénglich sind fiir Nilrot-
molekiile.

Fiir stark hydrophile, deprotonierte Oberflaichen wie UV-behandeltes Glas und Glimmer
zeichnet sich ab, dass sich bei allen Konzentrationen nur Monomere oder Aggregate aus
zwei bis drei Monomeren an der Oberfliche anlagern. Diese sind im Vergleich zu Monome-
ren in der Adsorptionsschicht an hydrophilen, protonierten Oberflichen deutlich stérker

geknédult und dadurch ist der hydrophobe Bereich der Aggregate entweder zu klein fiir
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eine Wechselwirkung mit Nilrot oder sterisch nicht zugénglich, da die Blocksegmente zu
stark aneinander gelegen sind (s. Abbildung 7.3 rechts). Dies deckt sich mit Ergebnissen
aus Quartz-Mikrowaage- und Oberflichenplasmonen-Experimenten von Liu et al., welche
die Adsorptionsschicht an hydrophoberen Oberflachen im Vergleich zur Adsorptionsschicht
an hydrophileren Oberflichenals viskoelastischer und mit weniger eingelagertem Wasser

beschrieben, was sie auf stérker zur Losung zeigende PEO-Segmente zurtickfiihrten. [42]

Die unterschiedlichen verwendeten Methoden der Adsorptionsisotherme, Kontaktwinkel-
messung, AFM und TTRF-Mikroskopie konnten den Einfluss der Oberflichenladung von
Siliziumdioxid auf die Adsorption von PE10500 herausarbeiten und Hinweise auf die kon-
krete Anordnung der Molekiile liefern. Dabei zeigte sich, dass fehlende Fluoreszenzereig-
nisse in TIRF-M-Bildern nur die Ausbildung hydrophober Doménen einer gewissen Hy-
drophobie, Ausdehnung und Farbstoff-Zugéanglichkeit ausschlielen, es aber dennoch zur

Adsorption einzelner Tenside kommen kann.

Adsorptionsprozess von PE10500 an hydrophobiertem Glas

Als Modelloberfliche fiir hydrophobe Oberflichen dienten octyl-silanisierte Glastriger
(Mikroskopie) bzw. octadecyl-silanisiertes Silicagel (Isotherme).

(1) Welcher Art sind die ausgebildeten Aggregate an der Oberfléiche?
Bekannt aus bereits veroffentlichten Studien zur Adsorption von PE10500 an hydropho-
ben Oberflichen war, dass die adsorbierte Menge an PE10500 mit der Hydrophobie der
Oberfliche zunimmt. [42] AFM-Bilder zeigen unabhingig von der Tensidkonzentration
eine unstrukturierte, gleichméfiige Adsorptionsschicht an Graphit. An hydrophober Ober-
fliche sind die PEO-Blocke stirker zur Losung gerichtet und somit beweglicher als an
hydrophiler Oberfliche. Ebenso kann an hydrophober Oberfliche unterhalb der cmc eine
festere Adsorptionsschicht mit flach adsorbierten Molekiilen beobachtet werden als ober-
halb der cmc, da hier durch ausgebildete Schleifen- und Schleppenbildung insbesondere
PEO-Segmente zur Losung gerichtet sind. [43]

Um den Adsorptionsprozess dieses Adsorptionssystems weiter zu untersuchen und Konzen-
trationen zu ermitteln, bei denen sich Verédnderungen im Aufbau der Adsorptionsschicht
zeigen, wurde in dieser Arbeit zunédchst die klassische Methode der Erstellung und Inter-
pretation einer Adsorptionsisotherme verwendet. Anhand dieser konnte fiir das Adsorpti-
onsmodell von PE10500 an hydrophober Oberfldche eine Adsorption von Monomeren oder
die Ausbildung kleiner Aggregate bei niedrigen Tensidkonzentrationen bis zu einer Gleich-
gewichtskonzentration von 10~° M PE10500 abgeleitet werden. Bei hoheren Tensidkonzen-

trationen scheint es zu einer Verdichtung der Oberfliche mit diesen Aggregaten oder zur
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Abbildung 7.4: Uberblick iiber wesentliche Ergebnisse des Adsorptionsprozesses von
PE10500 an silanisiertem Glas: a) TIRF-Mikroskop-Bilder der reinen Oberfliche mit Nil-
rotlésung und mit 10~7 M PE10500-Losung. b)Exemplarische PAINT-Bilder von zwei ver-
schiedenen Fluoreszenzobjekten in einer PE10500-Adsorptionsschicht. ¢) Mittlere (gefiill-
te) bzw. maximale (leere Quadrate) Pixelhelligkeit, normiert auf die Helligkeit bei 1075 M
PE10500 in Abhéngigkeit der Tensidkonzentration und Adsorptionsisotherme (Sterne) an
silanisiertem Silicagel. d) Mittlere Anzahl an PAINT-Objekten NpainT und mittlerer Ra-
dius der PAINT-Analyse RpaiNT.

Ausbildung einer dichten, durchgehenden Monoschicht zu kommen (s. Abbildung 7.4 ¢),
wobei zwischen diesen beiden Moglichkeiten anhand der Isotherme nicht unterschieden
werden kann und deswegen die TTRF-Mikroskopie herangezogen wurde.

Die TIRF-M-Bilder von PE10500 an silanisiertem Glas zeigen bereits ab 10~7 M PE10500
separate, zeitlich begrenzte Fluoreszenzereignisse. Diese sind iiber viele Bilder hinweg zu
beobachten, allerdings zeigen sich auch schwache, aber separate Fluoreszenzereignisse in
Messungen der Silanschicht mit Nilrot ohne Tensidzugabe (s. Abbildung 7.4 a). Die Al-
kylketten der Silanschicht selbst bilden also hydrophobe Doménen aus, mit denen Nilrot
wechselwirken kann (s. Abbildung 7.5 links). Die Helligkeitsauswertung der Pixelhelligkei-
ten jedoch zeigt, dass die mittlere Pixelhelligkeit bereits ab 1.10~7 M PE10500 um 20%
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gegeniiber der Helligkeit in den Bildern von Nilrot an der Silanoberfliche erhoht ist (s.
Abbildung 7.4 c). Das bedeutet, dass sich eine Adsorptionsschicht ausbildet, deren hy-
drophobe Doménen sich von denen der Silanschicht unterscheiden. Zudem nimmt diese
mittlere Helligkeit mit der PE10500-Konzentration unterhalb des cmc-Bereichs zu, sta-
gniert allerdings bei Konzentrationen bis in den cmc-Bereich hinein und nimmt oberhalb
des cmc-Bereichs sogar um 25% kleinere Werte ein als knapp unterhalb des cme-Bereichs.

