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Kurzfassung

Durch den Einsatz immobilisierter Enzyme können enzymatisch katalysierte industri-
elle Prozesse ökonomisch optimiert werden, da generell höhere Enzymstabilitäten und
-konzentrationen realisierbar sind und ein einfacheres Recycling der Enzyme möglich
ist. In diesem Zusammenhang bieten magnetische Nanopartikel eine neue Perspek-
tive als Enzymträger, da sie eine präzisere Gestaltung der Prozessführung und eine
spezifische Separation der Enzyme aus der Reaktionsmischung im magnetischen Feld
erlauben. Verglichen mit herkömmlichen Trennfahren wie z.B. Filtration und Zentri-
fugation ist die magnetische Abtrennung schonender, da die Enzyme weniger mecha-
nischem Stress ausgesetzt sind. Daraus ergibt sich das Ziel dieser Arbeit, welches die
Oberflächenmodifikation magnetischer Nanoträger zur Anbindung von Enzymen ist.

Der erste Abschnitt handelt von Oberflächenmodifikationen durch Funktionalisierung
magnetischer Nanopartikel, die einerseits den Zweck hat spezielle funktionelle Gruppen
auf Oberflächen aufzubringen, an denen Enzyme spezifisch und selektiv binden können;
andererseits sollen veränderte Ladungsverhältnisse der Trägeroberfläche eine Stabilisie-
rung der Partikelsuspension in den eingesetzten pH-Bereichen bewirken. Die Auswahl
der Funktionalisierungssubstanzen basiert auf der Übertragung von der in Muscheln
enthaltenen Haftproteinsubstanz 3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) und der dort spe-
zifischen Brenzkatechinverbindung. Deshalb wurden Verbindungen von phenolischer
Natur ausgewählt, welche sich durch Art und Anordnung ihrer funktionellen Grup-
pen am aromatischen Ring unterscheiden. So werden neben dem Redoxpaar Benzo-
/Hydrochinon die aromatischen Verbindungen DOPA, Dopamin, Kaffeesäure, Ethyl
3,4-dihydroxycinamat, 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)propionsäure und Gallussäure auf die
Anbindung an den magnetischen Nanoträger Magnetit untersucht, welcher aufgrund
seiner besonderen superparamagnetischen Eigenschaften prädestinierend für die An-
wendung in magnetischen Trennverfahren ist.

Es konnten einige strukturell bedingte Einflüsse der funktionalisierenden Moleküle auf
die Anbindung an die Magnetitnanopartikel festgestellt werden, welche aufgrund der
Lage und Anordnung ihrer Substituenten am aromatischen Ring hervorgerufen werden.
Dabei zeigen sich die stabilsten Bindungen und höchsten Beladungen der Partikel mit
den funktionalisierenden Molekülen DOPA und Kaffeesäure bei einer Funktionalisie-
rung im neutralen pH-Bereich, was sich auf die Art und Position ihrer funktionellen
Gruppen am aromatischen Ring, den Redoxzustand der Moleküle sowie die Ladungsei-
genschaften der verschiedenen Bindungspartner zurückführen lässt. Deshalb werden im
weiteren Verlauf der Arbeit die beiden aussichtsreichsten Substanzen Kaffeesäure und
DOPA auf weitere prozessbedingte Parameter wie Funktionalisierungskonzentration,
-zeit, -temperatur, Art und Synthese des Magnetits sowie den Einfluss der Puffer-
konzentration untersucht und hinsichtlich ihrer Anbindung an die Partikeloberfläche
als auch die Stabilität der Partikelsuspension gegenüber Agglomeration bewertet. An-
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schließend wird der Einfluss der Prozessbedingungen bei der Proteinimmobilisierung
an den beiden funktionalisierten Magnetitpartikeltypen am Beispiel des Proteins Rin-
derserumalbumin (BSA) untersucht.

Im zweiten Abschnitt werden diese Partikelmodifikationen bezüglich ihrer Prozesssta-
bilität in unterschiedlichen Medien und bei verschiedenen pH-Werten für den Einsatz
in enzymatischen Reaktionen hinsichtlich ihrer chemischen Beständigkeit getestet. Die
mechanische Beständigkeit wird durch die im Verfahrensablauf enthaltenen Ultraschall-
behandlungen und Zerkleinerungen (mörsern) als gegeben angesehen.

Im letzten Teil wurden die geeignetsten Partikel für eine Immobilisierung mit Lipase
Candida rugosa verwendet und hinsichtlich ihrer Eignung als Enzymträger getestet.
Die maximale Restaktivität des immobilisierten Enzyms liegt bei einer Anbindung an
den Kaffeesäure funktionalisierten und Carbodiimid aktivierten Partikeln bei 75%, was
als großer Erfolg zu bewerten ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Verfahren für die Oberflächenmodifikation von ma-
gnetischen Trägern entwickelt. Es ist es gelungen die Suspensionsstabilität der Träger
im neutralen pH-Bereich zu erhöhen und funktionelle Gruppen für die Enzymanbin-
dung einzuführen. Basierend auf den Erkenntnissen dieser Arbeit kann die Eignung
als Enzymträger für weitere Enzyme untersucht und die Aktivität der Enzyme z.B.
durch die Verwendung von sogenannten Abstandhaltern (engl. Spacer) oder anderen
Immobilisierungsbedingungen verbessert werden.
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1 Einleitung

Die Katalyse ist in der chemischen Industrie von enormer wirtschaftlicher Bedeutung,
da ca. 80% aller chemischer Prozesse mit Katalysatoren arbeiten [1]. Verbindet man die
herkömmlichen, chemischen Katalysewege mit der weißen/industriellen Biotechnologie
durch den Einsatz von Biokatalysatoren, den sogenannten Enzymen, könnten einige
der Prozesse umweltfreundlicher und „sauberer“ nach den Leitlinien der weißen Bio-
technologie (z.B. Abfallvermeidung, Einsparung von Energie und Rohstoffen) gestaltet
werden [1, 2, 3]. Im Jahr 2010 belief sich der Anteil der weißen Biotechnologie an der
Chemieindustrie auf ca. 5% (vgl. Abb. 1.1) und soll Prognosen zufolge bis zum Jahre
2025 auf 10-20% steigen. Der Umsatz der industriellen Biotechnologie lag im Jahre
2010 allein in den USA bei ca. 115 Mrd. US-Dollar [2]. Für diese Entwicklung haben
Enzyme eine entscheidende Bedeutung und werden heutzutage als mögliche Alternati-
ve zu traditionellen chemischen Prozessen angesehen. Etwa 130 verschiedene Enzyme
sind bereits im industriellen Einsatz etabliert [2, 4].

Abbildung 1.1: Einfluss der weißen Biotechnologie auf die Chemieindustrie [5].

In der kommerziellen Anwendung von Enzymen ist die Immobilisierung generell vorteil-
haft, da sie eine einfachere Prozessführungen sowie ein Recycling der Enzyme aus dem
Reaktionsgemisch erlaubt und somit meist die Produktionskosten verringert. Weiterhin
kann durch die Immobilisierung eine kontinuierliche Prozessführung ermöglicht werden
und gewöhnlich nimmt der Stabilitätsbereich der Enzyme hinsichtlich des pH-Wertes
und der Temperatur durch die Immobilisierung zu [4, 6]. Bislang werden meist große,
poröse Partikel mit großer inneren Oberfläche und einem Partikeldurchmesser von ca.
1mm für die Immobilisierung verwendet und in einem Batch- oder Festbettreaktor
eingesetzt. Die Wiedergewinnung erfolgt überwiegend durch Zentrifugation oder Fil-
tration [4, 7]. Nachteilig bei einer Immobilisierung an großen, porösen Partikeln sind die
durch die Poren verursachte Diffusionslimitierung sowie das Fouling. Weiterhin erweist
sich eine Abtrennung aus viskosen Reaktionsgemischen als schwierig. Diese Einschrän-
kungen sorgen häufig für die Anwendung nativer Enzyme im Reaktionsprozess, was
zu weniger nachhaltigen und aus ökonomischer Sicht unvorteilhaften Prozessen führt.



2 KAPITEL 1. EINLEITUNG

Ersetzt man die herkömmlichen Trägermaterialien durch nicht poröse, stabilisierte, ma-
gnetische Nanopartikel, können diese Nachteile in Kombination mit dem Einsatz einer
Magnetseparation umgangen werden [7, 8]. Durch ihre geringe Größe verfügen Na-
nopartikel über eine große spezifische Oberfläche, sind gut dispergierbar und können
aufgrund ihres Vollkörpers die aktiven Zentren der Enzyme auf der Partikeloberfläche
anbinden, weshalb Porendiffusionen und Fouling vermieden werden. Die Magnetsepa-
ration ermöglicht eine leichte, effiziente (typischerweise 99%), selektive und schonende
Abtrennung aus dem Reaktionsgemisch ohne wesentliche Aktivitätsverluste der Enzy-
me [9, 10]. Jedoch neigen die magnetischen Nanopartikel zur Agglomeration, um ihre
hohen Oberflächenenergien zu minimieren, wodurch ihre größenspezifischen Eigenschaf-
ten beeinträchtigt werden und ihr Einsatz in manchen Anwendungen eingeschränkt ist.
Deshalb ist die Stabilisierung magnetischer Nanopartikel von erheblicher Bedeutung,
um zum einen die Partikelagglomeration zu verringern und zum anderen die Partikel
vor Umwelteinflüssen wie z.B. Oxidation zu schützen. Die Stabilisierung wird norma-
lerweise durch eine Partikelbeschichtung erreicht, welche die native Enzymstruktur bei
der Immobilisierung so wenig wie möglich beeinflussen soll, um eine möglichst hohe Ak-
tivität des Enzyms zu erhalten [6, 9]. Ein Lösungsansatz bietet die Funktionalisierung
der Beschichtung, bei der spezielle, reaktive funktionelle Gruppen auf der Oberfläche
gebunden werden, um mit dem Enzym eine spezifische Bindung einzugehen und somit
Aktivitätsverluste aufgrund unspezifischer Mehrfachanbindungen und/oder sterischer
Hinderungen zu verhindern.

In früheren Studien lag der Fokus für Beschichtungsmaterialien auf Polymeren, jedoch
büßen polymerbeschichtete magnetische Nanopartikel einen Teil ihrer Magnetisierung
gegenüber unbehandelten Partikeln ein, sind nicht ausreichend gegenüber Oxidation
durch Luftsauerstoff geschützt und instabil gegenüber hohen Temperaturen und nied-
rigen pH-Werten [11, 12]. Problematisch ist zusätzlich das Quellverhalten von Polyme-
ren in Flüssigkeiten [13] und die häufige Notwendigkeit mehrerer Beschichtungsschritte.
Weiterhin sind kommerzielle Ferrofluide auf Öl- und Wasserbasis üblicherweise nur im
Sauren (unter pH 5) bzw. im Basischen (über pH 8) stabil [11], so dass ein Einsatz als
Enzymträger, welche generell ein pH-Wertoptimum im neutralen pH-Bereich besitzen,
unvorteilhaft ist.

Vor diesem Hintergrund wird die Bedeutung weiterer Forschungen im Bereich der
Beschichtungen von magnetischen Nanopartikeln deutlich. Das Ziel dieser Arbeit ist
deshalb die Beschichtung, genauer die Funktionalisierung magnetischer Nanopartikel
mittels niedermolekularer, organischer Moleküle für eine anschließende Anwendung als
Enzymträgermaterial. Gleichzeitig sollen darüber hinaus die Stabilitätseigenschaften
der Partikelsuspension im neutralen pH-Bereich erhöht und eine anschließende kova-
lente Immobilisierung ermöglicht werden. Dafür wird das Eisenoxid Magnetit verwen-
det, welches sich durch seinen speziellen Superparamagnetismus als geeignet erweist,
da keine Agglomeration durch den Restmagnetismus induziert wird [14] und sich die
Partikel somit besonders für den Einsatz in magnetischen Separationsverfahren eignen.
Die Auswahl der Funktionalisierungssubstanzen beruht auf zwei Ansätzen. Beim ersten
wird eine bereits gängige Methode der Funktionalisierung von Polymerträger, welche
wie Magnetit ebenfalls Hydroxylgruppen besitzen, übertragen [15]. Dazu wurden die
Moleküle Benzochinon sowie sein Redoxpartner Hydrochinon als Funktionalisierungs-
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substanz für Magnetit getestet. Der zweite Ansatz basiert auf Wissenstransfer aus
der Bionik. Dabei ist die in Muscheln enthaltende Haftsubstanz DOPA entscheidend,
welche für die feste Anlagerung von Muscheln an unterschiedlichen Oberflächen ver-
antwortlich gemacht wird [16, 17]. DOPA und Moleküle ähnlicher Struktur wurden als
Funktionalisierungssubstanz für magnetische Magnetitnanopartikel getestet, um somit
strukturell bedingte Einflüsse hinsichtlich der Bindungs- und Suspensionsstabilität zu
untersuchen.

Die vorliegende Arbeit ist in sechs Kapitel gegliedert und beginnt im 2. Kapitel mit dem
Stand der Technik, in dem ein erster Einblick in das Thema Beschichtungen und Im-
mobilisierungen an magnetischen Nanopartikeln gegeben wird. Dem theoretischen Teil
folgt der Material- und Methodenabschnitt (Kapitel 3), in welchem die unterschiedli-
chen verwendeten Materialien und Analysemethoden vorgestellt sowie das methodische
Vorgehen erläutert werden. Im 4. Kapitel wird der Versuchsaufbau sowie die Durchfüh-
rung der Experimente und Analysemethoden, die in dieser Arbeit Anwendung fanden,
dargestellt. Den Hauptteil dieser Arbeit bildet mit dem Ergebnis- und Diskussionsteil
das Kapitel 5. Das Thema des 5.1. Kapitels ist die Funktionalisierung und es han-
delt im ersten Abschnitt von den unterschiedlichen Substanzen und deren Eignung
als Funktionalisierungssubstanz für den magnetischen Träger Magnetit. Des Weiteren
werden die beiden geeignetsten Substanzen DOPA und Kaffeesäure genauer hinsicht-
lich ihrer Prozessbedingungen untersucht und der Einfluss der BSA-Anbindung an den
funktionalisierten magnetischen Magnetitnanoträger erläutert. Das 5.2. Kapitel han-
delt von den Stabilitätsuntersuchungen der funktionalisierten und immobilisierten Ma-
gnetitnanopartikel. In Kapitel 5.3 wird exemplarisch auf die Eignung als Enzymträger
eingegangen. Den Abschluss in Kapitel 6 bilden eine Zusammenfassung der wichtigsten
Ergebnisse und ein Ausblick auf mögliche anschließende Arbeiten.



2 Stand der Technik

Im Folgenden wird ein Einblick in Funktionalisierung und Immobilisierung an magneti-
schen Nanopartikeln gegeben und insbesondere der magnetische Nanopartikel Magne-
tit mit seinen charakteristischen Eigenschaften dargestellt. Daran anschließend wer-
den Überblicke über Oberflächenbeschichtungs- und Stabilisierungsmethoden vorge-
stellt und bereits durchgeführte Beschichtungsmaßnahmen aus der Literatur von Na-
noträgern erläutert. Weiterhin werden die Immobilisierungsmethoden beschrieben und
Veröffentlichungen zur Immobilisierung an magnetischen Nanoträgern aufgezeigt.

2.1 Nanotechnologie

Als Nanotechnologie wird die Erforschung und Nutzung größenspezifischer Materialei-
genschaften bezeichnet, die sich zwischen typischen Molekulareigenschaften und makro-
skopischen Eigenschaften im Nanometerbereich in Form von magnetischen, optischen
und elektronischen Besonderheiten zeigen [18, 19]. Üblicherweise wird der Begriff der
Nanotechnologie in Zusammenhang mit einem Partikelgrößenbereich von 1-100 nm [20]
verwendet, was jedoch in Hinblick auf die damit verbundenen Eigenschaftsänderungen
sehr pauschalisiert ist, da die spezifischen Eigenschaftsänderungen stoffabhängig sind
[18]. Im Nanometerbereich überwiegen die Oberflächeneffekte, wogegen bei makrosko-
pischen Materialien eher die Volumeneigenschaften [21] und im molekularen Bereich in-
termolekulare Kräfte wie van der Waals, Wasserstoffbrückenbindungen und hydrophobe
Wechselwirkungen bestimmend sind [22, 23]. Nanomaterialien zeichnen sich durch eine
erhöhte Anzahl an Oberflächenatomen im Vergleich zur inneren Struktur sowie einer
hohen Oberflächenenergie aus [9, 24, 25, 26]. Es kann sogar zu quantenphysikalischen
Effekten durch die spezielle Elektronenstruktur kommen [18, 21], welche zusammen
mit anderen Nanoeigenschaften für eine Vielzahl von Anwendungen in Chemie, Medi-
zin und Ingenieurwissenschaften genutzt werden [27].

Die Zusammensetzung und Morphologie von Nanomaterialien kann unterschiedlicher
Art sein. So können organische und biologische Stoffe sowie Metalle, Polymere, Kar-
bonmaterialien, metallische und keramische Oxide zu ihnen zählen. Ihre äußeren Er-
scheinungsformen sind z.B. sphärisch, röhrenartig oder zylindrisch und sie können aus
sämtlichen Aggregatszuständen synthetisiert werden. Aufgrund der Vielzahl von mögli-
chen Nanopartikeln sind die potentiellen und existierenden Anwendungsgebiete nahezu
grenzenlos [21, 28].

2.2 Magnetische Nanopartikel

Für magnetische Nanopartikel eignen sich ferromagnetische Elemente (Fe, Co,Ni), Le-
gierungen (FePt), oxidische Metallverbindungen (FeO, Fe2O3, Fe3O4) sowie Ferrite
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(CoFe2O4, MnFe2O4) [9]. Sie finden sich in zahlreiche Gesteine und Böden [20] und
helfen wandernden Tiere bei der Orientierung am Erdmagnetfeld [29, 30]. Ein Vorteil
gegenüber anderen kleinen Partikeln im technischen Einsatz ist die leichtere Kontrol-
le sowie die effizientere Abtrennung von bis zu 99% durch ein externes Magnetfeld
und die damit verbundene Möglichkeit des Recyclings gegenüber nicht magnetischen
Partikeln. Im Gegensatz dazu ist die Filtration sehr feiner Kolloide z.B. überaus zeit-
raubend und oft nicht realisierbar. Ein genereller Vorteil kleiner Partikel ist die große
spezifische Oberfläche und die damit verbundene erhöhte Oberflächenaktivität. Außer-
dem sind magnetische Partikel nicht porös, so dass aktive Zentren/Moleküle auf der
Partikeloberfläche ohne Diffusionslimitierung durch Poren angebunden werden können
und Fouling vermieden wird [9, 10, 31, 32]. Ihre spezifische Oberfläche ist vergleichbar
mit vielen porösen Materialien [1, 9, 33]. Sie lassen sich nach einer Oberflächenbe-
schichtung gut in unterschiedlichen Lösungsmitteln dispergieren und verfügen über
eine gute kolloidale und chemische Stabilität [34]. Die metallischen Oxide sind nicht
toxisch und kommen aufgrund ihrer Biokompatibilität vermehrt in der Biomedizin so-
wie Biotechnologie zum Einsatz [35]. Ein Nachteil der Oxide ist, dass sie im Vergleich
zum metallischen Nanopartikel eine geringere Magnetisierung besitzen [11], dagegen
oxidieren die metallischen Partikel aufgrund ihrer Reaktivität schneller an der Luft [9].
Ein weiterer Vorteil ist ihr spezielles superparamagnetisches Verhalten, das der Parti-
kelagglomeration bei Raumtemperatur vorbeugt [36]. Die magnetischen Nanopartikel
vereinen die generellen Vorteile kleiner Partikel, wie die hohe Reaktivität und Disper-
gierbarkeit, mit einer einfachen magnetischen Separation [11], was sie für verschiedene
Anwendungen interessant macht. Dabei benötigt jede Anwendung maßgeschneiderte
Partikel aufgrund verschiedener Anforderungen an z.B. Partikelgröße und -verteilung,
Dispersionsverhalten, Oberflächen- und magnetische Eigenschaften [37, 38]. Problema-
tisch in vielen Anwendungen ist Partikelagglomeration und die Stabilität der Partikel
bei den unterschiedlichen anwendungsspezifischen Bedingungen [11, 34]. Des Weiteren
müssen die Partikel über eine große magnetische Sättigung verfügen, um ein starkes
magnetisches Antwortverhalten auf ein magnetisches Feld zu gewährleisten [36]. Durch
Oberflächenbeschichtung kann eine gewünschte Biokompatibilität sowie Dispergierbar-
keit in unterschiedlichen Medien erreicht werden. Allerdings sind Teile dieser Eigen-
schaften immer noch problematisch, weshalb ihr kommerzieller Einsatz nur bedingt
möglich ist und weiterer Forschung bedarf [38].

Die Anwendungssparte von magnetischen Nanopartikeln ist sehr umfassend und reicht
über die Aufnahmetechnik [29, 39], magnetische Speichereinheiten [40], Kältetechnik
[25], Spintronik [41] über die industrielle Abwasserreinigung [42, 43, 44] und Umwelt-
sanierungen [11] bis hin zur medizinischen Bildaufnahme [45], der Dämpfungs- und
Dichtungstechnik [38, 46] und der Katalyse [42].

In der Biomedizin werden hauptsächlich Eisenoxide wie Magnetit und Maghemit als
verbesserte Kontrastmittel für die Magnetresonanztomographie, gezielte Pharmakoki-
netik und der Hyperthermie verwendet [37, 47, 48]. Bei der Magnetresonanztomogra-
phie geht es um die Verbesserung von biologischen Abbildungssystemen für die Dia-
gnostik und Therapie um Prozesse auf molekularer und zellularer Ebene zu verstehen.
Klinische Anwendungen mit z.B. Dextran beschichteten Nanopartikeln wurden schon
realisiert, bei denen im Anschluss an die Einnahme die Partikel über die Leber aus-
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geschieden wurden [45, 49, 50]. Eine weitere biomedizinische Anwendungsmöglichkeit
ist die gezielte Pharmakokinetik. Bei dieser Methode werden mit Pharmazeutika be-
schichtete magnetische Nanopartikel injiziert und durch ein externes Magnetfeld zum
Ziel-/Wirkort gebracht, um dort das Medikament wieder abzugeben und lokal zu wir-
ken. Dadurch wird die Dosis reduziert, was zu einer Minimierung der Nebenwirkungen
führt. Fundamentale Probleme gibt es noch hinsichtlich der Größenkontrollierbarkeit
der Synthese, der Stabilität sowie der Biokompatibilität der magnetischen Nanopar-
tikel. Die Anbindung und die Abgabe des Medikamentes sowie die physiologischen
Parameter sind noch nicht ausreichend geklärt [11, 50, 51, 52, 53, 54].

Die Verwendung magnetischer Nanopartikel für katalytische Umsetzungen ist nahe-
liegend, da sie ideale Voraussetzungen wie eine hohe spezifische Oberfläche und die
magnetische Separierbarkeit mitbringen. Zusätzlich vereinen sie die Vorteile der homo-
genen und heterogenen Katalyse. Sie werden daher häufig als „quasi-homogene“ oder
„lösliche heterogene“ Katalysatoren bezeichnet. Ein Vorteil der Homogenkatalysatoren
ist, dass sie im gegebenen Reaktionsmedium löslich und somit gut für die Substrate
zugänglich sind, wodurch eine hohe katalytische Aktivität sowie Selektivität erreicht
wird. Ein Nachteil ist, dass sie sich schwierig abtrennen und wiederverwenden las-
sen und meist aus teuren Edelmetallen und/oder Liganden bestehen, so dass sich die
Vor- und Nachteile ausgleichen und die meisten industriellen Verfahren mit Heterogen-
katalysatoren durchgeführt werden. Um die homogene Katalyse für die Zukunft noch
attraktiver zu machen, ist das Recycling der Homogenkatalysatoren unerlässlich. In die-
sem Zusammenhang spielen magnetische Nanopartikel eine wichtige Rolle [9, 11]. Die
Immobilisierung von Enzymen, Proteinen, Peptiden, Antikörpern sowie ganzen Zellen
hat eine vielversprechende Zukunft in der weißen Biotechnologie [42, 55]. Erste Arbei-
ten mit magnetischen Enzymträgern und Sorbentien traten in den 1970 Jahren auf [7].
Spezielle Anwendungen in der analytischen Chemie, wie z.B. Enzym linkend Immu-
nosorbent Assay (ELISA) und Chromatographieprozesse, sind aufgrund der schnellen
Aufreinigung und Abtrennung des Analyts mittels magnetischer Separation von wei-
terem Interesse [40, 42, 56, 57] und mittlerweile ein kommerzielles Anwendungsgebiet
neben der bereits erwähnten medizinischen Diagnostik und der Zellseparation [7].

2.2.1 Magnetseparation

Magnetische Abtrennungsverfahren sind bekannt aus der Erzaufbereitung, dem Ab-
fallrecycling sowie aus der Mineralgewinnung und bieten im Zusammenhang mit der
Biotechnologie eine Vielzahl an Möglichkeiten. Sie verfügen gegenüber den üblichen
Verfahren wie Zentrifugation, Aufkonzentrierung und Filtration über Vorteile, da die
magnetische Separation sehr spezifisch ist und somit andere unmagnetische Feststoffe
wie Fasern und unlösliche Reaktanden nicht abgetrennt werden. Von diesen Vorzügen
sollen biotechnologische Prozesse in Form schnellerer und kostengünstigerer Produk-
tionen mit geringeren Prozessschritten profitieren [7, 58, 59].

In Abbildung 2.1 (a) ist eine Magnetseparation für den Milliliter-Maßstab prinzipi-
ell dargestellt. Hierbei ist erkenntlich, dass nur die magnetischen Träger abgetrennt
werden und die nicht magnetische Materie im Überstand verbleibt. Die bisher entwi-
ckelten Magnetseparatoren für biotechnologische Anwendungen sind die Hochgradient-
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Magnetseparatoren (HGMS), bei denen nach Abschluss der Reaktion die Rückgewin-
nung des magnetischen Trägermaterials, an dem z.B. Enzyme immobilisiert sind, er-
folgt. Dadurch ist ein Recycling dieses Träger-Enzymkomplex möglich (vgl. Abb. 2.1
(b)) [7, 44].

Spezifische 

Bindung 
Magnet-

separation 

Waschen Zugabe 

Magnetpartikel 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Produkt + 
immob. Enzym 

(a)   Produkt 

Enzymreaktor Enzymreaktor 

Substrat 
(b) Substrat + immob. 

Enzym 

Abbildung 2.1: Prinzip der Magnettrenntechnologie: (a) im Labormaßstab, (b) Hochgradient-
Magnetseparationstechnik mit Recyclingseinheit für Biokatalysatoren, modifiziert nach [7].

Magnetische Separation wurde erfolgreich in zahlreichen biomedizinischen und biolo-
gischen Forschungen angewendet. Es hat sich herausgestellt, dass sie für die Trennung
seltener Tumorzellen, Blut und einer geringen Anzahl von Zielzellen besonders geeignet
ist. Weiterhin war ihr Einsatz in einem antikörperbasierten Nachweissystem (ELISA)
erfolgreich. Dadurch wurde die Reaktionszeit verkürzt und ein größeres Volumen im
Vergleich zum Standardtest verwendet [50]. Eine weitere Möglichkeit ist die Anwendung
im magnetischen Festbettreaktor, bei dem die Produktfilmbildung durch ein alternie-
rendes magnetisches Feld vermieden werden kann. Zusätzlich kann durch Vibration der
Substrattransfer an der Oberfläche verbessert werden. Weiterhin kann die Festbettsta-
bilität durch ein angelegtes magnetisches Feld erhöht werden. Diese Vorteile können
die Kapital- und Betriebskosten eines Festbettreaktors senken [58].

2.3 Magnetit als Trägermaterial

Magnetit ist das älteste bekannte magnetische Material [60]. Gefunden wurde es bisher
in Bakterien, Bienen und Tauben sowie in zahlreichen Teilen der Erdkruste, weshalb
es bedeutend für die Geo- und Archäologie ist [44, 61, 62]. Es ist eines der wichtigsten
Eisenerze für die Eisen- und Stahlindustrie [14, 38, 63]. Bei Umgebungsbedingungen ist
es inert [62] und wird aufgrund seiner geringen Toxizität, seiner chemischen Beständig-
keit sowie seiner starken magnetischen Eigenschaften in zahlreichen wissenschaftlichen
Disziplinen wie der Mineralogie, Biologie, Geochemie, Umweltwissenschaften, Physik
und industriellen Technologie eingesetzt [8, 10, 12, 55, 63]. Unter anderem wird es
als Pigment [14], als Adsorbent in Böden- und Wassersanierungen [43] sowie in ka-
talytischen Prozessen bei der Vergasung von Kohle und der Hydrogenierung in der
Fischer-Tropsch-Synthese verwendet [64].

Er ist schwarz und unterscheidet sich von den meisten anderen Eisenoxiden aufgrund
seiner Zusammensetzung von bivalenten und trivalenten Eisenionen. Magnetit ist nicht
porös und verfügt über eine spezifische Oberfläche Sv von 4 − 100 m2 · g−1, die ab-
hängig von der Kristallgröße ist. Seine Dichte ρ beträgt 5, 18 g · cm−3 [14, 61, 65]. Er
gehört zur Gruppe der ferromagnetischen Materialien und zeichnet sich durch seine
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hohe elektrische Leitfähigkeit aus, welche durch eine Elektronenverschiebung zwischen
den Nachbarionen Fe2+ und Fe3+ auf den B-Plätzen (vgl. Abb. 2.2) hervorgerufen
wird. Diese Leitfähigkeit existiert von der Curie-Temperatur ϑC von 572-585 ◦C bis hin
zur Verwey-Temperatur ϑV von 388-397 ◦C, ab welcher der Magnetit zum Isolator wird,
da die Elektronenverschiebung eingefroren ist [41, 60, 62, 66, 67, 68].

Problematisch ist die hohe Elektronenmobilität des Magnetits. Dadurch oxidiert er
z.B. an der Luft zu Maghemit (γ − Fe2O3) (vgl. Gleichung 2.1), was an einer Braun-
färbung ersichtlich wird. Die Oberflächengröße bleibt bei der Oxidation unverändert
und es kommt zu keiner Porenbildung. Bei Raumtemperatur und feinen Partikeln dau-
ert dieser Prozess mehrere Jahre. Oberhalb einer Temperatur von 300 ◦C startet die
Umwandelung zu Hämatit (α − Fe2O3), die üblicherweise bei einer Temperatur von
400-500 ◦C vollständig abgeschlossen ist [14, 69].

4Fe3O4 +O2 → 6Fe2O3 (2.1)

In saurem Medium (pH 2-4) gibt Magnetit Fe2+-Ionen ab, wodurch sich die Zusammen-
setzung dem Maghemit annähert, ohne dass sich die Partikelgröße signifikant ändert.
Mit steigendem pH-Wert können die Ionen wieder resorbiert werden. Ein vollständiges
Auflösen vom Magnetit ist mit konzentrierter Salzsäure möglich [65, 67].

2.3.1 Kristallstruktur

Die Kristallstruktur von Magnetit ist in Abbildung 2.2 (a) dargestellt. Die Basis der
kubisch-flächenzentrierten Einheitszelle bilden die 32 Sauerstoffionen, welche regelmä-
ßig im kubisch zentrierten Gitter in der <111>-Ebene ausgerichtet sind. Die verschie-
denen Valenzen der Eisenkationen sind in zwei unterschiedlichen vollbesetzten Raum-
gittern zum Sauerstoff angeordnet, die trivalenten Eisenkationen belegen die tetraedri-
schen Plätze, wogegen die oktaedrischen Plätze aus gleichen, antiparallelen Anteilen der
bi- und trivalenten Eisenkationen bestehen. Diese Anordnung wird auch als inverser Spi-
nell bezeichnet. Die Gitterkonstante a der Einheitszelle von Magnetit beträgt 0,839 nm,
die in Abbildung 2.2 (a) durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet ist und die For-
meleinheiten pro Elementarzelle Z beträgt 8 [14, 60, 61, 70]. In Abbildung 2.2 (b) ist
die tetra- und oktaedrische Anordnung der Eisenatome zu sehen. Dabei ist ersichtlich,
dass jedes tetraedrisch koordinierte Eisenkation von vier Sauerstoffatomen umgeben ist,
wobei die Bindungslänge 0,189 nm beträgt. Die Eisenkationen auf den oktaedrischen
Zwischengitterplätzen verfügen über sechs lange Fe-O-Bindungen (0,206 nm). Der Ab-
stand der Sauerstoffschichten beträgt 0,296 nm und jedes Sauerstoffion ist von einer
kurzen und drei langen Fe-O-Bindungen umgeben [64]. Der Bindungswinkel α (FeOFe)
beträgt 127 ◦ [49]. Bei einer Abkühlung unterhalb der Verwey-Temperatur ϑV wechselt
die Struktur von kubischen zum triklinischen, was einhergeht mit der Änderung der
einachsigen Anisotropie [60].

Meistens tritt der natürliche Magnetit in Kristallformen des Oktaeders oder als rhom-
bischer Dodekaeder auf, welche von der <111>-Ebene begrenzt wird und an der auch
die Zwillingsbildung auftritt [14].
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Abbildung 2.2: Kristallgitterstruktur von Magnetit: (a) Gitterstruktur, gestrichelte gibt die Gitter-
konstante an, (b) Anordnung der tetraedrischen und oktaedrischen Eisenatome [14].

2.3.2 Synthese

An der Synthese qualitativ hochwertiger Nanopartikel wird aufgrund des wissenschaft-
lichen Interesses und der zahlreichen Anwendungsmöglichkeiten immer noch weiter
geforscht. Ein wichtiger Schlüsselparameter der Synthese ist die Partikelgröße, da elek-
trische, optische und magnetische Eigenschaften sowie auch die Dispergierbarkeit und
der Agglomerationszustand von ihr abhängen [11, 69, 71]. Zusätzlich ist der gewähl-
te Syntheseweg entscheidend, da Partikel mit gleicher Größe und unterschiedlichen
Herstellungsverfahren unterschiedliche magnetische Eigenschaften aufweisen, was sehr
wahrscheinlich an der unterschiedlichen Mikrostruktur liegt [25, 60]. Folglich ist die
Ausbildung der Kristallstruktur von erheblicher Bedeutung, da sie auch im engen Zu-
sammenhang mit den magnetischen Eigenschaften steht [25]. Somit ist das Ziel der
Synthese von magnetischen Nanopartikeln eine auf atomarem Level größenkontrollierte
Synthese monodisperser Partikel ohne anschließendem Größenselektionsprozess [71, 72].

Bei der Herstellung von Nanopartikel werden häufig oberflächenaktive Stoffe und/oder
Lösungsmittel verwendet [11], da dadurch eine kontrolliertere Keimbildung und eine
damit verbundene engere Partikelgrößenverteilung und Dispergierbarkeit in verschie-
denen Medien erreicht wird [73, 74]. Problematisch dabei ist, dass diese Substanzen
auf der Partikeloberfläche verbleiben, schwer ablösbar sind, und somit Schwierigkeiten
bei weiteren Prozessschritten verursachen können [39, 69], da sie Oberflächeneffekte
verändern und Auswirkungen auf das magnetische Verhalten haben [75].

Aufgrund der vielen Möglichkeiten der Synthesemethoden und der großen Anzahl an
Syntheseparametern ist die Datenstreuung in der Literatur groß [25]. Die Synthese von
Nanopartikeln ist aus jedem Aggregatzustand möglich. Es gibt Gas-, Flüssigkeits- und
Feststoffprozesse. Zu den Gasphasenprozessen gehören z.B. die Spraypyrolyse und die
physikalische Abscheidung aus der Gasphase. Die Methoden der Flüssigphasensynthese
basieren auf chemischen Reaktionen in Lösungsmitteln oder wässrigen Phasen, die zur
Kolloidbildung führen, wie z.B. thermische Zersetzung, Synthese in Mikroemulsionen,
oxidative Synthese und Kopräzipitation. Bei den Feststoffprozessen handelt es sich um
mechanische Prozesse, die auf Größenreduzierung wie z.B. Mahlen und Schleifen beru-
hen [9, 21, 51, 76].

Im Folgenden wird nur auf die Vielzahl der nasschemischen Möglichkeiten wie thermi-
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sche Zersetzung, Mikroemulsion, Kopräzipitation und oxidative Synthese eingegangen,
wobei im Speziellen die Kopräzipitation und die oxidative Synthese erläutert werden.

Bei der thermischen Zersetzung wird unter Zuhilfenahme von organischen Lösungsmit-
teln und oberflächenaktiven Substanzen eine größenkontrollierte, monodisperse Nano-
partikelsuspension erreicht. Die Ausgangsstoffe sind metallorganische Komponenten
wie z.B. Metallcarbonyle. Als oberflächenaktive Substanzen werden Fettsäuren, Ölsäu-
ren, Oleylamin und Hexadecylamin verwendet, wobei das Verhältnis dieser Substan-
zen sowie die Reaktionstemperatur und -zeit die hauptsächlichen Parameter für die
Größen- und Morphologiekontrolle sind [9, 11, 36, 38, 77]. Die thermische Zersetzung
der Ausgangsstoffe liefert Monomere und ihre Aggregation oberhalb der Sättigungs-
konzentration löst die Keimbildung und das anschließende Keimwachstum aus [45]. Die
entstandenen Partikel sind nicht in wässriger Phase löslich aufgrund ihrer Beschichtung
mit hydrophoben Liganden während der Synthese und müssen mittels Oberflächenmo-
difikationen von der organischen in die wässrige Phase überführt werden [9, 11, 12, 77].
Eine weitere Möglichkeit, Nanopartikel zu bilden, ist die Synthese in Mikroemulsionen.
Auch bei dieser Methode werden oberflächenaktive Stoffe verwendet und der notwendi-
ge Einsatz von Lösungsmitteln ist relativ hoch [9, 11, 78]. Das Verfahren führt jedoch
zu polydispersen Systemen mit geringer Ausbeute. Im Gegensatz dazu kommen die
Kopräzipitation sowie die oxidative Synthese ohne Lösungsmittel aus, sind weniger to-
xisch und aufgrund der hohen Ausbeute und vergleichsweise einfachen Durchführung
kostengünstiger [9, 79, 80]. Nachteilig im Vergleich zur thermischen Zersetzung sind die
meist polydispersen Partikelsuspensionen [9, 11, 12]. Bei der thermischen Zersetzung
und der Kopräzipitation handelt es sich um die verbreitetsten Verfahren [80]. In Ta-
belle 2.1 sind die Vor- und Nachteile der wichtigsten verschiedenen Synthesemethoden
zusammengefasst.

Tabelle 2.1: Vergleich der Synthesemethoden.

Größen
Methode Ausführung Temperatur -verteilung -kontrolle Ausbeute

Kopräzipitation sehr einfach 20 - 90 ◦C relativ eng nicht gut hoch

Oxidative Synthese sehr einfach 20 - 90 ◦C relativ eng nicht gut hoch

Thermische Zersetzung kompliziert 100 - 320 ◦C sehr eng sehr gut hoch

Mikroemulsion kompliziert 20 - 50 ◦C relativ eng sehr gut niedrig

Die Herstellung von Magnetit in wässriger Phase mittels der Kopräzipitation und der
oxidativen Hydrolyse basiert auf Präzipitationsprozessen in Lösungen, bei denen die
unterschiedlichen Ionen unlösliche Präzipitate bilden. Eine sorgsame Prozessüberwa-
chung ist für die Einstellung der gewünschten Partikelcharakteristika nötig [21, 69, 81].
Die Faktoren, die die Oxidfällung beeinflussen, sind zahlreich und durch die thermo-
dynamischen und kinetischen Randbedingungen zu steuern. Jedoch sind die Einflüsse
komplex und korrelieren untereinander, so dass eine Optimierung notwendig ist [82].
Einer der wichtigsten Parameter der Synthese ist der pH-Wert, da Magnetit nur in
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einem bestimmten pH-Bereich entsteht. So wird ein pH-Wert über 8 benötigt, jedoch
trägt ein zu hoher pH-Wert zu einer Nebenproduktbildung z.B. von Goethit bei [61].

Bei der Synthese mittels der Kopräzipitationsmethode werden typischerweise Lösungen
mit bi- und trivalenten Eisensalzen in einem molaren Verhältnis von 0, 5 Fe2+ · (Fe3+)−1

verwendet [83], die unter inerten Bedingungen mit einer Base in einem pH-Bereich von
9 − 10 bei konstanter Temperatur reagieren [9, 61]. Die Reaktion ist in der folgenden
Gleichung 2.2 dargestellt:

Fe2+ + 2Fe3+ + 8OH− ↔ Fe3O4 + 4H2O (2.2)

Hierbei handelt es sich um eine alkalische Hydrolyse der beiden Eisensalze [37, 84]. Der
Mechanismus der Kopräzipitation ist noch nicht vollständig geklärt, aber wahrschein-
lich basiert die Bildung von Magnetitpartikeln auf der Aggregation von Ferrihydriten
und Eisen(III)hydroxid (Fe(OH)3)-Partikeln. Die Bildung beinhaltet Auflösungs- und
Rekristallisationsprozesse sowie die strukturelle Neuorientierung aufgrund eines Elek-
tronentransfers bei der Adsorption von bivalentem Eisen am Eisenhydroxid [85]. Die
Partikelgröße liegt zwischen 2-20 nm [37], mit einem verstärkten üblichen Vorkommen
von 10 nm Partikeln [31, 39, 42, 85, 86]. Die Kontrolle der Partikelgröße erweist sich als
recht schwierig, so dass sich meist eine Polydispersität ergibt [9]. Deshalb ist eine kur-
ze Explosion der Keimbildung sowie eine langsames und kontrolliertes Keimwachstum
entscheidend für die Herstellung von monodispersen Partikeln [11]. Weitere Parameter,
die die Kristallgröße und -reinheit beeinflussen, sind die gewählten Eisensalze, der pH-
Wert, die Reaktionszeit und -temperatur, das Molverhältnis der Eisensalze sowie die
Ionenkonzentration im Medium [11, 87, 88]. Iida et al. haben Magnetitnanopartikel mit
den beiden Eisensalzen synthetisiert, indem sie als Base 1,6-Hexandiamin verwendeten.
Dabei führte ein höheres Fe2+ · (Fe3+)−1-Verhältnis zu größeren Partikeldurchmessern
[37].

Die Synthese der oxidativen Hydrolyse basiert auf der Oxidation von bivalenten Eisen-
salzen im alkalischen Medium [61]. Zur Oxidation können Luftsauerstoff oder Oxida-
tionsmittel wie z.B. Nitrate verwendet werden [75]. Die Synthese ist in den folgenden
Gleichungen dargestellt:

Fe2+ + 2OH− ↔ Fe(OH)2 (2.3)

3Fe(OH)2 + 1/2O2 ↔ Fe(OH)2 + 2FeOOH +H2O (2.4)

Fe(OH)2 + 2FeOOH ↔ Fe3O4 + 2H2O (2.5)

Die Synthese von Magnetit mit bivalentem Eisensalz als Ausgangsstoff zeigt, dass Ma-
gnetit ein Resultat der Dehydrationsreaktion von Eisen(II)hydroxid und Eisen(III)oxid-
hydroxid ist (vgl. Gleichung 2.5), wobei die letztere Komponente aus der partiellen
Oxidation von Eisen(II)hydroxid (vgl. Gleichung 2.4) entsteht. Das Eisen(II)hydroxid
wird in der alkalischen Reaktion des bivalenten Eisenions gebildet (vgl. Gleichung 2.3).
Aufgrund des unterschiedlichen Syntheseweges wird erwartet, dass die Hydroxidparti-
kel, die während der Hydrolysereaktion gebildet (vgl. Gleichung 2.4) werden, anwach-
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sen, was zu einem größeren mittleren Partikeldurchmesser bei der Dehydrierung (vgl.
Gleichung 2.5) führt, als bei der Kopräzipitationsmethode. Der mittlere Partikeldurch-
messer liegt ca. bei 37 nm und basiert auf den unterschiedlichen Reaktionsmechanismen
der beiden alkalischen Methoden [37, 89]. Im Vergleich zur Kopräzipitationsmethode
ist die Kristallinität von oxidativ hergestelltem Magnetit besser. Dies lässt auf eine
unvollständige Kristallausbildung in der Kopräzipitation schließen, was auch zu einer
Verringerung der magnetischen Sättigung bei sphärischen verglichen mit kubischen
Partikeln führt. Eine zu lange Ostwaldsche Reifung bei der Herstellung in wässriger
Phase führt zu einer größeren Partikelverteilung [89].

2.3.3 Oberflächencharakteristika

Die Beschaffenheit der Oberfläche ist nicht nur bedeutend für die magnetischen Ei-
genschaften, sondern legt auch die Dispergierbarkeit in unterschiedlichen Medien fest
[80]. Weiterhin entscheidet sie über Korrosions- und Katalyseprozesse. Die Wechsel-
wirkungen an der fest/flüssig Grenzfläche sind fundamental in vielen Anwendungs-
bereichen wie z.B. Mineralaufbereitung und Abwasserreinigung [65, 90]. Schwierig ist
allerdings die eindeutige experimentelle Bestimmung der Oberflächengeometrie sowie
-stöchiometrie [63].

Die Magnetitoberfläche ist nicht glatt, sondern hat eine Rauigkeit von ca. 0, 4 nm [91]
und verfügt über eine polare Ebene in der <001>-Richtung [41]. Weiterhin gibt es drei
Hauptwachstumsebenen <111>, <110>, und <001>, wobei die Ebenen <111> und
<110> dominieren [63] und die höchste Belegungsdichte von Ionen haben [70]. Die
<111>-Ebene ist zudem eine dominante Bruchoberfläche des Materials [92]. Die kubi-
sche Anisotropie hat die Ausrichtungen <111> und <100>, die die leichte und harte
Achse der Magnetisierungen bilden [60]. Weiterhin haben Subago und Sueoka fest-
gestellt, dass die Eisenionen in der <001>-Ebene unterschiedliche Ladungszustände
besitzen [41]. Die Magnetitoberfläche hat mehrere mögliche Abschlüsse, die auf ver-
schiedene Segmentabschnitte im Kristall (vgl. Abb. 2.2) zurückzuführen sind [64, 92].
Die Teilschicht, die aus den trivalenten Eisenkationen besteht (vgl. Kapitel 2.3.1), wird
A-Schicht genannt, wogegen die anderen Teilschichten, die aus den bi- und trivalenten
Eisenkationen sowie den Sauerstoffanionen bestehen als B-Schichten bezeichnet werden
[90]. Diese verschieden Abschlüsse sind mit unterschiedlichen Reaktivitäten verknüpft
und hängen sehr von der elementaren Zusammensetzung der begrenzenden Oberflä-
chenschicht ab [92, 93]. Berechnungen haben z.B. gezeigt, dass eine B-abschließende
Oberfläche eine geringere Oberflächenenergie besitzt als die A-abschließende [41]. Im
Vakuum wird eine metallabschließende Oberfläche erwartet, da sie stabiler und resis-
tenter im Vergleich zu einer sauerstoffabschließenden Oberfläche ist. Im Gegensatz dazu
wird in wässriger Medium angenommen, dass die sauerstoffabschließenden Oberflächen
aufgrund des Auffüllens der Sauerstoffgitterplätze durch eine Reaktion mit adsorbier-
ten Wassermolekülen stabiler sind [64].

Oberflächen sind nicht von statischer Natur [94] und ihre Atome haben im Vergleich
zu Kernatomen eine andere Bindungskoordination. Fehlende Bindungspartner (z.B. im
Vakuum) können zu höheren Energiezuständen durch ungesättigte Bindungen führen,
was in einer neuorientierten oder entspannten Oberfläche resultieren kann, da sie be-
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strebt ist ihre Oberflächenenergie zu minimieren [95]. Ein Oberflächenabschluss wie im
Kristallgitter würde aufgrund fehlender Bindungspartner in einer unterkoordinierten,
polaren Oberfläche resultieren. Es wird angenommen, dass solche polaren Oberflächen
im Vakuum durch Bindungen von freien Atompaaren oder durch eine stark ins Kris-
tallgitter gerichtete Relaxation stabilisiert werden. Dies kann aber zu einer Änderung
der Elektronendichte an der Oberfläche führen, wogegen im wässrigen Medium die frei-
en Oberflächenbindungsstellen durch die Protonierung und Hydroxylierung abgesättigt
werden, was zu einer stabilen, neutralen oder geladenen Oberfläche führt [64].

Die Wechselwirkung an der Wasser-Substratgrenzschicht ist bei Übergangsmetalloxiden
ein dynamischer und komplexer Prozess [64] und freiliegende Sauerstoff- und Eisenato-
me können OH−- und H+-Ionen adsorbieren [28]. Die Eisenoberflächenatome reagieren
wie Lewis Säuren und adsorbieren Wassermoleküle oder Hydroxylionen, weshalb ange-
nommen wird, dass die oktaedrischen Eisenionen die wesentlichen funktionellen Grup-
pen der Magnetitoberfläche und verantwortlich für die Oberflächenaktivität sind [64].
Die sogenannte Hydroxylierung ist eine schnellablaufende Reaktion. Daraus oder aus
strukturellen Bedingungen entstehen Oberflächenhydroxylgruppen, welche als funktio-
nelle Gruppen der Eisenoxide fungieren und auch als Säure und Base reagieren können.
Deshalb wird bei Magnetit von einem amphoterischen Material gesprochen. Diese Hy-
droxylgruppen können unterschiedlich an den unterliegenden Eisenatomen koordiniert
und entweder an ein, zwei oder drei Eisenatomen gebunden sein (vgl. Abb. 2.3). Sie
verfügen je nach Bindungen über unterschiedliche Ladungen. Nimmt man eine La-
dung von +0,5 für jede Fe-O-Bindung an und geht von einer sechsfachen Koordination
aus, so liegen die Ladungen der unterschiedlichen Arten bei einer Ladung von +0,5, 0
und -0,5. Eine vierte Anordnung, bei der zwei Hydroxylgruppen an einem Eisenatom
binden, wird als geminale Gruppe bezeichnet. Dabei soll hauptsächlich eine einfache
Koordination ausgebildet werden, da die zwei- und dreifache Koordination im Vergleich
inaktiver ist [14, 96].

O

einfach

HH-0,5

Fe Fe

H

Fe

O

Fe

OO

doppelt

O

H±0

dreifach
Fe

H+0,5

Fe
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Fe
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Abbildung 2.3: Koordinierung von Hydroxylgruppen an Eisenoxidoberflächen, aus dem Englischen
[14].

Die Hydroxylgruppen bilden in der Wasser-Substratgrenzschicht die oberflächennah-
ste Schicht (vgl. Abb. 2.4), sind direkt an den Oberflächeneisenatomen koordiniert
und weisen einen Oberflächenkomplex mit kovalenten Verhalten auf [94, 95, 97]. Die
Dichte der Hydroxylgruppen auf der Oberfläche hängt von der Entwicklung der Kris-
tallstruktur ab und ist je nach Probe sehr unterschiedlich. Bei Magnetit beträgt sie
ca. 5− 10 Gruppen · nm−2 [14, 34]. Laut Kundu et al. platzieren sich Wassermoleküle
im Abstand von 0, 24 nm zwischen Oberflächensauerstoffatomen und den niedrig koor-
dinieren Kationen an der Magnetitoberfläche. Die Adsorptionsenergie von OH−-Ionen
ist negativer als von Wassermolekülen, so dass sie daher eher mit OH−-Ionen reagie-
ren. Insgesamt zeigt die Hydroxylierung eine hohe negative Reaktionsenergie, weshalb
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Magnetitoberflächen nur in hydroxylierter Form in der Natur vorkommen können [63].

An den ≡ Fe−OH-Stellen auf der Oberfläche laufen Protonierungs- und Deprotonie-
rungsreaktionen ab, welche in den Gleichungen 2.6 und 2.7 dargestellt sind [34, 84, 98].
Dieses Säure-Base-Verhalten von Magnetit verursacht eine geladene Oberfläche, welche
als Nernst-Potential Ψ bezeichnet wird [14, 72]. Weiterhin besitzt Magnetit pKs-Werte
von 4,4 (pK1) und 9,0 (pK2) [65].

≡ FeOH +H+ 
≡ FeOH+
2 (2.6)

≡ FeOH 
≡ FeO− +H+ (2.7)

Die Oberflächenladung beeinflusst die dreidimensionale Anordnung der Ionen im umge-
benden Medium und es kommt zu An- bzw. Abstoßungskräften zwischen den Ionen und
der Oberfläche je nach deren Ladungszuständen, was in Verbindung mit thermischen
Effekten zur Ausbildung einer elektrochemischen Doppelschicht an der Partikelgrenz-
schicht führt (vgl. Abb. 2.4), die aus der Oberflächenladung, den neutralisierenden
Gegenionen und den weiter entfernt angelagerten Co-Ionen des Mediums besteht [99].
Der Aufbau der Ionenwolke (vgl. Abb. 2.4) wurde erstmals 1924 von Stern beschrieben.
Die oberflächennahste Schicht besteht aus monoschichtfixierten, nicht hydratisierten
Ionen und wird innere Helmholtzschicht genannt. Die sich anschließende Monoschicht
besteht im Gegensatz zur inneren Schicht aus hydratisierten Ionen, welche aufgrund
von van-der-Waals und elektrostatischen Kräften fest fixiert ist und auch als äuße-
re Helmholtzschicht bezeichnet wird. Die beiden oberflächennahsten Schichten ergeben
zusammen die Stern-Schicht. Aufgrund der Tatsache, dass die Ionen der äußeren Helm-
holtzschicht eine Hydrathülle tragen, ist die Oberflächenladung nicht kompensiert, da
der Platzbedarf der hydratisierten Ionen größer ist als die der dehydratisierten Ionen
und somit kein Ladungsausgleich stattfindet. Deshalb ist eine weitere Schicht nötig,
die sogenannte diffuse Schicht oder auch Gouy-Schicht. Sie enthält bewegliche, hydra-
tisierte positiv wie negativ geladene Gegenionen, die den Ladungsausgleich gegenüber
der Partikeloberfläche bewirken [94, 96, 97].

Die Basisstruktur der elektrochemischen Doppelschicht wird durch unterschiedliche
Elektrolyte beeinflusst. Hiemstra et al. haben gezeigt, dass es sogenannte „strukturbil-
dende“ (Li+ und Na+) und „strukturbrechende“ Ionen (Cs+) gibt, die die Ausbildung
der elektrochemischen Doppelschicht beeinflussen [96]. Weiterhin hat die Elektrolyt-
konzentration auch einen ausgeprägten Effekt auf die Dicke der diffusen Schicht, da
diese mit steigender Elektrolytkonzentration komprimiert (vgl. Kapitel 3.2.1) [14, 65,
97, 100].
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Abbildung 2.4: Aufbau der elektrochemischen Doppelschicht an einer Fest-Flüssig-Grenzschicht, aus
dem Englischen [99].

Problematisch bei Nanopartikel ist, dass sie zur Agglomeration und/oder Aggregation
neigen, da sie bestrebt sind ihre Oberflächenenergie zu reduzieren [101]. Einhergehend
mit der Agglomeration ist, dass die Partikel ihre charakteristischen Eigenschaften ver-
lieren und dann als größere Feststoffpartikel ausfallen [1]. Falls die Oberflächenwech-
selwirkungen erfolgreich kontrolliert werden, kann dieses vermieden werden [11, 102].
Bei magnetischen Nanopartikeln handelt es sich um kolloide Dispersionen, die den üb-
lichen interpartikulären Wechselwirkungen wie van-der-Waals-Anziehung, elektrosta-
tischen Wechselwirkungen wie beispielsweise elektrochemische Doppelschichten sowie
sterische Wechselwirkungen unterliegen [72, 99, 102]. Eine zusätzliche Besonderheit
sind die dipolaren magnetischen Wechselwirkungen, die bei dem Gesamtpotential der
interpartikulären Wechselwirkungen berücksichtigt werden müssen, wenn es sich um
große magnetische Momente (ab Partikelgrößen von ca. 12 nm) oder hohe Kolloidkon-
zentrationen handelt. Bei einem angelegten Magnetfeld wechselwirken die magnetischen
Dipole [72, 88]. Weitere Wechselwirkungen können durch die Adsorption von Polyme-
ren, Dispergiermitteln und anderen Molekülen generiert werden [102]. Die Gesamt-
energie der Wechselwirkungen bestimmt die Suspensionsstabilität, welche durch die
DLVO-Theorie (Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek) beschrieben wird und sich aus
der Abstoßungs- und Anziehungskraft zusammensetzt. Dabei ist die Abstoßungskraft
abhängig von der elektrochemischen Doppelschicht während die Anziehungskraft eher
durch van-der-Waals-Kräfte dominiert wird [14]. Die beiden wichtigsten Einflussfakto-
ren auf die physikalische Stabilität von Suspensionen sind die Dicke der diffusen Schicht
sowie die Oberflächenladungsdichte. Daraus lässt sich eine allgemeingültige Regel für
die Stabilität von Dispersionen schlussfolgern: Je höher die Oberflächenladungsdichte
bzw. das damit verbundene Zetapotential, desto höher ist die Stabilität der Suspension.
Das Zetapotential ist direkt von dem Nernst-Potential ψ der Oberfläche abhängig und
stellt somit ein indirektes Maß für die Oberflächenladungsdichte dar. Es wird verwen-
det um Ladungsänderungen festzustellen und die Suspensionsstabilität abzuschätzen
[97].
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In Abbildung 2.5 ist das Zetapotential in Abhängigkeit des pH-Wertes aufgetragen. Zu
erkennen ist, dass das Zetapotential im sauren Medium positiv ist, was auf die dominie-
rende Oberflächengruppe ≡ Fe − OH+

2 zurückzuführen ist. Mit steigendem pH-Wert
nimmt das Zetapotential ab, bis es den isoelektrischen Punkt (IEP) erreicht, an dem
das Zetapotential gleich null ist und die Oberflächengruppen ≡ Fe−OH vorherrschen.
Nach Überschreiten des IEP mit steigendem pH-Wert wird das Zetapotential negativ,
was durch die Oberflächengruppen ≡ Fe−O− hervorgerufen wird [65]. Die Werte des
experimentell bestimmten IEPs von Magnetit liegen im neutralen Bereich und variieren
zwischen pH 6-8 [14, 65, 84, 100, 103]. Hieraus wird ersichtlich, dass die Magnetitnano-
partikelsuspension in Bereichen von sehr niedrigen und hohen pH-Werten stabiler ist,
da sie über eine betragsmäßig hohe Oberflächenladung verfügen und somit die elektro-
statische Abstoßung die Partikelsuspension stabilisiert, wogegen die Oberflächenladung
nahe dem IEP und somit im neutralen pH-Bereich nahezu null ist und damit es zu einer
vermehrten Koagulation kommt [13, 47, 84, 86, 88, 101].

Abbildung 2.5: Suspensionsstabilität in Abhängigkeit des pH-Wertes eines ionischen Ferrofluids,
LNP: Ladungsnullpunkt, aus dem Englischen und modifiziert nach [88].

Weiterer Einflussfaktor ist unter anderem die Partikelgröße, da mit abnehmendem
Durchmesser die spezifische Oberfläche zunimmt und damit die Haft- gegenüber den
Massenkräften in den Vordergrund treten, womit auch die Neigung zur Agglomerati-
on und Wandhaftung wächst. Zusätzlich steigt die Festigkeit der Agglomerate, da die
Oberflächenenergie bei kleineren Partikeln größer ist und so zu einer Destabilisierung
des Suspensionssystems führt [11, 101, 104, 105, 106]. Des Weiteren ist die Partikel-
konzentration in der Suspension entscheidend für ihre Stabilität, da interpartikuläre
Wechselwirkungen aufgrund häufigerer Partikelkollisionen zunehmen [101]. Die super-
paramagnetische Eigenschaft trägt zur Verringerung der Agglomeration bei [59]. Man
spricht von einer physikalisch stabilen Suspension, wenn ein System aus einer flüssi-
gen und einer festen Phase besteht, die der Brownschen Molekularbewegung unterliegen
und sich die Partikelgrößenverteilung der festen Phase innerhalb einer bestimmten Zeit-
periode nicht oder nur geringfügig verändert. Um diesen Zustand zu bewahren müssen
Partikel vor der Agglomeration geschützt werden [24, 97].
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2.3.4 Magnetische Eigenschaften von Ein-und
Mehrdomänepartikel

Der makroskalige Magnetit gehört zu den Ferromagnetika und verfügt über ein fer-
rimagnetisches Verhalten, welches ein als Sättigungsmoment ~M bezeichnetes spontanes
magnetisches Moment auch in Abwesenheit eines Magnetfeldes aufweist. Es resultiert
aus der Elektronenspinanordnung (vgl. Abb. 2.6), die wiederum abhängig von der Kris-
tallstruktur ist (vgl. Kapitel 2.3). Bei einem ferrimagnetischen Verhalten sind die Spins
bei der Sättigungsmagnetisierung bei T = -273 ◦C gegensätzlich ausgerichtet (vgl. Abb.
2.6), was zu einer Verringerung des Nettomoments durch Auslöschung führt [26]. Das
theoretische Moment für die Formeleinheit (Fe3+)Td

(Fe2+Fe3+)Oh
)O4) beträgt 4µB

[45] und ist allein auf die Fe2+-Ionen zurückzuführen. Der beobachtete Wert beträgt
4, 1µB, wobei das nicht ganzzahlige Vielfache des Bohrschen Magneton µB mehrere
Ursachen hat, wie z.B. die Spinbahnwechselwirkung [26]. Daraus wird ersichtlich, wie
wichtig die Ionenkonfiguration und die damit verbundene Kristallstruktur eines fer-
rimagnetischen Materials in Hinblick auf die magnetischen Eigenschaften ist [107].

Abbildung 2.6: Spinanordnung des Magnetits [26].

Durch die Partikelverkleinerung unterhalb eines kritischen Partikeldurchmessers ds wer-
den bei ferromagnetischen Materialien die magnetischen Domänen, die durch Domä-
negrenzen, sogenannte Blochwände, voneinander abgrenzt sind, aufgelöst, so dass nur
noch eine einzige Domäne existiert. Die Triebkraft dieses Vorgangs ist das Gleichge-
wicht zwischen der magnetostatischen Energie EMS, die proportional zum steigenden
Volumen zunimmt, und der Blochwandenergie Edw, welche proportional zur Fläche
zwischen den Domänen ansteigt. Wenn das Probenvolumen auf das kritische Volumen
abfällt, wird mehr Energie zur Bildung einer Blochwand benötigt als die magnetostati-
sche Energie im Eindomänezustand aufrecht zu erhalten. Das magnetische Moment ~M
dieser Eindomänepartikel entspricht der Summe aller unkompensierten Spins. Wenn
bei Eindomänepartikeln das magnetische Moment durch thermische Anregung rela-
xiert, spricht man von einem superparamagnetischen Verhalten. Dies tritt meistens bei
ferromagnetischen Materialien in der Größenordnung von 10 − 20 nm [9, 11] auf, was
bedeutet, dass sie im Gegensatz zu Multidomänepartikeln nicht über ein permanen-
tes magnetisches sondern ein fluktuierendes Moment verfügen. Die Größenordnung ist
materialabhängig.
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Abbildung 2.7: Prinzipieller Verlauf der Koerzivität (H) in Abhängigkeit des Partikeldurchmessers
(d), modifiziert nach [9, 108].

Abbildung 2.7 zeigt, dass die Koerzivität H mit sinkendem Durchmesser zunimmt, bis
sie den kritischen Partikeldurchmesser ds erreicht hat. Danach fällt die Koerzivität bei
Eindomäneteilchen mit sinkendem Durchmesser ab, bis sie den Wert null erreicht. An
diesem Punkt weisen die Partikel ein superparamagnetisches Verhalten auf, welches
durch den kritischen Partikeldurchmesser dkrit gekennzeichnet ist [9, 50]. Zusätzlich
zur Koerzivität ist die Remanenz MR und die Hysterese auch gleich null [11, 31, 108].
Dadurch ist kein zusätzliches Feld nötig um die Teilchen komplett zu entmagnetisie-
ren. Weiterhin ist der Superparamagnetismus nicht nur partikelgrößen- sondern auch
temperaturabhängig. Die kritischen Werte der Temperatur Tkrit oder des Partikeldurch-
messers dkrit lassen sich unter der Annahme des thermischen Gleichgewicht bestimmen
(vgl. Kapitel 3.3) [9, 11, 108].

Abbildung 2.8: Effekte von Oberflächenspins bei Nanopartikeln und deren Auswirkung auf die Ma-
gnetisierung, aus dem Englischen [45].

Laut Sato et al. fällt die magnetische Sättigung stufenweise mit abnehmender Parti-
kelgröße, was auf verschiedene Oberflächeneffekte (vgl. Abb. 2.8) zurückzuführen ist.
Zum einen kann es zur Existenz magnetisch inaktiver Schichten an der Partikeloberflä-
che kommen [29, 109]. Zum anderen kann die Anwesenheit geneigter Spins (vgl. Abb.
2.8) oder das Vorhandensein eines glasähnlichen Verhaltens der Spins dazu beitragen.
Diese Oberflächeneffekte dominieren mit abnehmendem Partikeldurchmesser, was zur
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Verringerung der magnetischen Sättigung führt [11, 45]. Die Spinanordnung innerhalb
des Partikels hat ebenfalls einen Einfluss auf die magnetische Sättigung [25] und liegt
bei ultrafeinen Magnetitpartikeln bei 30− 60 emu · g−1. Im Vergleich dazu besitzt der
makroskalige Magnetit einen Wert von 92 emu · g−1 [109].

2.4 Oberflächenbeschichtungen und Stabilisierungen

Die synthetisierten, magnetischen Nanopartikel müssen meistens oberflächenmodifi-
ziert werden [21], um Agglomeration und Aggregation der unbedeckten Nanopartikel
zu vermeiden und somit größenabhängige Eigenschaften und Stabilität aufrechtzuer-
halten [9, 77]. Die Stabilität von magnetischen Fluiden ist nahezu in jeder Anwendung
erforderlich [11]. Generell führen mehrschichtige oder dickere Beschichtungen zu einer
besseren Stabilität [34, 84]. Damit sind jedoch niedrigere magnetische Momente und
schlechtere Abstimmbarkeit auf die Applikation verbunden [35]. Unbedeckte magneti-
sche Nanopartikel können zur Oxidation neigen, was oft mit Magnetverlust einhergeht,
weshalb eine Schutzschicht für die chemische Stabilität wesentlich ist [11, 21]. In die-
sem Zusammenhang spricht man auch von „Partikel-Engineering“ [9]. Beschichtungen
fungieren nicht nur als Schutzschicht der magnetischen Nanopartikel gegenüber der
Umwelt gegen Degradierungen, unerwünschte Reaktionen der Partikeloberfläche mit
anderen Substanzen und Agglomerationen, sondern können auch für Funktionalisie-
rungen mit spezifischen Komponenten verwendet werden. Im Falle einer Enzymanbin-
dung an die Partikeloberfläche wird durch die Funktionalisierung eine Direktanbindung
der Enzyme an der Partikeloberfläche vermieden und somit unerwünschte Nebeneffekte
wie Strukturveränderungen z.B. durch unspezifische Mehrfachanbindung oder sterische
Behinderungen minimiert [11, 21, 50, 110]. Jin et al. zeigten, dass direkte Immobilisie-
rung von Enzymen an unbehandelten Nanopartikeln zu einer sehr niedrigen Aktivität
führte, was auf die Abwesenheit funktioneller Gruppen, wie z.B. der Aminogruppe,
zurückzuführen ist [111].

Um Nanopartikel vor Agglomeration zu schützen, müssen die Kräfteverhältnisse der
interpartikulären Wechselwirkungen verschoben werden (vgl. Kapitel 2.3.3) [84, 102].
Dafür stehen zwei verschiedene Methoden zur Verfügung: zum einen die Erhöhung der
Abstoßungskräfte mittels elektrostatischer Stabilisierung (vgl. Abb.2.9 (a)), zum an-
deren die Abschirmung der Anziehungskräfte durch sterische Stabilisierung (vgl. Abb.
2.9 (b)). Eine Kombination elektrostatischer und sterischer Stabilisierung ist ebenso
möglich (vgl. Abb. 2.9 (c)) [11, 34, 84]. Das Prinzip der sterischen Stabilisierung (vgl.
Abb. 2.9 (a)) basiert auf der Sorption und Bindung von Molekülen an der Partikelober-
fläche. Die adsorbierten langkettigen Moleküle bilden somit eine Schutzschicht, welche
aufgrund des Platzbedarfs eine Annährung der Partikel verhindert [1, 24]. Diese Stabi-
lisierungsmethode ist unabhängig von der Ionenkonzentration und der Oberflächenla-
dung des Trägers. Die verwendeten Substanzen sind oft Polymere wie Polyethylenglykol
(PEG) und Dextrane, wobei es bei abnehmender Partikelgröße zu einer Erhöhung des
Volumenverhältnisses von Polymer zu Partikel kommt. Deshalb werden auch kurzket-
tigere Karbonsäuren für die Stabilisierung verwendet. Die sterischen Repulsionskräfte
sind abhängig von der molekularen Struktur, der Kettenlänge sowie der adsorbierten
Menge auf dem Nanoträger [13, 24, 48, 102, 112]. Weiterhin sind laut Shylesh et al.
mindesten sechs Kohlenstoffatome nötig um eine ausreichende sterische Stabilisierung
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zu gewährleisten [9].
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Abbildung 2.9: Methoden zur Stabilisierung von Partikeln, modifiziert nach [24].

Eine elektrostatische Stabilisierung (vgl. Abb.2.9 (b)) wird durch Sorption spezifischer
Ionen auf der Partikeloberfläche, einer Änderung der Ionenkonzentration des Suspen-
sionsmediums oder durch einer Verschiebung des pH-Wertes der Lösung realisiert. Das
Grundprinzip der elektrostatischen Stabilisierung beruht auf der Entstehung von La-
dungen auf der Partikeloberfläche und der damit verbundenen Ausbildung einer elektro-
chemischen Doppelschicht (vgl. Kapitel 2.3.3), die für die abstoßenden Coulombschen-
Kräfte zwischen gleichgeladenen Partikeln sorgt [1, 24, 113]. Dabei spielt die Überlage-
rung der diffusen Schichten der Partikel eine bedeutende Rolle. Wenn sie sich aufgrund
von Diffusion annähern und sich überlappen, bilden sie eine abstoßende elektrostati-
sche Kraft aus, die mit zunehmendem Kontakt anwächst, bis sie im Gleichgewicht mit
der kinetischen Energie der Partikel steht. Eine weitere Annährung wird unterbunden
und die Partikel sind stabilisiert [97, 114].

Die elektrosterische Stabilisierung (vgl. Abb. 2.9 (c)) ist eine Kombination aus der ste-
rischen und elektrostatischen Stabilisierungsmethode. Dabei werden geladene Moleküle
auf der Partikeloberfläche adsorbiert, was zu einer räumlichen (sterischen) sowie elek-
trostatischen Abschirmung führt. Dabei werden die Vorteile beider Methoden vereint,
so dass eine Verschiebung des IEP möglich ist [1, 24].

Durch die Stabilisierungsmöglichkeiten kann eine angemessene Phasengrenzschicht für
das gegebene Lösungsmittel kreiert werden. Durch Oberflächenmodifizierung kann der
IEP verschoben und dadurch die Suspensionsstabilität im neutralen Bereich erreicht
werden (vgl. Kapitel 2.3.3), was für viele Anwendungen unumgänglich ist [88].

2.4.1 Oberflächenanbindungen

Die Oberflächenaktivität des Magnetits ist abhängig von der Koordinationschemie, der
Grenzfläche und den darin enthaltenen Sauerstoff- und Eisenatomen und den ausgebil-
deten Hydroxylgruppen (vgl. Kapitel 2.3.3), welche für die Anbindungen verfügbar sind
[24, 64]. So können Sauerstoffionen der Oberfläche Protonen aufnehmen oder abgeben,
wogegen das Eisenatom als Lewis-Säure agiert und das Hydroxylion austauschen kann.
So können sich Liganden an der Magnetitoberfläche einkernig-einzähnig, einkernig-
zweizähnig (Chelatbindung) und zweikernig-zweizähnig koordinieren (vgl. Abb. 2.10).
Die Adsorption wird hauptsächlich vom pH-Wert bestimmt und findet meistens unter-
halb des Ladungsnullpunktes statt. An dem Adsorptionsprozess können auch Wasser-
stoffbrückenbindungen teilnehmen. Die meisten involvierten Vorgänge sind Liganden-
austausch, elektrostatische Effekte, Wasserstoffbrückenbindungen, Kationenaustausch
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und hydrophobische Bindungen [14, 24, 95, 96]. Durch die Adsorption von Liganden
kann es zu einer Umstrukturierung der Oberfläche und somit Einflussnahme auf die
Oberflächeneigenschaften bis hin zu den unterliegenden Schichten kommen [94].

O
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einzähnig

L
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Fe

O

L L

O O O O
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zweizähnig

O

zweikernig,
zweizähnig

L

FeFe Fe
einkernig, einzähnig

mit Wasserstoff-
brückenbindung

Fe Fe

Abbildung 2.10: Modell der Ligandenkoordination an der Magnetitoberfläche. Fe repräsentiert die
Eisenseite an der Oxidoberfläche und L ist der absorbierende Ligand, modifiziert nach [95].

Die Adsorption wird aufgeteilt in Chemi- und Physisorption. Dabei ist die letztere für
eine permanente Beschichtung eher ungeeignet, da die Moleküle zu Desorption neigen
und die Bindungsenergie sehr gering ist [103]. Dagegen weist die Chemisorption eine
stärkere Bindung auf und es werden Adsorbens und Adsorbat chemisch verändert. Sie
basieren auf ungesättigten, koordinativen Atomen auf der Oberfläche die freie Valen-
zen besitzen und somit strukturfremde Atome oder Ionen relativ fest binden können
[24]. Die Adsorption von organischen Liganden wurde anhand der Beispiele Oxalat,
Citrat und Salicylat untersucht. Dabei zeigte sich, dass der Ligand z.B. aufgrund elek-
trostatischer Wechselwirkungen einen schwächeren „Außensphärenkomplex“ bildet, der
in Abbildung 2.11 zu sehen ist.

 

 

 

Innensphären- 
komplex 

Außensphären -
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Abbildung 2.11: Komplexbildungsmöglichkeiten auf der Oberfläche, aus dem Englischen [115].

Der „Außensphärenkomplex“ ist schwach mit der Oberfläche verknüpft und es befinden
sich Lösungsmittel- oder Wassermoleküle zwischen dem Liganden und der Oberfläche.
Dagegen bilden einige Liganden „Innensphärenkomplexe“, die direkt an die Oberfläche
anbinden. Für sie sind z.B. anorganische Ionen wie Sulfate, Phosphate und Arsenate
und der zweizähnige Ligand Oxalat bekannt. Die „äußensphärische“ (vgl. Gleichung
2.8) und „innensphärische“ (vgl. Gleichung 2.9) Adsorption kann mit den folgenden
Gleichungen beschrieben werden [95, 115, 116]. Die Art der Adsorption kann nicht ein-
fach anhand der Reaktionsstöchiometrie vorhergesagt werden, sondern hängt von einer
Vielzahl von Faktoren ab, wie Form der Moleküle, Position der funktionellen Gruppen,
Lage zu anderen funktionellen Gruppen, Polarität etc. [95].

≡M −OH+
2 + L− 
≡M −OH+

2 L
− (2.8)
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≡M −OH +HL
≡M − L+H2O (2.9)

Gu et al. haben Adsorptionsprozesse von natürlich organischer Materie an einer Ei-
senoxidoberfläche (Hämatit) durchgeführt und berichten, dass zum einen die Adsorpti-
onsplätze begrenzt verfügbar sind und zum anderen der Adsorptionsmechanismus von
Oberflächenkomplexierung-Ligandenaustausch dominiert wurde. Die Ergebnisse deu-
ten weiter darauf hin, dass funktionelle Carboxyl- und Hydroxylgruppen der natürli-
chen organischen Materie aktiv in den Reaktionen involviert sind und ihre sterische
Anordnung eine wichtige Rolle bei der Adsorption spielt. Desorptionsstudien haben
weiterhin gezeigt, dass organische natürliche Materie stark an den Eisenoxidoberflä-
chen gebunden haben und es zu einer ausgeprägten Hysterese bei den Adsorptions-
und Desorptionsprozessen kam, was auf eine mehrfache Anbindung der Makromole-
küle auf der Eisenoxidoberfläche hindeutet, da nicht alle Verbindungen wieder gelöst
wurden [117].

2.4.2 Beschichtungsmöglichkeiten

Feststoffoberflächen können mit verschiedenen Behandlungsweisen modifiziert werden.
Zu ihnen gehören, abhängig vom Verwendungszweck, z.B. die Adsorption, Dünnfilm-
beschichtung, chemische Reaktionen und das Entfernen von Material [84, 103]. Die
meisten dieser Methoden dienen dem Partikelschutz und der Partikelstabilität. Es wer-
den sowohl organische (Tenside, Polymere) als auch anorganische Materialien (Kie-
selsäure, Edelmetalle) dafür verwendet [11]. Die Beschichtungen können während der
Synthese in sogenannten in-situ- oder Eintopfreaktionen durchgeführt werden, wobei
die Beschichtungssubstanzen Einfluss auf die Synthese nehmen. Eine Alternative stellt
die sich an die Herstellung anschließende Beschichtung (post-Synthese-Methode) dar
[74, 118]. Zusätzlich zu den verschiedenen Beschichtungsmöglichkeiten gibt es auch un-
terschiedliche Morphologien, die in Abbildung 2.12 gezeigt sind. Üblicherweise wird die
in Abbildung 2.12 (b) dargestellte Kern-Hülle-Struktur verwendet. Dabei bildet z.B.
Magnetit den magnetischen Kern, der als Anker für die Beschichtungssubstanzen und
für die magnetische Abtrennung und das anschließende Recycling fungiert. Durch die
Hüllenstruktur wird der magnetische Kern gegenüber der Umwelt isoliert [11, 50]. Eine
andere Methode ist der Einbau der Magnetitpartikel in nicht magnetische Feststoffma-
trizen. Dadurch wird die magnetische Abtrennung solcher Materialien ermöglicht. Es
gibt es die Möglichkeit, die magnetischen Nanopartikel in einem porösen Festkörper
(vgl. Abb. 2.12 (f)) zu dispergieren oder die Einbettung in Matrizen (vgl. Abb. 2.12
(c)). Dadurch sind die Partikel allerdings in einem bestimmten Raum fixiert, was in ei-
nigen Anwendungen nicht wünschenswert ist [9, 11, 32, 42, 50, 119]. Weiterhin kann die
Partikelagglomeration durch Anbindung an feste Träger (vgl. Abb. 2.12 (d)) vermieden
werden. Diese können z.B. Lehmlamellen, Polymer- oder Kieselgelkügelchen sein [9, 84].

Die üblichen Beschichtungssubstanzen sind Tenside und Polymere wie Polyethylengly-
kol (PEG), Polyethylenoxid (PEO), natürliche Polysäuren und Dextran [11, 34, 52, 84].
Nicht polymerische Beschichtungen wurden bisher weniger untersucht. Es gibt einige
Untersuchungen zur Beschichtung mit Citratmonomeren [49]. Einige teurere, kommer-
zielle Ferrofluide sind verfügbar, die auf Beschichtungen mit Kieselsäure und Polymeren
basieren. Die Kosten für eine einfache Oberflächenmodifikation betragen einige Hun-
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derte bis hin zu einigen Tausenden Euro pro Gramm funktionalisierter Partikel [59].
Die Suspensionsstabilität ist üblicherweise nur in einem pH-Bereich unterhalb von fünf
oder oberhalb von acht gegeben [11].

Im Nachfolgenden soll kurz auf die wichtigsten bisherigen Beschichtungen eingegangen
werden, wobei eine Kombination der verschieden Materialien und Mehrfachbeschich-
tungen möglich ist [11].

Abbildung 2.12: Unterschiedliche Morphologien magnetischer Nanopartikel: (a) sphärische Nanopar-
tikel, (b) Kern-Schale-Strukturen, (c) Matrixeinschlussverfahren, (d) Anbindungen an festen Träger,
(f) Einbettung in mesoporösem Material, modifiziert nach [9].

2.4.2.1 Polymere

Die ersten magnetischen Polymerträger wurden in den 70er Jahren entwickelt [50]. Für
die Herstellung dieser Träger haben sich zwei Verfahren etabliert [119]. Zum einen die
direkte Polymerisation auf der Trägeroberfläche durch Einbringen der Trägerpartikel
in den Polymerisationsprozess (in-situ-Prozess) und zum anderen die Adsorption der
Polymere an den Trägerpartikeloberflächen (post-Synthese-Prozess). Es wurden eine
Vielzahl verschiedener Polymere für die Stabilisierung von Nanopartikeln verwendet,
denen gemein war, dass die stabilisierende Eigenschaft auf sterischer Repulsion (vgl.
Kapitel 2.4) beruht. Zu diesen Polymeren gehören z.B. Polyvinylalkohol (PVA), Po-
lypyrrol, Polyglycerinmonoacrylat, Polyester und ihre Copolymere. Die Polymere ent-
halten oft funktionelle Gruppen wie Carbonsäuren, Phosphate und Sulfate, die an der
Magnetitoberfläche binden können. Die Temperaturbeständigkeit der Polymerhülle ist
nur begrenzt, falls keine starke Verankerung zur Partikeloberfläche vorhanden ist. Des
Weiteren schützen sie nur bedingt vor Oxidation des Trägermaterials und werden leicht
mittels saurer Lösungen ausgewaschen. Die magnetischen Eigenschaften verringern sich
im Vergleich zum Ausgangsmaterial ebenfalls [9, 11]. Ein weiterer Nachteil von Poly-
merpartikeln ist das vom pH-Wert abhängige Schwellverhalten. In den Versuchen von
Petri-Fink et al. schwollen die PVA beschichteten Partikel um fast das Dreifache ihrer
Ausgangsgröße an. Weiterhin ist das Anschwellen der Partikel nicht nur vom pH-Wert
sondern auch von dem Polymer/Eisen-Verhältnis r abhängig, wobei die Schwellrate
dD · (dr)−1 mit ansteigendem Polymer/Eisen-Verhältnis zunimmt. Der Grund für das
Anschwellen kann durch eine Veränderung der Konformation der Polymerketten oder
weitere Adsorptionen begründet sein [13].

Hu et al. haben das Anbindungsverhalten der synthetischen Polymere PEG und PVA
untersucht. Dabei wurden Magnetitkristalle mittels thermischer Zersetzung (vgl. Ka-
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pitel 2.3.2) unter gleichzeitiger Anbindung von monocarboxyl-terminierten Polyethy-
lenglykol (MPEG-COOH) synthetisiert [80]. Es wurde eine kovalente Bindung zwi-
schen der Funktionalisierungssubstanz und den Partikeln angenommen. Bei der in-situ-
Magnetit-PVA-Synthese mit unterschiedlichen PVA-Konzentrationen wurde die Aus-
bildung kettenartiger Clusterausfällungen beobachtet [13, 69]. Weitere Untersuchungen
mit PVA funktionalisierten Thiol-, Amino- und Carboxylgruppen zeigten, dass amino-
funktionalisierte PVA-Partikel zytotoxisch auf menschlichem Melanomzellen wirken.
PVA soll nicht spezifisch an der Oxidoberfläche adsorbieren, sondern die Wechselwir-
kungen basieren auf Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den polaren funktionel-
len Gruppen des Polymers und der hydroxylierten und protonierten Oxidoberfläche.
Zusätzlich bildet PVA oberhalb der kritischen Polymerkonzentration eine Hydrogel-
struktur aufgrund von Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Polymerketten aus,
welche die Partikel umhüllt und verantwortlich für die sterische Stabilisierung ist [13].
Mit einer PVA-Beschichtung wurden ähnliche Eigenschaften erreicht wie durch Bak-
terien hergestellte Magnetosome [29]. Bei der Einbettung von Magnetitpartikeln in
einer PVA-Matrix wurde eine inhomogene Verteilung der Magnetitagglomerate im Gel
detektiert [120]. Eine Herstellung von Magnetitpartikel in Anwesenheit von Polyvi-
nylphosphonsäure mittels Präzipitation wurde realisiert. Jedoch verfügten die Partikel
über niedrigere magnetische Sättigungen und geringere Leitfähigkeiten [121].

Zur Magnetitbeschichtung wurden neben den synthetischen auch organische Polymere,
sogenannte Biopolymere wie Alginat oder Dextran, herangezogen. Sie sind generell sen-
sibler gegenüber Temperatur- und pH-Wertschwankungen [119]. Bei einer Beschichtung
mit Alginat steigt, laut Xu et al., die adsorbierte Menge mit sinkendem pH-Wert. Sie
nehmen an, dass die Anbindung auf Chemisorption beruht, welche von der Alginat-
menge, dem Ionisierungsgrad und der Adsorptionskonfiguration abhängt und somit
die elektrostatische und sterische Stabilisierung beeinflusst [122]. Für die Erzeugung
von biokompatiblen Magnetpartikeln für den medizinischen in-vivo-Einsatz wurde Car-
boxymethyldextran als Beschichtungssubstanz verwendet. Die Beschichtung erfolgte in
einem post-Synthese-Verfahren und es wurde ein Gehalt von 5-7% auf den Partikeln
detektiert. Nach ca. zwei Wochen neigen die Partikel zu Agglomeration, was sich auf
die Alterung der Beschichtung zurückführen lässt [123]. Dung et al. haben stärkeum-
hüllte superparamagnetische Nanopartikel mit einer Schichtdicke von 3 nm hergestellt.
Aufgrund der starken magnetischen dipolaren Wechselwirkungen bildeten sich Parti-
kelcluster aus, was zu einer steigenden Partikelgröße führte. Die Partikel besitzen eine
niedrigere magnetische Sättigung als die unbeschichteten Partikel und die Anbindung
soll auf Chemisorption an den Hydroxylgruppen der Magnetitoberfläche basieren [124].
Eine Dextranbeschichtung in einem in-situ-Verfahren agiert als Detergens während der
Magnetitsynthese, da sie sich während des Wachstums an der Magnetitoberfläche an-
sammeln. Kronick und Gilpin haben weiterhin festgestellt, dass ein höheres Dextran-
molekulargewicht zu einer stärkeren Bindung an der Magnetitoberfläche führt [125].

2.4.2.2 Oberflächenaktive Stoffe

Eine weitere übliche Vorgehensweise zur Vorbeugung der Agglomeration ist die Verwen-
dung ambiphiler Komponenten, den sogenannten Tensiden. Hierzu gehören langketti-
ge Fettsäuren und Alkylamine. In einigen Synthesewegen, wie z.B. der thermischen
Zersetzung und der Mikroemulsion (vgl. Kapitel 2.3.2), gehören sie zum festen Be-
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standteil der Synthese, um die Größenverteilung durch Kontrolle der Keimbildung und
des Keimwachstums zu steuern [9]. Bei der Beschichtung mit Tensiden wird die Aus-
bildung einer Mono- oder Doppelschicht auf der Partikeloberfläche erreicht, wobei in
der ersten Schicht meistens chemische Bindungen involviert sind. Die zweite Hülle ba-
siert häufig auf hydrophoben Wechselwirkungen. Die Oberflächenladung (vgl. Kapitel
2.3.3) wird vornehmlich durch die polare Kopfgruppe bestimmt [34]. Eine der häufig
verwendeten oberflächenaktiven Substanzen bei der Magnetitsynthese ist die Ölsäure.
Tomitaka et al. haben eine Ölsäurebeschichtung von Magnetitpartikel untersucht. Die
dipolaren Wechselwirkungen wurden durch die Beschichtung erniedrigt, was zu kleine-
ren Agglomeraten führte. Dagegen hatte die Koerzivität der Partikel einen Verlust bis
zu 75% [126]. Zhang et al. haben Partikelgrößen im Bereich von 8-18 nm mit Ölsäure-
beschichtung hergestellt, dabei waren nur die Partikel mit einem Durchmesser von 8 nm
nach der Beschichtung superparamagnetisch. Die Dicke ihrer Beschichtung betrug 4 nm
[127]. Park et al. berichteten von einer Herstellung von monodispersen Nanopartikeln
mit Hilfe von Ölsäure, bei der die Größenverteilung so eng war, dass eine anschließende
Größenseparation nicht notwendig war. Zudem war dieser Herstellungsprozess gut re-
produzierbar [71]. Die Ölsäure wird laut Guardia et al. höchstwahrscheinlich kovalent
an den Partikel gebunden und gegenüber der Aussage von Tomitaka et al. erzielten sie
eine magnetische Sättigung in der Größenordnung des makroskopischen Materials [36].
Laut Bacri et al. soll dagegen die Anbindung der Ölsäure eine Oberflächenkomplexie-
rung mit den Metallen sein, welcher sich im alkalischen Milieu bildet [88]. Cuyper und
Joniau verwendeten anstelle von Ölsäure Laurinsäure (gesättigte Fettsäure) zur Stabi-
lisierung. Bei der Orientierung der Laurinsäure an der Magnetitoberfläche soll sich die
Carboxylgruppe des Kopfes der Oxidoberfläche zuwenden, wogegen der hydrophobe
Schwanzteil in das wässrige Medium zeigt [128, 129].

Weitere verwendete oberflächenaktive Substanzen für die Magnetitsynthese sind z.B.
das nichtionische Tensid Polyoxyethylen(10)oleylether, welches eine Schichtdicke von
ca. 1-2 nm auf der Magnetitpartikeloberfläche aufwies [46]. Bei der Synthese von Ei-
senoxiden unter Verwendung von Natriumdodecylbenzolsulfonat kam es zu keinen voll-
ständig ausgebildeten Partikeln [79]. Des Weitern ist eine Verbindung mit der Sulfat-
gruppe der Substanz Natriumlaurylsulfat (SDS) aufgrund elektrostatischer Wechsel-
wirkungen an kationischen Partikel möglich [88]. Bei Natriumoleat wird angenommen,
dass sich basierend auf dem positiven Oberflächenpotential des Magnetits ein Ober-
flächenkomplex zwischen den COO−-Gruppen des Oleats und den ≡ FeOH-Gruppen
der Magnetitoberfläche bildet [29, 34].

2.4.2.3 Silane

Die Silanisierung ist eine traditionelle Methode der Oberflächenbehandlung [102] und
eine etablierte Technik, um auf anorganisches Trägermaterial organische Funktiona-
litäten zu übertragen. Es handelt sich bei Organosilan um bifunktionelle Moleküle,
welche eine Trialkoxy- oder Trichlorsilangruppe beinhalten, an denen freien Hydro-
xylgruppen der Trägeroberfläche kovalent binden können. Dabei laufen zwei Reak-
tionen simultan ab. Zum einen die Hydrolyse der Alkoxysilangruppen und zum an-
deren ihre Kondensationsreaktion mit den Hydroxyloberflächengruppen, was zu einer
stabilen Fe-O-Si-Bindung nach der Dehydration führt. Durch die chemische Eigen-
schaft der Kopfgruppe des Silanmoleküls kann der Charakter der modifizierten Ober-
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fläche beeinflusst werden, wobei Amino-, Hydroxyl- oder Thiolgruppe verfügbar sind
[32, 48, 130, 131]. Das am meisten verwendete Silan ist das Aminopropyltriethoxysilan
(APTS) [9, 11, 44, 83, 118, 119]. Die gängigsten Verfahren sind die Stöber-Methode und
der Sol-Gel-Prozess. Die Vorteile der Silanbeschichtung sind die aquatische Stabilität
bei niedrigen pH-Werten und die durch Veränderung der Konzentrationsverhältnisse
kontrollierbare Schichtdicke zur Beeinflussung der interpartikulären Wechselwirkun-
gen. Nachteilig ist die Instabilität im basischen Milieu sowie die Porenbildung beim
Beschichtungsprozess, durch welche z.B. Sauerstoff diffundieren kann [9, 11, 53, 131].
Laut Xu et al. verläuft eine Silanisierung sowohl in Wasser als auch Toluol. Dabei findet
eine verbesserte Anbindung in Wasser statt, was auf stärkere Bindungsenergien und
erhöhte Silanbedeckung zurückzuführen ist [131]. Die Beschichtung mit Silanen wur-
den mit den Herstellungsmethoden der Mikroemulsion [53] und der Kopräzipitation im
in-situ-Verfahren (vgl. Kapitel 2.3.2) durchgeführt. Dabei zeigt sich im Kopräzipitati-
onsverfahren, dass Aminosilan das Partikelwachstum durch die Bildung einer dünnen
Oberflächenschicht hemmt und es zu einem Verlust der magnetischen Sättigung um
ca. 28% kommt [81]. Die geringe Aminogruppendichte auf der Partikeloberfläche war
von der Reaktionszeit abhängig [130]. Kobayashi et al. untersuchten verschiedene Ami-
nosilankupplungssubstanzen und gehen von einer Bi- oder Monobeschichtung aus [31].
Durch die post-Synthese-Silanisierung mit APTES ist die Partikelgröße um 18% gestie-
gen und die Partikelagglomeration wurde verringert. Die magnetische Sättigung nahm
nach der Oberflächenmodifizierung von 43 emu · g−1 auf 40 emu · g−1 ab [111]. Yong et
al. haben Magnetit mit Vinyltriethoxysilan (VTES) modifiziert, um reaktive Gruppen
auf die Oberfläche aufzubringen. Die magnetische Sättigung der modifizierten Partikel
hat sich dabei im Gegensatz zu reinem Magnetit um 54% verschlechtert [32]. Auch
Kombinationen von PEG mit Trimethoxysilan wurden durchgeführt [9, 48].

2.4.2.4 Edelmetalle

Ein weiterer Ansatz ist die Beschichtung der magnetischen Nanopartikel mit Edelme-
tallen. Gold ist prädestiniert für Beschichtungen aufgrund seiner niedrigen Reaktivität
und eine nachfolgende Oberflächenfunktionalisierung mit schwefelhaltigen Liganden
und Thiolgruppen ist möglich. Die Direktbeschichtung von Gold hat sich aufgrund
des ungleichen Charakters der beiden Oberflächen als problematisch erwiesen [9, 11].
Carpenter hat Magnetitpartikel mittels Mikroemulsion unter Verwendung des Tensid
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) hergestellt und anschließend mit Gold be-
schichtet. Die Schichtdicke betrug 1 nm und die Partikel waren gegenüber Sauerstoff
unempfindlich [78]. Es wurde auch von Beschichtungskombinationen aus Kieselsäure
und Gold berichtet. Aufgrund ihrer starken Resonanzadsorption von sichtbarem Licht
und im nahen Infrarotbereich gelten sie als erfolgsversprechend für biomedizinische
Anwendungen [11].

2.4.2.5 Kohlenstoff

Die Beschichtung mit Kohlenstoff wird aufgrund ihrer im Vergleich zu Polymer- und
Silanbeschichtungen besseren chemischen und thermischen Stabilität immer häufiger
angewendet. Eine gut ausgebildete Kohlenstoffbeschichtung ist ein effektiver Schutz ge-
genüber Oxidation und Säurekorrosion. Problematisch ist die Neigung zur starken Ag-
glomeration, die für viele Einsatzgebiete behindernd ist [9, 11]. Rudge et al. haben ma-
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gnetische, kohlenstoffbeschichtete Trägerpartikel durch eine gemeinsame Deformation
von Eisen und Kohlenstoff in einer Planetenkugelmühle hergestellt. Bei diesen Partikeln
wurde das Ad- und Desorptionsverhalten von Doxorubicin untersucht. Die Oberflächen-
eigenschaften der Partikel wurden von der Kohlenstoffphase dominiert [51]. Weiterhin
wurden magnetische Nanopartikel in mesoporöse Kohlenstoffe oder Kohlenstoffnano-
röhrchen eingebaut, wodurch sie vor der Umwelt geschützt wurden. Unterschiedliche
Arten von Kohlenstoffröhren und verschiedene vorherige Beschichtungen und Anbin-
dungsverfahren wurden angewendet [9]. Es wurde auch von einem Einschlussverfahren
in einer Polymermatrix von Magnetit und Kohlenstoff berichtet [44].

2.4.2.6 Weitere Beschichtungen

Choi et al. haben Magnetitnanopartikel direkt mit Biotinmolekülen in wässriger Lö-
sung funktionalisiert. Die Existenz des Biotins auf der Oberfläche wurde mit Infrarot
und einer Farbreaktion überprüft und bestätigt. Weiterhin wurde eine hohe Affinität
zu markiertem Streptavidin nachgewiesen [40]. Goodarzi et al. nehmen an, dass sich
Zitronensäure als zwei- oder dreizähniger Ligand unter Chemisorption bindet [132].

2.4.3 Funktionalisierende Substanzen

2.4.3.1 Chinone

Chinone sind Dioxoverbindungen aromatischer Ringsysteme und wichtig im Bereich
der Farbstoffchemie [133, 134, 135]. Man unterscheidet 1,2- (ortho-) und 1,4- (para-)
Chinone. Sie sind zu zahlreichen Additionsreaktionen fähig, in der Natur weit verbreitet
und in Stoffwechselvorgängen von Pilzen, Pflanzen und tierischen Organismen anzu-
treffen [133, 134, 136]. Chinone finden Verwendung als Oxidationsmittel, analytische
Reagenzien in der Farbstoffsynthese, als Antimalariamittel sowie in der technischen
Produktion von Wasserstoffperoxid. Im Allgemeinen werden sie durch die Oxidation
von Phenolen oder polycyclischen aromatischen Kohlenwasserstoffen hergestellt, aber
auch eine enzymatische Oxidation von Polyphenolen ist möglich [133, 134]. Chinone
zeigen die Reaktivität von α, β-ungesättigten Ketonen und am chinoiden Ring finden
Additionsreaktionen statt [137].

In Abbildung 2.13 ist das Chinon-Hydrochinon-System dargestellt, wobei die Redox-
gleichgewichte in horizontaler Ausrichtung und die Säure-Base-Gleichgewichte in ver-
tikaler Richtung gruppiert sind. Die reversible Reduktion von Hydrochinon verläuft in
einem Gleichgewicht, bei dem als Reduktionsmittel zwei Elektronen stufenweise über-
tragen werden und die Reduktionsvorgänge mit Protonenübertragungen gekoppelt sind.
Dabei entsteht als Zwischenprodukt das nicht protonierte, radikale Semichinon [135],
welches durch weitere Reduktion zum Chinon wird und somit von einem benzoiden in
ein desaromatischen Chinonsystem übergeht [133, 138].
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Abbildung 2.13: Chinon-Hydrochinon-Redoxsystem anhand der Beispielsubstanz Benzochinon [135].

Das in Abbildung 2.13 dargestellte, einfache Molekül Benzochinon wurde bereits in den
70er Jahren für die Funktionalisierung organischer Polymere wie Agarose und Dextran
mit funktionellen Hydroxylgruppen verwendet [15]. Die Funktionalisierung und die
Immobilisierung können über einen breiten pH-Bereich stattfinden. Das erhaltene Pro-
dukt weist eine gute Stabilität und Enzymaktivität auf [15, 110]. Es ist mittlerweile ein
etabliertes Standardverfahren für Aktivierung und Immobilisierung Hydroxylgruppen
enthaltender, organischer oder synthetischer Polymere [110]. In Abbildung 2.14 ist der
mögliche Bindungsmechanismus von ortho-Benzochinon an Polymeroberflächen mit ei-
ner funktionellen Hydroxylgruppe dargestellt. Dieser Reaktionsmechanismus verläuft
bei para-Chinonen identisch [139].

Abbildung 2.14: Benzochinonaktivierung von Polymeroberflächen mit einer funktionellen Hydroxyl-
gruppe [140].

Weiterhin wurde die Anbindung an Indium-Zinn-Oxid beschichteten Glaselektroden,
die vor der Aktivierung mit Benzochinon mittels Aminosilan (vgl. Kapitel 2.4.2.3)
funktionalisiert wurden, untersucht. Eine erwartete Bindungsreaktion sollte ähnlich
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der in Abbildung 2.14 dargestellten Reaktion sein, die ein- oder zweizähnige substitu-
ierte Produkte ausbilden. Narasimhan und Wingard vermuten, dass es sich um eine
kovalente Bindung handelt. Allerdings wird eine starke Adsorption durch die Wasser-
stoffbrückenbindungen nicht ausgeschlossen [141]. Bei der Anbindung von Hydrochinon
wurde eine Monoschicht nachgewiesen, die bei größeren Ansätzen ungeordnet erscheint.
Eine Reduktion von Eisen wurde nicht beobachtet, weshalb angenommen wird, dass
die Chinonadsorption eher zur Bildung eines Außensphärenkomplex (vgl. Kapitel 2.4.1)
führt [142].

2.4.3.2 Endiole

Das Adhäsionsvermögen einiger mariner Organismen an z.B. Schiffsrümpfen und Felsen
ist bemerkenswert [143] und ihre Veranlagung zur Bildung von Biofilmen als Schutz-
mechanismus und zur Fortpflanzung ist für sie überlebenswichtig [17, 144]. Dabei
sind diese Biofilme hinsichtlich ihrer Funktion herausragend, da sie über einen großen
Temperaturbereich, schwankende Salz- und Feuchtigkeitskonzentration sowie bei Strö-
mungsänderungen stabil sind [144]. Insbesondere ist die dauerhafte Adhäsion von Mu-
scheln auf den meisten organischen und anorganischen Oberflächen hervorzuheben
und im Zusammenhang mit Klebstoff interessant [144, 145]. Deshalb wurden Haft-
proteine von Miesmuscheln extrahiert und untersucht. Sie enthalten die Substanz 3,4-
Dihydroxyphenylalanin (DOPA) [17, 146], eine Aminosäure, die eine funktionelle Brenz-
katechin- (aromatischer Ring mit zwei Hydroxylgruppen in para-Stellung) und Ami-
nogruppe enthält, wobei erstere eine wichtige Rolle als Ankermolekül bei der Oberflä-
chenadhäsion spielt. Es wurde ein DOPA-Gehalt von bis zu 27mol-% im Klebesekret
nachgewiesen und mittlerweile sind mehr als 20 Haftproteine von Muscheln bekannt
[16, 144, 147].

Der Bindungsmechanismus ist noch nicht vollständig geklärt, aber die hohe Affinität
zwischen Metallionen, besonders Eisen, Aluminium und Silizium, und der enthaltenen
Brenzkatechingruppe in DOPA ist schon seit längerem bekannt [16, 17, 144]. Es werden
zwei unterschiedliche Koordinationsmechanismen für die Bindung an Metalloxidober-
flächen vorgeschlagen: die einzähnige Koordinierung (vgl. Kapitel 2.4), bei der nur
eine der zwei Hydroxylgruppen des Brenzkatechins dissoziiert und an das Metallkation
anbindet und die zweite Hydroxylgruppe eine Wasserstoffbrückenbindung zum Nach-
barbrenzkatechin ausbildet, oder eine Mischung aus ein-und zweizähnigen Molekülen,
bei denen beide Hydroxylgruppen dissoziieren und sich nebeneinander an das Metall-
kation binden (vgl. Abb. 2.15 (b)) [148]. Die Bindungskraft von DOPA an Titandioxid
ist halb so groß wie bei einer kovalenten Bindung (ca. 800 pN), wobei diese gegenteilig
zur Natur für tausende Wiederholungen komplett reversibel ist. Lee et al. begründen
das mit den nicht vorhandenen Vernetzungsreaktionen, da einzelne DOPA-Moleküle
Anwendung fanden [16, 144].

Die Vernetzungsreaktion basiert auf der Oxidation von DOPA und somit sind Oxi-
dations- und Vernetzungsgeschwindigkeit miteinander verknüpft. Sie kann durch die
Reaktionen der Oxidation, Reduktion und der Autooxidation beschrieben werden. Die
Brenzkatechingruppe des DOPAs kann mit dem Hydrochinon verglichen werden (vgl.
Abb. 2.13) und wird alsH2Q in der folgenden Gleichung zur Autooxidation beschrieben
(vgl. Gleichung 2.10 und Abb. 2.15 (a)). Seine oxidierte Form ist das DOPA-Chinon
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(Q) [146].

H2Q+Q
k1−⇀↽−
k2

2HQ• (2.10)

Bei der Oxidation von DOPA zu DOPA-Chinon werden zwei Elektronen übertragen
und es können Zwischenprodukte ähnlichen denen des Chinon-Hydrochinon Redoxsys-
tems entstehen (vgl. Abb. 2.13). Die Reaktion und die Bildung der Zwischenprodukte
ist vom pH-Wert und den Lösungsmitteleigenschaften abhängig [146].
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Abbildung 2.15: Schematische Darstellung: (a) der Vernetzungsreaktion von DOPA, (b) der Anbin-
dung von DOPA an Titandioxidoberflächen, aus dem Englischen [16].

Untersuchungen des extrahierten Haftsekrets an mit Fe3+ behandelten Proteinen zeig-
ten drei wesentliche Bestandteile: [(Fe(DOPA)3]-Komplexe, Reaktionen von
[Fe(DOPA)3] mit Sauerstoff und die Bildung organischer Radikale, wobei die Re-
duktion des Eisen und die Oxidation von DOPA zum Semichinon simultan ablaufen
[17]. Laut Lee et al. verringert eine Oxidation der Brenzkatechingruppen von DOPA
die Anbindung an das Titandioxid und somit nimmt der pH-Wert Einfluss auf diese
Reaktion [144]. Xu et al. haben Dopamin, welches ein Derivat von der Aminosäure
DOPA ist [112], als Verbindungsmolekül für eine Nitrilotriessigsäure (NTA) an Eisen-
oxidhüllen gewählt. Es wird angenommen, dass die starke Bindung von Dopamin an
Eisenoxid durch Integration und Auffüllung von Fehlstellen der Eisenoxidoberfläche
stattfindet. Die Desorption von der Titandioxidoberfläche verläuft schwieriger als die
Adsorption [35]. Weiterhin wurden die Reaktivität und Struktur von Eisenoxidhüllen,
welche mit Dopamin und PEG funktionalisiert wurde, untersucht und modelliert. Das
PEG sollte hierbei an der Aminogruppe des Dopamins binden, wobei eine Oberflä-
chenreaktion zwischen Dopamin und Fe3+ stattfindet soll und eine Bindungsform von
Fe3+-Brenzkatechin-Wasserstoffbrückenbindung angenommen wird [8].

2.5 Enzymimmobilisierungen

Bei Enzymen handelt es sich um Biokatalysatoren, die in vielen Konversionsprozes-
sen beispielsweise in der Lebensmittelindustrie eingesetzt werden [111]. Solche enzy-
matischen Reaktionen verlaufen unter milden Bedingungen und produzieren wenig
Nebenprodukte. Des Weiteren zeichnen sie sich gegenüber anorganisch katalysierten
Reaktionen durch ihre hohe Spezifität, geringe Toxizität, biologische Abbaubaubar-
keit und hohe Reaktionsraten aus [32, 149, 150]. Das Recycling ist bei dem Einsatz



2.5. ENZYMIMMOBILISIERUNGEN 31

freier, teurerer Enzyme aufgrund der geringen Dichtedifferenz zwischen Enzym und
wässriger Lösung problematisch, weshalb Enzyme immobilisiert werden. Immobilisie-
ren bedeutet die Enzyme auf einem Trägermaterial mit chemischen oder physikalischen
Methoden zu fixieren. Dadurch wird das Recycling erleichtert, da sie eine eigenständi-
ge, lokalisierbare Phase bildet, womit eine Reduzierung der Betriebskosten einhergeht
[32, 58, 111, 151]. Die Immobilisierung erhöht gewöhnlich die Stabilität hinsichtlich
Temperatur, pH-Wertschwankungen, organischen Lösungsmitteln und dem Denaturie-
rungsverhalten, führt aber oftmals zu einem Aktivitätsverlust der Enzyme, da sich diese
in einem neuen Zustand mit veränderter Mikroumgebung befinden [44, 58, 152, 153].
Weiterhin können Stofftransportvorgänge der enzymatischen Reaktionen nach der Im-
mobilisierung aufgrund von Porendiffusion oder externem Stofftransport zur Katalysa-
toroberfläche eingeschränkt sein [154].

Wesentliche Kriterien bei der Trägerauswahl zur Immobilisierung der Enzyme sind
Größe, Gestalt, Porosität, mechanische und katalytische Stabilität, Kosten, funktionel-
le Oberflächengruppen, Aggregationseigenschaften, Quellverhalten, Abrieb, Betriebs-
und Lagerstabilität etc. [119, 154, 155]. Bei magnetischen Trägermaterialien sind noch
die magnetischen Eigenschaften und im Speziellen bei den Magnetitpartikeln die Tatsa-
che, dass sie nicht porös sind, die hohe spezifische Oberfläche, Superparamagnetismus
(vgl. Kapitel 2.3.4) und die Monodispersität wichtig [59, 119]. Bisher spielen poröse
Trägermaterialien aufgrund ihrer hohen inneren Oberfläche eine wichtige Rolle [4, 7]
und es wurde eine Vielzahl natürlicher und synthetischer Feststoffe verwendet, wo-
bei üblicherweise als organische Träger Polymere und anorganische Silikate eingesetzt
werden [1, 155].

2.5.1 Enzymimmobilisierungsmethoden

Zur Immobilisierung von Enzymen kommen verschiedene Methoden zum Einsatz. Diese
sind abhängig von den Randbedingungen der jeweiligen Katalyse und müssen entspre-
chend designt werden [156]. Des Weitern sind Immobilisierungsmethoden nicht für nur
einen bestimmten Trägertyp geeignet sondern auch Kombinationen von Trägern und
Immobilisierungsmethoden möglich, was zu einer Vielzahl an Wegen führt [157]. Die
Immobilisierung findet meistens an der fest/flüssig Grenzfläche statt und wird üblicher-
weise durch Faktoren wie pH-Wert, Temperatur, Grenzflächenspannung und Ladung
der Träger sowie der Ionenstärke beeinflusst [158]. Für die Kupplungsmethoden stehen
verschiedene Aminosäurereste an den Enzymen zur Verfügung, wobei die Mehrzahl der
Enzymimmobilisierungen auf Bindung an den freien Aminogruppen beruht. Weitere
Gruppen, die für die Proteinbindung herangezogen werden, sind Carboxyl-, Thiolgrup-
pen oder aromatische Reste [159]. Bei der Immobilisierung werden verschiedene Bin-
dungsarten unterschieden. Zu diesen gehören die Adsorption, die kovalente Bindung
und das Einschlussverfahren [111]. Generell steigt die Stabilität des Enzym-Träger-
Komplexes mit steigender Bindungsstärke, wogegen die Enzymaktivität abnimmt [44].

Die Adsorption ist die einfachste und älteste Methode zur Immobilisierung und ba-
siert auf reversiblen Oberflächenwechselwirkungen zwischen dem Trägermaterial und
den Enzymen. Sie können auf schwachen elektrostatischen, hydrophobischen oder ioni-
schen Bindungen beruhen und Wasserstoffbrückenbindungen können auch ausgebildet
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werden. Bei diesem Immobilisierungsverfahren werden die Enzyme gering oder gar nicht
beeinträchtig, was sich meist in ihrem geringen Aktivitätsverlust bestätigt. Weiterhin
ist es preiswert, schnell und einfach durchführbar. Nachteilig ist die nicht spezifische
Bindung des Enzyms, so dass es durch andere Substanzen an der Oberfläche verdrängt
und vom Trägermaterial abgelöst werden kann, was zu einer Produktkontamination
führt. Weitere Desorptionen sind durch Milieuveränderungen wie pH-Wert, Tempera-
tur und Ionenstärke oder durch Produktionsbedingungen wie Strömungsgeschwindig-
keiten und Begasung möglich [152, 155, 157, 160].

Von einer kovalenten Immobilisierung spricht man, wenn sich zwischen dem Träger-
material und dem Enzym eine kovalente Bindung ausbildet. Sie findet üblicherweise
zwischen den funktionellen Oberflächengruppen der beiden Substanzen statt. Beim
Enzym handelt es sich um Aminosäurereste, wobei hauptsächlich Aminogruppen von
Lysin oder Arginin, Carboxylgruppen von Asparaginsäure oder Glutaminsäure oder
die Hydroxylgruppen von Serin oder Threonin sowie die Thiolgruppe von Cystein in-
volviert sind. Falls das Trägermaterial keine funktionellen Gruppen aufweist, können
diese durch eine vorherige Funktionalisierung eingeführt werden (vgl. Kapitel 2.4). Die
kovalente Immobilisierungsmethode ist die weitverbreitetste und erzeugt eine sehr hohe
Bindungsstärke, so dass sich keine Enzyme aufgrund von Substratkonkurrenz oder Io-
nenkonzentrationsschwankungen ablösen. Jedoch verlieren die Enzyme mit dieser Bin-
dungsmethode Aktivität, da es schwierig ist, keine essentiellen Aminosäurereste des
aktiven Zentrums an der kovalenten Bindung zu beteiligen. Deshalb ist eine kontrol-
lierte kovalente Immobilisierung wichtig, die an den nicht essentiellen Aminosäureresten
im aktiven Zentrum ansetzt. Auch bei einer Anbindung an nicht essentiellen Amino-
gruppenresten des aktiven Zentrums wurde ein Aktivitätsverlust nachgewiesen, da es
zu einer Verschiebung der Konformation kam [56, 152, 155, 157].

Für die Aktivierung der funktionellen Gruppen des Trägermaterials werden spezifische
Reagenzien verwendet, um diese elektrophiler (Elektronendefizit) zu machen. Dadurch
wird die Bindungsreaktion mit einem starken Nukleophil (Elektronendonator), wie z.B.
Aminogruppen der Enzymoberfläche, begünstigt [155, 157]. Im Folgenden soll auf die
Substanzen Carbodiimid und Glutaraldehyd (Glut) eingegangen werden.

Carbodiimide werden als Vermittler zwischen Carboxylgruppen und Aminogruppen
unter Ausbildung einer Amidbindung eingesetzt und gehört zu den sogenannten „Null-
längenvernetzern“. Solche Komponenten verbinden zwei Moleküle miteinander ohne
zusätzliche Atome einzuführen (vgl. Abb. 2.16). Carbodiimide gehören zu den meist
verwendeten „Nulllängenvernetzern“, wobei das 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)car-
bodiimid (CDI) am verbreitetsten ist. Es gibt zwei verschiedene Arten der Carbodiimi-
de: wasserlösliche und wasserunlösliche. Für die Aktivierungsreaktionen bieten sich die
wasserlöslichen an, da sie einfacher „auszuwaschen“ sind und kein organisches Lösungs-
mittel notwendig ist. Die Reaktionen laufen schnell ab und erzielen hohe Ausbeuten.
Ein pH-Bereich von 4,7-6 hat sich als geeignet erwiesen. Das Reaktionsschema ist in
Abbildung 2.16 dargestellt, und läuft über das Zwischenprodukt O-Acylisourea ab,
welches hochreaktiv und wasserlöslich ist [159, 161, 162].



2.5. ENZYMIMMOBILISIERUNGEN 33

Abbildung 2.16: Schematische Darstellung der Carbodiimidaktivierungsreaktion einer Carboxyl-
gruppe über die Bildung der Zwischenproduktes O-Acylisourea bis hin zur kovalenten Bindung, E:
Enzym , modifiziert nach [119].

Solche Diaminmodifikationen können einen negativen Effekt auf die Aktivität des En-
zyms haben, da die Nettoladung des Moleküls aufgrund der Amidbindung beeinflusst
wird. Das negative Potential der Carboxylgruppe wird durch eine positive Ladung der
Aminogruppe ausgetauscht. Dementsprechend wird die Mikroumgebung des Enzyms
verändert, was zu einer Inaktivität führen kann [161].

Glutaraldehyd ist der meist verwendete Dialdehydvernetzer und kuppelt Aminogrup-
pen von Proteinen mit denen von anderen Molekülen unter Bildung einer sekundären
Amidbindung (vgl. Abb. 2.17). Es kann in wässrigen Lösungen ungesättigte Polymere
bilden, die hochreaktiv gegenüber Nukleophilen von Primäraminen sind. Problematisch
ist die Reproduzierbarkeit der Vernetzungsreaktionen mit Glutaraldehyd, da die Po-
lymergröße und -struktur sowie das Alter der Lösung Einfluss nehmen [159, 161]. Die
Reaktion ist in der folgenden Abbildung (2.17) dargestellt.

Abbildung 2.17: Schematische Darstellung der Aktivierungsreaktion von funktionellen Aminogrup-
pen mittels Glutaraldehyd für die kovalente Enzymanbindung, E: Enzym [119].

Das Einschlussverfahren basiert auf der Einkapselung oder Einhüllung des Enzyms in
ein inertes Material und unterscheidet sich von den anderen Verfahren durch eine nicht
vorhandene chemische Bindung. Der Vorteil ist, dass somit keine chemische Verände-
rung des Enzyms und kein damit vorhandener Aktivitätsverlust eintritt. Problematisch
ist der dadurch bedingte Diffusionswiderstand, der Substrateintrag und Produktaus-
trag über die Hüllengrenze behindert. Des Weitern muss gewährleistet werden, dass das
Enzym während der Katalyse im Inneren der Hülle verbleibt. Zwei Methode des Ein-
schlussverfahrens sind bekannt: zum einen der Geleinschluss, der aus einer die Enzyme
einschließenden Gitterstruktur einer Polymermatrix besteht. Die Porengröße reguliert
hierbei den Austritt von Substrat und Produkt und den Freiraum für die Enzyme,
wobei die Stabilität der Gele aufgrund von Quellung gering ist. Zum anderen gibt es
die Methode des Membraneinschlusses, bei dem die Enzyme mittels einer semipermea-
blen Membran umhüllt werden, welche nur von den Produkten und Substraten passiert
werden kann [152, 155, 157].