Auch die Auswertung der jeweils hellsten Pixel eines Bildes weist den Trend der zunéchst
mit der Tensidkonzentration zunehmenden Helligkeit des hellsten Pixels im Bild auf, die
knapp unterhalb bzw. im cmc-Bereich vergleichbar ist, jedoch oberhalb der cmc etwas
zunimmt. Dies zeigt eindeutig, dass sich Aggregate von PE10500 an der Silanoberflédche
ausbilden, die hydrophober sind als die hydrophoben Doménen der Silanschicht. Dadurch
kommt es zur Aussendung von mehr Fluoreszenzphotonen innerhalb der Pixel eines Ag-
gregates und innerhalb einer Belichtungsdauer eines Bildes und somit zu einer gréfferen
maximalen Pixelhelligkeit. Die aus der Adsorptionsisotherme indirekt abgeleitete Vermu-
tung, dass deutlich unterhalb der cmc bereits kleine Aggregate ausgebildet werden, konnte
mittels TIRF-Mikroskopie visualisiert und somit verifiziert werden (s. Abbildung 7.5 links
und mittig).

Die von Liu et al. mittels AFM gefundene Ausbildung einer durchgehenden, unstruktu-
rierten Adsorptionsschicht von PE10500 an hydrophober Oberfliche [42] kann also mit
den Ergebnissen dieser Arbeit um Folgendes ergénzt werden: Zum einen kommt es stellen-
weise zur Ausbildung lokaler Heterogenitdten in Form von hydrophoben Bereichen aus
dicht gepackten PE10500-Monomeren, die man als Strukturierung der Oberfliche be-
trachten kann, wenn auch nicht nach &uflerlich geometrischen Kriterien, sondern nach
chemischer Wechselwirkung bzw. Aggregat-Aufbau. Zum anderen muss der Einfluss der
Oberflache auf den Aggregationsprozess beachtet werden. Durch die Wechselwirkung der
adsorbierenden Monomere mit den Alkylketten der Silanschicht wird die Adsorption und
Aggregation beeinflusst, sodass die Vergleichbarkeit von Oberflichen wie Graphit und si-
lanisiertem Glas in Grenzen zu betrachten ist. Denn Graphit und silanisiertes Glas sind
beide als hydrophobere Oberflichen einzustufen, jedoch unterscheiden sie sich in ihrer
chemischen Oberflaichenbeschaffenheit und der Rauigkeit. Gleichzeitig ist bei den Ergeb-
nissen der TIRF-Mikroskopie darauf zu achten, dass nicht fluoreszierende Bereiche nicht
automatisch mit Oberflichenbereichen ohne Adsorptionsschicht gleichzusetzen sind. Es
kann an dunklen Stellen ebenso Tensid adsorbiert sein, welches keine ausreichend grofien
bzw. hydrophoben Doménen fiir eine Wechselwirkung mit Nilrot ausbildet, welches zu-
dem nicht im Uberschuss vorliegt. Dass die hydrophoben Doménen nur begrenzte Zeit zu
beobachten sind, bedeutet, dass die hier erfasste Strukturierung der Adsorptionsschicht
dynamischen Verdnderungen bzgl. der Position der Kettensegmente unterworfen ist. Mit
der TTRF-Mikroskopie kénnen nicht nur hydrophobe Strukturen anhand des Aufbaus und
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Abbildung 7.5: Schematisches Adsorptionsmodell von PE10500 an hydrophobiertem Glas.
Nilrot kann auch mit hydrophoben Doménen bestehend aus Alkylketten der Silanschicht
wechselwirken (links). Deutlich unterhalb der cmc ab 10~7 M PE10500 adsorbieren ein-
zelne Monomere, bzw. kleine, separate Aggregate in Wechselwirkung mit den Alkylketten
der Silanschicht. Mit zunehmender PE10500-Konzentration verdichten sich die Aggregate
der Adsorptionsschicht, welche jedoch nicht iiberall dicht gepackte, permanente hydro-
phobe Doménen ausbilden (mittig). Oberhalb der cmc ist eine stellenweise Adsorption
von Mizellen auf der Adsorptionsschicht von PE10500 denkbar (rechts). Farbcode ABA-
Blockpolymer: PEO37;PPO5;PEO37.

der chemischen Eigenschaften erfasst werden, sondern auch ihre zeitlichen Verdnderungen.
Mittels eTCSPC konnte in dieser Arbeit zudem die hohe Kettenmobilitdt der PE10500-
Monomere in Aggregaten in Losung nachgewiesen werden, welche hier als Ursache fiir
die zeitliche Verdnderung der hydrophoben Doménen angesehen wird. Das schematische
Modell in Abbildung 7.5 zeigt den Adsorptionsprozess, der aus den in dieser Arbeit ge-
wonnenen Ergebnissen abgeleitet wurde, ergdnzt um bereits verdffentlichte Erkenntnisse
bzgl. der Orientierung der Tensidsegmente. [43]

Man hétte erwarten konnen, dass mit zunehmender Tensidkonzentration die mittlere Pi-
xelhelligkeit der TIRF-M-Bilder auch oberhalb des cmc-Bereichs weiter ansteigt. Dass dies
nicht beobachtet wurde, liegt daran, dass die Konzentration an freiem, ungebundenem Nil-
rotfarbstoff mit steigender Tensidkonzentration und insbesondere oberhalb der cmc sinkt.
Nilrot kann in Mizellen in Lésung solubilisiert werden und steht dadurch an der Ober-
fliche nicht mehr in derselben effektiven Konzentration zur Verfiigung wie unterhalb der

cme. Da dieses Verteilungsgleichgewicht von Nilrot zwischen Mizellen in Losung, Aggre-
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gaten an der Oberfliche und gebunden an einzelne PE10500-Monomere bzw. ungebunden
in Lésung nicht quantitativ erfasst werden kann, ist ein Vergleich von absoluten Hellig-
keiten bei verschiedenen Tensidkonzentrationen nicht sinnvoll. Es kann jedoch qualitativ
abgeleitet werden, dass trotz geringerer freier Farbstoffkonzentration an der Oberfldche
oberhalb der cmc die gleiche mittlere Bildhelligkeit wie knapp unterhalb des cmc-Bereichs
gefunden wird, was bedeutet, dass oberhalb der cmc mehr Aggregate pro Flache im Ver-
gleich zu unterhalb der cmc detektiert werden. Zudem weist die leicht erhéhte maximale
Pixelhelligkeit auf Doménen oberhalb der cmc hin, die stellenweise hydrophober sind als
unterhalb der cmc oder langer mit Nilrot wechselwirken. Moglicherweise kénnten oberhalb
der cmc aus der Losung adsorbierte Mizellen an der Ausbildung der Adsorptionsschicht
beteiligt sein (s. Abbildung 7.5 rechts).

Noskov et al. vermuteten, dass es mit zunehmender Tensidkonzentration zur Aggregat-
bildung an der Oberfliche kommen kénnte und die PEO-Segmente stirker zur Loésung
ausgerichtet seien, wodurch sie beweglicher wiirden. [43] Die Ausbildung hydrophober
Doménen, die sich aus aggregierten Tensidmolekiilen aufbauen, konnte in dieser Arbeit
bestétigt werden. Eine Ausrichtung der PEO-Segmente kann mit der vorliegenden Metho-
de nicht direkt visualisiert, indirekt jedoch durch die in den TIRF-M-Bildern beobachtete
zunehmende maximale Helligkeit mit steigender Tensidkonzentration nachgewiesen wer-

den, d.h. durch die zunehmende Hydrophobizitit der ausgebildeten Doménen.

Ergebnisse der Superresolution-Analyse

Fiir die Validierung der Superresolution-Analyse konnten mit dem verwendeten TIRF-
Mikroskop und der von Stefan Marawske programmierten PAINT-Analyse-software [61]
zunéchst hochaufgeloste Bilder von Lipidvesikeln berechnet werden, die vergleichbar mit
den von Sharonov und Hochstrasser verdffentlichten sind [27]. Dabei wurden die Lipid-
vesikel auf einer Glasoberfliche aufgetragen, wo sie sich durch Wechselwirkung mit der
Oberflache absetzten. Da sich Lipidvesikel zeitlich betrachtet kaum verdndern, d.h. kaum
Austausch mit einzelnen Lipiden in Losung stattfindet, konnten die Vesikel als fixiert und
unverdndert betrachtet werden. Nach Aufnahme von TIRF-M-Bildern wurden diese mit
der PAINT-Methode ausgewertet, um hochaufgeloste Lokalisationen der Fluoreszenzsi-
gnale zu erhalten. Aus den zu einem PAINT-Objekt gruppierten Lokalisationen konnte
anhand einer Trefferdichteanalyse die Ausdehnung des Objektes und somit sein Radius
ermittelt werden. Eine Gréflenauswertung vieler PAINT-Objektbilder lieferte einen mitt-
leren Radius von 27 nm, der exakt mit dem von den beiden Autoren veréffentlichten
Wert {ibereinstimmt (vgl. Abschnitt 6.2). Dies zeigt, dass der in der Arbeit verwendete
Aufbau sowie die Auswertung vergleichbar sind mit der von Sharonov und Hochstrasser
entwickelten Methode. Jedoch beurteilten die Autoren nicht den erhaltenen Radius der
PAINT-Objekte, welcher nur etwa 36-39% des mittels DLS-Groflenbestimmung ermittel-
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ten Radius der Lipidvesikel von 70-75 nm betrdgt. Die PAINT-Methode eignet sich per
se also nur eingeschrinkt zur exakten Groéflenbestimmung nanoskopischer Fluoreszenz-
objekte, da die Lokalisation des Farbstoffes nicht an jeder Position des Objektes gleich
wahrscheinlich ist aufgrund folgenden Effektes: innerhalb der Belichtungszeit kann Nilrot
iiber eine Fliche iiber mehrere Pixel diffundieren, sodass eine gemittelte Position detek-
tiert wird, die am wahrscheinlichsten mittig im Objekt liegt. Dadurch ist die Lokalisati-
onsbestimmung gewichtet mit der Aufenthaltswahrscheinlichkeit. Hinzu kommt, dass es
zu Multifluoreszenzereignissen kommen kann, d.h. innerhalb der Belichtungszeit kann das
iberlagerte Fluoreszenzsignal mehrerer Nilrotmolekiile detektiert werden, welches nach
der 2d-Gausanpassung die gemittelte Position verschiedener Farbstoffe angibt, wodurch
duflere Farbstoff-Positionen unterrepréisentiert sind. Nichtsdestotrotz lassen sich hochauf-
geloste Bilder generieren und anhand der PAINT-Objektradien eine Grofienabschitzung
im Bereich von 13 nm bis 60 nm vornehmen. Dabei wird die Untergrenze von 13 nm
durch die von van Megen ermittelte Lokalisationsgenauigkeit des Aufbaus festgelegt und
die Obergrenze durch die Umstande, dass eine Fixierung des zu untersuchenden Objektes
innerhalb der Messdauer gewahrleistet werden muss und entsprechend viele Lokalisationen
fiir ein représentatives PAINT-Bild gesammelt werden miissen. [59]

Wichtigstes Auswahlkriterium des PAINT-Filters ist die Helligkeit des Fluoreszenzereig-
nisses. Uberlagerungen von PAINT-Objekt-Bildern mit TIRF-M-Rohbildern veranschau-
lichen, dass daneben auch weitere Kriterien zum Ausschluss von Fluoreszenzereignissen
bei der PAINT-Analyse fiihren. Zu nahe bzw. zu weit entfernte Fluoreszenzereignisse mit
zu breiten Helligkeitsverteilungen kénnen nicht mit dem 2D-Gaufl angepasst werden bzw.
nicht zu derselben Fluoreszenzquelle zugeordnet werden. Insgesamt zeigt sich, dass die
PAINT-Objekte eine durchschnittliche und reprisentative Auswahl an fluoreszierenden
Objekten des Messausschnittes mit jeweils verschiedener Ausdehnung (s. Abbildung 7.4 b)
und Fluoreszenzdauer reprisentieren. Die Uberlagerung der PAINT-Bilder mehrerer auf-
einanderfolgender TTRF-Messungen zeigte zudem, dass keine PAINT-Objekte zweimal an
derselben Stelle gefunden werden. Selbst bei einer niedrigen freien Farbstoffkonzentration
miisste durch Zufall ein PAINT-Objekt zweimal an derselben Stelle detektiert worden sein,
wenn man von starren, an einer Position bleibenden Aggregaten ausgeht. Die Ergebnisse
deuten jedoch darauf hin, dass es sich um dynamisch verdndernde hydrophobe Doménen
handelt, die sich an einer spezifischen Stelle nur fiir begrenzte Zeit ausbilden (vgl. Abbil-
dung 7.6). Dafiir sprechen zudem Ergebnisse der eTCSPC-Messungen, welche eine recht
hohe Kettenmobilitdt von PE10500-Monomeren und eine hohe Unordnung innerhalb von
PE10500-Aggregaten nahelegen. Insgesamt zeigt die Uberlagerung von hochaufgeldsten
PAINT-Objektbildern, dass die PAINT-Objekte scheinbar zuféllig verteilt iiber den Mess-
ausschnitt detektiert werden, was die anhand der Adsorptionsisotherme abgeleitete Aus-

bildung einer gleichméfigen Adsorptionsschicht unterstiitzt. Ein Zusammenhang zwischen
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Abbildung 7.6: Schematische Darstellung der rdumlichen und zeitlichen Verdnderungen der
dynamischen Adsorptionsschicht von PE10500 an silanisiertem Glas. Zum einen kénnen
einzelne Monomere im Rahmen des dynamischen Verteilungsgleichgewichts mit der Losung
ausgetauscht werden (mittig). Zum anderen kénnen durch Brown’sche Kettenbewegung
die hydrophoben Doménen, die sich in Wechselwirkung mit den Alkylketten der Silan-
schicht ausbilden, verkleinern bzw. vergrofiern (links bzw. mittig/rechts). Farbcode ABA-
Blockpolymer: PEO37PPO5PEO37.