2.5.2 Enzymimmobilisierungen an magnetischen Trägern

Der Einsatz magnetischer Trägermaterialien zum Zwecke der Immobilisierung wird
erstmals 1973 erwähnt [31]. Heute ist es bereits gelungen, einige bioaktive Substanzen
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wie Enzyme, Antikörper, Proteine oder Medikamente an Magnetit zu binden, wobei
üblicherweise eine Polymerbeschichtung (vgl. Kapitel 2.4.2.1) vorgenommen wird [10].
Zusätzlich zu den Polymerbeschichtungen werden auch Silanbeschichtungen (vgl. Ka-
pitel 2.4.2.3) und Direktimmobilisierungen durchgeführt, worauf im Folgenden kurz
eingegangen wird.

Schultz et al. [4, 8] haben magnetische Polyvinylalkoholpartikel (M-PVA) mit Epoxy-,
Carboxyl- und Aminogruppen funktionalisiert, wobei der Gehalt des magnetischen Ma-
terials bei ca. 50-60% lag. Die carboxyl- und aminofunktionalisierten Partikel wur-
den mit N-Hydroxysuccinimid (NHS) und Glutaraldehyd für die Immobilisierung ak-
tiviert. Als Enzyme wurden die Lipasen Candida rugosa Typ A und B verwendet.
Dabei stellte sich heraus, dass die epoxyaktivierten Partikel mit Candida rugosa Typ
A die besten Ergebnisse mit einer Aktivität EAk von 733 U · g−1

Partikel erzielten, gefolgt
von den aminofunktionalisierten Partikeln mit 233 U · g−1

Partikel. Die Immobilisierung der
zweiten Lipase des Typs B verfügte über schlechtere Ergebnisse, die im Bereich von
40 − 69 U · g−1

Partikel lagen. Die M-PVA-Epoxy Partikel, welche mit der Lipase Candida
rugosa A immobilisiert wurden, sind in Stabilitätsuntersuchung mit einer Magnetab-
scheidung im Labormaßstab eingesetzt worden. Nach acht Zyklen/Durchgängen gingen
in der Magnetabscheidung 22% der Partikel verloren, wogegen die Enzyme nach fünf
Durchgängen bei 30 ◦C keinen Aktivitätsverlust aufwiesen. Magnetische Abtrennun-
gen mit einem HGMS-Apparat (vgl. Kapitel 2.2.1) waren erfolgreicher, führten aber
auch zu Aktivitätseinbußen. Nach 20 Durchgängen waren noch 10% der Aktivität des
Ausgangsimmobilisats vorhanden [4, 8]. Akgöl et al. verwendeten magnetische, poröse
PVA-Partikel im Mikrometermaßstab. Für die Aktivierung der Hydroxylgruppen des
PVA wurde 1,1’-Carbonyldiimidazol verwendet und nachfolgend das Enzym Invertase
kovalent über die Aminogruppen immobilisiert. Die Restaktivität sowie die Enzymbe-
ladung betrugen 74% und 7, 2 mg · g−1

Partikel. Die optimalen Bedingungen für die Akti-
vität des Enzyms in Hinblick auf Temperatur und pH-Wert änderten sich im Vergleich
zum freien Enzym kaum, wogegen die thermische Stabilität und Lagerungsstabilität
durch die Immobilisierung erhöht wurden [58]. Das Enzym Laccase wurde auf mit
Polystyrene-co-Acetoacetoxyethyl Methacrylat (PS-AAEM) modifiziertem Maghemit
immobilisiert. Die Partikel besaßen einen Durchmesser dp von ca. 500 nm und wiesen
16% Maghemit auf. Die Maghemitpartikel wurden zum einen auf die Oberfläche ange-
bunden und zum anderen in den Polymerkern eingebettet (vgl. Abb. 2.18) . Dabei war
die Restaktivität der Partikel mit dem Maghemitkern am größten und betrug 20%,
wogegen die Enzymbeladung bei diesen Partikeln mit 17% am geringsten war. Da-
gegen wiesen die Partikel mit den auf der Oberfläche gebundenen Maghemitpartikeln
eine Restaktivität von 4% auf. Daraus lässt sich folgern, dass anorganische Partikel
auf der Trägeroberfläche zu einer Deaktivierung der immobilisierten Enzyme führen,
was u.a. durch elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den Enzymen und dem Ei-
senoxid begründet werden kann. Die erhöhte Enzymbeladung kann durch die erhöhte
Chemisorption der Enzyme erklärt werden. Die thermische Stabilität der gebundenen
Laccase war im Vergleich zum freien Enzym höher [158].
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Abbildung 2.18: Schematische Darstellung von PS-AAEM mit (a) Maghemit an der Oberfläche (b)
Maghemit im Kern. [158].

Bei der Enzymimmobilisierung durch Silanbeschichtungen (vgl. Kapitel 2.4.2.3) wer-
den meistens Aminosilane verwendet. Dabei haben Ma et al. gezeigt, dass sich die
Proteinbeladung der aminosilanbeschichteten Magnetitpartikel um das 1,4 - 2 fache
im Vergleich zum unbehandelten Magnetit erhöht [28]. Mohapatra et al. erreichten
eine Proteinkupplungseffizienz von 73,5% bei Avidin und 82% bei Glykoprotein, wo-
gegen keine Bindung auf den unbeschichteten Partikeln stattfand [81]. Kobayashi und
Matsunaga haben Glutaraldehyd verwendet, um die Aminogruppe des beschichteten
Amionosilanmagnetitpartikels für die Enzymimmobilisierung zu aktivieren. Dadurch
wurde eine Enzymbindung von 10Gew.-% erreicht. Durch längere Silane konnte die
Enzymaktivität von Protease Thermolysin von 30% auf 50% gesteigert werden. Die
längere C-Kette der Silane fungiert als Abstandhalter [31]. Die Verwendung von Glut-
araldehyd ist eine übliche Methode zur Aktivierung von Aminogruppen (vgl. Kapitel
2.5.1), weshalb sie häufig als Aktivierung bei Aminosilanen vorkommt. So wurden mit
dieser Kupplungsreaktion die Enzyme Esterase Pseudomonas putida und Lipase Can-
dida rugosa auch kovalent immobilisiert. Bei der Immobilisierung der Esterase wurde
festgestellt, dass die Partikelgröße vor und nach der Immobilisierung im gleichen Grö-
ßenbereich lag und je vier Enzyme pro Partikel gebunden wurden. Die Enzymaktivi-
tät betrug 63% der Ausgangsaktivität, was eine spezifische Aktivität von 0, 25 U · g−1

ergibt. 84% der Aktivität blieben nach 10 Zyklen im Batchbetrieb erhalten. Die kine-
tischen Parameter Vmax und Km waren gegenüber dem nativen Enzym geringer. Die
pH-Wert- und Temperaturoptima blieben ähnlich im Vergleich mit denen der freien
Enzyme [83]. Die immobilisierte Lipase wies eine Beladung von 7, 5µg ·mg−1

Partikel auf
und es wurde kein signifikanter Verlust der Stereoselektivität festgestellt. Die Aus-
beute war im Vergleich zum freien Enzym 26% geringer [36]. Die Autoren Jin et al.
verwenden zusätzlich zur Aminosilanisierung die Aktivierungssubstanz 1,4-Phenylen-
Diisothiocyanat (PDC). Dabei wurde festgestellt, dass die magnetische Sättigung nach
der Immobilisierung von 39, 7 emu · g−1 (bezogen auf Beschichtung) auf 22, 3 emu · g−1

abfällt, was laut Autoren keine Auswirkungen auf die magnetische Abtrennung hat.
Die Aktivität der immobilisierten Protease auf unbeschichteten Magnetitpartikeln war
sehr gering und betrug 4 U ·ml−1. Durch eine Einführung von Aminogruppen über
die Beschichtung konnte die Aktivität auf 2875 U ·ml−1 gesteigert werden. Dagegen
war die Aktivität durch Direktadsorption an der Beschichtung ohne PDC geringer und
betrug 165 U ·ml−1. Jin et al. haben eine steigende Aktivität mit erhöhter Proteinbe-
ladung bis zum Erreichen der Sättigung detektiert, welche durch die begrenzte Anzahl
der Bindungen erwartet wurde. Die Lagerungsstabilität der immobilisierten Enzyme
war gegenüber den freien Enzymen leicht erhöht [111]. Yong et al. haben Epoxygrup-
pen auf der Magnetitoberfläche durch Silanisierung und einer anschließenden weiteren
Beschichtung eingeführt. Die Enzymbeladung betrug 105 mg · g−1 und die relative Ak-
tivität nach fünf Recyclingvorgängen lag bei 70 % [32].



36 KAPITEL 2. STAND DER TECHNIK

Die Direktimmobilisierung an Magnetit wurde zuerst von Koneracka et al. mit der
Kupplungssubstanz CDI (vgl. Kapitel 2.5.1) durchführt. Sie haben Protease an Magne-
tit erfolgreich mit CDI angebunden, wobei eine Aktivität von 80% des freien Enzyms
erhalten bliebt und 90% der zugegebenen Enzymmenge immobilisiert wurde. Ihren
Aussagen nach erfolgt die Anbindung über die Hydroxylgruppen der Magnetitober-
fläche. Die Anwesenheit des CDIs modifiziert die Carboxylgruppen des Proteins zum
leicht sauren pH-Wert, was die Anbindung prozentual erhöht [42, 163]. Die Immobi-
lisierung des Enzyms Alkaline Phosphatase hat ähnliche Werte gezeigt. Hierbei sind
Restaktivitäten von 75% detektiert worden und 85% des Enzyms in Lösung wurden
angebunden. Die magnetische Sättigung nach der CDI Aktivierung und der Prote-
inbeladung war 22% geringer verglichen mit den unbeschichteten Partikeln [86]. Die
Forschungsgruppe band eine Vielzahl von Proteinen und Enzymen wie Rinderserum-
albumin (BSA), Glukose Oxidase, Chymotrypsin, Streptokinase und Dispase auf die
Magnetitpartikel und untersuchte den Einfluss von pH-Werten und unterschiedlichen
Verhältnissen von Enzym, CDI und magnetischen Trägern. Das optimale Verhältnis be-
trug z.B. bei der Glukose Oxidase 6:1:2 (Partikel:Enzym:CDI) bei einem pH-Wert von
4,5 und einer Temperatur von 4 ◦C und es wurden 76% des Enzyms angebunden. Das
Enzym war nur unter diesen Bedingungen aktiv und wurde bei höheren Temperaturen
(z.B. Raumtemperatur) und pH-Werten inaktiv [42, 54]. Weitere Untersuchungen mit
der Direktimmobilisierung unter Zuhilfenahme von CDI zeigten bei Huang et al., dass
es nach der Immobilisierung von Lipase zu keinen Änderungen in der Partikelgröße
und -struktur kam [164]. Diese Beobachtungen wurden auch von Kouassi et al. bei der
Immobilisierung von Cholesterol Oxidase gemacht [55]. Nach der Anbindung hatten die
Partikel superparamagnetische Eigenschaften (vgl. Kapitel 2.3.4), wobei sich die ma-
gnetische Sättigung leicht reduziert hatte, was sich mit den Aussagen von Metha et al.
deckt. Die immobilisierte Lipase hatte eine bessere pH-Wertstabilität [10]. Wang und
Lee haben Trypsin und Avidin unter Verwendung der Aktivierungssubstanzen CDI und
Cyanamid direkt an Magnetit gebunden. Dabei wurde festgestellt, dass die Proteinbe-
ladung mit der Cyanamidaktivierung geringer war als die Beladung bei CDI aktivierten
Partikeln. Die maximal erreichte Proteinträgerbeladung mit einer CDI basierten Bin-
dung betrug 35 mg ·mg−1. Sie vermuten, dass CDI die elektrophilen Gruppen des Ma-
gnetits, vermutlich die Hydroxylgruppen, aktiviert, damit diese Gruppen eine Bindung
mit den Aminogruppen des Proteins eingehen. Koneracka et al. nehmen einen anderen
Bindungsmechanismus an. Weiterhin bemerkten sie, dass ein zu hohes Verhältnis von
CDI zu Magnetit die Koagulation aufgrund wahrscheinlicher Vernetzung fördert, was
Auswirkungen auf die Suspensionsstabilität hat. Bei einem Verhältnis unterhalb von
0,5CDI/Magnetit gehen sie von einer langzeitstabilen Suspension aus [164]. Saiyed et
al. untersuchten den Einfluss des Direktimmobilisierungsverfahren mit CDI auf Alkali-
ne Phosphatase, wenn die Anbindung durch Schüttel- oder Ultraschallmethode erfolgte.
Die Bindungseffizienz war bei beiden Methoden ähnlich in einem Bereich von 80-100%,
wobei die verbleibende Aktivität bei den Schüttelversuchen bei 20-38% und der Ul-
traschallmethode bei 30-43% lag. Demnach ist die Aktivität der Ultraschallmethode
im Vergleich zu den Schüttelversuchen höher, wobei immer noch ein Aktivitätsverlust
zwischen 57-70% zu verzeichnen ist. Die Lagerungsstabilität wurde im Vergleich zum
nativen Enzym verbessert [165].



3 Material und Methoden

Im Folgenden werden zuerst die verwendeten Materialien vorgestellt sowie der theoreti-
sche Hintergrund der Analysemethoden erläutert. Im Anschluss wird in diesem Kapitel
das methodische Vorgehen dieser Arbeit geschildert.

3.1 Verwendete Materialien

Bei den verwendeten Materialien handelt es sich um grundlegend verschiedene Sub-
stanzen. Es kommen chemische Reinstoffe wie. z.B. die Funktionalisierungssubstanzen,
kommerzielle Produkte wie industriell hergestellter Magnetit sowie eine biologisch akti-
ve Substanz in Form des Enzyms Lipase Candida rugosa zum Einsatz. Die verwendeten
Substanzen sind nach Anwendungsreihenfolge aufgeführt.

3.1.1 Synthesematerialien

Für die Magnetitsynthese wurden bi- und trivalente Eisensalze verwendet, wobei als
Anionen Chlorid und Sulfat gewählt wurden. Als Base diente Natriumhydroxid. In
Tabelle 3.1 sind die verwendeten Substanzen dargestellt.

Tabelle 3.1: Materialien für die Magnetitsynthese.

Substanz Summenformel Molmasse
[g ·mol−1]

Bezugsquelle Reinheit
[%]

Eisen(II)Sulfat
-Heptahydrat

FeSO4 · 7H20 278,02 Roth ≥ 99

Eisen(II)Chlorid-
Tetrahydrat

FeCl2 · 4H2O 198,83 Merck ≥ 99

Eisen(III)Chlorid-
Hexahydrat

FeCl3 · 6H2O 270,39 Merck ≥ 99

Natriumhydroxid NaOH 40,01 Roth ≥ 99

3.1.2 Industriell hergestellter Referenzmagnetit

Als industriell hergestellte Referenzmagnetit (Mi) wurden Magnetitnanopartikel von
der Firma Alfa-Aesar mit einem Partikeldurchmesser von 20-30 nm verwendet. Die
Reinheit des schwarzen geruchslosen Pulvers beträgt 98% und kann Spuren von Fe2O3

enthalten. Der Schmelzpunkt ϑs liegt bei 1538 ◦C und die spezifische Oberfläche Sv be-
läuft sich auf etwa 60 m2 · g−1. Die Dichte ρ und das Molekulargewicht M betragen
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5, 2 g ·ml−1 und 231, 54 g ·mol−1 [14, 166].

Die Herstellerangaben wurden durch die zur Verfügung stehenden Analysemethoden
überprüft und um weitere Parameter wie z.B. den IEP ergänzt. Dabei wurde mittels
Röntgenbeugung die Phasenreinheit (vgl. Abb. 3.1) bestimmt und die Partikelgröße
und Gitterkonstante zu 22 nm und 0,8368 nm berechnet, welches zum einen den Her-
stellerangaben und zum anderen den Literaturangaben (0,8396 nm [167]) entspricht.
Der Abbildung 3.1 ist zu entnehmen, dass es sich hauptsächlich um die Kristallstruk-
tur von Magnetit handelt, da die Referenzpeaks von Maghemit (schwarz) z.B. bei
einem Winkel von 2-Theta von 32 ◦ und 34 ◦ nicht auffällig sind. Da Magnetit und
Maghemit eine sehr ähnliche Kristallstrukturen aufweisen sowie über ähnliche Refe-
renzpeaks verfügen (vgl. Abb. 3.1), ist es schwierig, dies vollständig auszuschließen
[105]. Die Verschiebung des Spektrums des industriell hergestellten Magnetits im Ge-
gensatz zu den Referenzpeaks basiert auf der kleineren Gitterkonstante im Bezug zum
Standardmagnetit. Das Hintergrundrauschen ist ein Indiz für einen amorphen Anteil
in der Probe bzw. einer nicht vollständig ausgeprägten Kristallstruktur. Zusätzlich
wurden FTIR-Spektren erfasst, die charakteristische Absorptionsbanden bei 600 cm−1

und 850 cm−1 (vgl. Abb. 5.3) zeigen. Hierbei handelt es sich um Gittervibrationen der
Oxidionen gegenüber den Kationen und im Speziellen um Dehnungsschwingungen der
Fe-O-Bindung in den tetra- und oktaedrischen Untergittern. Diese Absorptionsbanden
treten bei fast allen Ferriten und üblichen Metalloxiden unterhalb einer Wellenzahl
ν von 1000 cm−1 auf [12, 32, 107]. Die beiden Absorptionsbanden in den Regionen
1617 cm−1 und 3433 cm−1 existieren aufgrund von Streck- und Biegeschwingungen der
Hydroxylgruppen an der Eisenoxidoberfläche, die vor allem in aquatischen Lösungen
auftreten [49, 111]. Schwingungen, die im Bereich von 2350 cm−1 [168] auftreten, sind
auf Messfehler zurückzuführen. Dabei handelt es sich um eine CO2-Bande, die aufgrund
der unterschiedlicher Luftzusammensetzung bei Hintergrundmessung und Probenmes-
sung zustande kommt.
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Abbildung 3.1: XRD-Spektrum des unbehandelten, industriell hergestellten Referenzmagnetits.
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In der REM-Aufnahme (vgl. Abb. 3.2) sind einheitliche Partikel mit kubischer bis sphä-
rischer Partikelform zu sehen, die in Partikelagglomeraten auftreten. Die dynamische
Lichtstreuung hat einen mittleren Agglomeratdurchmesser d50 von 4, 8µm ergeben. Die
spezifische Partikeloberfläche wurde mit Hilfe der BET-Isotherme auf 37,47m2 · g−1

bestimmt, welches ungefähr ein Drittel geringer ist als die Herstellerangabe, was mög-
licherweise durch Agglomeration aufgrund von Trocknung und Lagerung verursacht
wurde.

 
 
 
 

200 nm 

Abbildung 3.2: REM-Aufnahme des unbehandelten, industriell hergestellten Referenzmagnetits.

Die Oberflächenladungseigenschaften des industriell hergestellten Magnetits wurden
mit Hilfe der Messung des Zetapotentials bestimmt. Der isoelektrische Punkt (IEP)
des unbehandelten industriellen Magnetits liegt bei 7,3 (vgl. Abb. 5.11), woraus sich
folgern lässt, dass die Partikel im neutralen Bereich zur Agglomeration neigen. Ab
einem pH-Wert oberhalb von 9 stabilisieren sich die Partikel aufgrund elektrostatischer
Wechselwirkungen, da das Zetapotential ein Wert größer als |20mV | aufweist.

3.1.3 Funktionalisierungssubstanzen

Die funktionalisierenden Moleküle sind von einfacher Struktur und besitzen nicht mehr
als elf Kohlenstoffatome (vgl. Abb. 3.3). Es handelt sich dabei um substituierte pheno-
lische Verbindungen mit Ausnahme von Benzochinon (BQ). Die Grundstruktur dieser
Substanzen bildet der aromatische Benzolring, an dem verschiedene Substituenten wie
Hydroxyl-, Carboxyl- und Aminogruppen gebunden sind, die als Vermittler für die An-
bindung der Hydroxylgruppen der Magnetitoberfläche als auch für die funktionellen
Gruppen der Enzyme fungieren sollen. Ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal ist die
Anordnung ihrer charakteristischen Hydroxylgruppen, welche sich in zwei Kategorien
der para- und ortho-Stellung einteilen lassen. Die Kategorie der para-Stellung wird
durch p-Benzochinon und sein aromatisches Reduktionsprodukt, Hydrochinon (HQ),
repräsentiert (vgl. Abb. 3.3 (a) und (b)). Die andere Kategorie bilden die restlichen
Substanzen wie z.B. Dopamin (DA) und Kaffeesäure (CA) (vgl. Abb.3.3 (c)-(h)), die
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zwei Hydroxylgruppen in ortho-Stellung besitzen, und somit eine Endiolgruppe aufwei-
sen. Die Gallussäure (vgl. Abb. 3.3 (e)) bildet hierbei eine Ausnahme, da sie über drei
substituierte charakteristische Hydroxylgruppen in ortho- und meta-Stellung verfügt.
Die Lage der Hydroxylgruppen in den Molekülen ist entscheidend für den Bindungsme-
chanismus an der Partikeloberfläche. Zusätzlich unterscheiden sich die Moleküle hin-
sichtlich ihrer Substituenten am aromatischen Ring. Dabei wurden hauptsächlich funk-
tionelle Carboxylgruppen (vgl. Abb. 3.3 (f)) sowie Aminogruppen (vgl. Abb. 3.3 (d))
ausgewählt, um eine Anbindung von Enzymen an dieser funktionellen Gruppe zu er-
möglichen. Weiterhin spielt die Länge des Substituenten (vgl. Abb. 3.3 (g)) eine Rolle,
da diese für eine flexiblere Lage des Enzyms sorgen kann, welches die Enzymaktivität
begünstigt und somit eine sterische Behinderung vermieden werden kann [110, 159].
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Abbildung 3.3: Verwendete Funktionalisierungssubstanzen.

p-Benzochinon (BQ)
p-Benzochinon (1,4- Benzochinon, C6H4O2) ist ein gelber, kristalliner Feststoff der sich
gut in heißem Wasser, Alkohol und Ether lösen lässt. Der Schmelzbereich ϑs liegt bei
112-116 ◦C und es wird technisch durch die Oxidation von Anilin mit Natriumdichromat
in schwefelsaurer Lösung hergestellt und entsteht durch die Oxidation von Hydrochi-
non. Es ist ein starkes Oxidationsmittel und wird in der Photographie, Färberei und
in der organischen Synthese verwendet. Im Gegensatz zu den anderen Substanzen ist
p-Benzochinon nicht aromatisch und aufgrund seiner Reaktivität als cyclisch durch-
konjugiertes 1,4-Diketon anzusehen [133, 137, 169, 170].

Hydrochinon (HQ)
Hydrochinon (1,4-Dihydroxybenzol, C6H6O2) ist ein farbloser, kristalliner Feststoff und
oxidiert bereits unter Einfluss von Luftsauerstoff, welches anhand einer bräunlichen
Färbung der Lösung erkennbar wird. Der Schmelzbereich ϑs liegt bei 170-175 ◦C. Es
kommt in zahlreichen Pflanzenblättern vor. Die Herstellung geschieht auch über die
Anilinoxidation (vgl. p-Benzochinon) [170, 171, 172].
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DOPA
DOPA (3,4-Dihydroxy-L-phenylalanin, C9H11NO4) ist ein kristalliner, weißer Feststoff
mit einem Schmelzbereich ϑs von 276-278 ◦C und ist gut in heißem Wasser, Säure und
Lauge löslich [173]. Es oxidiert leicht an der Luft und wird durch enzymatische oder
chemische Hydroxylierung des L-Tyrosins hergestellt. Es handelt sich dabei um eine
Aminosäure, welche in Keimlingen, Hülsenfrüchten und Bohnen vorkommt. Es ist bis
zu 27Mol-% in den Haftproteinen von Muscheln enthalten [133, 144]. Weiterhin findet
es Anwendung als Medikament bei Parkinsonismus [170].

Dopamin (DA)
Dopamin(2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-ethylamin, C8H11NO2) ist als Hydrochlorid ein wei-
ßer, pulverförmiger Feststoff und in Wasser, Methanol sowie in heißem Ethanol löslich.
Es ist ein Neurotransmitter und findet Anwendung zur Steigerung des arteriellen Blut-
drucks [133, 174, 175]. Es lässt sich leicht oxidieren [170] und das dabei entstehende
o-Chinon kann zu 2,3-Dihydroindiol-5,6-diol cyclisieren [139].

Gallussäure (GA)
Gallussäure (3,4,5-Trihydroxybenzoesäure, C7H6O5) ist ein farbloser oder leicht gelb-
licher, kristalliner Feststoff und gehört zu den sekundären Pflanzenstoffen. Sie wird
durch alkalische oder basische Hydrolyse aus Galläpfeln gewonnen. Eine enzymatische
Herstellung kann durch die Schimmelpilze Aspergillus niger oder Penicillium glaucum
mittels Hydrolyse erfolgen. Sie wird als Antioxidans, beim Färben sowie als analyti-
sches Reagenz eingesetzt [170, 176, 177].

Kaffeesäure (CA)
Kaffeesäure (3,4-Dihydroxyzimtsäure, C9H8O4) ist ein hellgelber Feststoff mit einem
Schmelzbereich ϑs von 211-225 ◦C. Sie gehört zu den wichtigsten sekundären Pflanzen-
stoffen und ist in großen Mengen in Kaffee (7mg) enthalten. Sie ist in heißem Wasser
und Ethanol leicht löslich, reduziert Fe3+ zu Fe2+ und wird deshalb auch zum Nach-
weis für Eisen verwendet. Sie besitzt eine antioxidantische Wirkung [133, 177, 178].

3-(3,4-Dihydroxyphenyl)propionsäure (DP) und Ethyl 3,4-dihydroxycinamat
(ED)
DP (C9H10O4) besitzt im Vergleich zu Kaffeesäure keine Doppelbindung, weist einen
Schmelzpunkt ϑs von 136-140 ◦C auf und wird auch als Dihydrokaffeesäure bezeich-
net. ED (C11H12O4) ist auch bekannt als Kaffeesäure-Ethylester und 3,4-Zimtsäure-
Ethylester und hat verglichen mit der Kaffeesäure im Zusammenhang mit der Enzym-
immobilisierung eine längere Abstandhalterwirkung [166, 176].



42 KAPITEL 3. MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 3.2: Materialien für die Funktionalisierung.

Substanz Molmasse [g ·mol−1] Bezugsquelle Reinheit [%]

p-Benzochinon 108,09 Alfa-Aesar 98

Hydrochinon 110,11 Fluka > 99,9

3,4-Dihydroxyphenylalanin 197,19 Sigma > 98

Dopmain-Hydrochlorid 189,64 Sigma > 98

Gallussäure 170,12 Merck 99

Kaffeesäure 180,16 Sigma > 98

3-(3,4-Dihydroxyphenyl)propionsäure 182,18 Alfa-Aesar > 98

Ethyl 3,4-dihydroxycinnamat 208,22 Alfa-Aesar 97

3.1.4 Proteinanbindung

Aktivierungssubstanzen für die kovalente Immobilisierung
Als Aktivierungssubstanzen für die kovalente Immobilisierung (vgl. Kapitel 2.5.1) wur-
den N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimidhydrochlorid (CDI, C8H18ClN3)
und Glutaraldehyd (Glut, C5H8O2) verwendet. CDI hat eine Molmasse M von
191, 70 g ·mol−1, sein Schmelzpunkt ϑs beträgt 110-115 ◦C und es ist gut bei Raum-
temperatur in Wasser löslich [179]. Glutaraldehyd ist eine farblose bis leichtgelbe Flüs-
sigkeit. Der Siedepunkt ϑSied liegt bei 100 ◦C [180].

Rinderserum Albumin (BSA)
Das verwendete Standardprotein Rinderserum Albumin Fraktion V wurde von der Fir-
ma Carl Roth bezogen und besaß eine Reinheit von ≥ 98 %. Es handelte sich um einen
beigefarbenen, pulverförmigen und geruchslosen Feststoff [181]. Die Molekülmasse mM

beträgt etwa 66.500 Da [182] und die Dimension ist 4,2 nm x 14,1 nm. Der berechnete
isoelektrische Punkt (IEP) auf Grundlage der Aminosäuresequenz liegt bei einem pH-
Wert von 5,4, wogegen die gemessenen Werte sich im pH-Bereich von 4,7-4,8 befinden
[182, 183]. Es kommt vielfach als Modellprotein, Plasmaersatz und in in-vitro Anwen-
dungen zum Einsatz. Mittels Röntgenbeugung wurde ein Teil der kristallinen Struktur
aufgeklärt [175, 182].

Lipase Candida rugosa (E)
Als Standardenzym wurde Lipase Candida rugosa von Sigma verwendet. Sie besitzt ei-
ne geringeWasserlöslichkeit und verfügt über eine spezifische AktivitätA von 807 U · g−1

[184]. Das Temperatur- und pH-Wertoptimum befindet sich bei 40 ◦C und pH 7, dage-
gen erstreckt sich der Stabilitätsbereich zwischen einer Temperatur von 10-90 ◦C und
einem pH-Wert von 3-9 [185]. Sie hat einen isoelektrischen Punkt von 4,5 [186, 187]
und gehört zu der Gruppe der Lipasen (EC 3.1.1.3), die ein breites Anwendungsgebiet
in vielen Bereichen findet. Der häufige Einsatz in der Industrie ist auf ihre hohe Stabi-
lität, Substratspezifität sowie auf die Entbehrlichkeit der Kofaktoren zurückzuführen.
Ein weiterer Vorteil ist ihre hohe Enantioselektivität, weshalb sie bei der Herstellung
von enantiomerenreinen Substanzen Anwendung findet. Sie kommt aber auch in der



3.1. VERWENDETE MATERIALIEN 43

Waschmittel- und Backwarenproduktion zum Einsatz. Sie ist an wässrigen und hydro-
philen Grenzflächen wirksam und katalysiert Hydrolysen, Veresterungen und Umeste-
rungen [4, 8, 188, 189, 190].

In der folgenden Tabelle 3.3 sind die Substanzen für die Proteinimmobilisierung aufge-
listet:

Tabelle 3.3: Materialien für die Immobilisierung.

Substanz Molmasse Bezugsquelle Reinheit [%]

Candida rugosa Lipase k. A. Sigma k.A.

Carbodiimid 191,7 g ·mol−1 Sigma zur Analyse

Gluteralaldehyd 100,12 g ·mol−1 Roth 50

Albumin Faktor V (BSA) ca. 66000 Da Roth ≥ 98

3.1.5 Verwendete Puffer und weitere Substanzen

Es wurde eine Vielzahl von Puffern verwendet, um zum einen den gesamten pH-Bereich
abzudecken und zum anderen den Einfluss der verschieden Ionen auf die Reaktion
und Stabilität zu untersuchen. Die folgende Tabelle 3.4 gibt einen Überblick über die
verwendeten Substanzen zur Pufferherstellung:

Tabelle 3.4: Verwendete Substanzen zur Pufferherstellung.

Substanz Bezugsquelle Reinheit [%]

Essigsäure Merck 100

Natriumacetat Riedel de Haen 98, wasserfrei

TRIS Roth 99,3

Salzsäure Merck 32

Ethanol Merck 99,9

Kaliumdihydrogenphosphat Merck > 99,5

Di-Kaliumhydrogenphosphat Roth ≥ 99

Bicine Acros Organics 99

Salpetersäure Merck 65

MOPES Roth ≥ 99

HEPES Roth ≥ 99

Glycin-HCl Fluka > 99
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Für die Durchführung der Analysemethoden wurden die Substanzen aus Tabelle 3.5
verwendet:

Tabelle 3.5: Verwendete Chemikalien für die Analysemethoden.

Substanz Bezugsquelle Reinheit [%]

Roti-Quant Roth 5 x Konzentrat

para-Nitrophenylpalmitat Sigma -

Kaliumbromid Merck ≥ 99, 5

1,10-Phenanthrolin-Monohydrat Roth ≥ 99, 5

N,N-Dimethylformamid Merck > 99

Hydroxylammoniumchlorid Merck ≥ 99

Ammoniumacetat Merck 98

Eisessig Merck 100

Salzsäure Merck 32

Schwefelsäure Merck 95-97

Ammoniumeisen(II)Sulfat Roth ≥ 99

Ethanol Merck ≥ 99, 9

3.2 Analysemethoden

In diesem Abschnitt werden die verwendeten Analysemethoden zur Untersuchung der
verschiedenen relevanten Eigenschaften der hergestellten Träger erläutert.

3.2.1 Quantifizierung der Partikelladung durch Messungen des
Zetapotentials

Das Messprinzip des Zetapotentials basiert auf Elektrophorese, bei der durch Anle-
gen eines elektrischen Feldes E die zu analysierenden Partikel in einer Flüssigphase
bewegt werden. Durch das elektrische Feld E wirkt eine Beschleunigungsspannung U
auf die suspendierten Partikel in Richtung der Gegenelektrode. Durch diese Beschleu-
nigung wird die diffuse Schicht (vgl. Abb. 3.4) aufgrund von Reibungskräften abge-
streift, woraufhin die Partikel an der Scherebene S eine Potentialdifferenz aufgrund
der Abtrennung der Gegenionen aufweisen. Durch das teilweise Abstreifen der diffusen
Schicht wird das Potential an der Scherebene größer, welches wiederum eine Beschleu-
nigung zur Gegenelektrode bewirkt, so dass sich die Scherschicht immer weiter zur
Teilchenoberfläche bewegt, was bei einer ausreichend hohen Teilchengeschwindigkeit
bzw. einem ausreichend starken elektrischen Feld ein nahezu vollständiges Abstreifen
der diffusen Schicht bis hin zur Hydrathülle der Stern-Schicht ermöglicht. Dieses Poten-
tial an der Scherebene S nach Abstreifen der diffusen Schicht nennt man Zetapotential.
Es kann durch die Teilchengeschwindigkeit νs im elektrischen Feld E und dem wirksa-
men Potential an der Scherebene berechnet werden. Die Höhe des Zetapotentials wird
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unter anderem durch den pH-Wert, die Ionenkonzentration der Lösung und die Art
der oberflächenaktiven Substanzen beeinflusst. Der Punkt, an dem das Zetapotenti-
al null ist, wird als isoelektrischer Punkt (IEP) bezeichnet. Um Aussagen bezüglich
unterschiedlicher Oberflächenladungen von Partikeln zu machen ist es wichtig, dass
die Konzentration und die Art des Elektrolyts konstant und niedrig gehalten werden
um eine größtmögliche Empfindlichkeit zu gewährleisten. Das Zetapotential kann an-
nähernd dem Nernst-Potential ψ gleichgesetzt werden und ist somit ein Maß für die
elektrostatische Suspensionsstabilität (vgl. Kapitel 2.4) [24, 97, 114].
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Abbildung 3.4: Schematische Darstellung des Zetapotentials [191].

3.2.2 Bestimmung der spezifischen Oberfläche mittels
Adsorptionsisotherme

Die spezifische Oberfläche Sv kann mit Hilfe von Adsorptionsisothermen bestimmt wer-
den. Dabei wird die Partikeloberfläche in Abhängigkeit vom Druck mit einem Adsorp-
tivgas - meistens flüssiger Stickstoff - belegt und das Gleichgewicht zwischen Gasphase
und Substrat sowie das verbrauchte Adsorbat gemessen. Die anschließend aufgezeich-
nete Desorptionsisotherme wird bestimmt, indem der Druck verringert und das frei-
werdende Adsorptivgas erfasst wird. Um die äußere Partikeloberfläche sowie die Po-
rengröße zu bestimmen ist es nötig, die Probe vollständig mit einer Monoschicht zu
belegen, in welcher die BET-Isotherme (vgl. Gleichung 3.1) bei einem relativen Druck
von 0,05-0,30 linear verläuft. Nach der Berechnung der Oberfläche wird diese auf die
Einwaage bezogen um die spezifische Oberfläche zu erhalten. Zusätzlich lassen sich
anhand des Verlaufs der beiden Isothermen Aussagen über die Porengröße und -form
treffen [24, 192].

p/p0
na[1− (p/p0)]

=
1

nm · C
+
C − 1

nm · C
· p
p0

(3.1)
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Der durchschnittliche Partikeldurchmesser kann unter Annahme sphärischer Gestalt
mit Hilfe der spezifischen Oberfläche (Sv) mit folgender Gleichung berechnet werden
[24, 153]:

dp =
6

ρp · Sv

(3.2)

3.2.3 Bestimmung des thermogravimetrischen Verhaltens

Bei der Thermogravimetrie (TGA) wird die Gewichtsveränderung einer Substanz als
Funktion von Zeit und Temperatur aufgezeichnet um Rückschlüsse auf physikalische
und chemische Vorgänge innerhalb der Probe zu ziehen. Dabei werden nur thermische
Prozesse wie z.B. Zersetzungen, Sublimationen und Sorptionen detektiert, da sie mit
einer Massenänderung einhergehen [193, 194], so dass sich unter anderem auch Parti-
kelbeladungen bestimmen lassen. Zur Aufzeichnung dieser sogenannten TGA-Kurven
werden Thermowaagen verwendet, die in Abbildung 3.5 mit ihren wesentlichen Be-
standteilen wie temperatur- und atmosphärregulierter Ofen, Waage und Datenerfas-
sung dargestellt ist.

Abbildung 3.5: Schematischer Aufbau einer Thermowaage [195].

Üblicherweise wird die Probe mit einer konstanten Heizrate β = dT/dt erwärmt und
das Anfangsgewicht sowie der temperaturabhängige Gewichtsverlauf detektiert. Dabei
wird die Umgebung normalerweise von einem Inertgas laminar umströmt, um die abge-
gebenen Reaktionsprodukte rasch aus der Probenkammer zu entfernen, um Rückreak-
tionen zu vermeiden. Zusätzlich zum Atmosphärgas ist das erzeugte Temperaturfeld des
Ofens von enormer Bedeutung. Es sollte im Probenbereich annähernd homogen sein,
um eine einheitliche Temperaturverteilung innerhalb der Probe zu erzielen. Die Ofen-
und Probentemperatur ist dabei idealerweise gleich. Um dies zu gewährleisten, sollte
das Probenvolumen so klein wie möglich und eine niedrige Heizrate gewählt werden
[193, 194, 195, 196].

3.2.4 Strukturuntersuchungen durch Elektronenmikroskopie

Die Elektronenmikroskopie hat sich in den Materialwissenschaften zu einer unentbehrli-
chen Analysetechnik entwickelt, da beträchtliche Vergrößerungsbereiche und vielseitige
Strukturinformationen mit ihr dargestellt werden können. Es gibt zwei grundlegende
Methoden der Elektronenmikroskopie: die Transmission und die Reflexion. Bei beiden
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Techniken gibt es die Möglichkeit einer Elementaranalyse der Probenzusammensetzung
mittels der charakteristischen Röntgenemissionsspektren [196, 197, 198].

Die verwendete Rasterelektronenmikroskopie (REM) basiert auf der Reflexionsmetho-
de und ihr Bekanntheitsgrad hat mehrere Ursachen: die große Tiefenschärfe gibt den
Bildern einer klare dreidimensionale Qualität und vermittelt einen guten topografischen
Eindruck der Probe. Die hohe Auflösung (theor. max. Vergrößerung: 800.000 fach [199])
und der extreme Vergrößerungsbereich (üblw. 10x−100.000x [197]) sind im Zusammen-
spiel mit der außergewöhnlichen Tiefenschärfe einzigartig und werden in erster Linie
für die Untersuchung von Oberflächen oder oberflächennahen Strukturen von massiven
Proben verwendet [196, 197, 198, 199, 200]. Der schematische Aufbau eines Rasterelek-
tronenmikroskops ist in Abbildung 3.6 dargestellt. Die Elektronenstrahlkanone erzeugt
Elektronen und beschleunigt sie auf eine Energie zwischen 2 keV und 40 keV. Dieser
Elektronenstrahl wird im Gerätinnern durch konvergente magnetische Kondensatorlin-
sen mit einem Durchmesser von 2500-5000 nm auf 10 nm [199] gebündelt und mittels
Objektivlinsen auf die Probe fokussiert. Die Ablenkspulen erzeugen ein Magnetfeld mit
dessen Hilfe der Elektronenstrahl rasterförmig über die Probe geführt wird. Gleichzeitig
messen Detektoren die Zahl der niederenergetischen Sekundärelektroden oder andere
Strahlung, die nacheinander von jedem Punkt der Oberfläche abgegeben werden. Par-
allel dazu wird ein Lichtpunkt über den Schirm einer Kathodenstrahlröhre gelenkt,
der mit der Abtastung der Probe synchronisiert ist und zu gleichen Ablenkmustern
führt. Die Vergrößerung basiert auf den unterschiedlichen Rastergrößen, so dass das
gezeichnete Raster des Elektronenstrahls auf der Probe kleiner als das Raster auf dem
Schirm ist. Ein weiterer wichtiger Bestandteil ist das Vakuumsystem, um Interferenzen
von Gasmolekülen mit dem Elektronenstrahl zu vermeiden, die zu einer drastischen
Limitierung der Auflösung führen würden [197, 198, 199, 200, 201].

Abbildung 3.6: Schematischer Aufbau eines Rasterelektronenmikroskops [202].

Durch den Elektronenbeschuss der Probe findet eine Vielzahl von Wechselwirkungspro-
zessen statt, welche unterschiedliche Informationen über die Probe enthalten. Abbil-
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dung 3.7 zeigt schematisch einige nutzbare Signale, die für die Bilderzeugung verwen-
det werden. Üblicherweise wird das Bild auf Basis der Sekundärelektronen erstellt, die
durch unelastische Wechselwirkungen zwischen Hüllenelektronen der Probe und ein-
fallenden Elektronen entstehen. Die Sekundärelektronen werden im gesamten Wech-
selwirkungsvolumen des Strahls mit der Probe erzeugt aber aufgrund ihrer geringen
Energie von 3-5 eV werden sie stark von der Probe absorbiert, so dass nur oberflächen-
nahe Elektronen zur Bilderzeugung beitragen. Dies macht ungefähr ein Prozent der
Gesamtsekundärelektronen aus. Die Sekundärelektronen können aus unterschiedlichen
Prozessen stammen. Dabei sind die Sekundärelektronen direkt aus dem Probenbereich
am wichtigsten für die Bilderzeugung und werden durch Wechselwirkungen von Strahl
und Probe erzeugt. Eine weitere Möglichkeit der Bilderzeugung beruht auf der Wechsel-
wirkung zwischen rückgestreuten Elektronen und Probenatomen. Des Weiteren können
auch elastische Wechselwirkungen stattfinden, welche durch Kollisionen von Atomker-
nen und einfallenden Elektronen entstehen. In Abbildung 3.7 ist auch das sogenannte
Wechselwirkungsvolumen zu sehen, in dem die Regionen der verschiedenen Strahlun-
gen dargestellt sind. Dieses Volumen ist abhängig von der Probe und der angelegten
Spannung und hat meist eine Birnenform [197, 198, 200].

Abbildung 3.7: Einige im Rasterelektronenmikroskop nutzbare Signale und deren Anregungsberei-
che, modifiziert nach [200].

Um Proben vor der elektrischen Aufladung zu schützen oder um sie leitfähig zu machen,
werden sie vorher mit einer dünnen Metallschicht, meistens Gold, beschichtet und somit
die Bildqualität verbessert [196, 198].

3.2.5 Detektion funktioneller Gruppen durch
Infrarotspektrometrie

Das Prinzip der Infrarot(IR)-Spektroskopie basiert auf Wechselwirkungen zwischen
elektromagnetischer Strahlung und Materie, wobei sich der normale Bereich des IR-
Spektrums zwischen Wellenzahlen ν von 400-4000 cm−1 erstreckt und für eine Identifi-
kation von funktionellen Gruppen im Speziellen bei organischen Molekülen herangezo-
gen wird [168, 196, 203]. Dabei regt das IR-Licht die Moleküle an, deren Schwingungen
und Rotationen aufgezeichnet werden und die detektierten Absorptionsbanden Rück-
schlüsse auf die funktionellen Gruppen zulassen. Zum jetzigen Zeitpunkt dominiert die
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sogenannte Fourier-Transformation (FT)-IR-Spektrometrie, deren Ansatz im Gegen-
satz zu den konventionellen Messgeräten die simultane Erfassung aller Frequenzen des
IR-Spektrums ist. Somit arbeitet sie wesentlich schneller und leistungsorientierter als
die ursprünglichen IR-Spektrometer.

In Abbildung 3.8 ist der schematische Aufbau eines FTIR-Gerätes dargestellt, wel-
ches aus einer Michelson interferometrischen Anordnung mit einer Lichtquelle G, ei-
nem Strahlungsteiler BS, einem fixierten und einem beweglichen Spiegel sowie einen
Detektor MCT besteht. Die beiden Spiegel reflektieren das ankommende Licht des
Strahlungsteilers, wodurch Interferenzen der zwei Wellenzüge entstehen. Durch eine
kontinuierliche Bewegung des Spiegels kann ein zeitliches Interferogramm der beiden
Teilstrahlen aufgezeichnet werden. Mit Hilfe der mathematischen Fouriertransformati-
on wird die Zeitdomäne des Interferogramms in eine Frequenzdomäne umgewandelt, um
somit eine Analyse einzelner Wellenlängen bzw. -zahlen zu ermöglichen. Ein weiterer
Vorteil ist das bessere Signal/Rausch-Verhältnis, da es zu einer erhöhten Lichtintensität
im Vergleich zu konventionellen IR-Spektrometern kommt [168, 204, 205].

  

 

Detektor Interferogramm DFT Spektrum 

Abbildung 3.8: Schematischer Aufbau eines FTIR-Gerätes mit der Lichtquelle G, dem Strahlungs-
teiler BS, den beiden Spiegeln FM und MM sowie den Detektor MCT, aus dem Englischen [205].

Im IR-Spektrometer lassen sich Proben aller Aggregatzustände vermessen. Dabei rich-
tet sich die Wahl der geeigneten Präparation nach der Probenbeschaffenheit sowie
dem Vermessungszweck der Probe. Festkörper lassen sich im Allgemeinen nicht direkt
vermessen, sondern benötigen zuvor ein Einbettungsmaterial. Dabei bieten sich zwei
Präparationsarten an: die weitverbreitetste ist die Einbettung mit Kaliumbromid, da
dadurch keine zusätzlichen IR-Bande erzeugt werden. Dafür wird die Probe mit Ka-
liumbromid vermischt und unter Vakuum zu durchsichtigen Tabletten verpresst. Ein
Nachteil von Kaliumbromid ist, dass der Stoff sehr stark hygroskopisch ist und Feuch-
tigkeitsspuren im IR-Spektrum meist bei 3450 cm−1 auftreten. Die andere Möglichkeit
ist die Suspension in Öl, wobei in den meisten Fällen Paraffinöl verwendet wird. Dazu
wird die Probe zu einer zähflüssigen Paste verrieben und findet bei feuchtigkeitsemp-
findlichen Proben Anwendung. Im Gegensatz zu der Kaliumbromidmethode sind die
erzeugten Spektren jedoch von minderer Qualität [168, 203, 206].
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3.2.6 Bestimmung der Partikel- bzw. der Agglomeratgröße
durch dynamische Lichtstreuung

Die dynamische Lichtstreuung (DLS) wird für die Partikelgrößenbestimmung im Be-
reich von einigen Nanometern bis hin zu einigen Mikrometern verwendet. Sie basiert
auf der Brownschen Molekularbewegung, die bei niedrigen Partikelkonzentrationen laut
der Stokes-Einstein-Theorie nur von der Viskosität des umgebenden Mediums νu, der
Temperatur T und der Partikelgröße dp abhängt. Somit wird die Messung nicht durch
Mehrfachstreuungen und/oder interpartikuläre Wechselwirkungen gestört [207, 208].

In Abbildung 3.9 ist das optische Messprinzip dargestellt, wobei die Probensuspension
mit kohärentem monochromatischem Licht bestrahlt und die Intensität des Streulich-
tes unter einem festen Winkel zeitabhängig gemessen wird. Da sich die Partikel in
einer kontinuierlichen Brownschen Bewegung befinden, unterliegt das von ihnen ge-
streute Licht einer zeitlichen Fluktuation. Aus dieser zeitlichen Intensitätsänderung
erhält man Informationen über die Partikelbewegung und den damit verbundenen Dif-
fusionskoeffizienten D, woraus sich Partikelgröße sowie -verteilung durch Anwendung
einer Autokorrelation berechnen lassen [24, 104, 207, 209].
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Abbildung 3.9: Schematischer Aufbau eines konventionellen dynamischen Lichtstreuungsmessgeräts,
aus dem Englischen [191].

3.2.7 Untersuchung der Kristallstruktur durch Röntgenbeugung

Die Röntgenbeugung (XRD) ist eine wichtige Analysemethode in der Strukturaufklä-
rung und wird seit Anfang des letzten Jahrhunderts für die Charakterisierung von
kristallinen Materialien verwendet. Durch die Beugung von Röntgenstrahlen an ei-
nem Kristallgitter kann man die Substanzen anhand der Reflexionen identifizieren, da
die Beugungserscheinungen jeder Substanz einzigartig sind. Mit Hilfe der Datenbank
„Powder Diffraction File“, welche von „Joint Committee of Powder Diffraction Stan-
dards“ (JCPDS) erstellt wurde, kann eine Identifizierung einfach durchgeführt werden.
Zusätzlich können die Elementarzellenparameter, Partikelgröße sowie die Phasenrein-
heit analysiert werden. Die untere Nachweisgrenze liegt üblicherweise bei 1-5% und
es können auch einige Defekte und Störungen im kristallinen Feststoff anhand ihrer
Beugungseffekte sowie die Spinellform charakterisiert werden [9, 196, 210].
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Die wesentlichen Bestandteile eines Röntgenspektrometer sind in Abbildung 3.10 zu
sehen. Die aus der Röntgenröhre T produzierte Strahlung trifft auf eine kristalline
Probe C auf, welcher im Gerät in jedem gewünschten Winkel gegenüber des einfallenden
Strahles positioniert werden kann (vgl. Abb. 3.10 Punkt O). Anschließend trifft die
reflektierte Strahlung auf den Detektor D. Die räumliche Positionierung des Kristalls
ist wichtig, da die Netzebene hkl eine bestimmte räumliche Orientierung hat. Dabei
wird ihrer Anordnung mechanisch so variiert, dass sich die Netzebenen nacheinander
in Reflexionsstellung befinden [211, 212].

Abbildung 3.10: Schematischer Aufbau eines Röntgenspektrometers mit Röntgenröhre T, Kristall
C und Detektor D [211].

Die Beugungserscheinungen lassen sich mit der Braggschen Gleichung beschreiben, die
1912 W.L. Bragg auf die selektive Reflexion an einer Netzebenenschar zurückführte.
Dieser Ansatz basiert auf Atomen, die in Kristallebenen aufgebaut sind und als semi-
transparenter Spiegel fungieren. In Abbildung 3.11 ist eine Atomanordnung in einem
Kristall zu sehen, bei dem die betrachtete Netzebenenschar mit dem Netzebenenab-
stand dhkl parallel zur Oberfläche liegt.

90 3 Beugung von Röntgenstrahlung

3.3.2 Braggsche-Gleichung

Eine andere geometrische Interpretation der Röntgenbeugung lieferte 1912W. L. Bragg.
Er führte die Röntgenbeugung auf eine selektive Reflexion an einer Netzebenenschar zu-
rück. Hat man eine Atomanordnung in einem Kristall, bei der eine betrachtete Netz-
ebenenschar mit ihrem Netzebenenabstand dhkl parallel zur Oberfläche liegt und be-
strahlt diesen Kristall mit monochromatischer Röntgenstrahlung der Wellenlänge λ, so
werden Strahlungsanteile des Teilstrahles 1 reflektiert, Bild 3.23b. Die Reflexion findet
immer im kernnahen Bereich der Atome statt. Nach dem Reflexionsgesetz sind dabei
Einfalls- und Ausfallwinkel gleich. Da die Röntgenstrahlung eine energiereiche Strahlung
ist, dringt sie auch in den Kristall ein. Der eindringende Teilstrahl 2 reflektiert in gleicher
Weise wie Teilstrahl 1, aber an einer tiefer liegenden Netzebene. Dieser Teilstrahl 2 legt
bezogen zum Teilstrahl 1 einen etwas längeren Weg, die Strecke ADC, zurück. Die re-
flektierten Teilstrahlen 1 und 2 überlagern sich. Sie sind auf Grund des Wegunterschieds
phasenverschoben. Ist die längere Wegstrecke ADC des Teilstrahles 2 ein ganzzahliges
Vielfaches der Wellenlänge λ, dann interferieren beide Teilstrahlen in Form der Verstär-
kung. Ist der Weglängenunterschied kein ganzzahliges Vielfaches der Weglänge, dann
wird die Strahlung ausgelöscht oder nur schwach verstärkt. Die konstruktiv verstärkende
Interferenz findet nur dann statt, wenn der Winkel θ, der so genannte Glanzwinkel, zwi-
schen dem einfallenden Strahl und der Netzebene dhkl ganz bestimmte Werte hat, die
vom Netzebenenabstand dhkl des Kristalls und der Wellenlänge λ der Röntgenstrahlung
abhängen. Dieser Zusammenhang wird durch die Braggsche-Gleichung 3.124 bzw. 3.125
beschrieben.

2 · dhkl · sin θhkl = λ (3.124)

2 · dhkl · sin θhkl = n · λ (3.125)

Die Braggsche-Gleichung ist die grundlegende Gleichung der Röntgendiffraktometrie.
Die gründliche Analyse aller variablen Größen in dieser einfachen Gleichung erlaubt die
Interpretation der unterschiedlichen Beugungsanordnungen. Die Gleichungen 3.124 und
3.125 werden als Braggsche-Gleichung bezeichnet und beschreiben den Zusammenhang
zwischen dem Netzebenenabstand dhkl und dem Winkel θhkl, unter dem ein Röntgen-
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und Ableitung der Braggschen-Gleichung 3.124Abbildung 3.11: Reflexion von Röntgenstrahlen an einer Netzebenenschar zur Ableitung der Bragg-

schen Gleichung [210].

Wird der Kristall mit monochromatischer Röntgenstrahlung der Wellenlänge λ be-
strahlt, so gilt nach dem Reflexionsgesetz, dass der Einfallswinkel gleich dem Ausfalls-
winkel ist. Treffen Röntgenstrahlen auf ein Kristallgitter, dringen diese unterschiedlich
tief ein (vgl. Abb. 3.3), bevor sie an den Atomen des Kristallgitters gebeugt werden.
Die reflektierten Röntgenstrahlen sind abhängig von dem Einfallswinkel der Röntgen-
strahlung Θ, der Wellenlänge λ und dem Netzebenenabstand dhkl und sind aufgrund
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ihrer unterschiedlichen Weglänge phasenverschoben. In Abbildung 3.3 beträgt der Weg-
längenunterschied der beiden Teilstrahlen die Streckenlänge ADC. Ist diese ein ganz-
zahliges Vielfaches der Wellenlänge λ, interferieren die Sekundärwellen in Form einer
Verstärkung. Bei diesem Winkel Θ spricht man vom sogenannten Glanzwinkel. Ist der
Gangunterschied ADC kein ganzzahliges Vielfaches, dann interferieren die Teilstrah-
lungen 1 und 2 zu einer Auslöschung oder schwachen Reflektion. Dieser Zusammenhang
wird in der Braggschen Gleichung wiedergegeben [210, 212]:

2 · dhkl · sin θhkl = λ (3.3)

Bei der Gleichung 3.3 handelt es sich um die grundlegende Gleichung in der Röntgen-
diffraktometrie. Jedoch liegen ihr einige Annahmen zu Grunde, welche mit der Realität
nicht übereinstimmen. So werden z.B. Röntgenstrahlen an Atomen in alle Richtungen
gestreut und die Kristallebene besteht aus diskreten Atomen, welche nicht genau in
einer Flucht untereinanderliegen. Ungeachtet dessen liefert die Braggsche Gleichung
das gleiche Ergebnis wie eine strenge mathematische Berechnung [196, 210, 213].

Wenn die Anzahl der Gitterebenen aufgrund kleiner Kristalle gering ist, kommt es zu
einer Peakverbreiterung, welche in der Scherrer-Gleichung mit der Kristallgröße ver-
knüpft wird (vgl. Gleichung 3.4). Die Verbreiterung wird üblicherweise als d angegeben
und bei halber Intensität und dem zugehörigen Winkel Θ gemessen. Die Gleichung
kann angewendet werden, wenn die Partikelgröße kleiner als 200 nm ist, jedoch wird ei-
ne mögliche Linienverbreiterung durch Belastungen bzw. Spannungen im Kristall nicht
berücksichtigt [196, 214].

d =
Kscher · λ

FWHM · cos θ
(3.4)

3.2.8 Proteinbestimmung in wässrigen Lösungen mittels
Bradford-Methode

Die Proteinbestimmung nach Bradford findet ein breites Anwendungsgebiet bei der
Analyse in wässrigen Lösungen, da sie schnell, sensitiv, relativ preiswert, reproduzierbar
und spezifisch ist. Weiterhin wird sie durch Pufferchemikalien und reduzierende Stoffe
kaum gestört und der zu analysierende Bereich liegt zwischen Mikro- bis Milligramm
[215, 216]. Dabei handelt es sich um eine photometrische Analysemethode, die einen
proportionalen Verlauf durch die Farbstoffreaktion mit Coomassie Brilliant Blue-G250
erreicht. Der Farbstoff existiert in drei Zuständen: kationisch, neutral und anionisch,
wobei jede Form bei unterschiedlicher Wellenlänge λ absorbiert (vgl. Abb. 3.12) [216,
217, 218].

kationisch
470 nm (rot)

OH-

H+

OH- anionisch
595 nm (blau)

neutral
650 nm (grün) H+

Abbildung 3.12: Schematische Darstellung der drei Zustände des Farbstoffes Coomassie Brilliant
Blue-G250.

Der Farbstoff wird durch Anbindung vom kationischen in den anionischen Zustand
überführt, womit eine Absorptionsverschiebung einhergeht. Der Proteingehalt wird bei
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einer Wellenlänge λ von 595 nm bestimmt. Jedoch kann es bei verschiedenen Proteinen
zu unterschiedlichen Signalen kommen, was auf die verschieden starke Sorption des
Farbstoffes an den Proteinen zurückzuführen ist. Der Farbstoff reagiert hautsächlich
mit Arginin verglichen zu anderen primären Aminogruppen oder aromatischen Res-
ten. Das Bindungsverhalten beruht auf van-der-Waals-Kräften und hydrophobischen
Wechselwirkungen [216, 217].

3.2.9 Bestimmung der spezifischen Enzymaktivität

Bei der Bestimmung der spezifischen Enzymaktivität wird eine etablierte Standardre-
aktion (vgl. Abb. 3.13) verwendet, bei der die initiale Hydrolyserate bestimmt wird.
Dabei kommt das Substrat p-Nitrophenylpalmitat (p-NPP) zum Einsatz, welches die
Lipase zu p-Nitrophenol (p-NP) spaltet. Das Anion des Produktes hat eine gelbe Far-
be und kann photometrisch bei einer Wellenlänge λ von 410 nm bestimmt werden
[8, 10, 189, 219, 220].
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Abbildung 3.13: Schematische Darstellung der Hydrolysereaktion der Lipase, bei der das Substrat
p-Nitrophenylpalmitat (p-NPP) zu p-Nitrophenol (p-NP) gespalten wird.