Oberflachentopographie und Positionierung hydrophober Doménen kann mit der verwen-
deten Methode nicht untersucht werden.

Der mittlere PAINT-Objektradius von TIRF-M-Messungen an silanisierter Oberfliche mit
Nilrot bzw. mit PE10500-Lésungen verschiedener Konzentration betrigt zwischen 24 und
42 nm (s. Abbildung 7.4 d). Auch aus detektierten Fluoreszenzereignissen von Nilrot an der
silanisierten Oberfldche selbst ohne PE10500-Zugabe konnten zum Teil PAINT-Objekte
generiert werden mit einem durchschnittlichen Radius von 42 nm, mindestens 20% grofier
als die PAINT-Objektradien mit PE10500. Wie bereits aus den TIRF-M-Bildern deutlich
wurde, bilden die Alkylketten der Silanschicht selbst hydrophobe Doménen, die mit Nil-
rot wechselwirken koénnen. Wie in der Helligkeitsauswertung jedoch schon Unterschiede
zwischen dieser hydrophoben Doménen der Silanschicht und den hydrophoben Doménen
der Adsorptionsschicht ab 10~7 M PE10500 festgestellt wurden, zeigen sich auch in der
PAINT-Analyse in Anwesenheit von PE10500 kleinere PAINT-Objektradien in Kombi-
nation mit kleineren erreichbaren Lokalisationsgenauigkeiten. Die PAINT-Objekte diirfen
daher nicht als reine Tensidaggregate gedeutet werden, deren Vorstellung sich vor dem
Hintergrund der Mizellisation in Losung zundchst anbieten wiirde. Dies wird auch durch
einen GroBenvergleich der PAINT-Objektradien mit dem Mizellradius in Lésung von 9 nm
(FCS/ DLS; Faktor 3 im Gro8enunterschied) bzw. der halbierten Konturlinge einzelner
PE10500-Monomere (Faktor 2) [87] unterstiitzt. Vielmehr sind PAINT-Objekte hydro-
phobe Doménen, die sich sowohl aus adsorbierten und miteinander aggregierten PE10500-

Monomeren und den Alkylketten der silanisierten Oberfliche zusammensetzen. Insbeson-
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dere die PAINT-Objektradien der Aggregate unterhalb der cmc bis in den cmc-Bereich
hinein sind mit 30,1 bis 34,7 nm als gleich gro zu werten. Dies spricht fiir einen Ad-
sorptionsprozess, nach dem sich PE10500-Monomere je nach Tensidkonzentration dhnlich
und gleichméBig an der Oberfliche anlagern, wodurch es zur Verdichtung der Oberfléiche
mit hydrophoben Doménen (s.u.) kommt. Die mit zunehmender PE10500-Konzentration
steigende maximale Pixelhelligkeit ldsst jedoch den Schluss zu, dass sich stellenweise hydro-
phobere Doménen durch diese Verdichtung der Oberflache ausbilden. Insbesondere ober-
halb der cmc spricht eine deutliche Zunahme der maximalen Pixelhelligkeiten bzw. eine
Verringerung der Lokalisationsgenauigkeit fiir die Beteiligung von Mizellen am Adsorp-
tionsprozess (s. Abbildung 7.5 rechts), aber auch einen besonders gleichméfigen Aufbau
der Adsorptionsschicht, wie in AFM-Bildern von Liu et al. beschrieben. [42] Die PAINT-
Methode erméglicht weniger eine exakte Groflenbestimmung separater Aggregate, eignet
sich aber, um eine Wechselwirkung einer sich bildenden Adsorptionsschicht mit Segmenten
der Oberfliche sowie die dynamische Anderung der hyrophoben Doménen nachzuweisen,
wodurch Details des Adsorptionsprozesses aufgedeckt werden kénnen, die mit der TIRF-
Mikroskopie alleine bzw. Adsorptionsisothermen nicht zugénglich wéren.

An silanisierter Glasoberfliche nimmt die mittlere Anzahl der PAINT-Objekte pro Mess-
ausschnitt mit zunehmender PE10500-Konzentration bis zum cmc-Bereich stark zu, sta-
gniert im cmc-Bereich nimmt und oberhalb des cmc-Bereichs nochmals deutlich zu (s.
Abbildung 7.4 d). Die sich in der zunehmenden Helligkeit der Fluoreszenzereignisse be-
reits in den TIRF-M-Bildern zeigende Zunahme ausgebildeter hydrophober Doménen mit
steigender PE10500-Konzentration wirkt sich also wie erwartet auch steigernd auf die An-
zahl der PAINT-Objekte aus. Wahrend in den TIRF-M-Bildern die mittlere Pixelhelligkeit
oberhalb des cmc-Bereichs aufgrund der niedrigeren freien Farbstoffkonzentration sogar
geringer ausfillt als unterhalb des cmc-Bereichs, werden in vereinzelten Messungen bei
Konzentrationen oberhalb der cmc deutlich mehr PAINT-Objekte als unterhalb der cmc
gefunden. Obwohl es oberhalb der cmc weniger Fluoreszenzsignale in den TIRF-M-Bildern
gibt, erfiillen in manchen Messungen mehr von ihnen die PAINT-Filter, moglicherweise
durch ein besseres Signal-zu-Hintergrund-Verhéltnis. Dass die Spannweite gefundener An-
zahlen an PAINT-Objekten oberhalb der cmc deutlich grofler ist als unterhalb der cmce
(vgl. Abbildung 6.45), liefert neben der hohen maximalen Pixelhelligkeit der TIRF-M-
Bilder einen zusétzlichen Hinweis auf die Beteiligung von Mizellen aus der Losung an
der Adsorptionsschicht bei PE10500-Konzentrationen deutlich oberhalb der cme (vgl. Ab-
bildung 7.5 rechts). Je nach Oberflichenbeschaffenheit konnten adsorbierte Mizellen die
Anzahl der PAINT-Objekte zusitzlich erhéhen. 7,5-10~3 M PE10500 scheint eine Konzen-
tration darzustellen, ab der ein deutlicher Einfluss von adsorbierenden Mizellen aus der
Loésung messbar ist. Denkbar ist auch, dass je nach Oberflachenbeschaffenheit die Ausbil-

dung hydrophober Doménen beispielsweise aufgrund einer besonders dichten Packung ad-
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sorbierter Monomere zusétzlich beginstigt wird und somit manche Messausschnitte mehr
PAINT-Objekte aufweisen, was aufgrund der besseren PAINT-Bedingungen messbar wird.
Die PAINT-Methode reagiert sensibel auf Anderung der freien Nilrotkonzentration und
messbedingte Helligkeitsschwankungen. Gerade dadurch eignet sie sich zur tiefergehenden
Analyse der Adsorptionsschicht als die TIRF-Mikroskopie alleine. Insbesondere oberhalb
der cmc eignet sich das Messsystem PE10500 auf silanisiertem Glas zur Erstellung von
hochaufgelésten Bildern hydrophober Doménen.

(2) Wie veridndern sich die Aggregatstrukturen zeitlich betrachtet?
MSD-Untersuchungen der PAINT-Objekte zeigen, dass innerhalb der Belichtungszeit keine
gerichtete oder weitldufige Bewegung der Objekte nachgewiesen werden kann. Bewegungen
unterhalb von 10 nm innerhalb der Belichtungszeit von 8-50 ms kénnen weder bestétigt
noch ausgeschlossen werden. Im Rahmen der Genauigkeit der Messungen stiitzt dies das
abgeleitete Modell einer sich sukzessive an der Oberfliche und in Wechselwirkung mit
ihr aufbauenden Adsorptionsschicht aus Aggregaten, die sich zwar verdndern aber nicht
desorbieren oder sich in der Oberflichenebene bewegen. Falls Mizellen aus der Losung an
der Adsorptionsschicht beteiligt sind, so bleiben sie fest an einer Stelle adsorbiert.

Die Beobachtungsdauer eines Fluoreszenzereignisses, d.h. wie lange das Fluoreszenzlicht
eines PAINT-Objektes detektiert wurde, konnte anhand der Lénge der Signalspur ermittelt
werden. Das Verteilungshistogramm der Anzahl an PAINT-Objekten mit einer Beobach-
tungsdauer entsprechend eines Intervalls von 5 s (ab 2,5 s Mindestbeobachtungsdauer) ist
nicht wie erwartet normalverteilt, sondern zeigt eine abfallende Kurve dhnlich einer expo-
nentiellen Verteilung mit einem Maximum im ersten oder in einem der ersten Intervalle (s.
Abbildungen 6.47-6.50). Bei Normierung auf die hochste gefundene Anzahl an Objekten
der Intervalle sind alle Verteilungshistogramme der Messungen an PE10500 auf silani-
siertem Glas und silanisiertem Glas ohne Tensidzugabe gleich. Dies ldsst vermuten, dass
die Beobachtungsdauer normalverteilt ist mit einer durchschnittlichen Beobachtungsdauer
von weniger als 2,5 s, sodass das Maximum der Verteilung aufgrund der Auflésungsgrenze
von 2,5 s nicht erfasst werden kann (vgl. Abbildung 6.53). Es ist wahrscheinlich, dass nur
der duflerste rechtsseitige Rand einer moglicherweise asymmetrischen Normalverteilung
zu sehen ist, sodass Unterschiede der Fluoreszenzdauern in verschiedenen Adsorptions-
schichten nicht erfasst werden. Dies spricht zusétzlich zu den bisherigen Ergebnissen fiir
die Ausbildung einer Adsorptionsschicht aus sich dynamisch verandernden hydrophoben
Doménen (vgl. Abbildung 7.6).

Hier zeigt sich der Vorteil der TIRF-Mikroskopie mit PAINT-Analyse, die Verdnderung
lokaler Heterogenitédten aufgrund von Wechselwirkungen zwischen Molekiilen und Ober-
flache, Molekiilbewegung und Diffusion zeitaufgelost beobachten zu kénnen. Quartz-Mikro-
waage- und Oberflichenplasmonen-Experimente kénnen zwar auch zeitliche Verdnderun-

gen erfassen, jedoch nur gemittelt iiber weite Bereiche der Oberfliche. Bei der AFM kénnen
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kleiner Bereiche mit hoher Scanrate ebenfalls gut erfasst werden, im Fall einer geometrisch
unstrukturierten Adsorptionsschicht wie bei PE10500 an Graphit [42] jedoch bleiben Um-

orientierungen von einzelnen adsorbierten Molekiilen unerkannt.

Vergleich der verwendeten Methoden

Die verwendeten Methoden wiesen teils Gemeinsamkeiten auf, die ermittelte Ergebnis-
se bestédtigen lieflen, teils ergénzten sie sich aufgrund unterschiedlicher Anwendbarkeit
oder Moglichkeiten. Sowohl mit TIRF-M, AFM, Adsorptionsisothermen als auch Ober-
flichenspannungsmessungen lassen sich Grenzflichenbelegungen untersuchen. Dazu wird
bei Oberflichenspannungsmessungen die Belegung der Wasser-Luft-Grenzflache analysiert
und bei den anderen genannten Methoden die Feststoff-Wasser-Grenzflache. Diese Metho-
den reagieren sensitiv auf die Anlagerung von nur geringen Tensidkonzentrationen. Bei
Adsorptionsisothermen lassen sich anhand von Anpassungen mit Modellen (Langmuir,
Gu-Zhu) Riickschliisse ziehen iiber den Prozess der Adsorption und die gebildeten Aggre-
gatformen bzw. Molekiildichten. Bei Oberflichenspannungsmessungen kann prinzipiell nur
der Tensidkonzentrationsbereich ermittelt werden, in dem eine zunehmende Einlagerung
in die Grenzfliche erfolgt bzw. in dem diese mit Tensid voll belegt ist, jedoch lédsst sich
eine Verdichtung des Tensidfilms bei Blockpolymer-Tensiden beobachten. Im Vergleich zu
diesen beiden Methoden kénnen Grenzflachenaggregate mittels TIRF-M und AFM direkt
visualisiert werden. Ein Vergleich der TIRF-Mikroskopie und AFM erfolgt im néchsten
Abschnitt.