3.2.10 Quantitative Bestimmung von Kaffeesäure mittels
Hochleistungsflüssigkeitschromatographie

Die quantitative Bestimmung von Kaffeesäure wird mittels Flüssigkeitschromatogra-
phie im Hochdruckverfahren durchgeführt. Dabei wird sich die Methode der allgemei-
nen Chromatographie zu Nutze gemacht, bei der Stoffgemische aufgrund von Wech-
selwirkungen zwischen mobiler und fester Phase getrennt und detektiert werden. Die
stationäre Phase besteht bei der Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) aus
einer Stahlsäule, welche mit einem bestimmten Bettmaterial je nach Trennungsanfor-
derung bzw. -aufgabe gefüllt ist. Die mobile Phase wird für eine bessere Trennleistung
mittels einer Hochdruckpumpe über die stationäre Phase geleitet und anschließend das
getrennte Probengemisch mit einen Detektor aufgezeichnet und analysiert [221, 222].
Die Bestimmung phenolischer Komponenten mittels HPLC wurde bereits in der Lite-
ratur erwähnt [223, 224].

3.3 Methodisches Vorgehen

Das Eisenoxid Magnetit wurde aufgrund seines der Partikelagglomeration vorbeugen-
den superparamagnetischen Verhaltens und der im Vergleich zu Maghemit höheren
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magnetischen Sättigung ausgewählt [14]. Zudem verfügt es über eine geringere Toxizi-
tät [11] und ein niedrigeres Bestreben zur Oxidation als rein metallische Nanopartikel
[9, 14]. Im Folgenden wird auf die Berechnung und die für den Superparamagnetismus
kritische Partikelgröße dkrit eingegangen.

In einer vereinfachten Betrachtung zur Bestimmung des kritischen Partikeldurchmes-
sers dkrit wird von einem einachsigen Eindomänepartikel und einer Anisotropieener-
gie, die sich zusammensetzt aus dem Volumen V und der Anisotropiekonstante K von
EA = K · V , ausgegangen. Wenn die Eindomänepartikel klein genug werden, wird
K · V so gering, dass die Energieschwankungen die Anisotropiekräfte überwinden und
die Partikel spontan die Magnetisierung von der Vorzugsrichtung in die entgegenge-
setzte Richtung umkehren können, ohne das ein Magnetfeld anliegt [20, 108]. Mit Hilfe
der Néel-Brown-Gleichung ist dieser Zusammenhang wie folgt gegeben [225, 226]:

τ−1 = f0 · exp(
−K · V
k · T ) (3.5)

In der Gleichung 3.5 ist die thermische Energie Ekin = k ·T mit der Anisotropieenergie
K ·V verknüpft. Für EA = k ·T > K ·V verhält sich das System superparamagnetisch.
Der Vorfaktor f0 liegt im Bereich von 109 − 1012 s−1 und ist nur gering temperatur-
und feldabhängig und kann als konstant angenommen werden. Für die folgenden Be-
rechnungen wurde ein Wert von 109 s−1 gewählt [9, 11, 50, 108]. Aus der Gleichung 3.5
geht hervor, dass die Relaxationszeit τ abhängig vom Partikelvolumen V und mit der
Messzeit der Remanenz verknüpft ist, die üblicherweise bei 100 s liegt [11, 108]. Mit
diesen Annahmen ergibt sich folgende vereinfachte Gleichung für einachsiale Partikel:

V =
25 · k · T

K
(3.6)

Mit der Gleichung 3.6 kann mit Hilfe der Anisotropiekonstante K der kritische Parti-
keldurchmesser dkrit in Abhängigkeit der Temperatur berechnet werden, welcher den
oberen Grenzwert für den Superparamagnetismus darstellt [60, 108]. Unter Verwen-
dung von Literaturwerten für Anisotropiekonstanten (vgl. Tab. 3.6) wurden kritische
Partikeldurchmesser bei verschiedenen Temperaturen unter Berücksichtigung des re-
cherchierten minimalen und des maximalen Wertes für sphärische und kubische Parti-
kel berechnet und in Abbildung 3.14 aufgetragen. Als Referenz ist die Berechnung mit
der Anisotropiekonstante der nicht superparamagnetischen, makroskaligen Magnetit-
partikeln (Kbulk) ebenfalls dargestellt. Die verschiedenen Werte für die recherchierten
Anisotropiekonstanten sind in Tabelle 3.6 gezeigt. Die effektive Anisotropiekonstante
Keff fasst üblicherweise die Kristall- und Formanisotropie zusammen und wird meist
experimentell bestimmt. Dagegen ist K1 die Anisotropiekonstante 1. Ordnung und
wird meistens rechnerisch ermittelt. Der recherchierte Bereich der Anisotropiekonstan-
ten (vgl. Tab. 3.6) umfasst 23−580 kerg · cm−3. Bei dem Wert von 460−550 kerg · cm−3

handelt es sich um beschichtete Partikel, wodurch die Anisotropiekonstante aufgrund
von interpartikulären und dipolaren Wechselwirkungsveränderungen evtl. beeinflusst
worden ist [11] und daher nicht weiter verwendet wurde. Als Minimalwert wurde die
Anisotropiekonstante von 23 kerg · cm−3 und als Maximalwert 580 kerg · cm−3 verwen-
det. Die Anisotropiekonstante ist material- und partikelformabhängig [9, 227] und kann
in Eindomänepartikeln unterschiedlich vom makroskopischen Pendant aufgrund von
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Oberflächen- und Formanisotropie sein [9, 11, 20, 60].

Tabelle 3.6: Anisotropiekonstanten für Magnetit.

Bezeichnung Anisotropiekonst.
[kerg · cm−3]

Sonstiges Quelle

K1 580 Kopräzipitationsynthese [227]

K 140 Kopräzipitationsynthese, Partikelgröße 11-
17 nm

[109]

K1 468 [60]

K1,bulk 135 [60]

Keff 23 d = 5 nm [60]

K 24 Partikeldurchmesser 5 nm ummantelt mit
Tensidschicht

[228]

K1 110 [108]

K 460 - 550 thermische Dekomposition mit Ölsäure
und Oleyamin, Partikeldurchmesser 8,5 nm

[229]

In Abbildung 3.14 ist die kritische Partikelgröße in Abhängigkeit der Temperatur, der
Partikelform sowie der Anisotropiekonstanten zu sehen. Auffällig ist, dass mit stei-
gender Temperatur die kritische Partikelgröße dkrit, unterhalb welcher sich der Ein-
domänepartikel superparamagnetisch verhält, zunimmt. Zudem ist zu erkennen, dass
die kubische Form eine kleinere kritische Partikelabmessung als sein sphärisches Ge-
genstück hat, wobei der Unterschied auch abhängig von der Anisotropiekonstanten ist.
Bei Kmin beträgt die mittlere Abweichung ca. 3 nm, wogegen sie bei Kmax ungefähr
9 nm entspricht. Der Einfluss der Anisotropiekonstanten ist anhand des Unterschieds
zwischen der kritischen Partikelgröße im sphärischen Fall von ca. 30 nm und im kubi-
schen Fall von ca. 24 nm erkenntlich. Der errechnete kritische Durchmesser unter Ver-
wendung der Anisotropiekonstanten des makroskopischen Magnetits liegt ungefähr bei
19-21 nm und befindet sich somit eher im Größenbereich der mit Kmin durchgeführten
Berechnungen. Aufgrund dieser Berechnung und der Annahme, dass die maximale An-
isotropiekonstante etwas hoch erscheint, wurde für die nachfolgenden Syntheseversuche
eine Partikelgröße um die 28 nm angestrebt. Diese Partikelgröße entspricht dem unge-
fähren Grenzwert und stimmt auch mit der Partikelgröße von Kobayashi von 30 nm gut
überein [31]. Für die Anwendung in einem magnetischen Abtrennprozess ist es wichtig,
die Partikelgröße unweit des kritischen Durchmessers dkrit zu wählen, da mit sinkendem
Durchmesser die magnetische Sättigung Ms des Partikels abnimmt [109] und dadurch
die magnetische Prozessführung erschwert wird [59].

Als Synthesewege für die Kolloidbildung des Magnetits wurden die nasschemischen Ver-
fahren der Kopräzipitation und der oxidativen Herstellung gewählt, da diese Verfahren
ohne Lösungsmittel auskommen, einfach und preiswert durchzuführen sind und über
hohe Ausbeuten verfügen (vgl. Kapitel 2.3.2).
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Abbildung 3.14: Abhängigkeit der kritischen Partikelgröße dkrit von der Temperatur. Bei der An-
nahme einer kubischen Gestalt ist die Partikelkantenlänge in nm und bei einer sphärischen Form ist
der Partikeldurchmesser in nm angegeben, K1,bulk ist die Anisotropiekonstante des makroskopischen
Magnetits.

Zur Wahl des Trocknungsverfahrens wurden zunächst Versuche durchgeführt. Hierbei
wurden zwei verschiedene Möglichkeiten untersucht. Zum einen eine Trocknung bei
niedriger Temperatur von 40 ◦C über mehrere Tage. Die niedrige Temperatur soll laut
Schwertmann et al. gering genug sein um Phasentransformation oder -modifikationen zu
verhindern [61]. Zum anderen wurde ein Gefriertrocknungsverfahren untersucht. Dabei
war das Ziel, die Oxidation der Eisenionen zu verhindern um somit ein möglichst reines
Produkt zu erhalten. Dabei zeigte sich, dass die Methode der Gefriertrocknung nicht für
Magnetitpartikeln geeignet ist. Die Partikel wiesen im Gegensatz zu der Trocknung im
Trockenschrank eine bräunliche Verfärbung auf, welche auf eine Phasentransformation
zu Maghemit und Goethit hinweist. Diese Beobachtung stimmt auch mit den Röngten-
beugungsspektren der beiden Proben überein. Das Spektrum des gefriergetrockneten
Magnetits zeigte zwei zusätzliche Peaks, die auf Maghemit hindeuten. Die Berechnung
der Gitterkonstanten a ergab einen geringeren Wert bei der gefriergetrocknete Probe,
was auch in Einklang mit der Phasentransformation zu Maghemit steht. Da die Lös-
lichkeit von Sauerstoff in Wasser in kälteren Zustand besser ist, wird angenommen,
dass die höhere Sauerstoffkonzentration in der gefrorenen Probe zu einer vermehrten
Oxidation zu Maghemit führte (vgl. Kapitel 2.3). Deshalb wurde in den nachfolgenden
Versuchen die verschiedenen Partikelproben bei einer Temperatur von 40 ◦C getrocknet.

Ausschlaggebend für die Durchführung der Partikelfunktionalisierung und Enzymim-
mobilisierung sind der Erhalt der größenspezifischen Eigenschaften des Trägermateri-
als sowie die Aufrechterhaltung der Enzymaktivität für die nachfolgende Anwendung.
Weiterhin müssen bei den gegebenen Prozessbedingungen sowohl Bindungs- als auch
Suspensionsstabilität gegeben sein, um die Einsatzfähigkeit der Partikel als Trägerma-
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terial für die Enzymimmobilisierung sicher zu stellen. Als geeignete Methode beider
Vorgänge hat sich die Verwendung eines Überkopfschüttlers als besonders geeignet er-
wiesen. Außerdem waren die Reproduzierbarkeit sowie die Einfachheit des Verfahrens
ausschlaggebend für dessen Umsetzung. Als Suspensionsmedien der funktionalisieren-
den Substanzen wurden neben verschiedenen Puffern auchWasser und DMF verwendet,
um den Einfluss der Pufferionen sowie der organischen, unverdünnten Lösungsmittel
auf die Anbindung und die Suspensionsstabilität zu untersuchen. Die Anfangswerte der
Funktionalisierung und Immobilisierung wurden aufgrund von Löslichkeitsgrenzen und
einer Literaturstudie festgelegt. Vorversuche haben gezeigt, dass eine erhöhte Partikel-
konzentration im Reaktionsvolumen zu erhöhter Agglomeration führt. Deshalb wurde
die Partikelkonzentration cm auf 1, 2 g · l−1 festgelegt.

Die funktionellen Hydroxylgruppen des Magnetits sind entscheidend für die Oberflä-
chenreaktivität und damit von enormer Bedeutung für die Funktionalisierung (vgl.
Kapitel 2.3.3 und 2.4.1). Da angenommen wird, dass die Anbindung über die Hydro-
xylgruppen des Magnetit stattfindet, ist eine erste Abschätzung der Konzentration an
Hydroxylgruppen in den eingesetzten Versuchen hilfreich (vgl. Gleichung 3.7). Wie be-
reits im Theorieteil erwähnt, ist die Dichte der Hydroxylgruppen für Magnetit von der
Kristallstruktur abhängig und wird mittels potentiometrischer Titration auf 5−10 nm−2

abgeschätzt [14, 34]. Unter Zuhilfenahme der Avogadrozahl NA und der eingesetzten
Konzentration (cm = 1, 2 g · l−1) sowie der spezifischen Oberfläche (Sv = 60 m2 · g−1)
kann die molare Konzentration funktioneller Hydroxylgruppen mit der Gleichung 3.7
berechnet werden und ergibt sich zu 0, 6 mmol · l−1. Die Konzentration der Funktiona-
lisierungssubstanzen wurde somit im Überschuss zugegeben.

cMol,OH =
cSv ,OH · Sv · cm

NA

(3.7)

Jedoch muss berücksichtigt werden, dass nicht alle funktionellen Hydroxylgruppen an
der Magnetitoberfläche z.B. aufgrund von Agglomerationen für die Funktionalisierun-
gen und Immobilisierungen zugänglich sind. Deshalb ist der minimale recherchierte
Wert der funktionellen Hydroxylgruppen in die Berechnung eingegangen. Um die theo-
retische Beladung der Funktionalisierungssubstanz abschätzen zu können, ist die Ko-
ordination der Funktionalisierungssubstanzen an den Oberflächenhydroxylgruppen des
Magnetits entscheidend, da sich die angebundene Menge bei einer einzähnigen und ei-
ner zweizähnigen Anbindung unterscheidet. Bei einer einzähnigen Anbindung können
bei einer Molmasse M von 190 g ·mol−1 ungefähr 2,2mg Funktionalisierungssubstanz
auf den Partikeln vorhanden sein.

Schätzt man weiter die Parameter für die Immobilisierung ab und geht von einer gleich-
bleibenden spezifischen Oberfläche Sv von 60 m2 · g−1 und einer einschichtigen Anbin-
dung der BSA-Moleküle mit einer Dimension von 4,2 nm x 14,1 nm aus, können an ei-
nem Gramm Magnetitpartikel ungefähr 1018 Moleküle binden. Die Molekülmasse mM

beträgt 66.500Da, so dass die theoretisch gebundene Menge ca. 0, 1 gBSA · g−1
Fe3O4

ent-
spricht. Diese BSA-Beladung wurde nur in Bezug auf die Größe der beiden Oberflächen
berechnet. Nimmt man jedoch eine Bindung zwischen Funktionalisierungsmolekül und
Protein an, kann die Anzahl der Hydroxylgruppen des Magnetits und der Anbindung
der Funktionalisierungssubstanz abgeschätzt werden. Hierbei ist allerdings ungewiss, ob
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es zu einer ein- oder zweizähnigen Anbindung der Funktionalisierungssubstanz über die
Hydroxylgruppen der Oberfläche kommt. Bei einer einzähnigen Anbindung entspricht
die Stoffmengenkonzentration der Hydroxylgruppen derer der Funktionalisierungssub-
stanz auf der Partikeloberfläche. Eine zweizähnige Bindungsausbildung führt hingegen
zu einem Konzentrationsverhältnis von Hydroxylgruppen zur Funktionalisierungssub-
stanz von 2:1. Geht man davon aus, dass sich eine Anbindung der Proteine über die
Carboxyl- oder Aminogruppe der Funktionalisierungssubstanz ausbildet und sich pro
Funktionalisierungsmolekül eine Proteinmolekül bindet, würden sich theoretisch pro
Gramm Magnetit 3 · 1020 BSA-Moleküle binden. Aus einem Vergleich dieses Wertes
mit dem auf die Oberflächengröße bezogenen Wert geht jedoch hervor, dass hierzu
der Platz am Partikel nicht ausreichend ist. Bei einer zweizähnigen Anbindung des
Funktionalisierungsmoleküls würden sich die Hälfte der BSA-Molekül auf der funktio-
nalisierten Magnetitoberfläche anlagern, was immer noch den theoretisch ermittelten
Wert aufgrund des Platzbedarfes überschreitet, so dass die maximale Beladung auf-
grund der räumlichen Anordnung beschränkt ist. Die BSA-Konzentration wurde im
Überschuss dem Reaktionsansatzes zugegeben.

Die Größe des Enzyms Lipase Candida rugosa wurde mit Hilfe des pdb-Codes aus
der Datenbank Brenda [185] und dem Swiss pdb-Viewer abgeschätzt. Dabei ergab sich
eine maximale Dimension von 6,8 nm x 6,3 nm, was etwas kleiner als die Abmaße des
BSA-Moleküls ist. Aufgrund der räumlichen Abschätzung ergibt sich eine Molekülbe-
ladung von 1, 4 · 1018 Moleküle pro Gramm Magnetit. Das Molekülgewicht mM von
der Lipase Candida rugsa beträgt 58.000Da [230]. Das Enzym Lipase Candida rugosa
wurde aufgrund seines großen Toleranzbereiches hinsichtlich Temperatur und pH-Werte
als Standardenzym verwendet. Für die Enzymimmobilisierung wurden zuvor die funk-
tionellen Amino- und Carboxylgruppen mit den Substanzen CDI und Glutaraldehyd
aktiviert, um eine kovalente Bindung zu erreichen. Da diese Verfahren bereits in der
Literatur etabliert sind, wurde die Aktivierung gemäß Koneracká et al. [42] und Dyal
et al. [231] durchgeführt.



4 Experimentelle Durchführung

In diesem Kapitel werden die Durchführung der Versuche sowie der Analysen beschrie-
ben. Es werden dabei der genaue Testablauf der Funktionalisierung und Immobilisie-
rung sowie die Stabilitätsversuche erläutert.

4.1 Funktionalisierung und Immobilisierung

Die Oberflächenmodifikation und die anschließende Proteinanbindung wurden mit
Schüttelversuchen in einem Überkopfschüttler realisiert. Dabei wurden verschiedene
Prozessparameter wie pH-Wert, Konzentration, Funktionalisierungssubstanz, Tempe-
ratur und Reaktionsvolumen geändert. Die verschiedenen Prozessschritte fanden ge-
trennt voneinander statt. In Abbildung 4.1 ist die Durchführung schematisch darge-
stellt. Dabei wurde eine bestimmte Menge getrockneten Magnetits mit der funktio-
nalisierenden Substanz zur Reaktion gebracht. Um Partikelagglomerationen des tro-
ckenen Magnetits zu zerstören, wurde die Partikelsuspension vorher für fünf Minuten
im Ultraschallbad behandelt. Anschließend wurde das Reaktionsgefäß in einem Über-
kopfschüttler eingespannt und für einen bestimmten Zeitraum mit einer Drehzahl ω
von 34 U ·min−1 geschüttelt. Im Anschluss wurden die Partikel von der Reaktions-
suspension mittels magnetischer Separation abgetrennt und mit Reinstwasser dreimal
gewaschen. Danach wurde die Proteinanbindung mit der Zugabe der Proteinlösung ge-
startet, wobei eine fünfminutige Ultraschallbehandlung voranging. Nach einer festge-
legten Reaktionszeit wurden die Partikel von der Proteinlösung magnetisch abgetrennt
und wieder mit Reinstwasser gewaschen. Der Überstand der Proteinlösung sowie die
Waschlösungen wurden aufgefangen und einem Proteintest unterzogen. Die funktiona-
lisierten sowie die funktionalisierten und immobilisierten Partikel wurde bei 40 ◦C für
ca. 48 h getrocknet, gemörsert und in verschlossenen Glasgefäßen gelagert.

Bei den Versuchen zur kovalenten Enzymanbindung wurde zwischen der Funktionalisie-
rung und der Immobilisierung ein Aktivierungsschritt hinzugefügt, der die funktionel-
len Gruppen der beschichteten Partikel für die Immobilisierung aktivieren sollte. Dafür
wurden Glutaraldehyd (Glut) und Carbodiimid (CDI) verwendet (vgl. Kapitel 2.5.1).
Bei diesem Zwischenschritt wurden die Partikel wieder mit Ultraschall behandelt und
nach der Aktivierungsreaktion gewaschen. Anschließend wurde eine Enzymanbindungs-
reaktion wie bei der BSA-Anbindung durchgeführt. Nach der Enzymimmobilisierung
wurden die immobilisierten, aktivierten und funktionalisierten Partikel gewaschen und
1ml des 50 mmol · l−1 Tris-HCl-Puffer zugegeben, damit die Enzymaktivität der Parti-
kel direkt bestimmt werden konnte. Des Weiteren wurden die Überstände aufgefangen,
um die Aktivität und den Proteingehalt zu analysieren.
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Abbildung 4.1: Schematische Darstellung der Versuchsdurchführung: U: Ultraschallbehandlung, M:
Motor, S: magnetische Separation, W: Waschverfahren.

4.2 Stabilitätsuntersuchungen

Stabilitätsuntersuchungen wurden sowohl mit den funktionalisierten als auch den funk-
tionalisierten und immobilisierten Partikeln durchgeführt. Zu diesem Zweck wurde zu-
erst eine ausreichende Menge an Partikeln parallel unter denselben Bedingungen herge-
stellt, die Proben anschließend homogenisiert und mit Hilfe der im Folgenden beschrie-
benen Analysemethoden untersucht. Anschließend wurde eine Probe zusammen mit
den Puffersubstanzen für eine bestimmte Dauer geschüttelt. Danach wurde die Probe
gewaschen, analysiert und mit der Ausgangsprobe verglichen.

4.3 Analytische Untersuchungen

4.3.1 Quantifizierung der Partikelladung durch Messungen des
Zetapotentials

Das Zetapotential wurde mit dem Zetasizer 2000 der Firma Malvern gemessen. Dafür
wurden wässrige Probensuspensionen mit einer Konzentration cm von 0, 15 mg ·ml−1

und unterschiedlichen pH-Werten im Bereich von 4-10 durch Zugabe von 0, 1 mol · l−1

Natronlauge oder 0, 05 mol · l−1 Salzsäure hergestellt. Die Proben wurden 12 h auf ei-
nem Horizontalschüttler bei 300 rpm geschüttelt. Anschließend wurde der pH-Wert be-
stimmt und die Proben in einer fünfminutigen Ultraschallbadbehandlung homogenisiert
und gemessen. Es wurde jeweils eine Dreifachbestimmung durchgeführt.
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4.3.2 Bestimmung der spezifischen Oberfläche mittels
Adsorptionsisotherme

Die Oberflächenmessung wurde mit dem Gerät Nova 3000E der Firma Quantachro-
me bestimmt. Dafür wurden ca. 2mg der Probe in einer Zelle eingewogen, welche vor
der Messung im Vakuum bei 60 ◦C für mindesten drei Stunden getrocknet wurde. An-
schließend wurde die Messung mit Stickstoff durchgeführt und die Ergebnisse mit der
Software NoraWin ausgewertet.

4.3.3 Bestimmung des thermogravimetrischen Verhaltens

Das thermogravimetrische Verhalten wurde mit dem Gerät TGA/DSC1 der Firma
Mettler Toledo untersucht. Dabei wurden ca. 10-20mg Probe auf einem Tiegel mit
einer konstanten Heizrate β von 5 ◦C ·min−1 auf 500 ◦C erhitzt. Als Atmosphärgas bei
der Probenmessung wurde Luft verwendet. Die Auswertung erfolgt mit der Software
Star c©.

4.3.4 Strukturuntersuchungen durch Elektronenmikroskopie

Die Partikelaufnahmen wurden mit einem Rasterelektronenmikroskop Leo 1530 Gemini
von Zeiss unter Verwendung eines Inlens Detektors bei einer Beschleunigungsspannung
U von 5 kV aufgenommen. Für die Probenvorbereitung wurden ungefähr 2,5mg Partikel
in 2ml Ethanol gelöst und mit einer Ultraschallsonde Bandelin Sonoplus für 5min
mit einer Frequenz von 20 kHz im Pulsbetrieb 3 homogenisiert. Anschließend wurden
ca. 10µl der Probensuspension auf einen Aluminiumprobenträger pipettiert und für
mindestens zwölf Stunden bei 60 ◦C getrocknet. Um die Proben leitfähiger zu machen
und Aufladungen zu vermeiden, wurden sie vor der Analyse mit einer Rotationseinheit
für 20 s bei einen Strom I von 40mA mit Gold besputtert.

4.3.5 Detektion funktioneller Gruppen durch
Infrarotspektrometrie

Mithilfe der FTIR-Analyse wurde das Auftreten organischer Banden der funktiona-
lisierten Substanzen bzw. der Proteine im Vergleich zum anorganischen Trägermate-
rial Magnetit untersucht, was einen qualitativen Rückschluss auf die Anbindung er-
laubte. Für die Probenvorbereitung wurde die übliche Kaliumbromidpresslingmethode
für Feststoffe verwendet, da Kaliumbromid keine störenden Absorptionsbanden besitzt
(vgl. Kapitel 3.2) [168]. Dabei wurde das gemörserte Probenmaterial mit Kaliumbro-
mid in einem Verhältnis von 1:100 gemischt und anschließend durch Mörsern zu einen
feinem Pulver homogenisiert. Jeder Pressling bestand aus 100mg der Proben-KBr-
Mischung und wurde mittels einer hydraulischen Handpresse bei einem Druck p von
0, 65 t · cm−2 zum Sintern gebracht. Der entstandene Pressling wurde mit dem FTIR-
Gerät Alpha der Firma Bruker im Wellenzahlenbereich von 500− 4000 cm−1 und einer
Auflösung von 4 cm−1 vermessen. Vor jeder Probenmessung wurde eine Hintergrund-
messung durchgeführt, welche anschließend von der Probenmessung subtrahiert wurde.
Trotz dieser Maßnahme kam es zum Teil zu Luftveränderungen in der Probenkammer,
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welche sich in einer CO2-Bande bei ca. 2400 cm−1 bemerkbar macht [168]. Die Auswer-
tung erfolgte mit der Messsoftware OPUS 6.5, mit der die Mittelwertbildung sowie die
Grundlinienkorrektur durchgeführt wurden.

4.3.6 Bestimmung der Partikel- bzw. der Agglomeratgröße
durch dynamische Lichtstreuung

Die Partikel- bzw. Agglomeratverteilung wurde mit dem Mastersizer von Malvern ver-
messen. Dafür wurde eine Suspension mit einer ungefähren Partikelkonzentration von
2 mg ·ml−1 angesetzt, welche vor der Probenmessung für 30 s mittels einer Ultraschall-
sonde dispergiert wurde. Diese homogenisierte Partikelsuspension wurde in den Disper-
gierer pipettiert, bis eine Sättigung von 10% erreicht wurde. Es wurde eine Doppelbe-
stimmung der vermessenen Proben durchgeführt und die Mittelwerte des d50 sowie der
Größenverteilung gebildet.

4.3.7 Untersuchung der Kristallstruktur durch Röntgenbeugung

Für die Charakterisierung der Kristallstruktur wurde das Diffraktometer D 500 der
Firma Siemens mit Kupferstrahlung einer Wellenlänge λ von 0,15406 nm verwendet.
Der vermessene Winkelbereich 2-Theta betrug 10-70 ◦. Es gab zwei verschiedene Ar-
ten der Probenvorbereitung. Üblicherweise wurden für die synthetisierten Magnetite
ca. 1 g Probe in die dafür vorgesehen Probenhalter verpresst. Dagegen wurden die
funktionalisierten und immobilisierten Proben mit einer Masse von ca. 10-20mg auf
einen mit Silikonpaste bestrichenen Glasträger gestreut. Die Peakmaxima bei gerin-
ger Probenmenge sind deutlich niedriger als bei großen Probenmengen, da es durch
die geringere Probenmenge zu einer geringeren Reflexion an den Gitterebenen kommt
und somit die Intensität der Reflexion geringer ist. Die Auswertung wurde mit Hilfe
des Programms Eva in Verbindung mit der „Powder Diffraction File“ Datenbank (vgl.
Kapitel 3.2) durchgeführt. Die Datenbank wurde verwendet um Nebenprodukte, die
während der Magnetitsynthese entstanden sind, zu charakterisieren. Die Partikelgrö-
ße sowie die Gitterkonstante wurden mit dem Eva-Programm unter Verwendung der
Scherrer-Gleichung (vgl. Gleichung 3.4) bestimmt.

4.3.8 Proteinbestimmung in wässrigen Lösungen mittels
Bradford-Methode

Um auf den Anteil des an den Träger gebundenen Proteins schließen zu können, wur-
de die Proteinkonzentration vor und nach der Immobilisierung in der Suspension be-
stimmt. Dafür werden ein Farbreagenz und eine Proteinstammlösung benötigt. Als
Bradfordfarbreagenz wurde Roti-Quant verwendet, welches vor der Anwendung im
Verhältnis 1:5 mit Reinstwasser verdünnt wurde. Die Lösung wurde lichtgeschützt bei
4 ◦C gelagert. Für das Erstellen der Kalibriergeraden wurde eine BSA-Stammlösung
mit einer Konzentration von 5 mg ·ml−1 in Wasser angesetzt und im gefroren Zu-
stand aufbewahrt. Die BSA-Stammlösung wurde für einen Konzentrationsbereich von
0− 1000µg ·ml−1 mit Wasser verdünnt und als Standard verwendet. Für die Messung
werden 10µl Probe bzw. Standard und 990µl Bradfordfarblösung in ein Mikroreakti-
onsgefäß pipettiert und anschließend mit einem Vortexer gemischt. Die Reaktionszeit
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betrug 5min und die Extinktion Ex wurde mit einem Hach Lange Photometer bei einer
Wellenlänge λ von 595 nm vermessen. Es wurde mindestens eine Doppelbestimmung
jeder Probe durchgeführt. Falls es berechnete negative Werte gab, wurden diese zu null
gesetzt.

4.3.9 Bestimmung der spezifischen Enzymaktivität

Der Aktivitätstest wurde für die Bestimmung der Restaktivität des gebundenen En-
zyms am Träger, des freien Enzyms vor und nach der Behandlung (als Vergleichsprobe)
sowie der Enzyme im Überstand der Reaktion verwendet. Die p-NPP-Ethanol Stamm-
lösung hatte eine Konzentration von 0, 0037 g ·ml−1 und wurde bei -20 ◦C gelagert. Vor
der Verwendung wurde die Stammlösung im Verhältnis 1:10 mit 50 mmol · l−1 Tris-HCl
Puffer (pH 8) verdünnt. Das Gesamtvolumen einer Probe betrug 1000µl, davon waren
900µl Substratlösung und die restlichen 100µl bildeten eine Mischungskombination aus
Enzymlösung bzw. Partikelsuspension und Puffer, die der Aktivität angepasst wurde.
In der Regel wurde ein Verhältnis von 1 : 4 für Partikel-Enzymsuspensionen verwen-
det, wogegen das Verhältnis 1 : 99 beim nativen Enzym betrug. Die Proben wurden bei
25 ◦C und einer Drehgeschwindigkeit ω von 1400 min−1 in einem Thermoschüttler der
Firma Eppendorf in einem Zeitbereich von 1-12min inkubiert und direkt auf Eis ge-
stellt. Die Proben wurden bei 4 ◦C drei Minuten bei einer Drehzahl ω von 13000 min−1

zentrifugiert und der Überstand anschließend in einen Hach Lange Photometer bei
einer Wellenlänge λ von 410 nm vermessen. Die Enzymaktivität wird über die Stei-
gung der Extinktion als Funktion der Zeit mit Gleichung 4.1 berechnet und mit dem
Extinktionskoeffizient von 17, 6 ml · (umol · cm)−1 [232, 233] bestimmt.

EAk =
∆A410 · Vs
Vls · L · ε410

(4.1)

4.3.10 Quantitative Bestimmung von Kaffeesäure mittels
Hochleistungschromatographie

Die quantitative Bestimmung der Kaffeesäure mittels Hochleistungschromatographie
(HPLC) wurde für die Adsorptionskinetik und die Stabilitätsversuche der Kaffeesäu-
refunktionalisierung verwendet. Dafür wurde das Gerät Agilent 1100 Series mit einer
LiChrospher c© 100 RP-18 (5µm) LiChroCART c© 250-4 Säule und einer Retentionszeit
von 12min eingesetzt. Das Eluat bestand aus 90% Methanol, ca. 10% Wasser und
50 mmol · l−1 Ameisensäure und wurde mit einer Flussrate von 0, 75 ml ·min−1 betrie-
ben. Dafür wurde eine Kalibrierkurve im Bereich von 10 − 1000 mg · l−1 mit einem
Injektionsvolumen von 10µl aufgenommen. Das Injektionsvolumen bei den Proben der
Stabilitätsversuche wurde verdoppelt und negative Werte wurden zu null gesetzt.



5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Funktionalisierung

Um den Erfolg einer Funktionalisierung magnetischer Nanopartikel und einer anschlie-
ßenden Proteinimmobilisierung zu bewerten, sind eine Vielzahl von Einflussfaktoren
zu beachten. Nicht nur das Ergebnis der Proteinbeladung ist entscheidend, sondern
auch das Zusammenspiel der verschiedenen Einflussfaktoren muss bei einer Bewertung
berücksichtigt werden um die optimale Lösung zu finden. So ist z.B. die Stabilität der
Partikelsuspension mit der Proteinanbindung und dem Agglomerationsgrad verknüpft.
Weiterhin sind die Stabilität des Trägermaterials sowie die Anbindung von Protein und
Beschichtungsmolekül ausschlaggebend für das Gelingen. Zusätzlich ist die Suspensi-
onsstabilität für eine Bewertung von wesentlicher Bedeutung und wird mit Hilfe von
Zetapotentialmessungen berücksichtigt.

Die Auswahl der Puffermedien wurde durch Vorversuche getestet. Dabei erwies sich
Phosphatpuffer als ungeeignet für die Funktionalisierung. Es wurde durch Messung
der FTIR-Spektren festgestellt, dass sich Phosphat an der Magnetitoberfläche anlagert,
was sich in zusätzlichen Phosphatbanden zeigt. Da die Bindungsplätze der funktionel-
len Gruppen an Magnetit bei einer spezifischen Adsorption begrenzt sind [117], kann es
zu einer Konkurrenzreaktion zwischen dem Phosphat und der Funktionalisierungssub-
stanz kommen, was zu einer nicht vollständigen oder instabilen Beschichtung führen
könnte. Auch andere Veröffentlichungen berichten von einer starken Komplexierung
von Phosphat an Eisenoxidoberflächen [96, 117].

Weiterhin wurde der Partikelverlust während des Waschverfahrens durch eine gravi-
metrische Methode ermittelt. Daraus konnte geschlossen werden, dass pro Waschung
durchschnittlich ein Partikelverlust von 0, 6 ± 0, 19 % der Ausgangspartikel zu ver-
zeichnen ist, was vernachlässigbar gering ist. Somit wurden die Beladungen auf die
eingesetzte Partikelmenge bezogen, welche dann leicht unterhalb des gemessenen Wer-
tes liegt.

Vorversuche, in denen eine gemeinsame Funktionalisierung stattfand, haben gezeigt,
dass alle verwendeten Substanzen den Proteintest nach Bradford stören. Aus diesem
Grund fand in den folgenden Versuchen eine separate Funktionalisierung und Immo-
bilisierung statt, um so die Störung des Testes zu vermeiden. Kam es trotz getrennter
Durchführung zu verfälschten Ergebnissen, wurde auf eine instabile Anbindung der
funktionalisierten Substanzen geschlossen, welche den Proteintest nach Bradford auf-
grund des Ablösens vom Magnetit während der Immobilisierung störten. Negative Be-
ladungen wurden zu null gesetzt. Magnetische Eigenschaften der Partikel wurden nicht
detailliert untersucht, konnten jedoch durch die magnetische Abtrennung bei allen Pro-
ben nachgewiesen werden.
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5.1.1 Einfluss von BSA und Puffersubstanzen auf die
Funktionalisierung

Zunächst wurden die Einflüsse des BSAs und der Puffersubstanzen auf die Magnetitna-
nopartikel für die Funktionalisierung getestet. Dafür wurden die Nanopartikel direkt in
die BSA- und Pufferlösungen gegeben, um den Einfluss der verschiedenen Substanzen
auf den Magnetit zu untersuchen. Diese Ergebnisse geben einen ersten Anhaltspunkt
des Verhaltens der beiden Substanzen und können mit den Funktionalisierungsergeb-
nissen verglichen werden.

In Tabelle 5.1 sind die Proteinbeladungen der direkten Immobilisierung des Trägerma-
terials mit BSA in Abhängigkeit des pH-Wertes gezeigt. Dabei wird ersichtlich, dass die
Proteinbeladung abhängig von dem pH-Wert der Immobilisierung ist. Die maximalen
Beladungen werden im schwach sauren (pH 5,7) bis hin zum neutralen pH-Wertbereich
erreicht, was durch die Lage der IEP von Magnetit und BSA zu erklären ist. Der IEP
des BSAs liegt bei pH 5,4 (vgl. Kapitel 3), so dass bei einem pH-Wert von 5,7 das
Protein nahezu neutral bis leicht negativ in der Lösung vorliegt. Dagegen liegt der
Magnetit bei einem pH-Wert von 5,7 positiv geladen vor und somit wirken keine elek-
trostatischen Abstoßungskräfte zwischen der Partikeloberfläche und dem Protein.

Tabelle 5.1: Proteinbeladung von unbehandeltem Magnetit (Mi) bei unterschiedlichen pH-Werten.

pH-Wert Puffersubstanz Beladung [mgBSA ·mg−1
Mi]

4 EA 0, 08± 0, 02

5,7 EA 0, 13± 0, 01

7 Tris 0, 11± 0, 01

9 Tris 0, 05± 0, 02

10,3 Tris 0, 08± 0, 03

Wasser - 0, 08± 0, 03

In der Nähe des pH-Wertes von 7 liegt der IEP des Magnetits (IEP 7,3), so dass sich
die Ladungen der beiden Bindungspartner im Vergleich zu pH 5,7 verändern. Bei pH
7 ist der Magnetit neutral bis leicht positiv geladen. Das Protein BSA ist stark nega-
tiv geladen. Aufgrund der elektrochemischen Zustände in diesem pH-Bereich wird die
höchste Anbindung erzielt.

Eine mögliche Erklärung für die gute Anbindung im sauren pH-Bereich wäre die Viel-
zahl an Thiolgruppen, die BSA besitzt und welche protoniert vorliegen. Dies konnte
jedoch nach Brandt et al. ausgeschlossen werden, da Versuche mit blockierten Thiol-
gruppen ähnlich gute Ergebnisse bei einer Anbindung von BSA im Sauren zeigten [15].
Es wurde festgestellt, dass BSA zu einer Strukturveränderung im sauren pH-Bereich
neigt, bei der sich die Proteinoberfläche verändert [234], woraus eine erhöhte Affinität
zur Partikeloberfläche resultieren könnte. Die Anbindung im Basischen ist aufgrund
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der elektrostatischen Bedingungen geringer, da beide Oberflächen negativ geladen sind
und somit die elektrostatische Abstoßung einer Anbindung entgegenwirkt.

Die mit Puffer vorbehandelten Partikel, welche anschließend mit BSA in Wasser und
EA-Puffer bei pH 5,7 immobilisiert wurden, zeigen wie zuvor, dass die Immobilisierung
bei verschiedenen pH-Werten auch zu unterschiedlichen Beladungen führt und eine hö-
here Beladung wieder bei einer Immobilisierung bei pH 5,7 im Vergleich zu Wasser
erreicht wird (vgl. Tab. 5.2). Die Vorbehandlung hat wenig Einfluss auf die anschlie-
ßende Proteinbeladung, was sehr gut an der Immobilisierung bei einem pH-Wert von
5,7 zu erkennen ist.

Tabelle 5.2: Proteinbeladung von unbehandeltem Magnetit bei unterschiedlichen Vorbehandlungen
und pH-Werten.

Immobilisierung in Wasser Immobilisierung pH 5,7

pH-Wert Puffersubstanz Beladung [mgBSA ·mg−1
Mi] Beladung [mgBSA ·mg−1

Mi]

4 EA 0, 29± 0, 07 0, 33± 0, 07

5,7 EA 0, 19± 0, 01 0, 34± 0, 07

7 Tris 0, 16± 0, 12 0, 33± 0, 07

9 Tris 0, 23± 0, 01 0, 33± 0, 07

10,3 Tris 0, 21± 0, 04 0, 35± 0, 07

Wasser - 0, 22± 0, 05 0, 32± 0, 07

DMF - 0, 15± 0, 03 0, 34± 0, 07

Des Weiteren wurde kein Einfluss der Vorbehandlung auf eine Veränderung der La-
dungseigenschaften detektiert. Da die FTIR-Spektren keine Unterschiede zwischen den
vorbehandelten und unbehandelten Magnetitpartikel aufweisen, kann ein Einfluss der
verwendeten Puffer sowie eine Anbindung der Pufferionen an die Partikeloberfläche
ausgeschlossen werden. Durch REM-Aufnahmen konnte eine induzierte Agglomeration
aufgrund der Vorbehandlung nicht bestätigt werden (vgl. Abb. 5.1). Insgesamt kann
daher bei den verwendeten Puffern ein Einfluss auf die Partikelladung für eine Funk-
tionalisierung ausgeschlossen werden.

Jedoch zeigen die REM-Aufnahmen in Abbildung 5.2 eine deutlich induzierte Agglo-
meration der Partikel in Abhängigkeit der Proteinbeladung. Die Bilder 5.2 (a) und (c)
zeigen Partikel, deren Immobilisierung in Wasser stattgefunden hat. Vergleicht man
dagegen die Magnetitpartikel (b) und (d), welche bei einem pH-Wert von 5,7 immo-
bilisiert wurden, ist eine höhere Agglomeration zu erkennen. Die verstärkte Agglome-
ration wird durch eine höhere Proteinbeladung hervorgerufen. Eine Immobilisierung
in Wasser führt zu einer durchschnittlichen Proteinbeladung von 0, 21 mgBSA ·mg−1

Mi ,
wogegen bei einer Immobilisierung im leicht Sauren eine durchschnittliche Beladung
von 0, 33 mgBSA ·mg−1

Mi erreicht wird (vgl. Tab. 5.2).
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Abbildung 5.1: REM-Aufnahmen des Einflussverhaltens der Puffersubstanzen auf den industriel-
len Magnetit (Mi): (a) 0, 1mol · l−1 EA-Puffer bei pH 5,7, (b) 0, 1mol · l−1 Trispuffer bei pH 7, (c)
0, 1mol · l−1 Trispuffer bei pH 9. Vorbehandlung fand über 24 h statt.

  
 

   

 

 
 

 

Abbildung 5.2: REM-Aufnahmen des Einflussverhaltens der BSA-Immobilisierung vorbehan-
delter und unfunktionalisierter industriell hergestellter Magnetitpartikel. Vorbehandlung: (a)/(b)
0, 1mol · l−1 EA-Puffer bei pH 5,7, (c)/(d) 0, 1mol · l−1 Trispuffer bei pH 9. Immobilisierung (a)/(c)
in Wasser, (b)/(d) 0, 1mol · l−1 EA-Puffer bei pH 5,7. Vorbehandlung 24 h. Immobilisierung von BSA
über 20 h mit einer Konzentration von 1mg ·ml−1 bei einem pH-Wert von 5,7 in 0, 1mol · l−1 EA-
Puffer. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.
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Werden die proteinimmobilisierten Partikel mit den REM-Aufnahmen der vorbehan-
delten Partikel verglichen (vgl. Abb. 5.1), ist ein geringer Agglomerationsgrad der un-
beladenen Partikel zu erkennen. Diese Beobachtung bestärkt die Aussage, dass die
Suspensionsstabilität maßgeblich von der Proteinanbindung und -beladung beeinflusst
wird.

5.1.2 Funktionalisierung mit Benzo- und Hydrochinon

Aus der Stoffgruppe der phenolischen Substanzen wurden Benzo- und Hydrochinon
ausgewählt, deren funktionellen Gruppen sich in para-Stellung befinden.

In Abbildung 5.3 (a) sind die FTIR-Spektren der Reinstoffe Benzochinon (BQ, grau),
Hydrochinon (HQ, blau) und des industriellen Magnetits (Mi, schwarz) zu sehen. Die
mit Benzochinon und Hydrochinon funktionalisierten Magnetitpartikel sind in Abhän-
gigkeit des pH-Wertes in den Abbildungen 5.3 (b) und (c) aufgetragen. Das Spektrum
von Benzochinon weist mehrere charakteristische Banden auf. Die Bande bei 3056 cm−1

steht für eine aromatische =C-H-Schwingung und hat meist eine Abfolge von drei Ban-
den [134]. Die nicht aromatische Dehnungsstreckung der Carbonylgruppe wird durch
die Chinonbande (C=O) bei 1652 cm−1 repräsentiert, wogegen die Bande 1591 cm−1 für
die aromatische Dehnungsstreckung der C=C-Bindungen des aromatischen Rings steht
[134, 205, 235]. Hydrochinon verfügt über eine sehr breite Bande bei den Wellenzahlen
3400 cm−1 bis zu 3000 cm−1 mit Maxima von 3257 cm−1 und 3030 cm−1. Hierbei han-
delt es sich um eine Überlagerung von verschiedenen Banden. Zum einen von der OH-
Bande, die in der Region von 3600− 3200 cm−1 als Wasserstoffbrückenbindung auftritt
und zum anderen die =C-H-Schwingung in Aromaten, die in einer Wellenzahlenregion
von 3100−3000 cm−1 angesiedelt ist [134]. Die Banden 1518 cm−1 und 1475 cm−1 stehen
für aromatische C=C-Schwingungen [117, 205]. Substituierte aromatische Verbindun-
gen werden durch die charakteristischen Bande bei 828 cm−1 und 759 cm−1 gezeigt,
wobei die erste für 1,4-disubsituierte und die zweite für 1,2,3-trisubstituierte Verbin-
dungen stehen [134].

Die Spektren der funktionalisierten Partikel mit Benzochinon (vgl. Abb. 5.3 (b)) und
Hydrochinon (vgl. Abb. 5.3 (c)) besitzen weiterhin die charakteristischen Banden von
Magnetit, welche bei den Wellenzahlen 719 cm−1 und 630 cm−1 liegen. Daneben zeigen
die beiden Spektren der funktionalisierten Partikel neue Banden durch die Funktio-
nalisierung auf, woraus sich eine Anbindung schlussfolgern lässt. Die neu erschienenen
Banden liegen bei Wellenzahlen von 1627 cm−1 und 1055 cm−1. Zusätzlich ist den FTIR-
Spektren der mit HQ funktionalisierten Partikel eine kleine Bande bei der Wellenzahl
von 877 cm−1 zu entnehmen. Die OH-Bande bei 3412 cm−1 ist leicht erhöht im Vergleich
zu reinen Magnetit, welche auch in ausgeprägter Form im Reinstoff Hydrochinon zu
erkennen ist. Die Bande bei 1627 cm−1 ist die C=O-Bande, die bei Benzochinon bei
1652 cm−1 liegt. Die Bande bei 877 cm−1 weist auf Substitutionen am aromatischen
Ring hin [134, 205]. Die Verschiebung der Carbonylbande von Benzochinon 1652 cm−1

auf 1627 cm−1 sowie die erhöhte OH-Bande und die Detektion der Substitutionen am
aromatischen Ring lässt die Vermutung der Reduktion bzw. Oxidation von Benzo-
chinon bzw. Hydrochinon zu ihrem Semichinon (vgl. Abb. 2.13) zu und würde das
Auftreten der charakteristischen Banden beider Substanzen erklären.



5.1. FUNKTIONALISIERUNG 69

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

6001000140018002200260030003400

A
bs

or
pt

io
n 

[-
]

Wellenzahl [cm-1]

Mi
BQ
HQ

(a)

0,00

0,05

0,10

6001000140018002200260030003400

A
bs

or
pt

io
n 

[-
]

Wellenzahl [cm-1]

Mi-BQrpHr4
Mi-BQrpHr5,7
Mi-BQrpHr7
Mi-BQrpHr9
Mi-BQrpHr10,3
Mi-BQrWasser

(b)

0,00

0,05

0,10

6001000140018002200260030003400

A
bs

or
pt

io
n 

[-
]

Wellenzahl [cm-1]

Mi-HQrpHr4
Mi-HQrpHr5,7
Mi-HQrpHr7
Mi-HQrpHr9
Mi-HQrpHr10,3
Mi-HQrWasser

(c)

Auschnittrbeir

1627rcm-1

Auschnittrbeir

877rcm-1

1000

Abbildung 5.3: FTIR-Spektren BQ und HQ funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängigkeit des
pH-Wertes: (a) Reinstoffe: Benzochinon (BQ), Hydrochinon (HQ) und industrieller Magnetit (Mi), (b)
funktionalisierte BQ-Magnetitpartikel, (c) funktionalisierte HQ-Magnetitpartikel. Funktionalisierung
erfolgte 24 h in 20, 8mmol · l−1 BQ/HQ- Lösung bei pH 4 und 5,7 in 0, 1mol · l−1 EA, pH 7, 9 und
10,3 in 0, 1mol · l−1 Trispuffer. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.
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Zusätzlich zeigen die funktionalisierten Partikel beider Substanzen ein ähnliches FTIR-
Spektrum mit den gleichen charakteristischen Banden. So kann auf einen Anbindungs-
mechanismus nach Erreichen des Redoxgleichgewichtes von Benzo- und Hydrochinon
geschlossen werden, da beide Substanzen zu ähnlichen Ergebnissen führen. Weiterhin
deutet die Verschiebung der charakteristischen Gruppen auf eine Chemisorption an der
Magnetitoberfläche hin. Folglich könnte sich ein Innensphärenkomplex zwischen den
funktionalisierten Substanzen und der Eisenoxidfläche gebildet haben, welcher einen
Elektronentransfer zwischen der Partikeloberfläche und der bindenden Substanz ermög-
lichen würde. Dabei könnte der Bindungsmechanismus auf Oberflächenkomplexierung
bzw. Ligandenaustausch beruhen [117, 235].

Der Bindungsmechanismus von Benzo- bzw. Hydrochinon an den magnetischen Na-
nopartikeln hängt von dem Redoxsystem ab, das von verschiedenen Faktoren wie z.B.
dem pH-Wert beeinflusst wird. Die Erscheinungsform des Chinons (vgl. Abb. 2.13) ent-
scheidet über den Bindungsmechanismus an der Magnetitoberfläche. Hierüber lassen
sich bisher nur Vermutungen äußern, da der Bindungsmechanismus von organischen
Molekülen nicht vollständig geklärt ist. Generell wird akzeptiert, dass es sich um eine
Ligandenaustauschreaktion zwischen den funktionellen Carboxyl- und Hydroxylgrup-
pen der organischen Liganden und den funktionellen Gruppen der Eisenoxidoberfläche
(≡ Fe − OH+

2 , ≡ Fe − OH) handelt und H2O- bzw. OH−-Gruppen ersetzt werden.
Es wird angenommen, dass die protonierten Oberflächenhydroxylionen der Eisenoxid-
oberfläche unterhalb eines pH-Wertes von ungefähr 8 reaktionsfähiger und austausch-
barer sind. Infolge dessen wäre die Adsorption zum einen durch die Ladung und den
Protonierungszustand der Eisenoxidoberflächengruppen und zum anderen durch den
Oxidationszustand der organischen Substanz pH-Wert abhängig.

Fe

OH
+

O

O

Fe

O

OHHO

Abbildung 5.4: Mögliche Bindungsform von Benzochinon an der Magnetitpartikeloberfläche (vgl.
Abb. 2.14).

Von Gu et al. wird angenommen, dass die stereochemische Anordnung der funktionellen
Gruppen der organischen Moleküle bei der Bindung ein entscheidender Faktor ist [117].
Als weitere Möglichkeit der Anbindung wurde in Kapitel 2.4.3.1 bereits die nucleophile
Substitution der Oberflächen-OH-Gruppen an Benzochinon erläutert (vgl. Abb. 2.14),
wie sie üblicherweise bei Polymeren verläuft. Diese Reaktion könnte auf die Bindung
an den Hydroxylgruppen der Eisenoxidoberfläche übertragen werden. Die Bindungsre-
aktion findet in diesem Fall über einen nucleophilen Angriff der Hydroxylgruppe des
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Eisenoxids auf das Benzochinonmolekül statt und geschieht über die Bildung eines 2-
substituierten Hydrochinons bis hin zu einem 2,5-substituierten Benzochinonmolekül
[15, 140]. Die entstehende Bindung ist in Abbildung 5.4 dargestellt. Eine weitere An-
lagerung verläuft aufgrund des erhöhten Redoxpotentials schneller [236].

Wenn die Substanz als Hydrochinon vorliegt, sind unterschiedliche Bindungen mög-
lich. Basierend auf den Beobachtungen von Kung und Mc Bridge wird angenommen,
dass Hydrochinon zu seinem Redoxpartner Benzochinon oder einer Zwischenstufe, dem
sogenannten Semichinon (vgl. Abb. 2.13), oxidiert und dieses dann einen Innensphä-
renkomplex verbunden mit einem Elektronentransportmechanismus mit der Eisenoxid-
oberfläche bildet [235].

Weiterhin sind trivalente Eisenoxide sehr reaktiv in der oxidativen Polymerisation von
phenolischen Komponenten [237], weshalb Kung und Mc Bridge von einer schnellen
Redoxreaktion an den Oberflächenhydroxylgruppen der Fe3+-Ionen ausgehen. Diese
Oberflächengruppen können protonieren und somit eine Bindungsstelle zur Verfügung
stellen. Dabei bietet sich die Protonierung zu Fe−OH+

2 an, da das gebundene Ober-
flächenwasser eine gute Abgangsgruppe darstellt und mit Hydrochinon durch einen
Ligandenaustauschprozess ersetzt werden kann. Dabei wird das Hydrochinonmolekül
vom trivalenten Eisenion zu Chinon oxidiert (Elektronentransfer), was zur Bildung von
strukturellem, bivalentem Eisen innerhalb des Komplexes führt. Das Resultat könnte
ein Innensphärenkomplex mit einem Semichinonradikal sein [235].

Eine weitere Bindungsform könnte auf eine Chemisorption durch eine Kondensations-
reaktion ausgebildet werden (vgl. Abb. 5.5). Welche Bindungsform wirklich eintritt
hängt davon ab, ob das Molekül als Aromat oder Chinon vorliegt.

Fe

OH

Fe

O

OH

OH

OH
+

+ H
2
O

Abbildung 5.5: Mögliche Bindungsform von Hydrochinon an der Magnetitpartikeloberfläche.

In dem FTIR-Spektrum der funktionalisierten Moleküle treten substituierte aromati-
sche Banden auf (vgl. Abb. 5.3 (b) und (c)), welche für die Substitution des Benzochi-
nons an die Magnetitoberfläche sprechen. Dieses kann durch die Aufnahme von Ober-
flächenelektronen wieder zu Hydrochinon reduziert werden, was eine Verschiebung der
Bande und den ausgeprägten Peak der Wasserstoffbrückenbindungen erklären würde.
Das Auftreten der Bande bei 1055 cm−1 stellt eine C-O-H-Bande dar, die die Anbin-
dung von Hydrochinon bestärkt. Folglich würde es zu einer einkernigen, einzähnigen
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Anbindung kommen (vgl. Kapitel 2.4.1), da nur eine Hydroxylgruppe an der Eisen-
oxidoberfläche gebunden hat und die zweite die C-O-H-Schwingungsbande verursacht.

Die Anbindung über eine Reduktion von trivalentem zum bivalenten Eisen einherge-
hend mit der Oxidation des Hydrochinons zum Semichinon kann mit Hilfe des Röntgen-
beugungsspektrums nicht nachgewiesen werden. Da das Prinzip der Röntgenbeugung
auf der Beugung am Kristallgitter basiert (vgl. Kapitel 3.2.7), können somit keine Ver-
änderungen der Oberfläche festgestellt werden.

Bei Betrachtung der Bandenintensitäten in den Abbildung 5.3 (b) und (c) zeigt sich
keine Reihenfolge in Abhängigkeit des pH-Wertes. Deshalb wird von einer pH-Wert
unabhängige Anbindung ausgegangen, welche den drei diskutierten Bindungsmecha-
nismen widerspricht, da die auf der Protonierung der Hydroxylgruppen der Eisenoxid-
oberfläche basieren.

Deshalb wird von einer unspezifischen Sorption von Benzo- und Hydrochinon an der
Magnetitoberfläche ausgegangen, was sich in einer schwachen Anbindung zeigen wür-
de. Für eine schwache Anbindung spricht die Beobachtung bei der anschließenden
Durchführung des Proteintests, bei dem nur eine geringe BSA-Beladung detektiert
wurde. Dies steht im Widerspruch zu den FTIR-Spektren (vgl. Abb. 5.6 und 5.8).
Sehr wahrscheinlich hat sich das gebundene Hydro- bzw. Benzochinon während des
Versuches wieder abgelöst und den Proteintest gestört, der laut Hersteller von Chi-
nonen beeinflusst werden kann. Allerdings ist auch eine unspezifische Bindung über
Wasserstoffbrückenbindungen denkbar. Auch Kung und Mc Bridge haben eine gerin-
ge pH-Wertabhängigkeit bei der Adsorption von Hydrochinon an Goethit-Ferrihydrit-
Mischungen festgestellt [235], was im Einklang mit diesen Ergebnissen steht.

Anschließend an die Funktionalisierung der Partikel wurde eine Immobilisierung mit
BSA durchgeführt. Die FTIR-Spektren der mit Benzochinon funktionalisierten und
BSA immobilisierten Partikel sind in Abbildung 5.6 dargestellt. In Abbildung 5.6 (a)
sind die Spektren des unbehandelten Magnetits Mi, BSA als Reinstoff sowie exempla-
risch mit BQ funktionalisierte Magnetitpartikel zum Vergleich zu sehen. Betrachtet
man die Bande des Proteinreinstoffes genauer, fällt sofort die für BSA übliche Doppel-
bande bei 1655 cm−1 und 1542 cm−1 auf, welche für die Amidschwingungen (−CONH2,
−CONHR, −CONR2) stehen. Bei der ersten Bande, auch Amid I genannt, findet
hauptsächlich die C=O-Dehnungsstreckung statt. Dagegen kommen in der zweiten
Amidbande (Amid II) eher N-H-Biegeschwingungen und C-N-Dehnungsschwingungen
vor [134, 205, 238]. Andere Schwingungen sind eher von nebensächlicher Bedeutung.
Bei 3350 cm−1, 3070 cm−1, 3070 cm−1 dominieren die primären H2N -Schwingungen,
wogegen die letzten beiden Banden auch durch C-H-Schwingungen ausgebildet werden
[134, 205].
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Abbildung 5.6: FTIR-Spektren BQ funktionalisierter und BSA immobilisierter Magnetitpartikel in
Abhängigkeit des pH-Wertes der Funktionalisierung und Immobilisierung: (a) Reinstoffe: BSA und
industrieller Magnetit (Mi) sowie die in Wasser funktionalisierten BQ-Magnetitpartikel, (b) funk-
tionalisierte und BSA immobilisierte Magnetitpartikel, deren Immobilisierung in Wasser stattfand (c)
funktionalisierte und BSA immobilisierte Magnetitpartikel, deren Immobilisierung in 0, 1mol · l−1 EA-
Puffer bei pH 5,7 stattfand. Funktionalisierung erfolgte 24 h in 20, 8mmol · l−1 BQ-Lösung bei pH 4
und 5,7 in 0, 1mol · l−1 EA, pH 7, 9 und 10,3 in 0, 1mol · l−1 Trispuffer sowie Wasser und DMF. Ma-
gnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1. Immobilisierung erfolgte in Reinstwasser und 0, 1mol · l−1

EA-Puffer bei pH 5,7 mit einer BSA-Konzentration von 1mg ·ml−1 über 20 h. Magnetitkonzentration
betrug 1, 2mg ·ml−1.

Vergleicht man die Reinstoffe Magnetit, BSA sowie die funktionalisierten Partikel mit
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den BSA beladenen Partikeln (vgl. Abb. 5.6 (b) und (c)), erkennt man eine deutli-
che Veränderung der FTIR-Spektren. Die erfolgreiche Anbindung von BSA kann durch
die neu entstehenden BSA-Doppelbanden begründet werden. Diese Banden stellen die
Amidschwingungen des BSA dar, sind aber im Vergleich zum Reinstoff leicht verscho-
ben und befinden sich an der Position 1647 cm−1 und 1534 cm−1. Diese Verschiebung
könnte durch die Veränderung der Natur der Amidgruppe hervorgerufen werden, was
einhergeht mit der verschobenen Absorptionswellenlänge. Die Schwingungen der vor-
herigen Funktionalisierung werden von den BSA-Schwingungen überlagert oder die
funktionalisierende Substanz hat sich aufgrund einer instabilen Bindung während der
BSA-Immobilisierung der Partikel abgelöst.
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Abbildung 5.7: FTIR-Spektren HQ funktionalisierter und BSA immobilisierter Magnetitpartikel in
Abhängigkeit des pH-Wertes der Funktionalisierung und Immobilisierung: (a) funktionalisierte und
BSA immobilisierte Magnetitpartikeln, deren Immobilisierung in Wasser stattfand, (b) funktionali-
sierte und BSA immobilisierte Magnetitpartikel, deren Immobilisierung in 0, 1mol · l−1 EA-Puffer bei
pH 5,7 stattfand. Funktionalisierung erfolgte 24 h in 20, 8mmol · l−1 HQ-Lösung bei pH 4 und 5,7 in
0, 1mol · l−1 EA, pH 7, 9 und 10,3 in 0, 1mol · l−1 Trispuffer sowie Wasser und DMF. Immobilisierung
erfolgte in Reinstwasser und 0, 1mol · l−1 EA-Puffer bei pH 5,7 mit einer BSA-Konzentration von
1mg ·ml−1 über 20 h. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.
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Bei den in Abbildung 5.6 (b) und (c) dargestellten Spektren wurde die anschließende
Immobilisierung von BSA bei unterschiedlichen pH-Werten durchgeführt.Grundsätzlich
lässt sich eine höhere Beladung bei der durchgeführten Immobilisierung bei einem pH-
Wert von 5,7 in EA-Puffer (vgl. Abb. 5.6 (c)) im Vergleich zur Immobilisierung im
Neutralen mit Wasser als Lösungsmittel an den höheren Banden erkennen (vgl. Abb.
5.6 (b)). Dieses Ergebnis ist auch bei den mit HQ funktionalisierten Partikel mit an-
schließender BSA-Immobilisierung ersichtlich (vgl. Abb. 5.7 (a) und (b)). Der Unter-
schied der Bandenhöhe der beiden maximalen Beladungen beträgt beim Benzochinon
ca. 0,05 Absorptionseinheiten.

 

 
 

(a) 

(b) 

Abbildung 5.8: Quantitative Proteinbestimmung BQ und HQ funktionalisierter und BSA immobili-
sierter Magnetitnanopartikel in Abhängigkeit des pH-Wertes der Funktionalisierung und der Immobili-
sierung: (a) BQ funktionalisierte Partikel, (b) HQ funktionalisierte Partikel, schwarz: Immobilisierung
in Wasser, blau: Immobilisierung in 0, 1mol · l−1 EA-Puffer bei pH 5,7. Funktionalisierungszeit und
-konzentration betrugen 6 h und 20, 8mmol · l−1 BQ/HQ-Lösung. Immobilisierung von BSA fand über
20 h bei einer Konzentration von 1mg ·ml−1 statt. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.

Diese pH-Wertabhängigkeit spiegelt sich auch in der quantitativen Proteinbestimmung
nach Bradford (vgl. Kapitel 4.3.8) wider, da hier die Ergebnisse, bei denen eine Immo-
bilisierung bei pH 5,7 durchgeführt wurde (blaue Balken), oberhalb derer der Immobili-
sierung in Wasser liegen (schwarze Balken) (vgl. Abb. 5.8). Jedoch sind die quantitativ
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bestimmten Werte aufgrund der bereits genannten Vermutung, dass oxidative Sub-
stanzen den Proteintest nach Bradford stören, eher fragwürdig und nicht kongruent
mit den FTIR-Spektren. Dies ist am Beispiel von Hydrochinon besonders gut sichtbar.
Nach den quantitativen Ergebnissen der Proteinbestimmung (vgl. Abb. 5.8 (b)) hat
keine BSA-Anbindung im Funktionalisierungsmedium DMF stattgefunden, obwohl in
den FTIR-Spektren (vgl. Abb. 5.7 (a), braun) die BSA-Doppelbande erkennbar ist.

Eine quantitative FTIR-Analyse hat einen Proteinbeladungsbereich von mit Ben-
zochinon funktionalisierten Partikeln für eine Immobilisierung bei pH 5,7 zu
0, 2− 0, 8 mgBSA ·mg−1

Magnetit errechnet, wogegen die Bradford-Ergebnisse einen Bereich
von 0, 05 − 0, 2 mgBSA ·mg−1

Magnetit ergeben. Die Proteinbeladung in wässriger Lösung
liegt nach der Proteinbestimmung in einem Bereich von 0, 04− 0, 08 mgBSA ·mg−1

Magnetit

und nach dem FTIR-Modell im Bereich von 0, 05 − 0, 2 mgBSA ·mg−1
Magnetit. Jedoch

sind die ermittelten Beladungen durch die FTIR-Spektren nur als Richtwert zu
verstehen, da das entwickelte Modell aufgrund der Überlagerung von Schwingungen
des funktionalisierenden Moleküls und des BSAs eher eine ungenaue Vorhersage
liefert. Sie sollen daher hier nur exemplarisch aufgeführt werden. Dennoch stimmen
die beiden Analysemethoden soweit überein, dass eine verbesserte BSA-Anbindung
bei einem pH-Wert von 5,7 detektiert wurde.

Eine Grund für eine bessere Anbindung im leicht sauren Milieu gegenüber einer An-
bindung in Wasser können die Oberflächenladungsverhältnisse der funktionalisierten
Partikel sein, da sie sich durch die Funktionalisierung verändern. So weisen die funk-
tionalisierten Partikel einen IEP von 4,3 auf, wogegen der reine Magnetit (Mi) vor der
Funktionalisierung einen IEP von 7,3 hat (vgl. Abb. 5.11). Die funktionalisierten Parti-
kel sind bei einer neutralen Anbindung negativ geladen und die Proteine oberhalb ihres
IEPs ebenfalls. Folglich wird die Proteinanbindung im Neutralen durch elektrostatische
Abstoßungskräfte erschwert. Dagegen ist bei einer Anbindung im leicht sauren Milieu
die Partikeloberfläche auch leicht negativ geladen, aber das Protein befindet sich nahe
am seinem IEP und ist somit fast neutral, was eine elektrostatischen Abstoßung mini-
miert. Falls sich die Funktionalisierungsbeschichtung vor der Proteinbeladung ablöst,
könnte sich der IEP der funktionalisierten Partikel wieder hin zum reinen Magnetit ver-
schieben, was wiederum zu anderen Ladungsverhältnissen führen würde. Somit würden
sich die Ergebnisse der direkten Proteinimmobilisierung (vgl. Kapitel 5.1.1 und Tab.
5.1) widerspiegeln.

Eine pH-Wertabhängigkeit der vorangehenden Funktionalisierung lässt sich bei der Im-
mobilisierung in EA-Puffer kaum erkennen (vgl. Abb. 5.6 (c) und 5.7 (b)). Deshalb wird
von einer pH-unabhängigen BSA-Anbindung ausgegangen. Eine Interpretation wäre,
dass das BSA ohne vorherige Anbindung von Hydro-, Benzo- oder Semichinon unspe-
zifisch an die Partikeloberfläche adsorbiert, da die Beschichtungssubstanz sich vorher
abgelöst hat. Eine weitere Möglichkeit wäre eine Adsorption aufgrund der elektrosta-
tischen Wechselwirkungen, die unspezifisch und in allen Fällen gleich hoch sind. Dafür
spricht die hohe Proteinbeladung, welche auf einer Vernetzungsreaktion der Protei-
ne untereinander basiert und somit zu einer mehrschichtigen Proteinumhüllung führt.
Nachteilig bei der unspezifischen Adsorption ist, dass voraussichtlich bei den Enzymen
ein hoher Aktivitätsverlust einhergeht. Durch die erhöhte Proteinbeladung kommt es
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zu einer erhöhten Agglomeration der Partikel, welche durch die Proteinmoleküle aus-
gelöst wird (vgl. Abb. 5.10).

Gegenteilig dazu ist eine pH-Wertabhängigkeit der Funktionalisierung bei der Immo-
bilisierung in Wasser erkennbar und es kommt zu einer verbesserten Anbindung bei
einer Funktionalisierung im sauren pH-Bereich (vgl. Abb. 5.6 (b) und 5.7 (a)). Da
die Verfahrensschritte der Funktionalisierung und Immobilisierung getrennt voneinan-
der durchgeführt wurden, müssen die Unterschiede bei der Immobilisierung von BSA
in wässriger Phase auf die unterschiedliche Behandlung bei dem Funktionalisierungs-
schritt zurückzuführen sein. Da aber eine Änderung des pH-Wertes der Funktionali-
sierung keinen Einfluss auf die Menge am adsorbierten Molekül hat, muss es in der
Anbindung selbst liegen. In der Abbildung 5.9 sind REM-Aufnahmen mit BQ funk-
tionalisierten Partikeln bei unterschiedlichen pH-Werten gezeigt. Zu erkennen ist, dass
die Partikel bei einem niedrigeren pH-Wert der Funktionalisierung anders aussehen und
einen eher „verklebten“ Eindruck machen.

  

 

 

Abbildung 5.9: REM-Aufnahmen BQ funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängigkeit des pH-
Wertes der Funktionalisierung: (a) 0, 1mol · l−1 EA-Puffer bei pH 5,7, (b) 0, 1mol · l−1 Trispuffer bei
pH 9. Funktionalisierung erfolgte 6 h in 20, 8mmol · l−1 BQ-Lösung. Magnetitkonzentration betrug
1, 2mg ·ml−1.

Von einer Anbindung von BQ, HQ oder ihres Semichinon an die Partikel wird auf-
grund der FTIR-Spektren und der Verschiebung des IEP von 7,3 (reiner Magnetit)
auf 4,3 nach der Funktionalisierung ausgegangen (vgl. Abb. 5.11). Die Ablösung der
funktionalisierenden Substanz kann im Prinzip nur während der Immobilisierungsre-
aktion stattgefunden haben, was auch die fehlerhaften Werte im Proteintest erklären
würde. Durch die unterschiedliche Art der Anbindung ist mit unterschiedlichen Bin-
dungsstabilitäten zu rechnen. Demzufolge würden sich während der Immobilisierung
unterschiedliche Mengen der Beschichtungssubstanz ablösen, was zu einer unterschied-
lichen Proteinbeladung führen kann. Eine mögliche Erklärung wäre, dass sich eine ko-
valente Bindung nur bei niedrigen pH-Werten ausbildet und es bei höheren pH-Werten
zu einer Konkurrenzreaktion zwischen den funktionalisierenden Molekülen und BSA
kommen kann und somit die funktionalisierenden Moleküle aufgrund der geringeren
Affinität von der Magnetitpartikeloberfläche verdrängt werden.

Das unterschiedliche Verhalten der Funktionalisierungssubstanz bei der Immobilisie-
rung in Abhängigkeit des pH-Wertes kann auch anhand der Oberflächenladung erklärt
werden. Das BSA ist aufgrund seines IEP bei pH 5,7 nahezu neutral. So sind kleine
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Veränderungen der Oberflächenladung durch die Funktionalisierungssubstanz nicht von
entscheidender Bedeutung, da es aufgrund des ungeladenen BSA nicht zu abstoßenden
Effekten kommt. Zudem agglomerieren die BSA-Moleküle aufgrund der Nähe zum IEP
sehr stark, so dass es in jedem Fall zu einer sehr hohen Beladung führt.

Im Gegensatz dazu ist bei einer Anbindung in wässriger Phase das Protein negativ ge-
laden. Kleine Änderungen in der Partikeloberflächenladung führen zu unterschiedlich
großen Abstoßungs- bzw. Anziehungseffekten, so dass hier die kleinen Veränderungen
aufgrund unterschiedlich starker Desorption der Funktionalisierungssubtanz einen grö-
ßeren Einfluss auf die BSA-Anbindung haben können.

Die Proteinimmobilisierung an Benzochinon wurde bei Kunstoffen angewendet (vgl.
Kapitel 2.4.3.1), weshalb schon eine Vielzahl an Vorschlägen für die Anbindung von
Proteinen an Benzochinon in der Literatur erwähnt ist. Eine mögliche Reaktion kann
über die Amino-, Thiolgruppen und/oder Aminosäurereste ablaufen. Diese Reaktion
soll unter milden Bedingungen stattfinden und führt zu stabilen, meist monosubstituier-
ten Verbindungen [15, 140, 236]. Eine Substitutionsreaktion zwischen den funktionellen
Gruppen des Proteins und des Beschichtungsmoleküls wäre denkbar [139, 239].

Eine Ausbildung instabiler Bindungen kann auf Wasserstoffbrückenbindungen und/oder
hydrophobische Wechselwirkungen zwischen unpolaren Regionen der phenolischen Mo-
leküle und Proteine zurückgeführt werden. Wasserstoffbrückenbindungen können im-
mer auch zusätzlich zu einer kovalenten Bindung gebildet werden [240]. Insgesamt
wurde festgestellt, dass Chinone bildende phenolische Substanzen wesentlich reaktiver
in der Bindung von Proteinen sind, die exakte Bestimmung der Bindungsstellen sich
aufgrund möglicher Folgereaktionen allerdings als schwierig erweist. Die häufigsten in-
volvierten reaktiven Reste in den Proteinen sind ihre nukleophilischen Seitenketten wie
Lysin, Tryptophan und Cystein [139, 239]. Dabei kommt Cystein in BSA am häufigsten
vor und bringt dadurch viele Thiolgruppen mit sich, aber auch Aminogruppen sind im
BSA-Molekül vorhanden [15].

In Abbildung 5.10 sind die REM-Aufnahmen von BQ- (vgl. Abb. 5.10 (a) und (b)) und
HQ- (vgl. Abb. 5.10 (c) und (d)) funktionalisierten Partikeln mit einer anschließenden
Proteinanbindung bei den unterschiedlichen pH-Werten zu sehen. Alle Funktionalisie-
rungen wurden in Wasser durchgeführt. Beim Vergleich der pH-Werte der Immobilisie-
rung ist zu erkennen, dass es zu einer verstärkten Agglomeration bei einem pH-Wert
von 5,7 kommt. Diese verstärke Agglomeration ist auf die erhöhte Proteinbeladung
zurückzuführen. Durch ihre Neutralität bei der Anbindung nahe ihrem IEP neigen sie
untereinander zur Agglomeration. Daraus resultiert eine mehrschichtige Proteinhülle,
bei welcher die Proteine untereinander quervernetzt sind. Deshalb wird hier von ei-
ner unspezifischen Anbindung ausgegangen. Dies zeigt sich gut in der Abbildung 5.10
(d), bei der die Oberfläche einen „verklebten“ Eindruck macht. Demgegenüber ist die
Agglomeration der in Wasser immobilisierten Partikel geringer. Aufgrund der unter-
schiedlichen Proteinbeladungen verhalten sich die immobilisierten und funktionalisier-
ten Partikel hinsichtlich ihrer Stabilität unterschiedlich.
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Abbildung 5.10: REM-Aufnahmen BQ und HQ funktionalisierter und BSA immobilisierter Ma-
gnetitpartikel in Abhängigkeit des pH-Wertes der Immobilisierung: (a) und (b) BQ funktionalisierte
Magnetitpartikel, (c) und (d) HQ funktionalisierte Magnetitpartikel, (a) und (c) Proteinanbindung
in Wasser, (b) und (d) Proteinanbindung in 0, 1mol · l−1 EA-Puffer bei pH 5,7. Funktionalisierung
erfolgte 6 h in 20, 8mmol · l−1 BQ- bzw. HQ- Lösung in Wasser. Immobilisierung von BSA fand über
20 h mit einer Konzentration von 1mg ·mg−1 statt. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.

Die Verläufe des Zetapotentials, welcher in Abbildung 5.11 dargestellt sind, geben einen
Eindruck von der Stabilität der Partikelsuspension aufgrund elektrostatischer Absto-
ßung. Der Verlauf des Zetapotential ist exemplarisch für die mit BQ funktionalisierten
Partikel bei einem pH-Wert von 7 dargestellt. Dabei wird ersichtlich, dass sich aufgrund
der Funktionalisierung der IEP des unbehandelten Magnetits von 7,3 auf 4,3 verschiebt.
Diese Verschiebung verändert die elektrostatischen Wechselwirkungen in Abhängigkeit
des pH-Wertes, so dass die funktionalisierten Partikel aufgrund dieser Verschiebung im
neutralen Bereich im Vergleich zum unbehandelten Magnetit suspensionsstabiler sind.

Bei einem pH-Wert von 7 liegt der Betrag des Zetapotentials bei unbehandeltem Ma-
gnetit bei |3|mV, wogegen dieser bei den BQ behandelten Partikeln ca. |20|mV beträgt
und somit BQ behandelte Partikel im Neutralen wesentlich stabiler sind, als die unbe-
handelten Magnetitpartikel. Zusätzlich bleibt der Betrag des Zetapotentials oberhalb
eines pH-Wertes von 7 größer als |20|mV, so dass von einer verminderten Agglome-
ration aufgrund der Oberflächenladung und der daraus resultierenden Abstoßungs-
kräfte zwischen den Partikeln ausgegangen werden kann. Mit abnehmendem pH-Wert
im sauren Milieu sinkt das Zetapotential mit einhergehender Abschwächung der in-
terpartikulären Abstoßungskräfte mit der Folge vermehrter Agglomeration. Durch die
veränderten Ladungseigenschaften der Partikeloberfläche kann auf eine Anbindung der
funktionalisierenden Moleküle geschlossen werden.
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Durch eine anschließende BSA-Immobilisierung wird keine weitere Veränderung der
Oberflächenladung im Vergleich zur Funktionalisierung erreicht. Somit kann eine Pro-
teinanbindung nicht durch die Messung des Zetapotentials nachgewiesen werden. Dies
könnte darin begründet sein, dass der IEP des Proteins (pH4,8-5,4) nahe dem IEP
der funktionalisierten Partikel liegt und es somit aufgrund der Proteinanbindung zu
keiner Ladungsverschiebung auf der Oberfläche kommt, welche hauptsächlich durch
die adsorbierte Spezies dominiert wird. Die Anbindung des Proteins konnte durch den
Proteintest und die FTIR- sowie XRD-Spektren nachgewiesen werden.
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Abbildung 5.11: Zetapotentialverläufe BQ funktionalisierter und BSA immobilisierter Magnetitpar-
tikeln. Funktionalisierung erfolgte 6 h in 20, 8mmol · l−1 BQ-Lösung bei pH 7 in 0, 1mol · l−1 Tris-
puffer. Immobilisierung von BSA fand über 20 h mit einer Konzentration von 1mg ·ml−1 bei einem
pH-Wert von 5,7 in 0, 1mol · l−1 EA-Puffer statt. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.

Die Röntgenbeugungsspektren der funktionalisierten und der sowohl funktionalisierten
als auch immobilisierten Partikel sind in Abbildung 5.12 gezeigt. Zum Vergleich sind der
reine Magnetit (Mi, schwarz) und BSA als Reinstoff in grün dargestellt. Vergleicht man
die Spektren der funktionalisierten Partikel mit dem des reinen Magnetits, zeigt sich,
dass die Kristallstruktur durch die Funktionalisierung nicht verändert wurde. Die cha-
rakteristischen Peaks des Magnetits sind vor und nach der Funktionalisierung erhalten
geblieben, weshalb eine Umwandlung zu Maghemit ausgeschlossen wird. Weiterhin kam
es zu keiner Peakverschiebung, was im Einklang mit der Berechnung der Partikelgröße
und Gitterkonstanten steht, welche nahezu identisch sind. Da keine Strukturverände-
rungen zu erkennen sind, ist auch keine Verringerung der magnetischen Sättigung zu
erwarten.

Bei dem Spektrum der anschließenden BSA-Anbindung (dargestellt in blau) bleiben
die charakteristischen Peaks des Magnetits ebenfalls erhalten, wobei ein neuer Peak
bei ca. 12 ◦ auf der 2-Theta-Skala entsteht. Dieser neu entstandene Peak weist auf
die Proteinanbindung hin und wird durch die Kristallstruktur des BSA hervorgerufen
[241]. Insgesamt ist kein Einfluss auf den Oxidationszustand der Gitterstruktur des
Magnetits erkennbar, jedoch kann sich die Oberfläche verändert haben, was ein Indiz für
eine spezifische bzw. unspezifische Adsorption wäre. Einige Strukturveränderungen von
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Eisenoxiden aufgrund einer Anbindungen von Brenzkatechingruppen wurden berichtet
[242] und werden im nächsten Kapitel 5.1.3 erläutert.
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Abbildung 5.12: XRD-Spektren BQ funktionalisierter und BSA immobilisierter Magnetitpartikel.
Funktionalisierung erfolgte 6 h in 20, 8mmol · l−1 BQ-Lösung bei pH 7 in 0, 1mol · l−1 Trispuffer.
Immobilisierung von BSA fand über 20 h mit einer Konzentration von 1mg ·ml−1 bei einem pH-Wert
von 5,7 in 0, 1mol · l−1 EA-Puffer statt. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1. Die Spektren
Mi-BQ, Mi-BQ-BSA und BSA, rein haben einen Offset.

Abschließend lässt sich festhalten, dass die Nutzung von Benzo- und Hydrochinon bei
der Funktionalisierung und anschließenden Immobilisierung von Magnetit zu ähnlichen
Ergebnissen führt und dass ein Erfolg der Proteinimmobilisierung größtenteils unab-
hängig von der Vorbehandlung der Partikel mit Benzo- oder Hydrochinon ist sowie von
deren Redoxzustand. Eine erfolgreiche Anbindung wurde mittels der FTIR-Spektren
und des Zetapotentials nachgewiesen, wobei keine pH-Wertabhängigkeit während der
Funktionalisierung festgestellt wurde. Die Bindungsstärke von Hydro- bzw. Benzochi-
non an Magnetit wird als relativ gering erachtet. Aufgrund der neu auftretenden Bande
im FTIR wird eine Anbindung als substituiertes Hydrochinon bzw. Semichinon ange-
nommen. Die Proteinimmobilisierung ist vergleichsweise unabhängig vom pH-Wert der
vorhergegangen Funktionalisierung und erzielt eine höhere Beladung bei einem pH-
Wert von 5,7 gegenüber einer Immobilisierung in Wasser, wobei die erhöhte Protein-
beladung die Partikelagglomeration fördert.

5.1.3 Funktionalisierungssubstanzen mit Endiolform

Im Folgenden werden phenolische Substanzen mit zwei Hydroxylgruppen in ortho-
Stellung diskutiert, die zusätzlich noch über andere Substituenten am aromatischen
Ring verfügen. Im Falle von DOPA und Dopamin handelt es sich um Aminogruppen,
wogegen Kaffeesäure und Gallussäure eine Carboxylgruppe besitzen. Zusätzlich zu den
zwei Hydroxylgruppen hat Gallussäure eine weitere Hydroxylgruppe in meta-Stellung
(vgl. Abb. 3.3).
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5.1.3.1 Dopamin und DOPA

Aufgrund des ähnlichen Aufbaus und der nahen Verwandtschaft von DOPA und Do-
pamin werden sie gemeinsam betrachtet. Bei DOPA handelt es sich um ein Prodrug
von Dopamin, welches letztendlich als Pharmakon aktiv ist [243].

In Abbildung 5.13 (a) sind die FTIR-Spektren der Reinstoffe Dopamin (DA), DOPA
und Magnetit (Mi) aufgetragen. Wenn man die Spektren von DOPA und Dopamin
betrachtet, ist bei beiden ein extrem breites Band in den oberen Wellenzahlen auffäl-
lig. Die Maxima bei DOPA liegen bei 3374 cm−1, 3208 cm−1 und 3068 cm−1, wogegen
sie bei Dopamin im Vergleich zu DOPA leicht verschoben sind und bei 3347 cm−1,
3227 cm−1 und 3040 cm−1 auftreten. Dieses breite Band zeigt eine Überlagerung von
mehreren Schwingungen. So kommen in diesem Bereich Schwingungen der Wasser-
stoffbrücken (3600 − 3200 cm−1) und eine Vielzahl von Amidschwingungen (3500 −
2250 cm−1) vor. Zudem ist die N-H-Schwingung bekannt für die Erzeugung einer brei-
ten Bande. Des Weiteren sind in diesem Wellenzahlenbereich auch primäre Amino-
gruppenschwingungen von Bedeutung [134, 205]. Weitere typische Banden von Dopa-
min liegen bei 1600 cm−1 und 1499 cm−1, wobei die erste für die aromatischen C=C-
Doppelbindungen steht und die letzte für Amidschwingungen. Schwingungen, die im
Bereich von 1286 cm−1, 1190 cm−1 und 814 cm−1 liegen, basieren auf Kohlenstoff und
Substituenten am aromatischen Ring [134, 205]. Der Reinstoff DOPA verfügt über
ein ähnliches Bandenspektrum, dessen charakteristische Schwingungen bei 1655 cm−1,
1570 cm−1, 1406 cm−1 und 1121 cm−1 liegen. Dabei stehen die ersten drei Banden für
aromatische C=C-Doppelbindungen sowie Amidschwingungen des Moleküls. Die letz-
te Bande ist auf Kohlenstoffschwingungen zurückzuführen [205]. Wenn man die beiden
Moleküle vergleicht, ist zu erkennen, dass sie aufgrund ihres chemisch ähnlichen Auf-
baus (vgl. Kapitel 3) gleiche Schwingungen hervorrufen.

Vergleicht man die Spektren der Reinstoffe von Magnetit und Dopamin mit denen der
mit DA funktionalisierten Magnetitpartikel (vgl. Abb. 5.13 (b)), sind neu auftretende
Banden zu erkennen. Zum einen ist eine breite Bande mit ähnlicher Form im höhe-
ren Wellenzahlenbereich bei 3400 cm−1 anzutreffen, die für Amidschwingungen steht.
Diese Bande liegt verglichen mit dem Reinstoff leicht verschoben bei einer höheren
Wellenzahl vor. Weiterhin können neue Bande im Bereich von 1800−1000 cm−1 detek-
tiert werden, wobei die Banden 1610 cm−1, 1491 cm−1 und 1282 cm−1 sehr ausgeprägt
sind. Die Bande bei 1610 cm−1 ist besonders erwähnenswert, da diese vorher in dieser
Form bei dem Reinstoff nicht auftritt. Natürlich könnte es sich um die verschobene
C=C-Doppelbande handeln, deren Position im Reinstoff bei 1590 cm−1 lag. Aber dem
widerspricht die Bandenhöhe, weshalb eher davon ausgegangen wird, dass es sich um
eine neu entstandene Bande handelt, welche die für Chinone charakteristische C=O-
Schwingung repräsentiert [134]. Durch die Existenz neuer Banden konnte eine Anbin-
dung von Dopamin über den gesamten pH-Bereich von 4 bis 10 nachgewiesen werden.
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Abbildung 5.13: FTIR-Spektren DA und DOPA funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängigkeit
des pH-Wertes: (a) Reinstoffe: Dopamin (DA), DOPA und industrieller Magnetit (Mi), (b) funktionali-
sierte DA-Magnetitpartikel, (c) funktionalisierte DOPA-Magnetitpartikel. Funktionalisierung erfolgte
24 h in 5, 2mmol · l−1 DA/DOPA-Lösung bei pH 4 und 5,7 in 0, 1mol · l−1 EA, pH 7, 9 und 10,3 in
0, 1mol · l−1 Trispuffer. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.
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Vergleicht man die FTIR-Spektren untereinander, welche bei verschiedenen pH-Werten
der Funktionalisierung aufgenommen wurden, ist eine pH-Wertabhängigkeit erkenn-
bar. Die Bande in dem Wellenzahlenbereich von 3400 cm−1 bis 3000 cm−1 verschwindet
bei einer Anbindung im sauren Milieu sogar gänzlich. Dagegen entsteht bei einer An-
bindung von pH 7 bis pH 10,3 eine neue kleine Bande bei 875 cm−1, was auf einen
mehrfach subsituierten Aromaten hinweist [134]. Bei Betrachtung der Intensität der
Bande 1610 cm−1 ist zu erkennen, dass die Anbindung folgende Reihenfolge hat: die
beste Anbindung fand bei einem pH Wert von 7 statt, gefolgt von einer Anbindung im
Alkalischen mit pH 10,3 gefolgt von pH 9.

Die Anbindung im sauren Milieu verschlechterte sich mit sinkendem pH-Wert von 5,7
über die Bindung in Wasser bis hin zu pH 4. Dass sich die Bandenhöhe der in Was-
ser funktionalisierten Partikel genau zwischen den pH-Werten 5,7 und 4 einordnet,
kann mit dem pH-Wert der ungepufferten Lösung begründet werden, der nach der Re-
aktion bei 5,2 lag. Daher lässt sich ein Einfluss der Bindungsaffinität von Dopamin
in Abhängigkeit des pH-Wertes feststellen. Das Maximum bei pH 7 kann durch die
Lage des IEP von Magnetit bei 7,3 begründet werden, bei dem eine verbesserte An-
bindung aufgrund geringerer elektrostatischer Abstoßungskräfte stattfindet. Betrachtet
man die Ladungsverhältnisse und den Protonierungszustand der funktionalisierenden
Substanz genauer, ist eine schlechtere Bindungsaffinität im Sauren zu erwarten. Bei
einem niedrigen pH-Wert ist die Partikeloberfläche von Magnetit positiv geladen und
die funktionalisierenden Moleküle liegen in protonierter Form vor. Aufgrund dessen
müssten für eine Bindung elektrostatische Abstoßungskräfte überwunden werden. Mit
zunehmendem pH-Wert steigt die Bindungsaffinität, die ihr Maximum (laut FTIR vgl.
Abb. 5.13) im Bereich des IEP von Magnetit erreicht.
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Abbildung 5.14: Mögliche Bindungsform von Funktionalisierungssubstanzen mit zwei Hydroxyl-
gruppen in para-Stellung am Beispiel von DOPA.

Zusätzlich zu den bereits diskutierten phenolischen Substanzen mit zwei Hydroxyl-
gruppen in para-Stellung (vgl. Kapitel 5.1.2) weisen Dopamin und DOPA zwei Hydro-
xylgruppen in ortho-Stellung auf, was zu einer veränderten Anbindung führen kann.
Die Bindungsmechanismen von ortho-disubstituierten phenolischen Hydroxylgruppen
wurde an Metalloxidoberflächen sowie Metallionen untersucht [112, 244] und es wur-
de eine starke Koordination an der Oberfläche nachgewiesen [245]. Dabei binden die
Metallionen an der Brenzkatechin ähnlichen Seite der phenolischen Verbindung unter
Bildung einer Metall-Endiolgruppen-Bindung, die sich durch eine Komplexbildung an
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den unterkoordinierten Metallatomen mit den zwei Hydroxylgruppen in ortho-Stellung
ausbildet (vgl. Abb. 5.14). Dadurch würde sich die Koordination der Metallatome an
der Oberfläche verändern, wogegen die Gitterstruktur der Metallatome im Inneren kon-
stant bliebe.

Über diesen Bindungsmechanismus wird sich somit eine zweizähnige Koordination der
Liganden (vgl. Abb. 2.15 (b)) bilden [17, 244, 246, 247, 248]. Damit eine zweikerni-
ge Koordination möglich ist, müssen die Eisenatome der Magnetitoberfläche und die
koordinierten Sauerstoffatome des funktionalisierenden Moleküls ähnliche Abstände
aufweisen [92]. Der Abstand der Sauerstoffmoleküle im Endiol beträgt 0,275 nm. Die
Abstände der Eisenatome sind davon abhängig, ob die funktionalisierenden Moleküle
mit den tetraedrisch oder oktaedrisch unterkoordinierten Eisenatomen komplexieren
(vgl. Abb. 2.2 und Kapitel 2.3.1). Der Abstand der tetraedrisch koordinierten Eisen-
atome beträgt 0,592 nm, wogegen sich der Abstand oktaedrischer Eisenkationen auf
0,297 nm beläuft [92]. Da die Anbindung zwar flexibel ist, aber große Abstände nicht
überwunden werden können, gibt es nur die Möglichkeit der zweizähnigen Bindung mit
den oktaedrischen Eisenkationen. Weiterhin ist das Standardpotential zwischen Brenz-
katechin und trivalentem Eisen (vgl. Gleichungen 5.1 und 5.2) positiv und somit eine
Reaktion thermodynamisch möglich [237].

Fe3+ + e− = Fe2+ E0 = 0, 770V (5.1)
C6H4(OH)2 = C6H4O2 + 2H+ + 2e− E0 = −0, 6992 (5.2)

Untersuchungen mit extrahierten, DOPA enthaltenden Proteinen aus dem Haftplaque
von Muscheln mit trivalenten Eisenkationen zeigten [Fe(DOPA)3]-Komplexe. Weiter-
hin wurden organische Radikale und die Reduktion von Eisen sowie eine simultane
Oxidation von DOPA nachgewiesen [17]. Da, wie schon erwähnt, das Wassermolekül
eine gute Abgangsgruppe bildet, wird davon ausgegangen, dass der geschwindigkeits-
bestimmende Schritt die Abgabe der Wassermoleküle von der Magnetitoberfläche ist.
Nach dem Überschreiten des IEP von Magnetit liegt eine negative, deprotonierte Par-
tikeloberfläche vor. Nucleophile Liganden greifen das positiv geladene Metallion besser
an [249, 250].

Im Basischen greift Dopamin als einzige Substanz die Oberfläche verbessert an. Durch
einen basischen pH-Wert würde die Entstehung des Chinons der Substanz erleichtert,
was dem Bindungsmechanismus entgegenwirken würde. Daher kann vermutet werden,
dass Dopamin durch intramolekulare Cyclisierung [251] die Oxidation zu seinem Chi-
non verschiebt und somit als Aromat vorliegt. Eine andere Erklärung für die höhere
Beladung von Dopamin bei alkalischen pH-Werten wäre die Polymerisation der Chi-
nonmoleküle an der Partikeloberfläche [160].

Betrachtet man die in Abbildung 5.13 (c) dargestellten FTIR-Spektren der mit DO-
PA funktionalisierten Partikel, sind auch hier neue Absorptionsbanden zu erkennen.
Sie liegen bei den Wellenzahlen 1618 cm−1, 1490 cm−1 und 1063 cm−1. Die Schwingung
kann zum einen wie bei Dopamin eine neu auftretende Chinonbande sein, die durch
deren C=O-Schwingung repräsentiert wird [134]. Es könnte sich aber auch um Amid-
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schwingungen oder verschobene aromatische C=C-Doppelschwingungen handeln. Die
weiteren Banden stehen für Amid- sowie Kohlenstoffschwingungen [205].

Diese neu auftretenden Banden sind ein Hinweis für eine Bindung von DOPA auf der
Magnetitpartikeloberfläche. Weiterhin sind die Banden der mit DOPA funktionalisier-
ten Partikel im Vergleich zum Reinstoff verschoben, was auf eine Veränderung der
Molekülstruktur und der damit verbundenen Änderung der Freiheitsgrade der funktio-
nellen Gruppen in Folge der Verbindung hinweist. Die maximale Beladung und höchste
Bindungsaffinität kann, wie auch bei Dopamin, bei einem pH-Wert von 7 registriert
werden. Eine so ausgeprägte pH-Wertabhängigkeit wie bei Dopamin ist nicht sichtbar.
Aber es zeigt sich bei pH-Werten von 9 und 5,7 eine verbesserte Beladung mit DOPA
im Vergleich zu pH 10,3 und 4, so dass sich generell eine vermehrte Anbindung in einem
pH-Bereich von 5,7-9 vermuten lässt. Dabei stellt pH 7 den geeignetsten pH-Wert nahe
des IEPs des Magnetits dar.

Die schlechtere Anbindung im Sauren kann zum einen auf die ungünstigen Ladungs-
verhältnisse zurückgeführt werden (vgl. Dopamin). Zum anderen kann der IEP der mit
DOPA beladenen Partikel eine Rolle spielen (vgl. Abb. 5.19), der bei 3,6 liegt und
im Zuge der ersten angelagerten DOPA-Moleküle die Ladungseigenschaften der Ober-
fläche so verändert, dass die Partikel anfangen zu agglomerieren und aufgrund der
Verschiebung der Partikeloberflächenladung und einer damit einhergehenden Partikel-
agglomeration eine erhöhte Anbindung verhindert wird. Die schlechtere Anbindung im
Alkalischen bei 10,3 ist damit zu erklären, dass DOPA als Chinon vorliegt und dadurch
nicht an der Oberfläche anbindet, da es nicht die cyclisierende Wirkung des Dopamins
aufweist. Die maximale Anbindung im Neutralen (bei pH 7) lässt sich aufgrund der La-
dungsverhältnisse erklären. Bei einem pH-Wert von 7,3 befindet sich der IEP des reinen
Magnetits, so dass zu Beginn der Funktionalisierung die Partikeloberfläche ungeladen
ist. Die DOPA-Moleküle können bei diesem pH-Wert in geringem Ausmaß deprotoniert
vorliegen. Da die Hydroxylgruppen phenolischer Substanzen schwach sauer im Gegen-
satz zu Hydroxylgruppen in Alkoholen oder Zuckern liegen sie bei pH 7 protoniert vor
[250]. Dies erleichtert die Oxidation zum Chinon während des Anbindungsprozesses.
Durch eine folgende Quervernetzung/Autooxidation der DOPA-Moleküle könnte die
Beladung erhöht werden (vgl. Kapitel 2.4.3.2) [16].

Beim Vergleich der FTIR-Spektren von DOPA und Dopamin (vgl. Abb. 5.13 (b) und
(c)) ist auffällig, dass die breite Bande bei 3400− 3000 cm−1 nur bei Dopamin auftritt
(vgl. Abb. 5.13 (a)). Weiterhin ist die pH-Wertabhängigkeit bei Dopamin wesentlich
ausgeprägter. Bei beiden Stoffen findet die beste Anbindung bei einem pH-Wert von
7 statt. Darüber hinaus verfügen die Spektren über die charakteristischen Banden des
Magnetits bei den funktionalisierten Partikeln.

In Abbildung 5.15 sind die FTIR-Spektren der mit DA funktionalisierten Partikel mit
anschließender BSA-Immobilisierung in Wasser (b) und bei einem pH-Wert von 5,7 (c)
zu sehen. Zum Vergleich sind die Reinstoffe sowie die vorher in Wasser funktionalisier-
ten Partikel dargestellt. Bei einer Immobilisierung bei pH 5,7 ist die charakteristische
BSA-Doppelbande zu erkennen. Sie liegt bei 1655 cm−1 und 1542 cm−1 und hat sich
im Zuge der Immobilisierung auf 1647 cm−1 und 1534 cm−1 verschoben. Die unter-
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schiedliche Position könnte durch die BSA-Anbindung verursacht worden sein und auf
eine Veränderung der Amidgruppe des BSAs hindeuten. Außerdem ist eine Abhän-
gigkeit zwischen dem pH-Wert der Funktionalisierung sowie der Beladung mit BSA
zu erkennen. Die BSA-Beladung ist bei einer vorherigen Funktionalisierung im Basi-
schen (pH 9 und pH 10,3) wesentlich geringer, welches im FTIR-Spektrum anhand des
nicht ausgeprägten BSA-Doppelpeaks und in der quantitativen Bestimmung mit der
Bradford-Methode ersichtlich wird (vgl. Abb. 5.16).

Diese Beobachtung zeigt eine Gegenläufigkeit zwischen der absorbierten Menge des
Dopamins und des BSAs. Je mehr Dopamin auf den Partikeln gebunden ist, desto
weniger BSA bindet an der Partikeloberfläche. Eine mögliche Ursache ist, dass das
Dopamin während der Anbindung eine Cyclierungsreaktion durchläuft, dadurch die
Aminogruppe nicht mehr zugänglich für das Proteinmolekül ist und somit keine Bin-
dung zwischen der Funktionalisierungssubstanz und des Proteins ausgebildet werden
kann. Voraussetzung dafür ist, dass Dopamin eine zweizähnige Anbindung an den Par-
tikeln eingegangen ist und damit die beiden Hydroxylgruppen nicht für die Bindung
des Proteins zur Verfügung stehen.

Eine weitere Erklärung wäre eine induzierte Partikelagglomeration durch die funktio-
nalisierende Substanz. Da sich der IEP der Substanz in der Regel zu niedrigeren pH-
Werten verschiebt und somit eine elektrostatische Stabilisierung im Neutralen einher-
geht, kann es nur zu einer Vernetzungsreaktion der Partikel mit Dopamin als Brücken-
molekül gekommen sein. In Abbildung 5.17 (a) und (b) sind REM-Aufnahmen der mit
DA funktionalisierten Partikeln zu sehen. Bei der Funktionalisierung in Wasser, bei
der kaum eine Beladung mit Dopamin stattgefunden hat (vgl. Abb. 5.17 (a)), liegen
die Partikel nicht so stark agglomeriert vor wie bei einer Funktionalisierung bei einem
pH-Wert von 9 (vgl. Abb. 5.17 (b)). Durch die verstärkte Agglomeration der funktio-
nalisierten Partikel verringert sich die spezifische Oberfläche und somit können sich
weniger Proteine anlagern.

Vergleicht man den Einfluss des pH-Wertes der Immobilisierung in den FTIR-Spektren
(vgl. Abb. 5.15 (a) und (b)) und die Abbildung der quantitativen Bestimmung der
Proteinbeladung (vgl. Abb. 5.16), ist erkennbar, dass kaum ein Unterschied der Prote-
inbeladung bei diesen beiden pH-Werten festzustellen ist.
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Abbildung 5.15: FTIR-Spektren DA funktionalisierter und BSA immobilisierter Magnetitpartikel
in Abhängigkeit des pH-Wertes der Funktionalisierung und Immobilisierung: (a) Reinstoffe: BSA und
industrieller Magnetit (Mi) sowie die in Wasser funktionalisierten DA-Magnetitpartikel, (b) funktio-
nalisierte und BSA immobilisierte Magnetitpartikel, deren Immobilisierung in Wasser stattfand, (c)
funktionalisierte und BSA immobilisierte Magnetitpartikel, deren Immobilisierung in 0, 1mol · l−1 EA-
Puffer bei pH 5,7 stattfand. Funktionalisierung erfolgte 24 h in 5, 2mmol · l−1 DA-Lösung bei pH 4 und
5,7 in 0, 1mol · l−1 EA, pH 7, 9 und 10,3 in 0, 1mol · l−1 Trispuffer sowie Wasser und DMF. Immobili-
sierung erfolgte in Reinstwasser und 0, 1mol · l−1 EA-Puffer bei pH 5,7 mit einer BSA-Konzentration
von 1mg ·ml−1 über 20 h. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.
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Abbildung 5.16: Quantitative Proteinbestimmung DA funktionalisierter und BSA immobilisierter
Magnetitpartikel in Abhängigkeit des pH-Wertes der Funktionalisierung und der Immobilisierung.
Schwarz: Immobilisierung in Wasser, blau: Immobilisierung in 0, 1mol · l−1 EA-Puffer bei pH 5,7.
Funktionalisierungszeit und -konzentration betrugen 6 h und 5, 2mmol · l−1 DA-Lösung. Immobilisie-
rung von BSA fand über 20 h bei einer Konzentration von 1mg ·ml−1 statt. Magnetitkonzentration
betrug 1, 2mg ·ml−1.

Zusätzlich bestätigt sich die pH-Wertabhängigkeit der Funktionalisierung auf die Im-
mobilisierung bei einer Durchführung in Wasser. Dieses analoge Verhalten ist sehr gut
in der Proteinbestimmung nach Bradford zu erkennen (vgl. Abb. 5.16), zeigt sich aber
auch bei genauerem Vergleich der FTIR-Spektren (vgl. Abb. 5.15 (a) und (b)). Die
charakteristischen Banden von Magnetit sind auch nach der Immobilisierung noch in
den niedrigeren Wellenzahlenbereichen deutlich sichtbar.

  

 
Abbildung 5.17: REM-Aufnahmen DA funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängigkeit des
pH-Wertes der Funktionalisierung: (a) Funktionalisierung in Wasser, (b) Funktionalisierung in
0, 1mol · l−1 Trispuffer bei pH 9. Funktionalisierung erfolgte 6 h in 5, 2mmol · l−1 DA-Lösung. Ma-
gnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.
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Abbildung 5.18: FTIR-Spektren DOPA funktionalisierter und BSA immobilisierter Magnetitpartikel
in Abhängigkeit des pH-Wertes der Funktionalisierung und Immobilisierung: (a) Reinstoffe: BSA und
industrieller Magnetit(Mi) sowie die in Wasser funktionalisierten DOPA-Magnetitnanopartikel, (b)
funktionalisierte und BSA immobilisierte Magnetitpartikel, deren Immobilisierung inWasser stattfand,
(c) funktionalisierte und BSA immobilisierte Magnetitpartikel, deren Immobilisierung in 0, 1mol · l−1

EA-Puffer bei pH 5,7 stattfand. Funktionalisierung erfolgte 24 h in 5, 2mmol · l−1 DOPA-Lösung bei
pH 4 und 5,7 in 0, 1mol · l−1 EA, pH 7, 9 und 10,3 in 0, 1mol · l−1 Trispuffer sowie Wasser und
DMF. Immobilisierung erfolgte in Reinstwasser und 0, 1mol · l−1 EA-Puffer bei pH 5,7 mit einer
BSA-Konzentration von 1mg ·ml−1 über 20 h. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.
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In Abbildung 5.18 sind die FTIR-Spektren der mit DOPA funktionalisierten und BSA
immobilisierten Partikel dargestellt. Es kann die charakteristische BSA-Doppelbande
bei 1647 cm−1 und 1534 cm−1 detektiert werden, was auf eine Anbindung von BSA
schließen lässt. Vergleicht man die pH-Werte der Immobilisierung, wird eine höhere
Proteinbeladung von BSA bei einer Anbindung bei einem pH-Wert von 5,7 ersichtlich,
welche durch den Wert des IEP des Proteins erklärt werden kann. Anderseits könnte
im Vergleich zu einer Anbindung in Wasser auch die Aminogruppe der funktionalisier-
ten Substanz zugänglicher für eine Anbindung des Proteins sein, falls sie protoniert
vorliegen würde. Falls es nur zu einer einzähnigen Bindung des Moleküls kommt, wäre
auch die Hydroxylgruppe im sauren pH-Bereich aktiver als im neutralen Bereich.

Betrachtet man die Abbildung 5.18 (c) und vergleicht die Bandenintensitäten fällt auf,
dass eine verbesserte Proteinanbindung im neutralen bis schwach basischen pH-Bereich
stattgefunden hat. Dies zeigt sich auch im Verlauf der Beladung von DOPA (vgl. Abb.
5.13 (c)) und entspricht so einer erhöhten BSA-Beladung bei einer besseren Funktio-
nalisierung. Bei einer Immobilisierung in Wasser (vgl. Abb. 5.18 (b)) ist eine geringere
Proteinbeladung erkennbar. Die maximale Bandenintensität weist das Spektrum bei
einem pH-Wert der Funktionalisierung von 4 auf. Bei diesem pH-Wert wird von einer
geringen DOPA-Beladung ausgegangen (vgl. Abb. 5.13 (c)). Aufgrund dessen wird an-
genommen, dass das Protein direkt an der reaktiven Magnetitoberfläche unspezifisch
adsorbiert und dies somit zu einer erhöhten Beladung führt. Alle Spektren weisen auch
nach der Immobilisierung die charakteristischen Banden im niedrigen Wellenzahlbe-
reich von Magnetit auf.
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Abbildung 5.19: Zetapotentialverläufe DOPA funktionalisierter und BSA immobilisierter Magne-
titpartikel. Funktionalisierung erfolgte 6 h in 5, 2mmol · l−1 DOPA-Lösung bei pH 7 in 0, 1mol · l−1

Trispuffer. Immobilisierung von BSA fand über 20 h mit einer Konzentration von 1mg ·ml−1 bei einem
pH-Wert von 5,7 in 0, 1mol · l−1 EA-Puffer statt. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.

Die Verläufe des Zetapotentials der mit DOPA funktionalisierten sowie der funktiona-
lisierten und immobilisierten Magnetitpartikel sind in Abbildung 5.19 dargestellt. Die
Funktionalisierung fand bei pH 7 in 0, 1 mol · l−1 Trispuffer statt. Der IEP hat sich von



92 KAPITEL 5. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

7,3 auf 3,6 in Folge der Funktionalisierung verändert. Diese Veränderung der Oberflä-
chenladungseigenschaften ist auf die Anbindung der Funktionalisierungsmoleküle und
der damit verbundenen Einführung neuer funktioneller Gruppen zurückzuführen. Da-
durch hat sich die Stabilität im neutralen pH-Bereich vergrößert. Bei einem Zetapo-
tential, welches betragsmäßig höher als |20|mV ist, geht man von einer stabilisierten
Suspension aus, die bei pH-Werten größer oder gleich 6 erreicht wird.

Eine anschließende Proteinanbindung führt zu einer weiteren Veränderung der Ober-
flächenladungen, so dass der IEP nach der Proteinanbindung 4,8 beträgt. Die Verände-
rung lässt sich dadurch erklären, dass der IEP des reinen BSAs zwischen 4,7-5,4 liegt
und somit die Partikeloberflächenladung von den BSA-Eigenschaften bestimmt wird.
Dagegen besteht das Partikelgerüst weiterhin aus Magnetit, was in den Röntgenbeu-
gungsspektren der funktionalisierten und immobilisierten Partikel ersichtlich wird (vgl.
Abb. 5.20). Die Suspensionsstabilität verändert sich nur gering durch die Anbindung
von BSA, so dass die Partikel ein Zetapotential ≥ |20|mV ab einem pH-Wert größer
als 6,8 aufweisen. Insgesamt vergrößert sich ihre Stabilität verglichen mit dem unbe-
handelten Magnetitpartikel, nimmt aber leicht mit der Immobilisierung ab.
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Abbildung 5.20: XRD-Spektren DOPA funktionalisierter und BSA immobilisierter Magnetitpartikel.
Funktionalisierung erfolgte 6 h in 5, 2mmol · l−1 DOPA-Lösung bei pH 7 in 0, 1mol · l−1 Trispuffer.
Immobilisierung von BSA fand über 20 h mit einer Konzentration von 1mg ·ml−1 bei einem pH-Wert
von 5,7 in 0, 1mol · l−1 EA-Puffer statt. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1. Die Spektren
Mi-DOPA, Mi-DOPA-BSA und BSA, rein haben einen Offset.

Die Röntgenbeugungsspektren, die in Abbildung 5.20 dargestellt sind, zeigen, dass das
charakteristische Magnetitspektrum nach der Funktionalisierung und Immobilisierung
erhalten geblieben ist und keine Strukturveränderung im Kristallinneren in Folge von
Oxidation oder Reduktion durch die Anbindung erkennbar ist. Der berechnete Par-
tikeldurchmesser der funktionalisierten Werte liegt in der gleichen Größe wie der des
unbehandelten Magnetits. Die Größenunabhängigkeit steht im Einklang mit den Ergeb-
nissen von Chen et al. Sie haben bei der Anbindung von Dopamin und Ascorbinsäure
an Hematitpartikeln auch ähnliche Gitterparameter nachgewiesen [248].



5.1. FUNKTIONALISIERUNG 93

Jedoch kann mit dieser Analysemethode nicht geklärt werden, ob die Koordination der
Oberflächenatome nach der Anbindung der phenolischen Substanzen mit zwei Hydro-
xylgruppen in ortho-Stellung beeinflusst wurde. In anderen Studien wurde bereits von
einer Umkoordinierung der Oberflächenatome berichtet. Durch die Anbindung von ko-
valent gebundenen Liganden wurden sogar die unausgerichteten Oberflächenspins (vgl.
Kapitel 2.3.4) in eine geordnertere Struktur gebracht und eine höhere magnetische Sät-
tigung Ms verglichen mit dem Ausgangsmaterial erreicht. Diese Ergebnisse wurden bei
einem Ligandenaustausch von Oleat durch Dopamin erzielt. Weiterhin wurde bei einer
zweizähnigen Anbindung von Dopamin und Ascorbinsäure an den unterkoordinierten
Fe3+-Oberflächenbindungsstellen von einer Umstrukturierung der oktaedrischen triva-
lenten Eisenionenoberflächenumgebung berichtet, welche sich der Struktur des makro-
skaligen α− Fe2O3 annäherte [242].

So kann nicht aufgrund der gleichbleibenden inneren Kristallstruktur eine spezifische
Bindung ausgeschlossen werden; wichtig ist hier die Veränderung der Oberflächena-
tomanordnung zu berücksichtigen [252]. Die Verschiebung der Bandenlage im FTIR-
Spektrum der funktionalisierten Partikel verglichen mit der reinen Funktionalisierungs-
substanz weist auf eine Veränderung der Koordination der Funktionalisierungsmolekü-
le hin, was ein Indiz für eine spezifische Anbindung sein könnte. Betrachtet man das
XRD-Spektrum der funktionalisierten und immobilisierten Magnetitpartikel, sind hin-
zukommende Peaks in niedrigen 2-Theta Bereichen bei ca. 12 ◦ zu erkennen. Diese
zusätzlichen Peaks sind auf die Reflexion des kristallinen Aufbaus des BSAs zurückzu-
führen und auch beim BSA-Reinstoff anzutreffen. Weiterhin sind die charakteristischen
Peaks des Magnetits unverändert erkennbar und bilden somit den Partikelkern.

Zusammenfassend lässt sich für die mit Dopamin funktionalisierten Partikel eine ver-
stärkte Anbindung im Basischen feststellen. Die Fähigkeit der Cyclisierung von Dopa-
min könnte die Oxidation zum Chinon verzögern und zu einer besseren Affinität der
Bindungspartner führen. Die Anbindung von Dopamin verringert die Proteinbeladung,
was mit einer Vernetzungsreaktion und einer damit verbundenen Agglomeration der
funktionalisierten Partikel einhergeht. Andererseits kann aufgrund der Cyclisierung von
Dopamin die Aminogruppe des Moleküls nicht für die Proteinanbindung verfügbar sein.

Bei DOPA lässt sich ebenfalls eine erfolgreiche Anbindung nachweisen, was durch neu
auftretende Absorptionsbanden sowie der Veränderung des IEP nachgewiesen werden
konnte. Der optimale pH-Bereich einer Funktionalisierung liegt zwischen 7-9. Die Oxi-
dation des DOPAs zu seinem Chinon (bei pH-Wert 10,3) führt zu einer geringeren
Affinität und spiegelt sich in einer verminderten Anbindung wider. Die Proteinbela-
dung ist abhängig von der DOPA-Beladung und somit abhängig vom pH-Wert der
Funktionalisierung. Es konnte festgestellt werden, dass es zu einer erhöhten Proteinbe-
ladung bei einer besseren Anbindung des funktionalisierenden Moleküls kommt. Wei-
terhin wird eine höhere Proteinbeladung bei einem pH-Wert von 5,7 im Vergleich zur
neutralen Anbindung erreicht. Zusätzlich konnte keine Veränderung der Gitterstruktur
durch die Röntgenbeugungsspektren nachgewiesen werden, weshalb eine Oxidation des
Kristallinneren durch die Anbindung ausgeschlossen wird.
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5.1.3.2 Kaffeesäure

In Abbildung 5.21 (a) sind die Spektren der reinen Kaffeesäure und des industriel-
len Magnetits dargestellt. Dabei weist das Absorptionsspektrum der Kaffeesäure ei-
nige charakteristische Banden auf. Die Bande bei 3434 cm−1 stellt die intermolekula-
ren Brückenbindungen zwischen den OH-Gruppen dar [237]. Der nachfolgende Wel-
lenzahlenbereich wird als „Fingerabdruck“ für aromatische Verbindungen bezeichnet.
So repräsentieren die Wellenzahlen 1645 cm−1, 1620 cm−1 und 1600 cm−1 die C=O-
Doppelschwingungen [205, 253], die aromatische C=C-Doppelbindung [205] und die
Schwingungen der Carboxylgruppe [134]. Die Banden bei 1451 cm−1 und 1280 cm−1

charakterisieren die C-H-Schwingungen [205, 237], wobei die letztere für Ph-O-Schwin-
gungen oder O-H-Schwingungen [253] stehen könnte.

Die Spektren der mit CA funktionalisierten Partikel sind in Abbildung 5.21 (b) dar-
gestellt und verglichen mit den Spektrum des reinen Magnetits sind neue charakte-
ristische Banden anzutreffen. Die auffälligste Bande liegt bei 1284 cm−1 und weitere
Banden sind bei 1627 cm−1 1489 cm−1 sichtbar. Die Banden lassen sich bei leicht ver-
schoben Wellenzahlen im Vergleich zum Reinstoff wiederfinden. So steht die Bande bei
1284 cm−1 für phenolische Verbindungen. Bei der Wellenzahl von 1627 cm−1 entsteht
eine neue Bande, die zum einen für aromatische C=C-Doppelschwingungen oder der
Schwingung der Carboxylgruppe stehen könnte. Das Auftreten dieser Bande könnte
die freie Schwingung der Carboxylgruppen zeigen, was eine Anbindung der Kaffeesäu-
re durch ihre Carboxylgruppe an der Magnetitoberfläche unwahrscheinlich macht. Da-
durch ist die Anbindung mit den phenolischen Hydroxylgruppen denkbarer, was bereits
in anderen Veröffentlichungen durch die Anbindung an unterkoordinierten trivalenten
Eisenionenanbindungsstellen detektiert wurde [242]. Die Bande bei 1489 cm−1 stellt
die C-H-Schwingung dar. Die leichte Verschiebung der Banden ist auf die Anbindung
von Kaffeesäure an der Magnetitoberfläche und die dadurch entstehende strukturelle
Veränderung zurückzuführen.