Waéhrend die eben genannten Methoden zur Untersuchung von Adsorptionsprozessen ge-
eignet sind, konnen mit den anderen in dieser Arbeit verwendeten Methoden Aggregate
in Losung und ihre Wechselwirkung mit dem Farbstoff Nilrot analysiert werden. DLS und
FCS eignen sich dabei zur Untersuchung der Groflenverteilung von Tensidaggregaten und
einer GroBlenabschétzung von Mizellen. Bei der DLS wird dabei die &uflere geometrische
Form erfasst, wobei es zum Teil zur Uberbewertung grofier Aggregate im Vergleich zu
kleineren kommt. Mittels FCS lésst sich deutlich detaillierter das Vorliegen verschiedener
Aggregatspezies nachweisen sowie das entsprechende Verteilungsgleichgewicht von Nilrot
in diesen (gewichtet mit der Fluoreszenzquantenausbeute). Durch die FCS lasst sich so-
wohl die Farbstoff-Tensidmonomer-Wechselwirkung bei niedrigen Tensidkonzentrationen
nachweisen als auch das Vorliegen kleiner Aggregat-Nilrot-Spezies.

Mittels eTCSPC lassen sich als einzige Methode Lebensdauern des Farbstoffs ermitteln,
wodurch Riickschliisse auf die Viskositit des Aggregatinneren und die Kettenmobilitét ins-
besondere von Blockpolymertensiden mdoglich sind und damit der innere Aggregataufbau

néher analysiert werden kann. Ebenfalls kann mit UV-Vis-spektroskopischen Untersu-
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chungen das Aggregatinnere untersucht werden, jedoch die Hydrophobizitidt der Nilrot-
Umgebung in Losung. Dies gelingt mit der TIRF-Mikroskopie analog an Feststoffober-
flichen. Aus UV-Vis-Spektren kann auch eine zunehmende Aggragatbildung in Losung
untersucht werden, wobei hier nicht zwischen verschiedenen Spezies unterschieden werden

kann (wie bei der FCS).

Anwendbarkeit der TIRF-Mikroskopie und PAINT-Methode auf Tensid-
systeme

Die TIRF-Mikroskopie erweist sich als sehr potente Methode zur Visualisierung und Ana-
lyse von Adsorptionsschichten von Tensiden an planaren Oberflichen. Da die Methode
sensibel auf Anderungen der Hydrophobizitéit von Aggregaten sowie Farbstoffverteilungen
reagiert, konnen Verteilungsgleichgewichte und Verdnderungen im Aufbau von Adsorpti-
onsschichten untersucht werden. Mittels Farbstoff werden nur hydrophobe Doménen der
Adsorptionsschicht visualisiert, sodass es teilweise einer Interpretation bedarf, woraus die-
se hydrophoben Doméinen bestehen. Jedoch besteht genau hierin ein grofles Potential:
bei der TIRF-Mikroskopie werden Teile der Adsorptionsschicht anders als bei der AFM
oder cryo-TEM nicht ausschlieSlich anhand geometrischer Abgrenzungen charakterisiert,
sondern aufgrund ihrer Wechselwirkungen untereinander, mit der Oberfliche und dem
Farbstoff, wodurch die Aspekte der Wechselwirkung und des Aufbaus in Adsorptions-
schichten untersucht werden kénnen. Begrenzungen der TIRF-Mikroskopie liegen in der
Auswahl der Oberflachen, die auf Glas oder modifizieres Glas mit relativ hoher Plana-
ritdt beschriankt sind, sowie in Limitierungen in der Wahl der Belichtungszeit, Farbstoff-
konzentration und Laserleistung, was teilweise die Einstellung eines passenden Signal-
zu-Hintergrund-Verhéltnisses beeinflusst. Andererseits kénnen im Gegensatz zu anderen
Methoden zeitliche Verdnderungen lokaler Heterogenitéiten der Adsorptionsschicht beob-
achtet werden. Neben der Visualisierung hydrophober Doménen kénnen aus ihrer detek-
tierten Helligkeit bei einem Vergleich verschiedener Adsorptionsschichten untereinander
qualitative Informationen iiber die Hydrophobizitdt der Doménen und ihre Anzahl auf
der Messfliche gewonnen werden, wodurch Verdnderungen der Adsorptionsschicht mit
der Tensidkonzentration erfasst werden konnen. Quantitative Aussagen bzw. das Erfassen
absoluter Kennzahlen in dieser Untersuchung sind jedoch aufgrund unbekannter Vertei-
lungsverhaltnisse dynamischer Farbstoff- und Tensidgleichgewichte nur bedingt moglich.
Durch die Aufnahme von Bilderserien kénnen zudem zeitliche Verdnderungen hydrophober
Doménen verfolgt werden, was insbesondere bei Tensidsystemen von Vorteil ist, da Ten-
side selbstassoziierende Aggregate bilden und viele Methoden deren dynamische Verdnde-

rungen nicht erfassen kénnen. Es konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche chemische
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Figenschaften der Oberfliche wie Oberflichenladung oder Oberflichenmodifikation durch
kovalente Anbindung von Alkylketten Art und Aufbau der Adsorptionsschicht beeinflus-
sen. Neben der Erfassung des Einflusses der Oberflache selbst kann auch eine die Auswir-
kung der Beimischung von Fremdtensid auf eine Adsorptionsschicht instantan beobachtet
werden. Dies ermoglicht es, Adsortionsprozesse und Dispersionsstabilitiaten in Anwendun-
gen durch die Wahl geeigneter Oberfléichen und Dispersionszusammensetzungen zu steu-
ern.

Die PAINT-Methode eignet sich nicht nur zur Erzeugung hochaufgeléster Bilder von hy-
drophoben Doménen, sondern bietet auch Mdoglichkeiten zu deren tiefergehenden Charak-
terisierung, welche iiber die Moglichkeiten der TIRF-Mikroskopie noch hinausgehen. Die
Anzahl der PAINT-Objekte je Messausschnitt gibt beispielsweise Aufschluss tiber die zu-
nehmende Ausbildung hydrophober Doménen mit der Tensidkonzentration und l&sst Riick-
schliisse zu auf die Verdnderung der Hydrophobizitit der Doménen und damit ihre Dichte
bzw. Ausdehnung. Anders als bei der Quartz-Mikrowaage oder Oberflichenplasmonen-
Experimenten wird die Adsorptionsschicht nicht iiber die gesamte Oberfliche gemittelt
charakterisiert, sondern es kénnen lokale Heterogenitédten der Adsorptionsschicht unter-
sucht werden. Im Vergleich zur AFM oder cryo-TEM ist die Oberflichenrauigkeit der
verwendeten Glastrager grofler und entspricht mehr den Bedingungen von in der Anwen-
dung verwendeten Oberflichen. Die relative Lage von hydrophoben Doménen zueinan-
der sowie die zeitliche Entwicklung der Ausbildung hydrophober Doménen an verschie-
denen Stellen der Oberfliche kénnen bestimmt werden. Anstatt einer von Sharonov und
Hochstrasser [27] antizipierten genauen Grofienbestimmung der PAINT-Objekte tiber die
Trefferdichteanalyse wird auf der Grundlage der in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse
vielmehr eine Gréflenabschitzung mit Radien von 13 bis 60 nm empfohlen. Da die Fluo-
reszenzhelligkeit sensibel auf die effektive Farbstoffkonzentration und Verteilungsgleichge-
wichte von Farbstoff und Tensiden reagiert, sind quantitative Vergleiche von Gréflenbe-
stimmungen verschiedener Adsorptionsschichten nur im Rahmen von Fehlergrenzen von
bis zu 20% moglich. Die Wechselwirkung von Tensiden mit der Oberfliche lasst sich teil-
weise ausgehend von Trefferdichteanalysen nachweisen und dient der Bestdtigung dieser
Wechselwirkung, welche anhand der Helligkeitsauswertung von TIRF-M-Bildern nur ver-
mutet werden konnte. Aufgrund der Limitierung der TIRF-M-Aufnahmen durch die Be-
lichtungszeit von 30-50 ms koénnen zeitliche Verdnderungen zwar erst ab dem Sekunden-
bereich erfasst werden, aus den Verteilungshistogrammen der Beobachtungsdauern der
Fluoreszenzereignisse lassen sich jedoch Riickschliisse auf die zeitliche Begrenzung der
Fluoreszenzsignal-Spuren und damit die Verdnderlichkeit der hydrophoben Doménen zie-
hen. Dadurch kann eine Erkenntnis tiber lokale, dynamische Verdnderungen im Aufbau
von Adsorptionsschichten erarbeitet werden, zu der zur bisherigen Untersuchung von Ten-

sidaggregaten etablierte Methoden keinen Zugang bieten. Die PAINT-Methode ist, wie
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sich zeigte, nicht fiir alle Tensid-Oberflichen-Systeme anwendbar. Es konnte jedoch ge-
zeigt werden, dass selbstassoziierende, sich dynamisch verdndernde Aggregate so intensiv
charakterisiert werden kénnen, wihrend die meisten Superresolution-Methoden bei Pro-
ben im unteren Nanometerbereich nur starr fixierten Ziele erfassen kénnen. [17] Insgesamt
bietet die TIRF-Mikroskopie mit PAINT-Analyse durch den Aspekt des chemischen Ima-
ging, d.h. der Visualisierung aufgrund chemischer Eigenschaften und Wechselwirkungen,
weit mehr Moglichkeiten zur Charakterisierung von Aggregaten als urspriinglich von Sha-

ronov und Hochstrasser antizipiert wurde.

Ausblick fiir weitere wissenschaftliche Arbeiten

Prinzipiell kénnen folgende Parameter der Untersuchungsmethoden verdndert werden,
um weitergehende Informationen zu Adsorptionsprozessen und Moglichkeiten der hoch-
auflosenden Fluoreszenzmikroskopie zu erhalten: Modifikation der Oberflichen, Verwen-
dung anderer Tenside und Verdnderung des Messaufbaus bzw. der Auswertungsmethode.
Ziel weiterer Arbeiten konnte sein, die Moglichkeit der PAINT-Methode zu nutzen, um
die Wechselwirkung von Tensiden mit Oberflichen zu untersuchen, hochaufgeléste Bilder
anderer Aggregate zu erzeugen, die Limitierungen der bisher verwendeten Methode zur
Analyse der Beobachtungsdauer bzw. der Groflienabschitzung der hydrophoben Doménen
zu verbessern oder den Messaufbau fiir die Untersuchung von verschiedenen Tensidmi-
schungen zu optimieren.

Um das Potenzial der PAINT-Methode auszuschépfen, die Wechselwirkung von Aggre-
gaten mit der Oberfliche zu untersuchen, kénnen andere Oberflichenmodifikationen der
Glas-Objekttriger vorgenommen werden und mit den Ergebnissen des Adsorptionssystems
PE10500-silanisiertes Glas verglichen werden. Anstatt einer Silanisierung mit Octylsilan
konnte ein kurzkettigeres Silan (z.B. Trimethylethoxysilan) verwendet werden, um zu iiber-
priifen, ob sehr kurze Alkylketten ebenfalls hydrophobe Doménen ausbilden, die mit Nilrot
wechselwirken kénnen bzw. ob sie vergleichbar gut mit PE10500 wechselwirken. Mit einem
Hydroxyalkylsilan kénnte eine Oberfldche generiert werden, die protoniertem Glas stérker
dhnelt als UV-behandeltes, unmodifiziertes Glas. Mit einer solchen Oberflichenmodifika-
tion koénnte untersucht werden, ob PE10500 mit Nilrot visualisierbare Aggregate an der
Oberflache bildet und wie eine solche Adsorptionsschicht aufgebaut ist an einer nicht so
stark hydrophilen Oberfliche wie die deprotonierte UV-behandelte Glasoberfliche. Da-
durch kénnte das Verhalten einzelner PE10500-Monomere in Bezug auf ihre Verkndulung
bzw. Ausrichtung an der Oberfliche analysiert werden.

Mit der Verwendung von Tensiden, die bei Raumtemperatur und nicht zu hoher Tensid-

konzentration besonders geformte Aggregate bilden oder nicht kontinuierliche Adsorptions-
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schichten, kénnten hochaufgel6ste Bilder erzeugt werden, die von den hier gezeigten runden
Formen oder durchgehenden Adsorptionsschichten abweichen. Die Grofienabschitzung der
Trefferdichteanalyse von PAINT-Objekten kénnte mit solchen Systemen optimiert werden,
wenn ihre Formen und Ausdehnungen durch andere Methoden bereits bekannt sind.