Weiterhin sind die Absorptionsbanden der OH-Gruppen verschoben. In den Reinstof-
fen CA und Mi liegt diese Bande bei 3434 cm−1 und 3435 cm−1, wogegen sie nach der
Funktionalisierung bei 3401 cm−1 detektiert wurde. Bei den Banden 1489 cm−1 und
1284 cm−1 sind geringere Unterschiede in den Intensitäten der Bandenhöhe erkennt-
lich, was auf eine pH-Wertabhängigkeit der Anbindung schließen lässt. Auffällig ist
auch, dass die Bandenhöhe im basischen Bereich bei beiden Proben geringer ist und
somit von einer niedrigeren Anbindung ausgegangen werden kann. Dagegen ist eine
höhere Bandenintensität bei einer Anbindung im Neutralen oder Sauren verzeichnet
worden. Die Gründe hierfür sind elektrostatischer Natur. Im Neutralen liegt die Ma-
gnetitpartikeloberfläche aufgrund des IEP bei pH 7 relativ ungeladen vor, weshalb die
Kaffeesäuremoleküle nicht von der Magnetitoberfläche abgestoßen werden. Dagegen
liegen die Kaffeesäuremoleküle im basischen Bereich häufiger in deprotonierter und
oxidierter Form als Chinon vor. Falls die Anbindung über die Komplexierung der zwei
Hydroxylgruppen der Kaffeesäure ablaufen würde, wäre das Chinon aufgrund der un-
terschiedlichen Wechselwirkungsenergien nicht so affin gegenüber der Oberfläche und
die Anbindung wäre vermutlich nicht so stark. Binbuga et al. haben herausgefunden,
dass im alkalischen pH-Bereich (oberhalb von einem pH-Wert von 8,8) die Komplexie-
rung von Brenzkatechin mit bivalenten Eisenionen im Vergleich zum neutralen Bereich
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um 50% reduziert wurde [254]. Bei der Komplexierung mit Titandioxid und Brenzka-
techin wurden zwei verschiedene Komplexe nachgewiesen, wobei es sich um ein- und
zweikernige Komplexe handelt. Jedoch wiesen sie gleiche Spektren auf. Es wird davon
ausgegangen, dass der einkernige im Vergleich zum zweikernigen Komplex instabiler ist
[253].
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Abbildung 5.21: FTIR-Spektren CA funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängigkeit des pH-
Wertes: (a) Reinstoffe: Kaffeesäure (CA) und industrieller Magnetit (Mi), (b) funktionalisierte CA-
Magnetitpartikel. Funktionalisierung erfolgte 24 h in 5, 2mmol · l−1 CA-Lösung bei pH 4 und 5,7
in 0, 1mol · l−1 EA, pH 7, 9 und 10,3 in 0, 1mol · l−1 Trispuffer. Magnetitkonzentration betrug
1, 2mg ·ml−1.
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Abbildung 5.22: FTIR-Spektren CA funktionalisierter und BSA immobilisierter Magnetitpartikel
in Abhängigkeit des pH-Wertes der Funktionalisierung und Immobilisierung: (a) Reinstoffe: BSA
und industrieller Magnetit (Mi) sowie die in 0, 1mol · l−1 Trispuffer bei pH 9 funktionalisierten CA-
Magnetitnanopartikel, (b) funktionalisierte und BSA immobilisierte Magnetitpartikel, deren Immo-
bilisierung in Wasser stattfand, (c) funktionalisierte und BSA immobilisierte Magnetitpartikel, deren
Immobilisierung in 0, 1mol · l−1 EA-Puffer bei pH 5,7 stattfand. Funktionalisierung erfolgte 24 h in
5, 2mmol · l−1 CA-Lösung bei pH 4 und 5,7 in 0, 1mol · l−1 EA, pH 7, 9 und 10,3 in 0, 1mol · l−1

Trispuffer sowie Wasser und DMF. Magnetitkonzentration 1, 2mg ·ml−1. Immobilisierung erfolgte in
Reinstwasser und 0, 1mol · l−1 EA-Puffer bei pH 5,7 mit einer BSA-Konzentration von 1mg ·ml−1

über 20 h. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.

In Abbildung 5.22 sind die FTIR-Spektren der funktionalisierten und immobilisierten
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Partikel gezeigt, bei denen die neu auftretende BSA-Doppelbande auffällig ist. Diese
BSA-Bande ist bei der Anbindung in Wasser (vgl. Abb. 5.22 (b)) im Vergleich zum
Reinstoff an leicht unterschiedlichen Positionen bei 1647 cm−1 und 1535 cm−1 zu de-
tektieren. Weiterhin ist zu erkennen, dass die Doppelbande bei einer vorangegangenen
Funktionalisierung im basischen pH-Bereich nicht so ausgeprägt ist. Diese Beobachtung
spiegelt sich in den Ergebnissen der Proteinbestimmung nach Bradford wider (vgl. Abb.
5.23).

Die beiden Ergebnisse der FTIR-Spektren und der Proteinbeladung gehen konform.
Die Proteinanbindung nimmt mit steigendem pH-Wert der Funktionalisierung ab und
nimmt mit sinkendem pH-Wert der Funktionalisierung und steigendem Kaffeesäurege-
halt zu. Weiterhin ist bei beiden Analysen ersichtlich, dass eine höhere Proteinbeladung
bei einen pH-Wert von 5,7 im Vergleich zu einer Anbindung in Wasser festzustellen ist
(vgl. Abb. 5.23 und 5.22 (c) und (d)).

Ein pH-Werteinfluss durch die vorangehende Funktionalisierung auf die Immobilisie-
rung ist erkennbar. Mit der quantitativen Proteinbestimmung wird die höchste Be-
ladung bei einem pH-Wert der Funktionalisierung und der Immobilisierung von 5,7
verzeichnet. Sie beträgt 0, 77 mgBSA ·mg−1

Magnetit. Die pH-Wertabhängigkeit der Funk-
tionalisierung lässt sich in zwei Bereiche aufteilen. Im ersten Bereich mit pH-Werten
von 4-7 werden Beladungen zwischen 0, 71 − 0, 77 mgBSA ·mg−1

Magnetit erzielt. Im zwei-
ten, den basischen, pH-Bereich von 9-10,3 hat kaum bzw. keine Beladung stattgefunden.
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Abbildung 5.23: Quantitative Proteinbestimmung CA funktionalisierter und BSA immobilisierter
Magnetitpartikel in Abhängigkeit des pH-Wertes der Funktionalisierung und der Immobilisierung.
Schwarz: Immobilisierung in Wasser, blau: Immobilisierung in 0, 1mol · l−1 EA-Puffer bei pH 5,7.
Funktionalisierungszeit und -konzentration betrugen 6 h und 5, 2mmol · l−1 CA-Lösung. Immobilisie-
rung von BSA fand über 20 h bei einer Konzentration von 1mg ·ml−1 statt. Magnetitkonzentration
betrug 1, 2mg ·ml−1.

Wenn die Kaffeesäure einen zweizähnigen Komplex über die phenolischen Hydroxyl-
gruppen in para-Stellung ausbildet, kommt für die Proteinanbindung nur die Carboxyl-
gruppe der Kaffeesäure in Frage, welche nach der Funktionalisierung im FTIR detek-
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tiert wurde und somit frei für eine Anbindung wäre. Aus der Literatur ist bekannt,
dass Zimtsäuren, zu denen die Kaffeesäure gehört, eine stärkere Proteinbindungsaffini-
tät verglichen mit anderen phenolischen Substanzen besitzen [240].

Die Verläufe des Zetapotentials der funktionalisierten und immobilisierten Partikel sind
in Abbildung 5.24 denen der Verläufen der unbehandelten Partikel gegenübergestellt.
Sie zeigen eine deutliche Veränderung der Oberflächenladungseigenschaften hinsicht-
lich der Lage ihrer IEP. Durch die Funktionalisierung mit Kaffeesäure wird der IEP
des unbehandelten Magnetits von einem pH-Wert 7,3 auf 3,3 verändert. Durch die
Funktionalisierung mit CA wurden die Oberflächenladungsverhältnisse modifiziert, was
aufgrund der Einführung neuer funktioneller Gruppen auf der Oberfläche geschieht. So
werden nun die Oberflächenladungen durch die Funktionalisierung dominiert, während
vorher die OH-Gruppen des Magnetits den IEP bestimmten. Durch den Austausch der
funktionellen Gruppen durch die Carboxylgruppen der Kaffeesäure werden positive La-
dungen neutralisiert, einhergehend mit der Erhöhung der negativen Nettoladung. Das
Phänomen führt zum Abfall des IEP nach der Funktionalisierung. Durch die Oberflä-
chenladungsveränderung und der damit erhöhten Oberflächenladungsdichte sowie der
Ausdehnung der diffusen Schicht der Partikel kommt es zu einer Stabilisierung auf
elektrostatischem Wege. Im neutralen pH-Bereich wurde der Betrag des Zetapotentials
im Vergleich zum unbehandelten Partikel deutlich erhöht, was eine Suspensionsstabili-
sierung mit sich bringt. Durch die Adsorption der BSA-Moleküle wird der IEP wieder
zu einem Wert von 4,9 verändert, wodurch sich auch die Proteinanbindung bestätigen
lässt. Diese Veränderung wird durch die Oberflächenladungseigenschaften des BSA be-
stimmt und der IEP nähert sich dem IEP des Reinstoffes an, der bei einem pH-Wert
zwischen 4,7-5,4 liegt. Die Proteinimmobilisierung führt somit zu einem veränderten
Oberflächenpotential, was zu einer Destabilisierung im neutralen pH-Bereich führt.
Dennoch ist die Stabilität gegenüber den unbehandelten Magnetitpartikeln verbessert
worden. Insgesamt zeigt die Funktionalisierung mit Kaffeesäure und der nachfolgenden
Immobilisierung eine starke Beeinflussung der Oberflächenladungsverhältnisse.
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Abbildung 5.24: Zetapotentialverläufe CA funktionalisierter und BSA immobilisierter Magnetitpar-
tikel. Funktionalisierung erfolgte 6 h in 5, 2mmol · l−1 CA-Lösung bei pH 7 in 0, 1mol · l−1 Trispuffer.
Immobilisierung von BSA fand über 20 h mit einer Konzentration von 1mg ·mg−1 bei einem pH-Wert
von 5,7 in 0, 1mol · l−1 EA-Puffer statt. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.
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Vergleicht man in REM-Aufnahmen den Grad der Agglomeration mit den vorherigen
Suspensionsstabilitätsergebnissen erkennt man, dass die Funktionalisierung zu keiner
verstärkten Agglomeration führt. Dies wird in den Abbildung 5.25 (a) und (b) ersicht-
lich. Die beiden REM-Aufnahmen unterscheiden sich im pH-Wert der Funktionalisie-
rung, wobei eine erhöhte Anbindung der Kaffeesäure im Sauren stattgefunden hat.
Dennoch zeigen beide Bilder etwa einen gleich niedrigen Agglomerationsgrad. Dage-
gen wird der Agglomerationsgrad nach der Immobilisierung durch die BSA-Anbindung
erhöht (vgl. Abb. 5.25 (c) und (d)). Vergleicht man aber die pH-Werte der Funktionali-
sierung untereinander, wird ersichtlich, dass bei einer Funktionalisierung im Basischen,
die eine geringere Kaffeesäurebeladung aufweist, eine stärkere Agglomeration durch die
Proteinanbindung auftritt, als bei einer Funktionalisierung im Sauren, so dass durch
eine höhere Beladung der Kaffeesäure die proteininduzierte Agglomeration minimiert
wird. Diese Beobachtung wurde trotz einer wesentlich höheren Proteinbeladung der
funktionalisierten Partikel bei einem pH-Wert von 5,7 gemacht (vgl. Abb. 5.23).

  
 

  
 

Abbildung 5.25: REM-Aufnahmen CA funktionalisierter und BSA immobilisierter Magnetitpartikel
in Abhängigkeit des pH-Wertes der Funktionalisierung: (a) 0, 1mol · l−1 EA bei pH 5,7 funktionali-
sierte Magnetitpartikel, (b) 0, 1mol · l−1 Trispuffer bei pH 9 funktionalisierte Magnetitpartikel, (c)
funktionalisierte und immobilisierte Magnetitpartikel, Funktionalisierung 0, 1mol · l−1 Trispuffer bei
pH 7, Immobilisierung 0, 1mol · l−1 EA bei pH 5,7, (d) funktionalisierte und immobilisierte Magnetit-
partikel, Funktionalisierung 0, 1mol · l−1 Trispuffer bei pH 9, Immobilisierung 0, 1mol · l−1 EA bei pH
5,7. Funktionalisierung erfolgte 6 h in 5, 2mmol · l−1 CA-Lösung. Immobilisierung von BSA fand über
20 h mit einer Konzentration von 1mg ·mg−1 statt. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.

Die Spektren der Röntgenbeugung der mit Kaffeesäure funktionalisierten Partikeln bei
einem pH-Wert von 7 und einer anschließenden Proteinanbindung bei einem pH-Wert
von 5,7 sind in Abbildung 5.26 zu sehen. Die Magnetitkristallstruktur ist nach der
Funktionalisierung erhalten geblieben, da es zu keiner Verschiebung und keinen neuen
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Peaks kommt. Die Berechnungen der Gitterkonstante und der Kristallgröße sind nahe-
zu identisch mit denen des unbehandelten Magnetits. Daraus lässt sich schließen, dass
es zu keiner Oxidation durch die Funktionalisierung kam. Jedoch kommt es nach der
BSA-Anbindung zu einer Beugungserscheinung bei 12 ◦ auf der 2-Theta-Achse, die auf
die Kristallstruktur des BSA zurückzuführen ist.
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Abbildung 5.26: XRD-Spektren CA funktionalisierter und BSA immobilisierter Magnetitpartikel.
Funktionalisierung erfolgte 6 h in 5, 2mmol · l−1 CA- Lösung bei pH 7 in 0, 1mol · l−1 Trispuffer.
Immobilisierung von BSA fand über 20 h mit einer Konzentration von 1mg ·ml−1 bei einem pH-Wert
von 5,7 in 0, 1mol · l−1 EA-Puffer statt. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1. Die Spektren
Mi-CA, Mi-CA-BSA und BSA, rein haben einen Offset.

Insgesamt konnte eine erfolgreiche Anbindung von Kaffeesäure an Magnetitpartikeln
erreicht werden, die jedoch vom pH-Wert der Funktionalisierung abhängt. Die höchs-
ten Beladungen wurden im neutralen pH-Bereich erreicht, wogegen die niedrigsten im
Basischen festgestellt wurden. Es wird davon ausgegangen, dass eine Komplexierung
zwischen den phenolischen Hydroxylgruppen der Kaffeesäure und dem Magnetit aus-
gebildet wird und dass die Carboxylgruppe nicht an die Partikeloberfläche gebunden
wird. Eine geförderte Agglomeration durch die Funktionalisierung mit Kaffeesäure wird
nicht festgestellt. Eine anschließende Immobilisierung hat gezeigt, dass die vermehrte
Kaffeesäureanbindung zu einer erhöhten Proteinbeladung führt. Dies könnte auf die
Prävention der proteininduzierten Agglomeration der Kaffeesäure durch die vorange-
gangene Funktionalisierung zurückzuführen sein. Hinzu kommt die erhöhte Affinität
der Carboxylgruppe der Kaffeesäure im Vergleich zu den funktionellen OH-Gruppen
des Magnetits. Weiterhin wurden veränderte Oberflächenladungsverhältnisse nach der
Funktionalisierung und Immobilisierung festgestellt und eine erhöhte Suspensionssta-
bilität im Vergleich zu den unbehandelten Partikeln erreicht. Die Bindungsstabilität
von Kaffeesäure wird als stark eingestuft, da es im Vergleich zu den Vorversuchen, bei
denen Kaffeesäure und BSA parallel angebunden wurden, zu keiner Störung des Prote-
intests kam. Aufgrund der starken Bindung kann man von einer zweizähnigen Bindung
ausgehen.
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5.1.3.3 Gallussäure

In Abbildung 5.27 sind die FTIR-Spektren der Reinstoffe (a) und der mit Gallus-
säure funktionalisierten Partikel (b) dargestellt. Bei einer genaueren Betrachtung des
Spektrums der reinen Gallussäure lassen sich einige charakteristische Banden erken-
nen. Bei der Wellenzahl von 3280 cm−1 handelt es sich um eine Überlagerung von
OH-Schwingungen der intermolekularen Wasserstoffbrücken, die im Bereich von 3200−
3600 cm−1 auftreten und≡ C−H-Schwingungen, die bei einer Wellenzahl von 3300 cm−1

erscheinen. Die Bande bei 3000 cm−1 repräsentiert eine =C-H-Schwingung, die häu-
fig in Aromaten anzutreffen ist und üblicherweise durch drei Banden charakterisiert
wird [134]. Die Banden 1669 cm−1 und 1612 cm−1 stehen für C=O-Dehnungsschwingun-
gen und C=C-Doppelschwingungen. Die Bande 1426 cm−1 stellt aromatische CC-Deh-
nungsschwingungen dar [205, 253]. Die Biegeschwingung in der Ebene der OH-Gruppe
zeigt sich durch die Bande 1321 cm−1, wogegen die Ph-O-Dehnungsschwingung bei
1221 cm−1 sichtbar wird. Bei der Bande 1027 cm−1 handelt es sich um aromatische C-
H-Deformierungsschwingungen [253].

Vergleicht man die mit Gallussäure funktionalisierten Partikel (vgl. Abb. 5.27 (b))
mit den beiden Reinstoffen werden zwei neu auftretende bzw. erhöhte Absorptions-
banden sichtbar. Diese befinden sich bei den Wellenzahlen 1637 cm−1 und 1384 cm−1.
Weiterhin wird eine zusätzliche kleine Bande bei 1119 cm−1 detektiert, die besonders
bei einem pH-Wert der Funktionalisierung von 7 ausgeprägt ist. Durch die Detekti-
on der neuen Banden wird generell eine Anbindung von Gallussäure gezeigt. Jedoch
wird keine Bande exakt nachgewiesen. Bei der Wellenzahl von 1637 cm−1 dürfte es
sich um die charakteristischen C=O-Dehnungsschwingungen oder aromatische Dop-
pelschwingungen handeln, die aufgrund der Anbindung verschoben worden sind. Die
Banden bei 1119 cm−1 und 1384 cm−1 können die verschobenen Phenol- und die O-H-
Biegeschwingungen repräsentieren.

Eine pH-Wertabhängigkeit ist aufgrund einer nicht erkennbaren Reihenfolge der Ban-
denintensitäten nicht gegeben. Eine geringe Affinitätsänderung bezüglich einer pH-
Wertänderung wurde von Araujo et al. bei der Bindung von Gallussäure an Titan-
dioxid bemerkt [253]. Eine Anbindung der Gallussäure über die COOH-Gruppe kann
aufgrund der FTIR-Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden, da die COO−-Bande nicht
im Spektrum der funktionalisierten Partikel erscheint, deren charakteristische Wellen-
zahl bei 1560 − 1610 cm−1 [134] liegt. So ist auch eine Anbindung über diese Gruppe
denkbar. Gu et al. haben Adsorptionsversuche mit natürlicher organischer Materie an
Goethit durchgeführt und festgestellt, dass die wichtigsten funktionellen Gruppen in
der Adsorptionsreaktion neben den Hydroxylgruppen die Carboxylgruppen sind [117].
Laut Araujo et al. soll Gallussäure an der Titandioxidoberfläche chemisorbieren. Durch
die Komplexierung der zwei Hydroxylgruppen mit der Titandioxidoberfläche soll eine
ein- oder zweikernige Bindung entstehen (vgl. Kapitel 2.4.1). Dabei soll die Stabilität
der Bindungen nicht durch die dritte Hydroxylgruppe der Gallussäure beeinflusst wer-
den [253].

Es wird angenommen, dass der Proteintest nach Bradford durch das Ablösen der funk-
tionalisierten Substanz beeinflusst wurde, was zu unterschiedlichen Ergebnissen der
Proteinanbindung im FTIR und des Proteintest führte. Dies deutet auf eine nicht
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stabile Bindung hin. Daraus lässt sich schließen, dass die Gallussäure keinen stabilen
Oberflächenkomplex über die beiden Hydroxylgruppen bildet. Die Ursache dafür, dass
es zu keiner zweizähnigen Anbindung kommt, könnte in der sterischen Hinderung durch
die dritte Hydroxylgruppe begründet sein (vgl. Kapitel 2.4.3.2). Eine sterischen Hinde-
rung wird auch von Gu et. al bei der Adsorption von natürlicher organischer Materie an
Goethit beschrieben [117]. Die Ausbildung einer stabilen Bindung von Gallussäure und
Titandioxid kann in der unterschiedlichen Kristallstruktur und den Bindungsaffinitäten
begründet sein.
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Abbildung 5.27: FTIR-Spektren GA funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängigkeit des pH-
Wertes: (a) Reinstoffe: Gallussäure (GA) und industrieller Magnetit (Mi), (b) funktionalisierte GA-
Magnetitpartikel. Funktionalisierung erfolgte 24 h in 20, 8mmol · l−1 GA-Lösung bei pH 4 und 5,7 in
0, 1mol · l−1 EA, pH 7, 9 und 10,3 in 0, 1mol · l−1 Trispuffer. Magnetitkonzentration 1, 2mg ·ml−1.
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Abbildung 5.28: FTIR-Spektren GA funktionalisierter und BSA immobilisierter Magnetitpartikel
in Abhängigkeit des pH-Wertes der Funktionalisierung und Immobilisierung: (a) Reinstoffe: BSA und
industrieller Magnetit (Mi) sowie die in Wasser funktionalisierten GA-Magnetitnanopartikel, (b) funk-
tionalisierte und BSA immobilisierte Magnetitpartikel, deren Immobilisierung in Wasser stattfand, (c)
funktionalisierte und BSA immobilisierte Magnetitpartikel, deren Immobilisierung in 0, 1mol · l−1 EA-
Puffer bei pH 5,7 stattfand. Funktionalisierung erfolgte 24 h in 20, 8mmol · l−1 GA-Lösung bei pH 4
und 5,7 in 0, 1mol · l−1 EA, pH 7, 9 und 10,3 in 0, 1mol · l−1 Trispuffer sowie Wasser und DMF.
Magnetitkonzentration 1, 2mg ·ml−1. Immobilisierung erfolgte in Reinstwasser und 0, 1mol · l−1 EA-
Puffer bei pH 5,7 bei einer BSA-Konzentration von 1mg ·ml−1 über 20 h. Magnetitkonzentration
betrug 1, 2mg ·ml−1.

Die Spektren der mit Gallussäure funktionalisierten und BSA immobilisierten Partikel
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sind in Abbildung 5.28 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass bei beiden pH-Werten der
Immobilisierung die charakteristischen Doppelpeaks durch Amidschwingungen hervor-
gerufen werden, es aber zu einer leichten Verschiebung der Bande kommt. Die Ban-
denpositionen liegen bei reinem BSA bei 1655 cm−1 und 1542 cm−1. Dagegen ist die
Lage der Banden bei den funktionalisierten und immobilisierten Partikeln in Abbil-
dung 5.28 (b) bei 1648 cm−1 und 1534 cm−1 und in Abbildung 5.28 (c) bei 1638 cm−1

und 1536 cm−1.

Dabei kommt es bei der Anbindung in Wasser zu einer verstärkten Verschiebung der
Bandenposition, was durch Quervernetzungen der Partikel untereinander hervorgerufen
werden könnte [240]. Diese signifikante Bandenverschiebung deutet auf eine Verände-
rung der Proteinstruktur hin, was weitere Auswirkungen hinsichtlich der Aktivität von
Biokatalysatoren haben könnte. Die Proteinbeladung bei einem pH-Wert von 5,7 (vgl.
Abb. 5.28 (c)) ist unabhängig von dem pH-Wert der Funktionalisierung und unter-
stützt somit die Aussage, dass unabhängig vom pH-Wert der Funktionalisierung die
gleiche Menge an Gallussäure adsorbiert wird und deshalb kein Unterschied bei der
Immobilisierung festgestellt werden kann.

Im Vergleich dazu zeigt die Immobilisierung in wässriger Lösung eine pH-Abhängigkeit
der vorangegangenen Funktionalisierung, da die charakteristische Doppelbande bei ba-
sischen pH-Werten im Wellenzahlenbereich 1534 cm−1 nicht sehr ausgeprägt ist. Eine
Erklärung dafür ist, dass sich Gallussäure abhängig vom pH-Wert der Funktionalisie-
rung während der Immobilisierung im Neutralen unterschiedlich stark ablöst, was folg-
lich zu einer unterschiedlichen Beladung führt. Somit ist die Beladung mit Gallussäure
unabhängig vom pH-Wert der Funktionalisierung, aber möglicherweise kommt es zur
einer stabileren Bindung in sauren Lösungen. Weiterhin liegt eine höhere Proteinbela-
dung bei einer Immobilisierung von pH 5,7 vor, was aufgrund der höheren Bandenhöhe
des BSA-Doppelpeaks in Abbildung 5.28 (c) im Vergleich in Abbildung 5.28 (b) zu
erkennen ist.

Bestätigt wird diese Aussage durch die Proteinbestimmungen nach Bradford (vgl. Abb.
5.29). Jedoch werden auch in diesem Proteintest Störungen bemerkt, was auf eine in-
stabile Anbindung der Gallussäure schließen lässt. Bei der Immobilisierung in wässriger
Lösung in DMF wird z.B. keine Beladung mittels des Proteintests nach Bradford nach-
gewiesen, wogegen im FTIR-Spektrum eine BSA-Doppelbande detektiert wird (vgl.
Abb. 5.28 (b), braun).
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Abbildung 5.29: Quantitative Proteinbestimmung GA funktionalisierter und BSA immobilisier-
ter Magnetitpartikel in Abhängigkeit des pH-Wertes der Funktionalisierung und Immobilisierung.
Schwarz: Immobilisierung in Wasser, blau: Immobilisierung in 0, 1mol · l−1 EA-Puffer bei pH 5,7.
Funktionalisierungszeit und -konzentration betrugen 6 h und 20, 8mmol · l−1 GA-Lösung. Immobili-
sierung von BSA fand über 20 h bei einer Konzentration von 1mg ·ml−1 statt. Magnetitkonzentration
betrug 1, 2mg ·ml−1.

Die in Abbildung 5.30 dargestellten REM-Aufnahmen verdeutlichen den Schutz der
Agglomeration der vorher mit Gallussäure funktionalisierten Partikel. In der Abbil-
dung (a) sind Magnetitpartikel ohne vorherige Funktionalisierung mit Gallussäure zu
sehen. Aufgrund der Vergleichbarkeit mit den funktionalisierten Partikeln wurden diese
auch in einem 0, 1 mol · l−1 Trispuffer bei pH 9 inkubiert und anschließend mit Protein
beladen. Beim Vergleich ist erkenntlich, dass die funktionalisierten Partikel eine gerin-
gere Neigung zu Agglomeration aufweisen, was auf die Funktionalisierung aber auch
auf unterschiedliche Proteinbeladungen zurückgeführt werden kann. Letzteres kann je-
doch durch Messungen von FTIR-Spektren und Proteinbestimmungen ausgeschlossen
werden. Da die Partikel ähnliche Beladungen aufweisen, schützt die vorherige Funktio-
nalisierung vor nachhaltiger Agglomeration bei der Proteinbeladung.

  

 
Abbildung 5.30: REM-Aufnahmen GA funktionalisierter und BSA immobilisierter Magnetitparti-
kel in Abhängigkeit der Funktionalisierungssubstanz: (a) BSA immobilisierte Magnetitpartikel oh-
ne Funktionalisierungssubstanz, (b) GA funktionalisierte und BSA immobilisierte Magnetitpartikel.
Funktionalisierung erfolgte 6 h in 20, 8mmol · l−1 GA-Lösung bei pH 9 in 0, 1mol · l−1 Trispuffer. Im-
mobilisierung von BSA fand über 20 h mit einer Konzentration von 1mg ·ml−1 in 0, 1mol · l−1 EA
bei pH 5,7 statt. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.
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Generell wird eine Beladung mit Gallussäure bei unterschiedlichen pH-Werten der
Funktionalisierung nachgewiesen, wobei die Menge der adsorbierten Moleküle pH-Wert
unabhängig ist. Es wird von einer geringen Bindungsstabilität ausgegangen, da die Er-
gebnisse der Proteinbestimmung nach Bradford beeinflusst wurden. Jedoch schützt eine
vorherige Funktionalisierung mit Gallussäure vor einer verstärken Agglomeration bei
der Proteinbeladung.

5.1.4 Vergleich der Substanzen

Generell konnte bei allen Funktionalisierungssubstanzen die Anbindung auf der Ma-
gnetitoberfläche nachgewiesen werden, was durch neu auftretende Banden im FTIR-
Spektrum der funktionalisierten Partikel belegt wurde. Weiterhin wurden in allen funk-
tionalisierten Proben die charakteristischen Banden von Magnetit detektiert. Bei allen
Substanzen, bei denen eine pH-Wertabhängigkeit besteht, lässt sich eine bevorzug-
te Anbindung bei einem pH-Wert von 7 feststellen, was auf die Lage des IEPs von
Magnetit zurückzuführen ist. Ein Vergleich der adsorbierten Mengen der Funktiona-
lisierungssubstanzen ist aufgrund der unterschiedlichen Bandenintensitäten der Rein-
stoffe schwierig. Jedoch ist auffällig, dass die Absorptionsintensitäten in den FTIR-
Spektren aller Funktionalisierungssubstanzen im gleichen Bereich liegen, was auf eine
Limitierung der Bindungsstellen hindeutet und eine spezifische Adsorption wahrschein-
lich macht. Dennoch ist die Intensität der neu auftretenden Banden sehr gering. Mit
der theoretischen Berechnung (vgl. Kapitel 3.3) würde die eingesetzte Konzentrati-
on der funktionalisierten Substanzen für eine Absättigung der Hydroxylgruppen an
der Magnetitoberfläche ausreichen. Jedoch würde dies bei einer molaren Masse von
200 g ·mol−1 eine Beladung von 5 mgfunkt.Substanz ·mg−1

Fe3O4
bedeuten, was zu höheren

Intensitäten der Bande führen müsste, wenn man sie mit den Schwingungsbanden der
Reinstoffe vergleicht. Dennoch ist zu berücksichtigen, dass die FTIR-Spektren der an-
gebundenen Funktionalisierungssubstanz beeinflusst werden, da das Molekül durch die
Bindung veränderte Schwingungsfreiheitsgrade besitzt. Folglich müsste die Sättigungs-
konzentration bzw. der Einfluss der Funktionalisierungszeit in weiteren Experimenten
untersucht werden.

Eine Aussage über die Bindungsstabilität der funktionalisierenden Substanzen an der
Magnetitpartikeloberfläche lässt sich anhand der Proteinbestimmung nach Bradford
treffen. Durch Störungen im Testsystem wird auf die Existenz der funktionalisierenden
Substanzen im Überstand bei der Proteinbestimmung geschlossen, die sich während
der Immobilisierung abgelöst haben. Diese Beobachtungen werden bei einer Funktio-
nalisierung mit Benzo- und Hydrochinon und Gallussäure gemacht. Es ist möglich,
dass Funktionalisierungssubstanzen aufgrund unzulänglicher Waschung im Überstand
verblieben sind. Dem widersprechen allerdings die Ergebnisse der Funktionalisierungs-
substanzen DOPA, Dopamin und Kaffeesäure, bei denen diese Störung des Tests nicht
detektiert werden konnte. Daher wird bei der letzteren Gruppe von einer stabileren
Bindung ausgegangen.

Die unterschiedlichen Bindungsstabilitäten der Funktionalisierungssubstanzen lassen
die Annahme unterschiedlicher Bindungsmechanismen zu. Bei den Substanzen Hydro-
und Benzochinon sind die Hydroxylgruppen in para-Stellung positioniert, weshalb eine
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Komplexierung über beide Hydroxylgruppen sterisch nicht möglich ist [235]. Die FTIR-
Spektren weisen auch darauf hin, dass nur eine Hydroxylgruppe am Bindungsprozess
beteiligt ist. Weiterhin könnten auch für die instabilen Bindungen Wasserstoffbrücken
und unspezifische Adsorption verantwortlich sein. Die Erkenntnis über die unterschied-
lichen Bindungsstabilitäten zeigt, dass anscheinend die phenolischen Substanzen mit
zwei Hydroxylgruppen in ortho-Stellung (DOPA, DA, CA) eine zweizähnige Bindung
eingehen, welche im Gegensatz zu einer einzähnigen Bindung stabiler ist.

Bei Gallussäure wird ein anderer Grund für die Instabilität der Bindung angenommen.
Sie besitzt insgesamt drei Hydroxylgruppen am aromatischen Ring, welche in ortho-
und meta-Stellung angeordnet sind. Diese Anordnung führt zu sterischen Wechselwir-
kungen zwischen den einzelnen Molekülen und der Magnetitoberfläche und so zu einer
Hemmung/Störung bei der Anbindung.

Zusätzlich zur Lage der Hydroxylgruppen am aromatischen Ring sind die Polarität und
Dissoziation der funktionellen Gruppen der Funktionalisierungssubstanzen von Bedeu-
tung bei der Anbindung. Für den Anionenaustauschprozess der Eisenionen mit den
Endiolgruppen der funktionalisierenden Substanz muss die gebundene Hydroxidgrup-
pe oder gebundenes Wasser an Eisenionen vorher abgegeben werden, was durch einen
saurern pH-Wert erleichtert wird.

Im basischen pH-Bereich wird von einer niedrigeren Adsorption organischer Verbindun-
gen ausgegangen [14, 95], da die Moleküle negativ geladen sind, sich dadurch gegenseitig
elektrostatisch abstoßen und somit die Adsorption behindern. Dies wurde in der Regel
bei allen untersuchten Substanzen bestätigt, mit der Ausnahme des Dopamins, das
eine ähnliche Anbindung im Neutralen und Basischen erzielte. Dieses Phänomen wird
durch die Eigenschaften der Cyclisierung von Dopamin begründet.

Die unterschiedlichen Bindungsaffinitäten können in den unterschiedlichen Säurekon-
stanten der Hydroxylgruppen begründet sein. Dabei eignen sich diejenigen Moleküle
am besten, bei denen die Dissoziationskonstante im Bereich des IEP der Oberfläche
liegt [14, 112]. Der pH-Wert hat nicht nur Einfluss auf die Dissoziation der funktio-
nellen Gruppen, sondern auch auf den Oxidationszustand der phenolischen Substanz.
Das Redoxgleichgewicht bei hohen pH-Werten liegt auf der Seite der Chinone und wird
durch die Lage, Art und Anzahl der Substituenten beeinflusst [137]. Dieses Gleichge-
wicht spielt eine wichtige Rolle in der Anbindung und es ist fraglich, ob die in der
Theorie beschriebene Anbindung mit Chinonverbindungen stattfinden kann oder ob es
eher zu einer nucleophilen Substitution kommt (vgl. Kapitel 2.4.3.1).

Zusätzlich zu den sterischen Effekten verfügen die substituierten funktionellen Gruppen
am aromatischen Ring über verschiedene Einflüsse in der Reaktivität aufgrund ihrer
induktiven Effekte und Mesomerieeffekte. Dabei besitzen die Hydroxylgruppen einen
negativen induktiven sowie positiven mesomeren Effekt. Dagegen weisen Kaffeesäure
und Gallussäure eine Säuregruppe auf, welche über einen negativen mesomeren Effekt
verfügt. Im Unterschied dazu besitzen die Aminogruppen wie z.B. bei DOPA und Do-
pamin einen positiven mesomeren Effekt [137]. Durch die Art der Substituenten wird
die Elektronendichteverteilung in organischen Molekülen beeinflusst, was Auswirkun-
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gen auf deren Reaktionsverhalten hat [134]. Dennoch überwiegen die sterischen Effekte
im Vergleich zu den induktiven Effekten und Mesomerieeffekten, was an den Ergeb-
nissen der Kaffeesäure und Gallussäure erkenntlich wird. Weiterhin haben Araujo et
al. gezeigt, dass die Bindungsaffinität von Brenzkatechin und seiner Derivate von der
Azidität abhängt [253] und dass durch Einführung elektronegativer Gruppen, wie z.B.
einer NO2-Gruppe in das Brenzkatechinmolekül, die elektrostatischen Wechselwirkun-
gen zwischen den Molekülen und Eisenoxiden zunehmen, was auf die Erniedrigung der
pKs-Werte zurückzuführen ist [112].

Die Funktionalisierung erhöht in der Regel die Suspensionsstabilität mit Ausnahme von
Dopamin. Diese Erkenntnisse basieren auf den Messungen des Zetapotentials sowie der
Betrachtung von REM-Aufnahmen. Beim Vergleich der Zetapotentialmessungen von
DOPA, CA, und BQ ist eine Verschiebung des IEPs erkenntlich, welcher nach der
Funktionalisierung bei einem pH-Wert von ca. 4 liegt. Vergleicht man die Beträge der
Zetapotentiale untereinander, ist eine Reihenfolge der Suspensionsstabilität erkennbar.
Die besten Ergebnisse liefert CA gefolgt von DOPA und BQ.

Es wurde kein Auftreten zusätzlicher Peaks sowie keine Peakverschiebungen in den
Röntgenbeugungsspektren detektiert. Daraus lässt sich folgern, dass die Funktionali-
sierung einen geringen Einfluss auf die Kristallgitterstruktur hat. Eine Veränderung
der Kristalloberfläche durch Oxidation kann nicht gänzlich ausgeschlossen werden, die
Gitterkonstante und die Partikelgröße sind aber nach der Funktionalisierung nahezu
identisch. Ähnliche Beobachtungen wurden auch von Mohapatra et al. gemacht [81].

Vergleicht man die Ergebnisse der Immobilisierung untereinander, fällt auf, dass gene-
rell eine erhöhte Proteinbeladung bei einem pH-Wert der Immobilisierung von 5,7 er-
reicht wird. Zusätzlich treten bei allen immobilisierten und funktionalisierten Partikeln
die charakteristischen Banden des Magnetits auf. Trotzdem zeigen sich Unterschiede
bei den verschieden Substanzen. Die funktionalisierten Partikel mit den Substanzen
mit zwei Hydroxylgruppen in ortho-Stellung (CA, DOPA) weisen im Vergleich zu den
unfunktionalisierten Partikeln ca. die doppelte Proteinbeladung bei einem pH-Wert
von 5,7 auf, wenn die vorangegangene Funktionalisierung im neutralen bis sauren pH-
Bereich durchgeführt wurde. Dagegen weisen die Partikel, die mit Substanzen mit zwei
Hydroxylgruppen in para-Stellung (BQ, HQ) bzw. mit drei Hydroxylgruppen (GA) am
aromatischen Ring funktionalisiert wurden, geringere Beladungen auf.

Die unterschiedlichen Proteinbeladungen der verschiedenen Moleküle und des unfunk-
tionalisierten Magnetits können durch die unterschiedliche Reaktivität der Funktiona-
lisierungssubstanzen bzw. des Magnetits mit dem Protein erklärt werden. Falls eine
Proteinanbindung des funktionalisierten Magnetits über die freien funktionellen Grup-
pen stattfindet, sind die unterschiedlichen Reaktivitäten der funktionellen Gruppen
ausschlaggebend und führen zu unterschiedlichen Beladungen. Die Sättigung der Ober-
fläche mit den funktionalisierten Molekülen hat eine Bedeutung für den Anbindungs-
mechanismus und man kann von einer Bindung zwischen funktioneller Gruppe und dem
Protein bei einer vollständigen Bedeckung ausgehen. Weiterhin werden die Ladungsei-
genschaften der Partikeloberfläche durch die Funktionalisierung beeinflusst, was eben-
falls einen Einfluss auf die Proteinanbindung hat. Die höchste Proteinbeladung wiesen
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mit CA funktionalisierte Partikel auf, bei denen die Funktionalisierung in einem pH-
Bereich von 4-7 stattgefunden hat.

Zusätzlich zu den bereits oben erwähnten Einflussmöglichkeiten auf die Proteinbela-
dung kann durch die Funktionalisierung der Partikel die Suspensionsstabilität erhöht
werden, was einen geringeren Agglomerationsgrad zur Folge hat, so dass sich die spezifi-
sche Partikeloberfläche vergrößert und es zu einer vermehrten Proteinbeladung kommt.
Weiterhin sind Unterschiede in der Proteinbeladung von CA, DA und DOPA erkennt-
lich, was durch die unterschiedliche Affinität der funktionellen Gruppen von Funktio-
nalisierungssubstanz und Protein begründet wird. Dabei muss beachtet werden, dass
bei den erhöhten Proteinbeladungen sowohl CA als auch DOPA gut an die Magnetit-
oberfläche angebunden haben, wogegen sich bei Dopamin ein gegensätzlicher Verlauf
zeigt (vgl. Kapitel 5.1.3.1). Vergleicht man die Proteinbeladung von CA und DOPA,
ist erkenntlich, dass die direkte Proteinanbindung im Vergleich besser über die funk-
tionelle Carboxylgruppe als über die Amino- bzw. Carbonlygruppe in DOPA verläuft,
falls eine vollständige Beschichtung vorliegt. Daher wird auf eine höhere Affinität der
Carboxylgruppe von Kaffeesäure im Vergleich zur Amino- und Carbonylgruppe von
DOPA geschlossen. Eine geringere Proteinbeladung im Vergleich zum unfunktionali-
sierten Partikel wurde bei den Molekülen BQ, HQ und GA detektiert. Auffällig ist,
dass bei all diesen Substanzen eine geringere Bindungsstabilität auftritt. Daher kann
es durch die Anbindung der Proteine an die Funktionalisierungssubstanz und anschlie-
ßendes Ablösen zu einer geringeren Beladung kommen.

Ein Einfluss der Kettenlänge der funktionellen Gruppen auf die Funktionalisierung
ist schwierig festzustellen, da die Gallussäure die kürzeste Kettenlänge aufweist und
nicht über den gleichen Bindungsmechanismus wie die Substanzen mit zwei Hydroxyl-
gruppen in para-Stellung verfügt (vgl. Kapitel 5.1.3.3). Die Kettenlängen von CA und
DOPA sind ähnlich. DA neigt zur Cyclisierung. Deshalb können die Substanzen nicht
verglichen werden. Falls die Proteinbindung an der funktionellen Gruppe stattfindet,
ist eine längere Kette vorteilhaft. Dadurch wird die sterische Hinderung zwischen den
Proteinen untereinander vermindert. Zusätzlich spielt die flexiblere Lage des Proteins
zum Träger eine Rolle für die Aktivität [159, 255].

Generell wird durch die Immobilisierung des Proteins BSA die Suspensionsstabilität
im Vergleich zu den funktionalisierten Partikeln verringert. Dabei geht mit der Zunah-
me der Proteinbeladung eine Verringerung der Suspensionsstabilität einher, was eine
Agglomeration der Partikel fördert. Diese führt bei den Substanzen CA und DOPA
zu einer Erhöhung des IEP nach der BSA-Immobilisierung, was auf die Anbindung
von BSA und dessen IEP zurückzuführen ist. Auch eine Strukturveränderung des Trä-
germaterials nach der Immobilisierung basierend auf den Ergebnissen der Röntgen-
beugungsspektren ist auszuschließen. Auffällig bei der Proteinanbindung ist bei allen
Substanzen der neu auftretende Peak in niedrigen Winkelbereichen, der durch die BSA-
Anbindung hervorgerufen wird.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurden CA und DOPA aufgrund ihrer größeren Bin-
dungsstabilität und der hohen Proteinbeladung, welche durch die Funktionalisierung
hervorgerufen wird, weiter hinsichtlich ihrer Einflussfaktoren wie Ionenkonzentration,
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Versuchszeit und Temperatur untersucht. Außerdem ist der Einfluss der Anbindung
weiterer unterschiedlicher Substanzen mit unterschiedlicher Länge der funktionellen
Substanz (Spacerwirkung) an Magnetit von Interesse, gerade in Hinblick auf die Im-
mobilisierung aktiver Proteine. Ein weiterer interessanter Aspekt ist die Funktionalisie-
rung unterschiedlicher Magnetite sowie die simultane Funktionalisierung und Synthese
magnetischer Trägermaterialien. Diese Aspekte sollen in den nächsten Kapitel disku-
tiert werden.

5.1.5 Weitere Untersuchungen der
Funktionalisierungssubstanzen Kaffeesäure und DOPA

Im Folgenden werden die sich in den vorhergehenden Betrachtungen als am geeignets-
ten erwiesenen Substanzen Kaffeesäure und DOPA hinsichtlich ihres Adsorptionsver-
haltens in Abhängigkeit von Zeit, Temperatur, Konzentration und Ionenkonzentration
der Puffersubstanzen genauer untersucht.

5.1.5.1 Untersuchung des zeitlichen Adsorptionsverhaltens

In Abbildung 5.31 sind die FTIR-Spektren der mit CA funktionalisierten Partikel in
Abhängigkeit der Funktionalisierungszeit aufgetragen. Hier sind die bereits bekann-
ten Banden (vgl. Kapitel 5.1.3.2) zu erkennen. Vergleicht man die Banden bei den
Positionen 1296 cm−1 und 1493 cm−1 untereinander, ist zu sehen, dass zunächst die
Bandenhöhe mit steigender Funktionalisierungszeit steigt. Bei der Bande 1296 cm−1

tritt nach 48 h eine Sättigung ein, die durch die nur geringfügig unterschiedlichen Ban-
denhöhen zwischen den Funktionalisierungszeiten von 48 h und 96 h deutlich wird.

Das Erreichen eines Sättigungsplateaus wird auch bei der Messung des Zetapotentials
detektiert (vgl. Abb. 5.32). Es ist zu erkennen, dass der IEP mit steigender Funktiona-
lisierungszeit von 5,5 (Funktionalisierungszeit 1 h) nach 24 h auf 3,8 sinkt. Einher geht
auch die betragsmäßige Erhöhung des Zetapotentials bei einem pH-Wert von 7, was
zu einer Stabilisierung der Suspension führt. Anschließend wird durch Verlängerung
der Funktionalisierungszeit keine weitere Änderung des IEPs erreicht. Die Werte der
IEP liegen im Zeitraum von 24-48 h bei 3,8 - 3,9 und das Zetapotentials weist bei ei-
nem pH-Wert von 7 einen Betrag zwischen |35|− |38|mV auf. Das Sättigungsverhalten
kann durch eine geringere Adsorptionsaffinität mit zunehmender Oberflächenbeladung
erklärt werden [117]. Der Eintritt der Sättigung wird nach ca. 24 h festgestellt. Die Pla-
teaubildung bzw. das Sättigungsverhalten deutet darauf hin, dass nur eine bestimmte
Anzahl an Bindungsplätze zur Verfügung steht und es nicht zu einer mehrschichtigen
Anbindung kommt, was auf eine Chemisorption bzw. spezifische Adsorption hindeu-
ten könnte [113]. Gu et al. haben ähnliche Beobachtungen mit natürlicher organischer
Materie an Eisenoxiden hinsichtlich der Limitierung von Adsorptionsplätzen gemacht
[117]. Somit können nur die Oberflächenhydroxylgruppen des Magnetits mit den Funk-
tionalisierungssubstanzen eine Bindungen eingehen.
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Abbildung 5.31: FTIR-Spektren CA funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängigkeit der Funk-
tionalisierungszeit. Funktionalisierung erfolgte in 5, 2mmol · l−1 CA-Lösung bei pH 7 in 0, 1mol · l−1

Trispuffer. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.
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Abbildung 5.32: Zetapotentialverläufe CA funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängigkeit
der Funktionalisierungszeit. Funktionalisierung erfolgte in 5, 2mmol · l−1 CA-Lösung bei pH 7 in
0, 1mol · l−1 Trispuffer. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.

Eine zusätzliche Adsorptionskinetik bei einer niedrigeren Pufferkonzentration ist in Ab-
bildung 5.33 gezeigt. Auch in diesem Verlauf ist eine Sättigung zu erkennen, die bereits
nach ca. 10 h ihre maximale Beladung verzeichnet.
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Abbildung 5.33: Zeitlicher Konzentrationsverlauf der Kaffeesäure im Überstand der Funktionali-
sierungsversuche. Funktionalisierung erfolgte in 5, 2mmol · l−1 CA-Lösung bei pH 7 in 0, 01mol · l−1

Trispuffer. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.
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Abbildung 5.34: FTIR-Spektren DOPA funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängigkeit der
Funktionalisierungszeit. Funktionalisierung erfolgte in 5, 2mmol · l−1 DOPA-Lösung bei pH 7 in
0, 1mol · l−1 Trispuffer. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.

Bei der Funktionalisierungssubstanz DOPA wurden ähnliche Ergebnisse erzielt. In
Abbildung 5.34 sind die FTIR-Spektren in Abhängigkeit der Funktionalisierungszeit
gezeigt. Hierbei sind die gleichen Bandenpositionen wie vorher zu verzeichnen (vgl.
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Kapitel 5.1.3.1). Ein Vergleich der Spektren untereinander bei einer Wellenzahl von
1627 cm−1 zeigt, dass mit höherer Funktionalisierungszeit eine höhere Absorptionsban-
de einhergeht. Jedoch ist der Abstand zwischen den Bandenintensitäten bei 48 h und
96 h gering, was auf eine Absättigung hindeuten könnte.

Die Ergebnisse der Zetapotentialmessungen deuten auf einen ähnlichen Sättigungsver-
lauf hin (vgl. Abb. 5.35). Hierbei ist auch zu erkennen, dass mit steigender Funktionali-
sierungszeit der IEP sinkt. Der niedrigste IEP wird bei 96 h mit 2,7 verzeichnet. Jedoch
sind die Unterschiede zwischen den Messungen bei 48 h und 96 h gering und innerhalb
der Messtoleranz, wobei kein weiterer Anstieg des Zetapotentials bei einem pH-Wert
von 7 verzeichnet wird. Dieser liegt bei beiden Messungen bei |32, 8|mV. Im Vergleich
zu CA tritt die stabilisierende Wirkung von DOPA später ein. Weiterhin wird nach
dieser Zeitspanne auch ein IEP unterhalb von 4 gemessen.

Beim Vergleich der Zetapotentialverläufe in Abhängigkeit der Funktionalisierungszeit
von CA und DOPA wird ersichtlich, dass es auch bei kürzeren Funktionalisierungs-
zeiten zu einem erheblichen Unterschied in der Veränderung der IEP kommt. So wird
z.B. nach einer Stunde bei der CA-Funktionalisierung eine Veränderung des IEPs zu
dem IEP von unbehandeltem Magnetit von 1,8 erreicht. Bei DOPA hingegen ist keine
Veränderung ersichtlich (vgl. Abb. 5.32 und 5.35). Deshalb wird von einer schnelleren
Anbindung bzw. höhere Affinität von CA verglichen mit DOPA ausgegangen.
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Abbildung 5.35: Zetapotentialverläufe DOPA funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängigkeit
der Funktionalisierungszeit. Funktionalisierung erfolgte in 5, 2mmol · l−1 DOPA-Lösung bei pH 7 in
0, 1mol · l−1 Trispuffer. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.

Insgesamt kann festgestellt werden, dass das Sättigungsplateau von DOPA später er-
reicht wird als das von CA. Diese unterschiedliche Sättigungszeit kann durch die un-
terschiedliche Substituierung am aromatischen Ring begründet sein. Weiterhin könnte
auch die Größe der Moleküle eine Rolle spielen. Da Kaffeesäure kleiner als DOPA
ist, kommt es zu einer geringeren sterischen Hinderung, weshalb das kleinere Molekül
schneller adsorbieren kann.
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5.1.5.2 Untersuchung des Einflusses auf die Adsorptionskonzentration

Da sich die zuvor eingesetzten Konzentrationen der Funktionalisierungssubstanzen na-
he der Löslichkeitsgrenze in wässriger Lösung befanden, war es in dieser Versuchsreihe
schwierig, die Konzentrationen von CA und DOPA zu erhöhen und somit den Einfluss
der Konzentrationserhöhung zu untersuchen. Die geringe Löslichkeit der Substanzen
stellte sich als nachteilig heraus. Bei CA wurde die Konzentrationserhöhung mit einer
Vorlösung in DMF realisiert, so dass eine Konzentration von 10, 4 mmol · l−1 erreicht
wurde. Bei DOPA konnte dies wegen dessen Unlöslichkeit in DMF nicht realisiert wer-
den. Eine Lösung in Ethanol war ebenfalls nicht möglich. Demzufolge erwies sich die
Herstellung einer konzentrierten DOPA-Lösung als schwierig [256].

In Abbildung 5.36 sind die FTIR-Spektren der mit CA funktionalisierten Partikel auf-
getragen. Auffällig bei den Bandenpositionen 1296 cm−1 und 1493 cm−1 ist, dass eine
Konzentrationserhöhung auch zu einer erhöhten Bandenintensität führt. Allerdings ist
bei den zwei niedrigsten Konzentrationen kein Unterschied der Bandenhöhe zu erken-
nen. Die Vorlösung in DMF führt auch zu keiner weiteren Erhöhung der Bandenintensi-
tät und somit, trotz höherer CA-Konzentration, zu einer niedrigeren Partikelbeladung.
Diese Ergebnisse spiegeln sich auch bei der Zetapotentialmessung wider (vgl. Abb.
5.37).
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Abbildung 5.36: FTIR-Spektren CA funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängigkeit der Funk-
tionalisierungskonzentration. Funktionalisierung erfolgte 24 h bei pH 7 in 0, 1mol · l−1 Trispuffer. Die
Konzentration von 10, 4mmol · l−1 wurde in DMF vorgelöst und anschließend in einem Verhältnis 1:10
mit Trispuffer verdünnt. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1. Alle Angaben der Funktionali-
sierungskonzentrationen sind in mmol · l−.
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Abbildung 5.37: Zetapotentialverläufe CA funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängigkeit der
Funktionalisierungskonzentration. Funktionalisierung erfolgte 24 h in 0, 1mol · l−1 Trispuffer bei pH
7. Die höchste Konzentration wurde im Lösungsmittel DMF vorgelöst und anschließend in einem
Verhältnis 1:10 mit Trispuffer verdünnt. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1. Alle Angaben
der Funktionalisierungskonzentrationen sind in mmol · l−.

Bei den Verläufen des Zetapotentials ist erkennbar, dass sich der IEP mit steigender
Konzentration zu einem niedrigen pH-Wert von anfänglichen 5,0 bei einer Konzen-
tration von 0, 52 mmol · l−1 auf 3,8 bei einer Konzentration von 5, 2 mmol · l−1 ver-
schiebt. Auch bei diesen Messergebnissen ist ersichtlich, dass eine Konzentrationserhö-
hung durch eine Vorlösung in DMF zu keiner weiteren Senkung des IEPs führt. Dieser
Effekt kann nur durch das Vorlösen in DMF begründet sein. Eine pH-Wertänderung
durch die Zugabe von DMF im Vergleich zu anderen CA-Lösungen konnte mittels einer
Überprüfung ausgeschlossen werden. Daher müssen diese gezeigten Ergebnisse anders
begründet sein.

Bei DMF handelt es sich um ein polares, organisches Lösungsmittel im Gegensatz zum
Trispuffer, was zu einer unterschiedlichen Ausbildung der elektrischen Doppelschicht
und den damit verbundenen Ladungsverhältnissen auf der Partikeloberfläche führen
kann. Weiterhin haben die unterschiedlichen Ionenkonzentrationen der verschiedenen
Lösungsmittelsysteme auch einen Einfluss auf die Ladungsverhältnisse. Diese veränder-
ten Ladungsverhältnisse, injiziert durch die unterschiedlichen Lösungsmittelmischun-
gen, können zu unterschiedlichen Adsorptionsaffinitäten führen. Grund dafür wäre die
Ausbildung einer dickeren diffusen Schicht und somit die Behinderung des Adsorpti-
onsprozesses.
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Abbildung 5.38: FTIR-Spektren DOPA funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängigkeit der
Funktionalisierungskonzentration. Funktionalisierung erfolgte 24 h in 0, 1mol · l−1 Trispuffer bei pH
7. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1. Alle Angaben der Funktionalisierungskonzentrationen
sind in mmol · l−.

Eine andere Erklärung ist, dass es zu einer Konkurrenzsituation zwischen den drei
Komponenten des Gemisches kommen kann. Die Bildung einer Emulsion von DMF in
Trispuffer wird aufgrund der Löslichkeit von DMF in Wasser [133] ausgeschlossen, so
dass es nicht zu einem Mehrphasensystem zwischen DMF und Wasser bzw. Trispuffer
kommt und damit eine unterschiedliche Verteilung der Kaffeesäure in der Lösung auf-
grund einer Unmischbarkeit nicht möglich ist.

Auch eine verstärkte Agglomeration der Partikel aufgrund unterschiedlicher Ladungs-
verhältnisse könnte zur Verringerung der spezifischen Oberfläche führen und somit die
Anzahl der Bindungsstellen senken. Vergleichende Vorversuche mit DMF und Trispuf-
fer weisen daraufhin.

Vergleicht man die konzentrationsabhängigen Zetapotentialverläufe der beiden Sub-
stanzen DOPA und CA (vgl. Abb. 5.37 und 5.39), ist auffällig, dass bei DOPA nicht
wie bei CA eine Sättigungskurve eintritt, sondern sich der IEP lange auf einem Pla-
teau befindet und kaum eine Veränderung der Oberflächenladungsverhältnisse sowie
der Bandenhöhe im FTIR erkennbar sind, was für den Konzentrationsbereich von
0, 52−2, 6 mmol · l−1 ersichtlich wird. Dort schwankt der IEP zwischen 5,3-5,7. Auch der
Betrag des Zetapotentials variiert in einem engen Größenbereich von |15, 5|−|19, 5|mV.
Erst wenn eine ausreichend hohe Konzentration der DOPA-Moleküle in Lösung ist, er-
gibt sich eine weitere Senkung des IEPs.
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Dieses unterschiedliche Verhalten kann nur durch die verschiedenen Substituenten am
aromatischen Ring begründet sein (vgl. Abb. 3.3), was dazu führt, dass CA und DO-
PA unterschiedlich starke Affinitäten hinsichtlich ihrer Adsorption an die magnetischen
Nanopartikel haben. Bei der maximalen DOPA-Konzentration wird die höchste Ban-
denhöhe sowie der niedrigste IEP bei pH 4 detektiert.

-50

-30

-10

10

30

50

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Ze
ta

p
o

te
n

ti
al

 [
m

V
] 

pH-Wert [-] 

Mi
Mi-DOPA 0,52
Mi-DOPA 1,3
Mi-DOPA 2,6
Mi-DOPA 5,2

R2= 0,994 
R2= 0,903 
R2= 0,621 
R2= 0,741 
R2= 0,962 

Abbildung 5.39: Zetapotentialverläufe DOPA funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängigkeit
der Funktionalisierungskonzentration. Funktionalisierung erfolgte 24 h in 0, 1mol · l−1 Trispuffer bei
pH 7. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1. Alle Angaben der Funktionalisierungskonzentra-
tionen sind in mmol · l−.

5.1.5.3 Untersuchung des Einflusses auf die Ionenkonzentration des Puffers

Im Weiteren wurde der Einfluss der Ionenkonzentration der Puffersubstanz auf die
Anbindung überprüft. In Abbildung 5.40 sind die FTIR-Spektren der mit CA funk-
tionalisierten Partikel in Abhängigkeit der Ionenstärke des Puffers aufgetragen. Be-
merkenswert ist das blaue Spektrum, bei welchem die Funktionalisierung mit einer
Ionenkonzentration des Puffers von 0, 01 mol · l−1 durchgeführt wurde. Zum einen fällt
gleich die erhöhte Bandenintensität im Vergleich zu den anderen Spektren auf und
zum anderen die ausgeprägtere Bandenform sowie noch weitere neu auftretende Ban-
den. Vergleicht man dieses blaue Spektrum mit dem reinen Spektrum der Kaffeesäure
(vgl. Abb. 5.21) sieht man, dass die Bandenform sehr ähnlich zu dem der reinen Kaf-
feesäure ist. Der Doppelpeak bei den Positionen 1643 cm−1 und 1619 cm−1 ist auch
bei der reinen Kaffeesäure anzutreffen, welcher so bei den vorherigen Versuchen nicht
erkennbar war. Zusätzlich sind bereits bekannte Banden wesentlich ausgeprägter und
gleichzeitig neue Banden zu erkennen (1449 cm−1, 1279 cm−1, 1216 cm−1, 1120 cm−1,
975 cm−1 und 817 cm−1). Die letzte steht für die Substitution am aromatischen Ring
und ist bei diesem Versuch sehr ausgeprägt. Die Intensitätsbereiche bei den anderen
Ionenkonzentrationen sind ähnlich.
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Abbildung 5.40: FTIR-Spektren CA funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängigkeit der Ionen-
konzentration des Funktionalisierungspuffers. Funktionalisierung erfolgte 24 h in 5, 2mmol · l−1 CA-
Lösung bei pH 7. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1. Alle Angaben der Ionenkonzentration
des Puffers sind in mol · l−.
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Abbildung 5.41: Zetapotentialverläufe CA funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängigkeit der
Ionenkonzentration des Funktionalisierungspuffers. Funktionalisierung erfolgte 24 h in 5, 2mmol · l−1

CA-Lösung bei pH 7 in Trispuffer. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1. Alle Angaben der
Ionenkonzentration des Puffers sind in mol · l−.

Dieses Ergebnis spiegelt sich auch in den Messungen des Zetapotentials wider (vgl.
Abb. 5.41). Die IEP bei einer Pufferkonzentration zwischen 0, 025 − 0, 1 mol · l−1 lie-
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gen im pH-Bereich von 3,6 - 3,9, wogegen eine Pufferionenstärke von 0, 01 mol · l−1 zu
einem IEP von 2,5 führt. Jedoch wird die elektrostatische Suspensionsstabilität nicht
weiter bei einem pH-Wert von 7 erhöht. Der Betrag des Zetapotentials bleibt im glei-
chen Größenbereich, welcher sich bei der gesamten Versuchsreihe über einen Bereich
von |35| − |42|mV erstreckt.

Eine Begründung ergibt sich aus der Überwachung des pH-Wertes über die Reaktions-
dauer. Die niedrigste Ionenkonzentration des Trispuffer verfügte über keine ausreichen-
de Pufferung mehr und es kam während der Funktionalisierung zu einem pH-Wertabfall,
welcher die Anbindung der CA während der Reaktion begünstigt. Durch die Abnah-
me des pH-Wertes während der Reaktion verschieben sich die Oberflächenladungsver-
hältnisse der bereits anfänglich funktionalisierten Partikel zu ihren IEP, wodurch die
elektrostatische Abstoßung der Partikel verglichen mit Partikeln in einer gepufferten
Lösung minimiert wird.

Für die quantitative Bestimmung der Beladung mit Kaffeesäure wurden thermogravi-
metrische Messungen durchgeführt, in denen der Massenverlust über die Temperatur
und Zeit bestimmt wurde. Es sind zwei Stufen des Massenverlustes erkennbar (vgl.
Abb. 5.45 bei T= 25 ◦C). Die erste Stufe zeigt einen prozentualen Massenverlust von
2, 55 ± 0, 28 Gew.−% und beinhaltet den Verlust der Wasserphase in der Substanz.
Der temperaturspezifische Wendepunkt dieser Stufe liegt bei 143± 17 ◦C und ist somit
höher als der Siedepunkt flüssigen Wassers. Diese Temperaturerhöhung kann dadurch
begründet werden, dass es sich um gebundenes Wasser bzw. Kristallwasser handelt, so
dass zusätzliche thermische Energie zur Spaltung der Verbindungen benötigt wird.

Die zweite, größere Stufe stellt die Zersetzung der Kaffeesäure dar. Der Massenverlust
beträgt 8, 42 ± 1, 1 Gew.−% und der Wendepunkt dieser Stufe liegt bei einer Tem-
peratur von 317 ± 5, 1 ◦C. Die Verdampfungstemperatur von reiner Kaffeesäure hat
sich auch hier nach oben verschoben, was ebenfalls durch die Anbindung hervorgeru-
fen wird und höhere thermische Energien im Vergleich zur reinen Kaffeesäure für die
Spaltung von Bindungen notwendig sind. In der Literatur wird der Schmelzbereich mit
Temperaturen von 211-213 ◦C [178] und die Zersetzungstemperatur mit einer Spanne
von 223- 225 ◦C [133] angegeben. Es wird ersichtlich, dass im Vergleich zum Reinstoff
ca. 100 ◦C mehr für die Zersetzung der Kaffeesäure benötigt werden. Die mit CA funk-
tionalisierten Partikel weisen einen Zersetzungsbereich von 210 ◦C bis 350 ◦C. auf Die
Zersetzung findet also über einen weiten Temperaturbereich statt. Es ist möglich, dass
nicht alle CA-Moleküle eine starke Bindung eingehen, da bereits ein Gewichtsverlust
innerhalb des Schmelzbereiches der reinen CA einsetzt.

Dies könnte ein Indiz für eine mehrschichtige Anbindung sein, so dass sich die äu-
ßeren, weniger stark gebunden CA-Moleküle früher ablösen. Eine andere Möglichkeit
ist, dass nicht alle Moleküle die gleiche Anbindung, sondern eine Kombination aus
ein- und zweizähnigen Anbindungen ausgebildet haben, die unterschiedliche Bindungs-
stabilitäten besitzen. Für den Einsatz in enzymatisch katalysierten Prozessen ist die
Zersetzungstemperatur von 210 ◦C ausreichend hoch, da diese Prozesse in der Regel
unter moderaten Bedingungen ablaufen [156].
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Mit Hilfe der Gewichtsverluste kann die Beladung zu 0, 095 gCA · g−1
Fe3O4

berechnet wer-
den. Daraus ergibt sich eine Molekülbeschichtung von 5, 3Moleküle · nm−2. Vergleicht
man diese Molekülbeladung mit der Anzahl der Hydroxylgruppen des Magnetits, die
5 − 10 nm−2 [14, 34] beträgt, (vgl. Kapitel 3.3) wird ersichtlich, dass bei einer zwei-
zähnigen Anbindung theoretisch eine Molekülbeladung von 5 nm−2 nicht überstiegen
werden kann, da die Anbindungsstellen dafür nicht ausreichen. Die erreichte Molekül-
beladung von 5, 3Moleküle · nm−2 liegt leicht oberhalb des theoretischen Grenzwertes,
weshalb einzähnige Anbindungen nicht ausgeschlossen werden. Es stehen aufgrund von
sterischen Hinderungen wie z.B. Partikelagglomerationen auch nicht alle Hydroxylgrup-
pen für eine Anbindung zur Verfügung. Eine andere Ursache für diese hohe Beladung
könnte eine mehrschichtige Adsorption sein, bei der möglicherweise die innere Schicht
eine zweizähnige Anbindung ausbildet und die zweite umhüllende Schicht aufgrund
von elektrostatischen Wechselwirkungen der funktionellen Gruppen zustande kommt.
Jedoch deuten mehrschichtige Adsorptionen darauf hin, dass vermutlich keine Chemi-
sorption stattfindet, ausgenommen von Oxidschichtbildungen [113].

Literaturwerte mit Beladungen ähnlicher Substanzen wie z.B. Stilben mit einer
Carboxylgruppe sowie einer Phosphonatgruppe wiesen eine Molekülbeladung von
0, 85Moleküle · nm−2 und 1, 4Moleküle · nm−2 auf. Diese Ergebnisse zeigen, dass
die dort verwendete funktionelle Gruppe einen Einfluss auf die Beladung hat. Die
Phosphonatgruppe an Stilben führte zu einer höheren Beladung. Die Oberflächen-
bedeckung betrug 100% bei P-Stilben und C-Stilben [257]. Versuche von Amstad
et al. zeigten bei zuvor mit PEG beschichteten und anschließend mit Brenzkatechin
funktionalisierten Partikeln eine Molekülbeladung zwischen 1 − 3Moleküle · nm−2

[112]. Im Vergleich ist die Molekülbeladung von mit CA funktionalisierten Partikeln
wesentlich höher, wobei davon ausgegangen werden muss, dass diese hohe Beladung
durch die Optimierung des Prozesses zustande kommt. Vergleicht man die Versuche
mit den weiteren Substanzen ED und DP (vgl. Kapitel 5.1.6), die noch nicht optimiert
wurden, liegt dort die Molekülbeladung im ähnlichen Größenbereich wie bei Amstad
et al.

Betrachtet man die Ergebnisse des Einflusses der Pufferionenkonzentration bei DOPA,
ist erkenntlich, dass sich nicht die gleiche Abhängigkeit wie bei CA zeigt. Vergleicht
man die FTIR-Spektren (5.42 und 5.40) der beiden Substanzen genauer, ist sofort er-
sichtlich, dass die Verringerung der Pufferkonzentration bei DOPA einen nicht so einen
großen Effekt auf die Beladung hat, wie bei der Kaffeesäure. Zudem liegen die Spektren
im ähnlichen Intensitätsbereich bei den Pufferionenkonzentration von 0, 05 mol · l−1 und
0, 01 mol · l−1, was sich in den Peakpositionen bei 1299 nm−1 und 1493 nm−1 beispiel-
haft zeigt. Dieses Ergebnis wird durch die Messung der Verläufe des Zetapotentials
(vgl. Abb. 5.43) bekräftigt, da der IEP sowie das Zetapotential bei einem pH-Wert
von 7 Werte im gleichen Größenbereich innerhalb der Messgenauigkeit einnimmt. So
schwankt z.B. der IEP der drei Ionenkonzentrationen zwischen 3,9 - 4,0.
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Abbildung 5.42: FTIR-Spektren DOPA funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängigkeit der Io-
nenkonzentration des Funktionalisierungspuffers. Funktionalisierung erfolgte in 5, 2mmol · l−1 DOPA-
Lösung in Trispuffer bei pH 7 über 24 h. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1. Alle Angaben
der Ionenkonzentration des Puffers sind in mol · l−.
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Abbildung 5.43: Zetapotentialverläufe DOPA funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängig-
keit der Ionenkonzentration des Funktionalisierungspuffers. Funktionalisierung erfolgte 24 h in Tris-
puffer bei pH 7 mit einer DOPA-Konzentration von 5, 2mmol · l−1. Magnetitkonzentration betrug
1, 2mg ·ml−1. Alle Angaben der Ionenkonzentration des Puffers sind in mol · l−.



122 KAPITEL 5. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

5.1.5.4 Untersuchung des Einflusses der Temperatur

Der Einfluss der Temperatur bei der Funktionalisierung von Magnetit mit CA und
DOPA wird anhand der folgenden Ergebnisse erläutert. Hierzu sind in Abbildung 5.44
die FTIR-Spektren der mit CA funktionalisierten Partikel dargestellt. In diesen Spek-
tren ist erkennbar, dass die Bandenintensität mit einer Erhöhung der Temperatur von
25 ◦C auf 40 ◦C abnimmt. Jedoch bleibt die Bandenintensität bei einer weiteren Tem-
peraturerhöhung auf 60 ◦C konstant, welches z.B. an den Wellenzahlen 1633 cm−1 und
1279 cm−1 erkennbar ist.
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Abbildung 5.44: FTIR-Spektren CA funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängigkeit der Funk-
tionalisierungstemperatur. Funktionalisierung erfolgte in 5, 2mmol · l−1 CA-Lösung in 0, 01mol · l−1

Trispuffer bei pH 7 über 24 h. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.

In der Abbildung 5.45 ist der Gewichtsverlust der Probe über die Temperatur auf-
getragen, die die Ergebnisse der FTIR-Spektren bestätigt. Dabei sind zwei Stufen
zu erkennen. Die erste Stufe gibt den Massenverlust der Wasserphase an und die
zweite Stufe den Massenverlust der Funktionalisierungssubstanz, in diesem Fall CA.
Schaut man sich die Gewichtsverluste der zweiten Stufe an, ist erkennbar, dass der
Massenverlust bei der 25 ◦C-Probe am größten ist und 8, 42 ± 1, 1 Gew.−% beträgt.
Bei den 40 ◦C und 60 ◦C-Proben ist ein Massenverlust von 4, 56± 0, 02 Gew.−% und
5, 05 ± 0, 02 Gew.−% verzeichnet worden. Berechnet man die Beladung der Kaffee-
säure bezüglich des Magnetitanteils führt dies zu Beladungen von: 0, 095 gCA · g−1

Fe3O4

bei 25 ◦C, 0, 048 gCA · g−1
Fe3O4

bei 40 ◦C und 0, 054 gCA · g−1
Fe3O4

bei 60 ◦C, was zu Mo-
lekülbeladungen von 5, 3Moleküle · nm−2, 2, 7Moleküle · nm−2 und 3Moleküle · nm−2

führt. Die Molekülbeladungen liegen im Bereich wie bei den Experimenten von Am-
stad et al. [112]. Die niedrigeren Molekülbeladungen bei den höheren Temperaturen
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von 2, 7Moleküle · nm−2 und 3Moleküle · nm−2 lassen vermuten, dass es sich hier um
eine einschichtige Anbindung handelt, da sich die Anzahl der Hydroxylgruppen des
Magnetits auf 5 − 10 nm−2 [14, 34] beläuft und es bei einer zweizähnigen Anbindung
zur maximalen theoretischen Molekülbeladung von 5Molekülen · nm−2 kommen kann.
Weiterhin könnte die Oberfläche aufgrund der geringen Molekülanzahl nicht vollstän-
dig bedeckt sein.

  

 
 

 

(c) 

(a) (b) 

Abbildung 5.45: Exemplarische TGA-Verläufe CA funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängig-
keit der Funktionalisierungstemperatur: (a) 25 ◦C, (b) 40 ◦C, (c) 60 ◦C. Funktionalisierung erfolgte
24 h in 5, 2mmol · l−1 CA-Lösung bei pH 7 in 0, 01mol · l−1 Trispuffer. Magnetitkonzentration betrug
1, 2mg ·ml−1.

Die Temperaturabhängigkeit von mit DOPA funktionalisierten Partikeln verhält sich
gegensätzlich zur der mit CA funktionalisierten Partikeln. Betrachtet man die FTIR-
Spektren in Abbildung 5.46 ist erkenntlich, dass die Bandenintensität mit steigender
Funktionalisierungstemperatur zunimmt, was z.B. an den Wellenzahlen 1619 cm−1 und
1384 cm−1 erkennbar ist. Dabei ist auffällig, dass der Unterschied in der Bandenhöhe
zwischen der bei 25 ◦C funktionalisierten Probe und der bei 40 ◦C funktionalisierten
Probe deutlich größer ist, als die Differenz zwischen den Banden der mit 40 ◦C funk-
tionalisierten Probe und der bei 60 ◦C funktionalisierten Probe. Dies kann auf eine
abgesättigte Oberfläche hindeutet, was auch von den thermogravimetrischen Analysen
(vgl. Abb. 5.47) bestätigt wird.
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Abbildung 5.46: FTIR-Spektren DOPA funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängigkeit
der Funktionalisierungstemperatur. Funktionalisierung erfolgte in 5, 2mmol · l−1 DOPA-Lösung in
0, 01mol · l−1 Trispuffer bei pH 7 über 24 h. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.

Die Verläufe zeigen, dass der sublimierte Massenanteil mit steigender Temperatur in
der zweiten Stufe zunimmt. So beträgt dieser bei 25 ◦C 4, 56 ± 0, 16 Gew.−% über
12, 22± 0, 07 Gew.−% bei 40 ◦C bis hin zu 14, 37± 0, 45 Gew.−% bei 60 ◦C. Berech-
net man aus diesen Werten die Molekülbeladung, ergibt sich daraus eine Beladung von
2, 5Moleküle · nm−2 bei 25 ◦C, 7, 3Moleküle · nm−2 bei 40 ◦C und 8, 8Moleküle · nm−2

bei 60 ◦C. Nur die erhaltene Molekülbeladung bei einer Funktionalisierung bei 25 ◦C
ist im gleichen Bereich wie in den bereits erwähnten Forschungsergebnissen. Weiterhin
wird an diesen berechneten Beladungen ersichtlich, dass mit der Temperaturerhöhung
von 25 ◦C auf 40 ◦C eine Verdreifachung der Beladung einhergeht, wogegen die weitere
Erhöhung der Molekülbeladung beim zweiten Temperaturintervall von 40 ◦C auf 60 ◦C
nur ca. 1,2 beträgt. Diese Messungen bestätigen die FTIR-Ergebnisse und verdeutli-
chen nochmal, dass eine zunehmende Oberflächenbedeckung die Adsorptionsaffinität
senkt [117].

Vergleicht man die thermogravimetrischen Messungen von mit DOPA und CA funk-
tionalisierten Partikeln, wird ersichtlich, dass die Temperaturstabilität der mit DOPA
funktionalisierten Partikel etwas geringer ist. Der Wendepunkt der mit DOPA funk-
tionalisierten Partikel ist im Vergleich zu dem der mit CA funktionalisierten Parti-
kel niedriger und liegt nahe am Schmelzbereich der Reinsubstanz (276-278 ◦C [173]).
Bei den mit DOPA funktionalisierten Partikeln wird eine beginnende Sublimation bei
150 ◦C detektiert, was jedoch ausreichend hoch für eine Anwendung in enzymatisch ka-
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talysierten Prozessen ist. Diese unterschiedliche Temperaturstabilität der mit CA und
DOPA funktionalisierten Partikeln lässt die Annahme zu, dass die Bindungsstabilität
der mit CA funktionalisierten Magnetitpartikel höher ist. Andererseits ist die Mole-
külbeladung der funktionalisierten Partikel bei DOPA höher. Die höchste Beladung
ist 9Moleküle · nm−2 und wurde bei einer Funktionalisierungstemperatur von 60 ◦C er-
reicht. Diese hohe Beladung deutet auf eine einzähnige bzw. eine Mischung aus ein-
und zweizähniger Anbindung hin. Auch eine Mehrschichtadsorption wäre denkbar.

  

 
 

(c) 

(a) (b) 

Abbildung 5.47: Exemplarische TGA-Verläufe DOPA funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhän-
gigkeit der Funktionalisierungstemperatur: (a) 25 ◦C, (b) 40 ◦C, (c) 60 ◦C. Funktionalisierung erfolgte
24 h in 5, 2mmol · l−1 DOPA-Lösung bei pH 7 in 0, 01mol · l−1 Trispuffer. Magnetitkonzentration be-
trug 1, 2mg ·ml−1.

Dieses unterschiedliche Verhalten der beiden Funktionalisierungssubstanzen wurde nicht
erwartet. Beide Substanzen verfügen über einen Phenolring mit zwei Hydroxylgruppen
in ortho-Stellung (vgl. Abb. 3.3). Der Phenolring ist sehr stabil und man könnte an-
nehmen, dass sich die beiden substituierten Hydroxylgruppen sowie der aromatische
Ring in beiden Molekülstrukturen gleich verhalten. So kann dieses Verhalten nur in
der Art des dritten Substituenten begründet sein. Diese Substituenten sind ähnlich
aufgebaut und unterscheiden sich durch eine zusätzliche Aminogruppe in DOPA sowie
der konjugierten C-Doppelbindung bei Kaffeesäure. Es besteht die Möglichkeit, dass
die Hydroxylgruppen des aromatischen Rings durch die elektronenziehenden Effekte
(-I und -m-Effekte) des dritten Substituenten beeinflusst werden, was zu einem unter-
schiedlichen Verhalten der Funktionalisierung in Abhängigkeit der Temperatur führt.

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass sich beide Substanzen trotz ihres ähnlichen
molekularen Aufbaus sehr unterschiedlich in ihrer Adsorption an Magnetit verhalten.
Es wurde gezeigt, dass Konzentration, Temperatur und Zeit einen Einfluss auf die
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Adsorption der Funktionalisierungssubstanzen haben. Die Sublimationsverschiebung,
die bei den mit CA funktionalisierten Partikeln in den TGA-Aufnahmen festgestellt
wurde, deuten auf eine stärkere Bindung im Vergleich zu denen mit DOPA hin. Ob in
diesem Fall von einer Chemisorption gesprochen werden kann ist noch nicht ausreichend
geklärt.

5.1.6 Verhalten anderer strukturell ähnlicher Substanzen

Da die Struktur der Substituenten einen erheblichen Einfluss auf die Adsorption der
funktionellen Substanzen am Magnetit hat, wurden zusätzlich zwei weitere phenolische
Verbindungen hinsichtlich ihres vom pH-Wert abhängigen Funktionalisierungsvermö-
gens untersucht. Zu diesem Zweck kamen die Verbindungen Ethyl 3,4-dihydroxycinamat
(ED) und 3-(3,4-Dihydroxyphenyl)propionsäure (DP) (vgl. Abb. 3.3) zum Einsatz, die
sich in zwei grundlegenden Eigenschaften von CA unterscheiden: DP verfügt über keine
konjugierte C-Doppelbindung, so dass hier der Einfluss der C-Doppelbindung der CA
auf die Funktionalisierung untersucht werden kann. ED hingegen enthält eine längere
Kohlenstoffkette. Durch ihre Abstandhalterfunktion könnte eine sterische Hinderung
bei der Enzymanbindung minimiert werden [156, 255].

In Abbildung 5.48 (a) sind die charakteristischen FTIR-Banden der Reinstoffe der bei-
den Funktionalisierungssubstanzen DP und ED dargestellt. Aufgrund der ähnlichen
Struktur und der Ähnlichkeit zu den anderen Funktionalisierungssubstanzen wie z.B.
der Kaffeesäure (vgl. Abb. 3.3) weisen sie ähnliche Banden auf. Die Banden im Wellen-
zahlenbereich von 3377 cm−1 für DP und 3447 cm−1 für ED stehen für Schwingungen
der Hydroxylgruppen und deren intermolekularen Brückenbindungen [134]. Die ähnli-
che Bandenfolge bei ED und DP im Bereich von ca. 2900− 3000 cm−1 charakterisiert
C-H-Schwingungen in Aromaten. Die Banden im Bereich von 1680 cm−1 charakterisie-
ren die aromatischen C=C-Doppelbindung [134, 205]. Die Schwingungen im Wellen-
zahlenbereich von 1200−1260 cm−1 weisen auf Phenolschwingungen hin [134]. Im Wel-
lenzahlenbereich von 1000 cm−1 treten zusätzlich noch aromatische CC-Schwingungen
auf. Die Schwingungen im Bereich von 870− 730 cm−1 weisen auf Substituten am aro-
matischen Ring hin [134].

Vergleicht man die Spektren der Reinstoffe mit denen der funktionalisierten Partikeln
in den Abbildungen 5.48 (b) und (c), sind neu auftretende Banden im Vergleich zum
reinen Magnetit erkennbar. Bei den Spektren der mit ED funktionalisierten Partikeln
sind die neuen Banden bei den Wellenzahlen von 1495 cm−1, 2474 cm−1, 1055 cm−1 und
1724 cm−1 auffällig. Die letzte Bande tritt nur bei einem pH-Wert von 4 und 7 auf und
ist bei einem pH-Wert von 10,3 nur ganz leicht erkennbar. Dieser Sachverhalt deutet
auf eine pH-Wertabhängigkeit hin und lässt die Vermutung einer schlechteren Anbin-
dung im basischen pH-Bereich zu.
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Abbildung 5.48: FTIR-Spektren DP und ED funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängigkeit
des pH-Wertes der Funktionalisierung. Funktionalisierung erfolgte in 5, 2mmol · l−1 DP/ED-Lösung
in 0, 1mol · l−1 Trispuffer bei pH 7 über 24 h. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.

Diese Beobachtung wurde auch schon bei anderen Funktionalisierungssubstanzen wie
z.B. der Kaffeesäure gemacht (vgl. Kapitel 5.1.3.2). Da sich nur die pH-Abhängigkeit
in einer Bande des FTIR-Spektrums zeigt, ist eine eindeutige Aussage auf Basis der
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FTIR-Messungen schwierig. Diese Bande kann durch die Verschiebung der Bande im
Reinstoff von 1672 cm−1 aufgetreten sein und für die C=C-Doppelbindungen stehen.
Bei DP als Funktionalisierungssubstanz (vgl. Abb. 5.48 (c)) sind die neuauftreten-
den Banden etwas schwieriger zu charakterisieren und liegen bei den Wellenzahlen
1298 cm−1 und 1040 cm−1. Ein Zusammenhang der pH-Abhängigkeit ist bei der Sub-
stanz DP am FTIR-Spektrum kaum zu erkennen, da die auftretenden Banden sehr
niedrig sind.

 

 
 

(a) 

(b) 

Abbildung 5.49: Zetapotentialverläufe ED und DP funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhän-
gigkeit des pH-Wertes. Funktionalisierung erfolgte 24 h in 0, 1mol · l−1 Trispuffer bei pH 7 mit einer
DOPA-Konzentration von 5, 2mmol · l−1. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.

Um eine pH-Abhängigkeit der Adsorption der beiden Substanzen feststellen zu kön-
nen, werden unterstützend die thermogravimetrischen Messungen hinzugezogen. Der
Gewichtsverlust der Funktionalisierungssubstanz ED, der in der zweiten Stufe gegeben
ist, ist bei den pH-Werten im sauren bis neutralen pH-Bereich im Vergleich zum Mas-
senverlust der funktionalisierten Partikel im basischen pH-Bereich leicht erhöht. Der
Massenverlust beträgt bei pH 4 3, 93± 0, 33 Gew.−%, bei pH 7 4, 75± 0, 15 Gew.−%
und bei pH 10,3 3, 36 ± 0, 01 Gew.−%, was zu einer Molekülbeladung zwischen
1, 7 − 2, 4Moleküle · nm−2 führt. Die geringste Molekülbeladung wird bei einem
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pH-Wert von 10,3 detektiert, was auch auf eine leichte pH-Abhängigkeit hindeuten
kann, wie es z.B. bei der Kaffeesäure der Fall ist (vgl. Kapitel 5.1.3.2).

Die Funktionalisierungssubstanz DP hat keine erkennbare pH-Abhängigkeit, so dass
der Massenverlust über alle pH-Werte nahezu identisch ist. Die Molekülbeladung bei
einer Funktionalisierung bei pH 7 und pH 10,3 beträgt 0, 88Moleküle · nm−2 und
0, 87Moleküle · nm−2, was sich aus einem Massenverlust von 1, 54 ± 0, 00 Gew.−%
(pH 7) und 1, 56±0, 02 Gew.−% (pH 10,3) berechnen lässt. Der Wassermassenverlust
liegt bei allen Messungen beider Substanzen im gleichen Bereich und erstreckt sich
von 0, 73± 0, 08 Gew.−% bis 0, 63± 0, 00 Gew.−%.

Bei beiden Substanzen liegt der IEP der funktionalisierten Partikel bei einer Funktio-
nalisierung im basischen pH-Bereich höher als bei einer Funktionalisierung im Sauren
(vgl. Abb. 5.49). Jedoch besitzen die mit ED funktionalisierten Partikeln niedrigere
IEP verglichen mit den DP funktionalisierten Partikeln, was durch die höhere Bela-
dung hervorgerufen wird. Der IEP der mit ED funktionalisierter Partikel liegt bei 3,2,
wogegen die mit DP funktionalisierten Partikel bei gleichen Funktionalisierungsbedin-
gungen einen IEP von 4,0 aufweisen.

Das leicht unterschiedliche Verhalten der Funktionalisierungssubstanzen DP und ED
hinsichtlich ihrer Beladung und der pH-Abhängigkeit kann nur auf die verschiedenen
Substituenten zurückzuführen werden. DP weist eine Carboxylgruppe auf, die aufgrund
der Ladungsverhältnisse deprotoniert vorliegt und somit zu elektrostatischen Wechsel-
wirkungen zwischen den Molekülen führen kann. Weiterhin besteht die Möglichkeit,
dass die Carboxylgruppe bestrebt ist, eine einzähnige Bindung mit der Magnetitober-
fläche einzugehen. Dagegen verfügt ED über keine weitere Anbindungsstelle als über
die zwei Hydroxylgruppen in ortho-Stellung, weshalb das Molekül sich mit den bei-
den Hydroxylgruppen zum Magnetit positioniert, es somit zu keinen elektrostatischen
Wechselwirkungen kommt und dadurch eine höhere Beladung erzielt wird. Die Ergeb-
nisse zeigen auf, wie wichtig die Untersuchungen weiterer Substituten am aromatischen
Ring für eine Funktionalisierung an den Magnetiten sind.

5.1.7 Einfluss des Magnetits auf die Funktionalisierung

Nach den Untersuchungen der direkten Einflussfaktoren auf die Funktionalisierung wie
pH-Wert, Zeit, Konzentration und Temperatur, stellte sich nun die Frage, inwieweit die
Magnetitsynthese einen Einfluss auf die Funktionalisierung hat und ob eine simultane
Synthese und Funktionalisierung mit Kaffeesäure durchführbar ist.

5.1.7.1 Simultane Magnetitsynthese und -funktionalisierung

Die gleichzeitige Synthese und Funktionalisierung der Nanopartikel erfolgte auf Grund-
lage der stöchiometrischen Synthese aus Eisensalzen. Dabei wurden aus Vorversu-
chen zur Magnetitsynthese (nicht gezeigte Daten) die geeignetsten Prozessbedingun-
gen gewählt und zusätzlich zu den Eisensalzen Kaffeesäure in einer Konzentration von
5, 2 mmol · l−1 und 10, 4 mmol · l−1 während der Synthese zugegeben. Anschließend wur-
den diese simultan synthetisierten und funktionalisierten Magnetitpartikel mit Parti-
keln, bei denen die Synthese und Funktionalisierung separat durchgeführt wurde mittels
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FTIR-, DLS-, Zetapotential-, und XRD-Analyse verglichen.

In Abbildung 5.50 sind die FTIR-Spektren der mit CA funktionalisierten sowie si-
multan synthetisierten und funktionalisierten Partikel sowie des reinen synthetisierten
Magnetits zu sehen. Vergleicht man die mit CA synthetisierten und funktionalisierten
Magnetitpartikel mit den rein synthetisierten Magnetitpartikeln ist zunächst erkennbar,
dass eine Anbindung von CA an der Partikeloberfläche sowohl bei den Synthese- sowie
Funktionalisierungsversuchen erfolgte, was sich durch die Anwesenheit neuer FTIR-
Banden bestätigten lässt. Diese neuauftretenden Banden sind z.B. bei Wellenzahlen
von 1462 cm−1, 1242 cm−1 und 976 cm−1 anzutreffen und stehen für Schwingungen von
=C-H, phenolischen Komponenten oder C-O-Bindungen [134, 205].
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Abbildung 5.50: FTIR-Spektren simultan synthetisierter und funktionalisierter CA-
Magnetitpartikel. Funktionalisierung erfolgte in 5, 2mmol · l−1 CA-Lösung in Wasser über 24 h.
Synthese verlief bei 90 ◦C und einem pH-Wert von 10. Das Eisenverhältnis betrug 0, 5Fe2+ · (Fe3+)−1.
Alle Angaben der Funktionalisierungskonzentrationen sind in mmol · l−.

Beim Vergleich der Funktionalisierungsversuche zu den Syntheseversuchen bei gleicher
Molarität der Funktionalisierungssubstanz wird eine vermehrte Anbindung bei der an-
schließende Funktionalisierung detektiert, da höhere Bandenintensität sowie mehr auf-
tretende neue Banden gemessen werden. Die bessere Anbindung bei der anschließenden
Funktionalisierung kann durch die unterschiedlichen Versuchsbedingungen begründet
werden. Die Synthese von Magnetit verlief bei einem pH-Wert von 10, bei welchem
Kaffeesäure als oxidierte Form vorliegt. Dagegen wurde die anschließende Funktiona-
lisierung in Wasser durchgeführt, bei der ein pH-Wert von 3 eingestellt war und CA
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nicht in Form des Chinons vorliegt. Die verbesserte Anbindung im sauren pH-Bereich
wurde schon vorher festgestellt und ist durch die verschiedenen Ladungsverhältnisse
begründet (vgl. Kapitel 5.1.3.2).

Die Molarität der Funktionalisierungssubstanzen ist bei beiden Herstellungsvarianten
identisch. Bei der simultanen Synthese und Funktionalisierung ist im Vergleich zu einer
separaten Synthese und Funktionalisierung die Ausbeute an Magnetit um den Faktor
zehn höher, so dass sich ein niedrigeres Verhältnis von CA zu Magnetitpartikel einstellt.
Deshalb wurde eine höhere Konzentration von Kaffeesäure von 10, 4 mmol · l−1 für die
simultane Synthese und Funktionalisierung eingesetzt. Diese erhöhte Konzentration
führt zu einer höheren Beladung von Kaffeesäure auf der Magnetitoberfläche. Jedoch
ist die Bandenintensität der Partikel mit separater Funktionalisierung wesentlich höher.

Die Messung der dynamischen Lichtstreuung (DLS) gibt weiteren Aufschluss über die
Dichteverteilung der mit CA funktionalisierten Magnetitpartikel im Vergleich zu rei-
nen Magnetitpartikeln und der Durchführungsart der Funktionalisierung (in-situ oder
post-Synthese). In Abbildung 5.51 sind die unterschiedlichen Verläufe aufgetragen und
zunächst erkennt man, dass es sich um eine bimodale Partikelverteilung handelt, welche
bei den beiden Syntheseversuchen sehr ausgeprägt ist. Vergleicht man diese Verläufe
untereinander ist erkennbar, dass die Agglomeratgröße bei einer simultanen Synthese
und Funktionalisierung am kleinsten ist.

Ein üblicher Kennwert in einer Dichteverteilung ist die mittlere Partikelgröße d50 un-
terhalb der 50% der Partikelmenge liegen [104]. Die mittlere Agglomeratgröße d50 liegt
bei den simultan hergestellten und funktionalisierten Partikeln bei 2, 29±1, 59µm. Bei
den separat synthetisierten und funktionalisierten Partikeln ist der mittlere Agglome-
ratdurchmesser d50 höher und liegt bei 4, 79±1, 64µm. Die größten Agglomerate bilden
sich bei der reinen Magnetitsynthese ohne Funktionalisierungsprozess.

Vergleicht man die Verläufe der Dichteverteilung untereinander ist zu erkennen, dass
sich bei reinen Magnetit hauptsächlich zwei Agglomeratgrößen in ähnlicher Ausprä-
gung um 1µm und 28µm bilden. Bei simultan synthetisierten und funktionalisierten
Magnetitpartikeln tendiert die Ausbildung der Agglomerat stark zu kleinen Agglome-
ratdurchmessern (0, 73µm) und wenigen größeren von 6, 2µm. Die Dichteverteilung
bei separater Synthese und Funktionalisierung bildet nahezu eine unimodale Vertei-
lung mit einem breiten Agglomeratgrößenspektrum von 0, 85µm bis 13, 2µm aus. Die
unterschiedlichen Verläufe der Dichteverteilung kann auf die unterschiedliche Durch-
führung zurückgeführt werden. Es wird davon ausgegangen, dass sich die Funktiona-
lisierungssubstanz ähnlich wie ein Tensid verhält und Keimbildung und -wachstum
durch die Anwesenheit gestört werden (vgl. Kapitel 2.3.2), da diese Substanz die Par-
tikel ummantelt und daraus kleinere Partikel- und Agglomeratgrößen resultieren (vgl.
XRD-Ergebnisse Abb. 5.55). So schließen sich z.B. nach der Keimbildung zwei Keime
zusammen und dadurch dominieren zwei Partikelgrößen, wogegen bei der anschlie-
ßenden Funktionalisierung die größeren Partikelagglomerate, die durch die Synthese
entstanden sind, durch Ultraschall aufgespalten werden und durch eine anschließende
Funktionalisierung durch veränderte Oberflächenverhältnisse die Haftkräfte zwischen
den Partikel verringert werden. Folglich bringt eine gleichzeitige Synthese und Funktio-
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nalisierung von Magnetitnanopartikel eine Verkleinerung der Partikelagglomerate und
-größe. Insgesamt kann beobachtet werden, dass durch die Funktionalisierung die Par-
tikelsuspension stabilisiert wird und es zu einer geringeren Agglomeratgröße kommt.
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Abbildung 5.51: DLS-Verläufe CA synthetisierter und funktionalisierter Magnetitpartikel. Funktio-
nalisierung erfolgte in 5, 2mmol · l−1 CA-Lösung in Wasser über 24 h. Synthese verlief bei 90 ◦C und
einem pH-Wert von 10. Das Eisenverhältnis betrug 0, 5Fe2+ · (Fe3+)−1. Alle Angaben der Funktiona-
lisierungskonzentrationen sind in mmol · l−.

Betrachtet man die Zetapotentialverläufe der simultanen Durchführung von Synthese
und Funktionalisierung sowie der separaten Funktionalisierung und der reinen Magne-
titsynthese in Abbildung 5.52, werden die FTIR-Ergebnisse bestätigt. Der IEP des
reinen synthetisierten Magnetits betrug 8,9 und wies damit einen höheren IEP als
der industriell hergestellte Magnetit auf. Auch bei den durchgeführten Synthesever-
suchen wurde ein IEP in einem Bereich von 6-9 gemessen, wobei sich die meisten in
einem Bereich zwischen pH 7-8 ansiedeln. Ein Vergleich mit anderen experimentellen
Daten ergab, dass die IEP für Magnetit im Bereich von 3,8-9,9 [34] gestreut werden,
jedoch wird in den meisten Veröffentlichungen ein pH-Bereich zwischen 6-8 angegeben
[14, 65, 258], was mit den Versuchsergebnissen (nicht gezeigte Daten) übereinstimmt.
Weiterhin wurde in der Literatur davon berichtet, dass der IEP abhängig von der Par-
tikelgröße ist [101].

Der IEP der simultan synthetisierten und funktionalisierten Magnetitnanopartikel liegt
im Vergleich zum IEP des unfunktionalisierten Magnetits etwas niedriger bei 7,4 statt
8,9. Dagegen weisen die separat funktionalisierten Partikel ein IEP von 2,6 auf. Die
Suspensionsstabilität der simultan synthetisierten und funktionalisierten Magnetitpar-
tikel ist bei einem pH-Wert von 7 nicht gegeben, da der Betrag des Zetapotentials mit
|4|mV nicht ausreichend hoch ist. Dagegen beträgt das Zetapotential der separat funk-
tionalisierten Partikel bei einem pH-Wert von 7 |40|mV, bei dem von einer stabilen
Suspension ausgegangen werden kann. Diese unterschiedliche Suspensionsstabilität ist
auf die Höhe der Beladung mit CA zurückzuführen. Wahrscheinlich haben sich während
der Synthese nicht genügend CA-Moleküle angelagert und somit hat eine unzureichende
Oberflächenbedeckung der Magnetitoberfläche mit CA-Molekülen stattgefunden.



5.1. FUNKTIONALISIERUNG 133

-50

-30

-10

10

30

50

2 4 6 8 10

Ze
ta

p
o

te
n

ti
al

 [
m

V
] 

pH-Wert [-] 

Magnetit
Synthese CA 5,2
Funkt. CA 5,2

R2= 0,977 
R2= 0,996 
R2= 0,733 

Abbildung 5.52: Zetapotentialverläufe CA synthetisierter und funktionalisierter Magnetitpartikel.
Funktionalisierung erfolgte in 5, 2mmol · l−1 CA-Lösung in Wasser über 24 h. Synthese verlief bei
90 ◦C und einem pH-Wert von 10. Das Eisenverhältnis betrug 0, 5Fe2+ · (Fe3+)−1. Alle Angaben der
Funktionalisierungskonzentrationen sind in mmol · l−.
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Abbildung 5.53: FTIR-Spektren simultan synthetisierter und funktionalisierter DOPA-
Magnetitpartikel. Funktionalisierung erfolgte in 5, 2mmol · l−1 DOPA-Lösung in Wasser über 24 h.
Synthese verlief bei 90 ◦C und einem pH-Wert von 10. Das Eisenverhältnis betrug 0, 5Fe2+ · (Fe3+)−1.
Alle Angaben der Funktionalisierungskonzentrationen sind in mmol · l−.

Bei der simultanen Synthese und Funktionalisierung mit DOPA wurden ähnliche Be-
obachtungen wie bei CA gemacht. Jedoch ist in Abbildung 5.53 an den FTIR-Spektren
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zu sehen, dass der Beladungsunterschied nicht so beträchtlich ist wie bei Kaffeesäure.
Diese Beobachtungen werden durch die Zetapotentialmessungen bestärkt (vgl. Abb.
5.54), was sich in einen niedrigeren IEP bei der separaten Funktionalisierung zeigt.
Jedoch ist der IEP der mit DOPA funktionalisierten Partikel bei 6,4 höher als in den
bisher durchgeführten Versuchen, was an der Durchführung ohne Puffersystem in Was-
ser zwecks Vergleichbarkeit mit den simultan synthetisierten und funktionalisierten
Partikeln liegt. Die IEP der simultanen Synthese und Funktionalisierung beträgt 7,1
und ordnet sich genau zwischen der reinen Magnetitpartikel und der separaten Funk-
tionalisierung an (vgl. Abb. 5.54).

Die Beträge des Zetapotentials sind mit |8|mV und |1|mV bei pH 7 nicht ausrei-
chend hoch, um von einer stabilen Suspension sprechen zu können. So kann keine
stabile Suspension im neutralen pH-Bereich mit diesen funktionalisierten Partikeln er-
reicht werden. Die unterschiedlichen Beladungen werden wie zuvor bei der Kaffeesäu-
re auf ungünstige Ladungsverhältnisse während der Synthese und Funktionalisierung
sowie ungleichen Verhältnismäßigkeiten von Magnetit zu Funktionalisierungssubstanz
zurückgeführt.
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Abbildung 5.54: Zetapotentialverläufe DOPA synthetisierter und funktionalisierter Magnetitparti-
kel. Funktionalisierung erfolgte in 5, 2mmol · l−1 DOPA-Lösung in Wasser über 24 h. Synthese verlief
bei 90 ◦C und einem pH-Wert von 10. Das Eisenverhältnis betrug 0, 5Fe2+ · (Fe3+)−1. Alle Angaben
der Funktionalisierungskonzentrationen sind in mmol · l−.

Bei einer Synthese sind nicht nur die Beladungseigenschaften von Bedeutung, sondern
die Kristallisation und die Ausbildung der Magnetitstruktur spielen ebenfalls eine wich-
tige Rolle. Deshalb muss überprüft werden, ob überhaupt Magnetit bzw. ein Kristall bei
der Anwesenheit der Funktionalisierungssubstanzen entstanden ist. Diese Überprüfung
wurde mit Hilfe der Röntgenbeugung (vgl. Kapitel 3.2.7) realisiert. In Abbildung 5.55
sind die Röntgenbeugungsspektren der Synthese des reinen Magnetits (schwarz) sowie
die Synthese in Anwesenheit von CA (blau) und DOPA (rot) aufgetragen. Zusätzlich
finden sich in schwarz der Magnetit- und in rot der Maghemitstandard der JCPDS (vgl.
Kapitel 3.2.7). Vergleicht man die Spektren ohne und mit Funktionalisierungssubstanz
haben sich die Peakintensität, -form sowie der unruhige Hintergrund durch die Zugabe
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der Kaffeesäure nicht bzw. kaum verändert. Jedoch ist ein kleiner neuer Peak bei einem
2-Theta Winkel von 32 ◦ entstanden, der auf eine Oxidation zu Maghemit hinweist, so
dass ein Teil des Magnetits zu Maghemit während der Synthese oxidiert worden ist.
Dies ist nicht auszuschließen, da Kaffeesäure für seine reduzierende Wirkung von Fe3+-
zu Fe2+-Ionen bekannt ist [133]. Zusätzlich könnte durch die hohe Temperatur und den
basischen pH-Wert diese reduzierende Wirkung der Kaffeesäure gefördert werden. Wei-
terhin wurde bei beiden Funktionalisierungssubstanzen festgestellt, dass der Peak bei
2-Theta von 37 ◦ nicht sehr ausgeprägt ist. Diese Beobachtungen wurden bei vielen Pro-
ben bei den Magnetitsyntheseversuchen speziell im Fall der Kopräzipitation gemacht
und hat etwas mit dem Herstellungsweg sowie der Partikelgröße zu tun, wobei die Par-
tikelgröße meistens auch einen Einfluss auf die kristalline Ausbildung der Struktur hat.

Aber insgesamt sind wenige Änderungen der kristallinen Struktur ersichtlich. Bei DO-
PA als Syntheseadditiv ist zu bemerken, dass insgesamt die Peakintensität abnimmt
und der Hauptpeak bei 35 ◦ nur halb so groß ist wie bei der reinen Magnetitsynthese,
was für eine schlechtere kristalline Ausbildung steht. Daher kann angenommen werden,
dass DOPA die Kristallbildung stärker hemmt als CA. Die Kristallgrößen wurden mit
Hilfe der Scherrer-Gleichung (vgl. Kapitel 3.2.7) und des Röntgenbeugungsspektrums
abgeschätzt und ergaben sich wie folgt: 18, 1±0, 7 nm bei der reinen Magnetitsynthese,
11, 3 ± 1, 5 nm bei Kaffeesäure und 9, 6 ± 0, 3 nm bei DOPA als Additiv während der
Synthese. Daraus wird ersichtlich, dass kleinere Kristallgrößen bei der Additivsynthe-
se nachgewiesen wurden, welche die Ergebnisse der DLS-Charakterisierung bestätigen
und was ein Tensid ähnliches Verhalten bestärkt.
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Abbildung 5.55: XRD-Spektren DOPA und CA synthetisierter Magnetitnanopartikel. Synthese ver-
lief bei 90 ◦C und einem pH-Wert von 10. Das Eisenverhältnis betrug 0, 5Fe2+ · (Fe3+)−1 und die Funk-
tionalisierungssubstanz hatte eine Konzentration 5, 2mmol · l−1. Magnetit-CA und Magnetit-DOPA
haben einen Offset.

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Magnetisierbarkeit aller Proben gegeben
war und alle Proben erfolgreich funktionalisiert werden konnten. Weiterhin wurden
kleinere Agglomerat- und Partikelgrößen durch simultaner Synthese und Funktiona-
lisierung erzielt, jedoch ist eine Suspensionsstabilität im neutralen pH-Bereich nicht
gegeben, was an der unzureichenden Beladung bzw. Oberflächenbedeckung liegt. Wei-
terhin kann davon ausgegangen werden, dass bei der Synthese mit den Additiven DOPA
und CA kristalliner Magnetit hergestellt wurde, jedoch mit einer verminderten kristal-
linen Ausprägung.
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5.1.7.2 Einfluss unterschiedlich hergestellter Magnetite auf die
Oberflächenfunktionalisierung mit Kaffeesäure

Für die Untersuchung des Einflusses der Magnetite auf die Funktionalisierung wur-
den synthetisierte Magnetite (nicht gezeigte Daten) mittels nasschemischer Synthese
(oxidativer und stöchiometrischer Herstellungsweg (vgl. Kapitel 2.3.2)) anhand ihrer
Größe (vgl. Kapitel 3.3) und Herstellungsart ausgewählt. Die Übersicht der ausgewähl-
ten Magnetite und deren Herstellungseigenschaften sind der Tabelle 5.3 zu entnehmen.

Tabelle 5.3: Synthesebedingungen der ausgewählten Magnetite.

Versuchsparameter ML2 MZ6 Oxi 13 S2

Syntheseweg oxidativ oxidativ oxidativ stöchiometrisch

Oxidationsmittel O2 O2 KNO3 -

Eisensalz Fe2SO4 Fe2SO4 FeCl2 FeCl2, FeCl3,

Konzentration des Eisensalzes [mol/l] 0,4 0,4 0,3 -

Molverhältnis Fe2+

Fe3+
[-] - - - 1,5

Temperatur [◦C] 25 25 90 90

pH-Wert [-] 10 13 10 10

Versuchsdauer [h] 1 1 1 1

Konzentration NaOH [mol/l] 2,5 2,5 2,5 10

Rührgeschwindigkeit [rpm] 370 370 400 370

Zugabegeschwindigkeit der Luft bzw. der KNO3-Lösung [l/h] 0,86 0,57 0,84 -

Zugabegeschwindigkeit der Fe3+-Lösung [l/h] - - - 0,7

In Abbildung 5.56 (a)-(d) sind die FTIR-Spektren der vier verschiedenen Magnetite
und deren Funktionalisierungen mit Kaffeesäure dargestellt. Auffällig ist, dass bei al-
len funktionalisierten Proben (rot), die dargestellten Absorptionsspektren im Vergleich
zum unbehandelt Magnetit die charakteristischen Absorptionsbanden der Kaffeesäure
(vgl. Kapitel 5.1.3.2) im Wellenzahlbereich von 1000−1700 cm−1 aufweisen. Vergleicht
man weiterhin die Bandenintensitäten der mit CA funktionalisierten Partikel unter-
einander, so ist erkenntlich, dass bei einer Wellenzahl von 1645 cm−1 alle im gleichen
Absorptionsbereich von 0,11-0,13 liegen. Jedoch ist die Ausbildung des Doppelpeaks
bei der Probe S2-CA im Vergleich zu den anderen nicht so ausgeprägt und der Peak bei
1454 cm−1 ist wesentlich niedriger, was auf eine etwas schlechtere Beladung schließen
lässt.

Die unterschiedlich synthetisierten Magnetite weisen Banden im gleichen Wellenzahlbe-
reich auf, jedoch sind sie zum Teil sehr unterschiedlich ausgeprägt. Die Schwingungen
im Wellenzahlenbereich von 1000− 1700 cm−1 sind auf Verunreinigungen zurückzufüh-
ren, die auch schon bei dem industriell hergestellten Magnetit Mi beobachtet wurden
(vgl. Abb. 5.3). Die breite Bande im Wellenzahlenbereich von 3200−3400 cm−1 verläuft
bei den Probe MZ6 und ML2 ähnlich, was die gleiche Herstellungsart zurückzuführen
ist. Die beiden Proben wurden mittels oxidativer Synthese mit Luftsauerstoff herge-
stellt, allerdings unter leicht unterschiedlichen Reaktionsbedingungen (vgl. Tabelle 5.3).
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Insgesamt zeigen die FTIR-Spektren, dass eine Funktionalisierung bei allen ausgesuch-
ten Magnetiten stattgefunden hat, was durch die Verläufe des Zetapotentials bestärkt
wird (vgl. Abb. 5.57). Die IEP sind durch veränderte Ladungsbedingungen nach der
Funktionalisierung bei niedrigeren pH-Werten anzutreffen, was ein weiteres Indiz für
eine erfolgreiche Anbindung der CA ist. Diese Beobachtung wurde bei allen unter-
schiedlichen synthetisierten Magnetiten gemacht. Die IEP der reinen Magnetite liegen
bei ML2 und MZ6 mit 7,8 und 7,7 sehr dicht beieinander, was auf die gleiche Synthese
zurückzuführen ist. Auch die stöchiometrisch synthetisierte Probe S2 liegt im gleichen
pH-Bereich bei 7,6. Diese IEP der synthetisierten Magnetite liegen im gleichen pH-
Bereich wie der industriell hergestellten Magnetit Mi, dessen IEP bei 7,3 liegt (vgl.
Abb. 5.11). Nur die Probe Oxi13, welche mit KNO3 als Oxidationsmittels synthe-
tisiert wurde, verfügt über einen niedrigeren IEP von 5,9, was möglicherweise durch
Verunreinigungen der Oberfläche mit Oxidationsmittel verursacht worden sein könnte.
Jedoch spielen auch andere Phänomene wie. z.B. die Partikelgröße bei den IEP der
reinen Magnetite eine Rolle, der mit sinkender Partikelgröße abnimmt [101]. Allerdings
wurde dieser Zusammenhang hier nicht beobachtet, was darauf hindeutet, dass der
Syntheseweg ausschlaggebender ist als die Partikelgröße.
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Abbildung 5.56: FTIR-Spektren Kaffeesäure funktionalisierter Magnetitpartikel in Abhängigkeit der
verschieden synthetisierten Magnetite. Funktionalisierung erfolgte 24 h in 5, 2mmol · l−1 CA-Lösung
bei pH 7 in 0, 01mol · l−1 Trispuffer. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.

Alle unfunktionalisierten synthetisierten Magnetitsuspensionen sind bei einem pH-Wert
von 7 nicht suspensionsstabil und weisen ein Zetapotential zwischen |8| − |17|mV auf.
Der Betrag des Zetapotentials der Probe Oxi13 stellt den höchsten Wert mit |17|mV
dar, wogegen die anderen drei Proben in einem Bereich von |8| − |10|mV liegen. Nach
der Funktionalisierung liegen die Werte der IEP zwischen 1,9-2,7 und die Partikel wei-
sen ein Zetapotential bei pH 7 im Bereich von |38|− |45|mV auf, was die Stabilität der
Suspension deutlich erhöht. Die vorherigen Versuche mit dem industriell hergestellten
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Magnetit (vgl. Kapitel 5.1.5) lieferten einen IEP von 2,5 und zeigten ein Zetapotential
bei pH 7 von |38|mV und liegen damit in der Spanne der selbst synthetisierten Ma-
gnetite.

Die Aufnahmen des Rasterelektronenmikroskops zeigten keinen signifikanten Unter-
schied der Magnetite nach der Funktionalisierung (nicht gezeigte Aufnahmen). Wei-
terhin wurden bei der XRD-Analyse keine gravierenden Veränderungen in der Kris-
tallstruktur festgestellt (vgl. Abb. 5.58). Vorherige Verunreinigungen durch andere Ei-
senoxide während der Magnetitsynthese wurden nach der Funktionalisierung wieder
entdeckt. Die Reduktion der Peakintensität basiert auf der Probenzubereitung (vgl.
Kapitel 4.3.7) und eine Erniedrigung durch die Funktionalisierung wird eher ausge-
schlossen. Insgesamt kann davon ausgegangen werden, dass die innere Kristallstruktur
annährend unverändert bleibt und somit von einem Erhalt der magnetischen Eigen-
schaften ausgegangen werden kann. Die berechneten Partikelgrößen (vgl. Kapitel 4.3.7)
der unbehandelten und funktionalisierten Magnetitpartikel liegen in einem ähnlichen
Größenbereich und unterscheiden sich nur ca. 1-3 nm im Vergleich mit der Ausgangs-
probe.

  

  
 

 

 

 

 

 

(c) 

(a) (b) 

(d) 

Abbildung 5.57: Zetapotentialverläufe Kaffeesäure funktionalisierter Magnetitpartikel und der Ein-
fluss der Magnetitsynthese. Funktionalisierung erfolgte 24 h in 5, 2mmol · l−1 CA-Lösung bei pH 7 in
0, 01mol · l−1 Trispuffer. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.

In Abbildung 5.59 sind die Dichteverteilungen gegenüber den Agglomeratgrößen auf-
getragen, die mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung (vgl. Kapitel 3.2.6) bestimmt
wurden. Der Abbildung ist zu entnehmen, dass bei allen Proben außer ML2 kleine-
re Agglomerate durch die Funktionalisierung resultieren. Die Agglomeratverkleinerung
ist bei der Probe Oxi13 bzw. Oxi13-CA am ausgeprägtesten und der d50 verringerte
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sich um 1, 43µm. Bei den Proben MZ6 und S2 reduzierte sich der d50 durch die Funk-
tionalisierung um ca. 0, 7µm. Die ausgeprägte Verringerung der Agglomeratgröße bei
Oxi13 beruht auf der Tatsache, dass die Probe vor der Funktionalisierung die größten
Agglomerate aufwies und der d50 2, 355±0, 13µm betrug, wogegen die anderen Proben
eher im Bereich von 1, 29± 0, 03µm (ML2) und 1, 93± 0, 03µm (MZ6) lagen, so dass
bei dieser Probe auch der größte Einfluss zu erwarten war.

Jedoch ist nicht klar, weshalb es bei der Probe ML2 zu keiner Verkleinerung der Ag-
glomeratgröße durch die Funktionalisierung kam, sondern eher gegenteiliges festgestellt
worden ist. Der initiale d50 liegt bei 1, 29 ± 0, 03µm und vergrößerte sich nach der
Funktionalisierung auf 1, 63 ± 0, 06µm. Diese Beobachtung wurde nicht erwartet, da
der Magnetit MZ6, welcher mit der gleichen Herstellungsmethode synthetisiert wurde,
ein anderes Bild zeigt. Eine Erklärung dieses Phänomens ist schwierig und kann nur
durch die Verunreinigung der Ausgangsprobe mit Goethit begründet sein, welche MZ6
nicht aufwies. Goethit verfügt im Gegensatz zu Magnetit über eine höhere Hydroxyl-
gruppendichte von 18 nm−2 auf der Oberfläche [14], was zu einer stärkeren Vernetzung
der Partikel untereinander beitragen kann. Kondensationsreaktionen verstärken diese
Vernetzung. Durch die stärkeren interpartikulären Wechselwirkungen ist es möglich,
dass bei der Funktionalisierung der vorangehenden Probenpräparation mit Ultraschall
keine oder nur eine geringe Auflösung der Agglomerate erreicht wird und die Funktio-
nalisierungssubstanz auf bereits bestehende größere Agglomerate trifft.
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Abbildung 5.58: XRD-Spektren CA funktionalisierter Magnetitpartikel und der Einfluss der Magne-
titsynthese. Funktionalisierung erfolgte 24 h in 5, 2mmol · l−1 CA-Lösung bei pH 7 in 0, 01mol · l−1

Trispuffer. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1. Die Spektren der funktionalisierten Partikel
haben einen Offset.