Um eine bessere Auflosung als 2,5 s bei der Bestimmung der Beobachtungsdauer zu erzie-
len, kénnte das Messsystem aus PE10500 und silanisierter Glasoberfliche mit einer klei-
neren Messfliche mit kiirzerer Belichtungszeit mikroskopiert werden. Fiir eine ausreichend
gute statistische Untersuchung miissten dazu sehr viele Einzelmessungen aufgenommen
und ausgewertet werden. Die in dieser Arbeit aufgestellte Hypothese, dass das Verteilungs-
histogramm der Beobachtungsdauern normalverteilt ist, konnte damit iiberpriift werden.
Indem eine Messkammer mit Vorrichtung zur standardisierten Zugabe von Losungen ge-
baut wird, kénnten Zugabeexperimente durchgefithrt werden, mit denen das Abldsen von
CTAB-Filmen von Glas durch Zugabe von Tensidlosungen genauer aufgenommen werden.
Dies konnte Erkenntnisse iiber das Mischverhalten von Tensiden und dessen Zeitabhéangig-
keit liefern, welches in vielen Anwendungen eine Rolle spielt. Herausforderung hierbei wére
es, einen gleichméfligen Fluss zu erzeugen, der nicht zu Verschiebungen der Messfliche im

Nanometerbereich oder Verwacklungen der Fokusebene fiihrt.
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Anhang

Tabelle 8.1: Ergebnisse der Anpassung nach Langmuir (nach Formel 2.2) an die Isotherme
in Abbildung 5.2

Wert Standardfehler
K, [L/mol] 3708,75 | 726,11
[ynae [nmol/m?] | 3,01 0,19

Tabelle 8.2: Ergebnisse der Anpassung nach Gu-Zhu an die Isotherme in Abbildung 5.4
(nach Formel 2.3). Die Parameter I'},q, und n wurden so festgesetzt, dass die Steigung
zu niedrigen Datenpunkten und das Endplateau gut angepasst wurden. Die Parameter k;
und ko haben entsprechend grofie Standardfehler. Ohne Festsetzen von I';,4, und n wére
der Fit nicht konvergiert aufgrund geringer Anzahl an anzupassenden Datenpunkten.

Wert | Standardfehler
Tnaz [mmol/m?] [ 0,48 | 0

n 10 |0
ki [L/mol] 1,59 | 5,90
ks [L/mol] 529 | 9,77

Tabelle 8.3: Ergebnisse der Anpassung mittels asymmetrischer Gauf-Funktion (s. For-
mel 3.15) an die Grofenverteilung von analysierten Lipidvesikeln auf Glas in Abbil-
dung 6.7, die mit der LP entfaltet wurde (dunkelgrau, durchgezogene Anpassung).

Wert | Standardfehler
B |024 |0,27

xo | 23,72 | 0,87

A | 40,09 | 15,69

wi | 6,02 | 3,46

we | 1,78 | 0,29

w3 | 3,57 | 0,68
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Abbildung 8.1: Aus den Spektren von Nilrot (5-10~7 M) in Tensidlésungen von PE10500,
C12EO7, CTAB und SDS gewonnene Informationen mit absoluter Tensidkonzentrations-
angabe. a) Relative Anderung des Absorptionsmaximums des Nilrotspektrums in Ten-
sidlésungen verschiedener Konzentration. b) Fluoreszenzquantenausbeute von Nilrot in
Tensidlosungen verschiedener Konzentration.
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Tabelle 8.4: Ergebnisse der Anpassung an die FCS-Daten in Abbildung 4.12, nach For-
mel 3.13. Fluoreszenzkorrelationskurven von je 1-107% M Nilrot in 1-10=* M bzw. in
1-10~3 M PE10500-Losung, sowie von 2:10~8 M Nilrot in 1,5-10~2 M P123-Losung.

1-10~* M PE10500 | 1-10~3 M PE10500 | 1,5-10~3 M P123
by | 1,03 1,02 1,00
by | 3,76 58,37 35,64
by | 2,76 1,45 0,51
bs | 8,00 8,00 8,00
by | 0,08 0,27 0,06
bs | 0,00 0,15 0,00
bs | 0,68 0,97 0,99
by | 0,00 0,00 0,00
bs | 0,54 0,83 1,14
by | 0,00 0,00 0,00
bio | 0,00 0,00 0,00
b1 | 1,00 1,00 1,00
bis | 1,00 1,00 1,00
bz | 0,12 0,05 0,10
b4 | 0,06 0,00 0,52
bis | 0,42 0,39 0,06
big | 0,36 0,65 0,03
by7 | 0,00 0,00 0,00

Tabelle 8.5: Ergebnisse der Anpassung mittels asymmetrischer Gauf-Funktion (s. For-
mel 3.15) an die Groflenverteilung von analysierten Lipidvesikeln auf Glas in Abbildung 6.7
(hellgrau, transparent, gestrichelte Anpassung).

Wert | Standardfehler
B |0,15 | 0,19

xg | 27,33 | 0,76

A | 40,82 | 13,40

wi | 5,09 | 2,61

wy | 1,43 | 0,19

w3 | 3,34 | 0,54

Tabelle 8.6: Ergebnisse der Anpassung mittels symmetrischer Gauf-Funktion (s. For-
mel 3.14) an die effektive Grofenverteilung von mittels AFM analysierten PE10500-
Aggregaten auf Mica in Abbildung 6.26 (dunkelgrau), erstellt nach Auswertung der Hohen-
profile der AFM-Bilder.
Wert | Standardfehler
B |0 0

xo | 25,77 | 0,20

A 0,82 |0,04

oz | 3,85 | 0,20
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Tabelle 8.7: Ergebnisse der Anpassung mittels symmetrischer Gauf-Funktion (s. For-
mel 3.14) an die reale Groflenverteilung von mittels AFM analysierten PE10500-
Aggregaten auf Mica in Abbildung 6.26 (weif}), nach Entfaltung von Kantilever und Ob-

jektgrofe.
Wert | Standardfehler
B |0 0

X0 | 5,69 | 0,09
A (0,84 | 0,04
or | 1,58 | 0,09
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Abbildung 8.2: Adsorptionsisotherme von CTAB an hydrophilem Silicagel (graue Vierecke)
und Oberflachenspannung von Nilrot in CTAB-Losung (weifle Dreiecke). Die cme betragt
9:107* M und wurde bei pH 8 mittels Oberflichenspannungsmessung bestimmt (graue
Markierung). Die Langmuir-Anpassung nach Formel 2.2 ist als schwarze Linie dargestellt
(Ergebnisse s. Tabelle 8.1).
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Abbildung 8.3: Vergleich der Adsorptionsisothermen von PE10500 an hydrophilem
(schwarze Dreiecke) Silicagel mit Langmuir-Anpassung (gestrichelte Kurve, aus Abbil-
dung 5.9) und an hydrophobem Silicagel (graue Vierecke) mit Gu-Zhu-Anpassung (durch-
gehende Kurve, aus Abbildung 5.11) und Oberflachenspannung. Der untere Graph ent-
spricht der vergroflerten Darstellung des grau schraffierten Bereichs.
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Abbildung 8.4: Aus den Spektren von Nilrot (5-10~7 M) in Tensidlésungen von PE10500,
C12EO7, CTAB und SDS erhaltene relative Anderung des Absorptionsmaximums (Anre-
gung bei 563 nm, Detektion bei 573-850 nm) und Oberflichenspannungswerte der reinen
Tensidlosungen. Cmc geméafl Tabelle 5.1 (PE10500 bei 19,5°C). Auftragungen mit linearer
(oben) bzw. logarithmischer (unten) Tensidkonzentrationsskala.
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