Die Ergebnisse der thermogravimetrischen Untersuchungen der unterschiedlichen, selbst
synthetisierten Magnetite sind in Abbildung 5.60 dargestellt. Auffällig ist, dass die pro-
zentualen Massenverluste der beiden Proben ML2-CA und Oxi13-CA höher sind, als
bei den anderen beiden Proben MZ6-CA und S2-CA. Jedoch kann man nicht nur
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die Massenverluste untereinander vergleichen, sondern muss auch die Probenzusam-
mensetzung berücksichtigen. So ist zum Beispiel bei der Probe Oxi13 die Wasserstufe
wesentlich ausgeprägter, als bei den anderen Proben, so dass sich der Massenverlust
der Kaffeesäure im gleichen Bereich wie bei den anderen beiden Proben befindet und
sich zu einer Molekülbeladung zwischen 5 − 6Moleküle · nm−2 ergibt, was in guter
Übereinstimmung mit der Molekülbeladung des industriell hergestellten Magnetits Mi
mit 5, 3Moleküle · nm−2 steht. Die Probe Oxi13 ist besser kristallisiert, während bei
dem stöchiometrischen Syntheseweg das gebundene Kristallwasser allmählich abgege-
ben wird. Die Probe ML2-CA bildet hinsichtlich der Kaffeesäurebeladung eine Aus-
nahme, was wiederum auf eine Verunreinigung mit Goethit zurückzuführen ist. Das
Hydroxylgruppenverhältnis von Goethit zu Magnetit beträgt ca. 2,4. Weiterhin wird
die Zersetzungtemperatur wie zuvor bei höheren Werten im Vergleich zum Reinstoff
detektiert, was auf die bereits diskutierten Ansätze zurückzuführen ist (vgl. Kapitel
5.1.5).
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Abbildung 5.59: DLS-Verläufe CA funktionalisierter Magnetitpartikel und der Einfluss der Magne-
titsynthese. Funktionalisierung erfolgte 24 h in 5, 2mmol · l−1 CA-Lösung bei pH 7 in 0, 1mol · l−1

Trispuffer. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.

Insgesamt wird bei allen untersuchten Proben eine Funktionalisierung festgestellt und
der Einfluss des Magnetitsynthesewegs erscheint als relativ gering, was so nicht er-
wartet wurde, da die Oberflächeneigenschaften wie Oberflächenladung, -morphologie
und -geometrie einen signifikanten Einfluss auf die Bindungsmechanismen der An- und
Kationen von FeO sowie deren Reaktionsgeschwindigkeit haben sollen [237]. Weiterhin
wird der Aufbau der Adsorptionsschicht durch Parameter wie die chemische Zusammen-
setzung, Geometrie, Ordnungsgrad der Oberfläche etc. bestimmt. Der geringe Einfluss
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des Trägermaterials deutet auf eine Chemisorption hin [113]. Dies kann auch durch
die ähnlichen Syntheseverfahren und die dadurch ähnlich ausgebildeten Magnetite mit
z.B. gleichen Ordnungsgraden begründet werden.

Des Weiteren könnte es durch die Trocknung und Lagerung der Magnetite zu einer
Oxidation der Oberflächenschicht zu Maghemit kommen, wie es z.B. bei Molybdän-
ferriten beobachtet wurde [259]. Diese Änderung kann nicht mit der Röntgenbeugung
erfasst werden, da die Dicke der Oxidschicht nur etwa vier Elementarzellen (3 nm)
umfasst [257]. Die Oxidation würde zu einer Annährung der Oberflächeneigenschaften
aller Magnetitproben führen. Jedoch widerspricht das Ergebnis der Messung des IEP
bei Oxi13 dieser Annahme, welcher nach der Lagerung vor der Funktionalisierung be-
stimmt wurde.
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Abbildung 5.60: Exemplarische TGA-Verläufe CA funktionalisierter Magnetitpartikel und der Ein-
fluss der Magnetitsynthese: (a) ML2, (b) MZ6, (c) Oxi13, (d) S2. Funktionalisierung erfolgte 24 h
in 5, 2mmol · l−1 CA-Lösung bei pH 7 in 0, 01mol · l−1 Trispuffer. Magnetitkonzentration betrug
1, 2mg ·ml−1.Immobilisierung erfolgte 24 h in 1mg ·ml−1 BSA-Lösung in 0, 01mol · l−1 EA-Puffer
bei pH 5,7.

Generell ist der Einfluss verschiedener Magnetite, welche mittels nasschemischer Syn-
these produziert wurden, auf die Oberflächenfunktionalisierung relativ gering, wenn es
sich um annährend reine Magnetitproben handelt. Jedoch kommt es zu leichten Verän-
derungen, wenn die Probe mit anderen Eisenoxiden verunreinigt ist. Eine anschließende
Proteinimmobilisierung (nicht gezeigte Daten) mit BSA dieser vorher funktionalisier-
ten unterschiedlichen Magnetite hat keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich ihrer
BSA-Beladung ergeben.
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5.1.8 Einfluss der Funktionalisierungssubstanz auf die
BSA-Anbindung

Um erste Abschätzungen über die Immobilisierung an den funktionalisierten Magnetit-
partikeln machen zu können, wurde das Standardprotein BSA verwendet. In Abbildung
5.61 sind die FTIR-Spektren der mit CA (a) und DOPA (b) funktionalisierten und pro-
teinbehafteten Partikeln in Abhängigkeit der Zeit dargestellt. Bei den FTIR-Spektren
ist sofort die BSA charakteristische Doppelbande bei 1650 cm−1 und 1541 cm−1 zu
erkennen. Diese Banden stehen für die Amidschwingungen I und II, wobei die erste
hauptsächlich durch C=O-Dehnungsschwingungen und die zweite durch die Kombi-
nation von Biegeschwingungen der N-H-Moleküle und Dehnungsschwingungen der C-
N-Schwingungen auftritt. Weiterhin ist eine breite Bande im Wellenzahlenbereich von
3400−3000 cm−1 erkennbar. Diese breite Bande setzt sich aus den Dehnungsschwingun-
gen der OH-Gruppen sowie den Amiddehnungsschwingungen zusammen [134, 205, 238].
Da diese Schwingungsbande durch die Anregung mit infrarotem Licht erzeugt werden,
kann von einer Bindung des BSAs an beiden funktionalisierten Partikeln ausgegan-
gen werden. Weiterhin ist eine zusätzliche Bande bei den mit CA funktionalisierten
Partikeln (vgl. Abb. 5.61 (a)) bei einer Wellenlänge von 1296 cm−1 erkennbar. Diese
Schwingung resultiert von der Kaffeesäure und steht für C-H-Schwingungen oder Ph-
O-Schwingungen des aromatischen Ringes. Diese Schwingung ist bei den mit DOPA
funktionalisierten und BSA immobilisierten Partikeln (vgl. Abb. 5.61 (b)) nicht so aus-
geprägt zu erkennen. Wenn Schwingungen von der Kaffeesäure emittiert werden, ist es
nicht zu einer vollständigen Oberflächenbedeckung mit BSA gekommen, da andernfalls
die Schwingungen der CA von der BSA-Hülle überlagert werden.

Bei den Intensitäten der Doppelbande bei 1650 cm−1 ist keine direkte Abhängigkeit von
der Funktionalisierungszeit erkennbar. So zeigt sich, dass bei mit DOPA funktionali-
sierten Partikeln die Bandenhöhe z.B. nach 3 h leicht höher ist als die von 6 h. Bei der
Kaffeesäure zeigt sich ein ähnliches Bild. Hier sind die Bandenintensitäten nach 20 h
Funktionalisierungszeit geringer als nach 3 h, so dass hier kein Zusammenhang zwischen
der Immobilisierungszeit und der BSA-Beladung ersichtlich wird. Diese Beobachtun-
gen zeigen sich auch in der Messung der Zetapotentialverläufe (vgl. Abb. 5.62). Die
Partikelsuspensionen haben ein Zetapotential bei pH 7 im Bereich von |14| − |23|mV,
was nicht ausreichend hoch für eine stabile Partikelsuspension ist. Die Suspensions-
stabilität der BSA beladenen Partikel liegt zwischen den Stabilitätswerten reinen und
funktionalisierten Magnetits.

Die Agglomeratdichteverteilung funktionalisierter und immobilisierter Partikel bestärkt
die Aussage der niedrigeren Suspensionsstabilität, da größere Agglomerate nach der Im-
mobilisierung vorhanden sind. Jedoch wurde die initialen Agglomeratgrößen der reinen
Magnetitproben nicht wieder erreicht.
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Abbildung 5.61: FTIR-Spektren CA und DOPA funktionalisierter und BSA immobilisierter Magne-
titpartikel in Abhängigkeit der Immobilisierungszeit. Funktionalisierung erfolgte 24 h in 5, 2mmol · l−1

CA/DOPA-Lösung bei pH 7 in 0, 01mol · l−1 Trispuffer. Immobilisierung fand im 0, 1mol · l−1 EA-
Puffer bei pH 5,7 mit einer BSA-Konzentration von 1mg ·ml−1 statt. Magnetitkonzentration betrug
1, 2mg ·ml−1.

Die mit DOPA funktionalisierten und BSA beladenen Partikel haben ähnliche Ergeb-
nisse erzielt und die IEP liegen auch im Bereich des reinen BSAs (vgl. Kapitel 3.1.4).
Wie auch bei den mit CA funktionalisierten und BSA immobilisierten Nanopartikeln
liegen die IEP zwischen denen der unbehandelten Magnetite (Mi) und denen der funk-
tionalisierten Partikel. Diese Unabhängigkeit der Immobilisierungsdauer wird auch in
Abbildung 5.63 (a) ersichtlich, da keine höhere Proteinbeladung mit steigenden Immo-
bilisierungszeit erreicht wird.
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Abbildung 5.62: Zetapotentialverläufe CA funktionalisierter und BSA immobilisierter Magnetit-
partikel in Abhängigkeit der Immobilisierungszeit. Funktionalisierung erfolgte in 5, 2mmol · l−1 CA-
Lösung bei pH 7 in 0, 01mol · l−1 Trispuffer. Immobilisierung fand im 0, 1mol · l−1 EA-Puffer bei pH
5,7 mit einer BSA-Konzentration von 1mg ·ml−1 statt. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.

Zusätzlich ist zu erkennen, dass die Proteinbeladung der zwei unterschiedlich funktio-
nalisierten Partikel in etwa identisch ist. Sie liegt für die mit CA funktionalisierten
Partikeln bei 0, 59 ± 0, 03 − 0, 67 ± 0, 01 mgBSA ·mg−1

Fe3O4
und bei den mit DOPA be-

handelten zwischen 0, 60±0, 02−0, 70±0, 01 mgBSA ·mg−1
Fe3O4

. Es handelt sich um eine
unspezifische Sorption, da sie sehr schnell abläuft [260].

Diese Vermutung wird durch die BSA-Beladung in Abhängigkeit der initialen Protein-
konzentration bestärkt, welche in Abbildung 5.63 (b) zu sehen ist. In dieser Abbildung
ist erkenntlich, dass die BSA-Beladung mit steigender Anfangskonzentration zunimmt,
ohne eine ersichtlich Sättigung zu erreichen. Dieses Phänomen wird bei beiden Funktio-
nalisierungssubstanzen beobachtet und deutet auf eine mehrschichtige Anbindung hin.
Bei den mit DOPA funktionalisierten und BSA immobilisierten Partikel steigt die Pro-
teinbeladung von 0, 10±0, 02 mgBSA ·mg−1

Fe3O4
bei einer BSA-Anfangskonzentration von

0, 1 mg ·ml−1 auf 3, 84±0, 01 mgBSA ·mg−1
Fe3O4

bei einer anfänglichen Konzentration von
5 mg ·ml−1. Die IEP dieser Versuchsreihe liegen alle auf gleichem Niveau (nicht gezeig-
te Daten), da die Oberfläche schon vollständig bedeckt ist und somit keinen weiteren
Einfluss hat. Dieses unterstreicht ebenfalls eine mehrschichtige Anbindung [113, 260].

Insgesamt kann festgestellt werden, dass eine Proteinadsorption mit BSA an den funk-
tionalisierten Partikeln möglich ist und hohe Beladungen erreicht werden. Es wird
von einer nicht spezifischen Adsorption ausgegangen, was in Hinblick auf eine Enzym-
immobilisierung zu niedrigeren Enzymaktivitäten und einer niedrigeren Stabilität des
Enzym-Trägerkomplexes führen könnte. Deshalb werden bei der Enzymimmobilisierung
die funktionellen Gruppen des Trägermaterials mit bereits aus der Enzymimmobilisie-
rung (vgl. Kapitel 2.5.1) bekannten Verfahren aktiviert, so dass sich eine kovalente
Bindung zwischen Enzym und funktionalisiertem Träger ausbilden kann.
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Abbildung 5.63: Quantitative Proteinbeladung des CA und DOPA funktionalisierten Magnetits
in Abhängigkeit der Immobilisierungszeit (a) und -konzentration (b). Funktionalisierung erfolgte in
5, 2mmol · l−1 CA/DOPA-Lösung bei pH 7 in 0, 01mol · l−1 Trispuffer. Immobilisierung fand im
0, 1mol · l−1 EA-Puffer bei pH 5,7 und einer BSA-Konzentration von 1mg ·ml−1 bei der Untersu-
chung des zeitliche Einflusses sowie einer Versuchsdauer von 20 h bei den Konzentrationsversuchen
statt. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1.

5.2 Stabilitätsversuche

In diesem Kapitel soll die Stabilität der mit CA und DOPA funktionalisierten Partikel
sowie der funktionalisierten und mit BSA beladenen Magnetitnanopartikel gegenüber
pH-Änderungen bzw. Wechselwirkungen mit verschiedenen Puffern untersucht werden.
Dabei wurden gängige Puffer aus der Biochemie/Enzymanwendung verwendet. Der
pH-Wert wurde von 2,5 bis 10,3 variiert. Ziel war es zu untersuchen, ob sowohl die
Funktionalisierungssubtanz als auch die Proteinanbindung stabil sind und sich idealer-
weise nicht ablösen, um somit beim technischen Einsatz die geforderte Prozessstabilität
zu gewährleisten. Als Stabilitätsnachweis diente zunächst der IEP.
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5.2.1 Stabilität der funktionalisierten Partikel

In Abbildung 5.64 (a) und (b) sind die IEP für mit CA und DOPA funktionalisier-
te Partikel nach unterschiedlichen Behandlungen aufgetragen und der Ausgangswert
als Gerade markiert. Bei genauerer Betrachtung der IEP der mit CA funktionalisier-
ten Partikel (vgl. Abb. 5.64 (a)) ist erkenntlich, dass es bei einigen zu Veränderungen
kommt. Auffällig ist der leichte Anstieg der IEP bei mit Trispuffer behandelten Parti-
keln, welcher bei allen Proben detektiert wird und mit steigendem pH-Wert zunimmt.
So beträgt die Differenz der IEP bei einer Behandlung mit Trispuffer bei pH 7 0,7, bei
pH 9 1,6 und bei pH 10,3 2,1. Der Anstieg des IEPs lässt vermuten, dass sich CA von
der Oberfläche abgelöst hat und dadurch die ursprünglichen Oberflächeneigenschaften
des Magnetits hervortreten.

Eine weitere Möglichkeit ist die Anlagerung der Trismoleküle an die Oberfläche, wo-
durch auch die Oberflächenladung beeinflusst werden würde. Da Trispuffer über eine
Aminogruppe mit basischem Eigenschaften verfügt, könnten die zusätzlichen positiven
Ladungen auf der Oberfläche einen Anstieg des IEPs bewirken. Aus der Abbildung
5.64 (a) ist ersichtlich, dass dieser Effekt pH-Wert abhängig ist. Auch der Tris-HCl-
Puffer bestärkt diese Annahme, da er einen pH-Wert von 8 besaß und ebenfalls eine
Erhöhung von 1,1 aufzeigt, die genau zwischen pH 7 und 10 des Trispuffers liegt. Die
Verschiebung der IEP der Trispuffer behandelten mit CA funktionalisierten Partikel
hat eine Abnahme der Suspensionsstabilität im neutralen Bereich zur Folge. Im Ver-
gleich zum unbehandelten Magnetit ist die Suspensionsstabilität bei einem pH-Wert
von 7 dennoch höher.

Die anderen gemessenen IEP liegen im Rahmen der normalen Messschwankungen, so
dass aufgrund gleichbleibender Oberflächenladungsverhältnisse von stabilen Partikeln
in diesen Medien ausgegangen werden kann. Insgesamt scheint der Puffer ausschlagge-
bender zu sein als der pH-Wert, da im pH-Bereich von 7,9-8 die verwendeten Puffer
Bicin, Phosphat und MOPES keine Abweichungen zeigen, wogegen die Trispufferbe-
handlung bei allen pH-Werten den IEP beeinflusst. Bemerkenswert ist auch, dass keine
Veränderung bei einem pH-Wert von 2,5 im eingesetzten Glycin-HCl-Puffer detektiert
wird.

Betrachtet man die Stabilitätsversuche der mit DOPA funktionalisierten Partikel (vgl.
Abb. 5.64 (b)) ist im Vergleich zu denen mit CA funktionalisierten Partikeln auffällig,
dass die Schwankungen der IEP geringer sind. Es zeigt sich wieder die Abhängigkeit
des Trispuffers bei den mit DOPA funktionalisierten Partikeln, jedoch in nicht so aus-
geprägter Form. Allerdings liegen die Messergebnisse bei pH 7 und pH 9 im Unschär-
febereich der Messgenauigkeit. Bei pH 10,3 wurde eine Abweichung von 0,9 detektiert.
Im Gegensatz zu den mit CA funktionalisierten Partikeln ist keine Abhängigkeit vom
Tris-HCl-Puffer aufgetreten. Es wird angenommen, dass die gleichen Faktoren wie zu-
vor bei der Kaffeesäure ausschlaggebend sind, aber einen geringeren Einfluss haben.
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(a) (b) 

Abbildung 5.64: Abweichungen der IEP Kaffeesäure (a) und DOPA (b) funktionalisierter Magnetit-
partikel bezüglich der Ausgangsprobe nach den Stabilitätsuntersuchungen. Funktionalisierung erfolgte
24 h in 5, 2mmol · l−1 CA/DOPA-Lösung bei pH 7 in 0, 01mol · l−1 Trispuffer. Magnetitkonzentrati-
on betrug 1, 2mg ·ml−1. Stabilitätstest erfolgten mit einer Pufferkonzentration von 0, 1mol · l−1 und
einer Dauer von 7Tage.

Vergleicht man die mit CA und DOPA funktionalisierten Partikel nach einer Behand-
lung mit Phosphatpuffer, ist ersichtlich, dass sich nur im Falle von DOPA funktionali-
sierten Partikeln der IEP um 1,1 erniedrigt. Der Grund könnte in der unterschiedlichen
Beladung der funktionalisierten Partikel liegen. Die mit DOPA funktionalisierten Par-
tikel haben eine halb so große Beladung von 2, 1Moleküle · nm−2 (0, 042 gDOPA · g−1

Fe3O4
).

Dagegen weisen die mit CA funktionalisierten Partikel eine Beladung von
4, 6Moleküle · nm−2 (0, 083 gDOPA · g−1

Fe3O4
) auf. Dadurch könnte die Oberfläche der mit

DOPA funktionalisierten Partikel nur unvollständig bedeckt sein, wodurch vermut-
lich eine Komplexierung des Phosphats an der Eisenoxidoberfläche hervorgerufen wird
[96, 117]. Die Phosphatkomplexierung führt zur Anreicherung von negativen Gruppen
auf der Oberfläche, weshalb es zu einer Verringerung des IEPs der mit DOPA funktiona-
lisierten Partikel nach einer Behandlung mit Phosphatpuffer kommt. Die Beobachtung
der Komplexierung von Phosphat an der Magnetitoberfläche wurde bereits in Vorversu-
chen (vgl. Kapitel 5.1) beobachtet und ein weiteres Mal bestätigt. Der Phosphatpuffer
wurde aber aufgrund seiner Relevanz in der Biochemie in den Stabilitätsversuchen
untersucht und zeigt bei mit CA funktionalisierten Partikeln keinen Einfluss, da die
Oberflächenbedeckung wesentlich höher ist als bei mit DOPA funktionalisierten Parti-
kel und somit keine Eisenbindungsstellen für die Komplexierung zur Verfügung stehen.
Bei den anderen angewendeten Puffern und deren pH-Werte ist kein Einfluss auf die
IEP erkennbar.

In Abbildung 5.65 sind die CA-Beladungen nach Behandlungen mit verschiedenen Puf-
ferlösungen bei unterschiedlichen pH-Werten ausgehend von den funktionalisierten Par-
tikeln aufgetragen. Die Ergebnisse wurde aus den HPLC-Messungen im Überstand be-
rechnet. Aus der Abbildung geht hervor, dass der höchste Verlust bei dem niedrigsten
pH-Wert von 2,5 auftritt und 44% beträgt. Jedoch wird dieser Verlust nicht durch die
Verschiebung des IEPs bemerkt (vgl. Abb. 5.64 (a)), was an der hohen Beladung der
Kaffeesäure liegt. Der Ausgangswert der Beladung beträgt 4, 6Moleküle · nm−2 und
somit löst sich nur ein geringer Teil ab.
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Abbildung 5.65: Restbeladung CA funktionalisierter Magnetitpartikel bezüglich der Ausgangsprobe
nach Stabilitätsuntersuchungen. Funktionalisierung erfolgte 24 h in 5, 2mmol · l−1 CA- Lösung bei pH
7 in 0, 01mol · l−1 Trispuffer. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1. Stabilitätstest erfolgten
mit einer Pufferkonzentration von 0, 1mol · l−1 und eine Dauer von 7Tage.

Falls es zu einer mehrschichtigen Anbindung kommt, könnten sich sogar nur die obers-
ten Schichten abgelöst haben, so dass noch die Ladungseigenschaften der Kaffeesäure
vorherrschen und nicht die Oberflächeneigenschaften des Magnetits hervortreten. Die
anschließende Molekülbeladung liegt nach dem maximalen Verlust bei pH 2,5, d.h.
nach der Behandlung mit Glycin-HCl-Puffer, bei 2, 6Moleküle · nm−2, was im oberen
Bereich der Molekülbeladung in den bereits genannten anderen Studien ähnlicher Sub-
stanzen liegt [112, 257]. Es wird fast ausschließlich im niedrigen pH-Bereich ein Verlust
der Kaffeesäure auf den Partikeln nach den Stabilitätsversuchen detektiert.

Insgesamt zeigt sich im neutralen pH-Bereich eine Stabilität bei den Puffern Phos-
phat, MOPES, Bicin und Tris-HCl. Weiterhin werden nach den Ablösen bei den nied-
rigen pH-Werten die Oberflächeneigenschaften durch die Kaffeesäure bestimmt, was
im FTIR durch die Banden und den IEP der Partikel ersichtlich wird. Eine Anbin-
dung der Trispuffer ist wahrscheinlich auf die eingeführten funktionellen Gruppen der
funktionalisierten Substanzen zurückzuführen, welche durch eine anschließenden Im-
mobilisierung nicht mehr verfügbar wären, so dass die Proteinbeladung die Stabilität
der Funktionalisierungssubstanz erhöht und die möglichen reaktiven Gruppen vor eine
ungewollte Anbindung mit Puffersubstanzen schützen würde. Diese Vermutung wird
durch die nachfolgenden Ergebnisse bestärkt.

5.2.2 Stabilität der funktionalisierten und proteinbeladenen
Partikel

Im Folgenden wird die Stabilität der funktionalisierten und anschließend mit BSA be-
ladenen Partikel untersucht. Dafür sind in Abbildung 5.66 die IEP der behandelten
Partikel im Vergleich zu den Ausgangsproben gezeigt. Die IEP der mit CA funktiona-
lisierten und BSA immobilisierten Partikel sind in (a) und die mit DOPA funktiona-
lisierten und BSA beladenen Partikel in (b) nach den Stabilitätsversuchen dargestellt.
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Insgesamt fällt auf, dass die IEP der funktionalisierten und BSA immobilisierten Par-
tikel nach der Behandlung sich kaum verändert haben. Hierbei bilden nur die mit CA
funktionalisierten und mit BSA beladenen Partikel, die mit Glycin-HCl-Puffer behan-
delt wurden, eine Ausnahme. Bei ihnen steigt der IEP auf 7 an, was nahe an dem
IEP von reinem Magnetit ist. Jedoch müssten sich dann die Kaffeesäure und das BSA
von der Partikeloberfläche abgelöst haben. Eine andere Möglichkeit ist, dass sich der
Glycin-HCl-Puffer an die Oberfläche angelagert hat und dadurch den IEP nach oben
verschiebt. Glycin verfügt über eine Aminogruppe, welche die positiven Ladungen auf
der Oberfläche einführen kann.

  
 

(a) (b) 

Abbildung 5.66: Abweichungen der IEP funktionalisierter und BSA immobilisierter Magnetitpartikel
bezüglich der Ausgangsprobe nach den Stabilitätsuntersuchungen. Funktionalisierung erfolgte 24 h in
5, 2mmol · l−1 CA/DOPA-Lösung bei pH 7 in 0, 01mol · l−1 Trispuffer. Magnetitkonzentration betrug
1, 2mg ·ml−1. Immobilisierung erfolgte 24 h in 1mg ·ml−1 BSA-Lösung in 0, 1mol · l−1 EA-Puffer bei
pH 5,7. Stabilitätstest erfolgten mit einer Pufferkonzentration von 0, 1mol · l−1 und eine Dauer von
7Tage.

Die Verschiebungen der IEP liegen bei den mit Kaffeesäure funktionalisierten Partikeln
in der Messtoleranz und variieren zwischen 0-0,3. Somit liegt die prozentuale Abwei-
chung zwischen 0-7%, so dass die Oberflächenladungseigenschaften, abgesehen von der
Glycin-HCl-Behandlung bei den anderen Puffern konstant bleiben. Die IEP der Stabili-
tätsversuche für mit DOPA funktionalisierten und BSA immobilisierte Partikel zeigen
keine signifikanten Änderungen und liegen im Bereich von -0,2-0,5, was einer maxi-
malen prozentualen Abweichung von ca. 12% entspricht, so dass diesbezüglich keine
Veränderungen detektiert werden und somit von keiner Oberflächenladungsänderung
ausgegangen werden kann. Diese Aussage stimmt auch mit dem Vergleich der FTIR-
Spektren überein, da keine neuen Banden detektiert werden und die Bandenintensität
bei allen Proben annährend gleich ist.

In Abbildung 5.67 sind die Restbeladungen nach den unterschiedlichen Behandlun-
gen bezüglich der Ausgangsprobe dargestellt. Hier ist zu erkennen, dass nahezu keine
Verluste hinsichtlich der BSA-Beladung außer bei den niedrigen pH-Werten des EA
und Glycin-HCl-Puffers auftreten. Die Ablösung in diesen pH-Bereichen könnte auf
die Strukturveränderung des BSAs zurückgeführt werden. Diese Beobachtung wird bei
beiden Funktionalisierungssubstanzen gemacht. Der Beladungsverlust bei diesen pH-
Werten zur Ausgangsprobe liegt im Bereich von 3-9%. Allerdings ist der technische
Einsatz bei so niedrigen pH-Werten eher unwahrscheinlich, weshalb dies nicht als pro-
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blematisch angesehen wird.
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Abbildung 5.67: Quantitative Proteinrestbeladung des CA/DOPA funktionalisierten Magnetits
nach den Stabilitätsversuchen. Die Beladungen wurden bezüglich der Ausgangsprobe normiert. Funk-
tionalisierung erfolgte 24 h in 5, 2mmol · l−1 CA/DOPA-Lösung bei pH 7 in 0, 01mol · l−1 Trispuf-
fer. Magnetitkonzentration betrug 1, 2mg ·ml−1. Immobilisierung erfolgte 24 h in 1mg ·ml−1 BSA-
Lösung in 0, 1mol · l−1 EA-Puffer bei pH 5,7. Stabilitätstest erfolgten mit einer Pufferkonzentration
von 0, 1mol · l−1 und einer Dauer von 7Tage.

Weiterhin wird ein leichter Proteinverlust von 1, 4 ± 1, 9 % bei den mit DOPA funk-
tionalisierten und BSA beladenen Partikeln bei einer Tris-HCl-Behandlung detektiert,
der jedoch aufgrund der gleichen Größenordnung der Messabweichung nicht als sicher
eingestuft werden kann. Dieser Proteinverlust wird bei den mit CA funktionalisierten
und BSA immobilisierten Partikeln nicht gemessen. Bei der BSA-Immobilisierung wird
von einer unspezifischen Adsorption ausgegangen, welche mehrfach an den funktionali-
sierten Partikeln adsorbiert, weshalb für die Desorption bzw. das Ablösen der Partikel
alle Bindungen getrennt werden müssen. Deshalb ist diese Bindung so stabil.

Insgesamt wird festgestellt, dass die Partikel durch die Proteinschicht vor weiteren
äußeren Einflüssen abgeschirmt werden und somit keine anderen Substanzen mehr an
die funktionellen Gruppen binden können. Die mechanische Stabilität/Beständigkeit
gegen Abrieb wie z.B. bei dem Einsatz im Rührreaktor, wird als hoch eingestuft, da
die Partikel während des Herstellungsverfahrens mehrfach mit Ultraschall behandelt
und zahlreichen Zerkleinerungsprozessen (mörsern) unterzogen wurden.

5.3 Kovalente Enzymimmobilisierung

Im folgenden Kapitel wird eine Einschätzung über die Eignung der mit CA und DO-
PA funktionalisierten Magnetitnanopartikel als Immobilisierungsträger exemplarisch
mit der Lipase Candida rugosa gemacht. Um eine kovalente Enzymimmobilisierung zu
erreichen, wurden die funktionellen Gruppen der Funktionalisierungssubstanzen CA
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(Carboxylgruppe) und DOPA (Aminogruppe) aktiviert (vgl. Abb. 2.16 und 2.17). Da-
für wurden die bereits gängigen Verfahren mittels Glutaraldehyd bei DOPA und Car-
bodiimid bei CA verwendet (vgl. Kapitel 2.5.1). Vorversuche zeigten, dass die Messung
des Zetapotentials sowie FTIR-Messungen keinen bzw. wenig Aufschluss über eine En-
zymimmobilisierung zuließen.

Im Falle des Zetapotentials kann das auf die ähnlichen Lage des IEPs der funktiona-
lisierten Partikel und des Enzyms (IEP = 4,5 [186, 187]) zurückgeführt werden. Wei-
terhin ist die Enzymbeladung bei kovalenter Immobilisierung im Vergleich zur BSA-
Beladung geringer, da hier eine injizierte Verbindung durch die Kupplungssubstanzen
CDI und Glut eingegangen wird und somit unspezifische Adsorptionen vermieden wer-
den. Da im Falle des BSAs eine unspezifische Adsorption mit anschließender Polymeri-
sation auftreten kann (vgl. Kapitel 5.1.8), wird eine geringere Beladung für die kovalent
immobilisierten Enzyme erwartet.

Da keine signifikante Verschiebung des IEPs nach der Enzymimmobilisierung detek-
tiert wird, kann davon ausgegangen werden, dass die Suspensionsstabilität der funktio-
nalisierten, aktivierten und immobilisierten Magnetitnanopartikel nahezu identisch zu
denen der funktionalisierten Partikel ist. Jedoch kann nicht davon ausgegangen werden,
dass das Phänomen der stabilisierenden Wirkung bei jeder Proteinbeladung auftritt,
da sie z.B. von Konzentration, Oberflächenbedeckung und dem Größenverhältnis von
Protein zu Träger sowie den Ladungseigenschaften des Proteins abhängt und somit zu
unterschiedlichen Oberflächenladungseigenschaften führt. Dementsprechend kann die
Proteinimmobilisierung sowohl zu einer Stabilisierung als auch Destabilisierung der
Suspension führen.

Im Falle der BSA-Anbindung (vgl. Kapitel 5.1.2) wird eine Destabilisierung detektiert,
was bei Lipase Candida rugosa nicht der Fall ist. Die Stabilisierung von proteinbelade-
nen Trägern kann auf elektrosterischen Wechselwirkungen (vgl. Kapitel 2.4) beruhen
[261] und das Agglomerationsverhalten kann in unterschiedliche Mechanismen einge-
teilt werden, die vom pH-Wert der Suspension und der Beladung bzw. der Oberflächen-
bedeckung abhängig sind. Bei niedrigerer Proteinbeladung kann es zu einer direkten
Bindung zwischen zwei unbeladenen Stellen der Partikeln kommen, was zu einer Agglo-
meration der Partikel untereinander führt. Bei einer niedrigeren bis mittleren Protein-
beladung kann es weiterhin zu sogenannten brückenbildenden Verbindungen kommen.
Dabei bindet ein immobilisiertes Enzym an eine andere unbeladene Partikeloberfläche.
Hierbei handelt es sich um den vorherrschenden Agglomerationsprozess. Nahe dem
IEP und bei hohen Proteinbeladungen agglomerierten die proteinbeladenen Partikel in
einer direkten Verbindung untereinander zwischen zwei immobilisierten Proteinmole-
külen verschiedener Partikel [262].

Die FTIR-Spektren weisen im Vergleich zur adsorptiven BSA-Immobilisierung geringe
Bandenhöhen und Überlagerungen der Schwingungen der verschiedenen Substanzen
auf, was auf die geringere Beladung zurückzuführen ist. Im Wesentlichen wird die Eig-
nung als Enzymträger mittels einer Aktivitätsmessung des Immobilisats realisiert, was
auch für den technischen Einsatz von erheblichem Interesse ist. Der Proteintest nach
Bradford wird als sehr ungenau für die Bestimmung der Enzymmenge auf dem Träger
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erachtet, was an der Reaktion des Farbstoffes mit dem Enzym liegt (vgl. Kapitel 3.2.8).

Weitere Vorversuche zeigten, dass die Enzymanbindung bei 25 ◦C eine sehr geringe
Restaktivität zwischen 1-3% zeigte, weshalb anschließende Versuche bei 4 ◦C durchge-
führt wurden. Diese Beobachtung wurde auch von anderen wie. z.B. Koneracka et al.
und Chen et al. gemacht [42, 263].

Die Restaktivitäten der beiden immobilisierten, CDI und Glut aktivierten und mit CA
und DOPA funktionalisierten Magnetitpartikel im Bezug zur Aktivität des nativen En-
zyms weisen ähnliche Werte auf, die bei mit CA funktionalisierten Partikeln 20± 1 %
und bei mit DOPA funktionalisierten Partikeln bei 24 ± 1 % liegen. Ein Aktivitäts-
verlust der Enzyme bei einer kovalenten Immobilisierung ist häufig zu beobachten [42]
und wurde bei diesen Versuchen erwartet, da es sich nicht um optimierte Enzymimmo-
bilisierungen handelt.

Der Aktivitätsverlust beträgt ca. 80% und kann auf eine Vielzahl von Eigenschaftsän-
derungen des Enzyms in Folge der Immobilisierung zugeführt werden. Meistens wird der
Aktivitätsverlust aufgrund von Veränderungen der Konformation des aktiven Zentrums
hervorgerufen, wodurch eine geringere Substrataffinität und -zugänglichkeit resultiert.
Das aktive Zentrum kann z.B. durch den Träger verdeckt sein und dadurch dem Sub-
strat nicht mehr für die Katalyse zur Verfügung stehen. In diesem Zusammenhang
spricht man von sterischen Problemen. Eine andere Möglichkeit ist, dass das aktive
Zentrum zwar frei zugänglich ist, aber durch die Bindung des Trägers seine Konfor-
mation verändert hat und dadurch die katalytische Wirkung eingeschränkt. Weiterhin
wurde auch festgestellt, dass, wenn eine Anbindung nicht direkt am aktiven Zentrum
stattfindet aber andere Reste des Enzyms involviert sind, es auch zu einer verminder-
ten Aktivität kommen kann.

Anhand dieser Einschränkungen erkennt man, dass eine Vielzahl von Interaktionen
von Träger und Enzym einen bedeutenden Einfluss auf die Aktivität und die damit
erfolgreiche Immobilisierung haben. So sind die Entfernung des Proteins zum aktiven
Zentrum, Wechselwirkungen zwischen Träger und Enzym und Eigenschaften der Ver-
bindungsmoleküle von erheblicher Bedeutung [6, 42, 165, 231, 264]. Durch eine Immobi-
lisierung können sich weitere physikalische sowie chemische Eigenschaften des Enzyms
verändern, was in einer höheren Aktivierungsenergie der Umsetzung des Substrates
resultieren kann [58]. In anderen Veröffentlichungen (z.B. [58, 265]) wurde auch von
einer Veränderung des Aktivitätsoptimums der immobilisierten Enzyme hinsichtlich
pH-Wert und Temperatur berichtet, so dass höhere Aktivitäten bei anderen Bedingun-
gen möglich sind. Aktivitätsverluste können auch auf Partikelagglomerationen beruhen
[55].

Vergleicht man die beiden Substanzen CDI und Glut (vgl. Kapitel 2.5.1) ist ein Un-
terschied hinsichtlich ihrer Aktivierung erkennbar. So führt Glut im Vergleich zu CDI
fünf Kohlenstoffe ein, kann somit auch als Spacer agieren und arrangiert das Enzym in
einer flexibleren Lage bezüglich des Trägers, wodurch sterische Hinderungen minimiert
werden [56, 255]. Jedoch wirkt sich die größere Bewegungsfreiheit nicht merklich auf
eine höhere katalytische Aktivität aus (ca. 3%). Wahrscheinlich ist der Einfluss der
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flexibleren Lage des Enzyms bei diesen Versuchsparametern gering, weil die Prozess-
bedingungen wohl eher über die Aktivität entscheiden, da sie noch nicht ideal sind.
So wurde exemplarisch der Versuchsparameter der Immobilisierungszeit für die beiden
funktionalisierten und aktivierten Partikel variiert, um einen ersten Eindruck für mög-
liche Optimierungen zu bekommen.

In Abbildung 5.68 ist die Restaktivität nach der Immobilisierung von Lipase Candida
rugosa an mit DOPA funktionalisierten und Glut aktivierten Magnetitpartikeln auf-
getragen. Es ist eine Abhängigkeit der Immobilisierungszeit erkennbar. Mit kürzerer
Immobilisierungszeit nimmt die Restaktivität verglichen mit dem nativen Enzym zu.
Sie beträgt nach 6 h 33±5 %, wogegen das Immobilisat nach 1 h noch 55±5 % aufweist.
Eine Möglichkeit wäre, dass sich mit längerer Immobilisierungszeit eine mehrschichtige,
unspezifische Enzymanbindung an den bereits angebundenen Enzymen ergeben könnte
und dadurch die Enzymaktivität reduziert wird, da diese unspezifische Adsorption zu
einer stärkeren Veränderung des aktiven Zentrums aufgrund von Konformation oder
sterischer Hinderung führt.
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Abbildung 5.68: Restaktivität des Immobilisats der DOPA funktionalisierten Magnetitnanoparti-
kel bezüglich des nativen Enzyms und der Einfluss der Immobilisierungsdauer. Funktionalisierung
erfolgte 24 h in 5, 2mmol · l−1 DOPA-Lösung bei pH 7 in 0, 01mol · l−1 Trispuffer. Magnetitkonzen-
tration betrug 1, 2mg ·ml−1. Für die Aktivierung wurde Glut mit der Konzentration von 1,25Gew.-%
in Wasser für 24 h in Reaktion gebracht. Immobilisierung erfolgte in 0, 1mg ·ml−1 Lipase Candi-
da rugosa-Lösung in 0, 1mol · l−1 Na-Phosphatpuffer-Puffer bei pH 8. Die Temperatur während der
Immobilisierung betrug 4 ◦C.

Ein anderes Bild der Restaktivität in Abhängigkeit der Immobilisierungszeit zeigt sich
bei den mit CA funktionalisierten und CDI aktivierten Partikeln (vgl. Abb. 5.69). Hier
ist kein Zusammenhang zwischen der Restaktivität und der Immobilisierungszeit er-
sichtlich, was durch zwei weitere Versuche mit unterschiedlichen Zeiten bestätigt wird.
Die höchste Restaktivität von 75 ± 4 % wird nach einer Immobilisierungszeit von 3 h
erreicht, dagegen liegen die anderen Werte in einem Bereich von 28− 37 % ausgenom-
men des 6 h Versuches. Dieses abweichende Verhalten kann auf die unterschiedlichen
Funktionalisierungs- und Aktivierungssubstanzen zurückgeführt werden, die einen Ein-
fluss auf die Konformation des aktiven Zentrums haben.

Das aktive Zentrum der Lipase Candida rugosa besteht aus einer katalytischen Triade
aus den Aminosäuren Serin, Histidin, Glutamat und besitzt einen „Deckel“, welcher das



154 KAPITEL 5. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

aktive Zentrum schützt [266]. Möglicherweise ist die Affinität der Lipase Candida ru-
gosa gegenüber den mit CA funktionalisierten und CDI aktivierten Partikeln geringer,
weshalb die Enzymbindungsreaktion im Vergleich zu denen mit DOPA funktionalisier-
ten und Glut aktivierten Partikeln langsamer verläuft, die Anbindung aber weniger
die Konformation des aktiven Zentrums beeinflusst, so dass eine erhöhte Aktivität er-
reicht wird. Jedoch scheint auch hier eine längere Immobilisierungszeit nach Erreichen
des Maximums zu einer Verringerung der Aktivität zu führen, was wiederum auf nicht
optimale Anbindungsbedingungen hindeutet. Weiterhin wurde auch in der Literatur
festgestellt, dass unterschiedliche Enzyme am gleichen Immobilisat zu unterschiedli-
chen Aktivitäten führen [42].
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Abbildung 5.69: Restaktivität des Immobilisats der CA funktionalisierten Magnetitnanopartikel
bezüglich des nativen Enzyms und der Einfluss der Immobilisierungsdauer. Funktionalisierung erfolgte
24 h in 5, 2mmol · l−1 CA-Lösung bei pH 7 in 0, 01mol · l−1 Trispuffer. Magnetitkonzentration betrug
1, 2mg ·ml−1. Für die Aktivierung wurde CDI mit einer Konzentration 3mg ·ml−1 in 0, 003mol · l−1

Kaliumphosphat bei pH 6 für 24 h in Reaktion gebracht. Immobilisierung erfolgte in 0, 1mg ·ml−1

Lipase Candida rugosa-Lösung in 0, 1mol · l−1 Na-Phosphatpuffer-Puffer bei pH 8. Die Temperatur
während der Immobilisierung betrug 4 ◦C.

Im Folgenden werden kurz die bereits erreichten Erfolge der Immobilisierung an ma-
gnetischen Trägern aufgezeigt und anschließend im Kontext zu den hier erzielten Er-
gebnissen gestellt. So wurde z.B. mittels Direktimmobilisierung über eine kovalente
Enzymbindung von Alkoholdehydrogenase (YADH) mittels CDI eine Restaktivität des
Enzyms von 62% erreicht. Des Weiteren ergab sich eine zehnfach bessere Stabilität ver-
glichen zum freien Enzym. Ein Aktivitätsverlust nach dreizehn Wiederverwendungen
innerhalb von 2 h war nicht signifikant [263]. Auch Kouassi et al. haben eine Direktim-
mobilisierung mit CDI und Thiophenacetylierung durchgeführt und eine Steigerung
der Enzymstabilität nach der Immobilisierung bemerkt. Die Bindungseffizienz lag zwi-
schen 66-100% je nach Aktivierungssubstanz [267]. Wang et al. haben Lipase mittels
Glut an amino-funktionalisierten Nanopartikeln immobilisiert. Es wurden ca. 80% der
Enzyme angebunden, deren Restaktivität 70% des freien Enzyms betrug [268]. Eine
andere Forschergruppe hat LipaseCandida rugosa an ferromagnetischen modifizierten
Dacron-Trägern immobilisiert und Restaktivitäten von 16% bei der Umsetzung von
p-NPP und 24% bei der Hydrolyse von Triolin in Hexan detektiert [269]. Die kovalen-
te Immobilisierung von Glucoamylase mittels Polymethylmethacrylat als Spacer unter



5.3. KOVALENTE ENZYMIMMOBILISIERUNG 155

Verwendung der Kupplungssubstanzen CDI oder Bromcyan haben eine Aktivität von
57% für die CDI-Kupplung und 73% für die CNBr-Kupplung ergeben [264]. Bayramo-
glu und Arica haben eine Restaktivität von 81% bei der Immobilisierung einer Lipase
an modifizierten Glycidyl Methacrylaten und Methacrylsäuremethylestern unter einer
Aktivierung mit Glut erreicht [270]. Im Vergleich mit den genannten Ergebnissen an-
derer Immobilisierungen an magnetischen Trägern zeigen die ersten Versuche eine gute
Restaktivität auf, müssen aber für den Einsatz als Enzymträger noch weiter hinsichtlich
ihrer Kinetik sowie der Lagerungs- und Betriebsstabilität der Enzyme getestet werden.

Insgesamt konnte eine Aktivität des Enzyms Lipase Candida rugosa auf beiden funk-
tionalisierten und aktivierten Magnetitnanopartikeln festgestellt werden und eine erste
maximale Restaktivität von bis zu 75% der mit CA funktionalisierten und CDI akti-
vierten Partikel gemessen werden. Erste Versuchsreihen zeigen, dass die unterschiedlich
funktionalisierten und aktivierten Partikel zu unterschiedlichen Ergebnissen führen, die
bisher noch nicht eindeutig erklärt werden können.



6 Zusammenfassung und Ausblick

Die Oberflächenmodifikation magnetischer Nanopartikel für den Einsatz als Enzym-
träger wurde in dieser Arbeit untersucht. In Anlehnung an die Bionik und vorheri-
ge Funktionalisierungsmethoden mit Polymeren wurden phenolische Substanzen mit
unterschiedlichen funktionellen Gruppen ausgewählt und ihr Einfluss auf das Anbin-
dungsverhalten an Magnetit untersucht. Bei den Substanzen handelt es sich um das
Redoxsystem Benzo-/Hydrochinon, welches eine para-Stellung der Hydroxylgruppen
am aromatischen Ring aufweist sowie die Substanzen Kaffeesäure, DOPA und Do-
pamin, bei denen die Hydroxylgruppen am aromatischen Ring in ortho-Stellung an-
geordnet sind. Zusätzlich wird Gallussäure mit drei Hydroxylgruppen in ortho- und
meta-Stellung auf eine Anbindung getestet.

Grundsätzlich konnte bei allen Funktionalisierungssubstanzen eine Anbindung nach-
gewiesen werden. Bei den Substanzen wird festgestellt, dass sich bei einigen eine pH-
Abhängigkeit hinsichtlich der Anbindung an die Magnetitpartikel zeigt. Bei ihnen ist
eine bessere Anbindung im neutralen pH-Bereich zu detektieren, was am IEP von rei-
nem Magnetit liegt. Trotz löslichkeitsbedingter unterschiedlicher Konzentrationen lie-
gen die Absorptionsintensitäten der FTIR-Banden der verschiedenen Substanzen auf
ähnlichem Niveau. Dies könnte auf eine Limitierung der Bindungsstellen hindeuten,
was eine spezifische Adsorption wahrscheinlich macht.

Bei Benzo-/Hydrochinon sowie bei der Gallussäure wird eine geringere Bindungssta-
bilität festgestellt. Dagegen sind bei den Substanzen mit zwei Hydroxylgruppen (CA,
DOPA, Dopamin) in ortho-Stellung die Bindungen stabiler. Diese Beobachtung weist
auf unterschiedliche Bindungsmechanismen hin und lässt die Annahme zu, dass die
Substanzen mit zwei Hydroxylgruppen in ortho-Stellung eine zweizähnige Bindung
ausbilden. Verglichen mit einer einzähnigen Bindung, die vom Redoxsystem Benzo-
/Hydrochinon eingegangen wird, ist eine solche zweizähnige Bindung wesentlich stabi-
ler. Durch die Detektion der Schwingung der Hydroxylgruppen der mit Hydrochinon
und Benzochinon funktionalisierten Magnetitpartikel im FTIR-Spektrometer wird die-
se Beobachtung bestätigt. Die instabile Anbindung der Gallussäure basiert auf steri-
schen Hinderungen zwischen den drei Hydroxylgruppen am aromatischen Ring und der
Magnetitoberfläche.

Weiterhin wird durch die Funktionalisierung die Suspensionsstabilität im neutralen
pH-Bereich erhöht. Dieses wird durch die Verschiebung des IEPs von reinem Magnetit
von pH 7,3 auf ca. pH 3-4 und der damit verbundenen Erhöhung des Zetapotenials er-
reicht. Ein Einfluss auf die innere Kristallgitterstruktur in Folge der Funktionalisierung
konnte nicht festgestellt werden, weshalb eine Oxidation des Magnetits ausgeschlossen
wird. Die kristallinen und die damit verbundenen magnetischen Eigenschaften blei-
ben erhalten. Abweichungen, die aus Veränderungen der Kristalloberfläche z.B. durch
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Oxidation resultieren, können allerdings nicht ausgeschlossen werden. Bei allen Proben
wird ein magnetisches Verhalten durch einen Permanentmagneten nachgewiesen und
die Funktionalisierung hat keinen signifikanten Einfluss auf die Partikelgröße und die
Gitterkonstante.

Bei der Proteinimmobilisierung von BSA an den Partikeln ist eine erhöhte Protein-
beladung bei einem pH-Wert von 5,7 detektiert worden, was auf den Wert des IEPs
des BSA zurückzuführen ist. Die Höhe der Proteinbeladung unterscheidet sich je nach
Funktionalisierungssubstanz. So ist auffällig, dass nur bei Partikeln mit Funktionali-
sierungssubstanzen mit zwei Hydroxylgruppen in ortho-Stellung die Proteinbeladung
höher liegt als bei reinen Magnetitpartikel. Dagegen weisen die Substanzen mit zwei
Hydroxylgruppen in para-Stellung bzw. mit drei Hydroxylgruppen am aromatischen
Ring geringere Beladungen auf. Die höchste Beladung wird bei mit Kaffeesäure funk-
tionalisierten Partikeln in einem pH-Bereich von 4-7 mit 0, 71−0, 77 mgBSA ·mg−1

Magnetit

erreicht. Die Anbindung des BSAs beruht auf einer unspezifischen Adsorption. Des-
halb mussten für eine kovalente Enzymimmobilisierung die funktionellen Gruppen der
Funktionalisierungssubstanzen mit CDI und Glutaraldehyd aktiviert werden, um eine
entsprechende Anbindung zu erzielen.

Die Proteinimmobilisierung mit BSA injiziert eine Partikelagglomeration, welche vom
Grad der Beladung abhängig ist. Dadurch verringert sich die Suspensionsstabilität im
neutralen pH-Bereich, welche jedoch im Vergleich mit reinem, unbehandelten Magnetit
immer noch höher ist. Durch die vorangegangene Funktionalisierung konnte die Sus-
pensionsstabilität auch der proteinbeladenen Partikel erhöht werden, jedoch änderten
sich die Ladungsverhältnisse der Oberfläche. Daraus wird ersichtlich, dass die Oberflä-
chencharakteristika durch die funktionalisierende bzw. immobilisierende Substanz be-
stimmt werden und die magnetischen Eigenschaften ausschließlich vom Magnetitkern
stammen. Eine Strukturveränderung des Trägermaterials durch die Proteinanbindung
kann ausgeschlossen werden.

Da Kaffeesäure und DOPA sehr gute Ergebnisse in Hinblick auf die Eignung als Funk-
tionalisierungssubstanz für Magnetit als Enzymträger zeigten, wurden diese genauer
auf ihr Anbindungsverhalten und ihre chemische Stabilität getestet. Dabei zeigte sich,
dass die funktionellen Gruppen am aromatischen Ring einen erheblichen Einfluss auf
die Anbindung der beiden Verbindungen an den Magnetit haben. So zeigen die bei-
den Substanzen bei der Funktionalisierung ein gegensätzliches temperaturabhängiges
Verhalten. Es wurde die höchste DOPA-Beladung bei einer Temperatur von 60 ◦C mit
einer durchschnittlichen Beladung von 8, 8Moleküle · nm−2 erreicht. Dagegen verzeich-
net Kaffeesäure die höchste Beladung von 5, 3Moleküle · nm−2 bei einer Anbindung bei
25 ◦C.

Die Erhöhung der Sublimationstemperatur in den thermogravimetrischen Analysen
bei den mit Kaffeesäure funktionalisierten Partikeln deutet auf eine stärkere Bindung
zwischen Funktionalisierungssubstanz und Partikel im Vergleich zu denen mit DOPA
funktionalisierten Partikeln hin. Weiterhin wird davon ausgegangen, dass Kaffeesäure
eine höhere Reaktionsgeschwindigkeit bzw. Adsorptionsaffinität im Vergleich zu DOPA
hat, da die Sättigungskonzentration unter Annahme gleicher Anbindungswahrschein-
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lichkeiten schneller erreicht wird.

Die mit CA und DOPA funktionalisierten Magnetitnanopartikel sind im neutralen
pH-Bereich beim Einsatz verschiedener Puffer stabil. Ein Teil der Moleküle löst sich
bei niedrigen pH-Werten ab, jedoch bleiben die Oberflächenladungseigenschaften und
die Suspensionsstabilität unverändert. Die funktionalisierten Partikel weisen nach dem
maximalen Verlust im sauren Milieu bei pH 2,5 immer noch eine durchschnittliche Mo-
lekülbeladung von 2, 6Moleküle · nm−2 auf. Eine anschließende Proteinbeladung stabi-
lisiert die Funktionalisierungssubstanz. Die so modifizierten Partikel bleiben auch nach
Zerkleinerung und Ultraschallbehandlung stabil.

Eine Eignung der mit CA und DOPA funktionalisierten Magnetitpartikel als Enzym-
träger wird exemplarisch mit dem Enzym Lipase Candida rugosa gezeigt, welches eine
sehr gute Restaktivität von bis zu 55% bei den mit DOPA funktionalisierten und
Glutaraldehyd aktivierten Partikeln und sogar 75% bei den mit CA funktionalisierten
und CDI aktivierten Partikeln bei einer Immobilisierungstemperatur von 4 ◦C aufweist.
Weiterhin wird kein nennenswerter Einfluss auf die Oberflächenladungseigenschaften
bzw. die Suspensionsstabilität im Zuge der Enzymimmobilisierung festgestellt, was auf
die ähnlichen Werte der IEP der funktionalisierten Partikel und der Enzyme zurück-
zuführen ist.

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Aufgabenteile dieser Arbeit erfolgreich
abgeschlossen worden sind. Der materialwissenschaftliche Teil bildet den Schwerpunkt
und das Ziel einer Oberflächenfunktionalisierung magnetischer Magnetitnanopartikel
mit gleichzeitiger Suspensionsstabilisierung wird erreicht, welche eine Beschichtungs-
sowie Suspensionsstabilität bei neutralen pH-Werten zeigt. Dadurch wird ein Einsatz
vor allem der mit CA und DOPAmodifizierten Träger in enzymatisch katalysierten Pro-
zessen ermöglicht. Im abschließenden biochemischen Teil wird exemplarisch mit dem
Beispielenzym Lipase Candida rugosa die Eignung der funktionalisierten Magnetitna-
nopartikel als Enzymträger getestet. Die maximale Restaktivität des immobilisierten
Enzyms liegt bei einer Anbindung an den mit CA funktionalisierten und CDI aktivier-
ten Partikeln bei 75%, was als großer Erfolg zu bewerten ist.

Im Zusammenhang mit dieser Arbeit haben sich interessante Anhaltspunkte für wei-
tere Forschungen ergeben, die sich mit dem Träger, der Funktionalisierung und Im-
mobilisierung beschäftigen. Eine weitere Optimierung des Trägermaterials hinsichtlich
Partikelgröße, -form, -verteilung und -reinheit ist von Bedeutung und damit verbunden
die unterschiedlichen Synthesewege des Trägermaterials, so dass z.B. der Einfluss von
oberflächenaktiven Substanzen und Lösungsmitteln auf eine anschließende Funktiona-
lisierung untersucht werden sollte.

Ein weiterer Ansatzpunkt ist eine Modifikation des Trägermaterials selbst, z.B. durch
Einführung weiterer Oberflächenhydroxylgruppen, da diese für die Anbindung der
Funktionalisierungssubstanzen verantwortlich gemacht werden. Dazu könnte z.B. ein
sternförmiges Aufwachsen von Goethit auf der Magnetitoberfläche untersucht werden.
Durch die vermehrte Einführung von Hydroxylgruppen kann es jedoch zur sterischen
Behinderung der Funktionalisierungsmoleküle untereinander kommen. Eine Verbesse-
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rung der magnetischen Eigenschaften kann wahrscheinlich durch den Einsatz von Fer-
riten bzw. mit dotiertem und modifiziertem Magnetit realisiert werden, welcher auf
ihre Eignung als Trägermaterial geprüft werden müsste.

Bei der Funktionalisierung sind weitere Untersuchungen hinsichtlich des Einflusses der
Substituenten am aromatischen Ring für das Verständnis der Anbindung bedeutend.
Hierfür wären direkt zugeschnittene und selbst dargestellte Funktionalisierungssubstan-
zen basierend auf den jetzigen Ergebnissen hilfreich, um genauere Analysen hinsichtlich
der Bindungsmechanismen und deren Struktureinflüsse auch in Abhängigkeit der pKs-
Werte zu untersuchen. Dies könnte auch zur Aufklärung der Bindungsstärke beitragen.

Weiterhin wäre eine IR-Spektrometrie im nahen Infrarotbereich hilfreich, da Phenole
üblicherweise noch über Absorptionsbanden zwischen 200-360 nm [271] verfügen und
in diesem Bereich auch Unterschiede zwischen der Kristallstruktur des Magnetits und
Maghemits [257] zu detektieren sind.

Des Weiteren ist zu untersuchen, ob möglicherweise durch den Einsatz einer Thiolgrup-
pe zur Immobilisierung die Enzymaktivität erhöht werden kann. Die Untersuchung der
Immobilisierung weiterer Enzyme an den funktionalisierten Partikeln ist in Hinblick
auf Enzymkinetik und Aktivität von großem Interesse.

Es könnte auch die Verwendung langkettiger Moleküle, sogenannten Abstandhaltern
(engl. Spacer), erwogen werden, durch die die Aktivität der Enzyme durch Unterbin-
dung sterischer Hindernisse gesteigert werden kann. Die Bestimmung von Sättigungs-
konzentrationen des jeweiligen aktiven Proteins wären förderlich, um einer durch die
Proteinimmobilisierung induzierten erhöhten Agglomeration vorzubeugen. Auch In-
formationen hinsichtlich der Anbindung des Enzyms an das Trägermaterial und der
Einfluss auf die Mikroumgebung und die damit verbundene Stabilitäts- und Effektivi-
tätseffekte sind in nachfolgenden Forschungsarbeiten von Interesse.

Eine weitere Herausforderung ist die stabile Lagerung der funktionalisierten als auch
immobilisierten Partikel. Die magnetischen Eigenschaften der Partikel sind für die An-
wendung von enormer Bedeutung, weshalb der Erhalt der magnetischen Eigenschaften
im Zuge der Funktionalisierung und Immobilisierung mittels Aufnahme von Hystere-
sekurven überprüft werden muss.

In der Prozessrealisierung liegen weitere Herausforderungen für den industriellen Ein-
satz von magnetischen Nanoträgern in enzymatisch katalysierten Prozessen. Auch der
Einsatz dieser funktionalisierten Partikel für andere Anwendungsgebiete wie z.B. Zell-,
Protein- und DNA-Separation oder in der gezielten Pharmakokinetik kann getestet und
angepasst werden.
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